UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NEUROCIENCIAS E BIOLOGIA CELULAR

RAISSA MELO DE SOUSA

CARACTERIZACAO DO PADRAO DE EXPRESSAO E METILACAO DO GENE
P21 CPKNIACIPL ENf TUMORES MAMARIOS CANINOS

BELEM (PA)

2018



RAISSA MELO DE SOUSA

CARACTERIZACAO DO PADRAO DE EXPRESSAO E METILACAO DO GENE
P21 CPKNIACIPL EN TUMORES MAMARIOS CANINOS

Dissertagdo apresentada ao Programa de P6s-Gra-
duacdo em Neurociéncias e Biologia Celular da
Universidade Federal do Para, Instituto de Cién-
cias Biol6gicas, como requisito para obtencdo do
titulo de mestre em Neurociéncias e Biologia Ce-
lular.

Orientador: Prof.2 Dr.2 Barbara do Nascimento
Borges

BELEM (PA)

2018



Dados Internacionais de Catalogacéo
na Publicacdo (CIP) Sistema de Bibli-
otecas da Universidade Federal do
Para
Gerada automaticamente pelo médulo Ficat, mediante os dados
fornecidos pelo(a) autor(a)

S725¢c  Sousa, Raissa Melo 3 ) o
Caracterizacéo do padrdo de expresséo e metilagédo do gene P21/CDKN1A em
tumores mamarios caninos

/ Raissa Melo
Sousa. —
2018 61 f.:
il. color

Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Pds-graduacdo em Neurociéncias e
Biologia celular (PPGNBC), Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade Fe-

deral do Para, Belém, 2018. )
Orientacdo: Profa. Dra. Barbara do Nascimento Borges

1. P21 (CDKN1A). 2. Expresséo. 3. Metilagéo. 4. Cancer. 5. Caninos. |. Bor-
ges, Barbara do Nascimento,
orient. Il. Titulo

CDD 574.8



TERMO DE APROVACAO

RAISSA MELO DE SOUSA

CARACTERIZACAO DO PADRAO DE EXPRESSAO E METILACAO DO GENE
P21 CDKNIACIPL ENf TUMORES MAMARIOS CANINOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-Graduacdo em Neurociéncias e Biologia Celular
da Universidade Federal do Par4, como requisito para obtencdo do grau de mestre em Neuroci-
éncias e Biologia Celular.

COMISSAO JULGADORA

Prof.2 Dr.2 Barbara do Nascimento Borges - Orientadora

Instituto de Ciéncias Bioldgicas - Universidade Federal do Para

Prof. Dr.2 Maria Llcia Harada

Instituto de Ciéncias Bioldgicas - Universidade Federal do Para

Prof. Dr. Carlos Eduardo Matos Carvalho Barros

Instituto de Ciéncias Biologicas - Universidade Federal do Para

Belém



AGRADECIMENTOS

Agradeco a minha orientadora, Profé, Dr2. Barbara do Nascimento Borges, pela confi-
anca, atencdo, paciéncia, pelos preciosos ensinamentos repassados e por oferecer condicdes

possiveis para a realizacdo deste trabalho.

Aos membros da banca examinadora, por todas as contribuicdes e pela disponibilidade

em avaliar a dissertacéo.

O meu maior agradecimento € para a minha mae, Maria do Socorro Melo, por todos 0s
ensinamentos ao longo da vida e por acreditar que a educacdo é a arma mais poderosa que

alguém poderia ter.

Ao meu pai, Raimundo Ferreira de Sousa, que se mostra como exemplo de homem de
bom carater, meu muito obrigada pelo apoio estrutural, pelas palavras amigas e duras nos mo-

mentos que eu precisei ouvir.

E aos queridos amigos e parentes, por me incentivarem e entenderem, pelos momentos

de descontracdo e pelas palavras amigas.

A Universidade Federal do Para (UFPA), pelo apoio financeiro e estrutural da pesquisa
e por ser uma segunda casa, durante esses dois anos no mestrado. Ao CNPq e CAPES que

disponibilizaram os recursos financeiros.

Aos médicos do Hospital Veterinario e patologistas do Laboratorio de Patologia

Veterinaria da UFRA, pelas amostras e dados dos animais.

Ao Laboratério de Biologia Molecular da Universidade Federal do Para (UFPA), por

ceder a estrutura fisica para o desenvolvimento deste trabalho.

Enfim, a todos aqueles que de forma direta ou indireta, contribuiram para realizacao

deste trabalho.

Muito obrigada.



RESUMO

A maioria dos tumores mamarios caninos sdao malignos, fazendo com que o animal venha a
obito. Um dos fatores envolvidos nessa patogénese € a alteracdo no nivel de expressdo do gene
P21, que codifica uma proteina que pode inibir a iniciagdo e a progressdo tumoral. Um evento
que pode afetar o nivel celular da proteina p21 e o perfil de metilacdo desse gene, podendo
ocasionar um silenciamento génico ou uma superexpressao dele. Considerando a importancia
funcional desse gene, este estudo tem o objetivo de avaliar o perfil de metilacdo e expressao do
gene P21 em tumores mamarios de cadelas do estado do Pard, com o intuito de identificar
marcadores moleculares de diagnostico precoce, sobrevida e progndéstico. Para isso, 83 amos-
tras de tecidos tumoral e ndo tumoral foram coletadas no Hospital Universitario Méario Dias
Teixeira, em Belém. O DNA e RNA de cada amostra foram extraidos utilizando kits especifi-
cos. Para as analises de metilacdo, o0 DNA obtido foi submetido ao processo de modificagéo,
com posterior técnica de Bisulfite Sequencing PCR, utilizando iniciadores especificos para re-
gido e posterior visualizacdo em gel de agarose 2%. Os resultados do sequenciamento foram
analisados no software BiQ Analyzer a fim de avaliar o padrdo de metilacdo. Para analise de
expressao génica, foi realizada a quantificacdo do mRNA do gene-alvo utilizando a técnica de
PCR em tempo real, utilizando como controles constitutivos os genes GAPDH e HPRT1. Com
analise estatistica feita por meio dos testes Exato de Fisher, Odds Ratio e Mann-Whitney no
programa GraphPad Prism, considerando os resultados significativos quando p <0.05, com in-
tervalo de confianga 95%. Para avaliacdo do perfil de metilagéo, foi realizada a caracterizagédo
das ilhas CpGs do gene P21, sendo que a ilha 1 esta localizada em um intron e possui 34 sitios
CGs, enquanto que a ilha 2 foi identificada no éxon 2, com 22 sitios CGs. Na ilha 1 nédo foi
detectada metilacdo, enquanto que a ilha 2 estava metilada, contudo o perfil de metilagdo néo
foi diferente entre as amostras tumorais, ndo tumorais e controles, ndo sendo possivel correla-
cionar os valores de metilacdo com os dados clinicos e de expressdo. Os niveis de expressao
das amostras tumorais foram baixos quando comparados com as amostras ndo tumorais e con-
trole, demostrando que o papel de p21 nesses tumores pode se apresentar alterado. No entanto,
nenhuma correlagdo estatisticamente significativa foi observada entre a expresséo e os dados
clinicos e histopatoldgicos dos pacientes. Apesar disso, foi observada uma expressao reduzida
em animais com sobrevida >1 ano de idade, e uma expressao elevada em animais com sobrevida
< 1 ano de idade, sugerindo a influéncia de p21 como um marcador de progndstico. Ainda sdo
necessarios estudos mais detalhados do gene P21 para verificar se essas alteracdes poderdo ser
utilizadas como marcadores moleculares, e assim colaborar no prognostico e detec¢do do cancer
na espécie.

Palavras-chaves: P21. Metilacdo. Cancer. Caninos.



ABSTRACT

The most of canine mammary tumors are malignant and associated with the animal death. One
of the factors involved in this pathogenesis is the change in the expression level of the gene
P21, which in turn encodes a protein that can inhibit tumor initiation and tumor progression.
The methylation profile of gene can affect the cellular level of p21 and lead gene silencing or
overexpression. Whereas the functional importance of the P21 gene, this study aimed to evalu-
ate the methylation profile and expression in mammary tumors of dogs, in order to identify
molecular markers of early diagnosis, survival and prognosis. Therefore, 83 tumor and non-
tumor tissue samples were collected from dogs, undergoing surgery at the Veterinary Hospital
"Mario Dias Teixeira”, in Belém -Pard. the DNA and RNA from each sample were submitted
to extraction using a commercial Kit. For the methylation analyzes, the obtained DNA was sub-
mitted to the modification process, with a subsequent technique of Bisulfite Sequencing PCR,
using region-specific primers and subsequent visualization in 2% agarose gel. The sequencing
results were analyzed in BiQ Analyzer software in order to evaluate the methylation pattern.
For gene expression analysis, the target gene mMRNA was quantified using the real-time PCR
technique using the GAPDH and HPRTL1 genes as constitutive controls. Statistical data was
performed using the Fisher Exact, Odds Ratio and Mann-Whitney tests in the GraphPad Prism
program, considering the significant results when p <0.05, with a 95% confidence inter-val. In
order to evaluate the methylation profile, the CpG islands of the P21 gene were characterized.
The island 1 is located in an intron with 34 CGs, while an island 2 was identified in the exon,
with 22 CGs. Both amplified generating a fragment of ~ 300bp. At island 1 no methylation was
detected, whereas island 2 was methylated, but the island methylation profile was not different
between the tumor, non-tumor and control samples. With these results was impossible compare
the methylation values with clinical and expression data, suggesting that these regions are not
altered. The expression levels of the tumor samples were low when compared to the non-tumor
samples and control, with p (0.0001), show that the role of p21 in these tumors may be altered
but not statistically significant when correlated with clinical histopathological data of patients.
However, a reduced expression in the survival of animals> 1 year of age was observed, and a
high expression in animals with survival <1 year of age, suggesting the influence of p21 as a
marker of prognosis. More detailed studies of the P21 gene are still needed to see if these
changes could be used as molecular markers, and thus aid on the prognosis and detection of
cancer in the species.

Key-words: P21. Methylation. Cancer. Canine.
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1 INTRODUCAO

Mais de um milh&o de cées s&o diagnosticados anualmente com cancer (PAOLONI et
al., 2008). Os dados epidemiologicos demonstram que o cancer de mama € segundo mais fre-
quente em cadelas (BORGE et al., 2011). As cadelas diagnosticadas com essa doenca geral-
mente apresentam mais de um tumor mamario e cerca de 53,3% dessas neoplasias tem caracte-
risticas malignas que levam ao 6bito do animal (BRISTON et al., 2008). No Brasil, existem
poucos dados epidemioldgicos sobre a populacdo canina afetada por cancer de mama, assim
como poucos dados sobre as caracteristicas epigenéticas de cada subtipo tumoral, principal-

mente em animais sem raga definida (NAGATA et al., 2008).

O inicio e a progressdo desses tumores dependem da regulacao de varios genes. O gene
P21, modula a atuacdo de genes supressores tumorais e oncogenes na célula (CAZZALINI et
al., 2010). A proteina p21, codificada por esse gene, geralmente age como um efetor em dife-
rentes cascatas celulares, com intuito de inibir a proliferacéo celular, ndo dependendo exclusi-
vamente da sua ativacdo pela via classica com a proteina p53 como se acreditava (RONINSON,
2002). A atuacdo da p21 pode ser vista, principalmente, nos mecanismos de evasdo ao ciclo
celular, na regulacdo da apoptose e no sistema de reparo (COLEMAN, 2003; JUNG et al.,
2010). Portanto, os niveis de expressdo desse gene podem atuar como marcadores e indicativos
de cancer (CAZZALINI et al., 2010). Contudo, pouca coisa se sabe sobre a regulacdo do gene
P21 no cancer de mama em caninos, Vvisto que recentemente foi explicado o seu papel como
oncogene no contexto tumoral (YOSHIMURA et al., 2017).

