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RESUMO

A neuroinflamagdo cronica tem sido fortemente associada como fator de risco para o
desenvolvimento de doencas neurodegenerativas. Embora ainda existam poucas informagdes
sobre o impacto da neuroinflamacdo no controle transcricional da via de sinalizacdo Hedgehog,
em especial no organismo adulto, evidéncias sugerem que a desregulacdo das fun¢des de Ptch-
Glil, pode levar a perda anormal de células precursoras da glia, progressiva degeneracao neural
e instalac@o dos quadros de disfungcdo cognitiva e déficits motores. Em resposta a inflamacao o
Sistema Nervoso Central (SNC) pode ativar distintas vias de sinalizacdo e mecanismos
epigenéticos de controle transcricional relacionadas a neurogénese e reparo tecidual. A fim de
se determinar a participacdo da metilacdo do DNA sobre o controle transcricional dos membros
da via de Sinalizacdo Hedgehog, o estado de metilacdo da regido promotora dos membros da
via, bem como a caracteriza¢do do perfil transcricional das enzimas modificadoras do DNA
foram investigadas em modelo murino de neuroinflamacdo induzida pela administracao
intraperitoneal de lipopolissacarideo (LPS). Os resultados obtidos neste estudo demonstraram
que as diferentes regides cerebrais possuem perfil transcricional basal das enzimas
modificadoras do DNA diferentes e respondem de forma distinta a neuroinflamagdo. A
investigacdo do efeito da neuroinflamac¢do no controle transcricional dos membros da Via
Hedgehog sugere que o efeito da neuroinflamacdo estd associado a regido encefdlica.
Adicionalmente, a correlacdo inversamente proporcional entre o estado de metilagdo da regido
promotora e a expressdo génica foi observada apenas para o gene Sufu na regido do cortex pré-
frontal. Cientificamente, este estudo é o primeiro em caracterizar o perfil transcricional basal
das enzimas DNMTs e TETs no SNC e demonstrar o efeito da neuroinflamagdo intermediando
o controle transcricional mediado pela metilagio do DNA de um dos membros da Via
Hedgehog no cérebro adulto. De fato, o melhor conhecimento da relacio entre a
neuroinflamagdo e o controle da Via Hedgehog € fundamental para promover o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas aplicadas as doengas neuroldgicas. Desta
maneira, o presente trabalho apresenta resultados inéditos, contribuindo no conhecimento da
neuroepigenética que podem guiar estudos futuros para validagcdo de potenciais marcadores de

progndstico do fendtipo inflamatério no SNC.

Palavras-Chave: Neuroepigenética, Sonic Hedgehog, Neuroinflamacdo, Metilacio do DNA.



ABSTRACT

Chronic neuroinflammation has been strongly associated as a risk factor for the development
of neurodegenerative diseases. Although there is still little information about the impact of
neuroinflammation on the transcriptional control of the Hedgehog signaling pathway,
especially in the adult organism, evidence suggests that dysregulation of Ptch1-Glil functions,
can lead to abnormal loss of glial precursor cells, progressive degeneration neural disorder and
installation of cognitive dysfunction and motor deficits. In response to inflammation, the
Central Nervous System (CNS) can activate different signaling pathways and epigenetic
mechanisms of transcriptional control related to neurogenesis and tissue repair. In order to
determine the participation of DNA methylation on the transcriptional control of members of
the Hedgehog Signaling pathway, the methylation status of the promoter region of the members
of the pathway, as well as the characterization of the transcriptional profile of DNA-modifying
enzymes were investigated in murine model of neuroinflammation induced by intraperitoneal
administration of LPS. The results obtained in this study demonstrated that the different brain
regions have a different baseline transcriptional profile of DNA modifying enzymes and
respond differently to neuroinflammation. The investigation of the effect of neuroinflammation
on the transcriptional control of Via Hedgehog members suggests that the effect of
neuroinflammation is associated with the brain region. Additionally, an inversely proportional
correlation between the methylation status of the promoter region and gene expression was
observed only for the Sufu gene in the prefrontal cortex region. Scientifically, this study is first
to characterize the basal transcriptional profile of the enzymes DNMTs and TETs in the CNS
and to demonstrate the effect of neuroinflammation by mediating transcriptional control
mediated by the DNA methylation of one of the members of the Via Hedgehog in the adult
brain. In fact, better knowledge of the relationship between neuroinflammation and Via
Hedgehog control is essential to promote the development of new therapeutic strategies applied
to neurological diseases. In this way, the present work presents unprecedented results,
contributing to the knowledge of neuroepigenetics that can guide future studies for the
validation of potential prognostic markers of the inflammatory phenotype in the Central

Nervous System.

Keywords: Neuroepigenetics, Sonic Hedgehog, Neuroinflammation, DNA methylation.



LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E SIGLAS

pg — Micrograma

pL. — Microlitro

UM — Micromolar

°C — Graus Celsius

20G - 2-oxoglurato

5-hmeC — 5-hidroximetilcitosina
5-meC — 5-metilcitosina

ANOVA — Teste de Variancia
BDNF - Fator neurotréfico derivado do cérebro
BHE — Barreira Hematoencefilica
CA - Califérnia

cDNA - DNA complementar

chr — Cromossomo

CpG — Pares de Citosina-fosfato-Guanina
CRB — Cerebelo

Ct - Cycle Threshold

CTX — Cortex

CXXC - Cisteina-XX-cisteina de dedo de zinco
DEPC — Dietil Pirocarbonato

Dhh — Desert hedgehog

DNA — Acido desoxirribonucleico
Dnmt1l — DNA metiltransferase 1
Dnmt3a — DNA metiltransferase 3a
Dnmt3b — DNA metiltransferases 3b
DNMTSs — DNA metiltransferases

ERNs — Espécies Reativas de Nitrogénio
EROs — Espécies Reativas de Oxigénio
Fe — Ferro

gDNA — DNA gendmico



Glil — Fator de transcricdo Oncogene homélogo associado ao glioma 1
Glil — Gene Oncogene homélogo associado ao glioma 1
H>0 —4agua

Hh — Hedgehog

HIP — Hipocampo

i.p. - regido intraperitoneal

Ihh — Indian hedgehog

kg — Quilograma

LABOX - Laboratério de Estresse Oxidativo

LPS — Lipopolissacarideo

MA — Massachusetts

MBD — Dominios de ligacdo para a metilacio

mg — miligrama

min — Minutos

mL — Mililitros

mM — Milimolar

ng — Nanograma

NJ — New Jersey

pb — Pares de base

PCR — Reac¢do em Cadeia da Polimerase

PFC — Cortex Pré-frontal

Ptch-1 — Gene Patched1

Ptch-1 — Receptor transmembrana Patched1

qPRC — Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real
RNA — Acido ribonucleico

rpm — Rotacdo por minuto

RT-qPRC - Reacdo da Transcriptase Reversa seguida pela Reacdo em Cadeia da Polimerase
SAM — S-adenosilmetionina

Shh — Gene Sonic hedgehog

Shh — Sonic hedgehog



Smo — Gene Smoothened

Smo — Proteina Smoothened

SNC — Sistema Nervoso Central

STR — Estriado

Sufu — Gene Supressor de fusio

Sufu — Proteina Supressor de fusdo
T4-BGT — T4-B-glicosiltransferase

Tetl — Gene Ten Eleven Translocation 1
Tetl — Ten Eleven Translocation 1

Tet2 — Gene Ten Eleven Translocation 2
Tet2 — Ten Eleven Translocation 2

Tet3 — Gene Ten Eleven Translocation 3
Tet3 — Ten Eleven Translocation 3
TETs — Ten Eleven Translocation

TSSs — Locais de inicio da transcrig@o
U — Unidade de Massa Atomica
UDP-Glc — Glicose da difosfoglucose de uridina
USA - United States of America



SUMARIO

1. INTRODUGAO. ... ettt 11
1.1  Neuroinflamacdo e mecanismos moleculares de degeneracao neural.............. 11
1.2 ViaHedgehog e Sistema Nersovo Central..........ccooceevvieeriieiniiiiinnieeniieeeniie s 12
1.3  Epigenética e membros da Via Hedgehog..........ccceevviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 15
2. OBJETIVOS. ... .ottt e ettt ettt sebe b een 19
2.1 ODBJetiVO GETal...ccocuiiieiieiiie ettt et et e e 19
2.2 ODbjetivOs ESPECIICOS. . uuiiiiiiiiiiiiriieeeiie ettt et 19
3. JUSTIFICATIVAL. ..ottt e sttt et e et 20
4. MATERIAL E METODOS..........coooooimiiiiiriiainneiinesesseseeessesss s ssss e 21
4.1 Protocolo de indu¢@o de Neuroinflamacao in VIVO........cceevveervieeeeeeeenniieeeiie e 21
4.2 Extrac@o de RNA tOtal.......coooiiiiiiiiiiiieieceiee ettt e 22
4.3 Sintese de DNA complementar (CDNA)........coovuiiriieiiiiie et 22
4.4 Quantificacdo da expressao génica por RT-qPCR ........ccccoeiviiiiiiieiniiiieees 22
4.5 Obtenga0 do ZDINA.......oiiiieee e ettt 23
4.6 Tratamento do ZDINA.......cciiiiie et et e e e ereesnreeenneeen 23
4.7 Determinagao do padrao de metilagao.........ccveervreerriieeriiieeiiie e 24
4.8 Andlises dos Resultados........coeuiieiiiiiiiiiiie ettt 26
S. RESULTADOS . ...ttt st e sttt eeaaeeaaeas 28
5.1 Determinacao do perfil transcricional das enzimas DNMTs e TETs.................. 28

5.2 Avaliagdo do efeito da neuroinflamagdo no perfil transcricional das enzimas
DINMTS € TETS. ..ttt ettt s e ettt et et e e e e 32

5.3 Avaliacdo do efeito da neuroinflamacdo no perfil transcricional dos componentes

da Via HEAZENOZ. ......eiiiiiiiiee ettt 33
5.4 Impacto da neuroinflamac@o no estado de metilacdo da regido promotora dos
membros da Via HEdZEhog.......oocvvviiiiiiiiiiie e e 34
6. DISCUSSAQ..........oooiriiiiriiririie et e 37
7. CONCLUSAQ.........ccooomiiiiirineieiec e 41

