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Resumo

O complexo Polycomb (PcG) é constituido por fatores multiproteicos que medeiam a repressao
de diversos genes no organismo. As proteinas PcG sdo divididas em dois complexos distintos,
PRC1 e PRC2, sendo que PRC1 tem atividade ligase E3, catalisando a mono-ubiquitinacdo da
histona H2A nos residuos de lisina na posicdo 119 (H2AK119ub), enquanto PRC2 tem
atividade metiltransferase, mediando a mono, di, e trimetilacdo na histona H3 nos residuos de
lisina na posicdo 27 (H3K27me2/3). Sabe-se que PRC1 é subdivido em complexos ndo
canbnicos e candnicos, sendo este Ultimo composto por proteinas CBX (CBX2, CBX4, CBX6,
CBX7 ou CBX8). J& PRC2, compreende trés proteinas centrais: SUZ12, EED e EZH1 ou
EZH2, que é a proteina metiltransferase responsavel por conferir a principal atividade
enzimatica ao complexo PRC2. Sabe-se que a desregulacdo das proteinas PcG pode alterar vias
relacionadas ao desenvolvimento, ocasionando um aumento desordenado de proliferacéo
celular, inibicdo da apoptose, e aumento das células tumorais. Dentre 0s tumores com alteracao
na expressdo de PcG, estdo os tumores mamarios. Em caninos, este tipo de tumor € a neoplasia
mais frequente em cadelas. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo avaliar o padrdo de
metilacdo e expressdo dos genes CBX2 e CBX7 (PRC1), e EED, EZH2 e SUZ12 (PRC2) em
tumores de mama em cadelas do estado do Pard. Para isso, foram avaliadas 83 amostras de
tecido neoplésico e ndo-neopléasico, provenientes de 40 animais, coletadas no Hospital
Veterinario da Universidade Federal Rural da Amazonia. Para a analise do padrdo de metilacéo,
as amostras foram convertidas por acdo do bissulfito de sodio e submetidas a técnica de
Bissulfite sequence PCR para deteccdo das possiveis areas metiladas. Para a analise da
expressdo de RNA, foi feita a conversdo a cDNA e posterior quantificacdo dos transcritos
usando a deteccdo por sonda Tagman. A emissdo da fluorescéncia foi captada com o auxilio do
ABI PRISM 7500 Sequence Detection System. As andlises estatisticas foram realizadas pelos
testes Kruskal-Wallis e Teste T Mann Whitnae, para avaliar as associagdes dos padrdes de
metilacdo com os niveis de expressédo, e destes com progressdo tumoral e demais caracteristicas

clinicopatoldgicas, sendo os resultados considerados significativos quando p< 0,05.

Palavras-chave: PcG, Epigenética, Tumor de mama, Caes



Abstract

The Polycomb complex (PcG) consists of multiprotein factors that mediate the repression of
various genes in the body. PcG proteins are divided into two distinct complexes, PRC1 and
PRC2, with PRC1 having E3 ligase activity, catalyzing the mono-ubiquitination of histone H2A
at lysine residues at position 119 (H2AK119ub), while PRC2 has methyitransferase activity,
mediating mono, di, and trimethylation on histone H3 at lysine residues at position 27
(H3K27me2 / 3). It is known that PRC1 is subdivided into non-canonical and canonical
complexes, the latter being composed of CBX proteins (CBX2, CBX4, CBX6, CBX7 or
CBX8). Already PRC2, it comprises three central proteins: SUZ12, EED and EZH1 or EZH2,
which is the methyltransferase protein responsible for conferring the main enzymatic activity
to the PRC2 complex. It is known that deregulation of PcG proteins may alter developmental
pathways, causing a disordered increase in cell proliferation, inhibition of apoptosis, and
increase of tumor cells. Among the tumors with altered expression of PcG are mammary
tumors. In canines, this type of tumor is the most frequent neoplasm in bitches. Thus, the
objective of this study was to evaluate the methylation and expression pattern of the CBX2 and
CBX7 (PRC1), and EED, EZH2 and SUZ12 (PRC2) genes in breast tumors in dogs from the
state of Para. Samples of neoplastic and non-neoplastic tissue from 40 animals collected at the
Veterinary Hospital of the Federal Rural University of AmazOnia. For the analysis of the
methylation pattern, the samples were converted by sodium bisulfite and submitted to the
Bissulfite sequence PCR technique to detect possible methylated areas. For analysis of RNA
expression, cDNA conversion and subsequent quantification of transcripts were performed
using Tagman probe detection. Fluorescence emission was captured with the aid of the ABI
PRISM 7500 Sequence Detection System. Statistical analyzes were performed using the
Kruskal-Wallis test and the Mann Whitnae test to evaluate the associations of methylation
patterns with expression levels, and those with tumor progression and other clinicopathological

characteristics. The results were considered significant when p <0, 05.

Keywords: PcG, Epigenetics, Breast tumor, Dogs
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1. INTRODUCAO
1.1 EPIGENETICA

Em 1940, o bidlogo britanico Conrad Waddington, propds um modelo metafdrico,
chamado “paisagem epigenética”, para os diferentes fenotipos de térax e asas que comecaram
a ser expressos por Drosophila melanogaster em reposta a estimulos externos (temperatura), e
que apoOs algumas geracBes continuavam a se perpetuar mesmo sem receber os estimulos de
outrora. Este modelo propunha que os genes sdo capazes de moldar o processo de diferenciagdo
embrionaria de cada organismo, e que a influéncias desses fatores externos afetam a atividade
dos mesmos (Figura 1) (Rajagopal & Stanger, 2016; Noble, 2015). Emergia assim, o conceito
da Epigenética, definido como estudo da expressdo génica relacionada as caracteristicas ou
modificacGes herdaveis e reversiveis através de divisdes celulares sem alterar a sequéncia de
DNA (Lee et al.,2014; Moore et al., 2013).
A

Figura 1. Paisagem epigenética. A- A superficie da paisagem epigenética. Processo de diferenciacédo celular onde
as bolas representam as células embrionarias, que seguem por varios caminhos representados como vales até se
tornar umtipo de célula especifica. B- Os pinos (cavilhas) representam os genes e os fios representam a saida de
sinalizagdo dos genes (expressdo) moldando assim a paisagem epigenética acima (Adaptado de Ragajopal &
Stanger, 2016).

Todas as células que compdem um organismo contém O mesmo genoma, OuU Seja,
apresentam a mesma informacdo genética, mas apesar disto seus genes ndo SA0 EXPressos
simultaneamente por todos os tipos de células e nem o tempo todo. O padrdo de expressao
diferencial dos genes depende da funcdo que sera exercida pela célula, sendo os mecanismos

epigeneticos capazes de intermediar o perfil de expressdo dos genes em células e em tecidos
multicelulares (Moore et al., 2013; Khan et al., 2015).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1534580715008308
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A regulacdo epigenética da expressdo de genes ocorre por modificacbes pos-
traducionais de proteinas (histonas), modificacdo quimica no DNA e posicionamento do
nucleossomo, que, em conjunto, sdo capazes de determinar a acessibilidade de fatores de
transcricdo (Spruijt & Vermeulen, 2014; Portela et al., 2010). Os RNAs ndo codificantes
(ncRNA) através da interacdo com proteinas, complexos modificadores de histonas, ou com
DNA metiltransferase, sdo capazes de modular a expressdo génica silenciando ou ativando
genes alvos (Prete et al., 2015; Peschansky & Wahlested 2014; Lee et al., 2015).

As principais modificaces epigenéticas sdo: metilacdo do DNA; e Acetilacdo, ADP-
ribolisacdo, metilacdo, fosforilagdo, sumoilacdo e ubiquitinacdo das histonas (Tessarz et al.,
2014; Cadet et al., 2016) (Tabela 1). Estas modificagdes ndo influenciam apenas a estrutura da
cromatina, mas também sdo reconhecidas por proteinas adaptadoras especificas que, por sua
vez, recrutam complexos proteicos, afetando de forma positiva ou negativa a regulagcdo génica
(Tessarz et al., 2014; Haricumar et al., 2015).

Tabela 1. Principais modificacdes epigenéticas seguidas do alvo/local e funcdo na expressao
génica (Zakhari et al., 2013; Cadet et al.,2016).