Por causa dessa ampla atuacdo do gene P21, o objetivo desse trabalho é avaliar o perfil
de metilacdo e expressao do gene P21 em tumores mamarios de cadelas do estado do Para, com

o intuito de identificar marcadores moleculares de diagndstico precoce e progndstico.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 BIOLOGIA DO CANCER

O termo “cancer” refere-se a um conjunto de doencas que compartilham caracteristicas
em comum para promocéo de um crescimento celular descontrolado (ALI; SIOBLOM, 2009;
INCA, 2016), sendo um processo dependente de multiplas etapas que geram uma malignidade
celular e posterior metastase em 6rgédos adjacentes (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

O cancer pode acontecer de forma hereditaria ou esporadica no organismo, e sua inici-
acao e progressdo depende da atuacdo dos fatores genéticos e epigenéticos na regulacao das
funcOes de proto-oncogenes e genes supressores tumorais (BORGE et al., 2011; FEINBERG et
al., 2005). Em grande parte dos canceres, 0s produtos de proto-oncogenes estdo ativados (on-
cogenes) para promover a proliferacdo e a manutencao das células tumorais, enquanto que 0s
genes supressores tumorais se encontram inativados ou com func@es reduzidas da capacidade
de reparo, inibigédo do ciclo celular e regulagdo do ambiente tumoral (HOEIJMAKERS et al.,
2001; LEVITT et al., 2001; VOGELSTEIN; KINZLER, 2004).

O tumor nédo é somente um conjunto de células em proliferacdo, mas sim um grupo
celular heterogéneo e complexo (Figura 1), portanto essas células tumorais podem acumular
diferentes alteracfes genéticas e epigenéticas entre si, devido a influéncia do microambiente
tumoral (CHOUAIB et al., 2014; HANAHAN; WEINBERG, 2011). Um dos componentes
desse conjunto celular sdo as células tronco tumorais (CSC, cancer stem cells), que tém capa-
cidade de auto renovacao, iniciacdo e migracao celular, bem como de resistir a terapias antitu-
morais (MARUSYK; ALMENDRO; POLYAK, 2012). Isso favorece a adaptacdo do tumor a
um ambiente seletivo, gerando um processo de hierarquiza¢do com a sele¢do de uma nova sub-

populacédo tumoral mais especializada e preparada (KRESO; DICK, 2014).

Os principais eventos de promocdo dessas células sdo elucidados no trabalho de Ha-
nahan e Weinberg (2011), no qual sdo propostas caracteristicas comuns aos diferentes tumores,
entre elas vale destacar: 0 aumento da taxa de replicacéo pela continuidade do ciclo celular; os
defeitos no sistema de reparo; bem como a capacidade de evasdo da morte celular programada,

levando ao aumento da taxa de replicacéo celular (Figura 2).



FIGURA 1 - CONDICAO DO MICROAMBIENTE TUMORAL.

Vasos sanguineos

() Célula tumoral

& Célula tumoral sensivel

@ Célula tumoral resistente

Normoxia
/‘,'/' Célula tronco tumoral
/. Célula mesenquimal
Hipoxia . igg Célula dendritica

Macrifago

Invasio e metastase

- Progressio tumoral
- Vantagens de crescimento
- Agquisicdo de fenétipo de célula tronco

- Resisténcia a tratamento

Fonte: Adaptado de Chouaib et al. (2014).

Notas: Adaptacdo das células do tumor sdlido mediante regifes de normoxia, perto dos vasos, e regibes afastadas
de vasos com hipoxia, sendo este um ambiente propicio a selecéo celular, as células tumorais menos adaptadas sao
sensiveis ao ambiente/ sistema imune/ tratamentos e morrem, j& células resistentes a esses processos podem ad-

quirir a capacidade de metastase.

FIGURA 2 - CARACTERISTICAS DO CANCER.

Sustentacio dos sinais proliferativos Evasio aos supressores de crescimento

Desregulacio celular energética Evitar a destruicao pelo sistema imune

Resisténcia a morte celular Potencial replicativo ilimitado

Instabilidade genomica e mutacio

Inducio da angiogénese Ativacio da invasio e metastase

Fonte: Adaptado de Hanahan e Weinberg (2011).
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2.2 TUMOR DE MAMA CANINO

A populacdo mundial de cées em domicilio é de 360.8 milhGes, com a estimativa de
52.2 milhdes de animais no Brasil, no qual a regido norte ocupa a terceira posicao (IBGE, 2013).
O céncer é a doenca mais comumente associada a causa de morte em caninos no Reino Unido
e Estados Unidos, sendo mais frequente em animais adultos e idosos (HOFFMAN et al. (2017
FLEMING; CREEVY; PROMISLOW, 2011). No Brasil essa incidéncia varia de 7.4% até
13.28% dos casos de 0Obitos, visto que as doencas infecciosas em paises em desenvolvimento
ainda sdo altas (BENTUBO et al., 2007; PORTILHO et al., 2015).

Dentre os principais tipos de cancer que acometem tanto humanos quanto animais,
podemos destacar os tumores no cérebro, mama, bexiga, prostata, 6sseo, no sangue e pele.
Sendo aproximadamente cerca de 1.66 milhdes de diagndsticos por ano (500 casos/100.000
populacdo), ja em caninos esse valor duplica para cerca de 4.2 milhdes de diagndsticos por ano
(5.300 casos/ 100.000 populacdo) (SCHIFFMAN; BREEN, 2015). Os tumores mamarios tanto
em mulheres quanto de cadelas sdo bem frequentes, sendo que em cadelas ele ocupa a segunda
posicao (INCA, 2018; RCA-SP; PROSCHOWSKY et al., 2003; EZERSKYTE et al., 2011). A
caréncia em campanhas e divulgacdo sobre a gravidade dessas neoplasias em caes ainda é pe-
quena, somente 28% da populacéo sabe que cadelas podem desenvolver tumor de mama (MA-
GALHAES et al., 2016).

O tecido mamario canino se desenvolve naturalmente durante a puberdade (6-12 meses
de idade), sendo caracterizado por um tecido ducto-alvéolo-lobular com um estroma bem vas-
cularizado que se desenvolve bastante durante o periodo gestacional (GOLDSCHMIDT et al.,
2017). A transformacao de células normais em células tumorais segundo Ferreira (2010), ocorre
devido a lesbes no epitélio luminal dos ductos ou dos alvéolos e também em células mioepite-
liais, que contribuem para o desenvolvimento de neoplasias benignas e malignas (CASSALI et
al., 2011).

A maioria dos tumores mamarios sdo caracterizados como nodulos circunscritos de
consisténcia firme e pouca mobilidade, com tamanho variando de alguns milimetros a varios
centimetros e acometem uma ou mais glandulas mamarias, podendo apresentar diferentes tipos
histolégicos em uma mesma mama. Os tumores malignos tém um padrao de crescimento infil-
trativo, sendo capazes de romper estruturas da membrana basal, além de ter uma taxa de cres-

cimento mais acelerada e capacidade de gerar metastases (GOLDSCHMIDT et al., 2017).
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Mais da metade das cadelas diagnosticadas apresentam mais de um tumor nas mamas,
e cerca de 53,3% dessas neoplasias tem caracteristicas malignas (BRISTON et al., 2008). Essa
doenca ocorre principalmente em fémeas nao castradas, com idade superior a seis anos (BOR-
GES et al., 2011), sendo que a maioria dos tumores ocorre entre 0os 10-12 anos de idade
(31,37%), seguidos pelos animais de 12-14 anos (19,44%), tendo uma baixa incidéncia para
aqueles entre 2-4 anos (2,78%) e nenhum caso para menores de dois anos (GUPTA etal., 2012).

No Brasil, a quantidade de diagnostico de tumor mamario varia de 24.7% do casos até
63.8%, sendo que para a cidade de Belém do Para somente um trabalho de Priebe et al. (2011)
avalia a incidéncias de neoplasias mamarias (38%) (OLIVEIRA et al., 2010; TORIBIO et al.,
2012; TETARDI et al., 2014; POERTILHO et al., 2015; COSTA et al., 2016).

A classificacdo histologica mais aceita no Brasil para os tumores de mama em caninos
¢ a de Cassali et al. (2011), na qual os tumores estdo organizados em dois grandes grupos: 0s
carcinomas e os sarcomas (Tabela 1). Enquanto os sarcomas séo neoplasias malignas de origem
mesenqguimal, os carcinomas sdo neoplasias malignas de origem epitelial, sendo sub-organiza-
dos em: carcinoma in situ, carcinoma complexo, carcinomas simples, tipos especiais de carci-
noma e tumores mistos (CASSALI et al., 2011).

TABELA 1 - CLASSIFICACAO HISTOPATOLOGICA PARA TUMORES MAMARIOS CANINOS.

Neoplasias Epiteliais e Mesenquimais Malignas

1 Carcinomas 1.7 Tipos especiais de carcinoma 2 Sarcomas

1.1 Carcinoma in situ Carcinoma Micropapilar 2.1 Fibrossarcoma
Carcinoma Ductal in situ Carcinoma Lobular Invasivo 2.2 Osteossarcoma
Carcinoma Lobular in situ Carcinoma Lobular Pleomorfico 2.3 Carcinossarcoma

1.2 Carcinoma em tumor misto Carcinoma Secretorio 2.4 Sarcoma em tumor misto
1.3 Carcinoma Papilar Carcinoma Mucinoso 2.5 Outros sarcomas

1.4 Carcinoma Tubular Carcinoma Rico em Lipidios Condrossarcoma

1.5 Carcinoma Sélido Carcinoma de Célula Escamosa Lipossarcoma

1.6 Neoplasias mioepitelial Carcinoma de Células Fusiformes Hemangiossarcoma
Adenomioepitelioma maligno Carcinoma Anaplésico

Neoplasias Mamarias com

Sebocitos diferenciados

Fonte: Adaptado de Cassali et al. (2011).
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O exame histopatoldgico é o principal mecanismo para o diagndstico do cancer de
mama em caninos, auxiliando também na defini¢do do progndstico do animal, bem como na
escolha do tratamento conjuntamente com o sistema de classificacdo TNM. Contudo, uma clas-
sificacdo molecular desses tumores pode auxiliar na deteccéo precoce e na escolha de uma te-
rapia mais eficiente, que pode abranger e associar ainda mais os tratamentos de cirurgia, crio-
cirurgia, quimioterapia, imunoterapia, radioterapia e eletroterapia, bem como a terapia génica
(BORGE et al., 2011; SORENMO et al., 2011).

Existem diversos fatores para o desenvolvimento de tumores mamarios em caninos.
Segundo Gupta et al. (2012), os cdes compartilham um ambiente em comum com humanos, por
ISSO muitas vezes sdo expostos aos mesmos fatores de risco. Outros fatores estdo associados
com: o envelhecimento do animal, a predisposicdo que algumas racas tém sobre outras, a ad-
ministracdo de hormdnios exdgenos, obesidade e alteracdes genéticas espontaneas ou heredita-
rias (BORGE et al., 2011). A maioria das neoplasias mamarias sdo horménios dependentes
(MARNELLI et al., 2004). Portanto, o uso a longo prazo de progesteronas sintéticas pode au-
mentar a incidéncia dos tumores, devido ao aumento da hiperplasia celular e da capacidade
mitotica (QUEIROGA et al., 2005).

Os principais alvos de estudo para o cancer de mama em caninos sdo 0S mecanismos
relacionadas com a progressdo da massa tumoral, malignidade e metastase, no caso, as respon-
saveis pela maioria das mortes ja registradas (CASSALI et al., 2011). Grande parte das modi-
ficacbes no tecido mamario também ocorrem por alteracdes em vias envolvendo os genes TP35-
P21, TGFb-SMADs-P21 e c-MYC- AP4-P21 (Figura 3) (PETER JUNG; HEIKO HERME-
KING 2009). Portanto, as funcdes ja elucidadas do gene P21 reforcam sua importancia na re-
gulagéo tumoral em caninos (KIM et al., 2017).

