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‘Em algum lugar, algo incrivel espera
para ser conhecido.”

Carl Sagan
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RESUMO

Modificacbes epigenéticas estdo relacionadas a padrdes de expressao
génicas diferentes. A desregulacdo nos processos epigenéticos, incluindo metilagdo
nas caudas de histona, tem sido associada a biologia das lesdes cancerosas e seus
resultados clinicos. Até agora, diversos genes codificadores de metiltransferases
tem sido descritos e associados a carcinogénese mamaria. Os genes codificadores
de metiltransferases de lisina de histonas apresentam um dominio SET o qual é
capaz de metilar residuos de lisina nas caudas das histonas. A desregulacdo neste
processo de metilacdo pode mudar a conformacdo da cromatina e permitir a
transcricdo de genes que agem na carcinogénese. Proteinas que contém o0s
dominios SET e MYND (SMYDs) constituem uma familia de cinco proteinas
altamente conservadas desde leveduras até vertebrados, e nem todas foram
completamente caracterizadas. O gene SMYD4 humano estd localizado no
cromossomo 17 (17p13.3), em wuma regido que perde comumente a
heterozigosidade em canceres de mama. No presente estudo, investigou-se o perfil
de expressdo do gene SMYD4 em tumores de mama e seus tecidos ndo tumorais
adjacentes, em sete diferentes linhagens celulares de cancer de mama e em treze
diferentes tecidos humanos ndo cancerosos. Além disso, foram utilizadas células
estaveis com SMYD4 superexpresso na investigacdo da localizacdo subcelular de
sua proteina e na andlise da proliferacdo celular em consequéncia desta
superexpressdo. Ademais, analisou-se a consequéncia da inibicdo de expresséo
deste gene em linhagem celular de cancer de mama. Diante desses objetivos,
descobriu-se que SMYD4 estd frequentemente hipoexpresso em canceres de
mama, comparado as contrapartes nao tumorais, e diminuidos em todas as
linhagens celulares de cancer de mama. Interessantemente, ha uma maior
expressdo nos tecidos mamarios em comparagdo a todos os outros analisados.
Além disso, observou-se maior proliferacdo em células com expressdo do SMYD4
silenciada. Os resultados demonstram novos caminhos na elucidacdo do papel de
SMYD4, evidenciando a importancia de sua hipoexpressao na progressao do cancer

de mama.

Palavras-chave: SMYD4, expressao génica, cancer de mama, tecidos normais.



ABSTRACT

Epigenetic modifications are related to different gene expression patterns.
Misregulation of epigenetic processes, including methylation in histone tails, has
been associated to the biology of cancer and their clinical outcome. Up to date,
several methyltransferase genes have been described to be involved in breast
carcinogenesis. Histone lysine methyltransferase genes encode proteins containing a
SET domain with the ability to methylate lysine residues in histone tails.
Misregulation on this methylation process can change the chromatin conformation
and allow transcription of genes that operate in carcinogenesis. SET and MYND
domain proteins (SMYDs) are a family of five proteins highly conserved from yeast to
vertebrates, which have not yet been fully characterized. Human SMYD4 gene is
located at chromosome 17 (17p13.3) which is a region commonly exhibiting loss of
heterozygosity in breast cancers. In the present study it was investigated the
expression profile of SMYD4 in breast tumors and its adjacent non-tumor tissues, in
seven different breast cancer cell lines and in thirteen human normal tissues. In
addition it was used stable cell lines overexpressing SMYD4 to investigate its
subcellular localization, as well as its impact on cellular growth behavior before
SMYD4 overexpression. It was also analyzed the effects of SMYD4 inhibition on the
proliferation of a breast cancer cell line. It was found that SMYD4 is frequently
downregulated in breast cancers compared to its non-cancerous counter-parts and
frequently decreased in all breast cancer cell lines. Interestingly, it showed a higher
expression in breast tissues comparing to all normal tissues analyzed. In addition it
was found an increased proliferation in cells with silenced expression of SMYD4.
These results shed new lights on the role of SMYDA4, evidencing the importance of its

downregulation for breast cancer progression.

Keywords: SMYD4, gene expression, breast cancer, normal tissues.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Modelo esquematico de alteracdo estrutural na cromatina por

MOdIfiCaCOES EPIJENELICAS. ....cccceeeeieeeiiiic e e e 21
Figura 2 — Estrutura do gene SMYD4 , RNA mensageiro e proteina. .........ccccceeeenee 25
Figura 3 — Avaliacéo da integridade do RNA extraido de amostras clinicas. ............ 31

Figura 4 — Teste do cDNA sintetizado a partir do RNA extraido de amostras clinicas.

Figura 5 — Curva de padronizacéo por gPCR dos ensaios de p-actina e SMYDA4. ...32
Figura 6 — Determinagéo de valores atipicos entre as amostras clinicas.................. 34
Figura 7 — Determinagéo da quantidade minima de G418 em células HEK293........ 35
Figura 8 — Determinacéo da quantidade minima de puromicina em células MDA-MB-

122 3 SRR PPPR 36
Figura 9 — Modelo esqueméatico do vetor de eXpreSSa0. ........evvvvveeeriiiiciviiiiieeeeeeeennns 37
Figura 10 — Confirmacé&o da digestao do plasmideo de expressao de SMYDA4. ....... 37
Figura 11 — Esquema de diluicdo para selecdo de uma Unica célula........................ 38

Figura 12 — Avaliag&o dos niveis de expressado de SMYD4 dos clones transfectados

COM O VEtOr d€ SUPEIEXPIESSAOD. ..uvvuuuiieeeeeeeeeiiiiiieeeeeeeeeeeataia e e e e e e e e e eessaa e aeees 39
Figura 13 — Modelo esquematico do vetor de ShRNA pGFP-V-RS. ........ccccccceerninns 40
Figura 14 — Controle de transfec¢é@o dos plasmideos controle de shRNA. ............... 41
Figura 15 — Controle de transfec¢é@o dos plasmideos shRNA para SMYDA4. ............ 42

Figura 16 — Western Blot das células com o controle mock e com a superexpressao.

Figura 17 — Comparacédo entre SMYD4 e os outros membros da familia SMYD. .....46

Figura 18 — Alinhamento da sequéncia dos dominios MYND dos membros da familia

SIMY Dttt e e e e et e e e na e e e e ee e 46
Figura 19 — Alinhamento da sequéncia dos dominios SET dos membros da familia
0 1Y P 47

Figura 20 — Analise de quantificacao relativa do gene SMYD4 em sete linhagens de
(o= L ot=Talo [N o =T o - T 48
Figura 21 — Expressao relativa do gene SMYD4 em amostras de cancer de mama.49

Figura 22 — Expressao relativa do gene SMYD4 em diferentes tecidos humanos....50



Figura 23 — Coloracéo por giemsa para avaliacdo do efeito de superexpressao do

gene SMYD4 em células HEK293. ........coooiiiiiiiiii e 51
Figura 24 — Ensaio de MTT para avaliacado do efeito de silenciamento do gene
SMYD4 por shRNA em células MDA-MB-231........ccccoiiiiiiiiiiiiiiie e 52

Figura 25 — Localizag&o subcelular de SMYD4 por imunocitoquimica. ..................... 53



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Estimativa dos tipos de cancer mais incidentes no Brasil para 2012 ...... 17
Tabela 2 — Diferentes metiltransferases de lisina de histona ..........ccccccccvvvvviiiinnnnnn. 23
Tabela 3 — Linhagens celulares de cancer de mama descritas por receptores e tipo
L0041 ] = | URPRPRRN 27
Tabela 4 — Caracteristicas clinicas e histopatolégicas das amostras tumorais de
(o= Lot o [N o =T g o T 29

Tabela 5 — Sequéncia dos shRNAs para silenciamento do gene SMYD4 ................ 40



17p13.3
ATCC

BSA

cDNA
c-erB2/HER2
CO;

Cr

DAPI

DMEM
DNAse |
G418

H K me_

HEK?293
HKMT
I.C.
MTT
PBS
PCR
PVDF
gPCR
QR
RE
RNAse

RP

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Cromossomo 17, braco curto, regido 1, banda 3, sub-banda 3
American Type Culture Collection
Albumina de soro bovino
DNA complementar
Receptor do fator de crescimento epitelial do tipo 2
Diéxido de carbono
Cycle threshold
4,6-diamino-2-fenilindol
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Desoxirribonuclease |
Geneticina

Identificac@o da histona, nimero do residuo de lisina, grau de
metilacéo

Human Embryonic Kidney 293
Metiltransferases de lisina de histona
Intervalo de confianca

Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio
Tampao fosfato-salino

Reacdo em cadeia da polimerase
Difluoreto de polivinilideno

PCR em tempo real

Quantificacao relativa
Receptor de estrogeno

Ribonuclease

Receptor de progesterona



SAM
SDS
SDS-PAGE

ShRNA
SMYD
TBS
TBS-T
TCLE

VEGFR1

S-adenosilmetionina
Dodecil sulfato de sédio

Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de
sodio

small hairpin RNA

Familia de proteinas que contém os dominios SET e MYND
Solucao salina tamponada com Tris

Solucao salina tamponada com Tris acrescentada de Tween 20
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Receptor 1 do fator de crescimento endotelial vascular



SUMARIO

L INTRODUGAO ...ttt nnanas 16
3 I 2 o= T g o PR 16
1.2 O CANCEI U8 MAIMAL ...ceiieeiiiiiie ettt e e e e ettt e e e e e e e e e earas e e e e e e eeeeesnnnnnnes 18
1.3 A heterogeneidade do CANCEr & MamMA. ......ccevvvriuiiiiieeeee e 19
1.4 Alteragdes moleculares € CANCET. ........coooeeeeee e 20
1.5 Afamilia SMYD € 0 geNe SMYDA........ooiiiiiiiiiieecie e 23

2 OBUIETIVOS ..ottt e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaas 26
2.1 ODJELIVOS QEIAIS ....coeiiiiiieeieeeee et 26
2.2 ODjetivoS ESPECITICOS .. ..uuiiiiiiiieeie it 26

SIMETODOS ...ttt ettt ettt et e et s e ettt a e et e e et eeaens 27
3.1 Comparacéo da sequéncia de aminoacidos entre membros da familia SMYD27
3.2 LINhAgeNnS CEIUIAIES .........uuiiii e 27
3.3 Sintese de DNA complementar (cDNA) de diferentes tipos de tecido ............. 28
3.4 Coleta de amostras CliNICAS .........ccovvviiiiiiiiiieeee e 28
3.5 Extracdo do RNA total e sintese de DNA complementar (CDNA) .................... 29
3.6 PCR em Tempo Real (QPCR) .....cooiiiiiee e 32
3.7 Andlises dos dados de PCR em Tempo Real ...........c.ccooviviiiiiiiiii e, 33
3.8 Avaliacéo da viabilidade celular por reacdo de reducdo do MTT ..................... 34
3.9 Determinacao da quantidade minima do agente seletivo ...............cccceevvvvnnnnnn. 35

3.10 Estabelecimento de células estaveis para superexpressao do gene SMYD436
3.11 Avaliacdo com coloracéo giemsa do efeito da superexpressédo do SMYD4 ..39
3.12 Silenciamento do gene SMYD4 por shRNA em linhagem MDA-MB-231 de

(o= Lot o [N o =T o o - PP 40
S LS WESLEIN BIOL......ccc e 42
3.14 Localizacdo subcelular de SMYD4 por imunocitoquimica.........ccccceevvveeeeeenne.. 44
3.15 ASPECIOS ELICOS. ....cuveueeeeeeieeieieieeee ettt ettt e e et eaeeaeeee e 45
A RESULTADOS ...t e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeanaes 46
4.1 Os principais dominios de SMYD4 assemelham-se aos outros membros da
L= L1 E= TS 11 2 PSR 46
4.2 SMYD4 esté hipoexpresso em linhagens celulares de cancer de mama......... 48
4.3 SMYD4 esté hiporregulado na maioria das amostras de cancer de mama .....49

4.4 SMYD4 estd mais expresso em tecido Mamario...........ccccceeeeeeeeeeeeeeiiiiee e, 50



4.5 Avaliagao do efeito de superexpressdo do gene SMYD4 ........ccoovvvviviiiiiennenn. 51

4.6 Avaliagéo do efeito de silenciamento do gene SMYDA4.........cccovvvvvvviiiiiiiinennnen. 52
4.7 A proteina SMYD4 esta localizada no citoplasma............cccceeeeeeeiieeiiiiciiieeeeen, 53
B DISCUSSAD ...oouiiieieiie ittt sttt ettt ettt 54
B CONCLUSAO. ...ttt ettt 58
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... 59

ANEXOS . 66



16

1 INTRODUCAO

1.1 O CANCER.

O céancer representa um grande problema de saude publica, tanto nos paises
desenvolvidos quanto nos paises em desenvolvimento. As estatisticas mundiais
mostram que, no ano 2000, cerca de seis milhdes de pessoas morreram por essa
causa e que aproximadamente 43% dessas mortes eram de mulheres (1). Nas
Ultimas décadas, a doenca ganhou uma dimenséo maior. A Organiza¢cdo Mundial da
Saude estimou 27 milhdes de casos incidentes de cancer, 17 milhdes de mortes por
cancer e 75 milhGes de pessoas vivas com cancer no ano 2030. O maior efeito
desse aumento vai incidir em paises de baixa e média renda (2). Além disso, o
cancer foi visto como principal causa de morte no mundo em 2008, em que
contabilizou 7,6 milhdes de mortes, cerca de 13% do total (3).

