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Resumo

A nutrigenomica estuda o conjunto de alteracdes que os nutrientes podem causar sobre
0 genoma humano. Estas alteragdes podem desencadear diversas alteragdes no fendtipo
expresso, como por exemplo um aumento da propensdo para doengas crénicas como a
diabetes ou a obesidade. Os estudos nutrigendmicos avaliam também as varias
alteracbes que ocorrem no genoma e epigenoma e como a nutricdo pode moldar estas
alteracoes.

O é&cido félico tem um importante papel no processo de metilacdo que ocorre nos Varios
estagios de crescimento, principalmente durante o desenvolvimento embrionario,
prevenindo o desenvolvimento de malformac6es e o desenvolvimento de véarias doencas
em idade adulta.

As ciéncias omics contribuem com um conjunto de tecnologias, que permitem
desvendar a forma que os nutrientes afetam o genoma ou 0 epigenoma e como estas
alteracdes afetam cada individuo.

O conjunto de todas estas ciéncias permitiram no futuro criar dietas personalizadas que
permitiram aumentar a qualidade de vida e a diminuir a propensdo para desenvolver

diversas doencas crénicas.

Palavras-chave: Nutrigendmica, Epigenética, mecanismos epigenéticos, ciéncias

“omics”, acido folico.



Abstract

Nutrigenomics studies the set of changes that nutrients can cause on the human genome.
These changes can trigger a number of changes in the expressed phenotype, such as an
increased propensity for chronic diseases such as diabetes or obesity. Nutrigenomics
studies also evaluate the various changes that occur in the genome and epigenome and
how nutrition can shape them.

Folic acid plays an important role in the methylation process that occurs in various
stages of growth mainly during embryonic development by preventing development
defects, and the development of various diseases in adulthood.

The omics sciences contribute to a set of technologies, which reveal how nutrients affect
the genome and the epigenome and how these changes affect each individual.

The set of all these sciences will in the future enable the creation of customized diets
that promote an increased quality of life and reduce the propensity for developing

various chronic diseases.

Keywords: Nutrigenomics, epigenetics, epigenetic mechanisms, omics sciences, folic

acid
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1. Introducéao - Nutrigenémica

A Nutrigenomica, estudando a interacdo entre genes, produtos genéticos e habitos
alimentares procura compreender quais 0s seus efeitos na salde de cada individuo e
criar estratégias de intervencgdo para diminuir a incidéncia de diversas doengas, diminuir
a morbilidade e mortalidade associada as mesmas e aumentar a qualidade de vida
(Trujillo et al., 2006).

Para a nutrigendmica os estudos epidemioldgicos sdo uma importante fonte de
informacdo, ja que contribuem para uma percecdo mais alargada da importancia da
oferta nutricional durante determinados periodos e dos seus efeitos na salde a longo e
médio prazo. Existem diversos exemplos historicos como o “inverno da fome
holandesa” (Ruemmele e Garnier-Lengliné, 2012). Este desastre humanitario ocorreu
durante a ocupacgdo nazi no inverno de 1944, tendo a populacdo sofrido com uma
enorme escassez de alimentos (as racOes didrias chegaram a variar entre 400 e 800
calorias). Uma vez que estavam disponiveis informacdes detalhadas das racOes
fornecidas semanalmente e os registos de nascimentos, tornou-se possivel correlacionar
todos os dados (Kussmann et al., 2010). Os resultados destes estudos de correlacdo
revelaram que a exposi¢do a fome no periodo pré-natal teve efeitos negativos a longo
prazo. Com efeito, os individuos expostos a condi¢fes nutricionais adversas in utero
sofreram posteriormente uma maior incidéncia de doencas cronicas, nomeadamente um
risco de doengas cardiovasculares duas vezes maior que o grupo controlo, bem como
um aumento do risco de distirbios metabolicos como a obesidade, diabetes e cancro
(Ruemmele e Garnier-Lengliné, 2012). Assim, estes estudos epidémicos revelaram
claramente que a nutricdo materna antes e durante a gravidez tem influéncia na saude

das geracdes seguintes (Roseboom et al., 2011; Parlee e MacDougald, 2014).
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Para além dos estudos epidemioldgicos, a nutrigenémica tem beneficiado imenso com
os grandes avangos tecnoldgicos tanto da gendmica como da nutricdo (Constantin e
Wahli, 2013), procurando com as mais avangadas ferramentas disponiveis, decifrar o
impacto que fatores nutricionais tém sobre a regulacdo e expressdo de genes especificos,
associando o potencial destes compostos no controlo de doencas e os seus efeitos
positivos a curto e longo prazo (Cahill et al., 2011). Desta forma, utilizando um grande
leque de areas cientificas como a nutricdo, a genémica, a bioinformatica, a biologia
molecular, a epidemiologia e a medicina molecular, a nutrigendmica procura
compreender o efeito dos nutrientes sobre 0 genoma, 0 epigenoma, o transcriptoma, o
proteoma e o metaboloma (Neeha e Kinth, 2013; Cahill et al., 2011). Assim, a
nutrigenomica depende de um novo conjunto de tecnologias denominadas por “omics”
que procuram definir e caracterizar as “assinaturas dietéticas” que refletem a agdo dos
nutrientes na estrutura e expressdo do genoma e posteriormente os seus efeitos sobre a

salde, como é ilustrado na figura 1.

“omics
Technologies”

Gendémica
DNA (genes) —_— S
y Epigenomica

// |z JEEENEN Transcriptdmica

o
/.

Alimentos Organismo

macronutrientes/

micronutrientes S
R Proteinas — Protedmica

N
\\
M Metabolitos Metabolémica

Figura 1 - A nutrigendmica estuda a forma como os nutrientes interferem a varios niveis
a expressdo do genoma utilizando as “omics Technologies” como ferramentas
indispensaveis (figura baseada em Constantin e Wahli, 2013).
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Desta forma, utilizando as mais diversas e avancadas ferramentas moleculares é
possivel identificar e entender as varias respostas induzidas por uma dieta aplicada em
individuos ou grupos populacionais (Sales et al., 2014). Com base neste conhecimento,
e uma vez que, nem todos os individuos apresentam uma resposta similar a dieta, a
nutricdo e a gendmica contribuem para a criacdo de dietas personalizadas, com o
objetivo de prevenir ou retardar o aparecimento de doencas ou otimizar e manter a
salde humana (Trujillo et al., 2006).

Ao longo do trabalho irei apresentar de que forma os nutrientes e componentes
bioativos podem afetar a expressdo do genoma a varios niveis, tendo em conta a
interindividualidade proporcionada pela variabilidade genética. Abordando a
importancia das “omics Technologies”, na identificacdo e caraterizacdo dos efeitos que

0s nutrientes tém sobre a expressao de genes a varios niveis moleculares.



2. Nutrientes e Dieta (interacbes gene-dieta)

Ao longo dos séculos a dieta foi associada a uma fonte de energia que garantia a
sobrevivéncia dos individuos (Neeha e Kinth, 2013). Empiricamente também lhe foi
atribuida uma conotacdo que a associava a capacidade de prevenir ou mesmo curar
determinadas doencas, promovendo a salde e bem-estar (Ruemmele e Garnier-
Lengling, 2012). Em diversos espolios arqueoldgicos podemos constatar que
civilizacBes antigas como a Egipcia, Persa e algumas orientais, os alimentos assumem a
conotacdo de remédio, com capacidades para tratar e prevenir a doenca (Astarita e
Langridge, 2013). Dizia Hipdcrates: “deixa o alimento ser o teu remédio e 0 remédio
ser teu alimento”. Com esta expressdo o pai da medicina ocidental revelava a percecao,
apesar de pouco clara, de que os componentes presentes nos alimentos podem ser
utilizados em beneficio humano.

A dieta oferece ao organismo substancias com diversas funcdes: fornecer energia
(hidratos de carbono e lipidos), fontes para estruturas celulares (proteinas) e controlo
metabolico (vitaminas e nutrientes), de forma a manter a homeostasia do organismo
(Sales et al., 2014). Assim, e de modo geral, os componentes presentes nos alimentos
podem ser caraterizados como macronutrientes ou micronutrientes. Os macronutrientes
sdo responsaveis por fornecer energia e material estrutural ao organismo (proteinas,
hidratos de carbono e lipidos) e os micronutrientes (vitaminas, minerais, fitonutrientes,
aminoacidos essenciais e acidos gordos) com um papel importante em varios processos
reguladores (Constantin e Wahli, 2013). Os nutrientes ingeridos na dieta diaria
influenciam significativamente os processos celulares associados a salde e a doenca,

como o metabolismo carcinogenico, equilibrio hormonal, sinalizacao celular, controlo



do ciclo celular, apoptose, angiogenese e alteracdes dos niveis de energia necessarios
(Trujillo et al., 2006; Ferguson, 2006).

A dieta mediterranea foi a base dietética tradicional da alimentacdo em Portugal,
caraterizada pelo consumo elevado de alimentos de origem vegetal (cereais, frutos,
verduras, legumes), peixe, consumo moderado de ovos, carnes brancas, produtos lacteos
(leite, iogurtes), consumo reduzido de carnes vermelhas e ingestdo moderada de alcool,
principalmente vinho, durante as refei¢cGes, tendo como principal fonte de gordura

adicional o azeite. A piramide alimentar da figura 2 descreve graficamente as porcoes

Porgdes de alimentos baseadas na
- frugalidade e nos habitos locais

I Vinho em moderagio ¢ de acordo
€om as Crengas sociais

Doces = 2p

Carnes vermelhas < 2p

Batatas < 3p
Carnes processadas < 1p

Lacticinios 2s »
(de preferéncia magros

3‘ Fruta 1-2 | Horticolas = 2p

Variedade de cores/texturas
i (cozinhados / Crus)
3

Pao [ Massas / Arroz / Couscous /
" Outros cereais 1-2p
(de preferéncia integrais)

Biodiversidade e sazonalidade
Produtos tradicionais,

locais e amigos do ambiente
Aclividades culinarias

¢
;

O 130 ¢ promagsc deita pird nick ¢ ecomendido iem quilquer rstiicio

© 2019 Fundacion Dieta Meciterines

Actividade fisica regular
Descanso adequado
Convivéncia

Ldigdo de 2010 P= Porgéo

Figura 2 - Piramide alimentar baseada na dieta mediterrénea, tendo em conta que as
doses se adequam a um individuo adulto. Baseado (Bach-Faig et al., 2011)

alimentares da dieta mediterranica e a frequéncia da sua utilizacdo diéria e semanal
tendo em conta os habitos locais e a disponibilidade sazonal dos alimentos (Figura 2).
Esta representacdo grafica foi desenvolvida com o intuito de fornecer uma ferramenta

de apoio a populacdo em geral, para que adote um estilo de vida saudavel e sustentavel.
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Diversos estudos efetuados ao longo dos anos demonstram os beneficios desta dieta,
diminuindo o risco de desenvolver varios distarbios metabélicos como a diabetes tipo 11
e doencas cardiovasculares, contribuindo também para a diminuicdo da incidéncia de
algumas doencgas neurodegenerativas e de cancro (Bach-Faig et al., 2011).