REFERIENCIAS ..o e 42



11

1 INTRODUCAO

1.1 Neuroinflamacio e mecanismos moleculares de degeneracio neural

O cérebro ja foi considerado um 6rgdo imunoprivilegiado devido a capacidade fisiol6gica
da barreira hematoencefdlica (BHE) de restringir a entrada de células e macromoléculas. Esse
fato nos fez acreditar que o cérebro ndo estaria sujeito as respostas imunitéria e inflamatéria
periférica. Entretanto, hoje sabemos que o Sistema Nervoso Central (SNC) é altamente
integrado com os demais sistemas fisiolégicos e responde ativamente a resposta inflamatéria
periférica. () Neste sentido, podemos definir a resposta inflamatéria como uma acdo coordenada
entre o sistema imunoldgico e o tecido lesionado essencial para a sobrevivéncia do organismo
a estimulos nocivos. ® Esta resposta é caracterizada por uma sequéncia de processos
bioquimicos e moleculares, inicialmente benéficos ao organismo que agem para promover o
reparo tecidual e impedir a proliferacio dos patégenos invasores. @) Andlises bioquimicas
realizadas em diversas circunstancias fisioldgicas e patologicas mostram que além da resposta
inflamatdria constituir um dos principais mecanismos de defesa, responsavel pela reparacao

tecidual cerebral, quando em excesso, essa reposta, também estd relacionada com a ativacao

dos processos de degeneraciio secundaria. @

Na fase aguda da resposta inflamatdria, proteinas do plasma e leucdcitos dos vasos
sanguineos, extravasam rapidamente para os locais infectados, normalizando geralmente em
alguns dias. No entanto, em algumas situacdes esta resposta inflamatéria pode persistir,
tornando-se cronica. © No SNC, a inflamacdo cronica pode levar a liberacdo exagerada de
citocinas pro-inflamatdrias e moléculas neurotréficas pela persistente ativacdo microglial e
astrocitdria, fato este que acelera a ativagdo dos mecanismos de neurodegeneragdo. © As
microglias, além de serem consideradas as células imunitarias do SNC, podem ter também um
papel ativo no suporte da homeostase cerebral, através da absorcdo de substincias toxicas e do
excesso de fons K* do espaco extracelular. ” Quando ativada, a microglia sofre mudangas
morfoldgicas e adquire alta capacidade de proliferacdo e atividade fagocitéria, sendo o principal
componente de defesa imune no SNC. Sua ativacdo apresenta um processo de caracter ambiguo,
pois muitas vezes pode apresentar um efeito contraditdrio, ja que em alguns casos exerce um
efeito neuroprotetor e, em outros, um resultado negativo, culminando na perda sindptica e até

na morte neuronal. ® Contudo, nem todas as respostas imunes do SNC sdo prejudiciais € a
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microglia pode exercer acdo dupla no SNC, agindo como guardid da homeostase cerebral e

participando ativamente nos processos neurodegenerativos.

A redugdo progressiva e gradual do nimero de neurdnios devido a prejuizos na sua estrutura
ou de sua funcionalidade em resposta a persistente ativacdo da resposta inflamatéria € uma
caracteristica comum observada entre as doengas neurodegenerativas. . E importante relatar
que doencgas cronicas degenerativas, como Alzheimer e Parkinson possuem fisiopatologias
distintas e apresentam caracteristicas neuropatolégicas bem definidas. 1V Contudo, iniimeros
estudos tém demonstrado que estas doencas compartilham um alto grau de similaridade entre
os mecanismos moleculares de degeneracdo neural, compartilhando principalmente a

neuroinflamacdo como caracteristica comum. ! 12

Estudos tém relatado que o processo de degeneracdo neural mediado pela resposta
inflamatéria envolve a ativacdo de macréfagos residentes no encéfalo (microglia), os quais
ativados, liberam fatores neurotéxicos e citocinas pré-inflamatérias que promovem o aumento
da producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNs).
(13) Neste sentido, tanto os sinais pré-inflamatérios quanto o aumento de EROs/ERNs quando
ndo controlados podem desencadear uma variedade de repostas bioquimicas e moleculares no
SNC, e levar a oxida¢do de biomoléculas com consequente perda de suas fungdes bioldgicas
prejudicando o equilibrio homeostatico.!!¥ Este delicado equilibrio entre a producdo e
neutraliza¢do das EROs como também da produgao de citocinas pro e anti-inflamatérias deve-
se a uma regulacdo dnica e sutil de inimeras vias de sinalizacdo e diversos sinais extracelulares,
os quais devem ser corretamente interpretados e interconectados pelas células do SNC. (¥
Dentre as diversas vias de sinalizacdo envolvidas neste processo, podemos destacar a acdo da
Via Hedgehog, a qual tem se mostrado de fundamental importincia para a manutencdo da

neurogénese e atividade neuronal em cérebros adultos. 1

1.2 Via Hedgehog e Sistema Nersovo Central

Devido ao isolamento e caracterizacdo dos membros da familia Hedgehog (Hh), eles
passaram a ser reconhecidos como mediadores-chave do desenvolvimento embriondrio. (1618
Na morfogénese os sinais propagados pela Via Hedgehog s3o responsdveis pelo
desenvolvimento dos diferentes tecidos. 1® Em vertebrados, podem atuar também como
mitégenos, regulando a proliferacdo celular. ' Durante o desenvolvimento embriondrio sua

ativacdo desempenha um papel crucial influenciando de forma autdcrina e pardcrina a
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proliferagdo e diferenciagdo celular, controlando a aquisi¢cao da polaridade do SNC, a assimetria
esquerda-direita dos membros e também o desenvolvimento dos folhetos germinativos na

organogénese dos 6rgaos internos do organismo. 9

7z

A familia dos ligantes Hh nos vertebrados é representada por 3 componentes, Desert
hedgehog (Dhh), Indian hedgehog (Ihh) e Sonic hedgehog (Shh), os quais podem ser
diferencialmente expressos nos tecidos e possuir funcdes bioldgicas distintas. Estas
glicoproteinas se ligam ao receptor transmembrana Patchedl (Ptch-1), que em condicdes
normais, inibe constitutivamente a atividade do tipo receptor acoplado a proteina G da proteina
Smoothened (Smo). Shh ao se ligar a Ptch-1, promove altera¢cdes conformacionais em Ptch-1
diminuindo assim sua interagdo com Smo. Desta forma Smo deixa de ser reprimido e se torna
capaz de transduzir a cascata de sinalizacdo que leva a ativacdo do fator de transcricdo
Oncogene homodlogo associado ao glioma 1 (Glil) como demonstrado na Figura 1. Com a
ativacdo, as proteinas Gli sdo translocadas para o nicleo para exercer seu papel de fator de
transcri¢do. ' Enquanto Gli2 e Gli3 sdo os respondedores primdrios, Glil atua amplificando
a resposta do sinal. ®" Atuando em conjunto no controle dos niveis e atividades da protefna
Gli, temos a acdo da proteina supressor de fusdo (Sufu). No citoplasma, esta proteina € capaz
de sequestrar a proteina Gli ®* e assim controla seu nivel proteico. Também é capaz de regular
a atividade de Gli pela producdo de protefnas repressores e ativadores de Gli ®». A funcio
citoplasmatica de Sufu parece estar bem definida, contudo, pouco se sabe a respeito de sua a¢ao
nuclear e embora Sufu seja essencial para inibir a Gli em células ndo estimuladas, ainda ndo

estd claro se a sinalizacdo de Hh é capaz de regular diretamente a Sufu. ?%
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Figura 1. Funcionamento da Via Hedgehog
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De todos os ligantes da via, Shh € o membro mais estudado, sendo caracterizado como uma
glicoproteina com atividades morfogénicas e mitogénicas. Sua acdo tem sido extensivamente
estudada no contexto do desenvolvimento embrionario, contudo, existem fortes evidéncias de
que suas propriedades mitogénicas podem ser reativadas durante a vida adulta, atuando
principalmente na ativacdo dos mecanismos de defesa e reparo tecidual em diferentes 6rgaos.
2% No SNC sua sinalizacdo exerce um importante papel central no controle da neurogénese e
reparo tecidual no cérebro adulto. Visto que seus componentes sdo amplamente expressos em
todo o parénquima do cérebro anterior *> e sua reducdo estd associada a senescéncia celular e
a maior suscetibilidade a distirbios relacionados ao envelhecimento ?® a sinalizacdo ativa

desta via parece ser crucial para manutencio da atividade neuronal em adultos. *”

E crescente o niimero de evidéncias que relacionam desregulacio das fungdes de Ptch1-Glil
com inumeros disturbios neuroldgicos principalmente por promover a perda anormal de células
precursoras da glia e uma regulagdo negativa da acdo de Smo no hipocampo, fato este que
contribui para a instalacio do quadro de disfun¢do cognitiva. ®?® Também foi demonstrado a
importancia da proteina Shh para as doengas neurologicas, visto que esta tem influéncia direta
na manutencdo da neurogénese, ?>*%!5 além de ter acdio anti-oxidante e anti-inflamatéria. @V