A incidéncia global do cancer continua a crescer amplamente por conta do
envelhecimento e crescimento da populacdo mundial e também por causa dos
hébitos que podem causar cancer. Tais fatores devem ser levados em consideracgao
principalmente em paises em desenvolvimento, onde o cancer de mama feminino,
de pulmao e colorretal estdo ocorrendo em frequéncias altas (4). No Brasil, o cancer
de mama é o que mais afeta as mulheres e, entre os homens, o mais incidente € o
cancer de prostata. As estimativas mostram que esses tipos de cancer sado cerca de
3 vezes mais incidentes que outros tipos entre essas populagdes (Tabela 1). Neste
sentido, alguns aspectos devem ser enfatizados quanto aos fatores de risco, como o
fato de o mesmo fator poder ser de risco para varias doencas — como o tabagismo —
e de vérios fatores de risco estarem envolvidos na génese de uma mesma doenca —
agentes causais multiplos. Estudos destes fatores de risco, sejam isolados ou
combinados, permitem estabelecer relacbes de causa-efeito entre eles e

determinados tipos de cancer (5).
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Tabela 1 — Estimativa dos tipos de cancer mais incidentes no Brasil para 2012

Mulheres Homens
. s Casos o S Casos
Localizacdo primaria Percentual Localizacdo primaria Percentual
novos novos
Mama Feminina 52.680 27,90% Prostata 60.180 30,80%
Colo do Utero 17540  9,30% | |radue Bronquioe 7515 g go%
Pulméo
Célon e Reto 15.960 8,40% Célon e Reto 14.180 7,30%
Glandula Tireoide 10.590 5,60% Estbmago 12.670 6,50%
Traqueia, Bronquioe 15999 5309 Cavidade Oral 9.990  5,10%
Pulméo
Estbmago 7.420 3,90% Eso6fago 7.770 4,00%
Ovério 6.190 3,30% Bexiga 6.210 3,20%
Corpo do Utero 4.520 2,40% Laringe 6.110 3,10%
S'Stegsn't\'rg{"oso 4.450  2,40% |Linfoma ndo Hodgkin 5190  2,70%
Linfoma ndo Hodgkin ~ 4.450  2,40% S'Steg‘gn't\‘rgl“’oso 4820  2,50%

Legenda: Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes no Brasil
estimados para 2012 por sexo, exceto pele ndo melanoma (2).

Além dos habitos e comportamentos de cada individuo, segundo Weinberg, em
2008 (6):

A natureza do cancer sugere que este seja a doenca do caos, o0 colapso da
ordem biol6gica existente no corpo humano. Mais especificamente, a
desordem observada no cancer deriva-se diretamente do mau
funcionamento do controle que normalmente é responsavel por determinar
guando e onde as células ao longo do corpo irdo multiplicar-se.

Os tumores tém sido reconhecidos como tecidos muito complexos, compostos
de mudltiplos e distintos tipos celulares que participam de interacfes heterotdpicas
entre si (7). Além disso, o cancer também tem sido apontado como doenca cronico-
degenerativa que apresenta desenvolvimento prolongado e progressivo se nao
houver interferéncia em algum de seus estagios, tratando-se de um conjunto de
mais de cem doencas que tém em comum o crescimento desordenado de células,
mas que podem ser diferentes em aspectos etioldgicos, de frequéncia e de
manifestacdes clinicas (8, 9). Todavia, apesar de todas essas consideracfes, 0
cancer é considerado a doenga cronica com o maior potencial de cura se detectado

precocemente (10).

O céancer é a segunda causa mais comum de morte, depois das doencas
cardiovasculares, e o envelhecimento da populacdo possibilita o aumento dessa

estatistica. Por isso, os testes moleculares para esta enfermidade tendem a crescer
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nos proximos anos e, atualmente, varias empresas tém desenvolvido testes de
predisposicao baseando-se em variacbes genOmicas associadas a fases anteriores
da doenca. Neste sentido, a associacdo do diagndstico molecular com a terapéutica
direcionada é uma estratégia bem sucedida no desenvolvimento de drogas
anticancer (11).

Diante desses fatos, com o advento dos marcadores moleculares em cancer,
tornou-se mais facil o manejo clinico dos pacientes, auxiliando nos processos de
diagnéstico, prognéstico, estadiamento, avaliacdo da resposta terapéutica, deteccao
de recidivas, localizacdo de metéstases, deteccdo precoce de recorréncia e nos
tratamentos com imunorradioterapia (12, 13). Desta forma, a busca por estes
marcadores tem crescido cada vez mais no ramo da pesquisa em cancer, e novas

descobertas tém facilitado em todos os aspectos supracitados.

1.2 O CANCER DE MAMA.

O cancer de mama € o segundo tipo mais comum e € a neoplasia de maior
incidéncia na populacdo feminina mundial, com aproximadamente um milhdo de
casos novos por ano (1, 2, 3). A estimativa de novos casos de cancer de mama no
Distrito Federal em 2012 foi de 880 para cada 100 mil mulheres e de 52.680 (27,9%)
novos casos no Brasil (2). Alguns fatores sédo determinantes para a variacado mundial
da incidéncia do céancer de mama, como a oferta de servicos diagnosticos,
diferencas nos fatores de reproducéo e hormonais (4, 14).

As mulheres mais atingidas pelo cancer de mama sao as de idade entre 45 e
65 anos, dada a tendéncia de aumentar o niumero de mulheres nessa faixa etaria em
virtude do aumento da expectativa de vida (15). Entretanto, outros fatores além da
idade estdo envolvidos com o surgimento da doenga, dos quais se pode citar a
exposicao a radiacdes ionizantes, grande ingestdo de gorduras saturadas, menarca
precoce, menopausa tardia, nuliparidade, primeira gestacdo apés os 30 anos de
idade, uso indiscriminado de hormdnios, consumo de 4&lcool e antecedentes
familiares positivos. Além disso, por ser de etiologia desconhecida, o cancer de
mama néo pode ser evitado, mas sabe-se que atividade fisica moderada, dieta rica
em frutas e verduras, primeira gestacao antes dos 30 anos de idade, menarca tardia

e menopausa precoce sdo alguns dos fatores de protecao (15, 16).
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De acordo com o Ministério da Saude, a primeira dificuldade que se enfrenta
no estudo das neoplasias € a sua definicdo, pois ela se baseia na morfologia e na
biologia do processo tumoral, podendo ser modificada com a evolucdo do
conhecimento (17). No caso do cancer de mama, o rastreamento e o diagndstico
séo realizados por meio de exames de imagem, e o tratamento é determinado com
base em fatores prognésticos e preditivos da resposta a determinadas terapias.
Dentre esses fatores, destacam-se as caracteristicas clinicas (idade do paciente e
estadiamento), anatomopatoldgicas (tipo/subtipo histolégico, grau histoldgico,
acometimento de linfonodos regionais), presenca de receptores especificos e, mais
recentemente, a expressdo de determinados genes (18). Apesar da importante
caracterizacdo histopatolégica, uma caracterizagdo molecular mais rica pode tornar
o tratamento mais especifico e eficaz, melhorando o progndéstico do paciente com
cancer de mama, jA que os diferentes tipos de cancer de mama tém patologia e
perfis heterogéneos (19).

1.3 A HETEROGENEIDADE DO CANCER DE MAMA.

O cancer de mama tem sido cada vez mais visto como uma doenca muito
diversificada devido a caracteristicas como comportamento biol6gico, prognostico e
evolucdo da doenca, o que vem sendo confirmado por estudos moleculares (20). Um
dos maiores desafios a ser enfrentado é a heterogeneidade tumoral do carcinoma de
mama, ja que desfechos distintos podem surgir em relagdo aos fatores progndsticos
e as respostas aos tratamentos instituidos mesmo em tumores que apresentam tipos
histoldgicos, estadios e graus de diferenciacdo iguais (21). Neste sentido, acredita-
se que as divergéncias demonstradas no comportamento biolégico entre tumores
microscopicamente similares possam ser justificadas pela complexidade do céancer
de mama e pelo acumulo de altera¢cdes moleculares (22).

Nas ultimas décadas, a heterogeneidade do cancer de mama vem sendo
muito estudada em decorréncia da descoberta de receptores hormonais como o
Receptor do Fator de Crescimento Epitelial do tipo 2 (HER2), o Receptor de
Estrogeno (RE) e o Receptor de Progesterona (RP). Tais receptores tornaram-se
importantes alvos terapéuticos da oncologia clinica atual, contudo, estudos indicam

que até 15% das neoplasias de mama ndo expressam nenhum desses receptores
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(23). Diante da diversidade de caracteristicas moleculares, um dos objetivos da
investigagdo molecular do carcinoma de mama atualmente é encontrar alvos
terapéuticos em tumores de todos os subtipos moleculares (24).

Até o final dos anos 90, os pacientes que tinham o diagndstico de carcinoma
de mama eram tratados como se tivessem doencas semelhantes, baseando-se
principalmente numa classificacdo morfologica que impossibilitava justificar por que
0S casos com o mesmo diagnostico e estadio podiam ter desfechos clinicos
marcadamente diferentes (24). Nos dias de hoje, a atribuicio de medidas
preventivas ou intervencdes no tratamento baseando em caracteristicas individuais
pode melhorar os resultados ao comparar com o uso de uma mesma estratégia para
todos os individuos acometidos pela doenca (25). A evolugdo rapida entre o
diagnoéstico da doenca e a terapia adaptada as caracteristicas genéticas individuais
estdo cada vez mais presentes devido ao recente desenvolvimento no campo da
farmacogenomica (11).

A prevencao do cancer é fundamental na diminuicdo da morbi-mortalidade e
melhora na qualidade de vida dos acometidos, pois em muitos dos casos, a doenca
apenas € diagnosticada em fases mais avancadas, resultando na piora do
progndstico. Desta maneira, o controle depende essencialmente de a¢Bes nas areas
da promocdao da saude, protecao especifica e de diagnéstico precoce da doenca (9).
Diante desses fatos, um dos maiores desafios dos pesquisadores é melhorar os
diagnésticos para direcionar condutas terapéuticas mais individualizadas (24) e a
busca por marcadores é um dos caminhos para se diminuir a mortalidade por cancer
de mama, de forma a melhorar a instituicdo de terapias que possibilitem alterar o

curso da doenca (12).

14 ALTERAQ@ES MOLECULARES E CANCER.

Dentre alguns dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento de um
carcinoma, estdo o acumulo de mutagles, instabilidades cromossémicas e
alteracdes epigenéticas que promovem aumento da taxa de proliferacdo e dano
celular, o que prejudica progressivamente o detalhado e complexo sistema de
regulacdo do crescimento e da morte celular (24). Desta forma, o cancer é

reconhecido como uma doenca genética e epigenética e muito esforgco tem sido
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devotado nos ultimos anos para elucidar oncogenes e genes supressores tumorais
envolvidos na transformacé&o celular maligna. O reconhecimento de que a metilagéo
do DNA e as modificacBes nas histonas sdo caracteristicas presentes no cancer
humano tornou o estudo dos mecanismos epigenéticos extremamente importante na
pesquisa sobre o cancer (26, 27).

Epigenética é definida como modifica¢cdes herdaveis durante a diviséo celular,
gue nao implicam em mudanca na sequéncia do DNA, envolvendo mecanismos que
atuam na mudanca da acessibilidade da cromatina para regulacao transcricional por
meio de modificacdes do DNA e modificacdo ou rearranjo de nucleossomos (28)
(Figura 1).

Octamero de histonas Alterac8o estrutural na cromatina

/—/;‘\

an
CTTL

Fatores de
franscricéo
H1

D

Modificacbes nas
caudas das histonas

Figura 1 - Modelo esquematico de alteracdo estrutural na cromatina por modificacBes
epigenéticas.

Alguns processos na cauda das histonas sdo capazes de mudar a acessibilidade da cromatina para
regulacéo transcricional. Adaptado de Pierce (28).

O nucleossomo € a unidade béasica da cromatina e consiste em,
aproximadamente, 146 pares de bases do DNA enroladas ao redor de um octamero
de proteinas conhecidas como histonas, as quais séo reconhecidas pelo importante
papel que desempenham na manutencao do equilibrio dindmico da cromatina (30).
O octamero contém quatro histonas — H2A, H2B, H3 e H4 —, sendo um tetramero
H3-H4 e dois dimeros H2A-H2B, que estdo sujeitas a um numero de modificacdes
pos-traducionais (31, 32).