Modificacdes Epigenéticas

Modificagdes no DNA Local Funcéo
Metilagdo do DNA llhas CpGs Represséo
ModificagBes na cromatina ~ Residuos Fung&o
Acetilacdo Lisina Reparo/ Replicacdo/ Transcricdo
Metilagé&o Lisina Reparo/ Transcricéo
Fosforilacéo Serina/Treonina Condensacgédo/ Transcricdo
Ubiquitinagéo Lisina Reparo/ Transcrigao
Sumoila¢éo Lisina Transcricéo
ADP-ribosilagéo Glutamato/ Lisina Reparo/ Replicagdo/ Transcricdo
ncRNA ~ Interacdo Funcao
Metilagdo/ Acetilagéo Modificadores de histona Recrutando ou removendo oS

grupos metil e acetil

Metilagdo DNA metiltransferase Represséo




O genoma eucarionte é empacotado e compactado no nucleo da célula em um complexo
macromolecular chamado cromatina, formado por DNA, proteinas histonas e proteinas ndo
histonas. Ao longo de sua estrutura, a fibra de cromatina apresenta 0 DNA envolvido em
unidades repetitivas denominadas nucleossomo, onde cada um apresenta aproximadamente 200
pares de bases, sendo composto por um par de dimeros das respectivas histonas H2A, H2B, H3
e H4, formando assim um nulcleo de oito histonas (octdmero) (Harikumar et al., 2015; Aranda
et al., 2015; Sparmann & Lohuizen, 2006). A histona H1 é responsavel por estabilizar a
organizagdo da cromatina e dar suporte as outras histonas do octamero, isso acontece devido a
presenca de um dominio curvo presente em H1 que a difere das outras proteinas histonicas
portadoras de dominios globulares, este dominio interage diretamente com o DNA atuando
como ligante entre 0s nucleossomos condensando 0s mesmo, compactando assim a fibra de
cromatina (Song et al., 2014; Hillard & Dahr 2016). Experimentos relacionados a estrutura e
interacdo do genoma descrevem que a cromatina armazenada NnOS CromossSOmMOS apresenta
regibes chamadas dominios topologicamente associados (TADs), formados por elementos
regulatorios como acentuadores, e que aproximam as regides promotoras dos genes formando
um “loop” na cromatina. Os TADs arquitetam o processo transcricional participando de varios
processos fisiologicos como a identidade celular (Figura 2) (Aranda et al., 2015; Williamson et
al., 2016; Ong et al., 2014; Sexton et al., 2015).

TADS Loop Cromatina

Nucleossomo Histonas variantes

Dominio
repremido

nG(G(GszGszGzGCC ATGCGCE Modificagdes pés-traducionais

meecGCGCGCGCGCGCGGTACG s P (metilacSo, acetilagdo, fosforilagdo)
$314%

§ z e L EE KN X
5" metil C llha CpG

Figura2. Organizacdo do genoma em mamiferos. Os cromossomos sdo formados por dominios topologicamente
associados (TADS). Os TADS possuem um acervo de elementos indispensaveis para o0 processo transcricional,
sendo muitas das vezes umalvo de certas proteinas (Ex Polycomb), estando sujeito também a uma variedade de

processos epigenéticos. (Adaptado de Aranda et al., 2015).



1.2 METILACAO DO DNA E CANCER

A metilacdo do DNA foi a primeira modificacdo epigenética a ser descrita. Em 1948, o
bioquimico Rollin Hotchkiss, com auxilio da técnica de cromatografia em papel, realizou um
experimento com timo de bezerro para analisar a composicdo das bases do DNA. Foi através
deste estudo que Hotchkiss descobriu a metilagdo nos residuos de citosina (5-metilcitosina ou
5mC), propondo que esta citosina modificada existia espontaneamente no DNA (Moore et al.,
2013).

Esse processo foi, posteriormente, observado tanto em eucariontes, quanto em
procariontes, e até o momento foram descritas trés tipos de metilacgio em diferentes
nucleotideos: N6-metiladenina (6mA), N4-metilcitosina (4mC), e 5-metilcitosina (5mC). A
5mC é a modificacdo epigenética predominante no DNA eucaridtico, enquanto que 6mA e 4mC
estdo restritas a procariontes e certos eucariontes (Ye Fu et al., 2015; Yu et al., 2015; Zhang et
al., 2015; Greer et al., 2015; I. Hernando et al., 2015).

A metilacdo do DNA desempenha um papel critico no controle de atividade génica e
arquitetura nuclear, estando envolvida na regulacdo de Varios processos biologicos como:
diferenciacdo celular, embriogénese, inativacdo do cromossomo X, expressdo de microRNAS,
supressdo de elementos transponiveis e imprinting genémico (Portela et al., 2010; 1. Hernando
et al., 2015; Parry et al., 2011). A metilagdo do DNA é uma marca epigenética relacionada com
o0 silenciamento génico, pois afeta a estrutura da cromatina e bloqueia 0 acesso de fatores de
ligacdo, impedindo assim que haja a expressdo génica. Este padrdo pode ser mantido de forma
estavel ao longo da vida, mas também sofre alteracGes durante o envelhecimento (Bergman et
al., 2013).

Em mamiferos, a metilacio do DNA ocorre nas citosinas seguidas de guaninas,
formando os chamados dinucleotideos CpG, que tendem a se formar regides chamadas Ilhas
CpG, regides com mais de 500 pares de bases e um porcentual de GC maior que 50%. Em
humanos, cerca de 60% das llhas CpG estdo localizadas nas regibes promotoras (Ning et al.,
2015; Portela et al., 2010).

Normalmente, a transcricdo génica € inibida quando as ilhas CpG estdo metiladas
(silenciamento génico), enquanto que as ilhas ndo metiladas estdo acessiveis a maquinaria

transcricional (Miozzo et al., 2015).



A metilacdo do DNA ndo ocorre exclusivamente nas ilhas CpGs (Figura 3a). Ela pode
ocorrer em diferentes regides do genoma. O padrdo de metilacdo pode ser observado em regifes
chamadas Shores, que sdo localizadas a 2 kb a montante das ilhas CpGs (Figura 3b). A
metilacdo também pode ocorrer no corpo do gene o que impede o inicio de falsas transcricdes
(Figura 3c), sendo comum em algumas doencas esta regido do gene estar desmetilada,
permitindo que a transcricdo tenha inicio em varios locais errbneos de uma maneira

desordenada.

A metilacdo do DNA ndo exerce seu papel apenas no processo transcricional. Uma
fracdo significativa de CpGs sdo encontradas metiladas em sequéncias de elementos repetitivos,
preservando a integridade cromossdmica, evitando assim a instabilidade, translocacdo e

reativacOes de sequéncias de endoparasitas (Figura 3d) (Portela et al., 2010).
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Figura 3. Padrdes de Metilagdo. A metilagio do DNA pode ocorrer em varias regies do genoma: A- Em llhas
CpGs nas regides promotoras do genes; B- Shores; C- corpo do gene; D-sequéncias repetitivas (Adaptado de
Portela et al., 2010).
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A metilagio do DNA ¢é mediada por uma familia de enzimas chamadas de DNA
metiltransferases (DNMTSs), que catalisam a transferéncia de um grupo metil doado do cofator
enzimatico S-adenosil-L- metionina (SAM), para o carbono 5 da citosina nos dinucleotideos
CpGs, resultando assim na 5-metilcitosina (5-mC) (Figurad4) (Zakhari,2013; Cadet et al., 2016).

Nos mamiferos, ja foram descritas cinco integrantes da familia DNMTs: DNMT1,
DNMT2, DNMT3a, DNMT3b e DNMT3L, mas apenas DNMT1, DNMT3a e DNMT3b
possuem atividade metiltransferase. DNMT1 mantém o padrdo de metilacdo j& existente e as
DNMT3s transferem grupo metil para citosinas ndo metiladas (Portela et al., 2010; Miozzo et
al., 2015).

Metilacdo do DNA

Metilacao da citosina em uma -HE%_%_G cHlo HH %GH Ga
sequéncia CpG Jﬂ o0 Eig Hcg Hns

NH,
""ﬁj DNMT NZ | @
0% rIJ ; ; o’-’ku

|
1 sAME@) sAH 1

Citosina 5 metil-citosina

Figura4. Metilagdo do DNA. Conversdo da citosina em em 5-metil-citosina por agdo das DNA metiltransferases
(DNMT), ap6s a transferéncia do grupo de metil doado por S-adenosil-L- metionina (SAM), SAM é convertido
em S-adenosil-L-homocisteina (SAH) (Adaptado de Zakhari, 2013).

A hipermetilacdo das ilhas CpG na regido promotora de genes supressores de tumores é
um acontecimento inicial em varios tipos de canceres, geralmente afetando genes com funcGes
relacionadas ao controle do ciclo celular, reparo do DNA, apoptose e angiogénese (Ning et al.,
2015; Caputo et al., 2012; Stefansson et al., 2013). A hipometilagdo global do genoma também
desencadeia a transformacdo neoplasica, causando uma instabilidade cromossdmica que resulta

na reativacdo ou ativacdo de oncogenes (Zakhari, 2013).



1.3 GRUPOS POLYCOMB

O grupo Polycomb (PcG) é determinado como um subconjunto multiproteico que
funciona como regulador do desenvolvimento, garantindo assim, o funcionamento da
proliferacdo e identidade celular. Dentre o grupo de reguladores, os grupos Polycomb (PcG) e
Trithorax (TrxG), medeiam respectivamente a repressdo e ativacdo de genes tidos como mestres
de controle (Aranda et al., 2015; Pasini & Di Croce, 2016; Kondo et al., 2016; Steffen &
Ringrose, 2014).