No entanto, o estado nutricional de cada individuo ndo depende apenas dos alimentos
ingeridos sendo a heranga genética e o estado fisico, emocional e social, fatores
importantes para garantir a salde de cada individuo (Sales et al., 2014). O que
ingerimos ndo afeta apenas a nossa saude mas também a dos nossos descendentes, ja
gue como vimos acima exposicdo in Gtero a fatores dietéticos pode, ndo so6 influenciar o
desenvolvimento embrionario, mas também a salde a longo prazo (Trujillo et al.,
2006).

Os varios avangos que surgiram na area nutricional modificaram a forma como olhamos
para os alimentos havendo uma necessidade crescente de avaliar e compreender 0 nosso
estado de saude e correlaciona-lo como as necessidades nutricionais individuais. Esta
nova percecdo permitiu criar uma nova abordagem na inddstria nutricional, procurando
criar novos produtos para satisfazer as necessidades de grupos especificos de
consumidores saudaveis, em situacdo de risco ou doentes (Kussmann et al., 2010). No
mercado japonés ja& se encontram disponiveis diversos alimentos, aprovados pelo
ministério japonés da salde apos varios estudos clinicos, que apresentam indicagdes
especificas para determinadas doencgas, como a hipertensdo, colesterol ou diabetes
(Neeha e Kinth, 2013).

Apesar de ser amplamente aceite que o estado de saude é resultado da interacdo entre o
meio ambiente que nos rodeia, no qual a dieta assume uma papel determinante, e o
nosso genoma. Perceber como estes trés componentes (satde, meio ambiente e genoma)

6



(Figura 3) se correlacionam ainda € um grande desafio para a comunidade cientifica,
sendo necessario avaliar cada um dos componentes em separado com o0 apoio de novas
estratégias de pesquisa que surgem com 0s novos avangos tecnolégicos (Williams et al.,

2008).

atualidade

Estado de saude (doencga vs saudavel) = f exposicao X genoma
concegao

Figura 3 - Equacdo que correlaciona a relacdo entre o estado de salde e a interacdo
entre 0 meio que nos rodeia desde a concecao até a atualidade e informagdo genética.
Imagem baseada (Williams et al., 2008)

Estes novos avancos tecnoldgicos permitiram uma anélise mais profunda aos alimentos,
ndo se limitando a estimar o seu valor nutricional, com base no teor em hidratos de
carbono, gorduras, proteinas, agua, vitaminas e minerais (Astarita e Langridge, 2013).
Vaérios estudos realizados ao longo dos anos tém demonstrado, que 0s nutrientes e 0s
compostos bioativos presentes em alimentos podem regular ou influenciar determinados
genes, causando alteracBes na expressdo genética com beneficios para a satde (Sales et
al., 2014)

Os fitoestrogénios, tais como, a genisteina e a daidzeina, sdo dos exemplos mais bem
documentados que demonstram a interacdo entre componentes alimentares e 0s
produtos genéticos. Estes tém capacidade de modular a expressdo genética, interagindo
diretamente com os recetores de estrogénios, tendo um efeito similar aos estrogénios
enddgenos (Ferguson, 2006).

Outro exemplo é o resveratrol presente nas sementes, casca de uva e vinho tinto, que

possuem a capacidade de se ligarem aos recetores de estrogénio o e P, ativando a




transcricdo dos genes associados diminuindo o risco de doencas cardiovasculares. Este
fitoestrogénio associa-se ao conhecido “paradoxo francés”, em que 0 consumo
moderado de vinho tinto leva a uma diminuicdo da incidéncia de doencas
cardiovasculares. Também estudos in vivo em fémeas adultas de rato demonstram, que a
suplementacdo com resveratrol tem efeito sobre o peso corporal, ciclo reprodutor e
induz a hipertrofia dos ovarios (Ferguson, 2006).

As crescentes mudancas nos habitos alimentares e estilos de vida da populacdo mundial
levam a um aumento da incidéncia dos disturbios relacionados com a dieta, tornando-se
um problema de saude pablica que a comunidade cientifica procura solucionar (Neeha e
Kinth, 2013; Williams et al., 2008).

Tendo em conta que, 0S componentes presentes nos alimentos interagem com 0 Nosso
organismo a varios niveis celulares, estes podem desencadear processos celulares que
levam a expressdo de diferentes fendtipos. Logo a investigacdo nutricional em areas
correlacionadas, como a nutrigenémica, concentra-se em promover a saude, prevenir ou

retardar o aparecimento da doenga e otimizar o desempenho fisiologico.

2.1.Acido félico e 0 metabolismo celular

O é&cido folico ou folato (forma comum nos alimentos) sdo sinGnimos para o acido
pteroilglutdmico, sendo duas formas de vitamina B hidrossoliveis (vitamina B9)
(Talaulikar e Arulkumaran, 2013). Estdo presentes nos alimentos principalmente sob a
forma de poliglutamatos na forma inativa (Nazki et al., 2013). O organismo humano

ndo possui capacidade para sintetizar &cido folico, sendo obtido através dos mais



diversos alimentos (vegetais de folhas verdes, batatas, figado, entre outros) ou através
de suplementos alimentares. (Gonda et al., 2012).

Os folatos sdo essenciais para a saude, fertilidade e desenvolvimento humano. A
deficiéncia deste nutriente tem sindo associada a diversas doengas como a anemia
mieloblastica, aumento do risco de doenca cardiovascular, cancro, atraso no
crescimento e diversas complicagdes na gravidez (Thakur et al., 2013). Por outro lado, a
suplementacdo com é&cido folico oferece uma série de beneficios para a salde,
prevenindo defeitos do tubo neural, fissura oro-facial, defeitos cardiacos congénitos,
complicacBes na gravidez, prevencdo de varios tipos de cancro e problemas
psiquiatricos (Nazki et al., 2013).

O é&cido fdlico é importante na sintese de DNA, crescimento e divisdo celular, atuando
também como substrato ou cofator em inimeras reacdes bioldgicas. Tendo particular
importancia durante a gravidez uma vez que o tecido placentério e feto apresentam um
indice elevado de multiplicacdo celular, sendo indispensavel a suplementacdo no
primeiro trimestre de gravidez (Cao et al., 2014).

O é&cido folico € constituido por, um anel aromatico de pteridina ligado através de um
grupo metileno de acido p-aminobenzoico e a um ou mais &cidos glutdmicos. Apresenta
duas formas reduzidas denominadas por dihidrofolato (DHF) e tetahidrofolato (THF),
com um papel determinante na transferéncia de unidades monocarbonadas, que se ligam
a posicdo N5 ou N10, ou ambas, do anel de pteridina. Dando origem ao 5-
metiltetrahidrofolato (quando o grupo de carbono se liga a posicdo N5) ou 5,10-
metilenotetrahidrofolato (formado quando o grupo de carbono cria pontes entre os

nitrogénios nas posi¢des 5 e 10). As unidades de carbono podem estar na forma de



metilo (-CHs), metileno (-CH»-), metenilo (=CH-), formilho (-CHO-) ou formimino (-
CH=NH) (Guéant et al., 2013).

Os poliglutamatos sdo hidrolisados, apds a sua ingestdo, por acdo da glutamato
carboxipeptidase (GCPII), presente na membrana das células em bordadura de escova
da zona apical do intestino, convertendo-se em monoglutamatos. Estes sdo absorvidos
através do transportador transmembranar de folato (PCFT1 —proton-coupled folate
transporter) localizado na zona acida do epitélio intestinal superior e pelo transportador
de folato reduzido (RFC - reduced folate carrier), que consiste numa proteina
transmembranar de folatos presente na zona de pH neutro do intestino distal (Guéant et
al., 2013).

Apols a absorcdo, 0os monoglutamatos sdo direcionados para o figado ou tecidos
periféricos onde podem ser captados por trés sistemas proteicos diferentes:
transportador de folato reduzido (RFC), recetores de folato (FRS) e transportador de
folato acoplado a bomba de protdes (PCFT1) (Guéant et al., 2013).

O folato é posteriormente metabolizado a 5-metiltetrahidrofolato no intestino e ou no
figado. Este monoglutamato consiste na principal forma de acido folico na corrente
sanguinea associado a proteinas transportadoras que o dirigem para tecidos ndo
hepaticos, onde sdo retidos no interior das células apds a conversdo a poliglutamatos
(Nazki et al., 2013).

Nas células o 5-metiltetrahidrofolato é convertido a tetrahidrofolato (THF) por acdo da
metionina sintetase, enzima dependente da vitamina B12 e que interfere no ciclo da
metionina, reconvertendo a homocisteina em metionina (Crider et al., 2012) .

Como alternativa, no ciclo de acido fdlico (Figura 4) o acido folico pode ser a reduzido
a dihidrofolato (DHF) e de seguida a tetrahidrofolato por acdo da dihidrofolato redutase.
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O tetrahidrofolato é convertido em 5,10-metilenotetrahidrofolato por acdo da serina
hidroximetilase, enzima dependente da presenca de vitamina B6 (figura 4).
Posteriormente é reduzido pela enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), a
5-metilenotrahidrofolato (figura 4).

A enzima MTHFR desempenha um papel fundamental para manter o fluxo de unidades
metilo, permitindo a remetilacdo da homocisteina em metionina, (reacdo dependente da
vitamina B12 e da enzima metionina sintetase) e a sintese de timina (percursor da

timidina, nucledtido presente no DNA) (Ho et al., 2013).

Diet
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Figura 4 - Metabolismo do éacido folico e a correlagio com o metabolismo de
transferéncia de unidade de carbono (Ho et al., 2013).
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A metionina é o substrato para a S-adenosilmetionina (SAM), que funciona como
cofator e dador de grupos metilo em numerosas reacées de metilacdo, tanto do DNA
como do RNA, metilacdo de neurotransmissores e de outras moléculas como o0s
fosfolipidos ou proteinas (por exemplo as histonas) (Crider et al., 2012).