A investigacdo dos mecanismos epigenéticos implicados na génese e na
progressdo do cancer tem permitido a obtencdo de novos métodos de diagnostico e
de acompanhamento, redirecionando de forma drastica a terapéutica do paciente

com neoplasia (33). Aléem disso, por se tratar de alteracbes epigenéticas, ou seja,
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gue ndo implicam em mudanca na sequéncia de DNA, as mesmas podem ser
revertidas, o que tem se apresentado como um campo promissor na busca de
agentes terapéuticos (30).

As histonas tém papel no controle da expressdo génica e estrutura da
cromatina, e algumas modificacbes nestas proteinas participam na supressédo de
tumores por intermédio do silenciamento de genes (34, 35, 36). A informacédo
epigenética pode ser gerada por caminhos como a modificagdo quimica e
remodelagem das histonas — que fazem parte do empacotamento do DNA no ndcleo
eucaridtico — e padrao de metilacdo do DNA (28, 37).

As caudas aminoterminais das histonas estdo sujeitas a varias modificacdes
pos-traducionais como metilacdo, acetilacdo, fosforilacdo e outras (30, 38, 39). A
metilacdo da histona tem surgido como outra modificacdo que impacta
significantemente a estrutura da cromatina (40) e alteracbes na metilacdo e
acetilacdo de histonas estao relacionadas a biologia das lesdes cancerosas e seus
resultados clinicos (41). O conhecimento acerca dos mecanismos da desregulacao
destes processos poés-traducionais em histonas e a contribuicdo dos mesmos na
tumorigénese mamadria é criticamente importante no desenvolvimento de novas
terapias alvo-especificas para os pacientes de cancer de mama (27).

A metilacdo de histonas ocorre principalmente nos residuos de lisina e
arginina. Numerosas metiltransferases de lisina de histona (HKMTs) tém sido
identificadas, e a grande maioria metila residuos de lisina na cauda N-terminal.
Todas as HKMTs que metilam lisinas na cauda N-terminal possuem um dominio
SET, o qual promove a atividade enzimética, e catalisa a transferéncia de um grupo
metil da S-adenosilmetionina (SAM) para o residuo em questdo. No entanto, uma
excecdo é a enzima Dotl, a qual metila a lisina 79 da histona H3 (H3K79) no core
globular da histona e ndo contém um dominio SET, mas ainda ndo esta claro o
motivo de esta enzima ser estruturalmente diferente de todas as outras (42).

O desequilibrio de metilacdo das lisinas das histonas altera a expressao de
genes envolvidos na tumorigénese, incluindo proto-oncogenes e reguladores do
ciclo celular. Este processo é comumente catalisado pela familia de proteinas que
contém o dominio SET (41). Neste sentido, muitas metiltransferases contendo o
dominio SET e algumas de suas fungbBes ja foram descritas, e varias estdo

associadas a carcinogénese e a histona H3 (Tabela 2).
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Tabela 2 — Diferentes metiltransferases de lisina de histona

Gene Sitio e grau de metilacéo
EZH1 H3K27mel, H3K27me2
EZH2 H3K27mel, H3K27me3, H1K25mel
MLL H3K4me3
MLL3 H3K4me3
WHSC1 H3K36me3, H4K20mel, H4K20me3
WHSC1L1 H3K4me2, H3K27me2, H2K27me3
PRDM2 H3K9me2
PRDM9 H3K4me3
SETD1A H3K4me3
SETD1B H3K4me3
SETD2 H3K36me3
SETD7 H3K4mel
SETDS H4K20mel, H4K20me2
SETDB1 H3K9me3
SETDB2 H3K9me3
SETMAR H3K36me2
SUV38H1 H3K9me3
SUV39H2 H3K9me3
SUV420H1 H4K20me2, H4K20me3
SEV420H2 H4K20me2, H4K20me3
NSD1 H3K36me2, H4K20me2
EHMT1 H3K9me2, H3K27mel, H1K25mel, H1K186mel
EHMT2 H3K9mel, H3K9me2, H3K27mel, H1K186mel, H1K25mel
SMYD2 H3K36me2
SMYD3 H3K4me3, H4K20me3
ASHI1L H3K36mel, H3K36me2

Legenda: H3 — histona 3; H4 — histona 4; Kn — posicdo da lisina metilada; mel — monometilagdo; me2
— dimetilagédo; me3 — trimetilacdo. Adaptado de Khare e colaboradores (43).

1.5 A FAMILIA SMYD E O GENE SMYDA4.

As proteinas que contém os dominios SET e MYND (SMYDs) séo
conservadas desde as leveduras até os vertebrados, e atualmente cinco SMYDs
foram reportados no genoma humano (44). O envolvimento de membros da familia
SMYD na carcinogénese foi evidenciado nos estudos que caracterizaram
completamente o gene SMYD3 (38, 40, 45). Nesses trabalhos, observou-se o

aumento anormal de expressdo do SMYD3 na maioria dos carcinomas
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hepatocelular, colorretal e de mama. A sua superexpressdo em células NIH3T3
resultou no aumento da proliferacdo celular de forma significativa. Além disso,
observou-se que o SMYD3 modula a estrutura da cromatina por meio de sua
atividade especifica intrinseca de metilacdo da H3K4, sendo também capaz de
promover a metilagdo na lisina 831 do receptor 1 do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGFR1), o que resultou em um ganho funcional desta tirosina-quinase
(46). Este fato abre precedentes para a importancia da acdo das enzimas da familia
SMYD como potenciais reguladoras de sinais celulares por meio da metilacdo
proteica, tanto de proteinas histonas quanto proteinas n&o histonas, e como
potenciais alvos para o desenvolvimento de novas terapias de intervengéo.

As HKMTS da familia SMYD estdo num grupo separado de outras enzimas
modificadoras de cromatina por conta da natureza de seus dominios SET e da
presenca do dominio MYND. Este, por sua vez, forma um motivo dedo de zinco que
media interacBes proteina-proteina e, além disso, foi descrito em diversos
reguladores que demonstraram mediar funcdes biologicas distintas (41). A
identificacdo da cadeia de interacdo dos genes SMYD2, SMYD3 e SMYDS5 sugere
um grupo de papéis similares para as proteinas SMYD, envolvendo modificagdo da
cromatina, controle da expressao génica e resposta a danos no DNA (47). Em 2009,
um novo componente da familia SMYD, o gene SMYD4 (Figura 2), foi descrito,
indicando que tal gene seria um potencial supressor tumoral (48). Neste trabalho, foi
demonstrado que o rompimento da expressdo de SMYD4 esta associado a
tumorigénese de uma linhagem celular mamaria ndo cancerosa e que, ao re-
expressar este gene em células tumorais, houve reducdo na proliferacdo destas
células. Além disso, foi demonstrado que o gene SMYD4 estava hipoexpresso em 5
casos de cancer de mama, em um numero total de 10 casos. Entretanto, um estudo
aprofundado do perfil de expressdo do gene SMYD4 em pacientes com cancer de
mama, assim como a identificacdo da localizagdo subcelular da sua proteina, ainda
sdo necessarios para o entendimento de seu papel na tumorigénese.

A investigacdo de genes codificadores de metiltranferases faz-se importante
para o entendimento mais aprofundado da relacdo entre metilacdo das histonas e
proteinas n&o histonas com a expressdo génica e o controle epigenético. E sabido
que a ruptura do balangco na metilagédo de lisinas nas histonas altera a regulacéo da

expressao génica incluindo a de genes envolvidos na tumorigénese como 0s proto-
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oncogenes e os reguladores do ciclo celular (41). Também sabe-se que delecdo em
17p13.3 estd frequentemente envolvida em varios tipos de canceres (48). Nesse
contexto, a investigacao do perfil de expressao e o reconhecimento do envolvimento
do gene SMYD4 em carcinomas de mama podem vir a adicionar informacdes
relevantes ao conhecimento atual sobre os processos moleculares que ocorrem

tanto em células normais como em células cancerosas.

SMYD4 (17p13.3  1.682.829 - 1.733.175)
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Figura 2 — Estrutura do gene SMYD4 , RNA mensageiro e proteina.

O gene SMYD4, de aproximadamente 50kpb, é dividido em nove regifes exobnicas (RefSeq:
NM_052928.2) (49). O gene esta localizado no cromossomo 17 (17p13.3) e codifica uma proteina de
804 aminoacidos que tem um peso molecular de aproximadamente 89kDa (Swiss-Prot: Q81YR2) (50).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Este projeto teve como objetivo a andlise do perfil de expressdo comparativo

do gene SMYD4 entre linhagens celulares e amostras tumorais de pacientes com

cancer de mama, além de verificar os niveis de expressdo em diferentes tecidos

humanos. Além disso, objetivou-se a caracterizacdo funcional de SMYD4 no

contexto da carcinogénese.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para alcancgar os principais objetivos deste trabalho, foram realizadas as

seguintes etapas:

Avaliacao da similaridade entre as proteinas da familia SMYD;
Obtencdo de linhagens celulares e amostras clinicas de céncer de
mama e isolamento do RNA dessas amostras;

Avaliacdo do perfil de expressdo do gene SMYD4 em linhagens
celulares e amostras clinicas de céncer de mama, bem como de
diferentes tecidos humanos;

Avaliagcdo do efeito de superexpressdo de SMYD4 na proliferacao
celular por meio de vetores de expressao deste gene em células
estaveis;

Avaliacéo do efeito de silenciamento de SMYD4 na proliferacdo celular
via RNA de interferéncia;

Localizacao subcelular da proteina SMYD4.
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3 METODOS

3.1 COMPARAQAO DA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS ENTRE MEMBROS DA
FAMILIA SMYD

Para verificar as possiveis semelhancas entre os membros da familia SMYD,
realizaram-se comparacoes de todas as cinco proteinas, bem como de seus
dominios SET e MYND, por meio dos programas BLAST e Align da base de dados
UniProt (50).

3.2 LINHAGENS CELULARES

Um grupo de sete linhagens celulares de cancer de mama foi utilizado neste
estudo, sendo o RNA das linhagens HCC-1954, CAMA-1, SKBR3, MDA-MB-231,
MDA-MB-436 e MD-MB-468 gentilmente cedidos pela Drd Anamaria Camargo
Aranha (Instituto Ludwig de Pesquisa do Céancer, Sdo Paulo). Além do RNA de tais
linhagens, células de HCC-1954, MCF-7 e MDA-MB-231 foram obtidas por meio do
American Type Culture Collection (ATCC) e mantidas sob as condi¢des
recomendadas. As principais caracteristicas das linhagens celulares de cancer de

mama estao descritas na tabela 3.

Tabela 3 - Linhagens celulares de cancer de mama descritas por
receptores e tipo tumoral

Linhagem RE RP c-erbB2 Tipo tumoral
HCC1954 - - 1 carcinoma ductal
MCF7 + + - carcinoma ductal invasivo
CAMA1L + - - adenocarcinoma
SKBR3 - - 1 adenocarcinoma
MDAMB231 - - - adenocarcinoma
MDAMB436 - - - carcinoma ductal invasivo
MDAMB468 - - - adenocarcinoma

Legenda: aspectos patolégicos das linhagens celulares de cancer de mama
utilizadas na andlise da quantificacdo relativa de SMYD4, adaptado de Neve e
colaboradores (51). RE — receptor de estrégeno; RP — receptor de progesterona;
c-erbB2 — receptortipo 2 para fator de crescimento epidérmico humano
(Her2/Neu ).



28

Além disso, a linhagem HEK293, gentilmente cedida pela Dr2. Galina Gulis
(Instituto de Biologia, UnB), também foi utilizada para experimentos de localizagédo
subcelular.

As células em cultura foram mantidas a 37°C, em estufa imida com 5% de
diéxido de carbono (CO;), em Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM; Sigma)
suplementado com bicarbonato de sédio (5mM), penicilina (100Ul/ml),
estreptomicina (0,1mg/ml) (Life Technologies) e 10% de soro fetal bovino (Cripion

Biotecnologia Ltda.).

3.3 SINTESE DE DNA COMPLEMENTAR (cDNA) DE DIFERENTES TIPOS DE
TECIDO

Um painel comercial de RNA total de doze tecidos normais de diferentes
orgaos (pulmao, intestino delgado, cérebro, colon, rim, masculo esquelético, figado,
baco, muasculo cardiaco, testiculo, estbmago e placenta) foi obtido da empresa
OriGene Technologies. O cDNA foi sintetizado utilizando The High Capacity cDNA

Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems), seguindo o protocolo do fabricante.

3.4 COLETA DE AMOSTRAS CLINICAS

As amostras foram adquiridas em cirurgias de mastectomia realizadas em
mulheres de 30 a 64 anos desde o primeiro semestre de 2010 até o segundo
semestre de 2012 no Hospital Universitario de Brasilia (HUB), no Distrito Federal.
Antecedendo a coleta, todas as pacientes participantes deste estudo assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) um dia antes da cirurgia
(Anexo A).