FIGURA 3 - DIFERENTES MECANISMOS DE REGULACAO DA P21

QRDNA —> p53

l Supresséo da Apoptose '
c-MYC ——> AP4 —] p21 Parada do Ciclo Celular

T j Diferenciacao '
TGF-p ——> Smad

Fonte: Peter Jung e Heiko Hermeking (2009)
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2.3 EPIGENETICA E METILACAO

Mutacdes genéticas favorecem o mecanismo da oncogénese, contudo a regulagéo dos
mecanismos celulares pelo ambiente em que o organismo esté inserido, também exerce papel
na progressdo tumoral, por meio das alteracGes epigenéticas (BORGE et al., 2011; INCA,
2016).

O termo paisagem epigenética, proposto por C.H Waddinton em 1942, demostrava que
as celulas percorriam caminhos (vales), modificando-se em um tipo célula especifico, sendo
orientadas pelo nivel de expressdo de alguns genes (fios), o que explicava, em parte, como a
interacdo causal entre genes e seus produtos eram responsaveis por diferentes fenotipos (Figura
3) (WADDINGTON, 1957; DEICHMANN, 2016). Posteriormente essa definicdo explicaria
como a expressdo génica é alterada sem a modificacdo direta no genoma e que as caracteristicas
epigenéticas podem ser herdaveis através da mitose e/ou meiose (DUPONT, ARMANT,;
BRENNER, 2009).

FIGURA 3 - PAISAGENS EPIGENETICAS.

il
| '\" I i
I \{’J’h’ﬂﬁ[l rlf."“.", i

Fonte: Adaptado de Stricker, Koferle e Beck (2017).

Notas: A. Primeira concep¢do de paisagem epigenética, demostrando que a célula embrionaria, representada por
um circulo, percorria um caminho responsavel por sua diferencia¢do celular, sendo modulada por genes; B. Pos-
teriormente, com a descoberta de mais modificacGes epigenéticas, essa paisagem ficou mais ampla e complexa,
demostrando que os genes (retdngulo amarelo) sdo regulados quanto sua expressédo (retdngulo vermelho), afim de
direcionar a células (circulos coloridos sobre a “malha”) em diferentes destinos.

Os fatores epigenéticos exercem um papel importante na plasticidade e dindmica ce-
lular, tendo inicio antes da formacdo do embrido e se estendendo por toda vida (STRICKER;
KOFERLE; BECK, 2016). Apesar de dividir um material genético idéntico, cada tipo celular e
cada célula tem um fendétipo diferente, devido a uma minuciosa regulagdo epigenética
(BISWAS; RAO, 2017). Diversos mecanismos sao responsaveis pelo funcionamento da ma-
quinaria epigenética, entre eles temos: a metilacdo de DNA, as modificacdes de Histonas e a
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atuacdo de RNAs ndo codificantes (ncCRNA) (TAB et al., 2010). As alteracGes epigenéticas
podem ocorrer desde o desenvolvimento inicial do tumor até sua invasdo maligna a tecidos
adjacentes. Contudo grande parte das marcagdes epigenéticas tem potencial de ser reversivel,

abrindo uma vantagem na utilizacao terapéutica (BISWAS; RAO, 2017).

O processo epigenético mais estudado é a metilacdo de residuos citosinas no DNA. A
metil citosina foi primeiramente descrita por Johnson e Coghill (1925), mas somente em 1975
se verificou a correlagdo entre a sua presenca com a modificacdo da expressao genética. Multi-
plas formas de modificacdo de bases no DNA ja foram atualmente descritas: 5-metil-citosina
(5mC); 5-hidroxi-metil-citosina (5hmC); 5-formil-citosina (5fC); 5-carboxil-citosina (5caC); 3-
metil-citosina (3mC); 6-metil-adenina (6mA) (STRICKER; KOFERLE; BECK, 2017). Muitas
dessas modificacBes sao transitdrias e intermediarias, podendo ser removidas por glicosilases
(STRICKER; KOFERLE; BECK, 2016).

A formacéo da 5 metil citosina é catalisada por enzimas “escritoras” denominadas
DNA metil transferases (DNMT), como a DNMT1 (manutencdo), DNMT3a e a DNMT3b (me-
tilacdo "de novo") (TABY; JEAN-PIERRE, 2010). Essas enzimas promovem a metilacdo por
meio da adicdo covalente de um grupo metil, doado pela S-metil adenosina (SAM), no carbono
-5 do anel de citosina (Figura 4) (LISTER et al., 2009; MENG et al., 2015).

FIGURA 4 - MECANISMO DE METILAGAO.
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Fonte: Adaptado de Suetake et al. (2017).

Notas: DNA metil transferase (Dnmt) catalisa a doacéo do grupo metil (CH3) pela S-adenosilmetionina (SAM),
para o carbono 5 da citosina (C), originando uma 5- metil- citosina (5mC), sendo a S- adenosilhomocisteina (SAH)
um intermediario da reacéo.
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As metilagBes ocorrem em regides de DNA ricas em dinucleotideos de Citosina-fos-
fato-Guanina (CpG), em regides de alta frequéncia de CpG, denominadas de ilhas CpG, (POR-
TELA; ESTELLER, 2010). llhas com mais de 20% de metilacdo sdo consideradas hipermeti-
ladas (BORGES et al., 2010). Contudo, cerca de 60% das regides promotoras dos genes contém
ilhas CpGs nao metiladas (PORTELA; ESTELLER, 2010). Essa modificacdo quimica da cito-
sina promove o recrutamento de proteinas ligantes da metilacdo (MBD, de Methyl- CpG bin-
ding Domain), favorecendo assim o recrutamento de modeladores da cromatina e repressdo da
transcricdo. Em contraste, CpGs nao metiladas podem favorecer a expressdo génica. A metila-
cao do DNA néo é exclusiva das ilhas localizadas no promotor, também ocorrem em regides de
baixa densidade de CpG, como as CpG shores, localizadas a ~2Kb de distancia da ilha CpGs,
no corpo do gene, em regibes repetitivas e intergénicas nao repetitivas (Figura 5) (KACEM,;
FEIL, 2009; PORTELA; ESTELLER, 2010).

FIGURA 5 - LOCAIS DE METILAGAO NO GENOMA.
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Elementos regulatérios Thas CpGs  Corpo do gene b= i Tlhas CpGs

distantes nio metiladas Regioes metiladas

oag

R RIE . IR EEE. .. ik

repetitivas intragénica

T Metilacio

<

+ Regiio de. inicio da transcricio

Fonte: Adaptado de Meng et al. (2015).

Notas: CpG metilado é representado pela bola preenchida, e CpG ndo metilado é representado pela bola ndo pre-
enchida. Grande parte das metilacdes nas regides promotoras (estrela) sdo responsaveis pela inibi¢do da transcricao
de genes. Contudo essas metilagGes também podem ocorrer em enhancers, no corpo do gene (intragénica: éxons
e introns), em elementos de repeticdo e entre genes (intergénica).

2.4 CICLO CELULAR

Diversos mecanismos de sinalizagéo celular sdo essenciais para a passagem ordenada
da célula pelos quatro estagios do ciclo celular: G1 (crescimento da célula), S (sintese), G2
(crescimento e preparagdo para mitose), e M (mitose e meiose), enquanto que no estado quies-
cente ndo ocorre diviséo celular, sendo representado por GO (NORBURY'; NURSE 1992).

Durante o ciclo, a célula necessita passar por pontos de checagem, dentre eles um na
transicdo de G1/S (verificacdo de erros e sintese de enzimas necessarias para a duplicagdo do

DNA) e outro em G2/M (sintese de proteinas e segregacdo cromossémica). Essas etapas do
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ciclo dependem de proteinas cinases para sua regulacao, e essas cinases sao ativas (ativacdo da
subunidade catalitica) quando ligadas a outro grupo de proteinas denominadas ciclinas, mais
conhecidas como Cdks (Cinases Dependentes de Ciclinas), cada complexo de Cdks/Ciclina
atua em fases distintas do ciclo celular (Figura 6) (ABBAS; DUTTA, 2009).

FIGURA 6 - COMPLEXOS EM CADA ETAPA DO CICLO CELULAR.
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Fonte: Adaptado de Yoon et al., 2012.

Notas: Célula pode passar pelas diferentes etapas do ciclo celular, sendo que Cinases dependentes de ciclinas
(Cdks), como as Cdk 1, Cdk2, Cdk4 e Cdké, regulam esses processos em conjunto com ciclinas E/A/D/B.

A iniciacdo do ciclo celular pela progresséo de G1 para S é conduzida por complexos
holoenzimaticos de diferentes tipos de cinases (Cdks4, Cdké6 /Ciclina D). Essas Cdks fosforilam
parcialmente alguns membros importantes da familia de retinoblastoma (Rb), p107 (RBL1, Re-
tinoblastoma-like 1) e p130 (RBL2, Retinoblastoma-like 2), sendo também hiperfosforiladas
por Cdk2- Ciclina E no final da G1 (ANDERS et al., 2011). A fosforilagdo de substratos ocorre
pela transferéncia de um grupo fosfato da ATP (adenosina trifosfato), permitindo a progressao
de uma fase a outra do ciclo celular (Figura 7) (WARD et al., 2002).
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FIGURA 7 - FOSFORILAGAO NA G1/S DA RB.
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Fonte:Ward et al. (2002).

Legenda: Mecanismo de fosforila¢cdo dos complexos Cdks/Ciclina é responsavel por dar continuidade no ciclo
celular, devido a ativacdo de enzimas, como fatores de transcri¢do, que permitem a produgdo de substratos neces-
sérios para célula durante G1/S e G2/M.

Jaa Cdk2/Ciclina A é incumbida da progressédo do ciclo para fase de sintese, enquanto
gue a entrada na mitose € ativada por CdkZ1/ciclina B, um complexo é responsavel por fosforilar
a proteina APC (Adenomatous poliposis coli), gerando a degradacao da enzima inibitoria sepa-
rase, permitindo assim a atuacéo na separacao das cromatides irméds na anafase (DOMINGUEZ-
BRAUER et al., 2015; SHERR; BARTEK, 2017.) Outras cinases também contribuem para en-
trada na mitose como a PLK1 (Pololike kinase 1) e a Aurora A (conhecida também por se-
rine/threonine-protein kinase 6) (DOMINGO-SANANES et al., 2011).

As Cdks podem ser reguladas por fosforilacdo, protedlise, fatores de transcricdo e por
inibidores especificos de Cdks (CDKIs). Esses inibidores podem ser agrupados na familia
Cip/Kip (Cdk interacting protein-1/ knotted interacting protein 1) ou na familia INK4 (kinase
inhibitor). As cinases Cdk4 e Cdk6 sdo inibidas por proteinas dos l6cus INK4b-ARF-INK4a,
como a pl6™NK4A p15INKAB 0 4ARF n18INKic o n1gINK4d A atividade de Cdk2 é inibida por
proteinas Cip/Kip, como a p27 e p21, sendo a p21 um alvo candnico de p53 em resposta a
sinalizacdo oncogénica e dano ao DNA (SHERR; BARTEK, 2017.).

