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Epigenetics and cardiovascular risk
in childhood
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SUMMARY

Cardiovascular disease (CVD) can arise at the early stages of development and growth. Genetic and
environmental factors may interact resulting in epigenetic modifications with abnormal phenotypic
expression of genetic information without any change in the nucleotide sequence of DNA. Mater-
nal dietary imbalance, inadequate to meet the nutritional needs of the fetus can lead to intrauterine
growth retardation (IUGR), decreased gestational age, low birth weight, excessive post-natal growth
and metabolic alterations, with subsequent appearance of CVD risk factors. The IUGR, in later years,
may correlate with nonalcoholic fatty liver disease and metabolic syndrome. Fetal exposure to high
cholesterol, diabetes and maternal obesity is associated with increased risk and progression of ather-
osclerosis. Maternal smoking during pregnancy and exposure to various environmental pollutants in-
duce epigenetic alterations of gene expression relevant to the onset or progression of CVD. In children
with hypercholesterolemia and/or obesity, oxidative stress activates platelets and monocytes, which
release pro-inflammatory, pro-atherogenic and pro-oxidants substances, inducing endothelial dysfunc-
tion, decreased Doppler flow-mediated dilation and increased carotid intima-media thickness. Primary
prevention of atherosclerosis should be implemented early. It is necessary to identify, through screen-
ing, high-risk apparently healthy children and take care of them enforcing healthy lifestyle (mainly
consisting of Mediterranean diet and physical activity), prescribing nutraceuticals and eventual medi-
cations, if required by a high-risk profile. The key issue is the restoration of endothelial function in the
reversible stage of atherosclerosis. Epigenetics may provide new markers for an early identification
of children at risk and thereby develop innovative therapies and specific nutritional interventions in
critical times.
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anno nell’'Unione Europea si verificano 1,8
milioni di decessi e si spendono circa 210
miliardi di euro per malattie ed eventi car-
diovascolari, che potrebbero essere ridotti
dell’80% eliminando i fattori di rischio. In
Italia il tasso di mortalita per MCV € pari a
383 morti ogni 100 mila abitanti (Eurostat,
Public health, 2013); ogni anno sono oltre
135 mila gli eventi coronarici acuti (infar-
ti), e circa un terzo di questi ha un esito
fatale. E stato evidenziato, inoltre, che chi
ha avuto un primo infarto ha maggiori pro-
babilita di averne un secondo. La possibi-
lita di ricovero, infatti, entro i due anni dal
primo evento coronarico acuto, € superio-
re al 60% dei casi e il 30% di questi e dovuto
a una nuova sindrome coronarica acuta.
Lidea che i segni di aterosclerosi e le
MCV siano clinicamente rilevanti solo du-

Punti chiave

M I cambiamenti epigenetici rappresentano una risposta
biologica a fattori di stress ambientale e possono essere
trasmessi alla prole influenzandone il rischio di atero-
sclerosi.

M La dieta € un importante modificatore del profilo epige-
netico prima della nascita. In effetti, gli squilibri nutri-
zionali del padre prima del concepimento e della madre
durante la gravidanza possono predisporre il feto al ri-
schio di malattie cardiovascolari e malattie metaboliche
nell’eta adulta.

B Lipercolesterolemia materna durante la gravidanza
puo causare ipercolesterolemia fetale e perossidazione
lipidica con conseguente disfunzione endoteliale e for-
mazione di lesioni aterosclerotiche primordiali. Lo stato
epigenetico del genoma fetale, influenzato dalla nutri-
zione materna, puo persistere nell’eta adulta.

M La prevenzione primaria dell’aterosclerosi dovrebbe
essere iniziata il pitt precocemente possibile. Il punto
chiave é il ripristino della funzione endoteliale nella fase
reversibile dell’aterosclerosi.

B E necessario identificare, attraverso screening, i bambi-
ni ad alto rischio sebbene apparentemente sani.