Foram retirados dois fragmentos do tecido tumoral e, sempre que possivel,
um fragmento de uma contraparte ndo tumoral de cada paciente por uma equipe
treinada de médicos residentes imediatamente apds a retirada da mama,; além disso,
os dados clinicos de cada paciente presentes no prontuario foram registrados. Cada
fragmento foi dividido em duas partes, sendo a primeira encaminhada para laudo
histopatolégico e a segunda para armazenamento em nitrogénio liquido. Apés o

laudo, todas as amostras tumorais que obtiveram malignidade maior ou igual a 70%
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foram submetidas a extragdo de RNA. As caracteristicas clinicas e histopatoldgicas
dos pacientes estao descritas na tabela 4.

Tabela 4 — Caracteristicas clinicas e histopatolégicas das amostras tumorais de
cancer de mama

Amostra GM Idade | GH Estagio Qt-Neo | c-erbB2 | RE RP
Tumor 1 | 100% 61 3 T2NOMO Nao - + +
Tumor 2 | 100% 32 1 T2NOMO Sim + + -
Tumor 3 | 100% 58 3 T3N2aMO Sim - - -
Tumor 4 80% 60 1 T2N1MO Nao - + +
Tumor 5 80% 54 2 T4dN3MO Sim - + +
Tumor 6 80% 64 2 | YPT4PN1MO Sim - - -
Tumor 7 | 100% 43 3 T2N1MO Nao * * *
Tumor 8 80% 56 3 T2N1aMO Sim - - -
Tumor 9 80% 30 * TISNOMO N&o + - -
Tumor 10 | 80% 36 * T1cN3aMO Sim * * *
Tumor 11 | 100% 58 1 T2NOMO Nao - - -
Tumor 12 | 80% 60 3 T2N3MO Sim - + -

Legenda: GM — Grau de Malignidade; GH — Grau Histologico; Qt-Neo — Quimioterapia
Neoadjuvante; c-erbB2 — receptor tipo 2 para fator de crescimento epidérmico humano
(Her2/Neu); RE: receptor de estrégeno; RP: receptor de progesterona. Grau histoldgico
determinado de acordo com o método de Scarff Bloom-Richardson, modificado de
acordo com Elston e Ellis (52) Estadiamento de acordo com a classificagdo Tumor-No6do-
Metastase de 2004 (53).

3.5 EXTRACAO DO RNA TOTAL E SINTESE DE DNA COMPLEMENTAR (cDNA)
As amostras armazenadas em nitrogénio liquido selecionadas para o estudo
foram retiradas rapidamente dos criotubos e postas em um novo microtubo de 1,5mL
livre de ribonucleases (RNAses). O fragmento foi macerado mecanicamente
utilizando brunidores de ponta moldada e espatulas, ambos de aco inox, com o
microtubo mergulhado em nitrogénio liquido, sem descongelar a amostra. E
importante ressaltar que tais instrumentais foram previamente tratados com RNAse
ZAP (Sigma) e fornadas a 200°C por 2 horas, com a finalidade de evitar degradacéo
do RNA por RNAses. Apés a maceracdo, acrescentou-se 1lmL de TRIzol®
(Invitrogen) em cada tubo, homogeneizando a amostra e centrifugando-a a
15000rpm por 10 minutos a 4°C. Apoés a centrifugacdo, a camada de gordura no
sobrenadante foi removida e o restante do sobrenadante foi transferido para um
novo tubo livre de RNAses; o material precipitado foi descartado. O tubo

permaneceu em temperatura ambiente por cinco minutos para dissociacdo do
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complexo nucleoprotéico e, dado o tempo, adicionou-se 200uL de cloroférmio,
agitando o tubo vigorosamente por 15 segundos, deixando-o em temperatura
ambiente por trés minutos. O tubo foi entdo centrifugado durante 20 minutos a
15000rpm a 4°C.

Para isolar o RNA total, a fase aquosa superior foi transferida para um novo
tubo livre de RNAses, adicionando-se em seguida 500uL de isopropanol. O tubo foi
invertido de trés a cinco vezes para homogeneizar e mantido em temperatura
ambiente por dez minutos. Para precipitar o RNA total, o tubo foi centrifugado por
15000rpm durante 12 minutos a 4°C; caso o precipitado fosse muito pequeno ou
invisivel, acrescentou-se 1uL de glicogénio livre de RNAses (Sigma) e a
centrifugacéo foi feita novamente.

ApOs a precipitacdo, o isopropanol foi descartado e acrescentou-se 1mL de
etanol 75% gelado livre de RNAses. O tubo foi vortexado por cerca de 10 segundos
e centrifugado a 15000rpm durante 7 minutos a 4°C. ApOs a centrifugacéo,
descartou-se o etanol e a lavagem com etanol gelado foi repetida mais duas vezes.
Apds a ultima lavagem, o etanol 75% foi descartado e os tubos com o RNA
precipitado foram secos em temperatura ambiente por cerca de 10 minutos. Foram
adicionados de 10 a 50uL de agua MiliQ, dependendo do tamanho do precipitado, e
0 tubo foi posto em termobloco a 65°C durante 10 minutos. Dado o tempo, o material
foi ressuspendido e a quantificacdo e pureza foram medidas usando o
espectrofotometro NanoVue (GE Healthcare Life Sciences). Guardou-se 1luL de
cada amostra que obtivesse quantificacdo superior a 1ug/puL e volume suficiente
para esta concentracdo das amostras que obtivessem valores inferiores.

ApOs a extracdo do RNA total, todas as amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 0,8% para verificar a integridade do material (Figura

3) e depois tratadas com desoxirribonuclease | (DNAse I; Sigma).
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Figura 3 — Avaliacdo da integridade do RNA extraido de amostras clinicas.
Eletroforese do RNA extraido de amostras clinicas (quantidade minima:1ug; maxima: 3ug). Gel de

agarose 0,8% com brometo de etideo; Contra-parte ndo tumoral das pacientes 3, 5, 6, 7, 8, 12 e 13
(acima) e amostras tumorais 1 a 12 (abaixo).

Em seguida, o cDNA foi sintetizado com 2ug do RNA extraido utilizando o kit
de transcrigcdo reversa de cDNA The High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit (Applied Biosystems) seguindo o protocolo do fabricante. Apds a sintese do
cDNA, este foi testado por reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain
Reaction — PCR) usando iniciadores para o gene da B-actina (Integrated DNA
Technologies; sequéncia forward 5-GGACTTCGAGCAAGAGATGG-3" e reversa 5'-
AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3") seguindo a seguinte ciclagem: 94°C por 2
minutos, 94°C por 30 segundos/60°C por 30 segundos/72°C por 30 segundos (28
ciclos) e 72°C por 1 minuto. O produto da PCR foi submetido a eletroforese e a
qgualidade do material extraido foi confirmada com a amplificacdo das bandas (Figura
4).

Tecidos mamarios ndo cancerosos
3 5 6 7 8 12 13
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 4 — Teste do cDNA sintetizado a partir do RNA extraido de amostras clinicas.

Eletroforese em gel de agarose 1% com brometo de etideo. cDNA sintetizado a partir do RNA
extraido de amostras clinicas. Contra-parte ndo tumoral das pacientes 3, 5, 6, 7, 8, 12 e 13 (acima) e
amostras tumorais 1 a 12 (abaixo).




32

3.6 PCR EM TEMPO REAL (gPCR)

O desenho e a construcao dos iniciadores e das sondas para o gene SMYD4
e para o gene constitutivo B-actina foram feitos por meio do servico Assay by Design
fornecido pelo fabricante para ensaios com o sistema Tagman® (Applied
Biosystems). Assim que adquiridos, 0s ensaios para (-actina (ID Hs99999903 m1l) e
para o gene SMYD4 (ID Hs00736236_m1) foram padronizados por diluicdo seriada
utilizando cDNA da linhagem MCF7 (Figura 5).
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Figura 5 — Curva de padronizacao por qPCR dos ensaios de B-actina e SMYD4.
Curvas de padronizacdo do ensaio de B-actina (a esquerda, em vermelho) e do ensaio de SMYD4 (a
direita, em verde). Valor de eficiéncia dos ensaios em aproximadamente 90%.

Depois de determinar a linha de threshold ideal de cada ensaio, foi dada
continuidade ao PCR em tempo real. Para uma reacdao, utilizou-se 2,5uL de agua
MiliQ, 5uL de MasterMix Universal para Tagman® (Applied Biosystems), 0,5uL do
ensaio de iniciadores e sonda (Applied Biosystems) e 2uL de amostra (previamente
diluida 1:100 em agua MilliQ), totalizando 10uL de volume final. As reacdes foram
realizadas em placas de 96 pocos (Applied Biosystems) em triplicata para cada gene
e os ciclos foram determinados automaticamente pelo programa do StepOnePlus™
(Applied Biosystems; Holding stage: 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C; 40 ciclos
de 15 segundos a 95°C; 1 minuto a 60°C).
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3.7 ANALISES DOS DADOS DE PCR EM TEMPO REAL

Os dados gerados pelo equipamento foram organizados em uma tabela
utiizando o programa Excel (Microsoft) e todos os célculos para chegar na
quantificacao relativa pelo método AAC+ foram baseados no manual do fabricante do
equipamento (Applied Biosystems) (54). A média dos valores de todo Cycle
threshold (Ct) do gene SMYD4 foi calculada e normalizada por subtracdo do valor
de Ct do gene endbégeno (B-Actina) co-amplificado, gerando o valor ACy. Em
seguida, o ACt do grupo controle (média do AC+t das amostras nao-tumorais de
mama) foi subtraido de todos os outros, gerando o valor AACt. A quantidade do
gene-alvo, normalizada com uma referéncia enddgena e relativa ao calibrador foi
convertida em quantificacdo relativa (QR) pela férmula 2722€T. Utilizando o valor de
QR final, os gréaficos foram gerados em Excel (Microsoft).

Além da analise de quantificagado relativa pelo método AAC+, outra forma de
andlise foi utilizando o programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc.).
Para verificar diferenca significativa entre o grupo controle de amostras de tecido
mamario ndo canceroso (n=7) e as linhagens celulares de cancer de mama (n=7), foi
aplicado o teste t ndo pareado utilizando os valores de ACt das variaveis. Quanto as
andlises das amostras clinicas tumorais, os dados foram primeiramente inseridos no
programa SPSS 1.7 (SPSS Inc.) para identificar possiveis valores atipicos (Figura 6)
e, como a amostra tumoral 6 demonstrou ser muito discrepante das outras amostras,
esta foi retirada da analise subsequente. Em seguida, foi aplicado o teste t nédo
pareado utilizando os valores de ACt do grupo controle de amostras de tecido
mamario ndo canceroso (n=7) e amostras clinicas tumorais sem o valor atipico
encontrado (n=11). A andlise estatistica ndo foi realizada comparando o tecido
mamario com o painel de diferentes tecidos humanos porque o segundo nao
constitui um grupo amostral homogéneo; desta forma, fez-se apenas a analise de

quantificacao relativa pelo método AAC+ nas referidas amostras.
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Figura 6 — Determinac&o de valores atipicos entre as amostras clinicas.
A andlise realizada pelo programa SPSS 1.7 (SPSS Inc.) mostrou uma amostra muito discrepante
(Tumor 6) entre as amostras tumorais. N — amostras de tecido mamario ndo canceroso; T — amostras
tumorais de cancer de mama; QR — quantificacao relativa.