O folato e a homocisteina sdo moléculas chave para os varios mecanismos de metilacdo
(ver 4.5), uma vez que a reacdo que converte a homocisteina em metionina utiliza o
folato como cofator e posteriormente da origem a SAM. Niveis baixos de folato levam a
acumulacdo de homocisteina no sangue, originando hiperhocisteinemia, fator de risco
para varios distarbios relacionados com a gravidez (disturbios do tudo neuronal,
deslocamento da placenta, pré-eclampsia e consequentemente pode levar a abortos).
Sendo um processo reversivel com suplementacdo com acido folico e Vitamina B12
(Caoetal., 2014).

As unidades de carbono presentes no citoplasma, mediadas pelo metabolismo dos
folatos, interferem em trés vias biossinteticas: biossintese de purinas — 10-
formiltetrahidrofolato; biossintese de timidalato — onde o metilenotetrahidrofolato
permite a metilacdo do desoxiuridilato (dUMP) a timidalato (dTMP) (figura 4); e a
remetilacdo da homocisteina em metionina (figura 4), que requer como referido
anteriormente, o 5-metiltetrahidrofolato (Stover, 2009).

Logo, 0 metabolismo do folato desempenha um papel importante na sintese de acidos
nucleicos, na regeneracdo da metionina e desempenha um papel fundamental na sintese

de S-adenosilmetionina (SAM)
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3. Variacdes geneticas em humanos

A variabilidade entre individuos em resposta as varias intervengdes dietéticas € um
fendmeno evidente em pesquisas nutricionais (Cahill et al., 2011). Altera¢fes na dieta
promovem diferentes fenotipos que podem diferir significativamente entre individuos,
tais como os niveis de colesterol, peso corporal e pressdo sanguinea. O fendtipo
expresso e o estado nutricional de cada individuo estdo dependentes de varios fatores
como a idade, sexo, atividade fisica, habitos tabagicos e fatores genéticos (Cabhill et al.,
2011).

Torna-se cada vez mais evidente que os modelos nutricionais atuais apenas sdo
adequados para uma pequena percentagem da populacdo, levando os cientistas a
procurarem adaptar a dieta consoante as caracteristicas genéticas de cada individuo
(Cahill etal., 2011).

Neste capitulo abordo a importancia das variacbes genéticas que podem ocorrer no
genoma humano que incluem os Polimorfismos de nucleétido Unico, variacGes

epigenéticas e da variacdo do nimero de copias.

3.1.Polimorfismos de nucledtido Unico — SNPs

A maioria (90%) das variacbes genéticas no genoma Humano tem origem em
polimorfismos de nucledtido Unico (SNPs - single nucleotide polymorphisms
(Ferguson, 2006). Logo € indispensavel reconhecer a importancia de SNP em genes que

regulam a funcéo dos nutrientes (Ferguson et al., 2007).

13



A variabilidade genética, associada a polimorfismos, juntamente com a interacao gene-
nutriente promovem alteracdes na suscetibilidade a doenca e diferentes respostas a
medicamentos, substancias toxicas, atividade fisica e dieta (Williams et al., 2008).
Todos os processos bioldégicos como a ingestdo, absorcdo, digestdo, transporte e
excrecdo de nutrientes e componentes alimentares bioativos estdo dependentes de
proteinas como as enzimas, recetores, transportadores e hormonas que podem sofrer
alteracdes e dar origem a diversos distrbios metabdlicos. As mutacbes em genes que
codificam o metabolismo dos nutrientes, sdo denominados por erros inatos do
metabolismo e podem afetar significativamente a resposta metabdlica aos alimentos, as
necessidades nutricionais, a seguranca alimentar e a eficacia dos fatores alimentares, no
controlo de determinadas doencas(Cahill et al., 2011; Neeha e Kinth, 2013).Um
significativo namero de estudos, em varias areas, tem demostrado que umas das razdes
que originam diferentes respostas a dietas padronizadas sdo 0os SNPs (Neeha e Kinth,
2013). Com o desenvolvimento de novas tecnologias e ferramentas (como o0s ensaios
TagMan®, SNP Genotyping Assay®, Sequenom ®, entre outros) é possivel caracterizar
esta diversidade gendmica e associé-la ao desenvolvimento de diversos distirbios como
a obesidade, as doencas cardiovasculares e o cancro (Ferguson, 2006; Neibergs e
Johnson, 2011; Ferguson et al., 2007).

Os SNP’s ocorrem aproximadamente a cada 100 a 300 pares de bases ao longo de todo
0 DNA. Dois em cada trés SNPs envolvem a substituicdo de uma citosina (C) por uma
timina (T), ocorrendo tanto em regides codificantes (genes) como em regifes nédo
codificantes do genoma (Ferguson, 2006).

A variacdo genética induzida por SNPs pode afetar a resposta aos nutrientes, como se
verifica na intolerancia a lactose (Cahill et al., 2011). A intolerancia a lactose é uma
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condicdo resultante da producédo inadequada de lactase no intestino delgado, que leva a
um desconforto intestinal (dores abdominais e distensdo, flatuléncia e diarreia) e
sintomas sistémicos (dores de cabeca, tonturas, dores articulares e musculares e
arritmias cardiacas) que podem surgir logo apés a ingestdo de produtos que contém
lactose (Vernia et al., 2010).

Estudos recentes demonstram que a idade em que a intolerancia se manifesta e o grau de
intolerancia a lactose estd relacionado com SNPs especificos. Tendo sido também
provado que os SNPs variam consoante o grupo racial, existindo pelo menos, oito SNPs
unicos que originam diferentes fendtipos (Brown-Esters et al., 2012).

Um exemplo claro da influéncia de SNPs em genes que regulam a funcao dos nutrientes
ocorre no gene que codifica a enzima metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR)
(Ferguson et al., 2007). Esta enzima atua no ciclo do acido félico (ver 2.1) possui uma
variante designada por MTHFR C677T, na qual ocorre a substituicdo do aminoacido
alanina pelo aminoacido valina na posicdo 222. Esta substitui¢do acarreta uma atividade
enzimatica de apenas 20 a 30% em individuos homozigdticos e de 65% em individuos
heterozigoticos (Ho et al., 2013; Fard-Esfahani et al., 2011). Esta enzima catalisa a
conversao  de  5,10-metilenotetrahidrofolato  (5,10-metileno-THF) a  5-
metiltetrahidrofolato (5-metil-THF), molécula que fornece um grupo metilo responsavel
pela metilagdo da homocisteina em metionina (Fard-Esfahani et al., 2011) (figura 4).
Por sua vez a metionina é o substrato para a producdo de S-adenosilmetionina (SAM),
dador universal de grupos de metilo em processos como a metilacdo de DNA e
proteinas (Monteiro et al., 2014). Deste modo, a diminui¢do de 5-metil-THF conduz a

diminuicdo da SAM disponivel, que consequentemente leva a hipometilacdo do DNA,

15



dando origem aos mais diversos problemas como alguns processos de carcinogénese
(Fard-Esfahani et al., 2011).

Ao serem identificados os SNPs que influenciam diretamente a interindividualidade
nutricional, permitirdo providenciar novas abordagens que complementam as
necessidades individuais, melhorando a salide e longevidade (Ferguson, 2006). Novas
tecnologias permitem identificar hapl6tipos Unicos, responsaveis pelo desenvolvimento
de certos disturbios associados a SNPs e criar marcadores que permitem detetar
precocemente doencas relacionadas com a alimentacdo (Neeha e Kinth, 2013).

A nutrigenémica permitird construir as bases cientificas que contribuem para a
compreensdo da variabilidade humana nas preferéncias, necessidades e respostas a dieta
de forma a garantir a manutencdo da salde e prevencdo da doenca (Kussmann et al.,

2010).

3.2. Mecanismos epigenéticos

Diversas analises moleculares revelaram que a regulacdo de genes é epigeneticamente
controlada por trés mecanismos diferentes: modificagdo de histonas, metilagdo do DNA
e interferéncia do RNA.

Estes mecanismos epigenéticos sdo importantes nos processos de diferenciacédo celular e
tecidual que ocorrem durante o desenvolvimento de todos os organismos, permitindo
que estes se adaptem a influéncias internas e externas que possam surgir, facultando aos
organismos desenvolver identidades celulares distintas durante o desenvolvimento,
resistir a situacbes de stress, otimizar padrGes de expressdo genética e permitir a
sobrevivéncia em situacdes adversas (Ruemmele e Garnier-Lengliné, 2012; Joh et al.,

2014).
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As alteracbes epigenéticas contribuem para alteragdes no fendtipo das geracdes
seguintes que prevalecem ao longo da vida. Alteram a transcricdo de genes e
consequentemente, 0s processos metabolicos, controlo homeostatico e processos de
diferenciacéo dos tecidos (Burdge e Lillycrop, 2010).

Todas as alteracGes epigenéticas sdo reversiveis, permitindo que a célula responda de

forma dinamica e adaptativa (Joh et al., 2014).

e MODIFICACAO DE HISTONAS

As histonas séo subdivididas em histonas do “core” e histonas “linkers”. As histonas
do “core” incluem duas copias das histonas H2A, H2B, H3 e H4 que formam um
nucleossoma quando envolvidas em torna da cadeia de DNA e as histonas “linkers”,
pertencentes a familia de histonas H1, que se localizam & entrada ¢ saida da cadeia de
DNA de forma a manter o DNA corretamente envolvido em torno das histonas do

“core” como demonstra a figura 5 (Li et al., 2014).

Figura 5 — Esquema do nucleossoma demonstrando a organizagdo das histonas do
“core” (H2A, H2B, H3 e H4) e histonas “linkers” (H1) (Li etal., 2014).
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As histonas permitem a organizacao tridimensional do DNA formando a cromatina que
armazena e protege o DNA. Estas permitem ligar ou desligar determinados genes,
consoante a sua localizacdo geografica e controla o acesso dos fatores de transcricao as
regibes promotoras correspondentes. Todas as alteracdes que possam surguir nas
histonas podem comprometer as funcbes dos genes(Ruemmele e Garnier-Lengliné,
2012).

As modificaces pds-traducionais que ocorrem nas histonas, geralmente nas por¢oes N-
terminais, sd0 um mecanismo epigenético que permite a ativacdo da transcricdo ou o
silenciamento de um gene especifico. Estas incluem a metilacdo, acetilacéo,
fosforilacdo, ubiquitinacdo ou ADP ribosilacdo, sendo o seu conjunto referido como
“codigo de histonas”, a tabela 1 apresenta algumas destas modificacGes e as funcGes

reguladoras que podem ser alteradas (Salbaum e Kappen, 2012).

Tabela 1- Classes de modificagdes quimicas de histonas com efeito na
regulacdo epigenética. (Kouzarides, 2007).