B I mircoRNA sono emersi come un nuovo Strumento
valido non solo per la diagnosi e la stratificazione del ri-
schio, ma anche come potenziale bersaglio terapeutico.

rante I'eta adulta e anziana € cambiata ne-
gli ultimi anni. Vi € crescente evidenza, in-
fatti, che le malattie cronico degenerative
dell’eta adulta cominciano a formarsi nelle
prime fasi dello sviluppo e della crescita.
Gia dagli anni 80 del secolo scorso Barker
ipotizzava che le piu frequenti patologie
dismetaboliche acquisite, tipiche dell’eta
adulta, sarebbero legate al fenomeno del
“fetal programming”: nel caso in cui le ca-
pacita dell’'unita materno-placentare non
soddisfino le richieste del feto, i primitivi
adattamenti favorirebbero lo sviluppo di
patologie quali I'ipertensione arteriosa, le
malattie cardiovascolari e il diabete melli-
to tipo 2 (1, 2). Studi sperimentali e in vitro
confermano che la crescita fetale € molto
vulnerabile, soprattutto durante il primo
trimestre di gravidanza (3-5). Lo sviluppo
della vita precoce € criticamente sensi-
bile alla nutrizione inadeguata e ad altri
fattori ambientali, portando a mutamenti
permanenti nello sviluppo che possono
influenzare la salute del nascituro a lungo
termine (6). La crescita fetale &€ un proces-
so complesso che dipende sia dal corredo
genetico che dall’'ambiente intrauterino.
Un adeguato apporto nutritivo durante la
gravidanza e l'allattamento € necessario
per il normale sviluppo del feto/neonato.
E anche noto che l'ambiente, I'alimenta-
zione e lo stile di vita peri-concezionale
dei genitori possono creare effetti dura-
turi sulla salute della prole (7, 8). Fattori
ambientali e genetici possono interagire
gia dall’eta gestazionale provocando alte-
razioni epigenetiche che possono ripro-
grammare i geni metabolici in utero, dare
origine a markers precoci di rischio car-
diovascolare nel neonato/bambino e MCV
nell’eta adulta.

Lepigenetica rappresenta un fenome-
no di alterata espressione fenotipica che
si ha senza cambiamenti della sequenza
nucleotidica; puo interessare la metila-
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zione del DNA, le alterazioni degli istoni
e dei microRNA (9). La metilazione del
DNA puo essere influenzata dall’alimenta-
zione, in particolare da nutrienti portatori
di gruppi metilici come le vitamine e gli
aminoacidi. Gli istoni, ottameri di proteine
basiche attorno a cui si avvolge il DNA in
doppia elica, nelle code terminali possono
andare incontro ad alterazioni enzimati-
che. I microRNA, il cui interesse € andato
aumentando negli ultimi anni, sono pic-
cole molecole endogene di RNA non co-
dificante che contengono circa 22 nucle-
otidi. Sono implicati nell’eziopatogenesi
di diverse malattie, soprattutto di quelle
cronico-degenerative come l'aterosclero-
si e quindi delle MCV (10-12). Lo stress
ossidativo, che si ha nell’eziopatogenesi
dell’aterosclerosi, puo portare a disfunzio-
ne endoteliale con attivazione cellulare sia
piastrinica che monocitica e rilascio di so-
stanze pro-aterogene, pro-inflammatorie,
vasocostrittrici e pro-ossidanti (13-15).
Recentemente sono state osservate altera-
zioni epigenetiche di alcuni microRNA in
bambini ipercolesterolemici (16, 17). Le-
pigenetica € un paradigma chiave della sa-
lute riproduttiva. I modulatori epigenetici,
attraverso le modificazioni epigenetiche,
possono rimodellare la cromatina e dare
origine a fenotipi alterati (18).

Il maschio, sottoposto a radiazioni ioniz-
zanti, ad alcool, fumo e diete squilibrate,
puo andare incontro a modificazioni epige-
netiche che alterano la morfo-funzionalita
degli spermatozoi con ripercussioni nega-
tive sulla fecondazione, sull’embriogenesi,
e, dopo la nascita, sul neonato e sull’adulto
(19). E scientificamente accertato che ma-
lattie della madre durante la gravidanza
(sovrappeso, obesita e diabete), squilibri
nutrizionali e alterati stili di vita (fumo,
abuso di alcool, droga ecc.) pre e pericon-
cezionali, sia materni che paterni, posso-
no dare origine ad un ritardo di crescita

intrauterino (IUGR), ad una diminuita eta
gestazionale, ad un basso peso alla nascita
e, infine, ad un’eccessiva crescita di recu-
pero di peso in eta precoce, il cosiddetto
‘adiposity rebound’, con sviluppo successi-
vo di obesita, sindrome metabolica e au-
mento delle probabilita di andare incontro
in futuro a malattie e neoplasie del fegato,
diabete di tipo 2 e MCV (20, 21).

