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Resumo Os biomarcadores epigenéticos tém emergido como ferramentas promissoras na
predicdo de eventos cardiovasculares, proporcionando uma compreensiao mais profunda dos
mecanismos subjacentes as doengas cardiovasculares (DCV). A epigenética estuda
modificagdes hereditarias na expressdo génica sem alteragdo na sequéncia do DNA, sendo os
principais mecanismos envolvidos a metilacdo do DNA, modificagbes pos-traducionais das
histonas e a regulacéo por RNA nao codificante, como microRNAs (miRNAs) e longos RNAs nao
codificantes (IncRNAs). A metilacdo do DNA, por exemplo, desempenha um papel essencial na
regulacdo de genes associados a inflamagado, estresse oxidativo e disfungdo endotelial,
processos centrais na aterogénese. Estudos demonstram que padrdes especificos de metilagéo
em genes como *LINE-1* e *APOE* estdo associados a maior risco cardiovascular. Da mesma
forma, modificagbes nas histonas, como a acetilagdo e metilagao de H3K27 e H3K9, afetam a
expressao de genes relacionados a homeostase vascular. Além disso, miRNAs e IncRNAs
regulam processos essenciais na progressao da aterosclerose e insuficiéncia cardiaca. Por
exemplo, 0 miR-126 esta envolvido na angiogénese e protecao endotelial, enquanto o miR-21
tem sido associado a fibrose cardiaca e hipertrofia ventricular. Esses biomarcadores epigenéticos
séo detectaveis em fluidos biolégicos, como sangue e saliva, possibilitando o desenvolvimento
de testes ndo invasivos para estratificagdo de risco cardiovascular. A aplicabilidade clinica
desses biomarcadores ainda enfrenta desafios, como a padronizagdo de métodos de detecgao
e a validacao de sua utilidade preditiva em diferentes populagdes. No entanto, a integracéo de
biomarcadores epigenéticos com outros indicadores clinicos e genéticos podera revolucionar a
medicina personalizada, permitindo estratégias preventivas mais eficazes para pacientes em
risco de eventos cardiovasculares adversos.
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1. BREVE HISTORIA DA EPIGENETICA

Em 1942, bidlogo inglés C.H. Waddington propés, pela primeira vez, o uso do termo
epigenética, que significa mudangas em sequéncias ndo genéticas. Na década de 1980, o
bidlogo molecular britanico R Holliday reformulou sistematicamente o termo em um artigo
académico, a partir do consenso de que a metilagdo do DNA pode alterar a atividade do
gene'. Em 1990, ele redefiniu a epigenética como o estudo dos mecanismos temporais e
espaciais, pelos quais os genes atuam durante o desenvolvimento de organismos
complexos?. Uma nova definigdo ocorreu em 1996, quando o geneticista americano Athur D.
Riggs e outros pesquisadores consideraram a epigenética como as mudangas genéticas
causadas por mitose ou meiose na fungdo dos genes sem alterar a sequéncia genética®>*. O
ajuste estrutural da regido cromossémica, que faz com que ela se expresse, emita sinal ou
mantenha um estado de atividade alterado, foi a definicdo encontrada, em 2007, pelo geneticista
britanico SA Bird®.

Em uma conferéncia de Spring Harbor, realizada em 2008, a natureza da epigenética
foi reconhecida como alteragdes cromossémicas que causaram fendtipo hereditario estavel na
auséncia de alteragdes na ordem do DNA. Com a extensao das pesquisas nessa area, o National
Institutes of Health (NIH), em 2013, consideraram que a epigenética incluia alteragdes herdadas
na atividade e expressao génica de células ou individuos e mudancgas estaveis, de longo prazo
e nao herdadas no nivel potencial de transcricdo celular. Atualmente, o conceito amplamente
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aceito da epigenética é o estudo dos processos moleculares herdaveis que afetam a expressao
génica sem causar mudangas na sequéncia de bases na molécula de DNAS.

Os mecanismos epigenéticos sdo descobertos e amplamente aceitos, pois regulam a
expressdo génica, sem alterar a sequéncia de DNA por modificagbes covalentes feitas em
proteinas histonas e acidos nucléicos, que regulam cooperativamente a estrutura da cromatina.
As regulacdes epigenéticas séo reversiveis e dinamicamente reguladas pela expresséo génica.
Isso indica que 0os mecanismos epigenéticos podem desempenhar papéis mais importantes na
biologia. Também abre a possibilidade de desenvolver medicamentos epigenéticos para
determinadas doengas®.

2. MECANISMOS REGULATORIOS EPIGENETICOS

2.1 Metilagdo do DNA

A metilagdo do DNA é uma modificacdo normal e universal em células eucaridticas. E
também a principal forma epigenética de regulagdo da expressédo génica em mamiferos. Existem
varias formas de modificagdo metilada, mas a maioria delas ocorre em ilhas de citosina fosfato
guanina (CpG) na regiao promotora do gene. A metilacdo do DNA é um importante mecanismo
epigenético. Ela pode transferir informagdes genéticas para o DNA da prole por meio da
regulagdo das metiltransferases de DNA (DNMTs)’.

As DNA metilases podem ser divididas em trés categorias de acordo com seus papéis
na metilacdo do DNA: enzimas writers, enzimas erasers e enzimas readers. As enzimas writers
catalisam a adigdo de grupos metil aos residuos de citosina, incluindo DNMT1, DNMT3a e
DNBT3b. Embora essas enzimas tenham grande dominio regulatério N-terminal e dominio
catalitico c-terminal, existem diferengas nos padrdes de fungéo e expressio’.

