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RESUMO 

 

 

SANTOS JUNIOR, Gilson Costa dos. Estudo da cromatina nos sítios de fixação à 
matriz nuclear no domínio do gene TP53 e das modificações epigenéticas e no 
modelo de progressão tumoral mamária 21T. 2014. 137 f. Tese (Doutorado em 
Biociências) – Instituto de Biologia Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado 
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014. 

 

Dentre os diversos tipos de câncer agressivos, o câncer de mama é o mais 
comum em mulheres. Mutações hereditárias e adquiridas, assim como alterações 
epigenéticas atuam em sinergia na carcinogênese mamária e na progressão tumoral. A 
proteína P53 é uma supressora de tumor e possui uma atuação fundamental na 
integridade genômica. Apesar do vasto conhecimento sobre o controle da P53 a nível de 
proteína, ainda pouco se sabe sobre o controle transcricional do gene TP53. A série 
21T, uma série de 4 linhagens celulares originadas da mama da mesma paciente, 
representando diferentes estágios de progressão tumoral mamária, é um eficiente 
modelo para investigação das alterações epigenéticas e suas influências na expressão 
gênica ao longo da progressão do câncer de mama. Nós analisamos a organização do 
domínio do gene TP53 através da técnica de arranjo de DNA, em diversas linhagens 
celulares de câncer de mama e linhagens controle, e realizamos uma tentativa de 
caracterizar estes elementos de DNA nas linhagens controle não-tumorais HB2 e 
MCF10A e nas tumorais MCF-7, MDA-MB-231, T47D, através dos marcadores 
epigenéticos de eucromatina, H4Ac, e heterocromatina, H3K9me3. Ainda analisamos a 
ligação de proteínas à região associada à matriz nuclear (MAR), denominada MAR 2, e 
a possível ligação da proteína ligante à matriz nuclear (MARBP), PARP-1, através de 
ensaios de gel shift (EMSA). Detectamos que na linhagem controle epitelial mamária, 
HB2, o gene TP53 está posicionado num domínio de DNA relativamente pequeno, 
aproximadamente 50 kb, delimitado por dois sítios de fixação à matriz nuclear. 
Interessantemente, esta estrutura de domínio se apresentou radicalmente diferente nas 
linhagens de câncer de mama estudadas, MCF7, T47D, MDA-MB-231 e BT474, nos 
quais o tamanho do domínio estudado estava aumentado e a transcrição do TP53 
diminuída. Os enriquecimentos com os marcadores epigenéticos de cromatina H4Ac e 
H3K9me3 estão diferentemente distribuídos nas MARs nas linhagens celulares. 
Surpreendentemente, a MAR 2 apresentou uma ligação altamente específica, o que 
poderia representar a atuação de fatores transcricionais envolvidos na organização da 
cromatina. Através de programas de bioinformática, detectamos putativos sítios para 
interessantes fatores de transcrição, tais como o c/EBP-beta e c-myb, que poderiam 
atuar em cis regulando a expressão do gene TP53 e outros flanqueadores. Nós 
propusemos um modelo para a organização da cromatina na região de domínio do gene 
TP53 com os genes flanqueadores. Através da série 21T, detectamos uma 
hipometilação global genômica, nas células cancerosas 21NT e 21MT1. Uma importante 
diminuição da expressão global do marcador H4Ac nas células metastáticas 21MT1, foi 
detectada em relação às outras linhagens. Os níveis de RNAm das principais enzimas 
relacionadas as modificações epigenéticas são consistentes com as observadas 
hipometilação genômica e hipoacetilação. Através de microscopia confocal, verificamos 
que o marcador H4Ac está localizado, na maior parte na periferia e o marcador 
H3K9me3, pericêntrico nos núcleos tumorais. Por fim, verificamos que o promotor P1 do 
gene TP53 apresenta um estado de cromatina aberta, e a expressão do gene TP53 é 
similar em todas as células da série 21T. 
 

Palavras- chave: Câncer de mama. Cromatina. Loop. MAR. Epigenética. TP53.  



 

ABSTRACT 

 

 

SANTOS JUNIOR, Gilson Costa dos. MARs chromatin study on TP53 gene 
domain and epigenetic modifications in a breast cancer progression model. 
2014. 137 f. 2014. 137 f. Tese (Doutorado em Biociências) – Instituto de Biologia 
Roberto Alcântara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de 
Janeiro, 2014. 
 

Breast cancer is the most common aggressive cancer type in women. 
Inherited and acquired mutations as well as epigenetic alterations act together in 
breast carcinogenesis and tumor progression. P53 is a tumor suppressor protein 
critical for genome integrity. Although its control at the protein level is well known, the 
transcriptional regulation of the TP53 gene is still unclear. The 21T series, a series of 
4 breast cell lines originating from the same patient and representative of the breast 
tumor progression stages, is a suitable model to investigate epigenetic alterations 
and their influences upon gene expression during breast tumor progression. We have 
analyzed the organization of the TP53 gene domain using DNA arrays in several 
breast cancer and control cell lines and we made an attempt to characterize these 
DNA elements in breast non-cancerous cell lines HB2 and MCF-10, and cancerous 
MCF-7, MDA-MB-231 and T47D, through the determination of epigenetic markers of 
euchromatin, H4Ac, and heterochromatin, H3K9me3. We further analyzed the matrix 
attachment region (MAR), named MAR 2, protein binding, and possible MAR 2 
binding of the important MAR binding protein (MARBP), PARP-1, by Electrophoretic 
mobility Shift Assay (EMSA). We have found that in the control breast epithelial cell 
line, HB2, the TP53 gene is positioned within a relatively small DNA domain, 
encompassing 50 kb, delimited by two nuclear matrix attachment sites. Interestingly, 
this domain structure was found to be radically different in the studied breast cancer 
cell lines, MCF7, T47D, MDA-MB-231 and BT474, in which the domain size was 
increased and TP53 transcription was decreased. H4Ac and H3K9me3, chromatin 
epigenetic markers enrichment are differentially distributed through MARs in cell 
lines. Surprinsingly, MAR 2 presented a defined band-shift, which could represent 
trans-acting factor(s), involved in chromatin organization. By bioinformatics software, 
we found interesting transcription factors putative binding sites, such as for c/EBP-
beta and c-myb, which could be cis-acting elements regulating TP53 and neighboring 
genes expression. We propose a model for the chromatin organization of the TP53 
gene domain with neighboring genes. Through 21T cell line series, we detected a 
global genomic hypomethylation profile in the cancerous 21NT and 21MT1. An 
important global decrease of the active chromatin mark H4Ac in the metastatic 
21MT1 relative to other cell lines was detected. mRNA levels of key enzymes linked 
to epigenetic modifications are consistent with the observed genomic 
hypomethylation and hypoacetylation. By confocal immunofluorescent assay we 
observed that H4Ac is mostly located at periphery, and the repressive mark 
H3K9Me3 located pericentric, in tumorigenic cells nuclei. TP53 P1 promoter in 21T 
series was found to be in an open state and TP53 transcription level was found to be 
similar in all 21T cell lines. 
 
Keywords: Breast cancer. Chromatin. Loop. MAR. Epigenetics. TP53.
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INTRODUÇÃO 

 

 

 Dentre os diversos tipos de câncer agressivos, o câncer de mama é o mais 

comum em mulheres. Mutações hereditárias e adquiridas, assim como alterações 

epigenéticas atuam em sinergia na carcinogênese mamária e na progressão 

tumoral. A proteína P53 é uma supressora de tumor e possui uma atuação 

fundamental na integridade genômica. Apesar do vasto conhecimento sobre o 

controle da P53 a nível de proteína, ainda pouco se sabe sobre o controle 

transcricional do gene TP53. A série 21T, uma série de 4 linhagens celulares 

originadas da mama da mesma paciente, representando diferentes estágios de 

progressão tumoral mamária, é um eficiente modelo para investigação das 

alterações epigenéticas e suas influências na expressão gênica ao longo da 

progressão do câncer de mama. Nós analisamos a organização do domínio do gene 

TP53 através da técnica de arranjo de DNA, em diversas linhagens celulares de 

câncer de mama e linhagens controle, e realizamos uma tentativa de caracterizar 

estes elementos de DNA nas linhagens controle não-tumorais HB2 e MCF10A e nas 

tumorais MCF-7, MDA-MB-231, T47D, através dos marcadores epigenéticos de 

eucromatina, H4Ac, e heterocromatina, H3K9me3. Ainda analisamos a ligação de 

proteínas à região associada à matriz nuclear (MAR), denominada MAR 2, e a 

possível ligação da proteína ligante à matriz nuclear (MARBP), PARP-1, através de 

ensaios de gel shift (EMSA). 
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1 A CROMATINA 

 

 

 Um dos aspectos mais intrigantes do núcleo de uma célula eucariótica é a 

sua capacidade de empacotamento do DNA formando uma estrutura altamente 

organizada, complexa e que pode se encaixar perfeitamente dentro de um espaço 

muito limitado, de aproximadamente 10 µm. Esta estrutura é denominada cromatina 

e é constituída principalmente por DNA e proteínas (1). 

 Os nucleossomos formam a unidade básica organizacional da cromatina, e 

são constituídos pelas histonas H2A, H2B, H3, H4 e H1, 145 pb do DNA que vai 

circundar o core nucleossômico (dímeros das histonas H2A, H2B, H3 e H4), e a 

região do DNA ligadora (DNA linker), de aproximadamente 10-80 pb e associada a 

histona H1 (2). 

 O complexo DNA-nucleossomo forma uma fibra de 10 nm de diâmetro se 

assemelhando a um colar de pérolas (beads on a string) (3,4), conforme mostra a 

Figura 1. A fibra de 10 nm possui a capacidade in vitro de formar uma fibra helicoidal 

ainda mais complexa de 30 nm de diâmetro, contendo de 6 a 11 nucleossomos por 

cada volta, que possui a capacidade de formar uma fibra ainda mais complexa de 

200-300 nm na interfase, chamada cromonema (5–7). 

  Na fase de metáfase da mitose, o complexo se encontra no seu estado 

máximo de empacotamento chegando a 1400 nm de diâmetro e foi neste alto nível 

de ordem da cromatina que este complexo, visualizado por microscopia ótica 

densamente corado, recebeu o nome de cromossomo (derivado da palavra grega 

utilizada para “corpo colorido”). Entretanto, o termo cromossomo também se refere a 

molécula de ácido nucléico que armazena a informação genética nos mais diversos 

organismos (2,8,9). 

 Durante décadas, a cromatina foi subdividida em dois tipos clássicos: 

eucromatina (forma mais relaxada de cromatina e mais permissiva à maquinaria de 

transcrição) e heterocromatina (forma mais compacta e menos acessível à 

maquinaria de transcrição), através da marcação clara e escura observadas na 

microscopia eletrônica, respectivamente (10). Porém, nos últimos anos, foram 

classificados 5 diferentes tipos de cromatina baseados no enriquecimento de 

proteínas não-histônicas em células de Drosophila Kc167 (11) e 51 diferentes tipos 
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de cromatina baseados no enriquecimento de modificações epigenéticas específicas 

nas histonas em células T humanas CD4+ (12). 

 As regiões de heterocromatina estão geralmente localizadas nos domínios de 

associação ao nucléolo (NADs- Nucleolus-Associated Domains) (13) e nos domínios 

de associação à lamina (LADs- Lamina-Associated Domains) (14), sendo esta 

localizada principalmente na periferia interna do núcleo onde existe uma quantidade 

baixa de genes. Entretanto, as regiões de eucromatina estão localizadas na maior 

parte, no centro do núcleo e são regiões que possuem uma quantidade maior de 

genes (15,16).  

 

 

1.1 Sítios de fixação à matriz nuclear  

 

 

 Além de apresentar diferentes níveis de empacotamento, a fibra de cromatina 

pode ser organizada em domínios de loops com tamanhos entre 4 e 200 kb que são 

delimitados por seqüências de DNA, com tamanho entre 100 e 1000 pb, 

denominadas S/MARs (Scaffold or Matrix Attachment Regions), que se ligam a 

proteínas da matriz nuclear (17–20), conforme mostra a Figura 1.  