Methylation (arginines)  R-me1 R-me2a R-me2s  Transcription

Phosphorylation S-ph T-ph Transcription, Repair, Condensation
Ubiquitylation K-ub Tranzcription, Repair

Sumoylation K-zu Tranzscription

ADP ribosylation E-ar Transcription

Deimination R = Cit Transcription

Praline [zomerization P-cis = P-irans Transcription

A acetilagdo de histonas € uma das modificacbes pds-traducionais mais bem estudada
em histonas. Esta alteracdo quimica das histonas ocorre nas histonas do “core”
(H2A,H2B, H3 e H4) através da adicdo de um grupo acetilo (CH3CO") carregado

negativamente. A acetilacdo neutraliza a carga positiva das histonas, diminuindo a
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afinidade destas para o DNA e permitindo o recrutamento de fatores de transcri¢cdo que
ativam a transcricdo do genoma (Li et al., 2014).

O mecanismo de acetilacdo origina modificacbes dindmicas e reversiveis, sendo
regulado pela acdo acetiltranferases de histonas que promovem a acetilagdo ou por
desacetilases de histonas que promovem a desacetilacdo (Li et al., 2014).

Alguns autores defendem que este mecanismo de modificacdo de histonas ndo deve ser
qualificado como ativador ou supressor da expressdo genética, mas como um facilitador
da dindmica dos nucleossomas. Estudos em células T humanas demostraram que
existem tantos genes que sofrem acdo das acetiltranferases de histonas como das
desacetilases de histonas e que 0s genes que apresentam silenciamento mediado por
mecanismos epigenéticos ndo apresentam uma maior concentracdo de desacetilases de
histonas. Logo é necessario fazer uma avaliacdo global dos niveis de acetilacdo de
histonas para avaliar as suas consequéncias na expressdo genética (Henikoff e
Shilatifard, 2011). Embora ainda nao sejam claros os efeitos destas modificacbes sobre
0 genoma é conhecido que os niveis de acetilacdo de histonas variam tanto em células
normais como em células cancerigenas (McBrian et al., 2013).

Um estudo efetuado recentemente demonstrou que os niveis de acetilagdo podem
regular algumas funcgdes biologicas como o pH intracelular das ceélulas. Foi
demonstrado que o pH intracelular diminui com desacetilacdo global de histonas por
acdo das desacetilases de histonas, por outro lado o aumento global dos niveis
acetilagdo de histonas promove a diminuicdo dos niveis intracelulares do pH. Foi
também descrito neste estudo, a possibilidade de usar inibidores de desacetilases de
histonas no tratamento de cancros que apresentam um pH intracelular alcalino, estas
células tumorais apresentam um fenoOtipo mais agressivo e uma resposta baixa as
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terapias convencionais. Estas novas perspetivas poderdo levar a descoberta de novas
vias terapéuticas (McBrian et al., 2013).

Outro mecanismo de modificacdo de histonas igualmente bem estudado é a metilacdo
de histonas. A metilacdo de histonas ocorre principalmente em residuos de lisina e
arginina. As lisinas podem ser monometiladas, dimetiladas ou trimetiladas e as
argininas podem ser monomediladas ou dimetiladas simetricamente e assimetricamente
(Greer e Shi, 2012). O processo de metilacdo é catalisado por enzimas designadas por
histonas metiltransferases. Estas transferem um grupo metilo proveniente da s-
adenosilometionina (SAM) para aos aminoacidos (lisina ou arginina) localizados na
zona N-terminal das histonas (Li et al., 2014; Salbaum e Kappen, 2012).

A metilacdo de histonas possui uma nomenclatura propria, sendo indicado em primeiro
a histona onde ocorre a metilacédo (por exemplo H3 ou H4), de seguida 0o aminoacido e a
sua posicdo, sendo representado pela letra K nas lisinas e pela letra R nas argininas, e
por fim o nivel de metilacdo (mel, me2 ou me3), tendo a seguinte configuracdo
H3K4me3, por exemplo (Salbaum e Kappen, 2012).

Inicialmente este mecanismo era considerado irreversivel. A descoberta de desmetilases
(como por exemplo a H3K4 desmetilase e da desmetilase especifica de lisina na Histona
1A — LSD1) permitiu comprovar que o processo de metilagcdo de histonas é reversivel.
Promovendo alteragcbes na conformagdo da cromatina ou o recrutamento de outras
moléculas que a modificam e alteracdes da transcri¢cdo do genoma (Greer e Shi, 2012).
O facto de a H3K4me3 estar habitualmente associada a ativagdo da transcricdo
enquanto a H3K27me3 é associada & repressdo da cromatina exemplifica como a
metilacdo de histonas em locais diferentes leva a expressdo de genes ou a alteracdes da
cromatina. Por outro lado, a alteracdo dos niveis de metilagdo no mesmo local pode
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conduzir a diferentes resultados como ocorre quando a H3K79me2 regula o ciclo
celular, enquanto a H3K79me3 regula a transducdo de sinais para o interior da célula
(Greer e Shi, 2012).

A dinamica da metilacdo de histonas tem um importante papel na regulacdo de varios
processos bioldgicos, como a regulacdo do ciclo celular, controlo de danos no DNA,
respostas adaptativas ao stress, desenvolvimento e diferenciacdo celular (Greer e Shi,
2012).

A fosforilacdo de histonas é outro mecanismo de modificacdo de histonas que ocorre
maioritariamente nas zonas N-terminais das histonas, mediado por cinases e fosfatases
que adicionam ou removem as modificacOes. Neste processo a cinase transfere um
grupo fosfato proveniente do ATP para o grupo hidroxilo da cadeia lateral dos
aminoacidos alvo (serinas, treoninas ou tirosinas), alterando a carga das histonas e
consequentemente a organizacdo da cromatina (Bannister e Kouzarides, 2011).

O ultimo mecanismo de modificacdo de histona que irei descrever é ubiquitinacdo de
histonas. Neste mecanismo o polipeptideo ubiquitina liga-se as cadeias laterais do
aminoacido lisina presente nas histonas por acdo conjunta de trés enzimas (El-
activating, E2-conjugating e E3-ligating) que formam um complexo enzimatico que
determina a que lisina o polipeptideo se liga e o grau de ubiquitinacdo (mono ou poli-
ubiquitinacdo). Este processo pode ser revertido por acdo de isopeptidases, importantes
na atividade e silenciamento de genes (Bannister e Kouzarides, 2011).

Apesar de ainda ser pouco claro em que locais das histonas ocorrem ubiquitinacao, estas
maioritariamente ocorrem nas histonas do “core”, H2A e H2B. A monoubiquitinacao

da lisina 119 da histona H2A (H2AK119ub1l) esta envolvida no silenciamento de genes
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ao passo que a monoubiquitinacdo da lisina 123 da histona H2A (H2BK123ubl) é
importante na iniciacdo da transcri¢do (Bannister e Kouzarides, 2011).

Os diferentes mecanismos de modificacbes de histonas apresentados podem formar
diversas combinacGes, podendo ocorrer diversas modificacbes num sé nucleossoma ou
em diversos. O conjunto destas modificagfes podem desencadear diversas alteragdes,
que se refletem na progressdo celular, replicacéo e reparacdo do DNA, rearranjo do
DNA, fendmenos de imprinting, estabilidade e identidade de cada cromossoma (Hake et
al., 2004; Bannister e Kouzarides, 2011).

Atualmente estdo identificados dois mecanismos que explicam as diferentes
consequéncias de modificacGes de histonas: (1) perturbacdo da estrutura de cromatina
ou (2) recrutamento de proteinas aos varios locais onde ocorrem modificacdes de
histonas (Kouzarides, 2007).

O primeiro mecanismo é comum na acetilacdo e fosforilagdo de histonas. No qual existe
uma alteracdo da carga das histonas que modifica as interacOes eletrostaticas entre as
histonas e 0 DNA, existe entdo o relaxamento da cromatina e o acesso dos fatores de
transcricdo ao DNA ¢é facilitado (Bannister e Kouzarides, 2011). No segundo
mecanismo existe o recrutamento de diferentes proteinas que se ligam aos locais onde
ocorrem modificagdes de histonas. Geralmente estas proteinas apresentam um dominio
especifico de ligacdo que promove alteracOes cataliticas da estrutura da cromatina
(Bannister e Kouzarides, 2011).

Logo, o perfil de modificagBes de histonas deve ser avaliado como um todo, uma vez
que a resposta a estas modificagdes ndo depende apenas de uma modificacdo mas de

varias modificagdes no mesmo ou em diferentes nucleossomas.
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e METILACAO DO DNA

A metilacdo do DNA é o0 mecanismo epigenético mais abundante em eucariotas, sendo
essencial na manutencdo das funcBes celulares e desempenha um papel fulcral na
regulacdo da expressdo genética (Ho et al., 2013; Auclair e Weber, 2012).

Este mecanismo epigenético ocorre principalmente em citosinas presentes nas
sequéncias duplas de DNA. A metilacdo é catalisada por um conjunto de enzimas
denominadas por metiltransferases que adicionam um grupo metilo ao carbono 5 das
bases de citosina originando 5-metilcitosina, figura 6 (Auclair e Weber, 2012). A

metilacdo do DNA ocorre principalmente em areas do genoma denominadas por ilhas

Figura 6 — Metilacdo de uma bese citosina. Figura Baseada em Alberts el al.,
2010).

CpG, constituidas por residuos de citosina seguidos de guanina, localizadas em regifes
promotoras ou regides reguladoras de genes especificos (Zeisel, 2009).

A metilagdo das citosinas geralmente é vista como uma marca repressiva que inibe a
transcricdo, impedindo a ligacdo dos fatores de transcri¢cdo ou recrutando proteinas que
se ligam aos grupos metilo e alteram a estrutura da cromatina. Os padrdes de metilagédo
do DNA sdo estaveis e propagam-se ao longo das divisdes celulares, a sua alteracéo por
processos de hipometilacdo ou hipermetilagdo do DNA pode dar origem a diversas

doencas (Auclair e Weber, 2012). Na hipermetilagdo os niveis de metilacdo séo
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elevados, diminuido ou anulando o acesso dos fatores de transcricdo as regides
promotoras, inativando a transcricdo. Por outro lado na hipometilacdo os niveis de
metilacdo séo reduzidos nas regides promotoras aumentado a acessibilidade dos fatores
de transcricdo, ativando a transcricdo (Ruemmele e Garnier-Lengling, 2012)

Como referido anteriormente a metilacdo do DNA depende da acdo de trés tipos
diferentes de metiltransferases: DNMT1, DNMT3a e DNMT3b (Zeisel, 2009). A
DNMT1 é responsavel por manter a metilagio do DNA durante o processo de
replicacdo e as metiltransferases DNMT3a e DNMT3b promovem a metilacdo de novo
do DNA durante o desenvolvimento embrionério e a especializacdo celular. Ambas as
proteinas (DNMT3a e DNMT3b) sdo semelhantes, mas apresentam alvos especificos
distintos e originam padrdes de expressdo diferentes. A DNMT3b é prevalente em
estagios embrionarios iniciais e é a enzima responsavel pela metilacdo do DNA durante
a implantacdo do embrido, enquanto a DNMT3a é expressa em estagios embrionarios
posteriores e em células diferenciadas (Auclair e Weber, 2012). Qualquer mutacao que
ocorra nestas enzimas leva a desenvolvimento fetal anormal, imunodeficiéncia e um
desenvolvimento anormal do cérebro (Zeisel, 2009).