O complexo PcG foi identificado em Drosophila melanogaster por Edward B. Lewis
em 1978, e descrito como um repressor transcricional de genes homedticos (genes HOX), os
quais sdo genes envolvidos no processo de desenvolvimento embriondrio animal (Schwartz &
Pirrota, 2007). A mutacdo deste complexo em moscas levou a um aumento anormal da
expressdao dos genes HOX, conferindo uma ma formacdo dos segmentos no eixo antero-
posterior (Simon et al., 2009; Kondo et al., 2016; Kim & Sung, 2014). Entretanto, Scelfo et al.,
(2015) analsando o processo transcricional do complexo Polycomb em neoplasias
hematoldgicas, evidenciou que estas exercem a capacidade de manter genes em estado

transcricional ativo.

Provas bioquimicas e genéticas mostraram que as proteinas PcG funcionam em dois
complexos repressivos distintos, PRC1 e PRC2, e que os mesmos sdo funcionalmente
conservados em invertebrados e vertebrados (Bajusz et al., 2015; Boyer et al., 2006). Ambos
0s complexos apresentam agrupamentos de proteinas acessoOrias que Sd0 capazes de guiar 0
recrutamento para locais especificos no DNA. Cada familia tem atividade catalitica diferente:
PRC1 tem atividade ligase E3, catalisando a mono-ubiquitinacdo da histona H2A nos residuos
de lisina na posicdo 119 (H2AK119ub). PRC2 tem atividade metiltransferase, mediando a
mono, di, e trimetilacdo na histona H3 nos residuos de lisina na posicdo 27 (H3K27me2/3),
sendo reconhecidas como marcas epigenéticas repressivas (Aranda et al.,2015; Pasini et al.,
2016).

O complexo repressivo Polycomb 1 (PRC1), tem como componentes centrais uma
proteina RING1 (RING1A e RING1B), também conhecido como RNF, e uma proteina PCG
ring finger (PCGF1-6). RING1A e RINGI1B exigem interacdo estavel com um dos seis tipos
distintos de ring finger (PCGF), as quais caracterizam bioquimicamente os diferentes
complexos PRC1 (PRC1.1-6).
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A capacidade de PRC1 promover ubiquitinacdo (H2AK119ub) como mencionado

acima é devido a RING1 apresentar dominios de ag&o catalitica Ubiquina ligase E3.

O PRC1 é subdividido em complexo repressivo canbnico (cPRC1) e complexo
repressivo ndo canonico (ncPRC1) (Figura 5). Essa classificacdo se baseia na presenca de um
grupo de proteinas Cromobox (CBX) que reconhecem e se ligam a marca epigenética
(H3K27me3) depositada por PRC2, compondo complexo canbnico (cPRC1). Enquanto que o
complexo repressivo ndo candnico (ncPRC1) possui a proteina de ligagdo (RYBP) ou seu
homologo (YAF) (Aranda et al., 2015; Entrevan et al., 2016; Aloia et al., 2013; Poynter et al.,
2016).

AUTS2 FBRSL1
FBRS FBRSL1

Figura 5. Complexo Repressivo Polycomb 1 (PRC1). Divisdo de PRC1 can0nica e ndo candnica (Adaptado
Pasini et al., 2016).
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Gao et al. (2012) classificaram PRC1 em seis grupos diferentes (PRC1.1-6). Assim, de
acordo com esta classificacdo, os complexos PRC1 canbnicos (PRC1.2 e PRC1.4) contém
associacdo entre proteinas CBX (CBX2, CBX4, CBX6, CBX7 ou CBX8), RinglB,
(PCGF4/BMI1) ou (PCGF/Mel-18) e uma proteina homologa polihomeotica (HPH1-3) (Kondo
et al., 2016). Ja os complexos PRC1 ndo canbnicos (ncPRC1), PRC1.1, PRC1.3, PRC1.5, e
PRC1.6 possuem a proteina ligacdo Rybp ou seu homologo (YAF), RinglB e suas respectivas
PCGF’s (Nspcl/PCGF1; PCGF3; PCGF5; e PCGF6/MBLR6) (Aranda et al., 2015; Aloia et
al., 2013). Dentre as proteinas CBX citadas, destacam-se CBX2 e CBX7.

O gene CBX2 (Cromobox 2) é membro do complexo repressivo polycomb 1 (PRC1),
sendo componente critico no processo de repressdo transcricional. Em seres humanos, o gene
CBX2 localiza-se no brago longo do cromossomo 17, regido 2, banda 5, sub-banda 3 (17925.3),
contendo 7 éxons. A proteina codificada por este gene € a principal integrante da familia
cromobox que se mantém ligada a cromossomos mitéticos, tendo um papel de destaque no
recrutamento de PRC1 (Zhen et al., 2014).

As andlises do complexo PRC1 evidenciam que alguns integrantes da familia CBX,
dentre eles CBX2, estdo associados com o0 processo de desenvolvimento tumoral. No entanto,
seu papel especifico permanece ndo caraterizado (Ruddock-D'Cruz et al., 2008; Clermont et
al., 2014).

Mudangas no padrdo de expressdo de CBX2 o caracterizam como um oncogene.
Clermont et al. (2014) analisaram 29 tipos tumorais diferentes, e ndo observando um ndmero
alto de mutacBes pontuais em CBX2. Os resultados também demonstraram um recorrente
aumento na expressao de CBX2 relacionada com a metastase e menor sobrevivéncia em varios

tipos de cancer, incluindo o cancer de mama, sugerindo um perfil molecular oncogénico.

O Cromobox 7 (CBX7) tem sido relatado como um gene que codifica uma proteina
capaz de regular de forma distinta a expressdo de genes implicados no desenvolvimento da
carcinogénese (Pallante et al., 2014). Além de exercer relevancia na transcricdo génica, CBX7
esta envolvido no prolongamento de vida celular, atraso da senescéncia, auto-renovagdo e

diferenciacéo de células-tronco na progressdo tumoral (Simhadri et al., 2014; Ren et al., 2015).

Em cées, o gene CBX7 esta localizado no cromossomo 10, contendo 6 éxons. Em seres
humanos, o gene CBX7 localiza-se no braco longo do cromossomo 22, na regido 1, banda 3,

sub-banda 1 (22g13.1), contendo 6 éxons.
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O nivel de expressdo de CBX7 é baixo para alguns tipos de neoplasias humanas, como
cancer de tireoide, pulmdo, préstata e mama (Forzati et al., 2012; Hinz et al., 2008), e apesar
de alguns estudos relatarem CBX7 como um supressor tumoral, outros o relatam como
oncogene, Visto que ele é capaz de prolongar a vida (til de células normais humanas através da
regulacdo negativa do locus supressor tumoral INK4A/ ARF (Zhang et al., 2010; Gil et al.,
2004).

O complexo repressivo polycomb 2 (PRC2), compreende trés proteinas como
componentes centrais: SUZ12 (Supressor de zeste), que contém um dominio dedo de zinco;
Eed (ectoderme embrionario de desenvolvimento), que contém um dominio de repeticdo WD40
(responsavel pela regulacdo da transcricdo) responsavel por reconhecer peptideos trimetilados;
e EZH1 ou EZH2 (acentuador homéblogo de zeste), proteina metiltransferase responsavel por
conferir a principal atividade enzimatica ao complexo PRC2 (Figura 6). Em mamiferos, os
componentes centrais de PRC2 inclui EED, EZH2, SUZ12, e as proteinas de ligacdo
Retinoblastoma RbAP46/48 (também conhecidas como RBBP 7/4) respectivamente (Aloia et
al., 2013; Aranda et al., 2015; Entrevan et al., 2016; Pasini et al., 2016; Schwartz & Pirrotta,
2013).

Figura 6. Complexo repressivo Polycomb 2 (PRC2). Subunidades nucleares PRC2 (Eed, Ezh1 ou Ezh2 e Suzl2),

e sua interagdo com proteinas adicionais (Adaptado Pasini et al., 2016).

PRC2 esta envolvido na diferenciacdo, manutencdo da identidade e proliferacdo celular
e na plasticidade das células-tronco, causando o silenciamento de alguns genes (Wassef &
Margueron, 2016; Kuzmichev et al., 2004; Margueron & Reinberg, 2011).
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O gene EED (Desenvolvimento do ectoderma embrionario), codifica uma proteina
integrante do complexo repressivo polycomb 2 (PRC2) e localiza-se, em humanos, no
cromossomo 21. Codifica uma proteina (EED) que possui um dominio de repeticdo WD40 de
reconhecimento, 0 qual em sua extremidade N-terminal, € composto por 40-60 residuos de
aminoacidos, iniciando com um dipeptideo Gly-His (GH) e terminando com o dipepitideo Trp-
Asp (WD). Esse tipo de dominio é conservado nos eucariontes e estd envolvido em varios
processos celulares, tais como: regulacdo transcricional, ciclo celular, transmissdo de sinais e

apoptose (Han et al., 2007).

A interacdo entre EED e uma outra proteina de PRC2, a EZH2, também é mediada pelo
dominio WD40. Han et al. (2007) relatam que o peptideo de 30 residuos de EZH2 se liga ao
dominio de repeticdo de WD. MutagOes nestes dominios de repeticdo causam o blogueio da
interacdo entre as proteinas, apresentando um fendtipo letal em camundongos (Denisenko et
al., 1998).