3.8 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR POR REACAO DE REDUCAO DO
MTT

Para avaliar a viabilidade celular nos ensaios de determinacdo da quantidade
minima do agente seletivo e de efeitos de silenciamento do SMYD4, realizou-se a
reacdo de reducao do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio),
que consiste em medir a atividade de enzimas mitocondriais que reduzem o sal de
MTT (amarelo) em formazan (roxo). Se nao houver reducdo, ou seja, mudanca
colorimétrica, ha indicacdo de morte celular (55). Para tal, o0 meio de cultura foi
retirado, acrescentou-se DMEM sem soro fetal bovino suplementado com MTT
(Sigma) diluido na concentracao de 5mg/mL em tampéao fostato-salino 1x (PBS 1x).
As células foram incubadas a 37°C durante 4 horas com 5% de saturacdo de CO,
protegidas da luz. Apos a incubacéo, o meio foi removido e adicionou-se a solugéo
reveladora (isopropanol acidificado com 0,04M de acido cloridrico) recém-preparada.
O conteudo foi ressuspendido até que o formazan estivesse completamente
dissolvido; depois foi distribuido em placa de 96 pocos para leitura em absorbancia
de 570nm no leitor de placas DTX 800 Multimode detector (Beckman Coulter).
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3.9 DETERMINA(}AO DA QUANTIDADE MINIMA DO AGENTE SELETIVO

Os vetores utilizados possuiam resisténcia a geneticina (G418) ou
puromicina. A concentracdo minima do agente seletivo para obtencdo de células
estaveis foi determinada antes da transfeccdo dos vetores de expressdo e
silenciamento génico (shRNA), com a finalidade de avaliar a quantidade minima de
antibiético necessaria para a selecao de células transfectadas. Para tal, as células
HEK293 foram plaqueadas em placas de 12 pocos, na densidade de 2,5X10*
utilizando as concentracdes finais de 500ug/mL, 700ug/mL, 900ug/mL, 1100ug/mL e
1300pg/mL de antibidtico geneticina (G418). O meio foi renovado a cada 48 horas e
a viabilidade celular foi avaliada por meio do ensaio de MTT no 2°, 4°, 6°, 8°, 10° e
12° dia apdés o inicio da selecdo (Figura 7). Em células MDA-MB-231 o
plaqueamento foi realizado na densidade de 1x10* em placas multipocos e 24 horas
depois 0 meio com antibiético puromicina foi adicionado nas concentracdes de
0,5ug/mL, 1pg/mL, 1,5pg/mL, 2pg/mL, 3upg/mL, 4pg/mL e 5pg/mL. O meio foi
renovado a cada 48 horas e a morte celular foi avaliada por meio do ensaio de MTT

nos 4 primeiros dias apds o inicio da selecédo (Figura 8).

s 257 -e~ Controle
€ 204 - 500 ug/mL
g & 700 ug/mL
o 1.54 =¥ 900 ug/mL
§ . -+~ 1100 ug/mL
-g -© 1300 ug/mL
3 051
<

0.0 \

15

Dias po6s plagueamento

Figura 7 — Determinac&o da quantidade minima de G418 em células HEK293.

Avaliacdo da acao do antibiotico nas concentragdes 500ug/mL, 700pug/mL, 900ug/mL, 1100pg/mL e
1300pg/mL. Viabilidade celular avaliada por meio do ensaio de MTT no 2°, 4°, 6°, 8°, 10° e 12° dia
apos o inicio da selecao.
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Figura 8 — Determinagdo da quantidade minima de puromicina em células MDA-MB-231.
Avaliacdo da acdo do antibiético nas concentragdes 0,5ug/mL, 1pug/mL, 1,5ug/mL, 2ug/mL, 3ug/mL,
4pg/mL e 5ug/mL. Morte celular avaliada por meio do ensaio de MTT nos dias 1, 2, 3 e 4 apés o
plagueamento.

3.10 ESTABELECIMENTO DE CELULAS ESTAVEIS PARA SUPEREXPRESSAO
DO GENE SMYD4

As células Human Embryonic Kidney 293 (HEK293) foram utilizadas na
transfeccdo do vetor de superexpressao do gene SMYD4 humano marcado com
Myc-DDK (TrueORF™ cDNA Clones and PrecisionShuttle™ Vector System; pCMV6-
SMYD4-Myc/DDK) obtido pela empresa OriGene Technologies (Figura 9). Este
mesmo plasmideo foi utilizado na construgdo de um vetor vazio (mock) para
controle. A digestdo de 1ug do plasmideo pCMV6-SMYD4-Myc/DDK foi realizada
com 1lpL de endonuclease Xhol e BamHI (Promega), 2uL de Bovine Serum
Albuminum (10x), 2uL de tampé&o de endonucleases (10x) e 18uL de agua milliQ,
incubando por 3 horas a 37°C; o produto final foi analisado por eletroforese em gel
de agarose 1% (Figura 10). As bandas observadas no tamanho esperado foram
eluidas usando o kit GenElute™ Extraction Kit (Sigma) de acordo com as
recomendacdes do fabricante, e o material foi quantificado por NanoVue (GE
Healthcare Life Sciences). Em seguida, foram realizadas rea¢c0es de desfosforilacéo
com 1 pug de DNA, 2uL de tampédo da enzima 10x, 1puL de fosfatase alcalina
(Promega) e 20l de &gua milliQ. A reacéo foi incubada a 37°C por 3 horas e, ap0s o
procedimento de desfosforilacdo, o material foi tratado com T4 DNA Ligase
(Promega). Os produtos desta reacdo foram inseridos por eletroporacdo em
Escherichia coli DH5a e, apds a transformacédo nestas bactérias, as mesmas foram

incubadas e o plasmideo purificado de acordo com o protocolo do kit GenElute™
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Five-minute Plasmid Miniprep Kit (Sigma). Em seguida, o plasmideo mock foi obtido

em maior quantidade por maxiprep seguindo protocolos conhecidos (56).

pCMV6-Entry

Kan’/Neo’

4929bp

Figura 9 — Modelo esquematico do vetor de expresséo.
Esquema ilustrativo do vetor de expressao
representando as principais regides.

’._. m) PCMV6-Myc/DDK

m) SMYD4

Figura 10 — Confirmacéo da digestdo do plasmideo de expressdo de SMYDA4.

Digestado realizada com as enzimas Xhol e BamHI no plasmideo de expressdo pCMV6-SMYD4-
Myc/DDK. Marcador 1kb plus (Invitrogen) utilizado para verificar o tamanho dos fragmentos. Gel de
agarose 1% com brometo de etideo.

Para a transfeccdo dos plasmideos, as células foram incubadas em uma
placa de seis pocos com DMEM sem antibiotico. Um dia ap0s a incubagéo,
adicionou-se 4ug do plasmideo em 250uL de Opti-MEM® (Invitrogen; reacdo 1) e
10pL de Lipofectamina® (Invitrogen) em 250uL de Opti-MEM® (reacéo 2),
incubando ambas as rea¢des por 5 minutos em temperatura ambiente. Depois disso,
as reacdes foram transferidas para um unico tubo, o qual foi incubado por 20
minutos em temperatura ambiente. As células foram mantidas em estufa umida a

37°C por 4 horas com 5% de CO,. O meio de cultura foi removido e as células foram
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mantidas com DMEM suplementado com o antibiético G418 (700ug/mL), com a
finalidade de selecionar apenas as células transfectadas, sob as mesmas condi¢cdes
supracitadas de incubacao.

Depois as células foram diluidas em uma placa de 96 pocos (8 poc¢os na
coluna vertical, identificados em ordem alfabética de A a H, por 12 pog¢os na linha
horizontal, identificados em ordem numérica de 1 a 12), de forma seriada, com o
objetivo de separar as células e obter clones de superexpressdo do gene SMYD4
originados de uma unica célula. Apos a selecdo com antibidtico, foram plagueadas
2x10* células no primeiro poco da placa (1A). Em seguida, as células foram diluidas
na proporcao de 1:2 no sentido 1A - 1H da placa. Apdés a primeira diluicdo, a
primeira coluna (1A-1H) foi diluida na proporcdo de 1:2 em todas as outras colunas
(2A-2H a 12A-12H) (Figura 11). As colbnias provenientes de uma unica célula foram
transferidas para placas de 24 pocos apds 2 semanas. Os niveis de superexpressao
do gene SMYD4 foram verificados por gPCR (Figura 12).

—
—

O0O00000O
OOOO0O000 ®

2x10* células ——

G)‘HFHDOUJ%
Q000000 -~
QO0O0O0O00O™
O0O00000 «
0.0/0/00]0/0X
0.0]0/0/0]0/0%,
00]0/0/0I0/0L,
O0O0O0O0O00O ~
00]0/00I0/0L,
OO0O0000 @
O0O00000 s

HOOOQOOOOOOOOO

Diluicdo 1:2

Figura 11 — Esquema de dilui¢cdo para selecdo de uma Unica célula.
Modelo de esquematizagdo da diluicdo seriada em placa de 96 pocos
para obtencao de apenas um clone de superexpressao.
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Figura 12 — Avaliacdo dos niveis de expressdo de SMYD4 dos clones transfectados
com o vetor de superexpresséao.

Os niveis de expressdo de SMYD4 foram avaliados por gPCR para verificar se houve
superexpressao comparando com HEK293 ndo transfectadas (grafico a esquerda) e
HEK?293 transfectada com o vetor vazio (mock; grafico a direita).

3.11 AVALIACAO COM COLORACAO GIEMSA DO EFEITO DA
SUPEREXPRESSAO DO SMYD4

Para avaliar o efeito da superexpressdo de SMYD4, fez-se coloracdo das
células com giemsa (Fluka Analytical). Foram plaqueadas as células contendo os
plasmideos de superexpressdo, mock e células HEK293 néo transfectadas na
densidade de 5x10* em placas multipocos. Primeiramente, o meio de cultura foi
removido e as células foram lavadas com PBS 1x. Depois, adicionou-se
cuidadosamente metanol absoluto, incubando em seguida por 15 minutos em
temperatura ambiente sob agitacdo. O metanol foi removido em seguida e a placa foi
seca naturalmente em temperatura ambiente por 15 minutos. Depois, adicionou-se
giemsa (diluido na propor¢cédo de 1:10 em agua destilada), incubando por 1 hora em
temperatura ambiente sob agitacdo. Depois o0 giemsa foi removido e as placas foram
lavadas gentilmente com agua, deixando-as secar naturalmente. As imagens das

placas foram registradas e analisadas nos dias 5, 10 e 15 apds o plagueamento.
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3.12 SILENCIAMENTO DO GENE SMYD4 POR shRNA EM LINHAGEM MDA-MB-
231 DE CANCER DE MAMA

Para o ensaio de inibicdo de SMYD4, foram utilizadas células MDA-MB-231 e
plasmideos comerciais de shRNA (HUSH™ da empresa OriGene Technologies),

descritos na tabela 5 e esquematizados na figura 13.

Tabela 5 — Sequéncia dos shRNAs para silenciamento do gene SMYD4

NUmero ID Sequéncia Identificacao

GI305925 TAACGCTCAGGCGATGACCACCATACAAC shRNA SMYD4 1
GI305926 CAACACCAGCGTGTCCTTCATTAGCACTG shRNA SMYD4 2
GI305927 TCACTGTGTCATGCTAACCGCTCGGCAGC shRNA SMYD4 3
G1305928 CTCTATTGTCACCGATGTTTGAAGCACAC shRNA SMYD4 4

Legenda: grupo de construgdes de shRNA contendo quatro tipos de vetores de
expressdo gene-especifica em plasmideo pGFP-V-RS.

Loop
Sequéncia-alvo a A 6, ggqmugggigewfverso da
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNN T mc NNNNNNNNNNNNNNNNNNNN TmTT!eAA

29nt » <429nt

Promotor U6 ; Promotor precoce SV40
5 LTR Puro”

Kan' PGFP-V-RS ShRNA
3'LTR
7584 bp
MCS pBS Ori
CMV »

tGFP

Figura 13 — Modelo esquematico do vetor de shRNA pGFP-V-RS.
Modelo representativo do vetor de shRNA ilustrando as principais regifes.

As células foram incubadas em uma placa de seis po¢cos com DMEM sem
antibiotico e, 24 horas depois, foram incubados de forma concomitante e em
microtubos separados, 250uL de Opti-MEM® (Invitrogen) com 4ug de DNA
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plasmidial e, 250uL de Opti-MEM® com 10pL de Lipofectamina® (Invitrogen) por 5
minutos em temperatura ambiente. Depois disso, o conteudo de ambos o0s
microtubos foram transferidos para um dnico tubo, o qual foi incubado por 20
minutos em temperatura ambiente. As células foram mantidas em estufa umida a
37°C por 4 horas com 5% de CO; e, passado o tempo, o0 meio de cultura foi
removido e as células foram mantidas com DMEM suplementado com o antibiotico
puromicina (0,5ug/mL), com a finalidade de selecionar apenas as células
transfectadas, sob as mesmas condi¢cdes supracitadas de incubacéo. Para saber se
as células foram realmente transfectadas, estas foram submetidas a citometria de
fluxo (FACSCalibur, BD Biosciences) e, apos a confirmacgéo da transfec¢éo (Figuras
14 e 15), deu-se continuidade ao experimento. E importante ressaltar que as células
transfectadas com o quarto shRNA para SMYD4 (shRNA SMYD4 4) néao
sobreviveram ao procedimento e, por isso, este shRNA n&o foi utilizado nos

experimentos subsequentes.
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Figura 14 — Controle de transfeccéo dos plasmideos controle de shRNA.

Citometria de fluxo de MDA-MB-231 néo transfectadas e com deteccéo de fluorescéncia emitida por
GFP das células transfectadas com vetores de shRNA controle (1 e 2) e de MDA-MB-231 nao
transfectadas.
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Figura 15 — Controle de transfeccéo dos plasmideos shRNA para SMYDA4.
Citometria de fluxo com deteccéo de fluorescéncia emitida por GFP das células transfectadas com os
vetores de shRNA para SMYD4.

A leitura dos efeitos de inibicdo do gene SMYD4 foi feita por reacdo da
reducédo de MTT nos dias 1, 3 e 6 apds o plaqueamento. E importante ressaltar que
durante o ensaio, as células foram mantidas em meio DMEM completo, sem a

suplementacao adicional de antibiéticos.