Shh ainda, pode promover a quiescéncia da resposta imune em células endoteliais da barreira
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hematoencefdlica pela diminuicio da expressio de mediadores pré-inflamatérios e da

adesdo/migracdo de leucécitos 3%,

A interrup¢do da barreira hematoencefdlica e a ativacdo microglial sdo caracteristicas
patologicas comuns de vdrias doengas neuroldgicas, como a esclerose multipla, doenca de
Parkinson, esclerose lateral amiotréfica e doenca de Alzheimer. Além disso, a interleucina-1
(IL-1p) liberada principalmente pela microglia ativada impede a agdo protetora dos astrocitos
por suprimir a producdo astrocitica de Shh, promovendo o aumento da permeabilidade e perda
da integridade da barreira hematoencefilica. ®* Assim, a ativa¢do da via Hh pelo ligante Shh
tem sido considerado como um sinal antienvelhecimento por proteger os neurdnios contra a
acao dos peptideos B-amildide, aos niveis elevados de glutamato, as EROs e ERNSs e citocinas
pré-inflamatdrias. Moléculas e mediadores que estdo diretamente relacionados a lesdes
isquémicas e ao desenvolvimento de doencas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer

e a doenca de Parkinson. ¢

1.3 Epigenética e membros da Via Hedgehog

Segundo Tang e Ho ®¥, a epigenética é definida como as mudancas herddveis na expressio
do gene que ndo alteram a sequéncia do DNA, mas que sdo herddveis mitoticamente (2001).
(39 Além dos mecanismos epigenéticos envolverem apenas modificacdes quimicas na molécula
do DNA, algumas caracteristicas como a reversibilidade, os efeitos de posicionamento, e a
habilidade de agir em distancias ndo esperadas maiores do que um unico gene, distinguem a

epigenética dos mecanismos da genética convencional. ¢

Os mecanismos epigenéticos incluem a metilagdo de DNA, modificacdo pds traducionais de
histonas e mecanismos baseados em RNAs ndo codificantes (ncRNAs), os quais podem atuar
de forma isolada ou em conjunto no remodelamento estrutural da cromatina e regulacdo
transcricional tanto em nivel transcricional como também na traducdo. ©® Dentre os
mecanismos epigenéticos, a metilacio do DNA € o mecanismo mais bem estudado,
caracterizado por ser uma modificagdo quimica na molécula do DNA na qual ocorre a
transferéncia de um grupamento metil proveniente do SAM (S-adenosilmetionina) a posi¢ao
C5 do anel da citosina. ®® Esta transferéncia € catalisada pela agdo de uma familia de enzimas
que recebe o nome de DNA metiltransferases. Os membros desta familia possuem capacidades
distintas que se diferenciam entre a manuten¢do do padrdo de metilacdo pré-existente durante

a divisdo celular e na criacdo de novos padrdes de metilagdo (de novo). A Dnmtl por estar
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localizada nos focos de replicagdo e possuir a capacidade de reconhecimento dos dinucleotideos
CpG hemimetilados € a enzima responsdvel na manutencdo do padrao de metilacdo, copiando
os padrdes de hemimetilados para fita recém-formada durante a replicagdo. Por outro lado, as
DNMTs3 possuem como representantes as Dnmt3a e 3b que sdo classificadas como DNMTs
de novo por atuarem preferencialmente no estabelecimento de novos padrdes de metilacdao de
DNA. “4) Embora o “modelo de divisdo do trabalho”, que pro-afirma que as DNMTs3
estabelecem novos padrdes de metilacdo e que Dnmt1 conserva o padrao de metilagdo existente
do DNA, virios estudos tém mostrado que as enzimas DNMTs3 também contribuem para a

manutencio do padrdo de metilagio do DNA ©3)

A metilacdo do DNA desempenha papel central durante o desenvolvimento embriondrio,
regulando funcdes celulares essenciais durante a embriologia, como a estabilidade do genoma,
a inativagdo do cromossomo X, o imprinting gendmico e a reprogramacdo de genes nao
imprintados. Além de atuarem na plasticidade do desenvolvimento, de modo que, as exposicoes
a fatores enddgenos ou exdgenos nocivos durante periodos criticos podem alterar
permanentemente a estrutura ou funcdo de sistemas organicos pela ativacdo ou inativagao
génica mediada pela acdo destas enzimas “**. Estudos recentes também tém mostrado um
importante papel da metilacdo do DNA no desenvolvimento e manutengdo das fun¢des no SNC,
sugerindo que a manutencdo dos padrdes de metilacio do DNA de neurdnios pds-mitSticos seja
necessdria para a maturagio neuronal e plasticidade sindptica. “> Embora ainda pouco se saiba
sobre como a metilacdo € regulada nos neurdnios do SNC, dados sugerem que a acdo de
metilacdo de novo da Dnmt3a € necessdria para a regulacdo dos genes neuronais. Refor¢cando
esta hipotese, foi observado tanto em cultura de neurdnios cerebelares quanto em regides do
SNC in vivo, niveis elevados de expressao de Dnmt3a durante as fases pds-natais iniciais com
drastica reducdo de sua expressio em neurdnios corticais na fase adulta. “© Também foi
demonstrado que a deficiéncia de Dnmt3b afeta os processos de neurogénese e gliogénese. 4>47
O fato do cérebro possuir dreas em constante estado pds-mitético faz com que a expressdo da
Dnmtl permaneca detectdvel no cérebro adulto, devido principalmente a sua fungdo critica na

manuten¢io do DNA e padrdes de metilacio em células em divisdo. 484

A descoberta do envolvimento dos membros da familia de enzimas Ten Eleven
Translocation (TET) na dindmica do controle da metilagio do DNA no SNC ampliou
significativamente a compreensdo da metilagdo do DNA na determina¢do da funcao neuronal e
dos processos cognitivos. °” Estas enzimas sdo responsaveis pela oxidacdo do grupamento

metil do caborno 5 do anel da citosina metilada, formando o intermedidrio 5
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hidroximetilcitosina (5-hmeC).!5? Apés a oxidacdo e formacdo do intermedidrio 5-hmeC, este
¢ posteriormente reconhecido para que o sistema de reparo possa fazer a substituicdo da citocina

metilada por uma citosina nio metilada. ©1-3359

A familia de enzimas TETs é constituida por trés membros, Tetl, Tet2 e Tet3, todos
dependentes de a-cetoglutarato e Fe (II) como cofatores da reacdo. ®¥ Estruturalmente, as trés
enzimas TETs compartilham um dominio catalitico C-terminal conservado que contém os
residuos de ligacdo de metal indispensdveis para a oxidagdo. °® Entretanto, apenas Tet1 e Tet3,
apresentam um dominio N-terminal de cisteina-XX-cisteina de dedo de zinco (CXXC) que pode
se ligar tanto a CpGs metilados quanto nio metilados. ®” Estudos mostram que Tet1 e Tet3
podem ter funcdes semelhantes, apesar de possuirem padrdes de expressao temporal distintos.
Ambas regulam principalmente os niveis de 5-hmeC em regides promotoras e locais de inicio
da transcricdo (TSSs), enquanto Tet2 regula principalmente os niveis de 5-hmeC nos corpos

dos genes. ®®

Os trés membros ja foram identificados no cérebro adulto, sendo a Tet3 a enzima mais
abundante no cerebelo, cértex e hipocampo, seguido por Tet2 e Tet1, © as quais exibem forte
co-localizagdo com o marcador neuronal NeuN. Estes resultados sugerem que a expressao das
TETs pode ser atribuida principalmente a células neuronais. ®® Embora os niveis de metilacdo
(5-meC) sejam semelhantes no cérebro e outros 6rgdos, os niveis de 5-hmeC no SNC, pode ser
até dez vezes maior do que nos tecidos periféricos.®” E interssante ressaltar que apesar dos
niveis de 5-hmeC aumentarem expressivamente no cerebelo e regides hipocampais durante o
desenvolvimento e gradativamente com o envelhecimento, este aumento ndo € acompanhado
da concomitante diminuicdo de 5-meC.? Este fato tém sugerido uma a¢io direta das TETSs na
manutencdo dindmica dos niveis de 5-hmeC necessarios para a manutencdo da plasticidade
neuronal,®® principalmente a Tet3, que tem sido utilizada como um sensor de atividade
sindptica por regular epigeneticamente as propriedades fundamentais e a meta-plasticidade dos

neurdnios por meio da desmetilacio do DNA.¥

E importante ressaltar que o controle transcricional mediado pela metilacio do DNA pode
ocorrer de forma direta quando a metilagdo atua como uma barreira fisica ao reconhecimento
dos fatores de transcricdo de ilhas CpG (pares de Citosina-fosfato-Guanina) de regides
promotoras promovendo a inativagdo do gene; ou de forma indireta quando a interferéncia se
d4 pelo fato da metilagdo ocorrer em regides que apresente dominios de ligagdo para a metilagao

(MBD), localizada normalmente em regides proximas ao sitio de regulacdo da transcrigdo,
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atraindo de forma indireta as proteinas de dominio de ligacdo de metilagdo que podem recrutar
correpressores e desacetilases de histonas alterando a configuracdo da cromatina ao redor do
fator de transcricao do gene e promovendo o silenciamento transcricional. Assim, a natureza
dinamica das modificacdes epigenéticas do DNA € crucial para regular a expressdao génica, e
portanto, um potencial mediador da plasticidade neuronal. ©®>*® Em relacdo ao controle
transcricional dos membros da Via Hedgehog mediado por mecanismos epigenéticos, ja foi
demonstrado que a regido promotora regulatéria da proteina ativadora da via, Shh e seus demais
membros, como a Glil, Sufu e Ptch-1 possuem intimeras ilhas CpG passiveis de metilacdo,®”
porém ainda € limitado o nimero de estudos referente ao controle epigenético em condi¢des
normais no SNC. Entretanto, em condi¢des patoldgicas intimeros estudos tem relatado o
envolvimento da metilagio do DNA no controle repressivo transcricional de proteinas

reguladoras negativas da via de sinalizacio Hedgehog.®%%9
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a participacdo da metilagdo do DNA sobre o controle transcricional dos membros da

via de sinalizacdo Hedgehog no Sistema Nervoso Central.

2.2 Objetivos especificos

v Determinar o perfil transcricional diferencial das enzimas DNMTs e TETs em diferentes

regides cerebrais (cortex, cortex pré-frontal, cerebelo, estriado e hipocampo);

v Avaliar o efeito da neuroinflamago na expressao génica dos genes codificadores das enzimas

DNMTs e TETsS;

v Determinar o efeito da neuroinflamagdo no estado de metilagdo da regido promotora dos

genes da Via Hedgehog [Sonic hedgehog (Shh); Patched 1 (Ptch-1); Supressor de Fusdo (Sufu)

e Oncogene homologo associado ao glioma 1 (Glil)].

v Correlacionar os niveis transcricionais dos genes [Sonic hedgehog (Shh); Patched 1 (Ptch-

1); Supressor de Fusdo (Sufu) e Oncogene homdélogo associado ao glioma 1 (Glil)]. com o

estado de metilacdo da regido promotora.
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3 JUSTIFICATIVA

A perda lenta e progressiva dos neurdnios em certas regides do cérebro € a principal
caracteristica histopatoldégica presente nas doencas neurodegenerativas associadas
principalmente a populacdo da terceira idade. Apesar dos diferentes eventos desencadeantes,
uma caracteristica comum entre as doengas neurodegenerativas € a ativagdo microglial e
astrocitaria cronica no SNC. Mais recentemente, indmeros estudos tém demonstrado a
importancia da sinalizacio mediada por Shh na resposta do cérebro a danos isquémicos e
neurodegeneracdo, além de promover a neurogénese e a quiescéncia da resposta imune em
células endoteliais da barreira hematoencefdlica pela diminuicdo da expressdo de mediadores
pré-inflamatdrios para o cérebro adulto. Frente a isso, os estudos relacionados ao ligante Shh
tém ganhado destaque por se tratar de um modulador importante em tecidos neurais adultos.
Desta forma, acreditamos que a identificagdo do padrdo de metilagdo gene especifico dos
membros da Via Hedgehog possa contribuir para uma melhor compreensao do real
envolvimento dos mecanismos epigenéticos subjacentes ao controle transcricional frente ao

fenétipo inflamatério do cérebro.
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4 MATERIAL E METODOS

A representacdo gréfica do modelo experimental utilizado neste trabalho ¢ apresentada na

Figura 2, como também a indicacdo das técnicas de biologia molecular utilizadas.