Os niveis de expressdo de EED estdo relacionados com a transicdo epitélio
mesenquimal (EMT) induzidas pelo fator de crescimento TGF-p, pois a célula sofre alteragdes
bioquimicas e moleculares no tecido epitelial, resuttando em um fen6tipo mesenquimal com
capacidade de migracdo invasiva. Durante a EMT em células tumorais induzidas por TGF-p,
0s niveis da expressdo de EED sdo elevados, contribuindo para a proliferacdo celular. No
entanto, quando EED apresenta baixos niveis de expressdo (knockdown), o passa a desempenhar
uma funcdo antagonista a de outrora, inibindo a EMT e alterando o padrdo de expressdo de
alguns genes relacionados com este processo, tais como: E-caderina (CDH1), familia E-box
(ZEB), e familia miR-200 (Oktyabri et al., 2014).

O gene EZH2 (acentuador homologo de zeste 2) estd localizado, em cdes, no
cromossomo 16 contendo 25 éxons. Em seres humanos este gene esta localizado no bragco longo

do cromossomo sete na regido 3; banda 6; sub-banda 1 (7936.1).

EZH2 é a subunidade de PRC2 que detém atividade catalitica metiltransferase, e é
descrito na literatura por silenciar genes supressores de tumor atraves da trimetilacdo da lisina
na histona 3, que serve como um ponto de ancoragem para a DNA metiltransferase (Deb et al.,
2014). No entanto, EZH2 ndo consegue desempenhar sua funcdo enzimatica estando s6. Para
que sua funcdo seja desempenhada com eficiéncia, a mesma requer associagdo com EED e
SUZ12. Desta forma qualquer perturbacdo pode inibir a atividade e a proliferacdo celular
desordenada dependente de EZH2 (Tan et al., 2014; Cao & Zhang 2004).
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Vérios estudos descrevem que a expressdo génica de EZH2 esta correlacionada com o
desenvolvimento e progressdao de neoplasias, ja que enquanto EZH1 é consideravelmente
expresso em tecidos ndo proliferativos, EZH2 é envolvido em varios processos celulares como:
progressédo do ciclo celular, diferenciagéo celular e apoptose (Christofides et al., 2016; Xie et
al., 2014).

Em tumores de mama, EZH2 pode induzir a expressao de genes dependendo do estado
dos receptores hormonais. Quando os receptores de estrogeno (ERa) estio superexpressos,
EZH2 funciona como um ativador de transcricdo, agindo como um elo de ligacdo para 0s
receptores (ERa), integrantes da via Wnt, e fatores de transcricdo nas regibes promotoras dos
genes ciclina B1 (CCNBL1), ciclina D1 (CCND1) e MYC. EZH2 também é capaz de se e
aumentar a atividade transcricional da RNA polimerase Il. Em células com expressdo negativa
de (ERa), EZH2 forma um complexo com o fator de transcricio NF-kB (Rel A e Rel B), e ativa
a transcricdo de genes alvos da via NF-kB, tais como: TNF e IL6 (Figura 9) (Deb et al., 2013).

[F{E— Positivo cAncer de mama ] [F»’:E— Negativo cancer de mama]

AN ANANAN/AN/ANANE

Regido promotora dos genes THF, ILe alvos de NF-KB

ATIVACAO TRANSCRICIONAL

Figura 7. Papelfuncional de EZH2 emreceptores superexpressos e receptores regulados negativamente emcélulas

cancerosas no cancer de mama (Deb et al., 2013).

Em seres humanos, EZH2 exerce uma funcdo oncogénica nas neoplasias incluindo o
cancer de mama, como ja exposto. O primeiro estudo realizado por Choi et al. (2016)
envolvendo a analise de expressdo da proteina EZH2 em tumores mamarios de cées, constatou
que EZH2 é superexpresso neste tumor, da mesma forma que no cancer de mama em seres
humanos. Mdltiplas proteinas podem se ligar as subunidades principais de PRC2. As proteinas
PCL estimulam a atividade metiltransferase de EZH2, enquanto que a proteinas de ligacdo dedo
anelar de zinco AEBP2 (acentuador de adipécito 2) sd0 necessarias para promover a
estabilidade do complexo. J& a proteina JARID2 (Dominio de interagdo Jumonji) desempenha

um papel catalitico dentro do complexo (Entrevan et al., 2016; Pallante et al.,2015).
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Os genes participantes de PRC2 tem assumido uma caracteristica dubia no estudo do
cancer, se apresentando como supressor tumoral ou como oncogene dependendo do tipo de
celula (Baude et al., 2014).

Em Drosophila, sequéncias especificas contidas no DNA, conhecidas como elementos
de resposta Polycomb (PREs), sdo responsaveis pelo recrutamento do complexo Polycomb
(PCG) até o gene alvo. Este processo acontece por intermédio dos fatores de transcricdo dedo
de zinco Pleiohomedticos (PHO) que se ligam a estas sequéncias especificas (Entrevan et al.,
2015; Simon et al., 2009).

Em mamiferos, os mecanismos pelos os quais 0os complexos Polycomb sdo recrutados
ndo estdo bem elucidados. Um modelo de recrutamento foi proposto baseado nos moldes de
Drosophila, o qual o fator de transcricio PHO recruta PRC2 através da interacdo com EZH,
sendo assim depositada a marca epigenética (H3K27me3), que € reconhecida pelo
cromodominio da subunidade PC do PRC1, oferendo um ponto de ancoragem. Isto cria um
nivel hierarquico funcional do complexo canbnico (CPRC-CBX), pois neste recrutamento PRC2
se liga primeiro ao DNA formando H3K27me3, que é entdo reconhecida pela subunidade CBX
do complexo PRC1 canénico, permitindo assim a ligacdo e ubiquitinacdo. Tal modelo foi

chamado de modelo hierarquico de recrutamento polycomb (Figura 8).

Figura 8. Modelo hierarquico de recrutamento do complexo polycomb. O complexo PRC2 é recrutado para ilhas
CpGs através de um mecanismo néo totalmente compreendido. E sugerido que este recrutamento é intermediado
por proteinas de ligacdo de DNA. PRC2 entdo deposita a marca H3K27me3 (vermelho). A subunidade CBX do
complexo canénico (cPRCL) se liga a marca H3K27me3 regendo o recrutamento de PRC1 (Adaptado de Comet
& Helin, 2014).
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Entretanto, algumas consideragdes colocam este modelo em cheque, pois: a subunidade
PC de Drosophilas tem baixa afinidade por H3K27me3; e também por PRC1 apresentar uma
pequena distribuicdo sobre os elementos de resposta polycomb. Além disso, nos vertebrados
essa hierarquia pode ser invertida uma vez que PRC1 catalisa a ubiquitinagdo promovendo o
recrutamento de PRC2 (Entrevan et al., 2016; Blackledge et al., 2015).

Vérios mecanismos tém sido propostos para o estudo do recrutamento de PcG na
tentativa de compreender a interacdo destas proteinas junto as sequéncias especificas de DNA,
ilhas CpGs, modificacdo de histonas e RNAs ndo codificantes (\cRNA) (Di Croce et al., 2013;
Maet al., 2014.)

O complexo ndo canbnico (ncPRC1-RYBP) ndo apresenta cromodominio, e, por isso,
sua subunidade RYBP por si s6 ndo se liga & Histona 3 trimetilada (H3K27me3). Por outro
lado, tal complexo dispde de proteinas que se ligam em sequéncias especificas de DNA (E2F6,
KDM2B, etc), sendo atraidos para as ilhas CpGs, e catalisando assim a ubiquitinacdo da Histona
2A (H2AK119ubl) independentemente da atividade de PRC2. Tal mecanismo é conhecido
como modelo alternativo de recrutamento de PRC1 (Figura 9) (Di Croce et al., 2013; Entrevan
et al., 2016; Pasini etal., 2016; Blackledge et al., 2015).

Figura 9. Modelo de recrutamento alternativo. O complexo repressivo ndo canbnico (ncPRC1) é recrutados para
as ilhas CpGs por meio da subunidade KDM2B, acontecendo assim a monoubiquitinacdo (H2AK119ub) e o

recrutamento de PRC2 através de ummecanismo desconhecido (Adaptado Comet & Helin, 2014).
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O reconhecimento de areas metiladas por PRC2 € realizado pelo dominio WD40 da
subunidade EED. Tal interacdo recruta PRC2 para as regides metiladas, além do que outras
proteinas integrantes do PRC2, como a familia PCL de fatores de transcricdo, também sédo
capazes de se ligar a sequéncias especificas de DNA reconhecendo outras histonas metiladas
(H3K36me2 e H3K36me3). As subunidades AEBP2 e JARID também sdo capazes de dirigir o
complexo PRC2 até as ilhas CpGs independente de KDM2B (Di Croce et al., 2013; Entrevan
et al., 2016; Blacdkege et al., 2015). Além dos fatores de transcricdo especificos envolvidos no
recrutamento, tem sido sugerido que, nos mamiferos, os RNAs ndo codificantes tais como
HOTAIR e Xist, sdo capazes de recrutar os complexos PRC1 e PRC2 ao se ligarem aos
complexos, guiando-o0s até os promotores de genes alvos (Wang et al., 2015; Entrevan et al.,
2016; Scharwtz et al., 2013; Blackledge et al., 2015; Klose et al., 2013; Ma et al., 2014).