3.13 WESTERN BLOT

Os clones estaveis de superexpressao de SMYD4 (clone 1 e clone 2) e o
clone de células estaveis contendo o vetor mock foram submetidas a extracdo de
proteinas para confirmacado e avaliacdo da producdo da proteina. Primeiramente, o
meio de cultura foi removido e as células fixadas foram lavadas cuidadosamente
com 1mL de PBS 1x, removendo-o em seguida. Depois as células foram retiradas
da placa em 1mL de PBS 1x e o conteudo foi transferido para um novo tubo, o qual
foi centrifugado a 2000rpm durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e adicionou-se 100uL do tampéo RIPA ao tubo (cloreto de sédio a
150mM, Triton 1%, Tris-hidrocloreto a 50mM, pH 7,5), ressuspendendo
vigorosamente o material e mantendo o tubo no gelo. O lisado final foi incubado no
gelo durante 30 minutos e centrifugado a 15000rpm durante 1 minuto a 4°C. O

sobrenadante foi transferido para um novo tubo e a quantificacdo foi realizada
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usando reagente de Bradford (BioRad). Para a quantificagéo, preparou-se 200uL de
solugdo de albumina de soro bovino (BSA) a 8ug/pL e, a partir dessa solugéo,
procedeu-se as diluicdes em agua milliQ para a obtencdo das demais concentracdes
(0,5ug/uL, 1ug/uL, 2ug/uL, 4ug/uL), com a finalidade de obter uma curva padrao de
5 pontos. Em seguida, o reagente de Bradford foi distribuido em uma placa de 96
pocos. Depois, as diferentes concentracdes de BSA e as amostras com quantidade
ainda desconhecida foram adicionadas aos pocos com reagente de Bradford, em
duplicata. A leitura foi feita em absorbancia de 595nm no leitor de placas DTX 800
Multimode detector (Beckman Coulter) e apos a leitura, fez-se a curva padrdo em
Excel (usando as concentragcbes de BSA) e, a partir desta, determinou-se a
concentracdo de cada uma das amostras.

As proteinas foram diluidas em tampao especifico (1% de SDS, 10% de
glicerol, 10mM de Tris-Hidrocloreto, 1mM de &cido etilenodiamino tetra-acético, 2-
mercaptoetanol em aproximadamente 0,05mg/mL de azul de bromofenol) para
serem desnaturadas a 96°C por 5 minutos em banho-maria e, apds a desnaturacao,
utilizou-se 30ug de cada para separacao por eletroforese em gel de poliacrilamida
com dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE). Em seguida, foram transferidas para uma
membrana de difluoreto de polivinilideno (PVDF). A membrana foi bloqueada com
solucdo de caseina 5% (2g de leite em p6 desnatado em 40mL de solucdo salina
tamponada com Tris, ou TBS, e adicdo de Tween 20 (TBS-T)) por 30 minutos em
temperatura ambiente sob agitacdo constante. Em seguida, a solucdo de caseina
5% foi descartada e a membrana foi lavada com TBS-T trés vezes durante 5 minutos
em cada lavagem. Assim, incubou-se a membrana overnight a 4°C com anticorpo
primario anti-SMYD4 (Abcam Inc.) diluido em Antibody Diluent Reagent Solution
(Invitrogen) na proporcdo de 1:500. No dia seguinte, o anticorpo primario foi
removido e a membrana marcada foi lavada trés vezes com TBS-T durante 5
minutos. Em seguida, esta foi incubada por 1 hora, em agitacdo constante e
temperatura ambiente, com solucdo de caseina 1% (50mg de leite em p6 desnatado
em 5mL de TBS-T) contendo o anticorpo secundario anti-lgG marcado com
peroxidase (GE Healthcare Life Sciences) na proporc¢do de 1:5000. A membrana foi
lavada novamente com TBS-T trés vezes por 5 minutos, tratada com ECL (GE
Healthcare Life Sciences) e observada no ImageQuant™ LAS 4000 (GE Healthcare

Life Sciences). A mesma membrana foi entdo submetida a remocdo dos anticorpos



44

adsorvidos, utilizando um tampao de stripping (1,59 de glicina, 0,1g de SDS, 1mL de
Tween 20 e 99mL de agua destilada), incubando por 10 minutos em temperatura
ambiente, sob agitacdo constante. O tampdo foi descartado e adicionado
novamente, incubando por 5 minutos sob as mesmas condicfes. Passado o tempo,
fizeram-se duas lavagens com PBS 1x, incubando por 10 minutos sob as mesmas
condi¢gbes. Depois disso, a membrana foi lavada com TBS-T trés vezes, por 5
minutos, e bloqueada com solucdo de caseina 5% em temperatura ambiente, sob
agitacao constante. Apos o bloqueio, incubou-se a membrana overnight a 4°C com
anticorpo primario anti-B-actina (Cell Signaling Technology) diluido em Antibody
Diluent Reagent Solution (Invitrogen) na proporcéo de 1:1000 e, a partir desta etapa,
deu-se continuidade ao experimento da mesma forma supracitada. A figura 16
mostra as bandas para SMYD4 (aproximadamente 89kDa) e [-actina

(aproximadamente 42kDa).

SMYD4-Myc/DDK
Mock Clone1 Clone 2

v E
SMYD4 : :_ L |89KDa

B-actina F“

Figura 16 — Western Blot das células com o controle mock e com a superexpresséao.
Confirmacgéo da expresséo proteica de SMYD4 por Western Blot em células transfectadas com o
mock e nos clones de superexpressao. 3-actina utilizada como controle.

3.14 LOCALIZACAO SUBCELULAR DE SMYD4 POR IMUNOCITOQUIMICA

Para verificar onde a proteina SMYD4 esta localizada na célula, os clones de
superexpressao foram transferidos para uma lamina de quatro camaras (BD
Biosciences) na densidade de 5x10* células por camara, incubada em estufa imida
a 37°C com 5% de CO, Dois dias depois, o meio foi removido, as células foram
lavadas duas vezes com PBS 1x e fixadas em paraformaldeido 4% por 30 minutos.
Depois, foram lavadas trés vezes com PBS 1x e tratadas com Triton X-100 0,1%
(Roche) por 2 minutos em agitacdo leve. Apos a lise celular, foram feitas novas

lavagens com PBS 1x (3 vezes, 3 minutos cada, agitacdo leve) e em seguida
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adicionou-se BSA 3% (diluido em PBS 1x), deixando a lamina sob agitacéo leve por
10 minutos. Apds o bloqueio, as células foram incubadas durante 1 hora com os
anticorpos primarios anti-Myc (IgG de camundongo; Sigma) e anti-DDK (IgG de
camundongo; OriGene Technologies) diluidos na propor¢céo de 1:500 em BSA 3%.
Em seguida, foram lavadas 3 vezes com PBS 1x por 3 minutos, em agitacéo leve, e
tratadas com o anticorpo secundario CF568 Donkey anti-lgG de camundongo
(Biotium) diluido na proporcéo de 1:1000 em BSA 3%, incubadas por 40 minutos ao
abrigo da luz. Depois foram lavadas com PBS 1x novamente (4 vezes, 5 minutos,
agitacdo leve) e, apdés a adicdo de 4°,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) (Vector
Laboratories) para marcacdo nucléica, a lamina foi coberta com laminula e

observada em microscépio confocal HCS-A (Leica).

3.15 ASPECTOS ETICOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia (UnB), baseado na resolucdo 196/96
do Conselho Nacional de Saude/Ministério da Saude, protocolado no nimero 025/09
(Anexos B e C).
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4 RESULTADOS

4.1 OS PRINCIPAIS DOMINIOS DE SMYD4 ASSEMELHAM-SE AOS OUTROS
MEMBROS DA FAMILIA SMYD

Ao comparar todas as cinco proteinas humanas da familia SMYD nos
programas BLAST e Align da base de dados UniProt (50), foram obtidas de 31% a
39% de grau de similaridade entre as sequéncias (Figura 17). Além disso, ao
comparar 0s principais dominios da familia SMYD, SET E MYND, observou-se

similaridade na posicao de alguns aminoacidos (Figuras 18 e 19).

Alignments Entry Entry name Protein names Organism Length Identity
@ Q8IYR2 SMYD4_HUMAN SETand MYND domain-containing protein 4 :*Hourlf'n‘;ﬁ?p'e”s 804  100.0%
@) QONRG4A SMYD2_HUMAN  N-lysine methyltransferase SMYD2 :*Hourpn‘;ﬁ?p‘ens 433 36.0%
- @ QOH7B4 SMYD3_HUMAN  SETand MYND domain-containing protein 3 :*Hourpn‘;ﬁ?p‘ens 428 39.0%
- @ QB8NB12 SMYD1 HUMAN  SETand MYND domain-containing protein 1 :*Hourpn‘;ﬁ?p‘ens 490 31.0%
- @ Q6GMV2 SMYD5_HUMAN  SET and MYND domain-containing protein 5 :*Hourlf'noaﬁ?p'e”s 418 36.0%

Figura 17 — Comparacao entre SMYD4 e os outros membros da familia SMYD.
Equiparagéo das sequéncias das cinco proteinas da familia SMYD pelo programa BLAST da base de
dados UniProt (50).

48  —-——VNFVCHTCFRRQERLHRCGQCEFAHYCDRTCQEDAWLNH-RNECSLIFRYG-———— 57 QBNB1Z2 SMYD1 HUMAN

45  —----RGNECEYCFTREEGLSECGRCEQAFYCNVECQREDWEMH-ELECSEMVVEG-———— 57  QOSNRG4 SMYD2_HUMAN

45  ———-RGVVCDRCLLGRERLMRCSQCRVARYCSARCQERAWPDH-RRECRCLESCR-———— 54  (SHTES SMYD3 HUMAN

288 RVTNGDLYCHRCLEHTLATVECDECSYARYCSOECLOOAWELYHRTECIL—GGLL————— 341 DBIYR2 SMYD4_HUMAN

50 RPGQVLPHEELCTVREDLHONCEPHCQ VMYCSARCRIAATEOYHOULOCGPSQDDPLEPL 148 QEGMV2 SMYD5 HUMAN
e e e . - e

Figura 18 — Alinhamento da sequéncia dos dominios MYND dos membros da familia SMYD.
Comparacao entre as sequéncias do dominio MYND (em rosa) da familia SMYD por alinhamento
realizado no programa Align da base de dados UniProt (50). Asterisco: residuos conservados; dois
pontos: mutac¢des conservativas; um ponto: mutacdes semi-conservativas.
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SM¥YD1_HUMAN
SMYD2_HUMAN
SMYD3 HUMEN
SMYD4 HUMAN
SMYD5_ HUMAN

SMYD1 HUMEN
SMYD2_HUMAN
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SMYD1 HUMZN
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SMYD1 HUMAN
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SMYD4 HUMRN
SMYDS_HUMARN

Figura 19 Almhamento da sequenma dos dominios SET dos membros da familia SMYD.

Comparacao entre as sequéncias do dominio SET (em amarelo) da familia SMYD por alinhamento
realizado no programa Align da base de dados UniProt (50). Os aminoacidos em verde representam
sitios de ligacdo. Asterisco: residuos conservados; dois pontos: muta¢gdes conservativas; um ponto:

mutacdes semi-conservativas.
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4.2 SMYD4 ESTA HIPOEXPRESSO EM LINHAGENS CELULARES DE CANCER
DE MAMA

Para investigar a expressdo do gene SMYD4 em céncer de mama,
primeiramente fez-se uma analise de quantificacdo relativa (método AACt) em sete
linhagens de cancer mamario (HCC1954, MCF7, CAMA1, SKBR3, MDA-MB-231,
MDA-MB-436 e MDA-MB-468). Nesta andlise, foi observado que todas as linhagens
testadas demonstraram baixa expresséo do gene SMYD4 em comparagédo ao grupo
controle de tecido mamario ndo canceroso obtido de pacientes (Figura 20). Apos
verificar a expresséo relativa nestas linhagens, aplicou-se um teste estatistico (teste
t ndo paramétrico) e constatou-se uma diferenca significativa entre esses grupos
(p=0,0015; I.C. 95%).
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Figura 20 — Anédlise de quantificacdo relativa do gene SMYD4 em sete linhagens de céncer de
mama.