A p21 é uma inibidora central da Cdk2, mas também pode atuar em outras cinases
como na Cdkl, Cdk4 e Cdk6 (HARPER et al., 1995). O papel de cada uma dessas cinases no
ciclo celular é importante, contudo a Cdk2 n&o é tdo essencial para a continuidade do ciclo
celular como a proteina Cdk1 (BESSON et al., 2008; MARTIN et al., 2005).
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2.5 ESTRUTURA E FUNCOES DA PROTEINA EXPRESSA POR P21

O gene P21/CDKN1 (Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1A) esta localizado na regido
do cromossomo 12p em caninos, sendo composto por trés éxons (Figura 8). Esse gene codifica
um polipeptidio de 164 aminoacidos, com peso molecular de 20 kDa (CAZZALINI et al.,
2010). A proteina p21 foi descoberta em 1993 por El-Deiry, sendo caracterizada como uma
inibidora de cinases dependente de ciclinas, (CDKI, Cyclin-dependent kinases inhibitor), por
sua atuacdo inibindo as cinases: Cdk2, Cdk3, Cdk4 e Cdk6, levando a uma parada do ciclo
celular em G1 e G2/M (CAZZALINI et al., 2010; GARDEL,; TYNER, 1999). Devido a essa
interacdo, foi denominada primeiramente de Cip1l (Cdk interacting protein-1) e apos os estudos
de sua ativacdo por meio do gene TP53 foi renomeada para Wafl (wild-type p53 activated
fator) (ABBAS; DUTTA, 2009).

FIGURA 8 - ESTRUTURA DO GENE P21.
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Fonte: Adaptado de Yang et al. (2004) e Zhang et al. (2009).

A p21 geralmente age como um efetor em diferentes vias de genes supressores tumo-
rais, com intuito de inibir a proliferacdo celular, ndo dependendo exclusivamente da ativacao
da via classica com a p53, como se acreditava (RONINSON, 2002). Além disso, a funcdo de
p21 € distinta conforme sua localizacdo celular, podendo exercer um papel duplo, inibindo ou
ativando a proliferacédo celular, portanto sua expressdo também depende da regido e do contexto
celular (ABBAS; DUTTA, 2009).

Essa proteina pode atuar como um regulador negativo do ciclo celular por meio de sua
estrutura carboxi-terminal (C-terminal) que compete com polimerases e proteinas responsaveis
pela replicacdo, para se ligar a proteina PCNA, assim como a regido amino-terminal (N-termi-
nal) da p21 que tem o dominio de cicliza¢do (Cy1) bem conservado, além de um outro dominio
Cy2 de ligacdo mais fraca na regido C- terminal da p21 (Figura 9) (CHEN et al., 1995, 1996;
DUTTO etal., 2015). A ligacdo da p21 em diferentes complexos de Cdks requer uma adaptacédo
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estrutural da proteina por meio do subdominio LH (helical sub-domain), que tem a capacidade

de se moldar e esticar conforme a proteina ligante e necessidade celulares, aumentando a inte-

racdo da p21 em diferentes etapas do ciclo celular. Portanto, a p21 ndo atua exclusivamente
com a Cdk2 (Figura 10) (WANG et al., 2011).

FIGURA 9 - ESTRUTURA DA PROTEINA P21.
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Fonte: Adaptacdo (DUTTO et al., 2015; YOON et al., 2012; ZHANG et al., 2009).

Notas: Proteina p21 com regido amino terminal (N-terminal) e carboxi terminal (C-terminal). Dominios de cicli-
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zagdo (Cy1/2), dominios de interagdo entre proteinas (F-box e D-box), Dominio inibitério de cinase (KID). Sub-

dominios D1, LH e D2 de estabilizacdo dos complexos Cdks. Regido do sinal de exportacdo nuclear (NES) e

regido do sinal de localizagdo nuclear (NLS). A fosforilacdo dos residuos de serina 130 e treonina 57 da proteina

p21 s&o importantes para regular sua estabilidade e localiza¢do celular (HWANG et al., 2009). O dominio de

ligacdo do antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA). Sequéncia da proteina p21 em caninos 164 aa, no

homem 164 aa e no rato 159 aa.
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FIGURA 10 - PLASTICIDADE DE P21.
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Fonte: Adaptado de Wang et al. (2011).

Notas: Regido flexivel da proteina p21, localizada no dominio inibitério KID, que pode se ajustar conforme a
proteina ligante, com tamanho de 36 angstrom para o complexo Cdk2/Ciclina A.

2.5.1 Degradacdo de p21

Nas células em divisdo, a proteina p21 é instavel e tem um curto periodo de meia vida,
entre 20-60 minutos (ABBAS; DUTTA, 2009). Assim, para evitar sua degradacgdo, a proteina
Ras (Kirsten rat sarcoma viral) promove a transcricdo de ciclina D1, que se liga a regido Cy2,
impedindo a interacdo do proteossomo nesse local (COLEMAN, 2003; JUNG et al., 2010;
YOSHIMURA et al., 2017).

A degradacédo de p21 pode ocorrer de forma dependente da ubiquitina cinase, pela
atuacdo de trés complexos ubiquinas ligases: SCF (SKP1-CUL1-SKP2), CR14 (CUL4B-
DDB1-CDT2) e APC/C, esse mecanismo de degradacao ocorre somente quando p21 esta ligada
a Cdksz2 (ciclina A/E), Cdk1 (ciclina A/B) e PCNA. O complexo SCF (Skpl- Cullin- Skp2) é
responsavel pela degradacédo de p21 na fase G1/S, enquanto que o CDT2 € um fator de reco-
nhecimento da Cul4 (CRL4%, Cullin - Ring ligase), que atua com a ubiquitina ligase E3 (de-
pendente de PCNA) na degradacdo de p21 somente durante a sintese. Na fase G2/M o complexo
promotor de anafase (APC) adiciona ubiquitina a ciclinas e p21 (Figura 11) (ABBAS; DUTTA,
2009; BARR et al., 2017; WARFEL; EL-DEIRY, 2013). Quando a p21 ndo esta associada a
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esses elementos, a degradacao ocorre independente da atuagéo de ubiquitinas devido & interagdo
direta da regido C-terminal da p21 com o proteossomo (BISWAS et al., 2017b; JIN et al., 2003).

FIGURA 11 - PROTEOLISE MEDIADA POR UBIQUITINAS.
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Fonte: Adaptado de Abbas e Dutta (2009).

2.5.2 Atuag0es nos checkpoints de G1/S e G2/M

A p21 inibe a atividade das ciclinas que atuam no checkpoint da fase G1 do ciclo ce-
lular. No inicio de G1, a proteina Rb é fosforilada pelo complexo Cdk4,6/Ciclina D e posteri-
ormente por Cdk2/Ciclina E, fazendo com que Rb seja inativada e libere o fator de transcrigcdo
E2F (E2 factor). Logo, o ciclo celular tem continuidade com a transcricdo de enzimas para
sintese de DNA na fase S, contudo, a atividade da Cdk2 é normalmente inibida pela p21, por-
tanto o fator E2F ndo é liberado (Figura 7) (CAZZALINI et al., 2010; JU et al., 2006; SATYA-
NARAYANA et al., 2008).

A p21 influencia o checkpoint na fase G1/S por meio da forte interacdo com a proteina
PCNA, necesséria para replicacdo celular, pois atua como cofator das polimerases delta e eépsi-
lon (Pol 8, Pol €). A p21 interage com o dominio “DNA polimerase” da PCNA, levando a uma
inibicdo da replicagdo do material genético (LEE et al.,2009).

Apesar da baixa afinidade da p21 com o complexo Cdk1/ciclina B, essa proteina tam-

bém regula a entrada da célula na mitose, de duas maneiras: por meio da inativagdo direta do
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complexo Cdk1/Ciclina B ou pela inativagdo dos mecanismos de fosforilagéo de cinases ativa-
doras de Cdk (CAK) (TAYLOR; STARK, 2001).

2.5.3 Atuac0es na sintese e reparo do DNA

A proteina p21 também atua no reparo do DNA durante um dano celular, devido a sua
interagdo com a PCNA, uma proteina trimérica com formato de anel. Assim, quando um dano
é detectado no material genético, a PCNA é recrutada para o nucleo e ap0s niveis desejaveis
dessa proteina na regido, a p21 é translocada para mesma regido para atuar em diferentes me-
canismos de reparo e na regulacdo de PCNA (CHEN et al., 1996 a; CAZZALINI et al., 2009).
Para evitar consequéncias deletérias no reparo apos replicacdo, as células recrutam polimerases
especificas como a polimerase POLH (Poln) e PCNA para corrigir ou alterar a fita molde pelo
processo denominado sintese translesdo (Translesion DNA synthesis-TLS). A atuacdo de poli-
merases mais especificas dependem da interacdo e ligacdo com PCNA, para isso a proteina p21
deve ser ubiquitinada para degradacdo (SORIA; GOTTIFREDI, 2010).

Durante o reparo por excisao de base (NER), PCNA é recrutada para nucleo e direci-
onada para regido onde a endonuclease XPG (xeroderma pigmentoso grupo G) atua. A XPG ¢
responsavel pela incisdo do DNA e remocao dos nucleotideos, enquanto a proteina p300 atua
na sua acetilagdo. Esse processo facilita a liberagdo da proteina XPG com a proteina PCNA na
fita de DNA, liberando espaco para atuacdo da polimerase delta () na sintese de nucleotideos.
Contudo, a proteina p300 exerce essa funcdo somente na sua forma ativa, ou seja, quando nao
ligada a PCNA. Portanto, para promover a dissociacdo dessas proteinas, a p21 € requisitada,
gue compete pelo sitio de ligagdo da PCNA com a p300, eliminando o efeito inibitorio de PCNA
em p300 e dando continuidade no reparo com atuacéo da polimerase delta (Figura 12) (CHEN
etal., 1996 b; THILLHON et al., 2013; KARIMIAN; AHMADI; YOUSEFI, 2016).

Em algumas linhagens celulares, hormdnio-dependentes, os receptores de estrégenos
sdo responsaveis por ativar PCNA e inibir P21/P53, favorecendo a sintese de DNA e prolifera-
cao celular (LIAO et al., 2014). Porém, durante os mecanismos de reparo, a P21 n&o inibe a
PCNA no interdominio loop conector de oito aminoacidos. Portanto, quando a célula faz o
reparo por excisao de base (BER), esse dominio torna-se alvo da proteina Parp 1 (Poly ADP-
ribose polymerase 1), responsavel pela ribosilacdo de ADP (Adenosina difosfato) e reguladora
das topoisomerases, logo essa ligacao entre Parp 1 e PCNA afeta a atividade da polimerase na
sintese de DNA. Outra importante fungé@o de Parp-1 € o sequestro de p21, pela ligacdo da pro-

teina no dominio PARP C-terminal de p21, resultando na liberagdo do PCNA para iniciar o
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BER (Figura 13) (CAZZALINE et al., 2014; PROSPER; DUTTO et al., 2016; SCOVASSI,

2006).

FIGURA 12 - ATUAGAO DE P21 NO REPARO POR EXCISAO DE BASE
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Fonte: Adaptado de Thillhon et al., 2013.

Notas: PCNA libera 0 XPG, mediante atuacdo de p21, para facilitar a atuacdo da polimerase delta.

FIGURA 13 - ASSOCIACAO ENTRE PARP 1, PCNA E P21.
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Fonte: Adaptado de Prosperi e Scovassi (2006).

Notas: A proteina p21 em uma célula normal inibe PCNA e apds o sequestro de p21 por PARP1, durante o dano

no DNA, a proteina PCNA consegue interagir com a polimerase.

Por outro lado, durante o reparo de quebra de fita dupla (DSBR), a proteina p21 atua

na inibicdo da atividade de CDKS1, uma cinase encarregada da fosforilacdo de Brca2 (breast
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cancer type 2) na serina 3291 (S3291), quando a p21 esta deficiente ou inativa, esse fosfato
impossibilita a ligagdo com a recombinase Rad51, levando a uma desestabiliza¢&o da Rad51 no
nucleo. Esse processo impede o DSBR por recombinacdo homdloga (HR), entdo a célula passa
a atuar por uma recombinacdo ndo homologa (NHEJ), o que aumenta o possivel nimero de
erros na sequéncia de nucleotideos, levando a uma instabilidade gendmica (Figura 14)
(MAURO et al 2012; SHIBATA; JEGGO, 2014).

FIGURA 14 - ATUAGAO DO P21 NAS CDKS QUE REGULAM O DSBR.
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Fonte: Adaptado de Mauro et al. (2012).