1.4 AS PROTEINAS DO COMPLEXO POLYCOMB NA ONCOGENESE

O desenvolvimento do céancer é, muitas vezes considerado uma desordem
exclusivamente genética que tem inicio mediante a alguns tipos de mutagdes, estimulando

assim alteracdo na funcdo dos proto oncogenes e dos genes supressores de tumor.

Contudo, a carcinogénese também estd relacionada aos eventos epigenéticos, que
compreendem a modificacdo de histonas e padrdes aberrantes de metilacdo no DNA, alterando
a expressao génica sem modificar a sequéncia de DNA, e levando a progressdao do cancer.
Sendo assim, as proteinas que regulam processos epigenéticos como as PcG podem ser tidas
como um ponto chave no estudo do cancer (Sparmann & Lohuizen, 2006; Wei Wang et al.,
2015). O grupo Polycomb estd envolvido em diversos processos fisiologicos nas células dos
mamiferos, tais como: manutencdo da pluripoténcia; auto-renovacdo celular; memoria celular;
controle do desenvolvimento; inativacdo do cromossomo X; e controle do ciclo celular (L Aloia
et al., 2013; A. Scelfo et al., 2015; Casa & Gabellini 2012).

A desregulacdo das proteinas PcG pode bloquear ou ativar certas vias relacionadas ao
desenvolvimento, ocasionando um aumento desordenado de proliferacdo celular, inibicdo da
apoptose, e aumento das células tumorais. Varios tipos de proteinas PcGs sdo expressas de
forma anormal em tecidos malignos quando comparado 0 grau de expressdo com o tecido
normal, sendo consideradas como um biomarcador molecular no diagndstico e prognostico do

cancer auxiliando, também, em terapias (Wang et al., 2015).
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A primeira ligagdo entre PcG e cancer foi descrita pela caracterizagdo funcional da
PCGF-4 (BMI) atuando como um proto-oncogene. BMI reprime o lbcus inibidor de quinases
dependentes de ciclina 2A (CDKN2A), o qual codifica as proteinas supressoras de tumores
INK4 e ARF, inibindo assim o ciclo celular. Essa repressdao tem sido considerada um dos
principais eventos no desenvolvimento de alguns tipos de céancer (Bracken et al., 2007; Bracken
& Helin, 2009; Sauvageau M, & Sauvageua G, 2008; Koppens et al., 2015; Abdouh et al.,
2016). Além disso, varios membros integrantes de PRC1 (BMI, PCGF1, PCGF-2/MEL, RING,
CBX2, CBX7) e PRC2 (EED, SUZ12 e EZH2) foram associados ao processo de
desenvolvimento tumoral (Aguilo et al., 2011; Wang et al., 2015; Gil et al., 2005), incluindo

carcinomas mamarios (Raaphorst et al., 2003).

1.5 CANCER DE MAMA CANINO

O cancer é a causa mais comum de morte em cdes, atingindo cerca de 4 milhdes de
individuos por ano. Nos Estados Unidos mais de 1,66 mihdes de seres humanos
(aproximadamente 500 casos/100 mil) e 4,2 milhdes de cées (aproximadamente 5300 casos/100
mil) sdo diagnosticados anualmente com cancer (Schiffman & Breen, 2015; Gardner et al.,
2016). Os tumores mamarios sdo o tipo de neoplasia mais frequentes em cadelas, sendo que
cerca de 50% destes tumores sdo malignos (Sleeckx et al., 2011; Lavalle et al., 2009; Sorenmo
et al., 2011).

Da mesma forma que em seres humanos, a neoplasia maméaria em cadelas estd associada
a alguns fatores de risco como: raca, dieta, idade avancada, e fatores ambientais (carcinbgenos
quimicos). Contudo, o principal fator atribuido a esta neoplasia € o hormonal (Sorenmo et al.,
2011). Os hormonios ovarianos desempenham papel fundamental na carcionogénese mamaria
canina. Sabe-se que o uso de anticoncepcionais aumenta a incidéncia de tumores mamarios em
cadelas, visto que estrogeno e progesterona estimulam a desenvolvimento do epitélio mamario,
propiciando erros no momento da divisdo celular (Sorenmo, 2003; Kristiansen et al., 2016;
Cirillo, 2008). O diagnostico da neoplasia mamaria € confirmado através de bidpsia e exame
histopatologico, mas exames de radiografia toracica também devem ser realizados para
identificar possiveis metastases. O tratamento se baseia na excisdo cirlrgica do tumor seguido
de quimioterapia na tentativa de precaver evento metastatico, prolongando assim a vida do
paciente (Cirillo, 2008).
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Em relagcdo as racas mais afetadas, Komazawa et al. (2016) descreveu que cées de
menor porte apresentam uma tendéncia maior para desenvolver tumores mamarios. Tais dados
foram corroborados pelo trabalho de Zatloukal et al. (2005) que sugere que as racas Poodles,
Cocker Spaniel Inglés e Dachshund apresentam um risco estatisticamente significativo para o
desenvolvimento de tumores benignos e malignos nas glandulas mamérias. Ja Jitpean et al.

(2012) relacionam uma maior incidéncia de tumores mamarios cées de grande porte.

A obesidade em cées jovens influencia no desenvolvimento e progressdo do cancer pelo
aumento da producdo de estrdgeno nas glandulas mamarias. Apesar dos mecanismos
fisioldgicos ainda ndo serem bem conhecidos, a expressao de varios receptores secretados pelos
adipdcitos, como os de leptina, estdo correlacionados com os receptores de estrégeno em cancer

mamario canino (Lim et al., 2015).

Os cdes tem sido considerados como um modelo de estudo muito promissor no campo
da genética médica, pois apresentam varias caracteristicas bioldgicas e clinicas similares aos
dos seres humanos (Hayward et al., 2016; Pinho et al., 2012). Assim, o estudo da oncologia
comparada entre cdes e seres humanos envolvendo analises moleculares podem proporcionar
descobertas cientificas no campo das terapias contra o cancer, trazendo assim beneficios para
ambos (Schiffman & Breen, 2015). Além disso, 0s tumores mamérios Sd0 0S mais
frequentemente observados em cées, e a compreensdo de tal neoplasia se torna fundamental

para tracar medidas terapéuticas adequadas (Schiffman & Breen, 2015).
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressdo e o padrdo de metilacdo de genes constituintes dos Complexos

Polycomb 1 e 2 em tumores mamarios caninos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Avaliar o padrdo de metilacdo dos genes do PRC1 (CBX2 e CBX7) e PRC 2 (EED, EZH2)

em tumores mamarios caninos;
ii. Avaliar a expressdo dos genes supracitados em tumores mamarios de cadelas;
iii. Correlacionar o0s resultados encontrados e avaliar a existéncia de associacdo dos

mesmos com o diagndstico histopatologico, visando a identificacdo de biomarcadores de

diagndstico e progndstico.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 COLETA DAS AMOSTRAS

Foram analisadas 83 amostras coletadas provenientes de 40 animais submetidos a
mastectomia no Hospital Veterinario da UFRA (HOVET). As amostras sdo compostas por
fragmentos de tecido neoplasico e ndo-neoplasico do mesmo animal, sendo 0s mesmos
armazenados em microtubos contendo solucdo de RNA Later® (Ambion Inc.) até a extracdo de
4cidos nucléicos. Ressalta-se que este estudo possui aprovacdo pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA), da Universidade Federal Rural da Amazonia (Protocolo 001/2013 CEUA
— 23084.000265/2013-53 UFRA) e que os donos dos animais assinardo um Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido de doacéo das amostras (TCLE).

3.2 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS
3.2.1 Extragdo e quantificacdo do DNA genémico

O DNA genbmico foi extraido utilizando o kit comercial AllPrep DNA/RNA Mini Kit
(Qiagen), seguindo a especificagdes do fabricante. A concentracdo de DNA foi determinada
por andlise espectrofotométrica (Espectrofotdmetro Nanodrop 1000, Thermo Fisher Scientific,
Rockford, IL). Para verificar a integridade do DNA gen6mico extraido, todas as amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% corado com GelRed™ (UNISCIENCE) e

expostas a luz ultra-violeta para visualizacdo dos fragmentos.