Comparacao de expressédo do gene SMYD4 entre um grupo de sete amostras de tecido mamario ndo
canceroso (TMNC) e sete linhagens celulares de cancer de mama. -actina utlizada na
normalizagcdo; método AAC.
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4.3 SMYD4 ESTA HIPORREGULADO NA MAIORIA DAS AMOSTRAS DE CANCER
DE MAMA

ApOs constatar hipoexpressao do gene SMYD4 em linhagens celulares
de céancer de mama, verificaram-se 0s niveis de sua expressao em amostras
tumorais de pacientes. A andlise de quantificacdo relativa (método AAC+) nas onze
amostras tumorais demonstrou uma hipoexpressdo do gene em comparacdo ao
grupo controle de tecido mamario ndo canceroso obtido de pacientes (Figura 21).
Diante da analise de quantificacdo relativa da expressdo de SMYD4, aplicou-se um
teste estatistico (teste t ndo paramétrico) e constatou-se uma diferenca significativa
entre esses grupos (p=0,0206; I.C. 95%). Vale ressaltar que, na analise inicial,
observou-se um valor atipico muito discrepante das demais amostras tumorais
(Tumor 6), cuja expressao de SMYD4 demonstrou estar muito elevada, e, por este

motivo, esta amostra foi desconsiderada das demais analises.
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Figura 21 — Expressao relativa do gene SMYD4 em amostras de cancer de mama.

Comparacao de expresséo do gene SMYD4 entre um grupo de sete amostras de tecido mamério néo
canceroso (TMNC) e onze amostras de tecido tumoral de mama. B-actina utilizada na normalizacao;

método AAC;.
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4.4 SMYD4 ESTA MAIS EXPRESSO EM TECIDO MAMARIO

Para determinar o padrdo de expressédo do gene SMYD4 em tecidos humanos
nao tumorais, foi utilizado um painel comercial de RNA de doze tipos de tecido
humano, e a expressdo de SMYD4 de cada tipo de tecido foi comparada por anélise
de quantificacdo relativa (método AACt) & do grupo de tecidos mamarios nao
cancerosos obtidos de pacientes. Esta analise revelou que SMYD4 tem uma maior
expressdo no grupo controle de tecido mamario dentre todos os outros tecidos
analisados (Figura 22) e também demonstrou estar relativamente mais expresso em
musculo esquelético e com expressdo diminuida em pulmdo, placenta e tecidos do

trato digestorio (colon, intestino delgado, e estdmago).
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Figura 22 — Expresséo relativa do gene SMYD4 em diferentes tecidos humanos.

Comparacao de expresséo do gene SMYD4 entre um grupo de sete amostras de tecido mamério néo
canceroso (TMNC) e doze tipos de tecido humano. B-actina utilizada na normalizagdo; método AACy.
I.D. — intestino delgado; M.C. — musculo cardiaco; M.E. — masculo esquelético.
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4.5 AVALIACAO DO EFEITO DE SUPEREXPRESSAO DO GENE SMYD4

Para avaliar os efeitos do gene SMYD4 no crescimento celular, foram obtidos
dois clones de células HEK293 estaveis superexpressando o gene SMYD4. Os
efeitos da superexpressao na proliferacdo celular foram analisados comparando-se
a taxa de crescimento dos dois clones superexpressando SMYD4 com a taxa de
células HEK293 transfectadas com o vetor vazio (HEK293-mock) e células HEK293
nao transfectadas. A taxa de crescimento foi analisada pela densidade celular
visualizada por coloracdo de giemsa nos dias 5, 10 e 15 apés o plagueamento
(Figura 23). Observou-se uma diminui¢do sutil na proliferacdo das células apés a
superexpressdao do SMYD4 em relacdo aos dois controles. Esta diferenca € melhor

evidenciada ap6s 10 dias do plagueamento das células.

HEK293
nao-transfectada

HEK293-mock

Clone de

superexpressao 1 \“@ L T
Clone de e
superexpressao 2 ‘ X } k

Figura 23 — Coloracéo por glemsa para avallagao do efelto de superexpressao do gene SMYD4
em células HEK293.

Leituras nos dias 5, 10 e 15 ap0s o plagueamento referente ao ensaio de superexpressao do gene
SMYD4. HEK293 néo transfectadas e HEK293-mock foram utilizadas como controle.
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4.6 AVALIACAO DO EFEITO DE SILENCIAMENTO DO GENE SMYD4

Para a investigacdo dos efeitos de silenciamento do gene SMYD4, foram
inseridos vetores contendo sequéncias especificas de shRNA para o gene SMYD4
(Tabela 5) em células MDA-MB-231, utilizando um vetor com sequéncia inespecifica
(controle 1) e outro vetor vazio (controle 2) como controles. Verificou-se 0s possiveis
efeitos no crescimento celular por ensaio de MTT ap0s o silenciamento. Diante dos
resultados do ensaio de MTT, pbOde-se observar um drastico aumento na
proliferacéo celular de células transfectadas com os vetores de silenciamento 1 e 2

para SMYD4 no sexto dia apés o plagueamento (Figura 24).

MDA-MB-231

Nao fransfectada
shRNA controle 1
shRNA controle 2
shRNA SMYD4 1
shRNA SMYD4 2
shRNA SMYD4 3
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Figura 24 — Ensaio de MTT para avaliacdo do efeito de silenciamento do gene SMYD4 por
shRNA em células MDA-MB-231.

Leituras nos dias 1, 3 e 6 apdés o plaqueamento referente ao ensaio de silenciamento do gene
SMYD4. MDA-MB-231 néo transfectadas e MDA-MB-231 transfectadas com plasmideo de sequéncia
inespecifica (controle 1) e plasmideo vazio (controle 2) foram utilizadas como controle.
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4.7 A PROTEINA SMYD4 ESTA LOCALIZADA NO CITOPLASMA

Para verificar a localizagdo subcelular da proteina SMYD4, foram utilizadas
células estaveis HEK293 que expressassem um vetor contendo o gene SMYD4
(PCMV6-SMYD4-Myc/DDK). Como demonstrado nas figuras 12 e 16, as analises
por gPCR e Western Blot confirmaram a superexpressao estavel de SMYD4 em dois
clones de células ao comparar com células com o vetor vazio e células ndo
transfectadas. Sabendo disso, fez-se uma analise por imunocitoquimica em
microscopio confocal dos clones de superexpressao em células estaveis e verificou-
se gue a proteina SMYD4 estd principalmente localizada no citoplasma, de forma
difusa (Figura 25).

Clone 1 Clone 2 Clone 1 Clone 2

Myc DDK

DAPI DAPI

DDK
Myc H

DAPI e

Figura 25 - Localiza¢&o subcelular de SMYD4 por imunocitoquimica.

A proteina SMYD4 exdgena marcada por Myc (painel a esquerda) e DDK(painel a direita), os quais
foram definidos na imagem por anticorpos anti-Myc e anti-DDK. Microscopia confocal usando
anticorpo secundario conjugado com CF568 (em vermelho), ndcleo celular marcado com DAPI (azul).
Clones 1 e 2 representando células de superexpresséo estavel de SMYD4 em células HEK293.



54

5 DISCUSSAO

O dominio SET foi originalmente identificado como uma sequéncia
conservada entre trés proteinas de Drosophila melanogaster: Suppressor of
Variegation 3-9 (Su(var)3-9), Enhancer of Zeste (E(z)) e Trithorax. As proteinas
contendo um dominio SET foram inicialmente classificadas em quatro subfamilias
baseando na homologia do dominio e nomeadas ap0s 0s primeiros membros
SUV39, SET1, SET2 e RIZ; subsequentemente, uma quinta subfamilia foi
identificada e designada apds a descoberta do gene SMYD3 (45, 57).

Atualmente, metiltransferases de lisina contendo o dominio SET séo divididas
em sete grupos baseando na homologia da sequéncia deste dominio, sendo a
familia SMYD caracterizada pela insercdo de um dominio dedo-de-zinco MYND.
Primeiramente, as proteinas contendo o dominio SET foram caracterizadas como
enzimas modificadores de histonas e, subsequentemente, foi descoberto que
algumas HKMTs poderiam também modificar proteinas ndo-histonas. A importancia
bioldgica da metilacdo de proteinas ndo-histonas, assim como as consequéncias de
sua desregulacé&o no cancer, foram colocadas em evidéncia pelas investigacdes dos
genes SMYD2 e SMYD3 (45, 46, 58).

O alinhamento da proteina SMYD4 com 0s outros quatro membros da familia
SMYD demonstrou que esta proteina possui aminoacidos em posi¢cdes equivalentes
as dos dominios SET e MYND dos outros SMYDs, no entanto, o mecanismo
atribuido a essas regibes na proteina SMYD4 ainda precisa ser detalhadamente
estudado. Tal semelhanca na posi¢do de alguns aminoacidos compartilhada nesses
dominios sugere possivel analogia entre os mecanismos de acdo da proteina
SMYD4 as demais proteinas da familia SMYD. Apesar de ainda ndo haver nenhum
trabalho associando estes dominios a atividade desta proteina, o gene SMYD4 foi
recentemente descrito como um potencial supressor tumoral envolvido no
desenvolvimento de cancer de mama (48).

No presente estudo, foi demonstrado que SMYD4 esta hipoexpresso em sete
linhagens de cancer de mama com diferentes expressdes de receptores e
caracteristicas celulares, o que corrobora com os achados anteriores, 0s quais
demonstraram que a ruptura da expressdo de SMYD4 esta associada com a
tumorigénese demonstrada em uma linhagem celular mamaria n&o-tumorigénica

(48). Diante dos resultados, pbéde-se notar uma diferenca de expressdao em
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HCC1954 e MDA-MB-231, as quais demonstram maior expressdo ao compara-las
com as outras linhagens. Apesar de sua expressao ainda ser menor que 0 grupo
controle, HCC1954 foi coletada de um carcinoma invasivo primario, enquanto MDA-
MB-231 tem origem em adenocarcinoma metastatico proveniente de efusao pleural,
0 que representa um tumor mamario mais agressivo. Assim, os resultados sugerem
gue os niveis de expressdo de SMYD4 podem néo estar relacionados ao grau de
agressividade do tumor.

Além disso, SMYD4 também mostrou estar hipoexpresso em grande parte
das amostras tumorais de cancer de mama em comparagdo com um grupo controle
de tecido mamario saudavel, o que também est4 de acordo com a ideia do trabalho
anterior de que SMYD4 atua como potencial gene supressor tumoral em cancer de
mama. Apesar de estes resultados demonstrarem uma expressdo diminuida de
SMYD4 na maioria das amostras tumorais, 0 pequeno numero de casos hao
possibilita fortes associacbes com as caracteristicas clinicas e patolégicas dos
pacientes por ndo permitir a aplicacdo de testes estatisticos estratificados. No
entanto, ao analisar os dados de expressdo génica por microarranjo na base de
dados OncoMine, observou-se uma expressao diminuida significativa de SMYD4 em
34 casos de carcinoma ductal invasivo, 20 casos de carcinoma lobular e 9 casos de
carcinoma ductal in situ (59, 60), o que corrobora com o0s achados no presente
estudo. Esses resultados reforcam a ideia de SMYD4 agir como um possivel
supressor tumoral e sugerem que este pode ter funcdo oposta aguela revelada para
0 gene SMYD3 na carcinogénese mamaria (40).

Ademais, o presente estudo constatou que o gene SMYD4 demonstrou estar
expresso de forma distinta em diferentes tipos de tecido humano. Curiosamente, a
expressao mostrou ser maior em tecido mamario ao comparar com todos 0s outros
tecidos examinados. Este achado indica que a distribuicéo tissular de SMYD4 pode
ser completamente diferente do que fora descrito para os outros membros da familia
SMYD, evidenciando a importancia do SMYD4 no tecido mamario e sugerindo que
este pode atuar de forma diferenciada entre os diferentes tipos tissulares. Em outros
estudos, verificou-se expressao elevada de outros membros da familia SMYD em
musculo esquelético e cardiaco (41, 45, 61). Além disso, ja foi demonstrado que o
gene SMYD1 esta especificamente expresso em precursores de musculo cardiaco e

esquelético antes da diferenciacdo celular desses tecidos, agindo em conjunto com
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uma série de proteinas cardiacas regulatérias e sendo essencial na
cardiomiogénese (61); assim, ao contrario de SMYD1, o presente estudo mostrou
que o0 gene SMYD4 estd menos expresso em musculo cardiaco.

Quanto ao gene SMYD2, este apresenta elevada expressdo em musculo
cardiaco e em tecido cerebral, apesar de j& estar claro que esta metiltransferase ndo
€ tdo essencial quanto € o gene SMYD1 no desenvolvimento do tecido cardiaco (41,
61). Além disso, o0 gene SMYD3 também apresentou alta expressdo em tecido
testicular e em musculo esquelético, mas ndo em musculo cardiaco (45). Apesar de
ser interessante notar que outros membros da familia SMYD dividem um padrédo de
expressao similar em tecidos humanos ndo cancerosos (41, 45, 61), SMYD4
demonstrou estar mais expresso em tecido mamario, sendo o Unico gene da familia
SMYD a ter esse perfil atualmente.