Notas: Ativacdo de p21 permite a recombinacdo homéloga durante o reparo da quebra de fita dupla, por inibir a
fosforilagdo da Brca2, favorecendo a estabilizacdo de Rad 51, enquanto que a inativacdo de 21 permite essa fos-
forilacéo e ativagdo do mecanismo de recombinacdo ndo homdloga.

2.5.4 InteracGes com proteina p53

Uma das fungdes mais estabelecidas de p21 sdo como efetoras downstream da proteina
p53, em resposta a sinais de estresse intracelulares e extracelulares, como o dano no DNA por
radiacdo ionizante (SHEEH et al., 1997). O acimulo de p53 selvagem (inativo) ocorre princi-
palmente pela producéo de espécies reativas de oxigénio (ERO). A p53 passa entdo, para sua
forma ativada por meio de fosforilagdes por cinases. Contudo a adi¢éo de grupos fosfatos difi-

cultam o trabalho da proteina Mdm2 (Murine double minute) em degradar a p53, facilitando o
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acumulo de p53 como fator de transcrigdo na regido promotora do gene P21 (Figura 15) (DA-
LECK; DE NADIR, 2009; KIM et al., 2014).

FIGURA 15 - REGULAGAO DA P53 SOBRE P21.
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Fonte Adaptado de Daleck e De Nadir (2009).

Notas: p53 é um fator de transcrigdo para o gene P21. Este gene atua na inibigdo de Cdks/ciclinas que fosforilam
pRb, impedindo a atuacéo de fatores de transcrigdo, portanto a p53 indiretamente atua na expressao de genes, por

meio da p21, bem como a p21 depende do estimulo de p53.

A proteina p21 também coopera com p53 para suprimir a proliferacdo e invasao celu-
lar, pois p21-p53-Mdm2 formam um complexo com a proteina Slug/Snail (Snail family trans-
criptional repressor), um fator de transcri¢do de genes relacionados com o aumento do poten-
cial metastatico. Tal complexo permite a ubiquitinacdo e degradacdo de Slug, portanto pode
favorecer o controle da invasdo tumoral (Figura 16 A) (ENGELAND, 2017; KIM et al., 2014).
A cooperagdo com p53 também ocorre durante a estimulagdo da apoptose, pois p53-p21 inte-
ragem com o fator antiapoptotico Bcl2 (B-cell lymphoma 2), encarregado pela homeostasia mi-
tocondrial. A ligacdo com Bcl2 ocorre de forma dependente das regides N/C-terminais, levando
a formacéo de um complexo p53/p21/ Bcl-w que induz a liberacdo do fator Bax (Bcl-2-associ-
ated X), por ocupar seus dominios de interacéo, e assim favorecer a morte celular programada
(Figura 16 B) (KIM et al., 2017).
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A ativacdo de p53 e aumento de p21 proporciona a inibigdo de cinases que fosforilam
Rb e consequentemente modulam a ativacao de genes efetores na progressao tumoral, porém o
mecanismo de fosforilacdo de Rb ndo era suficiente para explicar como acontecia a regulacéo

do ciclo celular no final da fase S e G2/M, bem como a promocdao da quiescéncia.

FIGURA 16 - OUTRAS INTERCOES ENTRE P21 E P53.
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Fonte: Adaptado de Kim et al. (2014 e 2017).

Notas: A. Interacdo entre p21 e p53 para degradacao da proteina Slug; B. Bcl € bloqueada fisicamente pela asso-
ciacdo da p21 e p53, exercendo uma funcao proapoptética na célula.

Posteriormente, foi descoberto que proteinas codificadas pelos genes RBL1 (P107) e
RBL2 (P130) atuam como subunidades de um complexo regulatério denominado DREAM
composto por: parceiros de dimerizagdo (DP), homélogos de Rb (Rb-like), E2F e Muv B (Mul-
tivuval cass B). Esse complexo se liga a sequéncias conservadas especificas localizadas nos
promotores de genes, conhecidas como regides de ligacdo E2F e CHR (regido homologa de
genes do ciclo celular), CDE (elementos dependentes do ciclo celular) e CLE (Elementos tipo
CHR) (FISCHER et al., 2016; SADASIVAM; DECAPRIO, 2013). Essas proteinas regulam
cerca de 210 genes, e alguns desses genes sao repressores do ciclo celular como: CDK1, CKS1B
(Subunidade 1 regulatéria de cinases dependentes de ciclinas), PLK (Polo Like Kinase), MYBL
(Proto oncogene MYB tipo 2) e AURKB (Aurora cinase B).
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O complexo DREAM atua conforme a interacdo proteica de seus componentes nas
diferentes fases do ciclo celular (ENGELAND, 2017). A via p53-p21-DREAM- E2F/CHR re-
quer a regulacéo positiva de p21, que pode hipofosforilar a p107 e p130, a pouca fosforilacdo
(< 17S para p017 e < 22S para p130) permite a unido de p107 e p130 ao complexo inibitdrio
DREAM, para atuar em importantes dominios E2F e CHR de diferentes genes (Figura 17) (EN-
GELAND, 2017; LENG et al., 2002).

FIGURA 17 - FUNGAO DA P53-P21-DREAM.
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Fonte: Adaptado de Engeland et al. (2017).

Notas: A fosforilagcdo de p130/p107 é capaz de conduzir essas proteinas para formagdo do complexo DREAM,
contribuindo para regulacdo de diferentes genes e funces.

2.5.5 Regulacdo da Apoptose

A p21 regula as proteinas responsaveis pelo balanco entre sobrevivéncia e morte celu-
lar e a localizagdo dessa proteina na célula é o que determina em parte a sua funcéo, pois a
presenca de p21 no nucleo favorece a apoptose, enquanto que no citoplasma atua com funcées
anti-apoptoticas (CAZZALINI et al., 2010). A maioria das fun¢des pro-apoptoticas da p21 de-
pendem da colaboragdo com p53, atraves da relacdo com a proteina Bax e Bcl, como explicado
na secéo anterior (KIM et al., 2017).

Logo, a proteina p21 pode exercer uma fungéo anti-apoptotica, em resposta a um dano
no DNA, pela capacidade da sua regido N- terminal (33 aminoacidos) se ligar fisicamente com
precursores de proteases e cinases, como: procaspase3, caspase8, caspasel0, ASK 1(Apoptosis
signal-regulating kinase 1) e SAPK (Proteina cinase ativada por estresse), impedindo a trans-

formagéo dessas proteinas para forma ativa, deixando-as incapazes de promover a apoptose
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(ABBAS; DUTTA, 2009; KARIMIAN; AHMADI; YOUSEFI, 2016). Outra caracteristica im-
portante para guiar a atuacdo da p21 é a capacidade da procaspase 3 em clivar a p21, levando a
uma perda de 52 aminoacidos na regido p21 C-terminal, incluindo o sinal de localizac¢do nuclear
da mesma, gerando um fragmento final de 15kDa que permanece no citoplasma, pois ndo con-
segue ser redirecionado para nucleo (JIN et al., 2000; WARFEL; EL-DEIRY,2013).

No citoplasma, a p21 se liga na cinase ASK1, um substrato requerido na cascata de
MAP cinase, que inibe sua forma ativa. As principais funcdes afetadas nessa cascada sdo das
proteinas SAPK e p38, gerando uma desregulacédo nas vias que essas duas proteinas atuam, que
incluem: Bcl2, Bax e p53, levando a ineficiéncia dos mecanismos de apoptose (JUNG et al.,
2010). Outros mecanismos mais simples de inibicdo da apoptose envolvem o blogueio de Cdks
por p21, especificadamente as Cdks2 que ativam a caspases 3 responsaveis pelas modificacbes
necessarias a uma célula com morte celular programada, como as modificacdes na condensacao
cromossémica, no encolhimento celular e na perda da adesédo entre células, bem como podem
ativar as caspases que interagem com a mitocondria para producdo de ROS (JANICKE et al.,
2007; MASGRAS et al., 2012).

2.5.6 AtuacOes na senescéncia e quiescéncia de células tronco tumorais.

A senescéncia € caracterizada pela parada permanente do ciclo celular, sendo um pro-
cesso irreversivel. Contudo, uma forma de regulacao desse estado ocorre pela via p53-p21, que
naturalmente induz a senescéncia em células sadias, mas que também pode atuar em células
tumorais (FANG et al., 1999; JUNG et al., 2010). A superexpressdo de p21 também facilita a
entrada da célula em um estado quiescente, justamente pela inibicdo de Cdks no ciclo celular,
sendo que esse estado é reversivel e , dependendo da ativacdo, a célula poderéa entrar ou conti-
nuar no ciclo celular (SPENCER et al., 2013).

O acumulo de p21 leva a inducdo da senescéncia prematura, principalmente nos casos
em que a célula passa por um grande estresse, atuando como um marcador da ativacao das vias
senescentes em conjunto com a proteina p16 (Figura 18) (VAVROVA; REZACOVA, 2011).
Uma quantidade citoplasmatica elevada de p21 é observada durante a formacdo ROS, ocasio-

nando danos ao DNA que culminam com a ativacdo da via p53-p21 (PASSOS et al., 2010).

O ganho de fungéo e a desregulacao do controle proliferativo podem favorecer a trans-
formagéo de células tronco adultas (ASCs), do epitélio mamario, em células tronco tumorais
(CSCs) (MANI et al., 2008; WARFEL,; EL-DEIREY et al., 2013).
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FIGURA 18 - ATUAGCAO DA P21 NA QUIESCENCIA E SENESCENCIA.
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Notas: Comparagdo dos principais mecanismos indutores de quiescéncia e senescéncia, mostrando que ambos
necessitam da atuacdo da Rb, por meio da expressdo de p53-p21 ou p16. Essas células tém caracteristicas como:
altos niveis de cilina D, B- galactosidase e uma cromatina diferenciada do tipo SAHF (Foci Nucleares Associados
a Heterocromatina).
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Os primeiros mecanismos de inibicdo da proliferacdo de células tronco pela proteina
p21, foram relatados em células hematopoiéticas e nos casos de leucemias, nos quais a p21
atuava na manutencao do estado quiescente de células tronco, por inibir o ciclo celular (LIU et
al., 2009).

A maioria dos fatores de transcricdo que controlam as células tronco embrionérias
(ESCs) e ASCs, também sdo ativados nos tumores (CHEN et al., 2017). Segundo Liu et al.
(2009), o aumento da expressdo dos fatores de Yamanaka: Sox2 (SRY - related high mobility)
e KIf4 (kruppellike fator 4), foram detectados em dois tipos de modelos tumorais, Ras- p217- e
c-myc- p217, demonstrando que a perda de p21 pode induzir a uma transicio epitélio-mesen-
quimal (EMT). As celulas tronco tumorais do epitélio mamario ganham propriedades durante
a EMT, devido a perda da adesédo celular, favorecendo a capacidade de invasdo e metastase
(MANI et al., 2008).

A atuacdo de p21 na regulacdo da EMT das células tronco envolve a participagédo de

c-Myc (myelocytomatosis protein), que juntamente com Max (Myc associated factor X), séo
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recrutadas pela proteina Miz 1 (Myc interacting zinc finger) para bloquear diretamente o pro-
motor de p21, e inibir a transcrigdo proteica (SEOANE; LE; MASSAGUE et al, 2002). Segundo
Peter Jung e Heiko Hermeking (2009), o gene c-MYC induz a expressao de AP4, responsavel
por se ligar a sequéncia “CAGCTG” da regido promotora de P21. Enquanto que a atuacdo de
Ras, e em menor escala de c-Myc, podem por meio de diferentes vias (p13k, ERK e JNK)
induzir a expressdo do fator de transcricdo helix-loop-helix (Twist) (JUNG; HERMEKING,
2009). A Twist reprime a expressdo da proteina de adesdo E-caderina. Contudo, a proteina 21
regula negativamente esse fator, devido a ligacdo de p21 a uma regido E-box de Twist. Devido
a esses mecanismos, a inibicdo de p21 pode favorecer a EMT e o surgimento de CSCs (Figura
19) (LIU et al, 2009).