O DNMT1 pode nao apenas imitar com precisao o padrao de metilagédo original antes
da replicagdo do DNA, mas também reparar a metilagdo do DNA8. Também conhecidos como
DNMT de novo, o DNMT3a e o DNMT3b podem introduzir metilagdo no DNA nu e estabelecer
um novo padrdo de metilagdo para o DNA nado modificado. Direcionados a sequéncias
especificas de DNA, eles podem ser mediados por fatores de transcri¢gdo. Além disso, regulam a
metilacdo do DNA sintético de novo. Os DNMTs podem se ligar a componentes de fatores de
transcrigdo ou complexos repressores para direcionar a metilagao do DNA. Aligacao do fator de
transcrigdo é capaz de ajudar a proteger os locais CpG da metilagdo de novo. Afungéo da enzima
eraser é modificar e remover grupos metil°.

A desmetilacdo do DNA pode ocorrer ativa ou passivamente. A desmetilagao passiva
significa que a manutencdo de DNMTs durante a mitose ndo consegue metilar a fita de DNA
recém-sintetizada. No entanto, o mecanismo molecular que catalisa a desmetilacéo ativa do DNA
nao foi elucidado. As enzimas readers, por sua vez, podem reconhecer e ligar grupos metil para
afetar a expressdo génica. As proteinas no dominio estrutural das enzimas de leitura
(adaptadores) estdo envolvidas principalmente na expressao génica. A principal fungdo desses
dominios estruturais é recrutar fatores relacionados ao progresso do metabolismo do DNA,
incluindo replicagdo do DNA, transcri¢éo, recombinagéo do DNA e reparo de danos ao DNA®.

Trés familias de proteinas reconhecem a metilagdo do DNA: a proteina do dominio de
ligagdo ao metil-CPG (MBD), a proteina UHRF e a proteina dedo de zinco. A proteina MBD
contém um dominio de ligagdo metil-CPG (MBD) conservado, que tem uma alta afinidade por
um unico sitio CpG metilado, enquanto a familia MBD inclui MeCP2, a primeira proteina de
ligagdo a metila a ser identificada, assim como MBD1, MBD2, MBD3 e MBD4'%". A familia de
proteinas UHRF mantém a metilagdo do DNA ligando-se ao DNMT1, visando o DNA
semimetilado e a familia de proteinas dedo de zinco consiste em Kaiso, ZBTB4 e ZBTB38, que
inibem a transcri¢éo de modo dependente da metilagdo do DNA'>13,

2.2 Modificagdo de histonas

A modificagdo de histonas se refere é um processo relacionado a metilagao, acetilacao,
fosforilagdo, adenilagdo, ubiquitinacao e ribosilagao de difosfato de adenosina, sob a acéo de
enzimas relacionadas. Pode alterar o estado solto ou aglutinante da cromatina, afetando a
afinidade entre as histonas e as fitas duplas de DNA. Aregulagéo génica também pode influenciar
a afinidade entre outros fatores de transcrigao e promotores de genes estruturais. Entre eles, a
metilacdo e a acetilagdo de histonas sdo bem estudadas'™.
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2.2.1 Metilagdo de histonas

Ametilacdo das histonas é uma das modificagdes pds-transcricionais mais importantes.
A histona metiltransferase esta envolvida na regulagéo da metilagdo das histonas, que transfere
grupos metil para residuos de histonas lisina usando S-adenosina metionina como substrato. O
sitio de metilagcao estd no atomo de N da cadeia lateral de lisina e arginina. A metilagdo comum
de histonas inclui metilagado H3K4, metilagdo H3K9 e metilagdo H3K27. A metilacédo da lisina é
relativamente estavel na regulagéo da expressao génica, enquanto a metilagdo dos residuos de
lisina, no quarto sitio de H3, esta associada a ativagdo génica e a metilagdo dos residuos de
lisina, no 9° e 27° sitios, ao silenciamento génico'®.

A metilagdo da histona arginina € um marcador relativamente dindmico, relacionada a
ativacdo génica. A perda de metilagdo da arginina em H3 e H4 tem relagdo com o silenciamento
génico. A metilagdo da histona H3K4 se concentra principalmente em regides de transcri¢ao
ativa, como o local de inicio da transcrigao, regides promotoras e intensificadoras. H3K4me1 foi
enriquecido na regido intensificadora e correlacionado com H3K27ac ou H3K27me3, marcando
potenciadores ativos ou inibitérios, respectivamente’. A metilagdo da histona H3K9,
especialmente H3K9me2 e histona 3 lisina 9 trimetilada (H3K9me3), geralmente regula a
formagéao de heterocromatina e a inibigdo génica. SUV39H1 e SUV39H2, por sua vez, catalisam
a formacéo de H3K9me2 e H3K9me3. O intensificador do zeste homologo-2 (EZH2) pode metilar
H3K27, causando silenciamento de genes relacionados'®"7.

2.2.2 Acetilagado de histonas

A acetilacdo das histonas ocorre nos locais de lisina mais conservados no terminal N
de H3 e H4. E coordenado por histonas acetiltransferases (HAT) e histonas desacetilases
(HDACSs). A acetilagao pode regular a transcrigdo génica por meio de seus efeitos nas cargas de
histonas e proteinas que interagem. Portanto, a acetilagdo de histonas é considerada um
marcador ativo de histonas. Em 1996, os pesquisadores descobriram o HAT P300 e a proteina
de ligagdo ao elemento de resposta AMP ciclico (CBP). O CBP se liga ao P300 para formar o
complexo CBP/P300, que recruta outros HAT, como o PCAF (fator relacionado ao P300/CBP).
Segundo as semelhangas estruturais e substratos das moléculas de HDAC, a familia HDACs
pode ser dividida em quatro categorias, sendo os HDAC1, 2, 3 e 8 pertencentes a proteinas
semelhantes a RPD3 de classe I; os HDACs de classe I, divididos em duas subclasses: Classe
lla (HDAC4, 5, 7 e 9) e Classe IIb (HDAC6 e HDAC10); os HDACs de classe lll, que sao
desacetilases dependentes de nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD+), incluindo sirtuina
(SIRT)1-SIRT7; e a proteina de classe IV, correspondente ao HDAC11'8,