Com relacdo ao efeito de superexpressdo de SMYD4 em células HEK293,
observou-se uma sutil redugdo na taxa de crescimento celular e, apesar do
mecanismo pelo qual a superexpressdo do gene SMYD4 interfere no crescimento
das células ndo ter sido elucidado, o ensaio com shRNA demonstrou que, ao
silenciar este gene, eleva-se a taxa de proliferacdo celular. Estes resultados
sugerem que o gene SMYD4 possa estar diretamente envolvido em mecanismos de
controle da proliferac@o celular. Além disso, esses resultados corroboram com o0s
achados de Hu e colaboradores, que demonstraram que uma maior expressao de
SMYD4 levou a reducd@o na proliferacdo celular in vitro. Tal trabalho mostra ainda
que, células com baixa expressdo de SMYD4 sofrem um aumento na proliferacao
celular independente de ancoragem (48), o que é uma caracteristica de células
cancerosas.

Por fim, quanto a identificacdo da localizacdo da proteina SMYD4 dentro da
célula, os resultados presentes neste trabalho mostram que SMYD4 esta situada no
citoplasma, sugerindo que esta proteina talvez esteja associada a outros substratos
proteicos nao-histonas, o que ja foi descrito em trabalhos anteriores sobre a
atividade de SMYD2 e SMYD3 (46, 47, 58, 62). Nesses trabalhos, a atividade
enzimatica de metiltransferase de SMYD2 esta associada a repressao de p53, a
qual é fundamental na supressédo tumoral. Esta observacédo evidenciou a acéo de
SMYD2 como um oncogene putativo por ser capaz de metilar a proteina p53 (58).

7

Outro exemplo € a associagdo de SMYD2 ao supressor de tumor Rb, o qual é
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metilado em varios processos celulares (62). Além disso, também foi demonstrado
que SMYD2 é capaz de metilar HSP90 e suas co-chaperonas (47). A
metiltransferase SMYD3 também esta associada a metilacdo do receptor 1 do fator
de crescimento endotelial vascular (VEGFR1), aumentando o poder de atuacdo
desta tirosina-quinase (46). Desta forma, apesar de ainda nao estar claro se SMYD4
age como metiltransferase, a identificacdo da localizacdo subcelular de SMYD4 no
citoplasma sugere que esta proteina pode atuar juntamente com outros substratos

nao histonas.
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6 CONCLUSAO

Ao considerar o cancer como um dos maiores problemas de saude no mundo
atual, sendo o cancer de mama um dos que mais acometem e matam mulheres em
todo o mundo, é importante que novas pesquisas direcionadas a melhorias no
diagnostico e tratamento destes pacientes sejam realizadas. Neste sentido, também
€ importante entender que, por ser uma doenca de cunho genético, estudos
moleculares tornam-se cada vez mais frequentes e essenciais na busca de terapias
mais individualizadas.

Neste estudo, o gene SMYD4 demonstrou estar hipoexpresso em amostras e
linhagens celulares de cancer de mama, o que indica uma atuacdo deste gene na
modulacdo da carcinogénese mamaria, agindo como supressor tumoral. Ademais,
apesar de ter observado apenas uma sutil reducéo na proliferacdo celular pelo efeito
da superexpressao do SMYD4, o silenciamento deste gene mostrou estar associado
ao aumento na taxa de crescimento celular, o que reafirma a ideia de que SMYD4
seja um potencial supressor tumoral. Além disso, verificou-se que a proteina SMYD4
estd localizada principalmente no citoplasma, sugerindo que esta tenha uma
atividade maior no citosol e talvez possa atuar como uma metiltransferase de
proteinas ndo histonas. No entanto, sua atividade enzimatica ainda precisa ser
investigada.

Analisados em conjunto, esses dados apontam para o envolvimento do gene
SMYD4 na carcinogénese mamaria, sugerindo-o como um novo alvo molecular para
o desenvolvimento de estratégias de diagnéstico e tratamento. Contudo, outros
trabalhos e novas investigacdes sdo necessarios para contribuir no entendimento da
importancia do SMYD4 no processo tumorigénico em tecido mamario e ajudar a

elucidar o mecanismo no qual sua atividade esta envolvida.
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ANEXOS

ANEXO A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O(A) sr(a). esta sendo convidado(a), através deste documento fornecido em duas vias, a participar de um
projeto de pesquisa denominado “Analise gendbmica e funcional de genes codificadores de
metiltransferases protéicas em linhagens de carcinoma ductal da mama e normal linféide humana”.

Os pesquisadores da Universidade de Brasilia e os médicos do Hospital da Universidade de Brasilia (HUB)
estdo desenvolvendo este projeto colaborativo, sob a coordenagéo do Prof. Dr. Fabio Pittella Silva, para
estudar os mecanismos celulares e moleculares que geram o cancer de mama. Um dos beneficios desse
projeto de pesquisa é que fornecera bases para o desenvolvimento de diagndsticos mais precisos. Ajudara
a caracterizagdo da doencga na Regido Centro-Oeste, Norte e Nordeste do pais. Outro beneficio é que
medicamentos especificos para o tratamento do cancer poderao ser desenvolvidos.

Caso o(a) sr(a). aceite participar, o pesquisador podera esclarecer quaisquer duvidas que tiver a respeito
do projeto e deste termo de consentimento.

O procedimento para o estudo sera o seguinte:

= O(A) senhor(a) sera convidado a responder um questionario referente ao histérico da doenga, compondo
dados que farao parte do prontuario meédico.

= O(A) senhor(a) esta ciente de que ha uma suspeita de acometimento com uma doenga chamada cancer
de mama, que requer tratamento e acompanhamento médico. Uma das maneiras pelas quais se pode
confirmar ou excluir tal suspeita & através das amostra(s) de biopsia(s), ou seja, retirada de pequeno(s)
fragmento(s) do tecido do 6rgéo afetado. Esse(s) fragmento(s) sera(do) examinado(s) por um(a) médico(a)-
patologista treinado(a), que podera utilizar técnicas modernas apropriadas (como a imunohistoquimica)
para o diagnoéstico e posteriormente, emitira um laudo. Na maioria dos casos, o pesquisador-responsavel
ird recomendar o tratamento do tumor. Nesse caso, o(a) sr(a). sera encaminhado a um meédico-cirurgiao do
HUB, que lhe fornecera todos os esclarecimentos com relacdo ao tratamento. No caso de tratamento
cirurgico, amostras do tecido poderdo ser examinados também pelo(a) patologista. Ndo havera qualquer
custo para a realizagéo dos exames relacionados ao tratamento, ou para o tratamento em si, mesmo que
cirdrgico.

O material coletado para diagnéstico e acompanhamento do tratamento, assim como o material removido
cirurgicamente, sera utilizado para as analises clinicas necessarias, sendo uma pequena quantidade do
mesmo utilizada para o projeto de pesquisa. Neste momento, outra pequena amostra de tecido normal
também sera retirada. Nenhum nome ou endereco sera associado com a amostra coletada, tornando sua
participagao confidencial. O tratamento bem como as analises clinicas nao acarretardo em 6nus financeiro
para o(a) sr(a) e/ou sua familia.

= As amostras biologicas serdo utilizadas apenas pelos pesquisadores envolvidos neste projeto, sendo
experimentalmente manipuladas no Laboratério de Farmacologia Molecular, da Faculdade de Ciéncias da
Saude da Universidade de Brasilia. As caracteristicas moleculares das mesmas serdao analisadas por
técnicas de biologia molecular e celular. As amostras ndo serao disponibilizadas para outros estudos em
qualquer hipotese.

= Os dados e registros relacionados a este projeto serdo mantidos no HUB e somente os pesquisadores
diretamente relacionados ao projeto terao acesso aos mesmos. Se desejar, o(a) sr(a) sera informado(a)
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dos resultados dessa pesquisa, gue tem previsdo de duracao de 3 anos. Os resultados também serdo
publicados em revistas cientificas e de interesse médico, sempre mantendo-se o seu anonimato.

A participacéo neste trabalho & voluntaria, portanto o(a) sr(a). tem toda a liberdade de decidir se deseja
participar ou nao deste projeto. Podera recusar-se a participar ou descontinuar a sua participagao a
qualguer momento, ou ainda recusar-se a fornecer qualqguer informacao (mesmo participando do estudo),
tudo sem penalidades ou perda de beneficios a que tenha direito.

Li e entendi este TERMQ. Durante a entrevista, eu me senti esclarecido gquanto aos objetivos do trabalho
de pesquisa. Estou ciente de que a participagéo no projeto € voluntaria e ndo acarreta énus para mim efou
minha familia. Sei ainda que em gqualguer momento, posso pedir maiores esclarecimentos ao pesquisador
responsavel, bem como cancelar a participagdo sem que isso traga prejuizo a mim.

Concordo voluntariamente em participar deste estudo.

data:
Assinatura do(a) paciente
data:
Assinatura do médico responsavel pela pesquisa
Dr. Jodo Nunes Neto — Cancerologista = CRM-DF 9165
" “,
70 L i
- ‘\'\’i'}" :_,."’ “' N Il\_/
\“Y ] UV data:

Assinatura do éjoordenadéi' do projeto de pesquisa
Prof. Dr. Fabio Pittella Silva — UNB

Telefones para contatos:

Comité de Etica em Pesquisa, Faculdade de Ciéncias da Salde, UnB (CEP/FS) — Tel: (61)3307-3799
Dr. Joao Nunes Neto — Tel: (61) 34485021

Prof. Dr. Fabio Pittella Silva — Tel: (61) 31071998




ANEXO B — DOCUMENTO DE APROVACAO PELO COMITE DE ETICA

Universidade de Brasilia
Faculdade de Ciéncias da Saide
Comité de Etica em Pesquisa — CEP/FS

PROCESSO DE ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro do Projeto no CEP: (25709

Titulo do Projeto: Andlise gendmica e funcional de genes codificadores de
metiltransferases protéicas em Linhagens de Carcinoma Ductal dz Mama e Normal.

Pesquisadora Responsavel: Fabio Pittella Silva

Data de Entrada; 23/04/2009

Com base na Resolugio 196/96, do CMNS/MS, que regulamenta a ética em
pesquisa com seres humanos, o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia, apds analise dos aspectos
eticos e do confexto técnico-cientifico, resolven AFROVAR o projeto 02509 com o
titulo: *Analise gendmica e funcional de genes codificadores de metltransferases
protercas em Linhagens de Carcinoma Ductal de Mama e Normal”, analisado na 5°
Reurpiio Ordinana, realizada no dia 09 de Junho de 2009,

O pesqusador responsavel fica, desde ja, notificado da obrigatoriedade da
apresentagao de wm relatorio semestral e relatorio final sucinto e obijetivo sobre o
desenvolvimente do Projeto, no prazo de 1 (um) ane a contar da presente data (item
WII.13 da Resolugao 196/96).

Brasilia, 13 de Junho de 2009,

A

Prof. Volnel Garrafa
Coordenador do CEP-FS/UnB

Comite de Elica em Pesquisa com Seres Humanas - Faculdade de GiEncias da Saude
Universidade de Brasllia - Campis Uiniversitario Dardy Ribeiro - CEP. 70 910-900
Teletone: (61)-32073729  Email cepfs@unts b
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ANEXO C - DOCUMENTO DE APROVAGCAO PELO COMITE DE ETICA

Universidade de Brasilia
Faculdade de Ciéncias da Satde
Comité de Etica em Pesquisa — CEP/FS

PROCESSO DE ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro do Projeto no CEP: 025/09

Titulo do Projeto: “Andlise genomica e funcional de genes codificadores de
metiltransferases protéicas em Linhagens de Carcinoma Ductal de Mama e Normal
Linfoide Humana™.

Pesquisadora Responsavel: Fibio Pitella Silva
Data de Entrada: 23/04/2009

Com base na Resolugio 196/96, do CNS/MS, que regulamenta a ética em
pesquisa com seres humanos, o Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da
Faculdade de Ciéncias da Saide da Universidade de Brasilia, apés andlise dos aspectos
éticos e do contexto técnico-cientifico, resolveu APROVAR emenda 2o projeto 025/09
com o titulo: “Andlise gendémica e funcional de genes codificadores de metiltransferases
protéicas em Linhagens de Carcinoma Ductal de Mama ¢ Normal Linfoide Humana™,
analisado na 5* Reuniao Ordindria, realizada no dia 08 de Junho de 2010, com as
seguintes especificagoes:

* Emenda ao Protocolo, versio 02 de abril de 2010, item 4.1 metodologia, com as
modificacoes sublinhadas;
* Termo de Consentimento Livre e esclarecido, versiao 02 de abril de 2010;

O pesquisador responsdvel fica, desde jd, notificado da obrigatoriedade da
apresentaciao de um relatério semestral e relatorio final sucinto e objetivo sobre o
desenvolvimento do Projeto, no prazo de 1 (um) ano a contar da presente data (item
VII. 13 da Resolugao 196/96).

Brasilia, 07 de outubro de 2010.

Prof. Natan s de Sa
Coordenador do EP-FS/UnB

Comité de Efica e Pesquisa com Seres Humanos - Faculdade de Ciéncias da Saide
Universidade de Brasilla - Campus Universitdrio Darcy Rbeiro - CEP: 70.910- 900
Telefone: (61)- 3107-1947 Email: cepfs@unb.br
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