 A matriz nuclear (MN) também pode ser chamada de nuclear scaffold ou 

esqueleto nuclear, dependendo da técnica utilizada para a sua extração. Para a 

extração da matriz nuclear e estudo das MARs, realiza-se a extração por alta 

concentração salina (2,0 M NaCl) (21). Entretanto, para a extração do nuclear 

scaffold ou esqueleto nuclear e estudo das SARs (Scaffold Attachment Regions), 

realiza-se a extração utilizando Lítio 3,5-diiodosalicilato (LIS) (22) ou eletroforese 

com encapsulamento das células em agarose sob concentrações salinas 

fisiológicas, possibilitando a extração do núcleo e MN intactos (23–25). 

 A MN é formada pela lamina nuclear e uma extensa rede de fibras protéicas 

interconectadas à lamina nuclear e distribuídas por todo o núcleo (26). Longe desta 

aparente complexidade estática, a MN é uma estrutura extremamente dinâmica que 

funciona como uma grande plataforma organizacional que estabelece domínios 

estruturais e funcionais no núcleo (27). Uma boa descrição da MN talvez seja: “Uma 

esponja dinâmica com compartimentos abertos para a livre difusão no 

nucleoplasma” (28,29).  
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Figura 1 - Compactação da cromatina em eucariotos 

 

Legenda: Este modelo mostra os diferentes níveis de organização da cromatina. Primeiro o DNA 
circunda os octâmeros de histonas, depois a histona H1 estimula a formação da fibra de 
cromatina de 30 nm. Os níveis mais complexos são até hoje objeto de estudo e não são tão 
uniformes como os mostrados aqui. As S/MARs são responsáveis pela conexão entre a 
cromatina e a matriz nuclear  

Fonte: Adaptado de http://www.genomasur.com/BCH/BCH_libro/capitulo_03.htm) (30). 

   

 As MARs estão co-localizadas com a origem de replicação (31,32), sítios de  

topoisomerases II (33,34) e apesar de não terem uma seqüência consenso, as 

MARs são regiões ricas em AT, estão em regiões onde o DNA possui uma curvatura 

e torção incomum e em regiões que estão mais propensas ao despareamento das 

bases (BURs-Base Unparing Regions) (35). Também apresentam uma 

desestabilização no duplex induzida por estresse (SIDD; stress induced duplex 

destabilization) e exacerbada flexibilidade (36).  

 Todas estas características anteriores são utilizadas por programas como o 

MAR-Wiz (http://www.futuresoft.org/) e SMARTest (http://www.genomatix.de/cgi-

bin/smartest_pd/smartest.pl) para a predição in-silico de MARs putativas. No 

entanto, o uso destas ferramentas de bioinformática deve ser cauteloso (37).  

http://www.genomasur.com/BCH/BCH_libro/capitulo_03.htm
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 Os sítios no DNA de fixação à matriz nuclear estão freqüentemente co-

localizadas com acentuassomos ou com a periferia dos genes. Quando associadas 

aos acentuassomos, MARs podem estimular a expressão dos genes, aumentando a 

acessibilidade à cromatina, porém, quando estão localizadas entre o promotor e o 

acentuassomo, elas podem interferir na interação promotor-acentuassomo (38–46). 

 Além da importância na regulação da expressão gênica, algumas MARs são 

extremamente dinâmicas e podem fazer com que os loops de DNA se movam de 

forma seqüencial, como se deslizassem na MN durante a replicação (47,48). Os 

loops de DNA podem passar a ficar ancorados à MN como condição sine qua non 

para a expressão de alguns genes, através do remodelamento da cromatina, e 

resultando em uma nova conformação, permissiva à transcrição (49,50).  

 Diversos modelos foram propostos ao longo dos anos para elucidar a 

dinâmica de remodelamento da cromatina e o rearranjo dos loops de DNA, conforme 

mostra a Figura 2. Os primeiros estudos trouxeram a idéia do conceito de loops de 

cromatina intermitentes (Fig. 2A) (51,52). Estudos mais recentes atualizaram este 

modelo com a inclusão de loops de diferentes tamanhos, somando-se a observação 

de S/MARs que são facultativas (53) e de que não só pelo fato de uma seqüência 

ser uma potencial S/MAR, ela será recrutada pela MN (54) (Fig. 2B).  

 Mais tardiamente, uma série de estudos mostraram que as origens de 

replicação tem um potencial para se associarem à matriz nuclear, porém esta 

associação não é constitutiva, sendo recrutada tardiamente na fase G1 e perdida 

durante a fase S (Fig. 2C) (55–57). Contudo, é possível imaginar que o agrupamento 

das origens de replicação permitiria uma grande economia de energia, uma vez que 

a alta concentração dos diversos fatores recrutados pela maquinaria de replicação 

num mesmo espaço possibilitaria um processamento mais eficiente (58). 

 Além da dinâmica dos loops, as MARs quando existem dentro de um gene, 

podem levar ao silenciamento deste. O mesmo não acontece nas SARs, pois 

quando ocorrem montante à algum gene estimulam a sua expressão (59). As 

S/MARs estão associadas à regiões pobres em genes e regulam a expressão do 

conjunto de genes específicos para um determinado tipo celular, incluindo mudanças 

no fenótipo (60).  

 Ao contrário dos loops de DNA, as S/MARs são em geral regiões resistentes 

à digestão por DNase I devido à forte associação com a MN (61,62), ainda, podem 

ser herdadas por imprinting paterno e  são específicas para cada tecido (63). As 
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S/MARs também podem ser utilizadas em vetores epissomais para a restauração de 

um gene inativado para o estado selvagem (64).  

 

Figura 2 - Possíveis interações entre a replicação do DNA e a MN 

 

Legenda: (A) O DNA é periodicamente fixado à matriz nuclear nas S/MARs formando loops 
intercalados. (B) Modelo refinado ilustrando a variação no tamanho dos loops incluindo as 
S/MARs utilizadas e potenciais. (C) Modelo mostrando a fixação à matriz nuclear através 
de S/MARs não associadas à origem de replicação e o recrutamento de regiões de origem 
de replicação concomitantes às S/MARs na fase G1/S do ciclo celular com impacto no 
tamanho do loop. (D) Representação dos loops de cromatina mostrando as regiões de 
origem de replicação associadas à maquinaria de replicação, sem a representação da MN. 
A estrutura de loops de DNA unidos à MN é chamada de halo. 

Fonte: Adaptado de Coverley & Wilson, 2013 (65). 
  

 Diversas proteínas podem se ligar as S/MARs, sendo que algumas delas 

fazem parte da MN, como as laminas, matrinas, topoisomerases II e outras 

relacionadas a um tipo celular, a uma sinalização celular específica, no 
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desenvolvimento do câncer e inativação do cromossomo X, como a hnRNP-U/SAF-

A, SATB1, SMAR1 e PARP-1 (66,67). 

 

 

1.2 Modificações epigenéticas 

 

 

 A cromatina em seus diferentes níveis de organização, desde a simples 

molécula de DNA aos complexos loops de DNA e sítios de fixação à matriz nuclear, 

pode sofrer uma série de modificações sem que haja alterações na seqüência de 

DNA, e estas modificações são denominadas epigenéticas. 

 A epigenética foi primeiramente descrita em 1942, como o ramo da biologia 

que estuda a interação causal entre os genes e seus produtos, responsáveis pela 

formação do fenótipo. Entretanto, em 2008, devido às novas descobertas, ela foi 

redefinida como o estudo dos fenótipos estáveis herdáveis resultantes de mudanças 

cromossômicas, mas sem quaisquer alterações na seqüência de DNA (68,69). 

 Dentre as modificações epigenéticas mais importantes, podemos destacar a 

acetilação e a metilação que ocorrem nas lisinas dos domínios N-terminais das 

histonas, e a metilação no DNA. Estas diferentes modificações podem influenciar 

drasticamente no balanceamento entre a eucromatina e heterocromatina, e também 

podem estar associadas às regiões promotoras e acentuassomos, conforme mostra 

a Figura 3. 

 A acetilação nas histonas é um processo reversível, está fortemente 

associada à transcrição, replicação, reparo do DNA (70–73) e o processo de 

acetilação nas lisinas das histonas é ordenado. Dentre muitos, podemos destacar o 

processo de acetilação que ocorre na histona H4 em mamíferos, pois este começa 

na lisina 16, depois segue uma ordem progressiva acetilando a lisina 8 ou 12, e por 

fim a lisina 5.  Além do mais, a histona H4 é acetilada no citoplasma e depois é 

incorporada junto à cromatina no núcleo (74–77). 

 A acetilação e desacetilação das histonas é catalisada pelas histonas acetil-

transferases (HATs) e histonas desacetilases (HDACs), respectivamente. Dentre as 

diversas HATs, a HAT1 (KAT1) é a mais importante para a acetilação da histona H4 
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Figura 3. Modelo de estrutura do epigenoma em células humanas normais 

 
Legenda:   Este diagrama mostra o estado balanceado da cromatina, o posicionamento dos  

nucleossomos e a metilação no DNA, que mantêm o estado normal de empacotamento do 
DNA. Um gene silenciado (indicado por um X vermelho sobre o início do sítio de 
transcrição designado por uma seta) no topo da figura, tem a ilha CpG na região 
promotora ocupada por um complexo, denominado Polycomb Group (PcG), indicado na 
área sombreada vermelha, associado a trimetilação na lisina 27 da histona H3 
(H3K27me3), marcador de heterocromatina facultativa. Não existe metilação na lha CpG 
na região promotora do gene (mostrado pelas bolas azul-claros) e os nucleossomos estão 
posicionados no início dos sítios de transcrição. Sítios montantes ao promotor são 
intensamente metilados (mostrado pelas bolas vermelhas). O promotor do gene ilustrado 
abaixo do gene silenciado possui um estado transcricional totalmente ativo e possui o 
marcador de cromatina ativa H3K4me3. O mesmo acontece com a acetilação das lisinas 
das histonas H3, H4 e o marcador H3K36me3 no corpo do gene para facilitar alongamento 
transcricional. A região de início do sitio de transcrição (indicado por uma seta) não é 
ocupado por nucleossomos. Mais abaixo, um acentuassomo distal é mostrado para o 
mesmo gene ativo, com uma configuração nucleossômica característica de ativação 
transcricional e um marcador típico de acentuassomo, o H3K4me1, está presente. 
Finalmente, na parte inferior da figura, o empacotamento da maior parte do DNA celular 
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numa configuração de cromatina inativa, com os nucleossomos compactados, presença 
dos marcadores de heterocromatina constitutiva H3k9me2, H3K9me3, presença da 
proteína da heterocromatina 1 (HP1 ou CBX5) e extensa metilação no DNA. 

Fonte: Adaptado de Baylin & Jones, 2011 (78). 
 

e a acetilação ocorre através da transferência do grupo acetil do cofator acetil-

Coenzima A para as lisinas 5 e 12 da histona H4 (79–81). 

 Diferente da acetilação, a metilação nas histonas pode estar relacionada tanto 

à ativação quanto à repressão da transcrição, conforme mostra a Figura 3. A 

metilação ocorre através da transferência do radical metil da S-adenosil-L-metionina 

(SAM), tanto nas histonas como no DNA e é mediada por histonas metil-transferases 

(HMTs) e DNA-metil-transferases (DNMTs). 

 De modo semelhante à metilação, a desmetilação nas histonas é mediada por 

histonas demetilases (HDMs), entretanto no DNA, é um processo mais complexo e 

ainda em estudo, mas já se sabe que é mediado por dois fatores, TET1 (tet metil-

citosina digoxigenase 1) e TDG (timina DNA-glicosidade) (82). 