FIGURA 19 - ATUACAO DE P21 COMO INIBIDORA DA EMT
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Fonte: Adaptado de Liu et al. (2009).

Notas: Ras ativa Twist para inibir a fatores de adeséo celular, e com isso favorecer a EMT nas células tronco
tumorais. Ras indiretamente também estabiliza a conformag&o ativa da p21. Enquando c-myc inibe a atuagdo de
p21 no blogueio de Twist.

Os fatores de Yamanaka anteriormente citados, também regulam a atuagdo de p21 nas
células tronco tumorais. O KIf4 se liga a regido “5’CACCC 3>, localizada no promotor de p21,
para reprimir a transcricdo proteica e progressao do ciclo celular. Outro fator de grande impor-
tancia € 0 Sox2, capaz de promover a passagem para fase S do ciclo celular. Portanto para inibir
essa progresséo, a proteina p21 se liga a regido regulatoria do gene SOX-2, e inibe a sua atuagédo
(MARQUES-TORREJON et al., 2013).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o perfil de metilacdo e expressdo do gene P21 em tumores mamarios de cadelas do
estado do Para.
3.2 OBJETIVO ESPECIFICO

e Caracterizar o perfil de metilagéo e de expressdo do gene P21 nas amostras avaliadas;
e Correlacionar os perfis de metilacdo e expressdo observados com os dados histopatologi-
cos, de perfil clinico, raca e idade;

e Correlacionar o perfil de metilagdo com o nivel de expressao;
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 COLETA DAS AMOSTRAS

A pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFRA)

sob nimero 001/2013, e as amostras coletadas com o consentimento dos tutores dos animais

Foram coletadas, de animais submetidos a procedimento cirdrgico no hospital veteri-
nario Professor Mario Dias Teixeira da UFRA (HOVET), 83 amostras (tecido tumoral e tecido
ndo tumoral) de 40 animais para analise de expressao, enquanto para analise de metilacdo foram
avalidas apenas 50 amostras de 24 animais. Os tecidos neoplasicos e ndo neoplasicos foram
obtidos por técnicas operat6rias sem originar riscos adicionais e nem aumento no tempo do
exame e operacdo do animal. O diagnostico histopatoldgico, foi realizado pelo patologista do
HOVET seguindo a classificacdo de Cassali et al. (2011). Também foram coletadas duas amos-
tras de tecido mamario sem neoplasia e anormalidades de duas cadelas saudaveis, servindo
como controle para o presente estudo, visto que é muito dificil obter tecido de animais ainda
vivos, pois o tutor reluta em um procedimento cirdrgico adicional na regido mamaria, devido a
apresentacdo estética. Parte das amostras coletadas foram armazenadas em microtubos con-
tendo solucdo de RNA Later® (Ambion Inc.), para uma ideal conservacédo e qualidade das cé-

lulas para extracdo dos acidos nucléicos.
4.2 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DAS AMOSTRAS

O kit comercial AllPrep DNA/RNA Mini Kit (Qiagen) foi utilizado para etapa de extragdo do
DNA total, conforme as recomendacdes do fabricante. A integridade do DNA foi avaliada em eletrofo-
rese em gel de agarose 2%, com o corante Ge/Red™ (UNISCIENCE), com posterior exposi¢éo a
luz ultravioleta. A analise em Espectrofotdmetro Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Rock-
ford, IL) permitiu a quantificagdo de cada amostra.

4.3 MODIFICACAO E PCR DO DNA PARA SEQUENCIAMENTO

O DNA foi submetido ao kit EZ DNA Methylation Lightning, conforme as recomendacoes
do fabricante (Zymo Research). Os iniciadores especificos para o0 gene P21, foram desenhados no
software Methyl Primer Express v. 1.0 (Thermo Fisher Scientific). O protocolo para cada PCR é:
1 ul DNA; 2,5 pl de solugédo tampéo 10X; 1ul de MgCI2 (1,5 mM); 4 ul de dNTPs (10 mM); 0.5ul
de cada primer (10 mM) e 0,3 ul de Tag DNA polimerase. A dgua ultrapura foi utilizada para com-
pletar um volume final de 25 pl. Com identificagéo de duas ilhas CpGs, a ilha 1 localizada no

intron e ilha 2 localizada no éxon do gene P21. O resultado dessa amplificacéo foi avaliado em
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gel de agarose 2%, corado com GelRed ™. As amostras foram purificadas com o kit Spin Column

PCR Product Purification (Bio Basic, Ludwig Biotec), conforme as recomendagdes do fabricante.

Para reacdo de sequenciamento foi utilizado o kit BigDye Terminator (Thermo Fisher Sci-
entific). O DNA foi sequenciado pelo método Sanger no sequenciador automatico ABI 310 (Thermo
Fisher Scientific). A analise do perfil de metilacdo ocorreu no software BiQ Analyzer (BOCK et al.,
2005).

4.4 ANALISE DO PERFIL DE EXPRESSAO

O RNA total das amostras foi obtido utilizando AllPrep DNA/RNA Kit (Qiagen), seguindo
as instrugdes do fabricante, com posterior quantificacdo do RNA total em espectrofotometro. A con-
versdo a cDNA foi realizada com o auxilio do kit comercial High Capacity cDNA Reverse Trans-
cription (Thermo Fisher Scientific) TagMan. A fluorescéncia foi captada pelo sistema StepOne-
Plus™ Real-Time PCR (Thermo Fisher Scientific).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das andlises de metilacdo foram comparados com os de expressao, bem
como com os dados histopatoldgicos dos pacientes, utilizando os testes Exato de Fisher, Odds
Ratioe Mann-Whitney no programa GraphPad Prism 7 (www.graphpad.com), com resultados

considerados significativos quando p <0,05, com intervalo de confianca de 95%.


http://www.graphpad.com/
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5 RESULTADOS
5.1 CARACTERIZACAO DA POPULACAO

Foram analisadas 83 amostras de tecido mamario obtidas de 40 cadelas, sendo 44 amos-
tras tumorais e 39 amostras ndo tumorais, aléem de 2 animais como controles saudaveis sem
historico de neoplasia mamaria. O tipo histopatol6gico mais frequente foi o sarcoma, represen-
tando 72,7% (32/44) dos casos, seguido por carcinomas com 20% (9/44) e tumores mistos com
6,8% (3/44). Na populacéo atendida, foram detectados os graus I, 11 e I1l do carcinossarcoma.

além de diferentes tipos tumorais na cadeia mamaria de um mesmo animal (Figura 20).

FIGURA 20 - DISTRIBUICAO DOS TIPOS TUMORAIS
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Em relacdo a faixa etaria dos animais, foi observado que quase todos, exceto por um
animal, sdo idosos (>6 a) com idades variando entre 7 - 16 anos, com média geral de 10.92 anos
de idade, ou 10 anos e 11 meses. A maioria dessas cadelas sdo SRDs 59% (26/44), enquanto
que 41% (18/44) sdo animais de raca definida (puros), com a prevaléncia de poodles 25%
(11/18) (Figura 21).

FIGURA 21- DISTRIBUICAO DAS RACAS
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Muitos desses animais ndo apresentam os dados clinicos completos sobre o0 uso de hor-
monios exdgenos (anticoncepcionais), histérico de pseudociese e gestacdo, bem como da cirur-
gia Ovério Salpingo Histerectomia (OSH). A maioria dos animais s6 recebeu o tratamento
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cirtrgico com a mastectomia parcial ou total. Os animais também foram subdivididos em dois
grupos: 0s com sobrevida menor que 12 meses e 0 grupo com sobrevida maior que 12 meses,

afim de comparar os valores de metilacéo e expressao.

5.2. PADRAO DE METILACAO DO GENE P21
5.2.1 Caracterizacdo das Ilhas CpGs

A sequéncia do gene P21 foi submetida ao programa Methyl Primer Express v. 1.0
(https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4376041), no qual foi possivel observar
trés ilhas CpGs distintas ao longo do gene. Para o presente estudo, foram analisadas somente
duas delas, a ilha 1 e 2, visto que a regido de uma das ilhas continha muitas sequéncias repeti-
tivas. A ilha 1, localizada em um intron na porcao inicial do gene, tem um tamanho de 2000pb,
com o total de nucleotideos divididos em: A (15.20%); T (17.20%); C (29.95%); G (37.65%);
C+G (67.60%); A+T/C+G (0.48%) e CpG (9.70%). Enquanto que a ilha 2, localizada no éxon
2 tem 685pb com: A (15.91%); T (16.06%); C (30.80%); G (37.23%); C+G (68.03%);
A+T/C+G (0.47%) e CpG (5.85%) (Figura 22 e 23).

FIGURA 22 - ILHAS CPGS DO GENE P21
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Notas: ao programa Methyl Primer Express v. 1.0 (https://www.thermofisher.com/order/catalog/pro-
duct/4376041)

FIGURA 23 - LOCALIZACAO DAS ILHAS 1 E 2 NO GENE P21
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No mesmo software, foram desenhados os iniciadores especificos para avaliagdo do
padrdo de metilacdo no gene P21 de caninos, e ap6s Bisulfite Sequencing PCR e visualizagdo
em gel de agarose 2% foram obtidos fragmentos com tamanho aproximado de 313pb para ilha
1 e 344pb para ilha 2 (Tabela 2).

TABELA 2 — INICIADORES DE METILAGCAO

Gene P21  Sequéncia dos Iniciadores 5'- 3' Tamanho pb N° CGs

lhai F:GTGATTGTTTGGTTGGTATAAA 313 34
R: AACCTCCAAATAAAACCTCTC

F: TGGTTAGTTGTGTGTAAGAGGTT
Ilha2  R. cCCCATCCTCACCTATCATACTA 344 22

5.2.2 Status de Metilagéo na Ilha 1

Foi sequenciada uma regido de ~300pb com 34 sitios CpGs, em 40 amostras do total,
sendo 19 de tecido tumoral, 19 de tecido ndo tumoral e controles para verificar e comprovar o
status de metilacdo e a eficiéncia da conversédo das citosinas ndo metiladas em timina (Figura
24 e Figura 25).

FIGURA 24 - ALINHAMENTO DAS AMOSTRAS DA ILHA 1 DO GENE P21

FIGURA 25 - CONVERSAO DAS CITOSINAS NAO METILADAS DA ILHA 1 DO GENE P21
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Todas as sequéncias analisadas ndo estavam metiladas conforme a anélise pelo BiQ
Analyzer, ndo sendo observada metilagéo diferencial entre os tecidos tumoral e ndo tumoral, bem

como sua relacdo com os dados clinicos dos animais (Figura 26 e Figura 27).