Existem muitos residuos de lisina nas histonas que podem ser acetilados, como H3K4,
H3K9, H3K27, entre outros. A acetilagido da lisina regula as mudangas funcionais nas proteinas,
alterando sua estrutura ou afinidade por outros parceiros de ligacdo. Portanto, a acetilagao da
lisina pode regular o cancer, doengas cardiovasculares e outras doencas'®?°. Na lisina
acetiltransferase (KATs), o P300 é um coativador de transcricdo, que regula a expressao génica
ativando o KAT intrinseco. Além disso, descobriu-se que os HDACs desempenham um papel
importante nos processos patolégicos de inflamagao, hipertrofia cardiaca e insuficiéncia
cardiaca®'23,

2.3 RNAs néo codificantes
Os RNAs nao codificantes correspondem a RNAs que ndo codificam proteinas,

incluindo RNAs ribossémicos, RNAs de transporte, pequenos RNAs nucleares, pequenos RNAs
nucleolares, microRNAs (miRNAs), mRNA e outras fungdes conhecidas, bem como aqueles com
fungdes desconhecidas. Esses RNAs tém uma caracteristica comum: podem ser transcritos do
genoma, mas nao ftraduzidos em proteinas, desempenhando suas respectivas fungbes
biolégicas no nivel do RNA. Os RNAs nao codificantes sao divididos em trés categorias, de
acordo com seu comprimento?*:

e <50 nt —miRNA, pequenos RNAs interferentes, entre outros;

e 50-500 nt — RNA ribossémico, RNA de transporte, RNA nuclear pequeno, RNA

nucleolar pequeno, entre outros;

e >500 nt — ncRNAs longos semelhantes a mRNA, RNAs longos ndo codificantes

(IncRNAs) sem caudas de poliadenilato, entre outros.

2.3.1 miRNAs
Os miRNAs sdo uma classe importante de pequenos ncRNAs, com cerca de 22
nucleotideos de comprimento, encontrados em animais, plantas e alguns virus. A maioria dos
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genes de miRNAs é transcrita pela RNA polimerase Il (Pol II) em grandes miRNAs primarios
(PRI-miRNAs), que contém uma ou varias estruturas de anel de tronco, cada uma consistindo
de cerca de 70 nucleotideos. Os miRNAs desempenham um papel na regulagdo pos-
transcricional da expressao génica?.

Os niveis de transcricdo sado regulados por modificagdes epigenéticas especificas do
tecido. Assim, os genes de miRNA n&o s&o apenas alvos de modificagbes epigenéticas, como a
metilagdo do DNA, mas também reguladores de DNMTs e HDACs?*. Os miRNAs ndo s6 ocupam
uma posigao importante na progressdo de DCVs, como a hipertrofia cardiaca e a fibrose das
células miocardicas, como também a hipertrofia cardiaca. Os miRNAs também podem servir
como alvos terapéuticos para doengas?>2°.

2.3.2 LncRNAs

LncRNAs séo nucleotideos com mais de 200 de comprimento, que ndo podem ser
convertidos em proteinas. Sdo baseados no mecanismo de fungao, divididos em ncRNAs
ativados com propriedades semelhantes a intensificadores (ncRNA-a); RNAs enddgenos
competitivos (ceRNAs); transcritos primarios para mi- e piRNAs. Os NcRNAs-a regulam
positivamente os genes préximos, que sao a principal diferenca dos RNAs intensificadores
(eRNAs). Os ceRNAs compartilham uma sequéncia com o transcrito que codifica a proteina e
podem se ligar competitivamente as suas moléculas reguladas, para desempenhar uma melhor
sua fungao?®’.

O LncRNA regula os padrées de expressao génica, alterando a estrutura da cromatina
e a acessibilidade ao DNA, por meio de mecanismos moleculares, como sinalizagdo e
orientagdo?®. Os IncRNAs, por sua vez, tém alta especificidade funcional ao participarem e
regularem varios processos celulares, como metilagdo do DNA e modificagdo de histonas?®. Além
disso, os LncRNAs n&o apenas regulam as DCVs, mas também s&o cada vez mais importantes
na progressao de doengas relacionadas ao sangue?®.

2.3.3 RNAs circulares

Os RNAs circulares (CirRNAs) sdo moléculas de RNA enddgenas longas e nao
codificantes, com loops de RNA covalentemente fechados de fita simples, sem extremidades 5'-
Cap e 3'-poli(A). Com o desenvolvimento da tecnologia de sequenciamento, varios tipos de
cirRNAs foram descobertos e identificados. Existem quatro subtipos principais®°:

e cirRNAs de éxons (ecircRNAs), derivados de éxons Unicos ou multiplos;
e cirRNAs circulares do tipo intron, que contém apenas introns;
e cirRNAs do tipo éxon intron (EICIRNAS), que consistem em éxons e introns.

Atualmente, a maioria dos cirRNAs identificados s&o ecircRNAs.

Dados sugerem que cirRNAs exercem suas funcdes regulatérias, por meio dos
seguintes mecanismos®":

e Atuando como esponjas de miRNA — os cirRNAs regulam a expressao de genes-alvo
e a tradugdo de mRNA, interagindo com o miRNA;

e Como um andaime de proteina — os cirRNAs podem se ligar a proteinas de ligacao
ao RNA ou proteinas funcionais para regular sua fungao e transporte;

¢ Como uma importante molécula de regulagao transcricional — CircEIF3J e circPAIP2
interagem com os complexos U1snRNA e RNA polimerase Il para aumentar a atividade
transcricional;

e Como um modelo para a sintese de proteinas — pode participar da traducdo de
proteinas.