 Nas histonas de mamíferos, a metilação ocorre em todos os resíduos básicos 

das histonas (argininas, lisinas e histidinas), sendo que somente os resíduos de 

lisina das histonas podem ser monometilados (me1) ou dimetilados (me2) ou 

trimetilados (me3) (83).  

 A trimetilação é uma das modificações mais estudadas e podemos destacar 

as 3 mais importantes, que são, a trimetilação na lisina 4 da histona H3 (H3K4me3), 

a trimetilação na lisina 27 da histona H3 (H3K27me3) e a trimetilação na lisina 9 da 

histona H3 (H3K9me3). Estes diferentes marcadores epigenéticos executam papéis 

cruciais no processo de manutenção da pluripotência, diferenciação de células 

tronco embrionárias em células maduras (84) e equilíbrio da 

eucromatina/heterocromatina (85).  

 A modificação H3K4me3, associada à ativação gênica, e a modificação 

H3K27me3, associada à repressão gênica, catalisadas pelo grupo trithorax (TrxG) e 

pelo grupo polycomb (PcG), respectivamente, são marcadores epigenéticos 

essenciais para o desenvolvimento celular (84,86,87).  

 Regiões promotoras, ricas em ilhas CpGs, de genes fortemente relacionados 

ao desenvolvimento em células tronco embrionárias em humanos e camundongos, 

apresentam um grande enriquecimento de ambos os marcadores H3K4me3 e 

H3K27me3, fazendo com que o domínio destes genes sejam denominados domínios 

bivalentes (84,86,87).  
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 Os genes localizados nestes domínios estão de maneira geral silenciados em 

células pluripotentes, porém ao longo da diferenciação celular, este domínio passa a 

ser monovalente, contendo somente um dos marcadores. Esta mudança pode 

resultar na ativação (enriquecimento do promotor com H3K4me3) ou na manutenção 

do silenciamento do gene (enriquecimento do promotor com H3K27me3) de forma 

específica para cada linhagem celular e também permite uma maior plasticidade nas 

células tronco (84,86,87). 

 A modificação H3K9me3 está associada à formação da heterocromatina 

constitutiva, principalmente pericentromérica, o que a torna um excelente marcador 

de cromatina inativa ou silenciada (85). A presença da trimetilação na lisina 9 da 

histona H3 permite uma forte interação com a proteína da heterocromatina 1 (HP1), 

que vai participar na manutenção da heterocromatina (88), conforme a ilustração na 

Figura 3. 

 Para a formação do marcador H3K9me3, primeiramente a histona H3 sofre a 

modificação H3K9me1 no citoplasma, através da ação das HMTs, Prdm3 e Prdm16. 

Esta histona pré-metilada é depois incorporada na cromatina através de regiões 

satélites no genoma, previamente ligadas aos fatores de transcrição Pax3 e Pax9, e 

sofre a conversão para H3K9me3 através da ação da HMT, SUV39H1 (KMT1A). 

Somente após o estabelecimento deste marcador na heterocromatina ocorre a 

ligação da proteína HP1 (89).  

 Diferentemente das histonas, a metilação e desmetilação do DNA não é tão 

dinâmica. A metilação no DNA ocorre principalmente no carbono 5 de uma citosina 

(formando a 5-metil-Citosina; 5mC), levando à formação de uma ligação carbono-

carbono (C-C) que necessitará de uma grande quantidade de energia para  sua 

quebra. Portanto, isto faz com que a desmetilação no DNA, ao contrário das 

histonas, seja um processo de maior complexidade (82). 

 A maior parte dos estudos têm focado na ocorrência de 5mC em sítios de 

DNA ricos em CpGs (dinucleotídeos citosina e guanina), chamadas ilhas CpGs 

(ICGs). Estes sítios estão em mais da metade dos genes, localizados principalmente 

em regiões promotoras, ausente de nucleossomos, perto do início do sítio 

transcricional (TSS) em vertebrados e possuem aproximadamente 1 kb (90). 

 A metilação em ICGs em regiões promotoras está associada ao silenciamento 

gênico, principalmente quando estes estão localizados em regiões de 

heterocromatina, enriquecidas com o marcador H3K9me3 (Figura 3), onde existe um 
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estado repressivo de longo prazo, como o cromossomo X inativo e regiões de 

imprinting (90).  

 Também podemos destacar a presença da 5mC em ICGs nos promotores de 

genes que estão silenciados somente em células somáticas, e de genes inativos em 

tecidos específicos (90). 

 A ocorrência da 5mC em sítios pobres em CpGs, como dentro de alguns 

genes, ocorre em uma forma tecido-específica e não está associada à repressão da 

transcrição (91,92). Entretanto, a presença da 5mC é crucial para o silenciamento  

dos elementos de transposição (93).  

 A formação da 5mC no DNA é catalisada por 3 DNMTs: DNMT1, DNMT3a e 

DNMT3b. A DNMT1 é responsável por metilar as novas fitas de DNA sintetizadas, 

copiando o padrão de metilação da fita molde, possui uma preferência por DNAs 

hemi-metilados como substrato e por isso ela tem a função de manter o padrão de 

metilação no DNA, gerado após a implantação do embrião, ao longo da divisão 

celular (94,95)   

 A DNMT3a e DNMT3b, são responsáveis pela metilação denominada de 

novo, restaurando o padrão inicial de metilação do início do desenvolvimento 

embrionário e diferentemente da DNMT1, não possuem preferência por DNAs hemi-

metilados como substrato (95,96).  

 Além das duas enzimas DNMT3a/b, existe uma variante denominada 

DNMT3-like (DNMT3L), que forma os sub-complexos heterodiméricos 

DNMT3a:DNMT3L ou DNMT3b:DNMT3L, aumentando a afinidade pela SAM e uma 

maior atividade catalítica (97–99). 

 A ação de novo da DNMT3a:DNMT3L e DNMT3b:DNMT3L, em ICGs perto 

dos TSS e ausentes de nucleossomos, pode ser reprimida pela presença da 

modificação H3K4me3 (associada a regiões de cromatina ativa) nos nucleossomos 

flanqueadores (100). Isto pode corroborar a ausência de metilação nestas regiões e 

manutenção da expressão gênica, conforme mostra a Figura 3. 

 A presença da hipermetilação e inibição da transcrição gênica na 

heterocromatina em regiões satélites é realizada através da ação da 

DNMT3b:DNMT3L e interação desta com a HP1 e SUV39H1, responsável pela 

modificação H3K9me3 (101,102). Um outro estudo corroborou a interação da 

DNMT3b:DNMT3L com a SUV39H1 e HP1, e mostrou que a DNMT3a:DNMT3L e a 

DNMT1 também interagem com as mesmas (101). 
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 A presença da metilação no DNA, estimula a interação do DNA metilado com 

proteínas denominadas MBDs (Methyl Binding Domains). Estas proteínas recrutam 

HDACs que vão desacetilar as histonas, tornando-as permissíveis à ação de HMTs 

(103,104). Como exemplo, Hashimshony et al. em 2003, descreveram a presença da 

metilação no DNA em regiões com baixo enriquecimento de H4Ac e um alto 

enriquecimento de H3K9me3 (105). 

 Não obstante as muitas interações entre as modificações epigenéticas no 

DNA e nas histonas, ainda existe a atuação sinérgica dos sítios de fixação à matriz 

nuclear, essenciais nas alterações da cromatina. Estas alterações têm sido cada vez 

mais estudadas e associadas principalmente ao desenvolvimento do câncer.  

 

 

1.3 Estado da cromatina e modificações epigenéticas no câncer 

 

 

 Dentre as inúmeras mudanças drásticas que ocorrem no núcleo de uma 

célula cancerosa, a deformação na distribuição da heterocromatina periférica, 

incluindo a formação de agregados no centro/pericentro nuclear e perda global da 

compactação, tem sido destacada através de microscopia, e associada à 

carcinomas de alta malignidade e prognóstico ruim (106,107). 

 Como já mencionado anteriormente, a heterocromatina pode ser classificada 

em constitutiva e facultativa, sendo que cada tipo de heterocromatina é definida 

pelas modificações H3K9me3 e H3K27me3, respectivamente. Estas modificações 

podem apresentar diferentes perfis de expressão global, nos diferentes tipos de 

câncer e também nos prognósticos. 

 A alta expressão global da modificação H3K9me3, tem sido associada ao 

adenocarcinoma gástrico e baixa sobrevivência. Entretanto, a baixa expressão 

global da modificação H3K27me3, tem sido associada ao câncer de mama, câncer 

pancreático e câncer de ovário, também com baixa sobrevivência (83).  

 Os diferentes perfis de expressão das histonas é mediado principalmente 

pelas HMTs. Sabe-se que a desregulação das HMTs têm sido associada a diversos 

tipos de doenças, e de aproxidamente 50 lisina e arginina metil-transferases 

codificadas pelo genoma humano, pelo menos 22 têm sido associadas com o câncer 

e outras doenças (108). 
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 A HMT SUV39H1 é responsável pela manutenção da heterocromatina e atua 

na estabilidade genômica, porém quando ocorrem danos no DNA em células 

cancerosas, sua atividade pode ser comprometida, resultando na perda de suas 

funções (109). Esta HMT interage fisicamente com as HDACs 1, 2 e 3, em células 

de osteosarcoma, sugerindo que a repressão da transcrição pode ser conseqüência 

da interação com as HDACs (110). 

 Ao nível de RNAm, a expressão da SUV39H1 está associada à da DNMT1 no 

câncer colorretal (111) e a comprovação de que a proteína SUV39H1 interage 

fisicamente com as DNMTs 1, 3a e 3b, foi realizada em células cancerosas da 

linhagem HeLa (101). Estes estudos mostraram que existe uma cooperação entre a 

metilação no DNA e na histona H3 para a formação da cromatina repressiva.  

 A expressão do marcador H3K9me3 está mais elevada na maior parte dos 

cânceres em comparação as células normais e em fibroblastos normais que foram 

induzidos à senescência através do oncogene mutante H-Rasv12. Entretanto, o 

tratamento dos mesmos fibroblastos com o inibidor de HDAC, ácico valpróico, 

resulta em grandes perdas dos domínios de heterocromatina e menor expressão do 

marcador H3K9me3 (112).  

 Além da HMT SUV39H1, outra importante enzima catalisadora de 

modificações nas histonas e relacionada ao câncer é a HAT1. A alta expressão de 

HAT1 está associada a linfomas malignos (113), porém a baixa expressão já foi 

verificada em algumas linhagens de câncer, principalmente em carcinomas 

mamários, concomitante aos baixos níves de H4Ac (114). Além do mais, a 

acetilação na histona H4 está relacionada ao sistema de resposta a danos no DNA e 

a perda desta acetilação no câncer, pode levar ao mal funcionamento deste sistema 

(115). 

 As modificações epigenéticas nas histonas estão associadas ao 

desenvolvimento do câncer assim como a metilação no DNA. Tanto a hipometilação 

global genômica, quanto a hipermetilação na região promotora de alguns genes, vão 

atuar sinergicamente no desenvolvimento do câncer e também na manutenção do 

estado tumoral.  

 A hipometilação global genômica, está fortemente associada à reestruturação 

da cromatina e desorganização do núcleo em células cancerosas, levando a 

instabilidades cromossômicas. Já a hipermetilação em regiões promotoras, 
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principalmente de gene supressores de tumor, pode levar à repressão da transcrição 

em células cancerosas (116).  

 A hipermetilação local no câncer, ocorre principalmente em ICGs, e pode 

resultar numa maior incidência de desaminação da 5mC em timina e da transição de 

CpG para TpG. Esta mutação é detectada em regiões promotoras de alguns genes 

supressores de tumor (117–119).  

 Em 2011, Daniel et al., listaram 10 genes supressores de tumor (p15, p16,  

RASSF1, MLH1, MGMT, FHIT, DAP-K, APC, Caderina e RAR) que sofrem 

hipermetilação na região promotora nos carcinomas, de cavidade oral, hepáticos, 

salivares, de cabeça e pescoço, colorretais, renais, de pulmão, nasofaringeais, de 

bexiga e pancreáticos (120). 