3.2.2 Analise do Padrao de Metilacdo

A modificacdo do DNA genémico foi realizada pelo EZ DNA Methylation Lightning
kit (Zymo Research), utilizando as especificacbes do fabricante. Para a amplificacdo dos
fragmentos desejados, foram desenhados iniciadores utilizando o software Methyl Primer
Express v. 1.0 (Thermo Fisher Scientific) (Tabela 2). Cada PCR realizada teve um volume final
de 25 pl contendo 2 pl de DNA tratado com bissufito de s6dio; 2,5 pl de solugdo tampdo de
reacao 10X; 1ul de MgCI2 (1,5 mM); 0,5 ul de dNTPs (10 mM) (Life); 1ul de cada primer (10
mM) e 0,3 pl de Tag DNA polimerase (Promega, Inc) e H20 ultra pura para completar um

volume final da reacdo.
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Os produtos da amplificacdo da PCR foram analisados em gel de agarose 3% corado
com GelRed™ (UNISCIENCE), e posteriormente purificados com o kit EZ-10 Spin Column
PCR Product Purification (Bio Basic/Ludwig Biotec), seguindo as instrugdes do fabricante.
Tabela 2. Iniciadores utilizados no presente trabalho

Gene

CBX2 F5'GGTGGTTATAGGGTGTTAGTAA3'
R5'ACAACTCTACCCACTTCTACAASZ

CBX7 F5'TAGAGTTGGAGATTAGGATTAGS3'
R5'CCTCCTTAAATTACAAAATAAAZ

EED F5' TTTGTGGAATGGATTAGATTASI'
R5'AAACAATCCTCAAAAATTTAAASZ'

EZH2 FS'TTAATGTGTTGGAGTTTAAGGA3

R5'CAACCACAAAATTAACCAAA 3

3.2.3 Sequenciamento e Critérios de Analise do Perfil de Metilagdo

O DNA purificado foi sequenciado pelo método didesoxiterminal, de acordo com a
metodologia descrita por Sanger et al. (1977). A reacdo de sequenciamento foi feita utilizando
o kit BigDye Terminator Cycle Sequencing Standard (Thermo Fisher Scientific) versdo 3.1 e
analisada no sequenciador automatico ABI 3130 (Thermo Fisher Scientific).

Foram consideradas metiladas, amostras que apresentaram uma porcentagem maior ou
igual a 20% de sitios metilados, de acordo com Akiyama (2009) e Schug e Overton (2009). A
anélise da metilacdo foi feita no software BiQ Analyzer (BOCK et al., 2008).

3.2.4 Analise da expressdo génica

O RNA total das amostras foi obtido utilizando TRIZOL (Thermo Fisher Scientific),
seguindo as instrugdes do fabricante. A conversdo a cDNA foi realizada com o auxilio do Kit
comercial High Capacity cDNA Reverse Transcription (Thermo Fisher Scientific) usando a

deteccdo por sonda Tagman.
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Para a deteccdo dos niveis de RNA mensageiros de cada gene, foram escolhidas sondas
comerciais (Thermo Fisher Scientific), enquanto que a emissdo da fluorescéncia foi captada

com o auxilio do sistema StepOnePlus™ Real-Time PCR (Thermo Fisher Scientific).

Os valores de expressdo dos cDNA obtidos foram normalizados em relagdo ao nivel
correspondente  de expressio dos genes HPRT canino  (Hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase) e RPL32 canino (Ribosomal protein L32), utilizados como

controles constitutivos.

3.2.5 Andlise estatistica

A analise de significAncia estatistica, para avaliar as associacbes dos padrdes de
metilacdo com os niveis de expressdo, e destes com progressao tumoral e demais caracteristicas
clinicopatologicas, foi realizada no programa GraphPad Prism wversdo 5.01
(www.graphpad.com) pelos testes estatisticos Kruskal-Wallis e Teste T Mann Whitnae, sendo

os resultados considerados significativos quando p< 0,05.
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4. RESULTADOS
4.1 CARACTERIZACAO DA POPULACAO

Foram analisadas 83 amostras obtidas de 40 animais (Tabela 3), sendo 40 ndo tumorais

e 43 tumorais. Dentre as amostras tumorais, 12 eram sarcomas e 31 carcinomas.

Em relacdo a idade, com excecdo de um unico animal, todos foram diagnosticados com
uma idade superior a 7 anos sendo, portanto, considerados idosos. A idade minima observada

foi de 1 ano enquanto que a maxima foi de 16 anos (media de 10,9 anos).

Em relacdo as racas, 24 animais eram sem raca definida (SRD), enquanto que os demais
estavam distribuidos entre as racas Poodle (9/40), Cocker (2/40), Pinscher (2/40), Bulldog
(1/40), Doberman (1/40) e Daschund (1/40).
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Tabela 3. Amostras analisadas para metilagdo e expresséo

~ 1 1 BNBOI(NT) 10881 SO 15 x X X
2 BNB 02 (T) 10881 X X X X
3 2 BNB 03 (NT) 11072 SRD 10 X X X
4 BNB 04 (T) 11072 X X X
5 3 BNB 05 (NT) 10702 SRD 7 X X X X X
6 BNB 06 (T) 10702 X X X X X
7 4 BNB 07 (NT) 8963 Poodle 10 X X X X X
3 BNB 08 (T) 8963 X X X X X
9 5 BNB 10 (NT) 11352 SRD 12 X X X
10 BNB 11 (T) 11352 X X X
11 6 BNB 12 (NT) 11440 SRD 12 X X X X X X
12 BNB 13 (T) 11440 X X X X X
13 7 BNB 15 (NT) 11756 Pincher 10 X X X X X X
14 BNB 16 (T) 11756 X X X X
15 8 BNB 17 (NT) 11841 SRD 10 X X X X
16 BNB 18 (T) 11841 X X X X X
17 9 BNB 21 (NT) 11876 SRD 15 X X X X
18 BNB 22 (T) 11876 X X X X
19 10 BNB 23 (NT) 12102 SRD 15 X X X
20 BNB 24 (T) 12102 X X X X
21 11 BNB 45 (NT) 12606 SRD 15 X X X X X
22 BNB 46 (T) 12606 X X X X X X
23 12 BNB 50 (NT) 13411 SRD 8 X X X X X
24 N71 (T) 13411 X X X X X
25 13 BNB 175 (NT) - Poodle ? X X X
26 BNB 176 (T) - X X X X
27 14 BNB 217 (T) 17366 Poodle 13 X X X
28 BNB 218 (NT) 17366 X X X
29 15 BNB 229 (T) 7351 SRD 11 X X
30 BNB 231 (NT) 7351 X
31 16 BNB 234 (NT) 17989 Cocker ? X X X X

Spaniel

32 BNB 235 (T) 17989 X X X X X
33 17 BNB 240 (T) 18088 Poodle 12 X X X
34 BNB 241 (NT) 18088 X X X X X
35 18 BNB 257 (NT) 19000  Doberman 12 X X X X X
36 BNB 258 (T) 19000 X X X X X X
37 19 BNB 262 (NT) 5 SRD 14 X X X X X X
38 BNB 263 (T) - X X X X X X
39 20 BNB 264 (NT) 17980 Dachshund 12 X X X X X X
40 BNB 265 (T) 17980 X X X X X X
41 21 BNB 266 (NT) 20362 SRD 10 X X X X X X
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51
52
53
54
55
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4.2 PADRAO DE METILACAO DOS GENES-ALVO

4.2.1 Metilagdo em CBX2

Para verificar o padrdo de metilacdo do gene CBX2, foi sequenciada uma regido de 357
pb contendo 22 sitios CpGs, em um total de 69 amostras de tecidos tumorais € ndo tumorais.
Das sequéncias analisadas, todas apresentaram-se metiladas, sendo que ndo foi observada uma

metilacdo diferencial entre os tecidos tumoral e ndo tumoral (Figuras 10 e 11).

Metilagdo

8bp 4bp 18bp 1hp 4hp 4hp 15bp 30bp 21 bp 1bp 5bp
Sitio CpG 1 2 3 4 5 6] 7 8 9 10 11
N&o Metilado 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Metilado 69.0 69.0 69.0 69.0 69.0 69.0 69.0 69.0 69.0 69.0 69.0
Ausente 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Metilacdo

3bp 4bp 10bp 13bp 4 hp 27 bp 2hp 1 hp 1 hp 32bp fibp 28 bp
Sitio CpG 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Néo Metilado 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Metilado 69.0 69.0 69.0 69.0 69.0 69.0 69.0 69.0 69.0 69.0 69.0
Ausente 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
| Legenda: B N3o Metilado 0O Metilado E Ausente |

Figura 10: Diagrama indicando o padrdo de metilacdo por sitio CpG do fragmento analisado do gene CBX2.
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Figura1ll: Anélise da metilagdo da regido promotora do gene CBX2. Cada linha representa uma amostra e cada

circulo equivale a um dinucleotideo CpG. Os circulos em negrito indicam CpGs metilados.
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4.2.2 Metilagdo em CBX7

Para 0 gene CBX7, foi sequenciada uma regido de 423 pb contendo 14 sitios CpGs,
somando um total de 67 amostras de tecidos tumorais e ndo tumorais. Ndo foram observados

sitios metilados em nenhuma das amostras analisadas (Figura 12 e 13).

Metilagdo
35 bp 23 bp 5bp 1 bp 7bp

Sitio CpG 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
N3o Metilado 67.0 67.0 67.0 67.0 67.0 67.0 67.0 67.0 67.0 67.0 67.0
Metilado 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Ausente 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Metilagdo
20 bp 10 bp g hp 5 bp

Sitio CpG 12 13 14

NZo Metilado 67.0 67.0 0.0

Metilado 0.0 0.0 0.0

Ausente 0 0 87

Legenda: B Nio Metilado O Metilado B Ausente

Figura 12: Diagrama indicando o padrédo de metilagdo por sitio CpG do fragmento analisado do gene CBX7.