Os cirRNAs séo difundidos e diversos em células eucaridticas, mas relativamente
estaveis no citoplasma®>33. Podem ser co-transcritos e pos-transcritos, por um processo de
splicing reverso ou splicing circular cabeca-cauda, no qual o éxon a jusante se une na ordem
inversa ao éxon a montante®*. Além disso, se transformam em RNA linear, visando o miRNA e
regulando a expressao génica. O cirRNA é mais estavel do que as isoformas lineares de RNA,
pois ndo possui um terminal acessivel que possa resistir a exonuclease do RNA. Considera-se
que o mecanismo funcional do cirRNA ¢é alterar o nivel de miRNA livre em esponjas, interagindo
com o miRNA e, em seguida, regulando a expressdo de proteinas relacionadas a doenca. Ele
também esta envolvido na regulacdo da progressao de DCVs e autoimunes. Portanto, pode ser
usado como uma das estratégias potenciais para diagnostico clinico e tratamento de doengas®®.
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3. MODIFICAGOES EPIGENETICAS EM DOENGAS CARDIOVASCULARES

A DCV continua sendo a principal causa de morte no mundo, e métodos mais sensiveis
e escalaveis para detectar o risco precoce e sua presenga sao necessarios para melhor prevenir
e melhorar a sobrevivéncia de eventos cardiovasculares. Pesquisas mostraram que métodos de
diagnostico baseados em inteligéncia artificial (IA), combinados com efeitos epigenéticos
(metilagdo de DNA), podem ser traduzidos em métodos clinicamente aplicaveis®®. Estudos
mostraram a importancia das modificagdes epigenéticas no desenvolvimento de DCVs®740,

Ao longo dos anos, foi descoberta uma forte associagcdo entre modificagcdes
epigenéticas e a expressao de genes reguladores em inimeras doencas, incluindo doenga
cardiaca congénita, cardiomiopatia, hipertensdo e aterosclerose. Importante mencionar que
terminologias técnicas, como modificagbes epigenéticas, devem ser definidas quando usadas
pela primeira vez. O mecanismo e o desenvolvimento de DCVs envolvem o status de modificagao
epigenética anormal dos principais genes reguladores. Esses genes podem ser alvos para
avaliar a progress&o de doengas cardiovasculares®.

A doenca cardiaca congénita (CHD) surge de anomalias no coragao e na formagéao de
grandes vasos sanguineos durante o desenvolvimento embrionario, apresentando uma ameaga
significativa para bebés e criangas. Avangos na compreensado dos mecanismos moleculares do
desenvolvimento cardiaco identificaram genes-chave envolvidos no controle transcricional,
sinalizacdo e morfogénese, com alguns envolvidos no desenvolvimento de defeitos cardiacos
congénitos. No entanto, o sequenciamento do genoma sozinho ndo pode prever ou curar a CHD.
Além da genética, a epigenética desempenha um papel relevante no desenvolvimento cardiaco,
com evidéncias crescentes sugerindo sua desregulagéo na patogénese da CHD #'.

A etiologia dos defeitos cardiacos congénitos (CHD) é complexa e multifatorial, com
80% dos casos atribuidos a interagado entre fatores genéticos e ambientais. Os fatores genéticos
incluem disturbios de gene Unico, disturbios cromossdmicos e disturbios de gene duplo. A
sindrome de Holt-Oram e a sindrome de Mafonte sdo exemplos de defeitos de gene Unico que
podem causar fendtipos de CHD*2. Defeitos cromossdmicos, incluindo sindrome de Down e
trissomia 18, sdo contribuintes comuns*?,

Defeitos de dois genes envolvem deformidades estruturais cardiovasculares**. Fatores
de risco ambientais maternos, como diabetes mellitus gestacional, deficiéncias alimentares, uso
de drogas, idade materna, tabagismo, obesidade, doencgas febris durante a gravidez, consumo
de alcool e infecgdes virais, foram associados ao desenvolvimento de CHD na prole®.

As modificacbes epigenéticas regulam a expressdo genética, alterando a estrutura
local da cromatina e influenciando as interagdes entre a cromatina e as proteinas de ligagéo ao
DNA. Diferengas na metilagao do DNA foram observadas nos corag¢des de embrides entre E11.5
e E14.5, com correlagdes com a expressdo genética alterada*®. Por exemplo, a regulagdo
negativa da hialuronana sintase 2 (Has2) em E14.5 foi associada a metilagao do intensificador
mediada pela DNA metiltransferase 3b. Os niveis de metilagdo de APOA5 e PCSK9 eram
elevados em neonatos com estenose da valva adrtica (EVA), indicando fatores de risco para
doenga cardiaca congénita em adultos®’.

Pacientes com tetralogia de Fallot (TOF) e defeitos do septo ventricular congénitos
(DSV) exibiram hipermetilagao na regido promotora da proteina sintase oxidativa do citocromo C
(SCO2)*8. Em varias doengas, incluindo cancer colorretal avangado e neoplasia intraepitelial
cervical de alto grau, estudos demonstraram o valor prognostico e preditivo da metilagdo do
LINE-14%50 Descobriu-se que a hipermetilagdo materna do DNA do LINE-1 esta relacionada a
um risco aumentado de doenga arterial coronariana (DAC) n&o sindrémica. Os fatores de risco
maternos estdo ligados a metilacdo atipica do DNA, que subsequentemente resulta no
desenvolvimento de doenga cardiaca coronaria®'.