No processo de formacgdo do feto em mamiferos, os padrées de metilacdo tém um papel
de elevada relevancia. Durante este processo ocorre remetilacdo do DNA, processo que
depende da informacéo genética recebida pelos progenitores e do ambiente a que o
embrido esta sujeito (Burdge e Lillycrop, 2010). Estudos em fémeas de ratos em
gestacdo demonstram que ap6s a fecundacdo os niveis de metilacdo diminuem até a
formacdo do blastocisto (Figura 7). Durante este periodo, até pouco antes da
implantacdo do embrido, 0 genoma proveniente do pai sofre desmetilacdo rapida,
enquanto o0 que é proveniente da progenitora é desmetilado progressivamente até a
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formacdo do blastocisto. O processo de desmetilacdo descrito permite a ativacdo do
programa de pluripotencia nas células do embrido para posteriormente dar origem a

diferentes células (Auclair e Weber, 2012).
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Figura 7 — Representacdo esquematica da reprogramacao da metilacdo de DNA durante
o0 desenvolvimento embrionario de ratos. Figura baseada em Auclair e Weber, 2012.

Apobs a implantacdo do embrido (Figura 7) sdo restabelecidos novos padrdes de
metilacdo por acdo das metiltransferases DNMT3a e DNMT3b (Salbaum e Kappen,
2012). No mesmo periodo inicia-se a diferenciacdo celular que origina as diferentes
células somaticas do embrido e as células germinativas primordiais (PGCs), que
originam os espermatozoides ou os 6vulos. As PGCs sofrem um segundo processo de
desmetilacdo até ao dia 13.5 do estagio embrionario. De seguida sofrem uma nova
remetilacdo que culmina quando estas células entram em meiose nas fémeas ou mitose
suspensa no caso dos machos (Auclair e Weber, 2012).

O perfil de metilacdo impresso nas células somaticas € transmitido ao longo das varias

mitoses e mantidas por varias geracdes de células ao longo da vida (Burdge e Lillycrop,
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2010; Auclair e Weber, 2012). Estas alteracfes geralmente sdo estaveis e hereditarias
(Kim et al., 2009).

Diversos estudos em animais geneticamente modificados e estudos humanos indicam
que as mudancas de metilacdo do DNA podem ocorrer durante o desenvolvimento
uterino, como referido anteriormente, mas também durante as janelas de
desenvolvimento critico (adolescéncia). Podendo dar origem a diversas doencas em
adultos (Monteiro et al., 2014).

Um exemplo claro da importancia da metilacio do DNA ocorre em processo de
imprinting genémico. O imprinting € um mecanismo comum em mamiferos que leva a
uma expressdo diferenciada dos alelos parentais, ou seja apenas um doas alelos
herdados (materno ou paterno) é expresso. Diversos estudos efetuados tém demonstrado
que muitos dos genes que sofrem imprinting desempenham relevantes funcbes no
desenvolvimento e crescimento humano, influenciando igualmente a expressdo de
diferentes fenotipos (Kelsey e Feil, 2013).

Um dos exemplos mais bem documentados ocorre no gene Igf2 (fator -2 de crescimento
semelhante a insulina) o silenciamento deste gene durante o desenvolvimento do
embrido inibe o crescimento pré-natal do feto. A metilacdo do DNA em regibes que
controlam os processos de imprinting € diferente nos odcitos e esperma. Apds a
fertilizagdo a remetilagio do DNA pode levar ou ndo a metilagdo destas regides
controlando assim qual dos alelos parentais é expresso. Caso se verifique a metilagdo
das regides que controlam o processo de imprinting, este é silenciado, levando a
transcricdo de ambos os alelos parentais e a producdo desregulada da proteina que se

associa a este gene (Kelsey e Feil, 2013).

26



e SIRNA

Os RNAs desempenham um papel fundamental na regulacdo da expressdo genética.
Estes podem desempenhar diversos processos celulares sem dar origem a proteinas,
sendo designados por pequenos RNAs nédo codificantes (nCRNAsS — “non coding
RNAs ) (Viegas et al., 2007).

A pequena dimensdo dos ncRNAs tem dificultado os avancos cientificos nesta area. O
aparecimento de novas tecnologias tem aumentado exponencialmente o conhecimento
destes RNA e permitiram identificar diversas classes de ncRNAs, designadas por
pequenos RNA de interferéncia (SIRNAs) e microRNAs. Estes possuem capacidade de
se ligarem a mMRNAs complementares degradando-os ou regulando a sua traducao. Este
mecanismo pode levar ao silenciamento de genes especificos (Viegas et al., 2007).

Este subcapitulo estd direcionado para as possiveis inferéncias que os siRNA podem
efetuar e as suas caracteristicas.

Os siRNAs sdo moléculas de aproximadamente 21 a 25 nucleotidos de tamanho e com
uma protuberancia de 2 nucledtidos na extremidade 3" (Viegas et al., 2007). Tém
origem em moleculas de RNA de cadeia dupla (dsRNAs) que sdo processadas por uma
enzima denominada Dicer (Nicholas, 2010). Apds a formagdo dos siRNAs estes podem
associar-se a dois complexos de silenciamento genético diferentes, complexo
silenciador induzido por RNA (RISC — “RNA-induced silencing complex”) ou ao
complexo de silenciamento transcricional induzido por RNA (RITS — “RNA-
inducedtranscriptional silencing complex”). Ambos 0s complexos ribonucleoproteicos
contém proteinas da familia Argonauta que se ligam diretamente aos pequenos siRNAs
e moldam o silenciamento genético. Os complexos referidos ligam-se aos siRNAs de

cadeia dupla e sofrem ativagdo apds a clivagem das cadeias por helicasses, processo
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dependente de ATP. Apenas a cadeia antisense fica associada ao complexo e liga-se
posteriormente a moléculas de RNA complementares (Viegas et al., 2007; Alberts el
al., 2010).

No mecanismo de silenciamento genético induzido pelo RISC, este associa-se a um
RNA mensageiro (MRNA) alvo com uma sequéncia de nucle6tidos complementar
(figura 8). Dependendo da extensdo da ligacdo entre os dois RNAs (siRNA e mRNA) o
complexo degrada diretamente 0 mRNA (ligacdo extensa) ou reprime a sua traducdo ao

destabilizar a sua conformacao (ligagdo menos extensa).
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O complexo RITS utiliza o siRNA como sequéncia guia para se ligar a RNAs
complementares, imediatamente ap0s a sua transcricdo pela RNA polimerase Il. Este
complexo associa-se indiretamente ao genoma promovendo modificaces na transcricéo
genética por metilacdo do DNA e de histonas, silenciando os genes especificos
(metilacdo de DNA) ou alteragdes na conformacgao da cromatina (metilacdo de histonas)
como indicado na figura 8 (Viegas et al., 2007; Alberts el al., 2010).

Tendo em conta que muitas das doengas humanas tém origem na expressao alterada de
genes, os siRNAs tém um elevado potencial terapéutico podendo ser usados para
silenciar genes responsaveis por doencas como o cancro (Xu e Wang, 2014). Os
siRNAs terapéuticos sdo formados sinteticamente tendo em conta 0 gene patogénico
alvo e aplicados sistemicamente ou diretamente no local de desenvolvimento da doenga.
Para esta terapia ser eficaz € necessario criar transportadores ndo virais multifuncionais
que permitam o transporte dos siRNAs na circulacdo sanguinea até ao local alvo,
protegé-los da degradacao e depuracdo renal, melhorar a sua penetracdo nas células alvo
e diminuir a sua degradacao por endossomas(Zhou et al., 2014).

Sdo utilizadas diversas técnicas que permitem melhorar a performance terapéutica dos
siRNAs: modificagcbes quimicas ou fisicas. As modificagbes quimicas ocorrem por
conjugacdo de pequenas moléculas (&cido folico), polimeros (PEG), anticorpos e
peptideos (transferrina), enquanto as fisicas podem ser promovidas por encapsulamento
em nanoparticulas ou lipossomas. Em algumas doengas é caracteristica a presenca de
recetores especificos para certos ligandos nos tecidos afetados, esta carateristica permite
tornar as nanoparticulas de siRNAs mais especificas com a adicdo de ligandos
(anticorpos, peptideos, pequenas moléculas...) compativeis com 0s recetores. A
transferrina € uma glicoproteina plasmatica responsavel pelo transporte de ferro no
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sangue, € comum o recetor desta ser expresso em grande nimero na superficie das
células de cancro de crescimento endégeno rapido, a conjugacao da transferrina com
nanoparticulas de siRNA (figura 9) permite o encaminhamento dos SiRNAs para as
células cancerigenas promovendo o silenciamento dos genes responsaveis pelo
desenvolvimento tumoral (Zhou et al., 2014; Joo et al., 2014).

No futuro sera possivel recorrer a este tipo de terapia de forma a minimizar os riscos e

consequéncias de varias terapias convencionais no controlo de doencas como o cancro

(Xu e Wang, 2014).
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Figura 9 - Moléculas utilizadas como ligantes em nanoparticulas sSiRNA de forma a
facilitar o seu transporte sistémico (Zhou et al., 2014).
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3.3.Variacdo do numero de cépias (CNV)

A conclusdo do projeto genoma humano permitiu identificar novos fatores que
promovem a variabilidade no genoma humano, como é o caso da variagdo do numero de
copias (CNV) (Shelling e Ferguson, 2007).

Os CNV consistem numa sequéncia de DNA que apresenta um numero variavel de
copias em comparagdo com o genoma de referéncia (Almal e Padh, 2011). Foram ja
identificadas mais de 1500 regifes variaveis que representam cerca de 12% do genoma
humano, sendo sugerido que a percentagem de nucle6tidos que sofrem CNVs é
aproximadamente igual ou superior ao nimero de nucleétidos afetados por SNPs
(Shelling e Ferguson, 2007; Almal e Padh, 2011; MacDonald et al., 2014).