I neonati, soprattutto se pretermine,
sono particolarmente vulnerabili allo
stress ossidativo perché presentano una
produzione accelerata di radicali liberi
dell’ossigeno (ROS) e la protezione limi-
tata di antiossidanti, aumentando la su-
scettibilita alle MCV nelle eta successive.
La programmazione ossidativa di stress-
mediato puo agire direttamente attraverso
la regolazione epigenetica del gene. Lo
stress ossidativo e gli squilibri nutrizionali
sono considerati meccanismi importanti
della programmazione e dello sviluppo di
malattie cardiovascolari, che si manifesta-
no dopo un lungo periodo asintomatico
(22). Recentemente ¢ stato dimostrato che
I'espressione di miR-155, miR-181a e miR-
221 differisce nei bambini nati da donne
obese rispetto ai bambini nati da donne di
peso normale. I cambiamenti nell’espres-
sione dei microRNA potrebbero parte-
cipare alla programmazione epigenetica
fetale dei disturbi metabolici nei bambini
nati da donne obese (23). Tra I'altro, i nati
da genitori obesi presentano alterata me-
tilazione del DNA rispetto ai bambini nati
da genitori in normopeso. Lo stile di vita
pre-concezionale dei genitori puo causare,
durante la gametogenesi e lo sviluppo pre-
coce, effetti epigenetici transgeneraziona-
li (24). Uno studio sperimentale, condotto
su ratti, ha dimostrato che la dieta ricca
in grassi e I'obesita della madre durante
la gravidanza provocano alterazioni della
metilazione del DNA e del microbioma
intestinale, predisponendo la prole all'in-
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fiammazione epatica e alla fibrogenesi che
contribuiscono alla patogenesi della stea-
tosi epatica non alcolica (NASH) (25).

E recente l'interesse per la nutrigeno-
mica, il microbioma intestinale e 1'epige-
nomica, la cui interazione, nel tempo, puo
dare origine a rischio cardiovascolare at-
traverso metilazione e modificazioni epi-
genetiche e alterazioni del metaboloma,
lipidoma e proteoma (26). Infatti i fattori
di rischio gestazionali (aumento di peso,
BMI, dieta, farmaci) influenzano il micro-
biota intestinale materno, con ripercussio-
ni sul feto che, anche dopo la nascita, at-
traverso l'allattamento al seno, puo subire
ulteriori modifiche del suo microbioma.
Si possono cosi porre le basi per la forma-
zione, in futuro, di malattie metaboliche e
autoimmuni (27). Linterrelazione tra nu-
trizione materna e neonatale, microbiota
intestinale ed epigenetica avviene durante
i primi 1.000 giorni di vita (28). L’alimen-
tazione materna, pertanto, puo influenza-
re lo stato epigenetico del genoma fetale
che puo persistere nell’eta adulta. E stato
inoltre dimostrato che una dieta a basso
contenuto proteico € associata ad alterata
metilazione prenatale del DNA dei geni
coinvolti nel metabolismo dei lipidi (29).

Lipercolesterolemia in gravidanza in-
fluenza il “programming” in utero e aumen-
ta la suscettibilita all’aterosclerosi nelle eta
successive (30). Durante le prime fasi della
gravidanza, lipercolesterolemia materna
puo dare origine a ipercolesterolemia, pe-
rossidazione lipidica e alterazioni dei geni
aterogeni nel plasma fetale favorendo la
formazione di lesioni aterosclerotiche pri-
mordiali a livello delle arterie del feto a cau-
sa dellaumentato stress ossidativo (31).

E recente uno studio sperimentale con-
dotto su ratti che dimostra come il diabete
materno e l'iperglicemia fetale diano origi-
ne a diminuita sintesi di NO (NOS3) e ad
inibizione di Notch 1, gene implicato nello

sviluppo di numerose cellule e tessuti car-
diaci, per cui si ha un alterato sviluppo del
cuore e la formazione di cardiopatie con-
genite (32). Liperglicemia fetale, associa-
ta al diabete materno, aumenta di 5 volte
il rischio di MCV. Il diabete materno puo
influenzare I'espressione di geni critici di
sviluppo cardiaco attraverso meccanismi
epigenetici, suggerendo che i fattori am-
bientali possono agire in una popolazione
geneticamente sensibilizzata (33,34). Le-
sposizione alla caffeina durante 'embrio-
genesi inibisce l'espressione di enzimi
chiave della metilazione del DNA e porta
ad alterazioni cardiache morfo-funzionali
come la cardiomiopatia ipertrofica e la car-
diomiopatia dilatativa (35). In gravidanza
I'assunzione di caffeina deve essere <200
mg/die cioe due tazzine (il contenuto di
caffeina/tazzina e ~85 mg).