 Os efeitos da hipometilação global genômica observada em diversos tipos de 

câncer ainda não foram totalmente compreendidos. Alguns autores sugeriram que a 

hipometilação pode induzir a re-expressão de genes antes silenciados, como os 

oncogenes. Genes reativados pela hipometilação global incluem: genes imprintados, 

genes localizados no cromossomo X inativo, retrovírus endógenos, elementos de 

transposição e genes relacionados à resistência às drogas (121–123). 

 As enzimas catalisadoras da metilação no DNA, DNMT1 e DNMTs 3a/3b, 

possuem funções de manutenção e metilação de novo em células normais, 

respectivamente, entretanto na carcinogênese, ambas podem assumir as duas 

funções (124). Estas DNMTs apresentam elevados níveis de expressão, tanto à 

nível de RNAm quanto à nível de proteína, na grande maioria dos tecidos e 

linhagens celulares tumorais (120). 

 As alterações na cromatina associadas ao câncer, também ocorrem nas 

S/MARs, loops de DNA e na expressão das proteínas associadas a estas regiões. 

Como exemplo, a alta expressão das proteínas associadas à matriz nuclear PARP, 

Ku, HMGBs (I/Y), NMP e SAF-A/B é observada na transformação maligna e marca a 

transformação do fenótipo cancerígeno avançado para metástase (66). 

 Ao longo da progressão tumoral acompanhada da diminuição da 

diferenciação celular, os loops de cromatina também podem sofrer um intenso 

alongamento junto a diminuição dos sítios de fixação à matriz (125), conforme 

mostra a Figura 4.  
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Figura 4 - O organização dos loops de DNA nas células de câncer de próstata LNCa 

e PPC3 

 

Legenda:  Modelo esquemático da inter-relação entre os loops de DNA e a matriz nuclear 

(NM) na desdiferenciação de células de câncer de próstata. Nas células mais 

diferenciadas (LNCaP) a NM está mais bem organizada com muitas proteínas (em 

colorido) se ligando às MARs. Nas células PC3, onde desaparecem algumas 

regularidades estruturais da NM, um pequeno número de proteínas está ancorado à NM, 

resultando em loops mais largos. 

Fonte: Adaptado de Barboro et al. 2012 (125).  

 

 Conforme mostrado anteriormente, todos os tipos de câncer estão associados 

à drásticas alterações na cromatina e na matriz nuclear. Entretanto, vale a pena 

ressaltar a importância destas associações especificamente com o câncer de mama, 

pois é um dos mais estudados e o segundo tipo mais freqüente no mundo (126). 

 

 

1.3.1 Estado da cromatina e modificações epigenéticas no câncer de mama  

 

 

 A hipometilação global genômica pode estar associada ao concomitante 

maior enriquecimento no genoma dos marcadores de heterocromatina H3K9me3 e 

H3K27me3 no carcinoma ductal infiltrante, grau III, formando um complexo 

epigenoma característico de carcinomas mamários (127).  

 Esteller e Stefansson em 2013, listaram 10 genes que sofrem hipermetilação 

na ICG no promotor, BRCA1, CDH1, RARB2, CDKN2A, PTEN, RASSF1, RUNX3, 

ESR1, PITX2 e GSTP1, no câncer de mama (128). Outros grupos identificaram 
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perfis distintos de metilação no DNA associados com diferentes tipos de câncer, 

diferente tecidos e subtipos de carcinomas mamários (129,130). 

 A presença do fenótipo de hipermetilação no DNA em ICGs no câncer de 

mama, denominado B-CIMP (Breast CpG Island Methylator Phenotype), está 

fortemente associada ao baixo risco de metástase e sobrevivência, enquanto a 

ausência do B-CIMP, está associada ao elevado risco de metástase e morte (131).  

 Os carcinomas mamários do subtipo luminal B, que apresentam os receptores 

de estrogênio, progesterona e HER-2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2)  

positivos (RE +, RP + e HER-2 +) apresentam o fenótipo de hipermetilação no DNA, 

enquanto os carcinomas do subtipo basal, também denominado triplo negativo (RE -

, RP -, HER-2 -), apresentam uma hipometilação no DNA (132). Os subtipos 

moleculares no câncer de mama serão mais bem discutidos adiante. 

 Concomitante à hipometilação global no DNA, algumas modificações 

epigenéticas nas histonas, como a hipoacetilação global na histona H4 tem sido 

observada na maior parte dos tumores de mamários. Esta hipoacetilação também 

tem sido fortemente associada a progressão tumoral mamária, desde o tecido 

normal, passando pelo carcinoma ductal in-situ, até o carcinoma invasivo (133). Em 

contrapartida, os altos níveis de acetilação e metilação globais nas histonas H4 e 

H3, estão associados com um diagnóstico favorável e ocorrem quase 

exclusivamente nos carcinomas do subtipo basal (134).  

 Estudos associando a expressão do marcador de heterocromatina H3K9me3 

e da HMT SUV39H1 em carcinomas mamários ainda são muito escassos. 

Entretanto, sabe-se que tumores mamários invasivos apresentam um baixo 

enriquecimento de H3K9me3 na heterocromatina pericentromérica no cromossomo 

5, acarretando no aumento de instabilidades cromossômicas, quando comparados 

ao tecido normal mamário adjacente (135).  

 A perda da heterocromatina no cromossomo X, manifestada principalmente 

pela perda do corpúsculo de barr, é frequentemente detectada no câncer de mama e 

está associada à baixa sobrevida (136,137). A perda da heterocromatina é também 

observada na periferia nuclear de células provenientes de tecido normal mamário, 

quando comparadas às células tumorais (106). 

 Ao longo da progressão tumoral mamária, as proteínas da MN se ligam 

diferentemente ao DNA e são expressas de forma altamente heterogênea de acordo 

com cada estágio de progressão tumoral (138). Diversas proteínas associadas à 
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cromatina que reconhecem especificamente as regiões em que ocorrem o 

despareamento de bases, denominadas BURs, apresentam elevados níveis de 

expressão no câncer de mama maligno (139).  

 Dentre as proteínas que se ligam às MARs, podemos destacar a p114 que 

apresenta elevados níveis de expressão e ancoragem às MARs exclusivamente em 

carcinomas mamários malignos (140), e a SATB1, também muito expressa em 

carcinomas mamários malignos, onde atua no remodelamento dos loops de  

cromatina e reprogramação da expressão gênica associada ao estado tumoral 

mamário agressivo (141). Além do mais, a expressão elevada de ambas as 

proteínas podem ser indicadores apropriados para um prognóstico ruim. 

 Apesar dos inúmeros estudos realizados associando as MARs com os 

diferentes tipos de câncer, conforme mostrado anteriormente, estudos com o 

mapeamento das MARs e sua associação com o câncer de mama ainda são 

insuficientes. Em 2011, em estudo realizado pelo nosso grupo, foi mostrado que 

existem MARs exclusivas de células normais mamárias que podem favorecer o 

ancoramento de fatores transcricionais, levando ao aumento da expressão de genes 

flanqueadores localizados nos loops de cromatina (Artigo I;142)  

 Contudo, estudos associando as diferentes interações entre as modificações 

epigenéticas e os sítios de fixação à matriz nuclear no desenvolvimento do câncer 

de mama, ainda são raros, ratificando a importância de mais estudos para a 

elucidação do processo de progressão tumoral e metástase. 
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2 O CÂNCER DE MAMA E O GENE SUPRESSOR DE TUMOR TP53 

 

 

 O câncer de mama é o tipo de câncer que mais acomete as mulheres no 

mundo todo. No Brasil, foram estimados para o ano de 2012 mais de 52 mil novos 

casos (126). Conforme mencionado anteriormente, o câncer de mama pode ser 

classificado em diversos subtipos moleculares de acordo com a expressão dos 

receptores de estrogênio, progesterona e do oncogene HER-2. Estas classificações 

também devem ser levadas em consideração na utilização de linhagens celulares 

provenientes de tecido mamário, e elas são: Luminal A (RE+/RP+/HER-2-), luminal 

B (RE+/RP+/HER-2+), subtipo HER-2 (RE-/RP-/HER-2+) e basal ou triplo negativo 

(RE-/RP-/HER-2-) (143). 

 Existem diversos fatores de risco associados ao desenvolvimento do câncer 

de mama, como por exemplo, aqueles relacionados à vida reprodutiva da mulher e a 

alta densidade do tecido mamário (144). Entretanto, dentre todos os fatores 

associados ao desenvolvimento de câncer de mama, devemos ressaltar a 

importância das alterações no gene supressor de tumor TP53.  

 A presença de mutação no gene TP53, é a característica mais comum nos 

diversos tipos de câncer (145) e no câncer de mama, esta mutação ocorre em 

aproximadamente 30-40% dos casos (146–148). A presença destas mutações pode 

inibir algumas das funções crucias exercidas pelo produto do gene TP53, 

favorecendo o desenvolvimento do câncer, tais como, regulação da apoptose, 

parada do ciclo celular, senescência, sensor de danos no DNA, resposta imune e 

estabilidade genômica (149,150).  

 Apesar de tudo o que já se sabe sobre o papel das diferentes mutações no 

gene TP53 e, suas conseqüências na proteína P53 no organismo, é ainda 

importante ressaltar que o gene TP53 possui 19.200 pb, contêm 11 exons e 

apresenta dois promotores, P1 e P2, que permitem a síntese de 9 isoformas de 

RNAm e 12 isoformas de proteínas (151,152).  

 Contudo, ainda pouco se sabe sobre a regulação da transcrição do gene 

TP53 e sua relação com a organização da cromatina e as modificações epigenéticas 

em seu domínio gênico. 
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3 OBJETIVOS 

 

 

 Para compreender melhor a organização da cromatina, através das MARs e 

das principais modificações epigenéticas no genoma e nas histonas, e suas 

implicações na transcrição do gene TP53 nos diferentes níveis de progressão do 

câncer de mama, foram designados os seguintes objetivos específicos: 

  

(a) Mapear os possíveis sítios de fixação à matriz nuclear (MARs), na região 

de domínio do gene TP53, em linhagens provenientes de tecidos 

mamários normais e tumorais. 

(b) Verificar a expressão do gene TP53 e dos genes flanqueadores nas 

mesmas linhagens; 

(c) Analisar o estado da cromatina nas MARs, através dos marcadores H4Ac 

(cromatina aberta) e H3K9me3 (cromatina fechada), incluindo a região 

promotora P1 do gene TP53, e a especificidade e intensidade da ligação 

de complexos protéicos nas MARs, nas mesmas linhagens. 

(d) Verificar o estado da metilação global genômica, expressão global e 

distribuição nuclear, dos principais marcadores epigenéticos de histonas, 

H4Ac, H3K9me3 e H3K27me3, no desenvolvimento tumoral, através do 

modelo celular de progressão tumoral mamária, contendo 4 linhagens 

provenientes do mesmo paciente, denominado série 21T (H16N2, 21PT, 

21NT e 21MT1); 

(e) Verificar a expressão dos genes responsáveis pela modificações 

epigenéticas, citadas acima, no DNA e nas histonas na série 21T; 

(f) Verificar a expressão do importante gene supressor de tumor TP53 e o 

enriquecimento com os marcadores H4Ac e H3K9me3 em sua região 

promotora P1 na série 21T. 



34 

4 METODOLOGIA  

 

 

 Nesta seção, optamos somente por descrever as linhagens celulares 

utilizadas em nosso trabalho. Entretanto, as metodologias empregadas nos demais 

experimentos realizados estão descritas detalhadamente nos Artigos I, II e III.