Figura 2. Representacio grafica do modelo experimental

Protocolo de indugdo de Neuroinflamagao

Camundongos Swiss albino, (3 a 5 meses), mantidos no Biotério Setorial do
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Santa Catarina,
Floriandpolis/SC, Brasil - CEUA N° PP00760

LPS i.p. 0,33mg/kg ‘ i

Aclimatizacdo T 1 ,/
10 dias Oh 24 h

Analises moleculares

1 N RNA DNA
Cortex Pré-Frontal ]
(TRIzol/Cloroférmio) (Fenol/Cloroférmio/Alcool isoamilico)
Hipocampo 8
Cerebelo ¢ _ o
Estriado Expressao génica Metilacao
Cortex Sintese de cDNA Tratamento - T4-BGT, Mspl e Hpall
L i gPCR gPCR

Fonte: Rodrigo Augusto da Silva e Mariana Ribeiro Costa

4.1 Protocolo de indug¢ao de Neuroinflamacio in vivo — O protocolo de neuroinflamagdo foi
realizado no Laboratério de Estresse Oxidativo (LABOX) da Universidade Federal de Santa
Catarina Florian6polis/SC com prévia autorizagdo do Comité de ética e pesquisa em animais
(ntimero de protocolo CEUA N° PP00760). Para indu¢@o da neuroinflamacio foram utilizados
camundongos Swiss machos adultos (3 a 5 meses), os quais foram mantidos no Biotério Setorial
do Departamento de Bioquimica. Apds 10 dias para aclimatizacdo, a neuroinflamag¢do foi
induzida pela administracdo de inje¢do tUnica de lipopolissacarideo (LPS) (0,33mg/kg) na
regido intraperitoneal (i.p.). Apds 24 horas as estruturas cerebrais (cortex, cortex pré-frontal,
estriado, hipocampo e cerebelo) foram coletadas, congeladas imediatamente em nitrogénio
liquido e armazenadas em Biofreezer (-80°C). As amostras coletadas foram transportadas para

o Laboratério de Biologia Molecular da Universidade de Taubaté em gelo seco para
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preservacao da condicdo térmica e novamente armazenadas em Biofreezer (-80°C) para andlises

moleculares posteriores.

4.2 Extracao de RNA total — O RNA total foi isolado de estruturas cerebrais utilizando o
método TRIzol®/Cloroférmio/Isopropanol. Apdés homogeneizacido das estruturas em 0,5 mL
do reagente TRIzol® a separacdo da fase aquosa foi realizada pela adicdo de 0,2 mL de
cloroférmio (Merck, Whitehouse Station, NJ, USA), seguido pela centrifugacdo (14.000 rpm)
por 15 minutos a 4°C. Ao término da centrifugacdo a fase aquosa foi coletada (sobrenadante)
em tubos novos devidamente identificados e a fase precipitada desprezada. Em seguida o RNA
foi precipitado pela adicao de 0,5 mL de isopropanol absoluto gelado (Merck, Whitehouse
Station, NJ, USA). Apés a incubagado por 10 minutos a temperatura ambiente as amostras foram
novamente centrifugadas (14.000 rpm por 15 minutos). Ao término da centrifugacdo o
isopropanol foi descartado por inversdao e o RNA precipitado (pellet) foi lavado com etanol
75%. A quantidade e pureza do RNA extraido foi estimada em aparelho de espectrofotometria
apos sua ressuspensao em 20 pL de dgua tratada com Dietil Pirocarbonato (DEPC), utilizando
as razdes OD 260/280 (> 1,8) e OD 260/230 (= 1,0) (NanoDrop 2000, Thermo Scientific,

Uniscience) e armazenados a -80°C.

4.3 Sintese de DNA complementar (¢cDNA) — O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado
a partir da reagdo de transcrigdo reversa de 2000 ng de RNA total na presenca de 2 U da enzima
transcriptase reversa (Kit Superscript II, Invitrogen) (Carlsbad, CA, USA) de acordo com as
instru¢des recomendadas pelo fabricante. A primeira fita de cDNA foi gerada em rea¢do com
volume final de 20 pL contendo 500 uM de ANTP, 25 pg/mL de OLIGO dT, 1X solu¢do tampao
de primeira fita, 40 U de inibidor de RNase, 10 uM de DTT pela enzima Superscript II.
Inicialmente, a mistura de RNA, dgua e iniciador foi incubada a 65°C por 5 minutos para
promover a abertura de possiveis estruturas secundérias. Em seguida a reacdo de sintese
aconteceu durante 50 minutos a 50°C com posterior inativa¢do enzimdtica a 85°C por 5 minutos.
Ap6s o término da reacdo o cDNA sintetizado foi diluido para concentracao final de 100 ng/ul

e armazenado a -20°C.

4.4 Quantificacdo da expressao génica por RT-qPCR - Para o estudo do padrio de expressao
génica das enzimas implicada nos processos de metilacio do DNA [DNA metiltransferase
(Dnmt1), (Dnmt3a) e (Dnmt3b)] e desmetilacdo do DNA [dioxigenases dependentes de 2-

oxoglurato (20G) e ferro II (Tet1), (Tet2) e (Tet3)], as reagdes foram realizadas com iniciadores
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especificos (Tabela 1) e tiveram como controle endégeno os genes Gapdh e B-actina. Todas as
reacoes tiveram volume final de 10 pL; contendo 5 pl. de SYBR Green I Master, 0,4 uM de
iniciadores especificos, 1 puL do cDNA sintetizado e q.s.p. de dgua Milli-Q Rnase free. A
quantidade relativa dos transcritos foi determinada pelo método limiar critico comparativo
274¢t Neste método, a média do Ct do gene alvo foi subtraida pela média do Ct dos controles
utilizados, resultando em um ACt. Para o célculo da expressao substituimos o valor de ACt
obtido na férmula 272", Os valores finais foram apresentados como razio entre a expressio do
gene alvo em relacdo a média da expressdo génica dos genes utilizados como normalizadores.
Os resultados foram expressos como média + desvio padrio de 5 animais independentes
realizados em triplicata. Os valores absolutos foram utilizados para caracterizacdo do perfil
transcricional entre as diferentes estruturas cerebrais e normalizados em relagdo ao controle

(atribuido valor 1) para avalia¢do do efeito da neuroinflamacao.

Tabela 1. Condi¢des de ciclagem e sequéncia dos iniciadores utilizados para estudo da expressdo génica

Gene (ID) Iniciador 5'- 3' Sequéncia Condigdes de reagdo Tamanho do produto (pb)
B-actin (11461) s LS UL S LN A ST L 95°C - 15s; 58°C - 30s; 72°C - 30s 82
Reverse AGG TCT TTA CGG ATG TCA ACG
Forward CCG CAG CGA GGA GTT TCT C
Gapdh (14433) el 95°C - 15s; 63°C - 30s; 72°C - 30s 530
Reverse GAG CTA AGC TCA GGC TGT TCC A
Forward CCT TTG TGG GAA CCT GGA A
Dnmt1 (13433) had 95°C - 15s; 63°C - 30s; 72°C - 30s 178
Reverse CTG TCG TCT GCG GTG ATT
Forward GAG GGA ACT GAG ACC CCA C
Dnmt3a (13435) onwen 95°C - 15s; 63°C - 30s; 72°C - 30s 216
Reverse CTG GAA GGT GAG TCT TGG CA
Forward AGC GGG TAT GAG GAG TGC AT
Dnmt3b (13436) kAl 95°C - 15s; 63°C - 30s; 72°C - 30s 72
Reverse GGG AGC ATC CTT CGT GTC TG
Forward GAG CCT GTT CCT CGA TGT GG
Tetl (52463) orwar 95°C - 15s; 65°C - 30s; 72°C - 30s 202
Reverse CAA ACC CAC CTG AGG CTG TT
Forward AAC CTG GCT ACT GTC ATT GCT CCA
Tet2 (214133) orwar 95°C - 15s; 65°C - 30s; 72°C - 30s 182
Reverse ATG TTC TGC TGG TCT CTG TGG GAA
Forward GTC TCC CCA GTC CTA CCT CCG
Tet3 (193348) 95°C - 15s; 58°C - 30s; 72°C - 30s 136
Reveris GTC AGT GCC CCA CGC TTC A

Fonte: Rodrigo Augusto da Silva e Mariana Ribeiro Costa

4.5 Obtencao do gDNA — Para obtencdo das amostras de DNA gendmico (gDNA) as estruturas
foram homogeneizadas em tampao de extracdo (10 mM de Tris pH 3.0; 0,5% de SDS, 5 mM
de EDTA) e digeridas com proteinase K (20 mg/mL) por 16 h a 56°C. Em seguida o DNA foi
isolado pelo método fenol/cloroférmio/lcool isoamilico 7”. A quantidade e pureza do gDNA
extraido foram estimadas em aparelho de espectrofotometria, utilizando as razdes OD 260/280

(>1,8) e OD 260/230 (> 1,0) (NanoDrop 2000, Thermo Scientific, Uniscience).