Diversi studi hanno dimostrato che un
maggior consumo di sale puo provocare
alterazioni epigenetiche come il deficit di
LSD1, una demetilasi istonica che si asso-
cia a vasocostrizione vasale, alterato rila-
scio di NO e ipertensione arteriosa (36).
Recentemente € stato anche dimostrato
che T'eccessivo consumo di sale puo pro-
muovere I'autoimmunita indotta dalla de-
mitilazione del DNA (37).

Il fumo in gravidanza e durante I'al-
lattamento puo provocare modificazioni
epigenetiche con alterazioni organiche (ri-
duzione dei nefroni), endocrine (obesita,
diabete) e metaboliche (riduzione HDL
colesterolo) (38). Bambini nati da madri
fumatrici, all’eta di 5 anni mostrano au-
mento dell'ispessimento medio-intimale
carotideo e riduzione della flussimetria
mediata (indici subclinici di aterosclero-
si); danni questi che si possono avere an-
che con il fumo di terza mano (39). Come
tutti i fattori di rischio cardiovascolare fin
qui trattati anche I'esposizione a inquinan-
ti ambientali - metalli pesanti, quali nichel,
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cadmio e arsenico e radiazioni ionizzanti
o raggi ultravioletti -, puo dare origine a
disfunzione endoteliale con alterazione
della permeabilita, adesione e migrazione
subendoteliale leucocitaria e successiva
formazione di cellule schiumose, primum
movens dell’evoluzione aterosclerotica.
Gli inquinanti ambientali possono avere
effetti obesogeni, dare origine a ipometi-
lazione del DNA, aumentare la rigidita ca-
rotidea e alterare 'espressione dei mir 222
implicati nell'infiammazione vasale (40).

Conclusioni

Le MCV hanno origine in eta pediatri-
ca. Le modificazioni epigenetiche si posso-
no avere gia dall’eta gestazionale. E neces-
sario promuovere e diffondere corrette
abitudini di vita ed alimentari che possono
avere ripercussioni positive sull’epigeneti-
ca. La dieta mediterranea, prototipo di una

RIASSUNTO

sana alimentazione, ha effetti positivi sul
diabete tipo 2 e sulla sindrome metabolica,
che é pit frequente nei bambini che hanno
scarsa aderenza alla dieta mediterranea e
all’attivita fisica. Lavori recenti hanno di-
mostrato che la dieta mediterranea puo
esercitare un benefico effetto sulla salute
con la sua azione antiinflammatoria media-
ta da meccanismi epigenetici (41). Ci sono
forti prove che i cambiamenti epigeneti-
ci durante lo sviluppo fetale sono fattori
chiave nella formazione della sindrome
metabolica. Questi cambiamenti sono in-
dotti dalla nutrizione materna, che influen-
za l'ambiente intra-uterino. Lepigenetica
svolge un ruolo importante nella regola-
zione del rischio cardiovascolare in eta pe-
diatrica (42). I microRNA rappresentano
utili biomarkers per identificare i bambini
a rischio ed eventualmente sviluppare te-
rapie innovative e interventi nutrizionali
specifici per le MCV.