 Para o estudo das MARs foram utilizadas as linhagens mamárias normais 

MCF-10A e HB2, e as linhagens tumorais mamárias BT474, T47D, MCF7 e MDA-

MB-231, doadas gentilmente pelo Dr. David Cappellen. Para o estudo das 

modificações epigenéticas na progressão tumoral mamária, foram utilizadas as 

linhagens da série de progressão tumoral 21T. A tabela 1, mostra as principais 

características de todas as linhagens utilizadas, incluindo as mutações descritas no 

importante gene supressor de tumor TP53. 

 A série 21T é um conjunto de 5 linhagens (H16N2, 21PT, 21NT, 21MT1 e 

21MT2) derivadas e estabelecidas a partir do mesmo paciente  em diferentes 

estágios de progressão tumoral mamária. A H16N2 é proveniente de tecido normal 

mamário adjacente ao tumor, a 21PT é proveniente de um carcinoma infiltrante, a 

21NT é proveniente de carcinoma intraductal ou Ductal In-Situ (CDIS) e as linhagens 

21MT1 e 21MT2 são provenientes de uma efusão pleural, estabelecida um ano após 

a mastectomia que originou as linhagens 21PT e 21NT, sendo as únicas linhagens 

que possuem potencial metastático (153,154). 

 As células da série 21T mimetizam os estágios específicos da progressão 

tumoral mamária quando são injetadas e crescem na camada adiposa mamária de 

camundongos nus: 21PT- Hiperplasia Ductal Atípica (HDA), 21NT- CDIS e 21MT1- 

Carcinoma Metastático Invasivo (CMI). Além disto, as linhagens expressam as 

citoqueratinas 8, 18 e 19, assim como a proteína HMFG-2, identificando-as como 

pertencentes ao tecido epitelial de origem mamária (154,155).  

 A linhagem H16N2 foi gentilmente cedida pela Dra Vimla Band (Departamento 

de Genética, Biologia Celular e Anatomia, Instituto Médico da Universidade de 

Nebraska) e as demais linhagens 21PT, 21NT, 21MT1 e 21MT2, foram cedidas pelo 

Dr. Pierre Hainaut (Agência Internacional de Pesquisa e Prevenção ao Câncer-

IARC, Lyon, França).  
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 Vale a pena ressaltar que todas as linhagens da série 21T foram submetidas 

à teste de genotipagem no laboratório do Prof. Dr. Franklin Rumjanek no Instituto de 

Bioquímica Médica da UFRJ. 

 

Tabela 1 - Características das linhagens celulares utilizadas neste trabalho 

(145,152–154 e ATCC®) 

Linhagem 
celular RE

1 
RP

2 

Subtipo de 
carcinoma 
mamário Origem 

Estado do 
TP53 

MCF-10A - - 
Tecido normal mamário de 

paciente com doença fibrocística 
e imortalizada espontaneamente 

Selvagem 

HB2 - - 

Linhagem obtida através de 
subclonagem e imortalização, 
com vírus SV-40, da linhagem 

MTSV-1.7, proveniente de células 
do ducto normal mamário, a partir 

do leite (157,158) 

Selvagem 

BT474 (+) (+) 
Carcinoma Ductal 

Infiltrante 
Ducto glandular mamário c.853G>A 

T47D (+) (+) 
Carcinoma Ductal 

Infiltrante 
Sítio metastático/Efusão pleural c.580C>T 

MCF7 (+) (+) Adenocarcinoma Sítio metastático/Efusão pleural Selvagem 
MDA-MB-231 (-) (-) Adenocarcinoma Sítio metastático/Efusão pleural c.839G>A 

HeLa - Adenocarcinoma Cervix Selvagem 

H16N2 - - 

Linhagem obtida através de 
transfecção com HPV-16 E6/E7 

em uma linhagem proveniente de 
tecido normal (159) 

Selvagem 

21PT (-) (-) HDA
3 

Carcinoma intraductal c.96_97ins1 
21NT (-) (-) CDIS

3 
Carcinoma infiltrante c.96_97ins1 

21MT1 (-) (-) CMI
3 

Sítio metastático/Efusão pleural c.96_97ins1 

21MT2 (-) (-) CMI
3 

Sítio metastático/Efusão pleural c.96_97ins1 

Legenda: 1-Receptor de estrogênio;2-Receptor de progesterona;3-Subtipos de carcinomas mamários 
mimetizados pela série 21T quando crescem em camundongos nudes. 
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5 RESULTADOS 

 

 

 Os resultados obtidos estão compreendidos em 3 artigos, compondo cada um 

uma seção secundária, conforme será mostrado posteriormente. O primeiro artigo 

publicado em 2011 na revista Journal of Cellular Biochemistry, intitulado “Loop 

domain organization of the p53 locus in normal and breast cancer cells correlates 

with the transcriptional status of the TP53 and the neighboring genes”, descreve os 

sítios de fixação à matriz nuclear na região de domínio do gene TP53 e sua possível 

influência, tanto na regulação da expressão do gene TP53 como nos seus genes 

flanqueadores, em linhagens celulares de câncer de mama. 

 O segundo artigo, ainda não publicado (ainda em processo de escrita), e 

intitulado “MARs and TP53 gene domain in breast cells”, descreve o estado da 

cromatina nos sítios de fixação à matriz nuclear, descritos no primeiro artigo. Além 

disto, este artigo também mostra a ligação de complexos de proteínas, de forma 

altamente específica, no sitio de fixação à matriz nuclear, detectado somente nas 

linhagens normais MCF-10A e HB2, no Artigo I. 

 O terceiro artigo, encontra-se em análise na revista Molecular Cancer, sob o 

número: 1497872969115980, e é intitulado “Epigenetic modifications and chromatin 

distribution in breast cancer progression”, descreve importantes modificações 

epigenéticas no modelo de progressão tumoral denominado de série 21T. Além 

disto, descreve a manutenção do estado da cromatina na região promotora do gene 

TP53 nesta série de linhagens, e sugere que esta manutenção pode ser um 

importante fator na manutenção da expressão gênica ao longo da progressão 

tumoral mamária. 

 Todos os resultados não inseridos nos artigos, estão na seção “Apêndice”.  
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5.1 Artigo I: Loop domain organization of the p53 locus in normal and breast 

cancer cells correlates with the transcriptional status of the TP53 

and the neighboring genes 

 

 

 A proteína P53, apresenta uma papel crítico na supressão de tumor e 

integridade do genoma. Apesar do vasto conhecimento sobre o controle da proteína 

P53, pouco se sabe sobre a regulação transcricional do importante gene supressor 

de tumor TP53.  

 Neste artigo, foi analisada a organização do domínio do gene TP53, utilizando  

a técnica de arranjos de DNA em diversas linhagens de câncer de mama e 

linhagens controles. Foi detectado que na linhagem controle HB2, o gene TP53 está 

posicionado num domínio de DNA relativamente pequeno, de 50kb, delimitado por 

dois sítios de fixação à matriz nuclear, MAR2 e MAR3.  

 Minha participação neste artigo, foi a confirmação do sitio de fixação à matriz 

nuclear, MAR2, por PCR em tempo real (qPCR) na linhagem HB2 e na linhagem não 

cancerosa MCF10A. Ainda, realizei as análises in silico, na busca de putativas 

MARs, que corroboraram os resultados obtidos pelo arranjo de DNA. 

 Foi interessante a descoberta de que esta estrutura de domínio de DNA é 

radicalmente diferente nas linhagens de carcinoma mamário, MCF-7, T47D, MDA-

MB-231 e BT-474, nos quais o tamanho do domínio é aumentado e a expressão do 

gene TP53 é diminuído. Por fim, foi proposto um modelo correlacionando a 

organização do domínio do gene TP53 e a transcrição deste gene com os genes 

flanqueadores. 
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Supplementary Table 1: Oligonucleotide sequences for the DNA array. 

Oligo name Sequence 
Size 
(bp) Probe 

TP53-589 TACCTGAGCTAATAGATGAAGAATTGTATCTCGAA 35 1 

TP53-2096 TTTTACAGGACAAAATGTTACAATCCCTAGAAATTTATTC 40 2 

TP53-3666 CTTTGCATAACTTAAATAAGGAAAACTGTGTGATATTAAT 40 3 

TP53-4981 AAAATAAACTAAGTTGAGTGTTCAAAATCACTACATTAGG 40 4 

TP53-7118 TAGAATAGTATAATACCAACGAAAGGGAATCTGACAATTA 40 5 

TP53-8811 CTAAAAGAAATTTGAAAATAATTGCACTATACCATGATAG 40 6 

TP53-10390 CAATAAAGTCCTCTTGACAAATAAATATAAGCACATTTAAG 41 7 

TP53-11679 GAGAATAAACCTAAAGAAAAGTAGAGAATCAAAGAGATAT 40 8 

TP53-13016 CTGGATTTTAGATGTTGTTACCATAAATGGAAGGCAAATC 40 9 

TP53-14347 ATTGAATCTAGAATGACACTGATAATTTATAAAGGATAATAA 42 10 

TP53-16325 AATTTAATGTATAATGACAGAAGATTGGTAGTTGATGGAG 40 11 

TP53-18729 TTCATTTGGGAGAGTACAACTTAAAGAATAAAATACATTA 40 12 

TP53-19811 CATCATATCTTGATCTTGGACTCAACTTAAGAATCACTTT 40 13 

TP53-21038 TAGAAAATAGATTCAGAGCAGATAAGGAAGGTGGTATTATA 41 14 

TP53-23043 TTTAAGAATCTGTAACTCTCTACTGTAGTAGATTTAACAG 40 15 

TP53-24712 CATAGGAGATAAAGGTTTAGAAAATAAGGTGATGAATTTA 40 16 

TP53-27749 AAAATTGAAAAAGAAAAAGAGACATCAAGAAGTGGTAATA 40 17 

TP53-29757 TTTTCTTTATTCTCCCTTTAAAAAGCCATTAGCCTAAATA 40 18 

TP53-31024 TATTAAGTTTCCTAGTTTATACTCTTTTATCTTCTGCATTA 41 19 

TP53-34597 TCCCTTCCATGTACTGTAGATGAAATAGTATATCCCATAG 40 20 

TP53-35689 TGCTTTTTAAATTGACATATGCAGTGATAACCTGCTTTAG 40 21 

TP53-37118 TTCTTAATATTCACTGAATCATACACACAGACAATACCTT 40 22 

TP53-39155 CTGATTTCTACATCCCCGTATCTTATCTCTGTCAC 35 23 

TP53-42977 CAAGACTCCTAATTTCTTACAAGAATCTTTTCACCAGTAA 40 24 

TP53-44337 AACTTTCATTCAATTAACATGTATTGGCTGCTGATACATT 40 25 

TP53-45989 TTCTTATTAATCTCACACAGTTCCTGACATATTAGTTCTC 40 26 

TP53-47097 CTTCTCTTATTTTCTTTTTCTTTCTTTCCTTCCCTTCCTT 40 27 

TP53- 48198 TTTCAGAAGTCTTCTCTTTCCTTGTTCTTGTCTTT 35 28 

TP53-50458 CTTGAGTTTGAAGAAAGTATAAATAGTCTAAGATAAAGGC 40 29 

TP53-52461 CAATCTCTTGCTGTATTCATCTTGTCTTTGCTCATTAAAG 40 30 

TP53-53834 TCATTATCTCCACCTCTTTTAATCTTTCTTCAAATCTTGC 40 31 

TP53-57602 AGATAATGATTCTTAACATGTGGTATGTAGAGCAAGTGTA 40 32 

TP53-60468 TTAGGTCTTTCATTTCAGGAACTGTGTTCAAAGTT 35 33 

TP53-61713 TATTACGAACAGCCAGATAATGGAGTCCTCAACTA 35 34 

TP53-62792 CTTCCTATTCAACCCTTAATCATGTATCTCTTCTTTCTTG 40 35 

TP53-64871 TTTTAGCAAGTTATCAACTAATCACTAACTCCTTCCTTTT 40 36 

TP53-66284 CAATATGAACTATAAGATCCTAATTTTGTGGAAAGTAAAC 40 37 

TP53-67373 CATTGTTCCTATCTATTGTTTGTCTCTTGACTTTGTAGTA 40 38 

TP53-68470 CAAATATATCTAATGTGTTCCAATTAAATTGAAATGCTAAT 41 39 

TP53-70623 CTACTTATCTGCCTTACTAAATTCTGTTAATTCCATAATAT 41 40 

TP53-72489 CTCTTGACCTTAATTGAAATTATCTTAATGTTTAACTTATTAG 43 41 

TP53-73864 AATAGAACATATTGATTTAAGGTTGTGAATTACAAGTTTA 40 42 

TP53-76030 GGCAGCAAAGTTTTATTGTAAAATAAGAGATCGATATAAA 40 43 

TP53-77897 AACTCTGGCTGTATTCAGTATTACACAATTATTAG 35 44 
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TP53-80958 TATATATTATGGTATAAGTTGGTGTTCTGAAGTTAGTTAG 40 45 