O metil para metilacdo do DNA nas células é fornecido pelo acido félico, uma vitamina
B. O metabolismo anormal do folato materno coloca o feto em risco de DAC se a deficiéncia de
folato resultar em hiper-homocisteinemia. A metilenotetra-hidrofolato redutase (MTHFR) € uma
enzima importante no metabolismo do folato®. A mutagdo MTHFR C677T esta associada a até
50% de certas DCCs®2.

Estudos usaram a analise de enriquecimento da Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG), a analise da Gene Ontology (GO) e a andlise da via KEGG para identificar
9625 genes diferencialmente metilados, associados as principais vias de desenvolvimento
cardiaco. Entre estes, a analise GO revelou uma forte associacdo entre a metilagédo pré-natal do
DNA placentario e a doenga cardiaca congénita (CHD), com certos genes,
como TLL1, CRABP1, FDFT1 e PCK2, localizados dentro das regides diferencialmente
metiladas, sendo associados a fenotipos clinicos*e.
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As modificagdes de histona também surgiram como reguladores potentes da estrutura
da cromatina e do controle transcricional durante o desenvolvimento do coragdo. Elas podem
afetar a estrutura da cromatina e, na sequéncia, regular a disponibilidade de fatores de
transcricdo e complexos de iniciagdo, levando a ativagdo ou silenciamento de genes®.
Experimentos de knockout destacaram os papéis criticos de varias enzimas modificadoras de
histona no desenvolvimento do coragdo®®. A nomenclatura para modificagbes de histona &
relacionada ao tipo particular de histona, ao tipo e localizagdo de aminoacido e ao tipo
modulador®®.

As modificagbes de histona s&o influenciadas por fatores writers, como
metiltransferases e acetiltransferases, fatores erasers, como desmetilases e desacetilases, e
fatores readers, como proteinas efetoras que identificam locais de bandas especificos.
Mudangas aberrantes nesses fatores estdo ligadas ao desenvolvimento de DAC. E importante
observar que os termos técnicos sejam explicados quando usados inicialmente. Um estudo
identificou mutagdes de novo significativas em genes writers, erasers e readers da metilagao de
H3K4 durante a metilagdo de H3K4 ou ubiquitinagdo de H2BK120%7.

Essas descobertas sugerem um papel patogénico potencial da metilagdo anormal de
histona na DAC®”. WDR5 é um componente fundamental do complexo metiltransferase de lisina
humana (MLL) e metiltransferase de histona SET1 H3K4, abrangendo dominios estruturais SET.
Este complexo é reconhecido como um intérprete da metilagdo de H3K4%. A sindrome de Wolf-
Hirschhorn (WHS), caracterizada por falha de crescimento e disfungéo organica, esta ligada a
delegéo de WHSC1, uma proteina candidata®.

RNAs né&o codificantes, incluindo RNAs nao codificantes longos (LncRNAs) e
microRNAs (miRNAs), desempenham papéis essenciais na regulacdo da expressdo génica.
Enquanto os miRNAs interagem principalmente com o mRNA para reprimir a traducao, os
LncRNAs podem se envolver diretamente com complexos de remodelagao da cromatina para
regular a transcrigdo. Estudos identificaram expresséo irregular de miRNA em pacientes com
TOF, com miR-421 sendo implicado na regulagéo de SOX4°,

A superexpressao de miR-424 foi associada ao aumento da proliferagdo e diminui¢ao
da expressao de HAS2 e NF1 em cardiomiocitos do ventriculo direito de pacientes com TOF®",
Além disso, os miRNAs sao promissores para preservar e corrigir a fungao cardiaca em pacientes
com doenga cardiaca estrutural, pois sao importantes para a proliferacdo, maturacdo e
remodelag&o patoldgica dos cardiomidcitos®?.

Avancos tém se concentrado na utilizagdo de biomarcadores epigenéticos para o
diagnostico de CHD®3, Padrdes aberrantes de metilagdo de DNA e miRNAs circulantes estdo
sendo investigados como potenciais indicadores de diagndstico. Em casos de tetralogia de Fallot
(TOF), um ensaio de metilacdo em todo o genoma identificou 25 genes com alta precisao
preditiva, incluindo aqueles associados ao desenvolvimento cardiaco®. Uma abordagem
semelhante em casos isolados de defeito do septo ventricular (DSV) revelou 80 locais CpG em
80 genes altamente precisos na previsdo de DSV®®,

Os miRNAs circulantes, como hsa-let-7a e hsa-let-7b, demonstram valor diagnéstico
para defeitos do septo atrial, € um painel de miRNAs séricos maternos, incluindo miR-19b, miR-
22, miR-29c e miR-375, mostra-se promissor para o diagnostico precoce de CHD fetal. Apesar
dessas descobertas, a identificagdo de biomarcadores especificos e confiaveis ndo foi
confirmada. Mais pesquisas sdo essenciais para estabelecer a utilidade clinica desses
biomarcadores epigenéticos no diagndstico de CHD®%¢".

3.1 Cardiomiopatia

As cardiomiopatias constituem um grupo de doencas miocardicas caracterizadas por
hipertrofia ou dilatagdo ventricular anormal, com etiologias complexas e variadas. Embora a base
genética de todas as cardiomiopatias seja um dado adquirido, a complexidade dos fatores
genéticos aumenta a dificuldade envolvida no tratamento da doenga. Pesquisas revelaram que
os fenotipos da cardiomiopatia sao influenciados nao apenas por variagdes genéticas dentro da
sequéncia de codificagdo do DNA, mas também pelo estado funcional do préprio genoma.
Consequentemente, os estudos epigenéticos tém se concentrado em elucidar mudangas na
expressdo génica resultantes de mecanismos regulatorios®.