O mecanismo que da origem a CNVs ainda néo é completamente conhecido, no entanto
sabe-se que estas podem ser estaveis e de caracter hereditario, surgindo
espontaneamente durante a meiose (Almal e Padh, 2011). Os CNVs estdo associados a
mecanismos de delecdo, duplicacdo, duplicacdo de seguemento, insercdo, inversdo e
translocacéo, afetando quantitativamente a expressao genética, sem anular a funcéo do
gene (Almal e Padh, 2011).

Os CNVs permitem modular a expressdo genética e consequentemente o fendtipo
associado a doenca (Figura 10), tendo sido detetadas associacbes a doengas
cardiovasculares, metabdlicas (por ex. diabetes tipo |Il, obesidade) disturbios
neuroldgicos (por ex. Parkinson, alzheimer), cancro, entre outros (Almal e Padh, 2011;
Girirajan et al., 2011).

Um exemplo de como as CNVs podem afetar a expressdo de diferentes fen6tipos ocorre
no gene responsavel pela producdo da amilase salivar (AMY1 — “salibary amylase

gene”). Um estudo efetuado correlaciona o metabolismo dos hidratos de carbono e a
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obesidade, concluindo que uma diminuicdo do nimero de copias do gene AMY1 resulta
na diminuicdo dos niveis de amilase salivar e num aumento do risco de obesidade

(Falchi et al., 2014).

A Forte correlacdo com a

doenga

Figura 10 - Variagdes genéticas e a suscetibilidade para o desenvolvimento de doenca. A
representacdo esquematiza a forte correlagdo entre vérias variacbes genéticas (SNP,
CNV, epigenéticas) e o possivel envolvimento de fatores ambientais, que incluem a
nutricdo, na suscetibilidade a doenca. Baseado (Almal e Padh, 2011).
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4. Ciéncias “omics” e a nutrigenémica

Para compreender a interagdo entre nutrientes e genes é necessario recorrer as ciéncias
“Omicas”. Estas permitem perceber o papel da nutricdo na prevencdo de doengas
(Trujillo et al., 2006).

Nos ultimos séculos existiram grandes avancos cientificos que permitem correlacionar
as interacOes existentes entre genes e nutrientes. Atualmente vivemos na “Era pos-
genomica” que responde a problemas integrados aos niveis da biologia, ciéncias sociais
e ambientais (Neeha e Kinth, 2013; Sales et al., 2014), num fluxo de trabalho em que a
bioinformatica tem um papel crucial na analise e interpretacdo dos dados obtidos pelas
ciéncias “Omicas”, ja que estas envolvem enormes fluxos de informacdo relacionados
com a caracterizacdo precisa e extensa da totalidade de um grande numero de
biomoléculas (DNA, RNA, proteinas e metabolitos).

O desenvolvimento de diversas ciéncias como a proteémica, metabolémica e
transcritdmica, permitiu criar ferramentas revolucionarias que auxiliam a nutrigenémica
(Sales et al., 2014). Estas novas ciéncias permitem estudar a influéncia dos compostos
dietéticos sobre o genoma, transcriptoma, proteoma e metaboloma (Astarita e
Langridge, 2013). Apenas serd possivel compreender como o nutriente pode interferir
em todos os componentes celulares, recorrendo a diversos estudos que possam ser
varias vezes reproduzidos e recorrendo a diversas campos cientificos como a nutricdo,
medicina, gendmica e bioinformatica (Sales et al., 2014).

Os fatores dietéticos contribuem para a expressao de varios fenotipos, compreender
como estes fatores atuam sobre a expressdo genética nao depende apenas da avaliacdo
do conjunto de mutac6es que ocorrem no DNA (Figura 6) (Trujillo et al., 2006). Logo a

combinacdo das informacGes obtidas através da genomica, epigenomica, protedmica,
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metabolomica e bioinformatica juntamente com a nutrigenémica, permitiram

compreender as vantagens de dietas personalizadas na salde de cada individuo (Masotti

etal., 2010).
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Figura 11 - O fluxograma representa as diferentes etapas envolvidas na expressédo
genética e as tecnologias utilizadas para analisar cada etapa e os efeitos na salde
humana. Baseado em Constantin e Wahli, 2013 e Masotti et al., 2010.

4.1. Transcriptomica

A transcriptomica estuda o conjunto das transcricdes moleculares de mRNA ativadas

numa determinada célula.(Sales et al., 2014).

O conjunto destas moléculas € produzido em momentos e tecidos especificos por um

processo designado por transcricdo e sob a influéncia de fatores de transcricdo. Os

fatores de transcricdo quando ativados migram para o nucleo e ligam-se a uma

sequéncia de DNA na regido promotora, onde inibem ou ativam a transcri¢cdo. Estes

podem ser estimulados por sinais fisioldgicos, desencadeados por nutrientes e
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compostos bioativos presentes em alimentos, por metabolitos ou por hormonas,
tratamentos farmacoldgicos e doencas (Sales et al., 2014).

Na nutrigenémica a transcriptomica pode ajudar a identificar genes, proteinas ou
metabolitos. Auxiliando no reconhecimento e caraterizacdo das vias nas quais oS
nutrientes ou compostos bioativos tém uma acdo reguladora do genoma (Sales et al.,
2014). A regulacdo da taxa de transcricdo de genes por componentes alimentares, tem
um papel importante na expressdo do fenétipo de cada individuo (Trujillo et al., 2006).
Os microarrays sdo uma das principais ferramentas da transcriptdmica e permitiram
obter novas informagfes de como os diferentes fatores nutricionais afetam
fisiologicamente um organismo (Neeha e Kinth, 2013). Estes tornam as experiencias
desta area menos morosas, uma vez que permitem quantificar todos 0s genes presentes
no genoma humano num Unico ensaio (Vergeres, 2013).

Um exemplo de como a transcriptomica pode ser utilizada em estudos de nutrigenémica
ocorre em ratinhos sujeitos a uma dieta de restricdo caldrica. Esta intervencao
nutricional demostra claramente que existe um aumento do tempo de vida dos ratinhos
(Vergeéres, 2013). A andlise transcriptomica que ocorre nesta experiencia utiliza como
orgao alvo o timo, avaliando as alteracdes que ocorrem na expressdo de um conjunto de
genes durante o envelhecimento. Em vérias espécies, incluindo os humanos e roedores,
durante o envelhecimento verifica-se uma diminuicdo de producéo de células T no timo,
afetando o sistema imunitario. Nesta experiencia verificou-se que os ratos colocados em
restricdo calorica durante o processo de envelhecimento apresentam um transcriptoma
do timo semelhante ao de ratinhos jovens, existe uma reversdo do sistema imunitario
que permite perlongar e melhorar a vida dos ratinhos. Os resultados obtidos ndo podem
ser validados a biologia humana uma vez que néo séo totalmente conhecidos os efeitos
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colaterais da restricdo calérica nos modelos animais e em humanos. Mas € comprovado
com esta experiencia, que existe uma correlacao entre o fen6tipo dos ratinhos (tempo de
vida) e a influéncia da nutricdo sobre o envelhecimento do sistema imune (Vergeres,

2013).

4.2 .Protedmica

As proteinas sdo moléculas presentes em todas as celulas vivas, tém diversas fungdes
bioguimicas (sinalizacdo, transporte, armazenamento, entre outras) e fazem parte da
dieta humana (Sales et al., 2014)

A protedmica € a ciéncia que estuda o conjunto de todas as proteinas, envolvidas nos
processos celulares de uma determinada espécie, denominado por proteoma (Trujillo et
al., 2006). A forma como as proteinas atuam numa celula, tecido ou oOrgdo, em
diferentes situacdes fisioldgicas ou patoldgicas, podem alterar o nivel de expressdo ou
mesmo a atividade de um determinado gene (Sales et al., 2014).

Em comparacdo com os &cidos nucleicos (na transcriptdmica) as proteinas sao mais
dificeis de caracterizar num modo de alto rendimento. Devido a sua complexidade
quimica (possuem 20 amindcidos em comparacao com as 4 bases que formam os acidos
nucleicos) fisico-quimica (possuem estruturas secundarias terciarias e quaternarias,
podem ser sollveis ou insolUveis e podem estar ligadas a membranas) e bioquimicas
(estdo sujeitas a modificages pos-traducionais) (Vergeres, 2013).

A protedmica surge como uma ferramenta essencial para a nutrigenémica permitindo
descrever como a dieta interfere no genoma humano. Determinando a bioeficécia de
uma dieta através da quantificacdo e identificacdo de proteinas e peptideos bioativos

presentes no organismo apads a sua ingestdo (Kussmann et al., 2010).
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As tecnologias protedmicas, como a eletroforese em gel de poliacrilamida,
cromatografia liquida de alto desempenho e espectrometria de massa, permitem apenas
identificar uma pequena fracdo da populacdo de proteinas presentes no organismo
humano. Mas ao serem identificas as proteinas envolvidas nos processos
nutrigendmicos estas tecnologias facilitam a sua compreensdo (Neeha e Kinth, 2013;
Vergeéres, 2013).

A aplicacdo da proteémica no campo da nutrigenémica pode ser ilustrada por uma
investigacdo efetuada sobre o possivel mecanismo que permite atenuar 0
desenvolvimento de cancro do célon utilizando resveratrol (Vergéres, 2013).

A andlise protedmica foi realizada em células do cancro do c6lon humanas cultivadas na
auséncia ou na presenca de fatores de crescimento tumorais e resveratrol. Esta analise
permitiu identificar as proteinas que interferem nas vérias vias de desenvolvimento do
cancro (apoptose, remodelacdo do citoesqueleto, progressdo do ciclo celular e adesdo
celular). Foi identificada uma proteina, denominada por talina que regula o
citoesqueleto das células cancerigenas. Verificou-se que a sua expressdo aumenta em
células do cancro do cdlon cultivadas na presenca de fatores de crescimento e
permanece ao nivel basal apds a aplicacdo de resveratrol no meio de cultura (Vergeres,
2013).

Estudos semelhantes a este permitem identificar biomarcadores proteicos que podem ser
utilizados in vivo na avaliacdo do potencial terapéutico ou preventivo de dietas ou
suplementos com resveratrol no cancro do colon. Bem como a eficacia de outras
substancias bioativas e nutrientes em varias outras doencas (Vergeéres, 2013; Neeha e

Kinth, 2013).
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4.3.Metaboldmica

A metabolomica estuda o metaboloma. Este consiste no conjunto de metabolitos
primarios e secundarios presentes nos fluidos intra e extracelulares de um organismo
vivo (Sales et al., 2014).