TP53-83443 AGGAGTCAGAGATCACACATTAAGTGGGTAAACTATAAAA 40 46 

TP53-85072 CTTCTTTAATCTCATCTCTTAACAACCACTCCCTC 35 47 

TP53-86461 CTTTATGCCAAATTTGTCATCAGATTTGCTAAGAAACATG 40 48 

TP53-87529 TGTCTTTATCTCTCAAATCTTCAGTAGCAACTAAAATCTC 40 49 

TP53-94577 CTCTAAAATATACAGCTATGAGTTCTCAATGTTTCGAGAT 40 50 

TP53-97460 CTGAAGTTATTTAGAGAGAGGTTTCCCCTTTCTTTAATTA 40 51 

TP53-99755 TTTTAAAACAGAAGAGTGAATGGTTTATGGGTGGG 35 52 

TP53-101554 TAAATAAGTTTTTGATGAAGCTGAATAAATTGTCATGGTA 40 53 

TP53-102863 TTAAATAGATAAAATTTGTATAGGTCAGAAAATTGGGGAA 40 54 

TP53-104208 GACTCAGAGATTTTTATGGGAATTAGCAGATAGAGATAAG 40 55 

TP53-106018 GAGGGATGTATATGATATAATACCATTACTGTTAAGTCTA 40 56 

TP53-107918 AGGTATTATTATTTGTTTCTTCCTCTCTAAGTGTTTATAA 40 57 

TP53-109662 CTAGAAAATTGTTGATAAAGCTGATTCCGTTTTCCTGTAG 40 58 

TP53-111088 GATATAAAAAGGTTTTTATGATACTAGAGTCTTCGTGTCT 40 59 

TP53-114385 GTAAGGTGTTTGAATGTATTATGTGCTCATTAAAGGAGAG 40 60 

TP53-116496 TGGAAACCAAATGAGGAAAAGACTCAATTAGAACTAATTA 40 61 

TP53-118406 TAATTTGTCTTGTTCTTTCCTTTCCATATCCCAGTATAAT 40 62 

TP53-120483 AAATACACACACATATTCCTAGAGTAACAACTGCAACAAA 40 63 

TP53-122123 AATGGTTGACATCATATCTGGAATTTTAATTAGAATGAAA 40 64 

TP53-123272 ACTTTAATATCATTTCATTAAGTCAGCAAGTTCAGAGAAG 40 65 

TP53-124382 AAGAAAATGTCATAAATTTCGCTCCTCATGGAAATGTAAT 40 66 

TP53-126644 CTTGATAGATCTTTTCCTGATTATCTTATGTTCTCATACC 40 67 

TP53-128269 ATAGTAGCTTGTGAAATAGAATCCCCTTCTAAAATTAAAG 40 68 

TP53-130103 GACTCCTATATCTTTACTTGTAAGTTGCATCAGAG 35 69 

TP53-131601 GAAGATATTGTCCTAATTGGATACTAATTTCTAAGACATG 40 70 

TP53-133456 CCTGTCTATATGTATTATAGGAAAGATTTTAGATCACTATTA 42 71 

TP53-134536 TATTACTCTTAGAGGCAAGAAATCTTATTTTTCTGTTTCT 40 72 

TP53-135737 TTTAGATAGATAACTATTTCAACAGTGTGGAGAATACATTA 41 73 

TP53-136842 GAACTTGAGAGGGTGTAATAAAATCTTAGTAAAGAGAAAG 40 74 

TP53-138133 CATCTTGGCTAAGCTACTCAATTGTAGGAAAAATTAATTC 40 75 

TP53-140149 ATATGTAGCAGTCAGAACTTTAAGGAATTTTATATTTAAT 40 76 

TP53-141444 CTTCAACTTAGACTTGGAAATTTCTAAAAGCACAT 35 77 

TP53-142497 AGAGAGACATCAAGTTAACCAATAAATATACATCAAGTAC 40 78 

TP53-143801 AATTTGATATGATGTGACAGGCTGATTATGTTAGT 35 79 

TP53-144944 CAGAGGATCTGTGGTTGAAAAGGTAGTGAAGATTG 35 80 

TP53-146320 AAATTCTATTATGTATGAATCTGCTCCTAGAACTTAGATG 40 81 

TP53-147436 GAACTTGCTGGAGATTGAGGACATCTTTCATAAAA 35 82 

TP53-149706 AAAGACAGCACAAAGAAACAACAGAAAAACATTGTTTTAA 40 83 

TP53-150951 TTACAACTTATCTTAAAACACAACAAAACAAAACAATGAT 40 84 

TP53-152550 ATTGTATTCAAATAACAGGATTTCCTTAAACACTAATGAT 40 85 

TP53-154008 GTACTATACATATTGTTCTATATATTCCAAGTGCTTTCAAA 41 86 

TP53-155356 ATTGTTTTCCAGAGAGATGTTATAGGATACTTTACATTTT 40 87 

TP53-157099 ATAATACGTTTATGCTACTAGAAATGTTTCTGTATCTATT 40 88 

TP53-158581 TCAATATTCTTTCCAAATAACATTTCAGCAGTATTTAGAA 40 89 

TP53-160702 TAGGTGTCTGAATTTCTGAACTTTGCTTTAGCATATTAAA 40 90 
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TP53-162054 TATCAAGAAACCGCGATCACAAAGATACAAATCTCTTAAG 40 91 

TP53-163369 CACTTAAGATGAAGGCTTCATATGCAATTTAAAATTGCCT 40 92 

TP53-164872 CTTCAAGATGCTATTTTATTCCTTCTTTTTCTCTTATCTG 40 93 

TP53-165988 TCTAGAATCTAGACTAGTGGTCTAGAAATGTTCACATTTC 40 94 

TP53-167253 ATTGCATCTTATTTGTCAGTTTCCCTTAATTCCTAAACTT 40 95 

 
Supplementary Table 2: Sequences of quantitative RT-PCR primers for validation of 
matrix-attached sites. 
 
Localization Primers sequence 

Oligo 7 F: CTGTAGGAGTCAGGAGCAATA 
R: TGCCTGAATTTCACATAAGCC 

Oligo 21 F: GACAGCTGGATCTTGTGACTG 
R: GCTGAGGGTCTTAAGGCTTAC 

Oligo 22 F: GAGTGGGTGATTTCTACTGCT 
R: AACTCCTCCCCCAGTCTTTTC 

Oligo 23 F: CAAATGCTCAGAGGGGAGTCA 
R: TGTTTGTCCAGCCAGGAATCC 

Oligo 42 F: TCCTCAGAGTACGAATTTTAG 
R: GAGATCTGAAATCAAATCTCC 

Oligo 43 F: GACGGTTGGTTCCTGAGTTAT 
R: AAGCACATCTGCATTTTCACC 

Oligo 62 F: GCTCTGTGCTGATTTTAGGAC 
R: GGATGGAATGAACAAGACAGC 

Oligo 63 F: GTCTGGAGCTATTTGAAAATG 
R: TGTCTTCCTGTGCCTGTAGTC 

Oligo 64 F: GGAATTTCTGATGCGGAATGG 
R: TCCCAGGTCTCAAAACTCTCC 

 
Supplementary Table 3: Sequences of quantitative RT-PCR primers. 
 
Gene Localization Amplified exons Primers sequence 

TP53 17p13.1 5 F: GGCCATCTACAAGCAGTCAC 
R: CCAGACCATCGCTATCTGAG 

WRAP53 17p13.1 4-5 F: CTTGACCAATAGTGCTGATAAC 
R: GCTGAGGACATCAGAGAATAC 

EFNB3 17p13.1 2-4 F: CCGCTCGCACCACGATTACT 
R: CTCGGGGACTTTGTCCCACT 

SAT2 17p13.1 2-4 F: GCCCTGAGAGCAGATGGCTT 
R: GTGCGTCCCTTCCATGTACT 

SHBG 17p13.1 3-4 F: TTATGCTGGGACTTCGAGACG 
R: CCAAGCGCAATCCTCATGATG 

ATP1B2 17p13.1 4-5 F: GGCAGCCCTGTGTCTTCATC 
R:  ACCAGGGGCTGTGTGTAGTT 

DNAH2 17p13.1 8-11 F: AGCCCAAGGACATCTCTAGCA 
R: GTGATACTGACAGTCACATAC 

FXR2 17p13.1 7-8 F: GAGACAAGCAAGCAGTTGGCA 
R: CGGTCACCCCAGGTACTTTTC 

EF1α 6q14.1 
 

3-5 F: CTGGAGCCAAGTGCTAACATG 
R: CCGGGTTTGAGAACACCAGT 

 
 



53 

5.2 Artigo II: MARs and the TP53 gene domain in breast cells 
 

 

 No artigo anterior, foram determinados os sítios de fixação à matriz nuclear 

(MARs) no domínio do gene TP53 em 4 linhagens de carcinomas mamários e duas 

linhagens não-cancerosas controle. Além do mais, foi verificada a existência da MAR 

2, somente nas duas linhagens controle.  

 Neste artigo, realizamos uma tentativa de caracterização das MARs, num 

outro nível de complexidade da cromatina, através da determinação do 

enriquecimento com os marcadores epigenéticos de cromatina aberta (H4Ac) e de 

cromatina fechada (H3K9me3), nas linhagens controle não-cancerosas HB2 e MCF-

10A, e nas linhagens cancerosas MDA-MB-231, T47D e MCF-7.  