FIGURA 26 - DIAGRAMA COM AS REGIOES NAO METILADAS DA ILHA 1

Methylation

16 bp B bp 21 bp 5 bp 3 bp 3 bp 0 bp 4 bp B bp 3hbp 9 hbp
CpG Position 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Unmethylated 0.0 0.0 240 26.0 28.0 30.0 29.0 30.0 30.0 320 31.0
Methylated 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Not present 37 37 13 11 9 7 8 7 7 5 6
Methylation

0bp 9 bp 7 bp 3 bp 18 bp 18 bp 0 bp 3 bp 13 bp 3 bp 1bp
CpG Position 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Unmethylated 31.0 310 330 320 340 340 340 35.0 36.0 36.0 36.0
Methylated 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Not present 6 5] 4 5 3 3 3 2 1 1 1
Methylation

5bp 3 bp 14 bp 1 bp 0 bp 4 bp 0 bp 3 bp 9 bp 0bp 0bp
CpG Position 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33
Unmethylated 36.0 350 36.0 36.0 36.0 36.0 36.0 36.0 36.0 36.0 36.0
Methylated 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Not present 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Methylation

3bp 7 bp 0 bp
CpG Position 34 35
Unmethylated 36.0 350
Methylated 0.0 0.0
Not present 1 2

|Legend: m unmethylated 0O methylated @ not present |

Notas: Azul (ndo metilado), amarelo (metilado), cinza (ndo detectado).
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FIGURA 27- DIAGRAMA DA ILHA 1 NAO METILADA DO P21
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5.2.2 Status De Metilacdo na Ilha 2

Foi sequenciada uma regido de ~340pb com 22 sitios CpGs, em um total de 50 amos-
tras, sendo 27 de tecido tumoral, 21 de tecido ndo tumoral e controles para verificar e comprovar
0 status de metilacdo, com a ndo conversao das citosinas metiladas (Figura 28 e Figura 29).
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FIGURA 28 - CITOSINAS METILADAS DA ILHA 2
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FIGURA 29 - ALINHAMENTO DAS AMOSTRAS DA ILHA 2
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Todas as sequencias analisadas estavam metiladas conforme a analise pelo software
BiQ Analyzer (http://big-analyzer.bioinf.mpi-inf.mpg.de/), ndo sendo observadas metilagéo di-
ferencial entre os tecidos tumoral e ndo tumoral, bem como sua relacdo com os dados clinicos

dos animais. Apesar de alguns sitios parcialmente desmetilados, essas amostras ndo foram es-

tatisticamente significantes (Figura 30 e Figura 31).

FIGURA 30 - DIAGRAMA COM AS REGIOES METILADAS DA ILHA 2

Methylation
2bp 32bp 6bp 7bp

CpG Position 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
Unmethylated 0.0 0.0 1.0 10 0.0 0.0 0.0 0.0 00 0.0 0.0
Methylated 00 260 280 470 440 500 500 430 480 480 500
Not present 50 24 20 2 6 0 0 7 2 2 0
Methylation

22 bp 4bp 1bp Ebp
CpG Position 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Unmethylated 0.0 00 00 00 0.0 80 90 170 6.0
Methylated 500 500 500 500 500 280 360 160 400
Not present 0 0 0 0 0 13 5 17 4

|Legend: B unmethylated O methylated @ not present |

Notas: Azul (ndo metilado), amarelo (metilado), cinza (ndo detectado).


http://biq-analyzer.bioinf.mpi-inf.mpg.de/
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FIGURA 31 - DIAGRAMA DA ILHA 2 METILADA DO P21
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5.3 PADRAO DE EXPRESSAO DO GENE P21

Com o intuito de comparar o padrdo de metilacdo com o nivel de expressdo do gene
p21, bem como correlacionar a expressdo no contexto clinico dos animais, foi realizada a PCR
em tempo real de 83 amostras de tecido mamario obtidas de 40 cadelas, sendo 44 amostras
tumorais e 39 amostras ndo tumorais, aléem de 2 animais como controles. Foi utilizado como
controles constitutivos os genes GAPDH e HPRT1, normalizando o nivel de expressao da ana-

lise.

Comparando o nivel de expressdo de p21 das amostras tumorais com as ndo tumorais
pode-se verificar uma diferenca estatisticamente significante (p=0.0001) entre esses dois tipos
de tecidos, demostrando que a expressao de p21 esta reduzida em todas as amostras tumorais
(Média=0,515019214), bem como em relacao as amostras tumorais e dos controles (p=0.0065).
Né&o foi observada nas amostras ndo tumorais (Média= 0,885244675) diferenca de expressdo
em relacdo as amostras controles (Média= 0,946750033) (p=0.2626). Em relacdo aos grupos
tumorais, o nivel de expressdo entre carcinomas e sarcomas foi similar e sem significancia es-
tatistica (p=0.4116) (Figura 32).

FIGURA 32 - ANALISE GLOBAL DA EXPRESSAO DO GENE P21
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Considerando os animais SRDs (Média=0,502) e os puros (Média=0,533), a diferenca
do nivel de expressao também nao foi estatisticamente significantes entre eles (p=0.2990). Ja
a correlacdo entre os dados clinicos no uso de anticoncepcionais (p=0.7995), pseudociese
(p=0,6255), castragdo (p=0.8456), gestacao (p=0.4542) e metastase (0.1192) também néo foram
estatisticamente significantes (Quadro 1). Em relacdo a sobrevida, ndo foi observada uma dife-
renca estatisticamente significante entre amostras com sobrevida superior a 12 meses e sobre-
vida menor que 12 meses (O.R=0.8889; P=0.6770).

QUADRO 1 - VALORES DE EXPRESSAO DP GENE P21

Grupos Média p Valor
Tumoral 0,515019214 <0.0001
N3do tumoral 0,885244675
Controle 0,946750033 0,2626
N3do tumoral 0,885244675
Sarcoma 0,492013211 0,4116
Carcinomas 0,533944465
SRD 0,502546173 0,299
Puros 0,533033828
Idade<10.92 0,520337863 0,9896
Idade>10.92 0,513169273
Sem Anticoncepcional 0,486781111 0,7995
Anticoncepcional 0,449351558
Sem Pseudociese 0,470087833 0,6255
Pseudociese 0,48623505
Castradas 0,48606814 0,8456
Inteiras 0,46895752
Metastase 0,38574152 0,1192
Sem Metdéstase 0,489022844
Gestacgao 0,49010935 0,4542
Sem Gestacao 0,455796738
Sobrevida<lano 0,527065083 0,6770
Sobrevida>1ano 0,394123543
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6 DISCUSSAO

A maioria dos animais analisados nesse trabalho séo idosos, com média de 10.9 anos
de idade, diferentemente do observado por Gupta et al. (2012), no qual as cadelas tinham em
média 8.8 anos de idade. Essa diferenca pode ser explicada pelo diagndstico tardio de cancer
de mama dos animais na regido de Belém, devido as questdes sociais e econdmicas. No entanto,
nossos dados corroboram com os dados observados na populagdo do México por Salas et al.
(2015), no qual as cadelas foram diagnosticadas entre os 9-12 anos de idade. Em relacéo a essa
idade, tanto na avaliacdo do perfil de metilacdo quando o nivel de expressao, ndo se teve uma
diferenca estatisticamente significante, visto que a maioria dos animais eram idosos com uma

idade similar.

Mais da metade dos animais analisados neste estudo ndo tem raca definida (SRD), pois
essa é a demanda local dos atendidos no Hospital Veterinario da UFRA. Os resultados de me-
tilacdo e expressao também demostraram semelhanca entre os animais puros e SRDs. De acordo
com Cassali et al. (2014), algumas ragas puras tém um risco maior de desenvolver o cancer de
mama, mas esse risco nao ocorreu na populacdo estudada. O tipo tumoral mais frequente em
nossa populacéo foi o carcinoma, cuja a média de expressdo (0,533944465) foi levemente maior

que em sarcomas (0,492013211), mas sem significancia estatistica.

Foi possivel avaliar mais de 34 sitios CGs em uma CGl intrdnica e uma CGI em regido
codificadora. Segundo Han e Zhao (2009) o genoma canino contém um maior nimero e densi-
dade de CGls do que em humanos e ratos, tendo proporcionalmente poucos CGls associados a
regido promotora. Portanto grande parte das ilhas CpGs estdo em regides ndo codificantes e sdo
pouco conhecidas na literatura. Tal caracteristica em cdes é correlacionada com as altas taxas

de recombinacdo e o nimero elevado de cromossomos.

Nailha 1 e ilha 2 do gene P21 ndo foram detectadas alteracGes no padrdo de metilacéo
entre as amostras tumorais, ndo tumorais e controles em na populagdo analisada. Trabalhos na
Suica e india, em mulheres com cancer de mama, relatam que a regido promotora do gene P21
esta geralmente hipermetilada. Na India, o risco para desenvolver cancer de mama chega a
dobrar em pacientes com essa hipermetilagdo (RADPOUR et al., 2010, ASKARI et al., 2013).
Ainda na india, segundo AKHTER et al. (2014), em150 pacientes com cancer de mama, o
promotor de P21 esta hipermetilado em estagios mais avancados, levando a uma expressdo
reduzida de p2l1. Contudo, segundo ZOHNY et al. (2017), o promotor de P21 ndo esta
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hipermetilado nas amostras de cancer de mama em mulheres do Egito, corroborando com os
resultados de Staalesen et al. (2004) na Noruega, que ndo foram detectadas hipermetilacdo no

promotor de P21 em pacientes tratados com doxorrubicina, mitomicina e 5-flourouracil.

Mesmo ndo sendo possivel estabelecer uma relacdo do padrdo de metilacdo com o
nivel de expressao das amostras, os resultados de expressdo do P21 permitem avaliar a impor-
tancia do gene em diferentes mecanismos celulares. Klopfleisch e Gruber (2009) avaliaram a
expressao dos genes P21, P27 e P53 com 0 mRNA de 110 cadelas com cancer de mama na
Alemanha, os resultados demostraram que a expressdo de P21 estava reduzida nas amostras
tumorais de forma geral, especialmente nas metastaticas, porém com a expressdo aumentada
somente nos adenocarcinomas. Tal resultado pode indicar diferencas de expressédo em diferen-
tes tipos histolégicos, sendo que apenas 9.5% (20/210) dos animais avaliados eram sem raca
definida. Kim et al. (2017) avaliaram 188 amostras de tumores mamarios benignos e malignos,
na populacgdo de cadelas da Coreia do Sul, por meio de imunohistoquimica (IHQ) e verificaram
a auséncia de expressao nuclear e citoplasmatica da proteina p21 na maioria (54.4%) das suas
amostras totais. As amostras que tinham a expressdo de p21 eram, em sua maioria, de tumores
benignos. A diferenca de expressao entre um tumor benigno e um maligno, sugere um pior

prognastico associado a reducdo de p21.

Em nosso trabalho todas as amostras tumorais sdo malignas, mas também apresenta-
ram uma expressdo reduzida de P21 quando comparadas com os tecidos ndo tumorais do
mesmo animal e controles. Relatamos a reducdo da expressdo das amostras com metastase
(0,38574152), quando comparadas com as amostras sem metastase (0,489022844), ndo sendo
estatisticamente significante. Em nossas amostras, a expressdo de p21 foi similar entre os dife-
rentes tipos tumorais e entre animais de diferencas racas, sugerindo a ocorréncia de vias simi-
lares de progressdo tumoral em nossa populacdo. Nos animais dessa pesquisa foi possivel cor-
relacionar o nivel de expressdo com a sobrevida do paciente: menor que 12 meses
(0,527065083) e com a sobrevida maior que 12 meses (0,394123543), sugerindo um pior prog-

nostico com o aumento da expresséo de P21.

Poucos trabalhos avaliam a expressdo de P21 em tumor mamario canino e alguns es-
tudos com linhagens desses tumores oriundas do tumor misto benigno canino (CMT-U229),
carcinoma maligno (P114) e osteossarcoma (CMT-U335) fornecem informacdes interessantes,
de uma maior expressdo de P21 (cCRNA) em carcinomas (RAO et al., 2008), similar aos nossos

resultados, que demostram um leve aumento da expressao de p21 nas amostras de carcinoma
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(0,533944465). Deinnocentes et al. (2009), avaliaram a expressdo (MRNA) correlacionada en-
tre P53 e P21 em trés linhagens (CMT12, CMT27 e CMT28) originadas de canceres esponta-
neos mamarios caninos, sendo que em uma delas néo foi observada expressao de P21, diferen-
temente dos nossos dados em que a menor expressdo detectada foi em um carcinoma misto
(0,2344).