4.6 Tratamento do gDNA: Cada amostra de gDNA foi dividida em trés tubos contendo a
mesma concentracdo (400 ng) e incubados a 37°C por 2 horas com 1X NE buffer, 40 mM de
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glicose UDP e 1 unidade da enzima T4-B-glicosiltransferase (T4-BGT) em reag¢do com volume
final de 20 ul. Esta enzima transfere especificamente a por¢do de glicose da difosfoglucose de
uridina (UDP-Glc) para S5-hidroximetilcitosina (5-hmeC) pela reagdo de glicosilagdo,
produzindo o produto beta-glucosil-5-hidroximetilcitosina. Este produto bloqueia
especificamente a atividade de endonuclease Mspl e faz com que ela reconheca apenas as
sequéncias de CCGG metiladas (5-meC) e ndo metiladas, mantendo integras as regidoes CCGG
hidroximetilcitosina (5-hmeC). Apds a inativagdo da enzima T4-BGT por incubagdo a 65°C
por 15 min, as amostras foram digeridas com as endonucleases Mspl (New England Biolabs,
Beverly, MA, EUA), que reconhece todas as sequéncias CCGG (metiladas e ndo metiladas),
com excecdo apenas das sequéncias CCGG com o produto beta-glucosil-5-hidroximetilcitosina
e pela Hpall (New England Biolabs, Beverly, MA, EUA) que reconhece todas as sequéncias
CCGG com a diferenga de que sequéncias CCGG metiladas (5-meC) promovem a inibigdo de
sua atividade catalitica. No terceiro tubo foi adicionado a mesma quantidade de H20 (gDNA
ndo digerido — controle 100%). Todas as reacdes foram realizadas separadamente com volume

final de 25 pl a 37°C por 2 horas (Fig.3).

Figura 3. Esquema do tratamento do DNA

Reacio 1 Reacio2
Tubo1-A | [ Tubo 1-A
+
(400 ng) @0 ng) " O
Amostra Tubo 1-B Tubo 1-B

A

(1200 ng gDNA) 7| (400 ng) T4-BGT 4 @ong TMPL < qPCR
Tubo 1-C Tubo 1-C

+
(400 ng) @00 ng) T 1pall

2 h-37°C + 15 min 65 °C 2 h -37°C + 15 min 65 °C

Fonte: Rodrigo Augusto da Silva e Mariana Ribeiro Costa

4.7 Determinacio do padriao de metilacio: O padrio de metilagio (5-meC) e
hidroximetilagdo (5-hmeC) da regido promotora dos genes da Via Hedgehog [Sonic hedgehog
(Shh); Patched 1 (Ptch-1); Supressor de Fusdo (Sufu) e Oncogene homdlogo associado ao
glioma 1 (Glil)] foi determinado em reacdes de qPCR contendo SYBR Green I Master 2x (12,5
ul) 0,4 uM de iniciadores especificos (Tabela 2), 1,5 ul (25 ng) de gDNA tratado (nas 3
condi¢des; H20, Mspl e Hpall) e g.s.p de H20 livre de nuclease. As sequéncias dos iniciadores

foram desenhadas em regides regulatérias com ilhas CpG dentro de regides de
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hipersensibilidade a Dnasel, reguladas por marcas de modificacdes de histonas e com sitios de

ligacdo de fatores de transcricdo (Fig. 4) utilizando o programa Primer3 Input (versio 0.4.0).V

A determinacdo de estruturas secunddrias e temperaturas de anelamento foi analisada pelo

programa Beacon Designer (http://www.premierbiosoft.com/). Todas as sequéncias foram

blastadas para confirmacdo da localizacdo cromossOmica pela ferramenta de PCR in-silico

(https://genome.ucsc.edu/). A obten¢do dos valores percentuais referentes a metilacio e

hidroximetila¢do foram calculados de acordo com Nestor et al., 2012 72"

Tabela 2. Condigdes de ciclagem e sequéncia dos iniciadores utilizados para estudo de metilagdo da regido

promotora
Gene (ID) Iniciador 5'- 3' Sequéncia Condigdes de reagdo Tamanho do produto (pb) Localizagdio da ilha CpG
Forward AGG AAG GTG AGG AAG TCG CT hr4
Shh (20423) orwar 95°C -155; 60°C - 30s; 72°C - 30s 244 chr )
Reverse  CACACA CAC ACG CTC GTA CA 28784319-28785746 (site 5)
Forward GGA TCC CAA GGA GGA AGA AG hr 13
Ptch1 (19206) orwar 95°C -15s; 60°C - 30s; 72°C - 30s 217 o )
Reverse ATG GCC TCG GCT GGT AAC 63664549-63667490  (site6)
Forward  CTCTAC CCT CCC GGG TTC T hr 19
Sufu (24069) orwar 95°C -15s; 60°C - 30s; 72°C - 30s 214 cnr )
Reverse  GAC GAT AGC GGT AAC CTG GA 46450187-46450655 (site 4)
Forward CTC ATC CTC CTC ACA GCC GCA hr 10
Gli (14632) orwar 95°C -15s; 60°C - 30s; 72°C - 30s 380 N

Reverse CTG GGC AGC AACACCTCC CA

127339344-127339723 (site 5)

Fonte: Rodrigo Augusto da Silva e Mariana Ribeiro Costa
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Figura 4. Representagio gréfica da localizagdo cromossomica e fragmento amplificado. Em vermelho sequéncias
dos iniciadores (Forward e Reverse), em amarelo sitio de reconhecimento enzimatico. chr = cromossomo, pb =
pares de base.

ovs oo | I == -1 10 I [ ]

Shh - Sonic Hedgehog
chrs: 28458441+28458684 {244 ph) GenelD: 20423
AGGAAGGTGAGGAAGTCGCTgtacagcagecggeectggtegtcagecgecageacge
ggtctccgggacgtaagtecttcaccagettggtgecgeectgeteccaggtgeacggtggeggatec
cgggaaacagecgeeggatttggeegecacggagttctetgeggagtagagagaaagaccaggtyg
ttgagtgccaaaggagacaggtacaccgggtgcg TGTACGAGCGTGTGTGTGTG

cow I W N BN N-DO NN N N

Ptch — Patchedl

GenelD: 19206 chr13: 63565304+63565520 (217 phb)
GGATCCCAAGGAGGAAGAAGagggaaaagtgaagagggaggaggggacagaagtge
accttggaaatctgctccagagegaaggeggcgtegeagtagetgggecggtecagatagtecegg

tcecggegeggegeggtgeggtecoeeggtecgtetgegectecccgecgecggectgectgeccaggg
ccecggeggcGTTACCAGCCGAGGCCAT

Sufu — Supressor de Fusdo
GenelD: 24069 chr19: 46397063+46397276 (214 pb)

CTCTACCCTCCCGGGTTCTecgegegecctacgegecccaatggeggagetgeggectagegtcgeccccgg
tccecgeegegeececcggectetggeectagtgeecctccggectttgettcactetttcccocgggactgeacgeeatet
acggagagtgtcgecgectctacectgaccagecgaacccgc TCCAGGTTACCGCTATCGTC

«oc: [ ]l Il H N N =

Glil - Oncogene homdlogo chr10: 127332367-127332681 (315 pb)

associado ao glioma 1

GenelD: 14632 CTCATCCTCCTCACAGCCGCAgcagagecccggagegeagtectcettgecageagegaccacteec
cagcaggcagtgcggecaacacggacageggegtggagatggecggeaacgecgggggcageactga

* Corpo do gene ggacttgtccagettggatgaaggaccttgtgtetcggecaceggactctecacgettegecgectggagaa

ccttaggctggatcagetgeatcageteccggeccatagggtetcggggtctcaaactgeccagettaacce
acgctggtgagaccggatgTGGGAGGTGTTGCTGCCCAG

Local de reconhecimento das enzimas Mspl e Hpall cut-site

Fonte: Rodrigo Augusto da Silva e Mariana Ribeiro Costa

4.8 Analise de resultados: Os dados obtidos dos perfis transcricionais para as diferentes
estruturas cerebrais obtidas de cinco animais individuais foram analisados pelo teste de
variancia One-way ANOVA, seguido pelo teste post hoc de Tukey. O teste t-studentd foi
utilizado para andlise dos resultados obtidos ap6s a indug¢do do protocolo de neuroinflamacao
(Controle versus LPS) utilizando o programa o GraphPad Prism 7 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, EUA) com nivel de significancia de 5%. Todas as analises de qPCR (expressdo
e metilacdo) foram realizados em duplicata técnica. Para testar se as alteracdes epigenéticas
promovidas pela neuroinflamacio estavam diretamente relacionadas as alteragdes observadas

na expressdo génica dos membros da Via Hedgehog foi aplicado o teste de Correlagdo de
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Pearson (r) entre os valores obtidos para o estado de metilacdo da regido promotora dos

componentes da via e os valores de expressdao génica.
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S RESULTADOS

5.1 Determinacao do perfil transcricional das enzimas DNMTs e TETs

O perfil transcricional das enzimas DNMTs e TETs foi determinado por reagdes de RT-
qPCR apos extracao de RNA total como descrito anteriormente na sessao “Material e métodos”.
Os resultados da caracterizacao transcricional das DNMT's apresentados na Figura 5 mostram
que a expressao génica absoluta da enzima Dnmtl do cortex se destaca por apresentar maior
quantidade de transcritos em relacdo as demais estruturas (Fig. 5a). Para a Dnmt3a, os
resultados da caracterizacdo do perfil transcricional revelou que as regides do cortex e estriado
possuem perfil transcricional semelhante e possuem maior quantidade de transcritos que o
cortex pré-frontal, cerebelo e hipocampo (Fig. Sb). Em relagdo ao perfil transcricional da
Dnmt3b, diferencgas significativas foram observadas apenas para o cerebelo e hipocampo com

valores significativamente maiores em relacdo as demais estruturas (Fig. Sc).