Le malattie cardiovascolari (MCV) possono insorgere nelle prime fasi dello sviluppo e della crescita.
Fattori genetici e ambientali possono interagire dando origine ad alterata plasticita dello sviluppo e a
modificazioni epigenetiche con anormale espressione fenotipica di informazioni genetiche pur senza
cambiamenti nella sequenza nucleotidica del DNA. Squilibri alimentari materni, inadeguati a soddisfa-
re i bisogni nutrizionali del feto, possono portare a: ritardo della crescita intrauterina IUGR), diminu-
zione dell’eta gestazionale, basso peso alla nascita, eccessiva crescita post-natale, alterazioni metabo-
liche e conseguente comparsa di fattori di rischio cardiovascolare. CIUGR, negli anni successivi, puo
essere correlato con la steatosi epatica non alcolica e la sindrome metabolica. L'esposizione fetale a
colesterolo alto, diabete e obesita della madre ¢ associata ad un aumento del rischio e della progressio-
ne dell’aterosclerosi. Il fumo materno durante la gravidanza e 'esposizione a vari inquinanti ambientali
inducono alterazioni epigenetiche dell’espressione genica, importanti per I'insorgenza o la progressio-
ne delle MCV. Nei bambini con ipercolesterolemia e/o obesita, lo stress ossidativo attiva le piastrine
e i monociti, che rilasciano sostanze pro-infiammatorie, pro-aterogene e pro-ossidanti, inducendo di-
sfunzione endoteliale, diminuzione della dilatazione flusso-mediata e aumento dello spessore intimo-
medio carotideo. La prevenzione primaria dell’aterosclerosi, ancorata ai classici fattori di rischio, deve
essere attuata precocemente. E necessario identificare, attraverso screening, i bambini ad alto rischio,
seppur apparentemente sani, trattarli preventivamente con alimentazione, attivita fisica e stile di vita
corretti, con eventuale aggiunta di nutraceutici e, infine, con farmaci se i profili di rischio non si sono
normalizzati. Il problema chiave ¢ il ripristino della funzione endoteliale nella fase ancora reversibile
dell’aterosclerosi. L'epigenetica puo fornire nuovi marcatori per una identificazione precoce dei bam-
bini a rischio e quindi sviluppare terapie innovative e specifici interventi nutrizionali nei periodi critici.

Parole chiave: malattie cardiache, epigenetica, ritardo di crescita intrauterino, stress ossidativo, eta

pediatrica.
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Questionario di auto-apprendimento

1) La crescita fetale &€ un processo

complesso che dipende:
a) dal corredo genetico

b) dall’ambiente intrauterino
¢) solo dall’apporto nutritivo
d)aeb

3) Laterosclerosi ¢ un processo

cronico-degenerativo che:

a) inizia in eta adulta

b) inizia in eta fetale

¢) si manifesta in eta pediatrica
d) compare dopo la puberta

2) 1l ritardo di crescita 4) Le modificazioni epigenetiche:

intrauterino aumenta il rischio a) alterano I'espressione

di: di determinati geni

a) insulino-resistenza b) alterano la sequenza nucleotidica

b) obesita ¢) provocano solo metilazione

¢) diabete del DNA

e) tutti i precedenti d) provocano l'ossidazione del DNA
(Risposte corrette: 1) d; 2) e; 3) b; 4) a

Glossario

Fetal programming: € un processo per cui uno stimolo o un insulto durante la vita fetale puo
condizionare sfavorevolmente la crescita e la funzione di organi e apparati, correlandosi con
I'insorgenza di patologie cronico-degenerative.

Nutrigenomica: e la scienza che studia le correlazioni tra alimenti e modifiche del DNA.

Epigenetica: fenomeno di alterata espressione fenotipica che si ha senza cambiamenti della se-
quenza nucleotidica; puo interessare la metilazione del DNA, le alterazioni degli istoni e dei
microRNA.

Epigenomica: ¢ lo studio del set completo di modifiche epigenetiche nel materiale genetico di
una cellula ('epigenoma).

Metilazione DEL DNA: ¢ un meccanismo epigenetico ben definito che “silenzia” i geni, ossia ne
impedisce I'attivita; & coinvolto nella regolazione di una grande varieta di processi biologici, tra
cui I'espressione genica, la stabilita del genoma e I'imprinting dei genitori.

Istoni: proteine basiche che si aggregano formando ottameri intorno a cui si avvolge il DNA in
doppia elica dando origine al nucleosoma. Ciascun istone puo subire numerose alterazioni ad
opera di specifici enzimi che provocano acetilazione, metilazione e fosforilazione. Tali modifica-
zioni avvengono a livello delle code N-terminali alterando la formazione della cromatina.

MicroRNA: brevi sequenze endogene di RNA non codificante (lunghe da 19 a 25 nucleotidi a sin-
golo filamento) che agiscono come regolatori dell’espressione genica prevalentemente a livello
post trascrizionale. I microRNA svolgono un ruolo determinante nella fisiologia e fisiopatologia
vascolare sin dalle prime fasi dello sviluppo embrionale e sono in grado di interferire con le
varie fasi dell’aterogenesi.

Adiposity rebound: fisiologica inversione della curva dell’adiposita. Rappresenta I'eta in cui, in
eta prescolare, il BMI inizia ad aumentare ed e predittivo dello sviluppo di obesita: se avviene
prima dei 5 anni vi € elevato rischio che il bambino diventi obeso.
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