Os metabolitos sdo o produto final da expressdo genética e dos VArios processos
regulatérios fisiologicos. Qualquer alteracdo na sua concentracdo pode indicar
alteracdes importantes no estado bioquimico de sistema biologico (Garcia-Canas et al.,
2010).

Existem diferentes tipos de metabolitos com propriedades hidréfilas (nucledtidos,
aminoacidos e hidratos de carbono) ou hidrofébicas (maioria dos lipidos) (Astarita e
Langridge, 2013). Estes também podem ser divididos em metabolitos primarios e
secundarios, os primeiros estdo diretamente envolvidos com as vias de sintese e
degradagdo de macromoléculas e os segundos sdo mais comuns em plantas e fungos,
agindo como componentes estruturais de defesa. Os metabolitos podem atuar como
substratos que inibem ou ativam a atividade enzimatica, como percursores moleculares,
como residuos de sintese ou degradacdo de macromoléculas, entre outros (Sales et al.,
2014).

A metabolémica pode utilizar diferentes abordagens para avaliar os metabolitos. Fazer
uma analise quantitativa de metabolitos especificos utilizados por exemplo como
biomarcadores; caraterizar um grupo de metabolitos interrelacionados e provenientes de
vias metabodlicas especificas que originam determinados feno6tipos ou comparar as
respostas celulares obtidas a diferentes padrdes de metabolitos (Garcia-Cafas et al.,

2010).
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A nutrigendmica utiliza a metabolémica para estudar as alteracbes metabodlicas
produzidas por nutrientes ou compostos bioativos nas diferentes vias metabdlicas. Os
metabolitos (como por exemplo o colesterol ou a glicose) sdo utilizados como
biomarcadores que indicam o estado de salde ou doenca (Astarita e Langridge, 2013;
Garcia-Canas et al., 2010).

Nos estudos de metabolémica em nutrigendmica sdo utilizados fluidos corporais
(sangue ou urina) como amostras. Os metabolitos sdo extraidos das amostras e
separados por técnicas de cromatografia liquida de alto desempenho, eletroforese
capilar ou cromatografia gasosos. Sendo posteriormente identificados poe espetrometria
de massa ou ressonancia magnetica nuclear. O passo final destes estudos é identificar e
determinar a importancia biolégica dos metabolitos, recorrendo a bases de dados
internacionais disponiveis on line. Como por exemplo a base de dados da Organizacédo
Europeia da Nutrigenomica que disponibiliza informacdo de um grande namero de
metabolitos humanos (Garcia-Cafias et al., 2010).

A metabolomica permite compreender os mecanismos metabolicos e instabilidades que
podem ter origem numa determinada dieta, permitindo compreender como 0 excesso ou
falta de alguns nutrientes ou compostos presentes nos alimentos podem afetar a saide

ou a doenga de um individuo.(Sales et al., 2014)

4.4.Epigendmica
A epigenética estuda as alteraches na expressdo genética, que ocorrem sem existir
alteracfes na sequéncia de DNA, denominadas por alteragdes epigenéticas. O conjunto

destas alteracGes forma o epigenoma o qual é estudado pela epigendémica. (Gueant et

al., 2013).
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O epigenoma consiste na combinacdo de varias modificacbes — metilagdo do DNA,
modificacdo de histonas e RNA nao codificantes - que ocorrem em células ou tecidos
num determinado momentos, moldando a acessibilidade dos fatores de transcri¢cdo aos
genes (Salbaum e Kappen, 2012; Sales et al., 2014). Este é duplicado como o genoma
durante a divisdo e diferenciacdo celular. Podendo sofrer algumas alteracdes que dao
origem a novos padrdes de expressdo genética, que se adaptam consoante as
necessidades celulares (Scarino, 2008).

Inicialmente acreditava-se que estas alteracGes ndao tinham uma componente hereditéria,
atualmente estd comprovado que podem ser “herdadas” nao s6 dos nossos pais mas
também dos nossos avés. Podem surgir ao longo da vida ou também durante o periodo
embrionério, consoante as condi¢fes a que o embrido esta sujeito. (Tammen et al.,
2013).

Uma demostracdo de como o epigenoma pode sofrer alteracbes em varios estagios da
vida, resultou da comparacdo do epigenoma de gémeos monozigéticos. O epigenoma
analisado revelou que os padrbes de metilagio de DNA e acetilacdo de histonas
divergem a medida que envelhecem, logo a mesma informacao genética presente nos
gémeos pode ser diferencialmente modulada durante a vida adulta, explicando a
discordancia fenotipica que se observa em gémeos idénticos ao longo das suas vidas

(Scarino, 2008).

4.5.Folato e epigenoma

Todas a alteraces epigenéticas podem ter um caracter reversivel ao longo da vida de
um individuo, utilizando por exemplo dietas personalizadas (Sales et al., 2014). Com

efeito os componentes bioativos dos alimentos podem desencadear alteracOes
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epigenéticas que dificultam a compreensdo de quais os genes ativados durante a
interacdo nutriente-gene e como a dieta pode influenciar processos biol6gicos e
fendtipos (Trujillo et al., 2006).

Varios compostos presentes nos alimentos podem modificar ou marcar o genoma, de
forma a moldar a atividade celular. Isto ocorre por alteracdo das denominadas marcas
epigenéticas, e determina a funcdo da célula e onde e quando esta deve iniciar as suas
funcOes. Estas alteracbes podem ser mais ou menos pronunciadas, mas todas as
alteracBes que ocorrem no epigenoma podem alterar o fenotipo de cada individuo,
modificando por exemplo a propensao para uma doenga cronica (Sales et al., 2014).
Vérias modalidades moleculares do epigenoma dependem de reac6es de metilacdo, logo
torna-se indispensavel compreender a ligacdo existente entre o folato e epigenoma
(Monteiro et al., 2014).

A S-adenosilmetionina (SAM) é um dador direto de grupos metilo para mais de 200
reacOes em que estdo subjacentes metiltransferases (DNMT), que atuam em processos
de metilagdo de DNA, RNA e metabolitos (Monteiro et al., 2014). O fornecimento de
SAM depende da formacdo de metionina a partir de homocisteina, reacdo que por sua
vez depende principalmente da disponibilidade de 5-metiltetrahidrofolato. Esta
dependéncia estabelece uma ligacdo direta entre a disponibilidade do nutriente folato e
as modificacOes epigenéticas que ocorrem, e por sua vez, interfere na regulacdo de
genes e expressdo de fenotipos relacionados com a salude ou doenca (Salbaum e
Kappen, 2012).

A deficiéncia de folato pode levar a alteracbes no epigenoma, nomeadamente no
processo de metilacdo de DNA. As células que se encontram em rapida proliferacédo
exigem uma elevada atividade das DNMT, principalmente DNMT1, sendo necessario
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um elevado aporte de substratos doadores de metilo, como se verifica ao longo do
desenvolvimento embrionario, na hematopoiese ou na proliferacdo celular que ocorre
durante uma resposta imunitaria (Salbaum e Kappen, 2012). Logo a informacédo
epigenética pode ser rapidamente diluida podendo causar o silenciamento de genes e
levar a uma expressao ectopica.

O potencial que os nutrientes tém para alterar o fen6tipo, pode ser demonstrado com o
auxilio de modelos experimentais, como os ratos Agouti. Dependendo da dieta materna
(alta ou baixa em folato e vitamina B12) aplicada no periodo pré-gestacional, durante a
gestacdo ou mesmo durante o periodo de lactacdo, leva a alteracbes no fendtipo das
crias, devido a modificacGes epigenéticas.(Ruemmele e Garnier-Lengliné, 2012)

O alelo A" (agouti viable yellow) possui acima do gene agouti uma particula
intracistrenal A (IAP — intracisternal A particle). O IAP é um retrotransposao
abundante em mamiferos e contém o promotor que regula a expressdo do gene agouti. O
nivel de metilagdio do promotor oculto no IAP é determinado durante o
desenvolvimento embrionario e pode ser moldado pela nutricdo materna ou por outros
agentes ambientais que incluem desreguladores enddcrinos e componentes toxicos, com
indica a figura 12 (Burdge e Lillycrop, 2010). A metilacdo das CpGs desta area leva a
expressdo de diferentes fenotipos, os ratinhos podem apresentar uma pelagem amarela
quando ndo existe metilagdo do IAP ou pelagem de cor castanha (tipo selvagem — wild
type, como indicado na figura 12) quando se verifica a metilacdo do IAP (Ruemmele e
Garnier-Lengling, 2012).

O estudo em modelos agouti ilustrado pela figura 12 demonstram a importancia da
suplementacdo de acido folico e vitamina B12 durante a gestacdo e como estes
nutrientes originam diferentes alteracdes epigenéticas (Burdge e Lillycrop, 2010).0s

42



Maternal exposure to endocring l = Maternal supplementation with
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Figura 12 - Figura ilustrativa das possiveis alteragdes na expressdo do gene agouti e 0s
varios fenotipos expressos na prole de ratinhos, dependendo da suplementacdo alimentar
que a progenitora € sujeita durante o periodo gestacional (Feil e Fraga, 2012)

ratinhos fémea em gestagdo que nado tiveram uma dieta suplementada com &cido félico e
vitamina B12 e estiveram sujeitas a condi¢des adversas (desreguladores enddcrinas ou
componentes tdxicos), tém crias com uma pelagem de cor amarela de maior tamanho e
com maior propensdo para desenvolver obesidade, diabetes e cancro em idade adulta.
Neste caso durante a formacdo das células do feto ndo existe metilacdo do IAP e o
promotor oculto no seu interior é ativado levando a expressdo ectopica do gene agouti
(Burdge e Lillycrop, 2010; Feil e Fraga, 2012). Por outro lado as fémeas saudaveis
sujeitas a dieta rica em acido félico e vitamina B12 ddo a luz ratinhos castanhos e
saudaveis. A suplementacdo com estas substancias durante o desenvolvimento uterino
promovem a metilacdo do IAP, tornando o promotor do gene agouti inacessivel e
consequentemente é expresso o fendtipo selvagem (Burdge e Lillycrop, 2010; Feil e
Fraga, 2012). Por fim ¢é ilustrado que ratinhos fémea saudaveis ndo sujeitos a

suplementacdo podem ter crias que apresentam um dos fenotipos referidos
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anteriormente ou possuir uma pelagem amarela com manchas castanhas. Verifica-se
esta situacdo quando o IAP ndo é totalmente metilado, levando a expressdo de ambos 0s
fenodtipos (Feil e Fraga, 2012).