Para determinar se a expressdo absoluta basal das DNMTs era diferente em uma mesma
regido cerebral, os valores da expressdao absoluta dos membros da familia das DNMTs foram
representados graficamente agrupados pelas estruturas cerebrais. Os resultados apresentados na
Figura 6 mostram que a expressao gé€nica enzima Dnmt3b apresenta maior expressao génica
basal em todas as regides do encéfalo avaliada (Fig. 6a-e). Também foi possivel observar
diferenca significativa da expressdo génica basal da Dnmt3b no cortex, com maior quantidade

de transcritos em relacdo a expressao basal da Dnmtl (Fig. 6a).
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Figura 5. Determinac@o do perfil transcricional dos membros da familia das DNA metiltransferases no
Sistema Nervoso Central. Apds extracdo de RNA total pelo método TRIzol®/Cloroférmio/Isopropanol o perfil
transcricional das DNA metiltransferase: Dnmtl (a), Dnmt3a (b) e Dnmt3b (c) foi avaliado por reacées de RT-
gPCR nas diferentes regides cerebrais. Os genes Gapdh e [-actina foram utilizados como normalizadores. Os
resultados foram calculados pelo método (2° 2“) e representam a média + desvio padrio de 5 animais
independentes realizados em duplicata técnica. Diferencas estatisticas significantes * p<0,05; ** p<0,001 e ***
p<0,0001 em relacdo ao CTX (Cértex); * p<0,05; ** p<0,001 e *** p<0,0001 em relacdo ao PFC (Coértex Pré-
frontal); * p<0,05; ** p<0,001 e *** p<0,0001 em relagdo ao CRB (Cerebelo); * p<0,05; ** p<0,001 e ***
p<0,0001 em relacdo ao HIP (Hipocampo)
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Figura 6. Expressio diferencial entre os membros das DNMTs nas diferentes regides cerebrais. Apds
extracdo de RNA total pelo método TRIzol®/Cloroférmio/Isopropanol o perfil transcricional basal dos membros
da familia das DNA metiltransferase (Dnmtl, Dnmt3a e Dnmi3b) foi determinado por reagdes de RT-qPCR no
Cértex (a), Cortex Pré-frontal (b), Cerebelo (¢); Hipocampo (d) e Estriado (e). Os genes Gapdh e f-actina foram
utilizados como normalizadores. Os resultados foram calculados pelo método (27") e representam a média +
desvio padrdo de 5 animais independentes realizados em duplicata técnica. Diferencas estatisticas significantes *
p<0,05; ** p<0,001 e *** p<0,0001 em relacdo a Dnmtl; * p<0,05; ** p<0,001 e *** p<0,0001 em relacdo a
Dnmt3a
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Fonte: Rodrigo Augusto da Silva e Mariana Ribeiro Costa

Em relacdo a caracterizagdo do perfil transcricional das DNA desmetilases foi observado
diferenca significativa apenas na expressdo absoluta da enzima Tet/ no estriado com maior
quantidade de transcritos em relagdo as demais regides cerebrais (Fig. 7a). A caracterizagio
mostrou que o perfil transcricional da enzima 7et2 no cortex pré-frontal, cerebelo e hipocampo
sdo semelhantes e possuem menor expressdo basal absoluta quando comparado ao cértex e
estriado (Fig. 7b). Diferenca significativa do perfil transcricional da enzima 7Tez3 foi observada
apenas na regido do cerebelo com menor expressdo génica absoluta em relacdo as demais

regides cerebrais (Fig. 7¢).



31

Figura 7. Determinacio do perfil transcricional dos membros da familia Ten Eleven Translocation (TET)
no Sistema Nervoso Central. Apés extragdo de RNA total pelo método TRIzol®/Cloroférmio/Isopropanol o
perfil transcricional das DNA desmetilases; Tetl (a), Tet2 (b) e Tet3 (c¢) foi avaliado por reagdes de RT-qPCR nas
diferentes estruturas cerebrais. Os genes Gapdh e [-actina foram utilizados como normalizadores. Os resultados
foram calculados pelo método (2 ") e representam a média + desvio padrdo de 5 animais independentes
realizados em duplicata técnica. Diferencas estatisticas significantes * p<0,05; ** p<0,001 e *** p<0,0001 em
relacdo ao CTX (Cértex); * p<0,05; ** p<0,001 e *** p<0,0001 em relagdo ao CFC (Coértex Pré-frontal); * p<0,05;
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A representacdo gréfica dos valores absolutos da expressdao basal dos membros da familia
das TETs em uma mesma regido cerebral revelou que Tet] € a enzima menos expressa no SNC.
Por outro lado, o perfil transcricional basal das DNA desmetilases Tet2 e Tet3 possuem perfil
transcricional semelhante e sdo significativamente mais expressas tendo em relagdo a expressao
basal da enzima Tet! (Fig. 8a,b - d,e), exceto no cerebelo onde a expressdo basal de Ter2 se

destaca por possuir maior quantidade de transcritos em relacdo a Tet!/ e Tet3 (Fig. 8c).
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Figura 8. Expressio diferencial entre os membros da familia das TETs nas diferentes regides cerebrais.
Ap6s extracdo de RNA total pelo método TRIzol®/Cloroférmio/Isopropanol o perfil transcricional dos membros
da familia das Ten Eleven Translocation (Tetl, Tet2 e Te3) foi determinado por reagdes de RT-qPCR no Cértex
(a), Cértex Pré-frontal (b), Cerebelo (c¢); Hipocampo (d) ¢ Estriado (e). Os genes Gapdh e f-actina foram
utilizados como normalizadores. Os resultados foram calculados pelo método (27") e representam a média +
desvio padrdo de 5 animais independentes realizados em duplicata técnica. Diferencas estatisticas significantes *
p<0,05; ** p<0,001 e *** p<0,0001 em relacdo a Dnmtl; * p<0,05; ** p<0,001 e *** p<0,0001 em relacdo a
Dnmit3a.
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5.2 Avaliacao do efeito da neuroinflamacio no perfil transcricional das enzimas DNMTs
e TETs

Para avaliar se a neuroinflamacdo influencia o perfil transcricional das enzimas
modificadoras do DNA, a expressdo génica dos membros das DNMTs e TETSs foi avaliada apds
24 horas da administragdo intraperitoneal de LPS. Conforme mostrado na Figura 9, a expressdo
dos genes reguladores epigenéticos respondeu de forma distinta a neuroinflamacdo. Em
particular, o cortex foi a tnica regido cerebral que teve expressdo reduzida de todos os genes
modificadores epigenéticos avaliados (Fig. 9a-f) e o hipocampo a regido que teve a expressdo

aumentada para todos os membros da familia das DNMTs (Fig. 9a-c).

Para DNMTs, diferencas significativas ainda foram observadas no estriado (regulacdo
positiva de Dnmt1) (Fig. 9a); no cerebelo e estriado (regulagdo negativa de Dnmt3a) (Fig. 9b)
e no cortex pré-frontal (regulacio positiva de Dnm3b) (Fig. 9¢). Em adicdo, a administra¢do
intraperitoneal do LPS afetou a expressdo do gene Ter! que foi regulada negativamente em
todas as regides cerebrais (Fig. 9d). Por outro lado, a expressdo de Tet2 foi aumentada apenas
no hipocampo (Fig. 9e) e a expressdo de Ter3 diminuiu no cortex, hipocampo e estriado, e

aumentou apenas no cerebelo (Fig. 91).
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Figura 9. Efeito da neuroinflamacéio no perfil transcricional dos membros da familia das DNMTs e TETs
no Sistema Nervoso Central. Apés extracio de RNA total pelo método TRIzol®/Cloroférmio/Isopropanol o
perfil transcricional das DNA metiltransferase; Dnmtl (a), Dnmt3a (b) e Dnmt3b (¢) e das DNA desmetilases;
Tetl (a), Tet2 (b) e Tet3 (¢) foi avaliado por reagdes de RT-qPCR nas diferentes estruturas cerebrais apés 24 h de
administracdo de LPS (0,33 mg/kg). Os genes Gapdh e f-actina foram utilizados como normalizadores. Os
resultados foram calculados pelo método (274" e representam a média + desvio padriio de 5 animais independentes
realizados em duplicata técnica. Diferencas estatisticas significantes quando comparadas ao grupo Controle
(CRTL) e CTX (Cortex). * p<0,05; ** p<0,001 e *** p<0,0001; * p<0,05; ** p<0,001 e *** p<0,0001 em relacio
ao PFC (Cértex Pré-frontal); * p<0,05; ** p<0,001 e *** p<0,0001 em relacdo ao CRB (Cerebelo); * p<0,05; **
p<0,001 e *#* p<0,0001 em relagdo ao HIP (Hipocampo); * p<0,05; ** p<0,001 e *** p<0,0001 em relagio ao
STR (Estriado)
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5.3 Avaliacao do efeito da neuroinflamacio no perfil transcricional dos componentes da

Via Hedgehog

A influéncia da neuroinflamag@o no controle transcricional dos componentes da Via
Hedgehog em diferentes dreas do encéfalo foi avaliada por qPCR. Para isso a expressdo dos
genes Shh, Ptchl, Sufu e Glil foi avaliada 24 horas apds a administrag¢do intraperitoneal de
LPS. Os resultados apresentados na Figura 10 mostram que as diferentes regides cerebrais
respondem de forma diferente a neuroinflamacio. Foi observado que a expressdo dos genes Shh
e Ptchl foi regulada negativamente no cortex cerebral (Fig. 10a, f), cerebelo (Fig. 10¢, h) ¢
estriado (Fig. 10e, j) e positivamente no cortex pré-frontal (Fig. 10b, g) e hipocampo (Fig. 10d,
i).

Para o gene Sufu nossos resultados mostram que a neuroinflamag¢do promoveu uma
regulacdo negativa da expressdo génica no cerebelo e estriado (Fig. 10m, o) e positiva no cortex
(Fig. 10k), cortex pré-frontal (Fig. 101) e hipocampo (Fig. 10n). Ainda diferengas significativas

na expressdo de Glil foram observadas apenas no cértex, hipocampo e estriado (Fig. 10p, s, t).
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E uma regulagdo positiva da expressdo do gene Gli/ foi observado apenas para o hipocampo

(Fig. 10s).