 Além do estado epigenético da cromatina, foi verificada a possível ligação de 

proteínas e a ligação específica da proteína PARP-1 ligante às MARs (MARBP) na 

MAR 2, através de ensaios de gel shift (EMSA). Através da utilização de um 

programa de busca de sítios de ligação de fatores de transcrição, foram detectados 

sítios putativos, na sequência MAR 2, com os fatores de transcrição c/EBPbeta e c-

myb, que poderiam ser interessantes elementos reguladores em cis da expressão 

gênica do TP53 e demais genes flanqueadores.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



54 

 

 

 



55 

 



56 

 



57 

 



58 

 



59 

 



60 

 



61 

 
 



62 

 

 



63 

 

 



64 

 

 



65 

 

 



66 

 

 



67 

 

 



68 

 

 



69 

 

Figure 1 – Chromatin state of MARs and TP53P1 promoter region in TP53 gene 
domain. (A) TP53 genomic region organization based on NCBI database: 
NT_010718.16:7.1M-7.2M (94Kbs+), covering the 167kb genomic domain at the 
17p13.1 chromosomal region. Genes are represented by horizontal bars and arrows 
indicate the four analyzed MARs (black); P1 promoter region of TP53 gene (gray). 
(B) ChIP assay of MARs, indicating the enrichment of euchromatin marker H4Ac 
(relative to beta-actin gene region) and heterochromatin marker H3K9me3 (relative 
do alfa-satellite gene region). Underline indicates cell line where MAR was described. 
Error bars correspond to +/-S.E.M. from 3 different experiments. *p<0.05; **p<0.005; 
***p<0.0005. 
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Figure 2 – PARP-1 binding on MAR2. Supershift assay of MAR 2 with the MARBP 
(MAR Binding Protein) PARP-1. Whole cell protein extracts were incubated with: 
+Radiolabeled DNA probe for 30 minutes, and addition of 1ug of anti-PARP-1, 
followed by 30 minutes of incubation; *+Anti-PARP-1 for 30 minutes and addition of 
DNA probe, followed by 30 minutes of incubation. MDA-MB-231 and MCF-7 cells 
showed a completely fade of upper band, indicated by a bold arrow, in the right. The 
experiment was performed in triplicate. 
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Figure 3 – MAR2 and Non-MAR protein binding. (A) The gel corresponds to 
EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) and the right black arrow highlights the 
band shift. The whole-cells lysates of HB2, MCF10A, MDA-MB-231, T47D and MCF-
7, were incubated with oligos 7 (non-MAR) and 42 (MAR 2). Oligos number were 
accordingly our previous work (Goes et al. 2011). (B) The graphic below shows the 
percentage of relative binding by densitometry analysis (band shift - free probe), 
assessed by ImageJ 1.47 version software, for MAR2 (oligo 42 region). Error bars 
correspond to +/-S.E.M. from 3 different experiments. *p<0.05. 
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Figure 4 – Schematic representation of putative cis-acting factors in MAR2 
sequence. Analysis of transcription factors binding sites was performed assessing: 
http://alggen.lsi.upc.es/cgibin/promo_v3/promo/promoinit.cgi?dirDB=TF_8.3. 
(Messeguer et al. 2002; Farré et al. 2003).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://alggen.lsi.upc.es/cgibin/promo_v3/promo/promoinit.cgi?dirDB=TF_8.3
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Figure 5 – Loop domain organization model of TP53 gene through detected 
MARs and chromatin markers. Bars correspond to H4Ac enrichment (blue) and 
H3K9me3 enrichment (red), at MAR1, MAR2, MAR3, MAR4 and TP53P1. As our 
previous model (Goes et al. 2011), loops are restricted by MARs and we used four 
points when the limits of loops were unknown. Blue arrows represent ATP1B2 and 
TP53 genes with transcription direction. 
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5.3 Artigo III: Epigenetic modifications, chromatin distribution and TP53 

transcription in a model of breast cancer progression  

 

 

 Neste artigo, foram descritas alterações epigenéticas chaves para a 

progressão tumoral mamária, através de 4 linhagens que constituem a série 21T 

(H16N2, 21PT, 21NT e 21MT1). Estas linhagens são originárias da mesma paciente, 

paciente 21, e mimetizam diferentes estágios de desenvolvimento tumoral mamário, 

desde o tecido normal até o metastático invasivo. 

 Dentre as alterações epigenéticas foram verificadas a metilação global 

genômica, a expressão global dos marcadores epigenéticos nas histonas H4Ac, 

H3K9me3 e H3K27me3, a distribuição nuclear dos marcadores H4Ac e H3K9me3, a 

expressão de RNAm de importantes genes relacionados às modificações 

epigenéticas analisadas, e o enriquecimento dos marcadores epigenéticos H4Ac e 

H3K9me3, na região promotora do importante gene supressor de tumor TP53, ao 

longo da progressão do câncer mamário.  

 Os resultados obtidos mostraram de forma mais aparente nas células de 

mama metastáticas, uma hipometilação global genômica, hipoacetilação global e 

acumulação de heterocromatina pericêntrica. Também foi possível sugerir que estas 

alterações epigenéticas estariam ocorrendo em sinergia somente nos últimos 

estágios de progressão metastática. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



75 

 

 



76 

 

 



77 

 

 



78 

 

 



79 

 

 



80 

 

 



81 

 

 



82 

 

 



83 

 

 



84 

 

 



85 

 

 



86 

  



87 

 

 



88 

 

 



89 

 

 



90 

 

 



91 

 



92 

 

Tables 

Table 1. Expression of key genes responsible for epigenetic modifications in 
21T series cell lines.  

Genes H16N2 21PT 21NT 21MT1 

DNMT1 0.045552300 0.004120244 0.0389197100 0.0033738800 

DNMT3A 0.000246858 0.003024751 0.0013899000 0.0001814570 

DNMT3B 0.000175841 0.008179488 0.0000875218 0.0002220440 

SUV39H1 0.000002911 0.000367855 0.0008094410 0.0001528890 

HAT1 0.000245947 0.029841590 0.0448822600 0.0000071696 

    -RT-qPCR analysis relative to β-actin gene. 

Supplementary Table 1. Fold expression change of key genes responsible for 
epigenetic modifications in each cancer progression stage.  
 
Through unpaired T-test with Welch’s correction, we could compare the genes 
expression values (table 1), for each breast cancer progression stage, as shown in 
supplementary Table 1 (the table shows only fold change values with p-value <0.05). 
 

H16N2 to 21PT 

Genes  Fold change  p value 

SUV39H1  126.3672278  0.0005 

HAT1  121.3334133  0.0073 

DNMT3B  46.51638696  0.0008 

DNMT3A  12.2529997  0.0296 

DNMT1  0.09045084  0.0416 

 
21PT to 21NT 

Genes  Fold change  p value 

DNMT1  9.445971161  0.0103 

DNMT3B  0.010700156  0.0011 

 
21NT to 21MT1 

Genes  Fold change  p value 

DNMT3A  0.130553997  0.0060 

DNMT1  0.086688219  0.0103 

HAT1  0.000159743  0.0087 

 
H16N2 to 21NT 

Genes  Fold change  p value 

HAT1  182.4875441  0.0088 

DNMT3A  5.630362395  0.0028 

 
H16N2 to 21MT1 

Genes  Fold change  p value 

DNMT1  0.07406607  0.0405 

            -RT-qPCR analysis relative to β-actin gene. 
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Figure 1 

 

Figure 1. Relative global genomic methylation levels of the 21T cell lines. 
Relative global genomic methylation of the non-cancerous cells (H16N2), atypical 
ductal hyperplasia stage (21PT), ductal “in situ” (21NT) and metastatic carcinoma 
(21MT1). The global genomic methylation was estimated using HpaII and MspI 
restriction endonucleases as described in Materials and Methods. Error bars 
represent S.E.M. of four different experiments; t-test: *p<0.05;**p<0.005. 
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Figure 2 

 

Figure 2. Histone markers H4Ac, H3K9Me3 and H3K27Me3 expression in breast 
tumor progression.  Western Blot analysis of active histone marks H4Ac and the 
repressive marks H3K9Me3 and H3K27Me3 in non-cancerous (H16N2), atypical 
ductal hyperplasia (21PT); ductal in-situ carcinoma (21NT); metastatic carcinoma 
(21MT1) cell lines. Total H3 expression was used as a control. All charts represent 
the ratio between histone marks and the total H3 histone **P<0,005; *P<0,05; 
Statistical test: one-way ANOVA with Bonferroni post-test. 
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Figure 3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3. Nuclear distribution of chromatin markers H3K9me3 and H4Ac during breast tumor progression. Representative 
confocal nuclear cell images for each 21T cell line: (A) H3K9me3 (green); (B) H4Ac (red). (C) H3K9me3 (dark) and H4Ac (gray) 
fluorescence intensity distribution. Each abscissa point represents a single pixel of a diametral nuclear ROI, the bold grid line 
indicates the nuclear center position and the ordinate represents the fluorescence intensity in arbitrary units. For graphic markers 
distribution, confocal image analysis was evaluated by fluorescent intensity pixels of the markers H3K9me3 and H4Ac, in a 
diametral nuclear ROI, for 110-400 nuclei (30 fields) for each 21T cell line. Each error bar represents S.E.M. of fluorescent 
intensity pixels. Scale bar = 2 µM. 
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Figure 4 

 

Figure 4. Chromatin state at the promoter P1 and TP53 transcription during 
tumor progression. ChIP assay of TP53 promoter P1 in (A) tumor progression (21T 
series). (B) Relative TP53 transcription levels measured by RT-qPCR in 21T series. 
Error bars represent S.E.M. of three independent experiments. 
 
 
 
 
 



97 

 

6 DISCUSSÃO 

 

 

 Ao longo deste trabalho, que compreende 1 artigo publicado, 1 artigo em 

análise e outro em preparação, foram descritos os sítios no DNA fixados à matriz 

nuclear, chamados MARs, e, em outros níveis de compactação da cromatina, as 

modificações epigenéticas possivelmente associadas ao desenvolvimento do câncer 

de mama.  

 Para as análises da cromatina, foram utilizadas 3 linhagens normais (HB2, 

MCF10A e H16N2), 3 linhagens tumorais não-metastáticas (BT-474, HeLa, 21NT), 4 

linhagens tumorais metastáticas (MDA-MB-231, T47D, MCF-7 e 21MT1) e 1 

linhagem hiperplásica (21PT), somando 11 linhagens. Este grande número de 

linhagens possibilitou uma importante descrição dos principais mecanismos que 

atuam na organização da cromatina nos diferentes estágios, e características, da 

progressão tumoral mamária. 

 No artigo I, foi investigado pela primeira vez o papel dos sítios de fixação à 

matriz nuclear, na regulação do gene TP53, no câncer de mama, e os resultados 

obtidos mostraram uma interessante distribuição in vivo das MARs nas linhagens 

tumorais mamárias. 

 O loop relativamente menor, 50kb, verificado na linhagem normal HB2, e 

confirmado também na linhagem normal MCF10A (através de qPCR), foi um 

resultado interessante, uma vez que estudos anteriores, mostraram que o tamanho 

relativo do loop é menor nas células tumorais, comparando com células controle 

normais (160,161). 

 O fato de cada linhagem analisada, ter apresentado um perfil de MARs 

diferente, é compatível com a extensa variabilidade de fenótipos existentes nas 

linhagens tumorais mamárias (162). Apesar da grande variabilidade de MARs, a 

região de estudo, 17p13.1, apresentou uma baixa quantidade de MARs, que está de 

acordo com estudos anteriores, onde foi mostrado uma correlação inversa entre 

quantidade de genes e o número de MARs, nos cromossomos 14, 15, 16, 17 e 18 

(60,163).  

 Através de RT-qPCR, verificamos que os níveis transcricionais estão 

correlacionados negativamente com o tamanho do loop de cromatina, e o gene 

TP53 e os flanqueadores, estão mais expressos na linhagem controle HB2 do que 
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nas linhagens tumorais mamárias. Este resultado está de acordo com estudos 

anteriores que mostraram que a formação dos loops favorece a transcrição 

(47,164,165). 

 Vale a pena ressaltar ainda, que no artigo I foi detectada a MAR2, somente 

nas células normais HB2 e MCF10A (através de qPCR). Esta importante MAR2, foi 

estudada no artigo II, onde foi descrito uma intensa, e altamente específica, ligação 

de complexos protéicos nesta região, através de ensaios de gel-shift, na linhagem 

normal MCF10A, ao comparar com as outras linhagens tumorais. Também, no 

mesmo artigo II, verificamos através de ensaios de imunoprecipitação da cromatina 

(ChIP assays), que a MAR2 apresenta um significativo maior enriquecimento do 

marcador de cromatina fechada, H3K9me3, somente na linhagem normal MCF10A, 

em relação a linhagem HB2. 

 Os resultados obtidos nos artigos I e II, reforçam o papel da MAR2 como um 

putativo receptor de fatores transcricionais ou acentuassomos. Apesar da intensa 

ligação de proteínas na MAR2, esta região apresentou um significativo maior 

enriquecimento do marcador H3K9me3, na linhagem MCF10A, diferente da HB2, 

que apresentou um equilíbrio no enriquecimento dos marcadores H4Ac e H3K9me3. 

Acreditamos que este fenômeno observado na MCF10A, pode ser global e exclusivo 

desta linhagem, pois se repete em quase todas as regiões genômicas analisadas. 