Apesar de ndo ter sido observada metilagdo no gene CBX7, foram identificadas, em
todas as amostras sequenciadas, duas alteracdes de base na porg¢do 3’ do fragmento analisado,
sendo que uma delas foi responsavel pela eliminacdo do Ultimo sitio CpG (sitio 14). Estas
alteracOes foram observadas nas posices genbmicas 25.896.627 (uma transverséo C-> G) e
25.876.629 (uma transversdo T->A) (Figura 14). Em ambos 0s casos, as alteracGes apareceram
em heterozigose, 0 que pode sugerir a heterogeneidade das populagfes celulares estudadas

(Figura 14 e 15).
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Figura 13: Andlise da metilagdo da regido promotora do gene CBX7. Cada linha representa uma amostra e cada

circulo equivale a um dinucleotideo CpG. Os circulos em negrito indicam CpGs metilados.
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Figura 14: Alinhamento no Bioedit evidenciando duas alteracGes de base no ultimo sitio CpG.
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Figura 15. Eletroferograma evidenciando as alteragcdes observadas na porcdo final do fragmento analisado de

CBX7.
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4.2.3 Metilagdo em EED

Para 0 gene EED, foi sequenciada uma regido de 424 pb contendo 18 sitios CpGs, em um

total de 54 amostras, sendo que em nenhuma foi observada metilagdo (Figuras 16 e 17).

Metilagdo

10bp 1bp 2bp 23 bp 14.bp 7 bp 25 bp 15 bp 5 bp 46 bp 11bp
Sitio CpG 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
N&o Metilado 54.0 54.0 54.0 54.0 54.0 54.0 54.0 54.0 54.0 54.0 54.0
Metilado 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Ausente 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Metilagdo

4bp 1 bp 3bp 5 bp 0bp 185p 5 bp B bp
Sitio CpG 12 13 14 15 16 17 18
N&o Metilado 54.0 54.0 54.0 54.0 54.0 54.0 54.0
Metilado 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Ausente 0 0 0 0 0 0 0
|Legenda: B N3o Metilado O Metilado E Ausente |

Figura 16: Diagrama indicando o padrdo de metilagdo por sitio CpG do fragmento analisado do gene EED.
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Figura 17: Analise da metilacdo da regido promotora do gene EED. Cada linha representa uma amostra e cada

circulo equivale a um dinucleotideo CpG. Os circulos em negrito indicam CpGs metilados.
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4.2.4 Metilagdo em EZH2

Para a analise do padrdo de metilacdo do gene EZH2, foi sequenciada uma regido de 377 pb
contendo 21 sitios CpGs. Das 60 amostras analisadas observou-se que todas apresentaram metilacdo

similar entre tecido tumoral e ndo tumoral (100% metiladas) (Figuras 18 e 19).

Metilagdo

1bp 25 bp 15 bp 9 bp 1 bp 0bp 14 bp 5 bp 18 bp 15 bp 17bp
Sitio CpG 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
N&o Metilado 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Metilado 60.0 60.0 60.0 60.0 60.0 60.0 60.0 60.0 60.0 60.0 60.0
Ausente 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Metilagdo

30 bp 4 bp 5bp 20 bp 5 bp 16 bp 3bp 5 bp 8 bp 19 bp 7bp
Sitio CpG 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
N&o Metilado 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00 00 0.0
Metilado 60.0 60.0 60.0 60.0 60.0 60.0 60.0 60.0 60.0 60.0
Ausente 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
|Legenda: B N&o Metilado O Metilado E Ausente |

Figura 18: Diagrama indicando o padrédo de metilagdo por sitio CpG do fragmento analisado do gene EZH2.
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Figura 19: Andlise da metilagcdo da regido promotora do gene EZH2. Cada linha representa uma amostra e cada

circulo equivale a um dinucleotideo CpG. Os circulos em negrito indicam CpGs metilados.
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4.3 PADRAO DE EXPRESSAO DOS GENES CBX2 E EZH2

Afim de verificar a influéncia da metilagdo na expressdo, foi realizada anélise por PCR

em tempo real nos genes que apresentaram alta taxa de metilacdo: CBX2 e EZH2.

4.3.1 Expressao de CBX2

A expressdo génica de CBX2 foi avaliada em 13 amostras pareadas (tumor e normal do
mesmo paciente) e 4 amostras ndo pareadas (Tabela 3). Para esta analise, os valores de
expressdo obtidos foram normalizados pelo nivel de expresséo correspondente ao do controle

endégeno RPL32 canino (Ribosomal protein L32).

Ao ser realizada uma analise global, comparando as amostras tumorais com as ndo
tumorais, observamos uma diferenca estatisticamente significante entre os dois grupos (p=
0.0035) (Figura 20). Da mesma forma, ao estratificarmos as amostras tumorais nos dois
subtipos histologicos analisados (carcinomas e sarcomas), pode-se observar uma diferenca
significativa no padrdo de expressdo observado entre os tecidos normal e carcinomas (p=
0.0119) (Figura 21).
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Figura 20. Expressdo relativa de RNA mensageiro de CBX2 em amostras normais e tumorais
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Figura 21. BExpressdo relativa de RNA mensageiro de CBX2 em amostras normais e tumorais, subdivididas de

acordo com o tipo histolégico.

4.3.2 Expressdo de EZH2

A expressdo génica de EZH2 foi avaliada em 11 amostras pareadas (tumor e normal do
mesmo paciente) e 6 amostras ndo pareadas (Tabela 3). Os valores de expressdo obtidos foram
normalizados pela expressdo correspondente ao do controle enddégeno HPRT canino

(Hypoxanthine phosphoribosiltransferase).

Na analise global, a0 serem comparadas as amostras tumorais com as ndo tumorais, foi
observada uma diferenca estatisticamente significante entre os dois grupos (p= 0.0065) (Figura
22). Quando as amostras tumorais foram subdivididas em carcinomas e sarcomas, pode-se
observar uma diferenca significativa no padrdo de expressdo (p= 0.0189) (Figura 23).

Observando-se que em ambas as analises o padrdo de expressdo de EZH2 foi baixo.
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Figura 22. BExpressao relativa de RNA mensageiro de EZH2 em amostras normais e tumorais
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Figura 23. BExpresséo relativa de RNA mensageiro de EZH2 em amostras normais e tumorais, subdivididas de

acordo com o tipo histolégico.
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5. DISCUSSAO

Os genes do grupo Polycomb codificam reguladores epigenéticos evolutivamente
conservados nos vertebrados descritos como repressores de genes relacionados com o processo
de desenvolvimento (Eckert et al., 2011). As proteinas do grupo polycomb (PcG) sdo
comumente agrupadas em dois complexos multiproteicos identificados, nos mamiferos, como
complexo repressivo polycomb 1 (PRC1) e complexo repressivo polycomb 2 (PRC2) (Scelfo
et al., 2015).

PRC1 ¢é subdividido em cannico composto por proteinas CBXs, e ndo canbnico que
possuem a proteina RYBP (Pasini et al., 2016; Connelly & Dykhuizen 2016; Vidal et al., 2016)
e medeia a mono-ubiquitinacdo da histona H2A nos residuos de lisina na posicdo 119
(H2AK119ub), enquanto que PRC2, composto por um nlcleo central formado por SUZ12, EED
e EZH1 /2, catalisa a metilagdo da histona H3 nos residuos de lisina na posicdo 27
(H3K27me2/3) (Conway et al., 2015; Turner et al.,2013; Christofides et al., 2016; Vidal et al.,
2016).

Estudos na literatura sugerem que 0s niveis de proteinas PcG sejam alterados durante a

diferenciagdo e progressdo do cancer (Eckert et al., 2011; Tu et al., 2017).

EZH2 é um gene que codifica uma histona metiltransferase, e é a principal responsavel
pela trimetilacdo do residuo 27 de Lisina localizado na Histona 3 (H3K27me3) associada a

repressao transcricional (Chase & Cross, 2011).

Sabe-se que EZH2 tem sua expressdo aumentada em diversos tipos de tumores, tais
como de prostata, mama, bexiga, gastrico, pulmdo e em carcinoma hepatocelular (Chase &
Cross, 2011; Bae & Hennighausen, 2014). Geralmente, essa superexpressdo em tumores sélidos
esta associada com a agressividade do tumor, a presenca de metastase e a um desfecho ruim do
paciente (Ezponda & Licht, 2014).

Em céncer de mama sua expressdo ainda € mais acentuada quando comparada aos
outros tipos de tumores, sendo esta considerada um indicador de agressividade e de mau
prognostico (Kleer et al., 2003; Bae & Hennighausen, 2014; Wassef et al., 2016).