Figura 10: Efeito da neuroinflamaciio na expressio génica dos componentes da Via Hedgehog. A expressio
génica de Sonic Hedgehog - gene Shi (a, b, ¢, d, e), Patched 1 - gene Ptch-1(f, g, h, i, j), Supressor de Fusdo -
gene Sufu (k, 1, m, n, 0), Oncogene homdlogo associado ao glioma 1 - gene Glil (p, q, 1, S, t) foram avaliados por
reacOes de RT-qPCR nas diferentes estruturas cerebrais ap6s 24 h de administragdo de LPS (0,33 mg / kg). Os
genes Gapdh e f-actina foram usados como normalizadores. Os resultados foram calculados usando o método (2~
ACt e representam a média + desvio padrio de 5 animais independentes realizados em duplicata técnica € expressos
em relacio ao controle (atribuido valor 1)
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Fonte: Rodrigo Augusto da Silva e Mariana Ribeiro Costa

5.4 Impacto da neuroinflamacio no estado de metilacio da regiio promotora dos

membros da Via Hedgehog

Para avaliar se os componentes da via de Hedgehog foram modificados epigeneticamente
em resposta a neuroinflamagdo, o DNA gendmico foi previamente digerido por endonucleases

sensiveis a metilagdo e posteriormente amplificado com iniciadores especificos flanqueados em
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regides regulatdrias génicas contendo sitios de reconhecimento enzimatico. Nossos resultados
mostram que a neuroinflama¢do promoveu mudancas significativas no estado de metilagdo da
regido promotora dos componentes da via, sendo observado hipometilacido da regido promotora
do gene Shh (Fig. 11a) e Ptchl (Fig. 11¢) no cerebelo e do gene Sufu no cortex pré-frontal (Fig.
11b). Por outro lado, hipermetilagdo da regido promotora dos genes Ptchdl (Fig. 11c¢), Sufu
(Fig. 11b) e Glil (Fig. 11d) foi observado no hipocampo.

Figura 11: Determinacao do estado de metilacao da regido promotora dos componentes da Via Hedgehog
no Sistema Nervoso Central apos 24 horas de inducio de protocolo de neuroinflamac¢do. O estado de
metilacdo da regido promotora (5-meC/5-hmeC) dos membros Hedgehog [Sonic Hedgehog — gene Shh (a),
Supressor de fusdo - gene Sufu (b), Patched 1 - gene Ptch-1 (c¢) e Oncogene homologo associado ao glioma 1 -
gene Glil (d) foram investigados por digestdo enzimdtica com as endonucleases T4-BGT, Mspl e Hpall seguida
por andlise de qPCR com primers especificos. Os niveis relativos de metilacdo foram determinados por qPCR
usando o método do limiar de ciclo (Ct). Os valores de metilacdo (5-meC) foram obtidos pelo cdlculo Ct [Hpall]
- Ct [Mspl] / Ct [SE] e os valores de hidroximetilacdo (5-hmec) pelo Ct [Mspl] Ct [SE]. Os resultados foram
representados como média + desvio padrido da razdo 5-mec/Shmec de 5 animais independentes realizados em
duplicata técnica. * p <0,05, ** p <0,001 e *** p <0,0001 em relacdo ao controle especifico
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Para testar se as alteragdes epigenéticas promovidas pela neuroinflamagdo estavam
diretamente relacionadas as alteracdes observadas na expressdo génica dos membros da Via
Hedgehog foi aplicado o teste de correlacdo de Pearson entre os valores obtidos para o estado
de metilagdo da regido promotora dos componentes da via e os valores de expressdo génica.
Correlagdes de Pearson acima de r > 0,6 foram observadas para Shh no cerebelo (Fig. 12c¢),
Ptchl no hipocampo (Fig. 12i), Sufu no cértex pré-frontal (Fig. 121) e hipocampo (Fig. 12n), e
Glil no cértex (Fig. 12p) e estriado (Fig. 12t). No entanto, apenas para o gene Sufu no cortex

pré-frontal os niveis de mRNA sdo inversamente proporcionais a metilacio da regido
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promotora, sugerindo que a hipometilagio do DNA promovida pela neuroinflamac¢do € um dos

mecanismos responsaveis pela regulacao transcricional positiva do gene Sufu (Fig. 121).

Figura 12: Representacio grafica da correlacio entre o estado de metilacdo da regiio promotora e a
expressao dos componentes da Via Hedgehog: Shh (a-e), Ptchi (f-§), Sufu (k-0) e Glil (p-t). Os niveis de
metilacdo relativos foram apresentados como uma razdo 5-mec/5-hmec e determinados usando o método do limiar
de ciclo (Ct). Os resultados foram representados como média + desvio padrio da razdo 5-mec/Shmec de 5 animais
independentes realizados em duplicata técnica. * p <0,05, ** p <0,001 e *** p <0,0001 em relagcdo ao controle
especifico. Correlacdo de Pearson positiva significativa entrer =0,6 er =1

(a) @ controle lb) @ controle (C) @ Controle (d} @ Ccontiole (e) @ controle
CILPS 241 (CILPS24h (ILPS24h (CILPS24n ILPS24h
554 554 6.0 504 55
8 =8 8 5 8
g | g% § g ° £
E 504 SEso L] B QK us ) E so-
2 ° g8 O E s55- 2 o
»x & w a = a & Eo - S e
28 isgp 98 .5l @ 8 bt 38 4 e
8 s . @ o §- ------- g 4 :,;{: ag 04 L % g«
= 5 8 1 ] . &
3 | ) e O E 50 d o ay ws =)
£ 40 @ &8 a0l”™ ) £ [ TE 50 ® g 40/
Q
g r= 06513 o § = 0.0025 EIE) 1-’[!!)’ % £ 0,3800 § t=0.2009
51— 15— 45— Wt 35—
00 05 10 15 012345 00 05 10 15 0123458 00 05 1.0 1.5
Shh expressao génica Shh expressao génica Shh expressdo génica Shh expressao génica Shh expressdo génica
(f’ @ controle (g' @ controle (h) @ cControle h) @ Controle (]} @ controle
- (LPS24h o OLPs24n - (ILPS24h . (OLPS24h . CiLPs 241
g 454 & 344 g 38 § 344 & 324
i 5 : : i
38 324 ® g
S =53 ] 8 o8
g 40 6532 5 ® 4 ~ S_E. 5 304
= g e S 534 g @ 30 o )
. o - =] 2 Ep® - =
g% sS.,. @ 2% : 5% o 5%, @
T & 354 ) = B 304 o 8 32+ » 8 284 i =@ 28
3z ¢ og ° 53 . $ e T & .
E | @ E O E 304 B E 289 we ® i
3.0 £ 28] I @ = 26 o4
E OE § 28- E 244 2
=] = 0.0887 O3g r=0.2288 £ = 0.3818 £ = 08888 2 = 0.3008
& st — & 264 — £ 26— ———— g 22+————— g2 1
00 05 10 1.5 01 2 3 4 0.00.20.40.60.81.0 0005101520 0005101520

Patchdq1 expressdo génica Patchdq? expressdo génica  Patchdq? expressio génica Patchdq1 expressdo génica Patchdq1 expressao génica

(k) U} (m) (n) (0)

@ Controle @ Controle @ Controle @ Controle @ Controle
(CJLPS24h ILPS 24 h CJLPsS24h JLPS24h (CILPS 241
o #2947 o 859 L 40 L 40- L 40
& 5 & 2 g 2
o =] =]
£ 40 TE E 384 Eiux 2 30
8 58 o8 L g8 8 3
w B 38 [ ] L840 o =33 £& ® o5 38 ..
o o @8 © @ o 36 @ o EE s
'8 36 . 2w i L a6l » 28 37 @8-
28 @ Lo e 58 a4 O g §__|g - ] [ ]
OF a4 © XF s < 0% © o @,' ® wE 36
E & E “ E o I E 344} E
a8 82 ® 8§ ‘ @ a3 e ~ 2 g 3
3
= 0.0007 = 0.8638 =082 = 07843 r=0.2616
C ML 30+ Woagl “galt o —
01 2 3 4 012 3 4 00 05 10 15 0 2 4 & 8 00 05 1.0 15
Sufu expressao génica Sufu expressao génica Sufu expressdo génica Sufu expressdo génica Sufu expressdo génica
[p) @ Control lq) @ Controle (r) @ Controle {s} @ Controle (t) @ Controle
(ILPS 24 h LPs24h QiLPs24ah (JLPS24 h (LPS24h
2 a4 4.2 457 487
5 =5 5 £ ]
° 28 4, ] k] ]
E 44 EE ® E 40 QE g 48 D
o 5 65 s =) 2 -
= r = -4 o = 404 [=]
x4, e L8 g4q -0 Edc L LB o =44
9 o 7 5 o O E [+] B ® o - o O -
T3 0 2 @ @ "9 3B Q@ S ) =%
O ® <32 o9 =i kn o v ®." o
Oz i0g -7 = 38 @ 2 & a= rid n 8 424 -
3 ¢ 3% oF . @ &3 354 GE 7
E!so & £ e E == E o
a3 10,6865 Og R ] 4 g Fro @ ”L‘}-n:m & 10833
———y S Lol ————y
00 05 10 15 00 05 1.0 15 01 234 0 510152025 00 05 10 15
Gli1 gene expression Gli1 expressao génica Gli1 expressao génica Gli1 expressao génica Gli1 expressao génica

Fonte: Rodrigo Augusto da Silva e Mariana Ribeiro Costa



37

6 DISCUSSAO

Primeiramente, € importante dizer que os resultados deste trabalho complementam um outro
projeto intitulado “Efeitos de Neuroinflamagdo sobre a Sinalizacdo mediada por Sonic
Hedgehog no Sistema Nervoso Central de camundongos adultos” desenvolvido pelo grupo de
pesquisa de Neuroinflamagdo do Laboratério CEPEO da Universidade de Taubaté. Cabe
ressaltar que a caracterizacio do efeito neuroinflamatério da administrag@o intraperitoneal do
LPS foi realizada anteriormente e os resultados encontrados confirmam o efeito
neuroinflamatério da administragdo periférica do LPS e corroboram com os resultados da
literatura de que a administrac@o intraperitoneal do LPS de 0,33 mg/kg promove o aumento na

producio de citocinas pré-inflamatérias no SNC.

Na ultima década cresceu significativamente o nimero de trabalhos publicados a respeito
dos mecanismos neuroepigenéticos, principalmente no que diz respeito a funcdo do SNC em
adultos. 7 Estes estudos tém contribuido substancialmente para o entendimento da fisiologia
neuronal basica e revelado importantes associacdes entre as alteracdes neuroepigenéticas e o
desenvolvimento de distirbios neurolégicos, ' relacionando neuroinflamagiio como fator de
risco para o desenvolvimento de doengas neurodegenerativas. 1 Neste sentido se faz de grande
relevancia a caracterizacao transcricional dos genes das enzimas modificadoras do DNA como

também avaliar o efeito da neuroinflamac¢do em sua expressao.