A cardiomiopatia diabética (CD) representa uma das complicagdes mais graves do
diabetes, sendo uma condigdo multifatorial e heterogénea marcada pela dilatagéo do ventriculo
esquerdo e fungédo miocardica prejudicada. Devido as variagdes em todo o genoma na expressao
genética, as alteracdes epigenéticas ajudam a entender a patogénese das cardiomiopatias.
Mudancas dindmicas na metilagdo do DNA durante o desenvolvimento cardiaco e a doenga sao
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criticas para a diferenciacao celular. Estudos revelaram que a metilagdo do DNA esta associada
a cardiomiopatia®. O estudo de Movassagh et al”®, por exemplo, forneceu um perfil de metilagao
do DNA em todo o genoma de coragdes em estagio terminal em individuos normais e pacientes
com cardiomiopatia. Eles também demonstraram a associagdo entre metilagdo do DNA e
cardiomiopatia.

E importante ressaltar que o célcio (Ca2+2+) desempenha um papel importante na
regulacdo da fung¢do cardiaca sistdlica e diastélica na CD. Anormalidades na adenosina
trifosfatase de calcio do reticulo sarcoendoplasmatico (SERCA2a) — essencial para o
Ca2+2+transporte durante a contratilidade cardiaca — foram identificados como um mecanismo
patogénico de insuficiéncia cardiaca em CD. Alteragdes na metilagdo dos sitios CpG na regido
promotora de SERCA2a afetam o Ca miocardico2+2+concentracdo e fungédo por meio de sua
atividade. Essas descobertas indicam o potencial dos padrbes de metilagdo do DNA como novos
biomarcadores epigenéticos para o diagnostico de CD""72,

Cardiomiopatia restritiva (MCR) é definida como uma cardiomiopatia caracterizada por
disfungao diastdlica restritiva ventricular, com volumes diastdlico final e sistélico final
ventriculares normais ou reduzidos, e exclui cardiomiopatia isquémica, doenga cardiaca valvular,
doenca pericardica e doenga cardiaca congénita. E causada por um gene cTnl mutado. Uma
mutacéo cTnl foi relatada e validada em modelos animais de cardiomiopatia restritiva em uma
familia mutante cTnl™374,

A MCR tem um impacto sério na vida e saude das criangas. As modificagdes
epigenéticas mediadas por histonas desacetilases (HDACs) desempenham um papel importante
no desenvolvimento e na doenga cardiaca. No entanto, o papel das modificagcbes epigenéticas
na disfuncao diastdlica ndao é bem compreendido. Estudos indicaram que camundongos cTnl
com knockout cardiaco especifico apresentam disfungao diastélica aguda cerca de 17—-18 dias
apos o nascimento’®.

Mecanismos epigenéticos, especificamente mudangas na acetilagéo da histona, foram
envolvidos na expressdo de cTnl e ssTnl em estudos’#7. A metilagdo do DNA tem um impacto
negativo na expressao desses genes. Uma diminuicdo gradual na acetilagdo da histona H3 na
regido SURE a montante da ssTnl foi observada, além das mudancgas nos niveis de metilagéo
do DNA. Isso é uma indicacdo do envolvimento dos niveis de acetilagido da histona H3 na
regulagao do silenciamento da express&o da ssTnl®.

O nivel de acetilagao da histona H3 na regido-chave do promotor da cTnl apresentou
tendéncias idénticas, indicando seu envolvimento no mecanismo regulador da redugédo da
expressao da cTnl”®. Portanto, é incerto se a manipulagédo dos niveis de acetilagdo da H3 nas
regides promotoras da ssTnl e da cTnl pode ser usada para regular sua expressao. Também nao
esta claro se 0 aumento da expressao de cTnl e o reinicio de ssTnl podem melhorar a disfungao
diastolica™".

Estudos tém demonstrado uma correlagao significativa entre modificagdes de histona
e o inicio de CD. Por exemplo, niveis de trimetilagdo de lisina H3 de histona nas posigcdes IV e
dimetilacao de lisina H3 na posicao I1X geralmente exibem diminuigdes no tecido cardiaco de CD,
em comparagdo com coragbes normais’’. Em eucariotos, existem quatro classes de genes de
acetilase (HDAC) identificados. O knockout cardiaco especifico de HDAC1 e HDAC2 leva a
letalidade neonatal e a regulagao positiva de genes relacionados a CD, incluindo aqueles que
codificam proteinas contrateis especificas do musculo esquelético e vias de calcio™. No entanto,
o0 papel preciso da acetilagdo de histona no desenvolvimento de DCM permanece
incompletamente compreendido’’"8.

3.2 Hipertensao

Embora os mecanismos que regulam a presséo arterial tenham sido estudados durante
muitos anos em humanos e em modelos animais, nao foi possivel identificar os genes e variantes
relevantes ligando genes unicos ou polimorfismos genéticos a hipertensdo’. Estudos de
associagao gendmica ampla (GWAS), conduzidos na Europa e nos Estados Unidos, relataram
associacdes entre mais de 10 loci génicos e pressdo arterial, mas ainda ha muitas outras
variantes genéticas a serem descobertas®’.

E bem sabido que a sequéncia de DNA de um gene é apenas um molde e que cada
célula de um organismo superior deve ligar ou desligar sua informagéo genética instrucional, por
meio de modificagdes epigenéticas de todo o genoma, de modo que todo o conjunto de genes
expresse uma diversidade de células e tecidos. Além de regular a expressdo e a heranca
genética, as modificagdes epigenéticas desempenham um papel importante na prevengao e no
tratamento de uma ampla gama de doencas crénicas, e essas regulamentagdes sdo acessiveis
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e hereditarias®’. No entanto, o GWAS também identificou alguns loci de suscetibilidade genética
a hipertensdo que tém pouco efeito na pressao arterial da populagdo, um fendmeno conhecido
como delegdo genética®.