A expresséao de p21 também é diferente em outros tumores caninos. No cancer gastrico
de cédes na Espanha, as analises por imunohistoquimica demonstram uma expressdo reduzida
de p21, principalmente em carcinomas indiferenciados, além de uma expressao nuclear aumen-
tada em 58.8% dos 17 casos (CARRASCO et al., 2011). Na analise de 22 casos de gliomas
espontaneos em caninos e mais trés linhagens de gliomas, a expresséo de p21 foram reduzidas
ou ausente na maioria dos casos (BOUDREAU et al., 2017). Segundo Koenig et al. (2002) apds
analise de imunoexpressdao e MRNA de 31 amostras de parafina de melanoma canino e uma de
linhagem de melanoma primério, foi possivel verificar que a expressdo de p21 estava aumen-

tada (moderada-forte) no citoplasma e no nucleo.

As causas para diminuicdo da expressdo nas amostras tumorais podem ocorrer pelo
controle direto de p53, como fator de transcri¢do ou controle indireto por outros genes e prote-
inas, alteracBes diretas nos nucleotideos e eventos epigenéticos como a metilacdo na regido
promotora e microRNAs (DALECK; DE NADIR, 2009; KIM et al., 2014; BISWAS; RAO,
2017). Em relagéo a metilagcdo em nosso trabalho, ndo foi identificada uma correlagdo entre o
perfil de metilacdo das ilhas CpGs no corpo do gene com a expressdo de P21, porém isso nao
inviabiliza a possibilidade de que o padrdo de metilacdo na regido promotora do gene esteja

alterado e influencie na expresséo.

As consequéncias dessa expressao reduzida podem favorecer a continuidade do ciclo
celular, sem os mecanismos adequados de reparo, assim como auxiliar na invasao e crescimento
da massa tumoral (CAZZALINI et al., 2010). O papel positivo de p21 no complexo DREAM e
nos mecanismos de apoptose tambem podem ficar comprometidos, resultando em desregulacéo
de genes, pela ndo ligacdo do complexo nas regides promotoras conservadas (E2F) de genes

responsaveis pela replicacdo, adesdo celular e instabilidade gendmica (ENGELAND, 2017).

Os estudos sobre a auséncia ou presenca do p21 em tumores mamarios geram resultados
divergentes em humanos. Segundo Frommowitz et al. (1987), a expresséo de p21 no cancer de

mama em mulheres varia com a localizacdo do tumor. Wei et al. (2015) relatam que em 65
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amostras de cancer de mama em mulheres na China, o P21 esta superexpresso (mRNA e pro-
teinas), para isso eles comparam as amostras tumorais com o tecido adjacente ndo tumoral,
demostrando uma correlagéo positiva entre o nivel de expressdo e o tamanho do tumor, bem
como com o grau, a metastase em linfonodos e um pior prognéstico. Segundo Zohny et al.
(2017), por meio da comparacao de 85 mulheres do Egito com cancer de mama e 36 mulheres
com lesBes mamarias iniciais, 0 gene P21 se encontra superexpresso, em nivel proteico, nos

tumores de maior grau e nas pacientes com comprometimento dos linfonodos.

Na pesquisa de Jiang et al. (1997) na China, eles detectaram baixos niveis de expressdo
de p21, principalmente nos tumores de maior grau, em metastases e linfonodos comprometidos,
concluindo que a baixa expressdo de p21 era um sinal de pior progndéstico para as mulheres.
Mais recentemente, em 81 amostras de tumor de mama na China, por meio de imunohistoqui-
mica foram detectadas cerca de 66 amostras com expressao negativa para p21 (WANG et al.,
2017). Corroborando com esses resultados, niveis reduzidos da expressdo de p21 também ocor-
rem no carcinoma ductal e lobular de mulheres na Finlandia, mas sem relacdo com progressao
tumoral nas pacientes (PELLIKAINEN et al., 2003). Na populacédo indiana, a expressao de p21
(mRNA) foi baixa na deteccdo atraves do sangue periférico (ASKARI et al., 2013). Nos tumo-
res de mama e no tumor gastrico também ocorre uma perda da expressao do P21 e um aumento
de P53. Apesar dessa diminuicdo geral de p21, altos niveis citoplasmaticos foram associados
com a evasdo da apoptose, proliferacdo celular e um pior prognéstico (GEORGAKILAS et al.,
2017).

Ja na linhagem celular (MCF-7) de cancer de mama em humanos, o receptor de estro-
génio (ER) atua nos promotores de P53/P21, especificamente em uma parte da regido de res-
posta a estrogenos (ERE), suprimindo a transcri¢cdo desses genes, levando a baixos niveis de
MRNAS e proteinas. O ER alfa também atua no promotor de PCNA, mas estimulando a expres-
sdo de mRNAs e proteinas e assim promove a entrada da célula na fase S e na fase G2/M,
levando a uma maior proliferacdo. Para facilitar a atuacao livre de PCNA na sintese de DNA,
0 receptor de estrogénio também promove a ativacao transcricional na regido ERE no promotor
do gene de microRNA: miR-17-5p, com o intuito de silenciar o mMRNA de P21 na regido 3'
UTR' (LIAO etal., 2014). Enguanto que os tumores no cérebro, prostata, ovario e esdfago sao
detectados com niveis elevados na expressdo de P21 em humanos, (ABBAS; DUTTA, 2009;
ELLIS etal., 1997; GREEN et al., 2014).
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A expressao de proteinas relacionadas nas vias de atuagdo de p21 em tumores mamarios
caninos sao importantes para avaliar possiveis causas na reducdo de expressdo de P21, bem
como as provaveis consequéncias na cascata de ativacao de p21. Segundo Oliveiraet al. (2017),
o nivel de expressdo do MRNA de TP53 ndo foi diferente entre amostras ndo tumorais e amos-
tras tumorais de 40 de cées no RJ-Brasil, indicando ndo existir correlagdo do nivel de expressdo
desse gene com a agressividade tumoral. Para Tong et al. (2016) na linhagem de células caninas
de origem metastaticas (CHMm) o p53 é responsavel por aumentar a expressdo de p21, com

isso o ciclo celular para na fase G1/S e o processo de reparo € realizado.

Por outro lado, Dolka et al. (2016) relatam, em 40 cadelas na Poldnia, uma expresséo
positiva de p53 em apenas 30% (12/40) das amostras, sendo a maioria nos tumores malignos,
ja que na maioria dos animais sem metastase a expressao de p53 foi negativa. Em nossas amos-
tras uma das possiveis causas da reducdo na expressdo pode ser a desregulacao das funcbes da
p53 como fator de transcri¢do, levando também a alteracfes na senescéncia, invasao celular,
apoptose a na regulagdo do complexo DREAM. Borge et al. (2015) avaliaram 22 cadelas com
tumores mamarios no Japdo e verificaram por meio de imuno-histoquimica a expressdo aumen-
tada de c-myc na maioria das amostras. Um efeito inibitério de c-myc no promotor de P21 pode

ser visto no trabalho de Peter Jung e Heiko Hermeking (2009)

A expressdo de procaspases permanece alta nas amostras normais e nos 45 casos de cées
com tumor mamario na regido da Italia, exceto nos casos de carcinoma tubulopapilar (BONGI-
OVANNI et al., 2017). Para Dolka et al. (2016) a caspase 3 estava presente na maioria dos
tumores benignos, conjuntamente com bcl, enquanto bax e p53 eram expressas nos tumores
malignos A funcdo da procaspases em clivar o0 p21 e aumentar sua expressdo citoplasmatica
para evadir da apotose também ndo pode ser descartada como uma forte influéncia na atuagédo
de p21.

A expressdo de PCNA esta aumentada nos tumores mamarios caninos do tipo carcinoma
que tenham alguma metastase para linfonodos adjacentes, indicando uma correlagédo positiva
da expressdo de PCNA com a proliferacdo e malignidade celular (KLOSE et al., 2011), visto
que a boa parte da proteina associada a proliferacdo celular deveria ser bloqueada pela proteina

p21, para evitar a replicacdo do material genético sem pontos de checagem.
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7 CONCLUSAO

Foram identificadas duas ilhas CpG no corpo do gene P21: uma localizada no intron 1 e
outra no éxon 2;

Né&o foi detectado alteracdo entre o perfil de metilacdo das ilhas 1 e 2 entre as amostras
tumorais, ndo tumorais e controles;

O nivel de expresséo do gene P21 em amostras tumorais e ndo tumorais foi estatisticamente
significante (p=0.0001), bem como entre as amostras tumorais e controles (0.0065), sugerindo
um papel diagnostico da expressao deste gene em tumores de mama caninos;

Né&o houve correlagdo entre o perfil de metilagdo com os dados histopatologicos, de perfil

clinico, raca e idade, bem como com o padrao de expresséo de P21;
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9. ANEXOS
9.1 ANEXO 1

Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTI-
MENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A Universidade Federal do Para e Universidade Federal Rural da Amaz6nia esta desenvol-
vendo uma pesquisa que permitird conhecer melhor os mecanismos que ocasionam as lesdes de mama
e 0 desenvolvimento de tumor mamario em caninos, através da identificacdo das alteracdes genéticas
e epigenéticas associadas ao quadro clinico do paciente e exames histopatoldgicos. Estes estudos sdo
realizados em pequenos fragmentos de tecido mamario removido por cirurgia e oferecem novas pos-
sibilidades de diagnostico.

Seu animal est4 sendo admitido neste Hospital, para estabelecimento de diagnostico e ha a
necessidade da remocdo de material biologico relacionado a enfermidade. Parte do material retirado
sera encaminhado para exames laboratoriais, necessarios para o diagndstico definitivo. O restante do

material ndo utilizado é armazenado para novos exames, se Necessario.

A obtencéo do fragmento de tecido mamario para pesquisa ndo implicard em riscos adicionais
e nem em aumento no tempo do exame ou cirurgia. O fragmento de material bioldgico sera identifi-
cado no laboratério por um cédigo formado por nimeros e letras, preservando a privacidade e identi-
dade do animal. A eventual inclusdo dos resultados em publicac6es cientificas sera feita de modo a

garantir o anonimato do animal.

E necessario esclarecé-lo (a) que ndo existem beneficios ou direitos financeiros a receber
sobre os eventuais resultados decorrentes da pesquisa. Se vocé ndo concordar em doar o material para
pesquisa, sua decisdo ndo influenciara, de nenhum modo, no seu atendimento ou tratamento. Caso
vocé tenha alguma divida sobre este documento ou em relagdo a pesquisa, por gentileza, entre em
contato com a Prof2. Barbara Borges (ISARH), pelos telefones 3201-7585/3210-5140.

Uma copia deste documento seré arquivada no prontuario do seu animal e, se desejar, uma

copia lhe seré fornecida.

Declaro estar ciente das informacdes prestadas, tendo lido atentamente e concordado com

o teor, e autorizo a utilizagdo de amostras de tecido retiradas durante a cirurgia do meu animal.

Assinatura do Responsavel

NOME: e RG: i,



9.2 ANEXO 2

Aprovacdo do comité de ética

{0

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA AMAZONIA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

ATESTADO

Protocolo 001/2013 (CEUA) — 23084.000265/2013-53 (UFRA)

Titulo do Projeto/Plana de Aulas: Andlises moleculares em tumores caninos.

Docente/Pesquisador Responsavel: Profa. Dra. Barbara Borges
Instituicdo: UFRA
Data do Parecer: 18 de fevereiro de 2013,

PARECER

A Comissio de Etica no Uso de Animais da UFRA apreciou o protacolo acima e verificou
que foram atendidas todas as exigéncias da Lei Federal 11.794/2008, sendo
respeitados os Principlos Eticos da Experimentagdo Animal do COBEA. Portanto,
manifesta-se pela sua aprovag3o.

Parecer: APROVADO

Liberado para o inicio da pesquisa, sendo obrigatério a entrega nesta CEUA do
relatorio semestral e de conclusdo ao final da pesquisa. Comunicar por escrito, toda e
qualquer madificacdo no Projeto.

Belém, 08 de margo de 2013.

Profa. Dragg Silvia Sardinha Ribeiro
Coordenadora CEUA/UFRA
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