A caracterizag@o transcricional dos genes das enzimas modificadoras do DNA realizado
neste estudo revelou um perfil transcricional basal diferencial entre as diferentes regides
cerebrais entre a maioria das enzimas avaliada. Entretanto, a Dnmt3b foi a enzima mais
expressa em todas as regides cerebrais. Estes resultados nos faz acreditar que a elevada
expressao basal observada esteja relacionada principalmente com sua capacidade de metilacdo
de novo, necessdria para a rapida regulacdo transcricional dos genes neuronais durante a
maturacdo neuronal e plasticidade sindptica, > uma vez que ji foi demonstrado que sua
atividade € necessdria para ativagdo dos programas de neurogénese e gliogénese no cérebro
adulto. “*? Em relacdo ao perfil transcricional semelhante encontrado para Dnmtl entre as
estruturas e a baixa expressao da enzima Dnmt3a, nossos resultados, corroboram com estudos
publicados que mostraram que o fato do cérebro estar em um constante estado pés-mitético, a
expressao do gene Dnmtl permanece detectdvel e com poucas variagdes em sua expressao no
cérebro adulto devido a sua fung¢do critica para manutengdo dos padrdes de metilagdo do DNA

em células em divisdo. “®*) J4 a expressdo de Dnmt3a é elevada durante as fases pds-natais
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iniciais e drasticamente reduzida nos neurdnios corticais na fase adulta. *®

Um crescente corpo de evidéncias tem sugerido que o equilibrio dindmico entre a metilagao
do DNA no cérebro adulto é crucial para manutengio das funcdes cerebrais. ' Neste cendrio,
a acdo das enzimas TETs, responsdveis pela conversdo da 5-meC em 5-hmeC, tem adquirido
cada vez mais destaque em estudos relacionados aos processos neurais. /" Neste estudo a
enzima Tet3 se destacou por ser a enzima mais expressa em todas as regides cerebrais. Nosso
resultado estd de acordo com estudo de Szwagierczak e colaboradores publicado em 2010, que
demonstrou que no cérebro adulto a enzima Tet3 € o membro da familia das TETs mais
abundante no cerebelo, cértex e hipocampo. ©” Estudos mostram que Tetl e Tet3 possuem
funcdes semelhantes no controle dos niveis de 5-hmeC de regides promotora génica, o que
poderia justificar em parte, a baixa expressdo observada nas estruturas cerebrais neste estudo

para Tetl, tendo em vista a elevada expressdo de Tet3.

Por outro lado, a elevada expressdo de Tet2 no cerebelo ainda é um campo que deve ser
melhor estudado, pois até o momento sua fungdo no cérebro adulto ainda nao foi descrita.
Entretanto, estudos mecanisticos ja relataram que Tet2 diferentemente de Tetl e Tet3, regula
principalmente os niveis de 5-hmeC no corpo dos genes e nio em regiio promotora. ©¥
Também foi relatado que Tet2 parece proteger o SNC do declinio relacionado a idade
contribuindo para a manutengdo da neurogénese hipocampal e aumentando a cognicdo de
camundongos adultos. 7® Frente as informagdes expostas, nossas conclusdes referentes ao
perfil transcricional de Tet2 no cerebelo sdo limitadas devido principalmente ao reduzido

numero de estudo a respeito de sua fun¢do nesta regido.

ApOs a caraterizacdo do perfil transcricional dos genes modificadores do DNA a préxima
etapa deste estudo foi avaliar se a neuroinflamagdo poderia modular o perfil transcricional
destas enzimas. Em relacdo as DNMTs, a regido do hipocampo foi a estrutura mais sujeita as
alteracdes da expressdo génica apds a indu¢do do processo neuroinflamatdrio, respondendo
com um expressivo aumento para os trés membros desta familia. Estudos ja mostram que a
expressdao de Dnmt3a e Dnmt3b € aumentada na regido dorso-ventral do hipocampo e no cortex
pré-frontal de ratos em resposta a quadros de neuroinflamacdo 7® e que a inibicio de Dnmt1
contribui para a recuperacdo de déficits cognitivos relacionados a consolidagdo da memoria
pelo aumento da expressdo de genes de plasticidade sindptica como o fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF). ®% Desta forma, acreditamos que o aumento da expressdo das
DNMTs, em especial da Dnmtl observado no hipocampo e estriado em nossos resultados, estd

relacionado aos déficits cognitivos promovidos pela neuroinflamacdo relatados em inimeros
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trabalhos na literatura. ®1-82

A descoberta da familia de enzimas DNA demetilases (TETSs) possibilitou um grande avango
na compreensao das modifica¢des epigenéticas do DNA. Sua associacdo, assim como a marca
5-hmeC com regides regulatdrias ativas do genoma tem sido estudada extensivamente. 3
Curiosamente, nosso estudo revelou que dentre os trés membros da familia das TETs estudado,
apenas a expressao génica da Ter2, no hipocampo e Tet3 no cerebelo foram reguladas
positivamente pela neuroinflamacdo. Neste sentido, € importante destacar que ja foi
demonstrado que Tet2 regula a resposta pré-inflamatéria na microglia de camundongos
injetados intraperitonealmente com LPS ®% e Tet3 estd intimamente relacionada com as
alteracdes moleculares que governam as fungdes dependentes do hipocampo. ®> Por outro lado,
a neuroinflamac¢ao promoveu redugao da expressao génica de Tet/ em todas as regides cerebrais
e de Tet3 somente no cortex, hipocampo e estriado. Acreditamos que a diferenca de resposta
observada na expressao de Tet3 entre o cOrtex, hipocampo e estriado em relacdo ao cerebelo
possa ser devido as funcdes especificas de cada regido cerebral, visto que um estudo mostrou
que Tet3 ¢é altamente expressa no cérebro, principalmente em neurdnios maduros e
oligodendrécitos e ausentes em astrdcitos. Y Ainda ndo podemos ignorar o fato de que os
elevados niveis de expressao das TETs observados no SNC tem sido relacionado ao aumento
dos niveis de 5-hmeC observados no cerebelo e regides hipocampais durante o envelhecimento
parece estar relacionado 2 manutencéo da plasticidade neuronal ¢*®¥ e regulacio de diferentes

vias neuroprotetoras.®®

Dentre inimeras vias neuroprotetora a Via Hedgehog se destaca por atuar como um sinal
antienvelhecimento, protegendo os neurdnios contra EROs e citocinas pré-inflamatérias ¢ e
também tem sido associada a manuten¢do da integridade da barreira hematoencefélica no
cérebro adulto. ®” Uma descoberta particularmente interessante deste estudo foi que além da
neuroinflama¢do promover mudancga no perfil transcricional das enzimas modificadoras de
DNA foi a constatagdo de que a expressdao génica dos diferentes membros da via responderam
de forma semelhante a neuroinflamacao independente da regido do cérebro. Acreditamos que
0 aumento na expressdo génica dos membros da via e sua possivel ativagdo observada no cortex
pré-frontal e hipocampo apds a inducdo da neuroinflamacido faca parte do mecanismo
neuroprotetor uma vez que ja foi demonstrado que a ativacio da via pelo uso de purmorfamina
funcionou como um mecanismo protetor do SNC em um modelo de Acidente Vascular Cerebral
isquémico. ®® Por outro lado, a redugio na expressdo génica dos membros da via e sua inibi¢io

no cortex, cerebelo e estriado poderia contribuir para o bloqueio dos mecanismos
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neuroprotetores deixando estas regides cerebrais mais suscetiveis aos danos neurotéxicos da
neuroinflamacdo. ®% Estes resultados, em especial, sdo inéditos e merecem mais atenc?o,
principalmente no que se diz respeito aos mecanismos subjacentes ao controle transcricional

dos membros da via.

Em relag@o aos possiveis mecanismos moleculares envolvidos no controle transcricional dos
membros da Via Hedgehog, a metilacdo do DNA se destaca por atuar como uma barreira fisica
na regido promotora génica ao reconhecimento dos fatores de transcri¢do. Curiosamente nao
podemos afirmar que toda mudancga no perfil transcricional das enzimas modificadoras de DNA
promovida pela neuroinflamacao refletiu diretamente em mudangas significativas no estado de
metilagdo da regido promotora dos membros da Via Hedgehog. Os eventos de hipo e
hipermetilacdo observados nas regides promotoras dos genes dos membros da via nado
correlacionaram inversamente a expressao génica. Exceto para o gene Sufu no cortex pré-frontal
onde a neuroinflamagdo promoveu uma hipometilagdo acompanhada pelo aumento da
expressao gé€nica. Repressdo transcricional dos membros da via mediado pela metilacao da
regido promotora regulatéria da proteina Shh e seus demais membros j4 foi relatada e diferentes
artigos relacionados a progressdo tumoral. ©7%%%9 Contudo, o fato deste estudo ter sido
pioneiro, tanto no que diz respeito a caracterizacdo do perfil transcricional das enzimas
moduladoras epigenéticas, quanto a determinacido do efeito da neuroinflamacdo no controle
transcricional dos membros da Via Hedgehog no Sistema Nervoso Central, limita nossas

conclusdes e refor¢a ainda mais a importancia da realizacao de estudos futuros.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que o perfil transcricional basal das
enzimas modificadoras do DNA ¢ diferente entre as regides cerebrais e que a neuroinflamacgao
influéncia de forma distinta a expressdo génica das DNMTs e TETs das estruturas encefélicas
estudadas. Em relacdo ao efeito da neuroinflamacdo no controle transcricional dos membros da
Via Hedgehog, as semelhangas de resposta observadas entre a expressdo génica dos quatro
membros sugerem que o efeito da neuroinflamacao estd associado a regido encefalica especifica
e que a metilacdo do DNA foi responsdvel apenas pelo controle transcricional do gene Sufu na
regido do cortex pré-frontal. Desta maneira, este estudo apresenta resultados inéditos e
relevantes cientificamente, pois é o primeiro a caracterizar o perfil transcricional basal das
enzimas DNMTs e TETs no SNC e o efeito da neuroinflamagdo mediando o controle
transcricional dos membros da Via Hedgehog no cérebro adulto, contribuindo de forma
abrangente para o conhecimento da neuroepigenética. Além disso, a caraterizacdo molecular do
efeito da neuroinflamagdo no perfil transcricional dos membros da Via Hedgehog e a realizagao
de estudos mecanisticos futuros possibilitardo a busca por novos alvos bioldgicos para o

desenvolvimento de tratamentos neuroprotetores.
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