A epigenética fornece uma inter-relagéo entre o ambiente e o DNA nuclear. Por meio
dos processos de glicolise e fosforilacdo oxidativa mitocondrial (OXPHOS), o metabolismo
mitocondrial celular produz energia®. Os genes bioenergéticos requerem cis e trans-regulagédo
do DNA mitocondrial e estdo presentes tanto na cromatina quanto no DNA mitocondrial®.
Quando o sistema bioenergético converte energia térmica do ambiente em abundancia de ATP,
ha um aumento nos niveis de fosforilagcdo e acetilacdo da cromatina, juntamente com a
replicacao e transcricdo do DNA mitocondrial. Por outro lado, quando a converséo de energia €
limitada, a fosforilag&o e a acetilagdo sdo perdidas, resultando na inibigdo da express&o génica®.
A fosforilagdo e a acetilagdo desempenham um papel essencial na regulacdo da sinalizagédo
celular. Essa interagdo entre o ambiente e a epigenética contribui para o fendtipo clinico de
disturbios regulados epigeneticamente®3-8°,

Na ultima década, evidéncias mostraram que mecanismos epigenéticos, como
modificagdbes de DNA ou histona, desempenham um papel importante na regulagdo da
expressao génica em varias doengas®®. A metilagdo do DNA pode induzir mudangas estruturais
na cromatina, recrutando a proteina de ligagdo ao metil CpG (MeCP) e HDAC?". Foi demonstrado
que o MeCP2 interage com a DNA metiltransferase (DNMT). A expressao aberrante de DNMT e
MeCP2 pode afetar os niveis de metilagdo do DNA, levando a fendtipos de doengas®®®.

No entanto, o desenvolvimento e o inicio da hipertensao estado associados a metilagao
do DNA. Metilacdo e desmetilagdo de genes, como 11BBesteroide desidrogenase 2 (11BB-HSD-
2), enzima conversora de endotelina 1 (ECE-1) e AT1b afetam a expressdo de enzimas e
receptores metabolicos®. Isso leva ao desenvolvimento de hipertenséo pela ativagéo do sistema
renina-angiotensina-aldosterona, causando retengdo renal de sédio. Considera-se que a
metilagcdo do receptor de angiotensina Il tipo 1b (AT1b) tenha um efeito regulador no inicio e
desenvolvimento da hipertensao. Assim, seu baixo nivel de metilagdo pode ser um fator
contribuinte para a hipertensao®'.

Foi descoberto que as modificagbes de histona também estdo associadas a
hipertenséo. Pesquisas sugerem que alteragdes epigenéticas em histonas podem contribuir para
o desenvolvimento de hipertensdao®. A acetilagéo de histona foi relacionada a ativagéo de genes
e replicagdo de DNA®, Foi relatado que a estimulagdo de melatonina aumenta a acetilagdo de
histona H3. Além disso, a melatonina promove a excitabilidade central na medula ventrolateral
rostral (RVLM) da medula oblonga e regula a pressao arterial elevada®.

O RNA interferente pequeno (siRNA) se tornou uma ferramenta importante para regular
a expressao genética. A interferéncia de RNA (RNAI) envolve o uso de RNA fita dupla (dsRNA)
para degradar ou impedir a tradugdo de um mRNA de gene alvo, resultando no silenciamento
especifico da expressdo do gene alvo. O silenciamento direcionado ao siRNA de p22phox
(sip22phox) foi relatado como inibidor da resposta contratil de células musculares lisas induzidas
pela NADPH oxidase Ang 11°®. O silenciamento de RNA também atenua os niveis de fosforilagdo
oxidativa induzidos por Ang |l e sua resposta de aumento progressivo®.

3.3 Aterosclerose

A aterosclerose € uma doenca inflamatéria crénica, caracterizada pela deposi¢ao de
lipidios, resultando em eventos cardiovasculares agudos, como infartos do miocardio e acidente
vascular cerebral®”. O desenvolvimento e a ruptura da placa aterosclerdtica séo os principais
responsaveis por esses eventos cardiovasculares. Uma melhor compreensado das modificacoes
epigenéticas tem o potencial de elucidar ainda mais a patogénese da aterosclerose, pois podem
servir como uma ponte entre fatores ambientais e genéticos®.

As modificagdes epigenéticas desempenham um papel relevante na regulagao da
expressao génica e na alteragdo da fungédo de proteinas e células em resposta a estimulos
externos. Estudos destacaram a ligagédo causal entre estresse e aterosclerose, determinada por
padrdes epigenéticos de regulagéo da expresséo génica®. Os fatores de risco para aterosclerose
incluem mutagdes epigenéticas em células endoteliais, células musculares lisas e macrofagos.
Portanto, um estudo abrangente dos mecanismos regulatorios epigenéticos da aterosclerose
pode gerar novas estratégias terapéuticas e alvos moleculares para a prevencéo e tratamento
desta condigao%%.

A metilacdo do DNA estd envolvida em varios processos bioldgicos, incluindo a
regulagcdo da expressdo génica, impressdo, embriogénese, diferenciagdo celular e
desenvolvimento em organismos superiores. Estudos confirmaram que aberra¢des de metilagéo
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do DNA em todo o genoma estéo associadas ao desenvolvimento de aterosclerose. Foi proposto,
no final da década de 1990, que padroes anormais de metilagio do DNA promovem
aterosclerose e que deficiéncias em folato, vitamina B6 e B12 — necessarias para a metilagao —
levam & hipometilagdo do DNA, contribuindo para o desenvolvimento de aterosclerose'®.