Logo podemos concluir que a cor da pelagem e a suscetibilidade & doenca em ratos

Agouti sdo afetadas pela dieta das mées (Trujillo et al., 2006).
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5. Desafios e perspetivas da nutrigenomica

A nutrigendmica, com 0 objetivo de compreender como a nutricdo influencia as vias
metabolicas e a homeostasia do organismo (Afman e Muller, 2012) estuda as formas
como os nutrientes e compostos bioativos dos alimentos afetam direta ou indiretamente
a expressdo do genoma e seus reflexos na suscetibilidade a varias doencas, como a
obesidade, cancro, doencas cardiovasculares e diabetes (Garg et al., 2014). E assim
expectavel que os avancos em Nutrigendmica venham a potenciar a identificacdo de
biomarcadores nutrigenémicos, com importancia na previsao ou rastreio de doencas
crénicas, promovendo assim a salde e o aumento da qualidade de vida (Masotti et al.,
2010; Van Ommen e Stierum, 2002).

Os exemplos que se seguem ilustram as possiveis aplicacdes da nutrigenémica no
cancro e doencas cardiovasculares.

Os padrbes dietéticos podem modular o desenvolvimento do cancro. Existe uma
crescente base de evidéncias que indicam que varios alimentos ou compostos bioativos
alimentares podem reduzir o risco de cancro como indicado na tabela 2 (Greenwald e
Milner, 2006). Por exemplo, o licopeno reduz o risco de cancro da prostata, como
revelado em ensaios clinicos e em modelos experimentais em animais. Esta reducdo do
risco de cancro da Prostata pode estar relacionado com a sua agdo como antioxidante, a
qual interfere com os recetores dos fatores de crescimento tumorais e com a progressdo

do ciclo celular (Greenwald e Milner, 2006).
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Tabela 2 — Exemplos de componentes bioativos dos alimentos que podem modificar o
risco de varios cancros (Greenwald e Milner, 2006).

Food source

Class of compound

Bioactive food component (s)

Cruciferous vegetables (arugula, Bok choy. broccoli.  Isothiocyanate Benzyl isothiocyanate, 2-phenethyl isothiocyanate, sulforaphane,
Brussels sprouts, cauliflower. collard greens, kale. allyl isothiocyanate, 3-methylsulfinylpropyl isothiocyanate
mustard greens. radishes, rutabaga. turnips)

Glycosinolate Indole-3-carbinol, 3,3"-diindoylmethane indole-3-acetonitrile

Vegetables Minerals Calcium, zinc, seleninm

Flavonoids Quercetin, rutin
Vitamins Folic acid, vitamin A vitamin E. vitamin C
Dark green vegetables (spinach. kale) Carotenoids Lutein
Vitamins Vitamin A, vitamin C
Vegetables, fruits, black tea Flavonoid Anthocyanins
Onions. garlic, scallions. chives Allium compounds Dially! sulfide. allylmethyl trisulfide. allyl mercaptan,
(Organosulfur compounds) S-allylcysteine
Citrus fruit Flavonoid Tangertin. nobiletin. rutin
Citrus frut (peel), caraway seed oil Terpenoid p-Limonene, perillyl alcohol. geraniol, menthol, carvone
Monoterpenes

Berries, tomatoes, potatoes, broad beans. broccoli, Flavonoid Quercetin
squash. onions

Radish, horse radish, kale, endive Flavonoid Kaempferol

Tea, chocolate Polyphenol Epigallocatechin gallate, epigallocatechin, epicatechin, catechin

Grapes. red wine Polyphenol Resveratrol, catechin

Tumeric. curry, mustard fruits, coffee beans. Polyphenol Curcumin, caffeic acid
soybeans

Strawberries, raspbernes, blackberries, walnuts, Polyphenol Caffeic acid. ferulic acid. ellagic acid
pecans

Cereals, pulses (millet, sorghum, soya beans) Isoflavone Genistein

Orange vegetables and fruit Carotenoid o- and [-carotene

Tomatoes Carotenoid Lycopene

Tea. coffee. cola. cacao (cocoa and chocolate) Methylxanthines Caffeine. theophylline, theobromine

Dairy products (milk, cheese, yogurt) Vitamins Vitamin D, calcium

Red meat Vitamins Iron

Também em doengas cardiovasculares como a hiperlipidémia, os estudos
nutrigendmicos tém um papel a desempenhar, esclarecendo como as variagdes que
ocorrem nos genes das aloproteinas podem ser suscetiveis a intervengdes dietéticas
especificas. Com efeito, estudos em mulheres demonstraram que consoante o alelo
expresso do gene estas tém diferentes respostas ao consumo de &cidos gordos
polinsaturados, variando a suscetibilidade para desenvolver doencas cardiovasculares
(Bhatt e Sharma, 2011).

Com a descoberta dos genes responsaveis pelo desenvolvimento das varias doengas

referidas serd possivel a nutrigendGmica descobrir que nutrientes possuem a capacidade

de moldar a sua expressdo de forma a prevenir ou controlar o desenvolvimento dos
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varios estagios da doenca. Uma meta-analise dos varios resultados permitira criar
biomarcadores que facilitardo a identificacdo das doencgas e quais as dietas mais
adequadas a cada caso, designadas por dietas personalizadas (Bhatt e Sharma, 2011). O
desenvolvimento destas dietas dependente de diferentes fatores, como a variabilidade
genética entre individuos e o tempo e duracdo da exposicdo ao nutriente (Constantin e
Wahli, 2013).

Um dos maiores desafios da nutrigendmica é especificar os contributos e o potencial de
cada nutriente, bem como encontrar a melhor maneira de os combinar, garantindo a
otimizacdo das funcGes do organismo consoante interacdo dos nutrientes com o
ambiente genético de cada individuo (Constantin e Wahli, 2013). Devera, desta forma,
ser possivel desenvolver produtos alimentares e um aconselhamento dietético adaptado
as necessidades nutricionais de cada individuo ou grupos especificos de consumidores
(Ghosh, 2010). Ainda que este objetivo esteja ainda muito longe de ser atingido, a
nutrigendmica permitiu ja abrir novas perspetivas e oportunidades na industria
alimentar, como as sumariadas na figura 13 (Constantin e Wahli, 2013).

Os avancos na area nutricional que a nutrigenémica promoveu tém levantado diversas
questdes no ambito ético, legal e social. Com efeito, os consumidores apresentam
grande relutancia relativamente a possibilidade de existirem produtos com a designacéo
de nutrigenomica nas prateleiras dos supermercados, uma vez que associam estes
produtos a manipulacao genética dos mesmos. Por outro lado a aceitagdo torna-se maior
quando estes produtos sdo apresentados por clinicos nutricionais, aumentado assim a

confianca e credibilidade dos produtos (Ghosh, 2010).
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Desenvolvimento da industria alimentar

Alimentos funcionais

-Utilizacdo de matrizes alimentares
(lacticinios, farinhas) enrigquecidas
com combinacBes de nutrientes
que promovam a satde;

Qualidade alimentar

- Novos standards de qualidade

- Processos industriais inovadores.

Agricultura / PlantacGes

- Selecdo gendmica de plantas
altamente nutricionais.

- Selecdo genomica em gado para
produzir produtos de origem amial

-MNutracéuticos: combinactes
micronutricionais em forma de po,
comprimidos, etc.

Figura 13 - Novas abordagens da inddstria que podem surguir com 0S Novos
desenvolvimentos nutrigendmicos. Baseado (Constantin e Wahli, 2013)

de alta qualidade.

Outras questdes que se colocam com 0s novos avangos nutrigendémicos relacionam-se
com a forma como estas tecnologias estardo disponiveis ao publico em geral no futuro e
como os profissionais de salde poderdo adaptar-se aos novos desenvolvimentos. Sera
possivel integrar esta nova &rea nos servi¢os nacionais de salde de forma a garantir que
toda a populacdo tem direito aos mesmos cuidados ou tornar-se numa area de salde
apenas disponivel para as classes econémicas superiores? Varios estudos efetuados
entre os profissionais de salde (clinicos gerais, farmacéuticos, nutricionistas)
demonstram que os avangos que tém sido feitos sdo desconhecidos para estes
profissionais os quais ndo se sentem devidamente creditados para passar a desempenhar
esta nova funcdo nos seus postos de trabalho. Contudo, os mesmos profissionais
também acreditam que a nutrigendmica se tornard uma area de importante relevancia no
combate a varios tipos de doencas e que melhorara o estado de satde da populagdo em
geral (Cormier et al., 2014). Assim, parece evidente que a implementacdo da
nutrigendmica na area da saude e da industria alimentar, implicard um significativo
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esforco de formacdo dos profissionais ligados a estas areas, e que do resultado deste
esforco dependera a aceitacdo de produtos e recomendacdes inovadoras de cariz

Nutrigenémico por parte do publico em geral .
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6. Conclusao

A nutrigendémica pretende criar novas estratégias nutricionais de forma a melhorar a
salide de cada individuo tendo em conta as necessidades individuais ou de grupos de
individuos, de forma a prevenir doencas relacionadas com a dieta.

Os estudos nutrigendmicos procuram analisar as substancias contidas nos alimentos que
podem afetar diretamente ou indiretamente o genoma humano, alterando a sua estrutura
e expressao. Procuram assim, determinar de que forma a dieta pode ser um importante
fator de risco para o desenvolvimento de doencas crénicas e quais 0S genes
influenciados que determinam o inicio, incidéncia, progressdo e severidade dessas
doencas.

Os estudos nutrigenémicos permitiram também confirmar a teoria de Lamark, segundo
a qual o ambiente pode moldar o gendtipo de modo transmissivel a descendéncia,
promovendo a evolucdo. A teoria de Lamark surgiu muito antes de poder ser
geneticamente fundamentada tendo sido fortemente contestada e substituida pela teoria
da selecdo natural de Darwin. Contudo, os recentes desenvolvimentos da Epigenética e
da Nutrigendmica, aqui sistematizados, permitiram comprovar que em algumas
situacdes, a teoria de Lamark é a que melhor descreve a realidade objetiva.

Em suma a nutrigendmica, apesar de ser uma ciéncia muito jovem, permitiu ja alterar de
modo significativo alguns paradigmas, e promete no futuro proximo alterar os modelos
de diagnostico e terapéutica e promover estados de salde, recorrendo a dietas
personalizadas que diminuem o risco ou retardam a sintomatologia de doengas cronicas

como a diabetes e doencas coronarias, entre outras.
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