O primeiro estudo da expressdo da proteina EZH2 em tumores mamérios de cées foi
realizado por Choi et al. (2016) que constataram a superexpressdo de EZH2 nos carcinomas
analisados, similar ao ja descrito no cancer de mama em seres humanos, sendo o nivel de

expressao diretamente correlacionado com o grau de malignidade do tumor.
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Os resultados obtidos no presente estudo divergem de alguns na literatura, visto que, em
tumores, a expressdo de EZH2 foi significantemente mais baixa do que em tecidos ndo tumorais.
Apesar de ndo ter sido observada metilagdo diferencial entre as amostras tumorais e ndo
tumorais analisadas ao logo do fragmento amplificado, Su et al. (2015), ao analisarem 55 sitios
CpG da regido promotora de EZH2 em amostras de carcinoma oral de células escamosas,
observaram uma diminuicdo do padrdo de expressdo do gene correlacionada com o aumento da
metilacdo, em especial quando esta ocorria em uma regido que abrange um polimorfismo T->C
localizado na regido promotora. Ja Schéffer et al. (2016), ao analisarem 131 sitios CpG do
promotor de EZH2, observaram que a extremidade 5’ do fragmento amplificado, abrangendo
0s 29 primeiros CpGs, apresentava-se altamente metilada em todas as amostras tumorais, com
metilacdo diferencial apenas em amostras controles sem historico de tumor. Estes dados
sugerem que possivelmente o fragmento amplificado no presente estudo, ndo abrange uma
regido essencial para a regulacdo da expressdao do gene via metilacgio do DNA, e que um

fragmento maior do promotor deve ser analisado para esclarecer melhor essa relagao.

Outros possiveis mecanismos que podem estar relacionados com a diminuicdo da
expressdo de EZH2 observada em tumores sdo a presenca de mutacbes somaticas e de
anormalidades citogenéticas. Em pacientes com leucemia linfoblastica aguda, linfomas e
sindrome mielodisplasica ja foram descritas mutacdes inativantes sem sentido e de alteracdo do
quadro de leitura, responsaveis pela diminuicdo da expressdo do gene e consequente inibicao
da atividade histona metiltransferase de PRC2 (Ezponda & Licht, 2014; Volkel et al., 2015).
Aléem disso, pacientes com sindrome mielodisplasica também apresentam uma diminuicdo da
expressdo de EZH2 relacionada com delecbes do cromossomo 7 (delecdo do braco longo e
monossomia) (Volkel et al., 2015; Cabrero et al., 2016).

Independente da causa, ja foi observado que em leucemia linfoblastica aguda, a perda
de EZH2 resulta no aumento do potencial tumorigénico de linhagens como resultado da
ativacdo de outras vias oncogénicas, como NOTCH (Chung et al., 2012; Ezponda & Licht,
2014), sugerindo que EZH2 pode atuar como um gene supressor tumoral ou um oncogene,

dependendo do tipo de alteracdo encontrada (Chung et al., 2012).

O gene EED também codifica uma proteina que € um dos principais componentes de
PRC2 (Oktyabri et al., 2014). Apesar de saber que esse gene tem sua expressao induzida durante
0 processo de transicdo epitélio-mesenquimal induzida por acdo do TGF-B (Oktyabri et al.,

2014), poucos trabalhos na literatura tém relatado o papel de EED na carcinogénese.
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Yu et al. (2012) ao avaliarem o perfil de expressdo génica em cancer de mama
utilizando microarranjos, observaram um nivel de expressdo elevado dos genes relacionados ao
complexo repressivo polycomb 2 (PRC2), dentre eles EED. Em contrapartida, os niveis de E-
caderina diminuiram significativamente, evidenciando uma associagdo positiva de PRC2 com

a proliferacdo de células tumorais.

Considerando a alta expressdo de EED observada em tumores, Schafer et al. (2016)
fizeram andlise do padrdo de metilacdo e de mutacdo do gene em pacientes com leucemia
linfoblastica aguda. Ndo foram observadas pelos autores, alteracGes genéticas e nem a presenca
de metilacdo em EED. Este resultado corrobora os achados do presente trabalho, onde nenhum

sitic CpG foi encontrado metilado na regido analisada.

As proteinas cromobox, assim chamadas por possuirem um cromodominio conhecido
como modificador da organizacdo da cromatina, sdo componentes importantes de PRC1
(Nawaz et al., 2016). Dentre elas, destacamos CBX2 e CBX7.

Diversos estudos tém apontado mudangcas no padrdo de expressio de CBX2, o
caracterizando como um oncogene. Enquanto Parris et al. (2010) relacionaram o aumento da
expressao deste gene com o fendtipo mais maligno de tumores de mama sugerindo que CBX2
€ um gene critico para 0 desenvolvimento e progressdo deste tumor, em carcinoma oral de
células escamosas, esta alteracdo na expressdo esta relacionada com a infiltracdo inflamatoria
do tumor (Parris et al., 2014). Por outro lado, analises de expressdo de pacientes com
glioblastoma multiforme, revelaram que a maioria das amostras ndo apresenta mudancas no
nivel de expressdo génica de CBX2, sendo que menos de 10% das amostras apresentaram

superexpressao do gene (Li et al., 2013).

Afim de entender os possiveis mecanismos regulatérios da expressdéo de CBX2,
Clermont et al. (2014) analisaram 8013 pacientes de 29 tipos diferentes de tumores, nao
identificando anomalias cromossdmicas potencialmente inativantes e apenas 40 mutacfes de

ponto que poderiam levar ao silenciamento do gene.

Em contrapartida, a taxa de amplificacdo de CBX2 foi superior a 30%, bem como o
aumento da expressao do gene, sendo estas duas caracteristicas relacionadas com a presenca do

processo metastatico e diminuicdo da sobrevida, principalmente em tumores mamarios.

Estes autores também relataram que, apesar de proteinas polycomb estarem relacionadas

com a regulagdo negativa do locus INK4/ARF, apenas em tumores colorretais foram
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observados um nivel elevado de expressdéo de CBX2 com baixos niveis de expressdo de
p15'NK4b - sendo que esta correlagdo ndo foi estatisticamente significativa e sugerindo que o
aumento dos niveis de CBX2 ¢ independente do silenciamento de INK4/ARF (Clermont et al.,
2014).

Em conjunto, os dados supracitados corroboram os resultados encontrados em nossa
populacéo, pois apesar de ndo ter sido observada metilacdo diferencial nas amostras e que todas
estavam metiladas, outros mecanismos, tais como a amplificacdo g¢énica, podem ser 0s
responsaveis pelo aumento significativo na expressdo de CBX2 observado nos tumores
analisados. Além disso, os resultados dos ensaios de expressdo para o gene p15'NK4b nas mesmas
amostras (Faro, 2016) apontam para uma superexpressao do mesmo, 0 que corrobora 0 exposto
sobre a expressdo de CBX2 ser um evento independente do silenciamento dos genes do Ibcus
INK4/ARF.

No desenvolvimento tumoral, CBX7 é capaz de atuar de maneira oposta em diferentes
tipos histologicos, sendo considerado um oncogene ou um gene supressor tumoral, dependendo

do tumor analisado (Li et al., 2013).

Zhang et al. (2010), analisando a fungdo de CBX7 no céncer gastrico, constataram um
aumento na expressao de CBX7 em tumores gastricos, sendo este correlacionado com a idade
do paciente e grau de metastase. Em adenocarcionoma de ovario, CBX7 também se apresenta

superexpresso, estando relacionado com um mau prognéstico nas neoplasias ovarinas.

Em céancer de mama, CBX7 é capaz inibir a proliferacdo celular através da supressdo da
via Wnt/p catenina ao estimular a expressdo do gene Dickkopf-1 (DKK-1), antagonista da via,
resultando na regulacdo positiva de fatores de transcricdo tais como MYC, desencadeando o
aumento da renovacdo de células troncos tumorais mamérias, e a proliferacdo de células
cancerodas de mama (Kim et al., 2015). Ja Meseure et al. (2016), constatou que CBX7 apresenta

uma baixa expressao quando comparado a EZH2.

Em relacdo ao padrdo de metilacdo, apenas um estudo em amostras de glioblastoma
multiforme foi realizado até o momento. Os resultados deste estudo relatam a hipermetilacéo
do promotor de CBX7 e a diminuicdo da expressdo do gene (Nawaz et al., 2016). Estes dados
divergem dos obtidos por nds, onde observamos a auséncia de metilacdo nas amostras
analisadas. No entanto, analises de expressdo sdo necessarias para esclarecer melhor a relacdo
da auséncia desta alteracdo epigenética com a regulagdo génica de CBX7 nas amostras tumorais

de mama em caes.
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6. CONCLUSAO

- Nao foi observado padréo de metilacdo diferencial entre as amostras tumorais e ndo tumorais
analisadas para os genes CBX2, EZH2, EED e CBX7,

- Na&o houve correlacdo entre o padrdo de metilacdo e de expressdo de CBX2 e EZH2, sugerindo

que outros mecanismos genéticos e epigenéticos de regulacdo génica possam estar atuando;

- CBX2 e EZH2 apresentaram um padrdo diferencial de expressdo génica significantemente
diferente entre as amostras tumorais e ndo tumorais, sugerindo que 0s mesmos podem ser

utilizados como marcadores no diagndstico precoce de tumores de mama caninos
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