No inicio do desenvolvimento da aterosclerose, a parede arterial exibe hipometilacao
em todo o genoma e hipermetilagdo de promotores de genes especificos''. A hipometilagdo é
conhecida por promover a proliferagdo de células musculares lisas vasculares'®. Estudos
mostraram que camundongos com uma delegéo genética da metilenotetra-hidrofolato (MTHFR -
/-) redutase e hiper-homocisteinemia exibem deposigao de lipidios aorticos'®.

Foi descoberto que a exposi¢cdo prolongada de células endoteliais da veia umbilical
humana a lipoproteina de baixa densidade oxidada (ox-LDL) leva ao aumento da metilagéo do
DNA mediada pelo receptor-1 da lipoproteina de baixa densidade oxidada semelhante a
hemaglutinina (LOX-1), aumentando os efeitos antiapoptdticos em sua prole'®. Portanto, um
estudo aprofundado da metilagdo do DNA e seu significado biolégico no desenvolvimento da
aterosclerose fornecera uma compreensdo mais precisa da influéncia da metilagdo do DNA na
ocorréncia e progresséo da aterosclerose'?31%4,

As histonas sofrem varias modificagdes covalentes, incluindo acetilagdo, metilagao,
ubiquitinagao, fosforilagao, glicosilagéo e carbonilagédo, que coletivamente constituem o cédigo
da histona. A pesquisa em modificagdo de histona tem se concentrado principalmente na
acetilagdo de histona. Como um processo patologico caracterizado por inflamagao crénica, o
fator nuclear-kappa B (NF-kkB) desempenha um papel fundamental na regulagdo dos genes
envolvidos na inflamacdo. A ligacdo de IL-1BB3, TNF-a, NF-kkB e CBP desencadeiam a
acetilagdo da histona, resultando na regulacdo positiva da expressao génica inflamatdria
mediada por NF-kB e facilitando o recrutamento e ativagéo de células inflamatérias em placas'®.

A remodelacao vascular mediada por células musculares lisas vasculares, um aspecto
critico do inicio e progressao da aterosclerose, também é regulada por modificacbes de
acetilagao de histona. As células endoteliais dentro de placas ateroscleréticas exibem expressao
e atividade de HDAC-2 diminuidas. Além disso, a inibicdo de HDAC demonstrou exacerbar
lesBes de aterosclerose em Ldlr-/— de ratos'®. HDAC-3 aumenta a atividade de Akt para
sustentar a integridade endotelial, e sua regulagdo negativa leva a lesbes graves de
aterosclerose em ApoE-/- de camundongos'®®. A remodelagdo vascular mediada por células
musculares lisas, essencial na progressdo da aterosclerose, também ¢é regulada por
modificagbes de acetilagéo de histonas'”’.

Foi descoberto que a inibicado de HDAC-1, 2 e 3 dificulta a proliferagdo de células
musculares lisas'®. Além disso, os inibidores de HDAC bloqueiam a fosforilagdo de Rb induzida
por CDK/ciclina, resultando na reducdo da expressdo de genes alvo a jusante do fator de
transcrigdo E2F, que controla o ponto de verificagdo G1-S e a proliferagdo celular'®. Foi
demonstrado que os inibidores de HDAC promovem a proliferagcao de células musculares lisas
vasculares, induzidas por PDGF, em camundongos, inibindo a tioredoxina-1 e ativando a via de
sinalizagdo dependente de Akt''°. O impacto diverso dos inibidores de HDAC e siRNAs nas
reagbes inflamatérias e na multiplicagdo de células musculares lisas surge potencialmente de
diferencas estruturais nos inibidores e na variedade de espécies de HDAC. Mais investigacbes
S&0 necessarias para elucidar seus mecanismos'%8-11°,

Os microRNAs (miRNAs) sao expressos no sistema cardiovascular e estdo
relacionados a DCVs. Varios miRNAs, que sdo expressos em células endoteliais, macrofagos e
células musculares lisas, foram descobertos como participantes da patogénese da aterosclerose.
Por exemplo, a superexpressao de miR-33 em macrofagos demonstrou reduzir o efluxo de
colesterol para ApoA1, enquanto a regulagéo positiva da expressao da proteina ABCA1 aumenta
o efluxo de colesterol para ApoA™. Em modelos murinos, ApoE-/-/-miR-33-/-
em camundongos apresentaram inicio de aterosclerose, dificultado pelo aumento dos niveis de
HDLC e do efluxo de colesterol dos macréfagos via ABCA1 e ABCG1em comparagdo com
ApoE-/-/-miR-3+/++ em camundongos''?.

Outro estudo demonstrou que o0 miR-126 reprime a expressdo de VCAM-1, inibindo a
adesdo de leucdcitos as células endoteliais. I1sso sugere que o miR-126 pode regular a
inflamac&o vascular, controlando a express&do de moléculas de ades&o''3. Além disso, o miR-126
suprime a expressao de CXCL-12, reduzindo o numero de macréfagos e células apoptoticas
dentro das placas, promovendo a redugéo da area da lesdo e da gravidade da inflamagéo ™.

A medida que a pesquisa sobre miRNAs na aterosclerose se aprofunda, miRNAs
adicionais que regulam o desenvolvimento da aterosclerose serdo identificados e seus
mecanismos esclarecidos, oferecendo novos alvos e abordagens para a prevengao e tratamento
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da aterosclerose. Embora estudos clinicos indiguem que os inibidores de HDAC sdo bem
tolerados, analises adicionais de mecanismos regulatdrios epigenéticos no desenvolvimento da
aterosclerose e o desenvolvimento de medicamentos cardiovasculares, com especificidade e
efeitos colaterais limitados, continuam sendo as areas essenciais que justificam foco das
pesquisas no futuro’98-114,
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