 No artigo II, 45% das MARs detectadas nas linhagens HB2, MCF10A, MDA-

MB-231, T47D e MCF-7, apresentaram um balanceamento dos marcadores de 

cromatina aberta (H4Ac) e fechada (H3K9me3). Em contraste, 25% e 30% das 

MARs, apresentaram um significativo maior enriquecimento de H3K9me3 e H4Ac, 

respectivamente. 

 A partir dos resultados obtidos no artigo II, foi possível detectar que os 

marcadores epigenéticos da cromatina apresentam uma distribuição diferente nas 

MARs 1, 2, 3 e 4, para cada linhagem celular. Também, verificamos que a MAR2, 

apresentou uma ligação específica de proteínas, que pode representar a atuação de 

fatores envolvidos na organização e funcionamento da cromatina. 

 Apesar da utilização dos extratos totais de proteínas de linhagens celulares 

no artigo II, também foi utilizado, nos ensaios de gel shift, extratos de proteínas 

nucleares e citoplasmáticos, porém sem muito sucesso. Na figura 5 (APÊNDICE A), 

é possível visualizar a qualidade e a grande diferença no perfil de proteínas obtido 

através do extrato total de proteínas de linhagens celulares. Também foram 
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realizados ensaios de gel shift na ausência do competidor Poli-dIdC, conforme 

mostra a figura 6 (APÊNDICE B), que surpreendentemente não apresentou 

alterações, corroborando a grande especificidade das proteínas à MAR2. 

 Foram realizados ensaios de ChIP com extratos celulares provenientes das 

12 linhagens (caracterizadas na Tabela 1) com os marcadores H4Ac, H3K9me3 e os 

marcadores, H3K4me3 (relacionado à regiões promotoras ativas) e H3K27me3 

(relacionado à heterocromatina facultativa), para as 4 MARs, e para as 4 regiões 

não-MARs (promotores P1 e P2 do gene TP53, e oligos 62 e 64). Entretanto, foram 

inseridos no artigo II, somente os resultados de ChIP com os marcadores H4Ac e 

H3K9me3 nas linhagens MCF10A, HB2, T47D, MDA-MB-231 e MCF-7, para as 4 

MARs descritas anteriormente no artigo I (142), e no artigo III, foram inseridos 

somente os resultados de ChIP com os mesmos marcadores nas linhagens da série 

21T para a região promotora P1 do gene TP53. 

 O estado da cromatina na região promotora do gene TP53 (TP53P1), 

analisado no artigo II, está de acordo com os níveis transcricionais do gene TP53, 

nas linhagem normal HB2 e na tumoral MCF-7, descritos no artigo I. A linhagem 

MCF-7, com menor expressão do gene TP53, apresenta um grande enriquecimento 

do marcador H3K9me3, e a alta expressão do gene TP53, na linhagem HB2, é 

corroborada pelo maior enriquecimento do marcador H4Ac. 

 O fato de os níveis transcricionais do gene TP53 corroborarem com o estado 

da cromatina na região promotora P1 do gene TP53, em algumas linhagens, nos 

permite sugerir que o gene TP53 pode ser regulado, nestas linhagens, através de 

modificações epigenéticas na cromatina, em sua região promotora P1. O fato das 

outras linhagens não corroborarem os resultados, pode indicar que existem outros 

fenômenos influenciando a transcrição do gene TP53. 

 Apesar de não detectarmos uma correlação entre um estado da cromatina 

específico e as MARs, ou entre as células normais e cancerosas, um estudo recente 

verificou uma correlação entre a presença de MARs com os marcadores de 

cromatina aberta H3Ac e H4Ac (166). 

 O fato do anticorpo anti-PARP-1 se ligar no complexo de proteínas nas 

linhagens MDA-MB-231 e MCF-7 (ambas não possuem a MAR2), bloqueando a 

ligação com sonda de DNA de mesma seqüência da MAR2 (descrita no artigo I), 

conforme a Figura 2 do artigo II, pode sugerir que a proteína ligante à matriz nuclear 

(MARBP) PARP-1 não faz parte do complexo de proteínas que atuam na ancoragem 
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do DNA à matriz nuclear, mas a ligação da PARP-1 ao DNA nestas linhagens, 

possui outras funções. 

 Através de uma plataforma computacional via web 

(http://alggen.lsi.upc.es/cgi-bin/promo_v3/promo/promoinit.cgi?dirDB=TF_8.3), foi 

possível realizarmos uma busca por putativos fatores transcricionais que poderiam 

ter afinidade à MAR2. Foram detectados 11 putativos sítios de ligação para as 

proteínas GR-beta, GR-alpha, PR A, PR B, FOXP3, c-Myb, HOXD9, HOXD10, 

POU2F2 (Oct-2.1), C/EBP-alpha e C/EBP-beta (conforme a Figura 4, artigo II). 

 A identificação e caracterização das proteínas responsáveis pela ancoragem 

à MAR2, será de extrema importância para o melhor entendimento do papel dos 

sítios de fixação à matriz nuclear, e sua influência na transcrição gênica no câncer. 

 Nos artigos I e II, o estudo da cromatina no câncer de mama, foi realizado 

através da descrição dos sítios de fixação à matriz nuclear e caracterização do 

importante sítio MAR2, detectado somente nas linhagens normais mamárias HB2 e 

MCF10A. Entretanto, no artigo III, o estudo da cromatina foi realizado através da 

descrição e caracterização, das principais alterações epigenéticas que ocorrem ao 

longo da progressão tumoral mamária, e suas possíveis influências na transcrição 

do gene supressor de tumor TP53, através da série 21T. 

 No artigo III, analisamos o estado da metilação global genômica, os níveis 

transcricionais dos genes relacionados à metilação no DNA (DNMT1, DNMT3A e 

DNMT3B), trimetilação na lisina 9 da histona H3 (SUV39H1), acetilação na histona 

H4 (HAT1), a expressão global e a distribuição nuclear, dos marcadores de 

eucromatina H4Ac e heterocromatina H3K9me3, ao longo da progressão tumoral 

mamária na série 21T. 

 No decorrer da progressão metastática mamária, verificamos a ocorrência de 

hipometilação global genômica, hipoacetilação global e acumulação de 

heterocromatina pericentromérica, todos fenômenos já descritos em artigos 

anteriores (133,167–169), porém foram descritos pela primeira vez na série 21T. 

 O possível papel compensatório das enzimas DNMTs 1 e 3A/B nos estágios 

iniciais de desenvolvimento do tumor mamário, da linhagem H16N2 para a linhagem 

21PT, na manutenção dos altos níveis de metilação global genômica (observados à 

nível transcricional), é um interessante campo de estudo e a realização de ensaios 

de western blot, poderia ser o próximo passo para analisar estas enzimas à nível 

traducional.  

http://alggen.lsi.upc.es/cgi-bin/promo_v3/promo/promoinit.cgi?dirDB=TF_8.3
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 A organização da cromatina é parte integrante das medidas de morfologia 

nuclear, que incluem também, o tamanho do núcleo, formato e ploidia. Entretanto, 

dada a importância destas medidas de morfologia nuclear no diagnóstico do câncer, 

é ainda surpreendente a carência de conhecimento detalhado dos eventos 

moleculares intrínsecos que podem ocasionar estas alterações na célula (170). 

 Conforme descrito recentemente, as regiões ricas em genes estão 

localizadas, na maior parte no centro do núcleo em células linfoblastóides (171). 

Portanto, o aumento no tamanho dos loops de cromatina (relacionados a regiões 

ricas em genes), junto à maior concentração de heterocromatina no centro do 

núcleo, observado nas células tumorais mamárias metastáticas, pode sugerir que a 

maior parte dos genes localizados nos loops pericêntricos estão sendo regulados 

negativamente no processo de metástase. 

 O aumento no número de loops também pode ocorrer na diferenciação 

celular, conduzindo a ativação ou aumento da expressão de determinados genes, 

antes inativos na periferia nuclear e associados à lamina nuclear (LADs). A ativação 

dos genes na diferenciação celular, está associada à existência de LADs e 

enriquecimento do marcador H3K4me3, especificamente na região promotora destes 

genes (172). 

 Apesar da expressão gênica depender da topologia da cromatina e da 

localização do gene numa região nuclear permissiva a sua transcrição, ainda não é 

conhecido se a ativação da transcrição é anterior ou posterior ao alargamento do 

loop ou se é um fenômeno totalmente independente (8). 

 Além do posicionamento nuclear dos loops de cromatina, a expressão gênica 

também é regulada através da ligação, por complementaridade de base, de RNAs 

não codificantes no RNAm. Estes RNAs não codificantes, são denominados micro-

RNAs e dependendo do grau de complementaridade, podem atuar na repressão da 

tradução, e degradação (173,174) ou até aumento da tradução no RNAm alvo (175). 

Em virtude destas características, os micro-RNAs têm sido implicados nos diversos 

tipos de câncer, principalmente os de origem mamária (176–179). 

 A família de micro-RNAs miR-29, apresenta uma afinidade pela região 3’-UTR 

dos genes DNMT3A e DNMT3B, regulando negativamente a expressão destes 

(180,181), e indiretamente a do gene DNMT1 (182). Durante o período de 

doutoramento realizado em nosso laboratório, a Dra. Luiza Stankevicins descreveu 

uma significativa alta expressão dos micro-RNAs miR-29a-c (aproximadamente na 
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ordem de aproximadamente entre 3,0-3,8X), na linhagem metastática 21MT1 ao 

comparar com a linhagem normal H16N2 (dados ainda não publicados). 

 Apesar da grande afinidade da família do miR-29 pelas DNMTs3A/B, é 

possível sugerir que a baixa expressão de RNAm da DNMT1, descrita no artigo II, 

poderia estar associada à alta expressão do miR-29a-c, na linhagem 21MT1 ao 

comparar com a linhagem H16N2. Isto poderia sugerir que os miRs-29a-c podem 

regular negativamente a DNMT1, em detrimento das DNMTs 3A/3B, o que poderia 

conduzir a hipometilação global genômica na progressão do carcinoma mamário. 

 Contudo, ao longo desta tese, foram descritas alterações intrínsecas na 

cromatina em diferentes níveis de complexidade que ocorrem no câncer de mama. 

Estas alterações cromatinianas, foram caracterizadas através do estudo dos sítios 

de fixação à matriz nuclear e do “estado epigenético”. Além do mais, este trabalho 

corrobora estudos anteriores, que verificaram que estas alterações são definidas na 

fase de menor diferenciação celular, determinando o destino diferenciado da célula, 

através de um “canalículo de desenvolvimento”, como sulcos existentes em declives, 

por onde pedras (células), ao rolarem de uma montanha, poderiam entrar e seguir 

(68,183–186). 
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CONCLUSÃO 

 

 

a) Os loops de cromatina, na região de domínio do gene TP53, podem 

influenciar a transcrição do gene TP53, e dos genes flanqueadores, em 

linhagens celulares normais e tumorais mamárias. Com isto, podemos 

concluir que o gene TP53 é regulado através de ancoragem de sítios de 

fixação à matriz nuclear, flanqueando a região de domínio deste gene. 

b) As MARs não estão associadas a um estado específico da cromatina, e a 

MAR2, detectada nas células normais mamárias, possui uma intensa e 

altamente específica, ligação de complexos de proteínas. Isto pode indicar 

que o estado da cromatina e os sítios de fixação à matriz nuclear são 

fenômenos independentes. A indentificação das proteínas que participam 

especificamente na ancoragem à matriz nuclear, nas células normais 

MCF10A e HB2, vai ser de grande importância no futuro.   

c) Drásticas alterações epigenéticas ocorrem na cromatina, no decorrer da 

progressão tumoral mamária, tais como: Hipometilação global genômica, 

hipoacetilação global e redistribuição da heterocromatina para o centro do 

núcleo. Entretanto, ao longo da progressão tumoral, o gene supressor de 

tumor TP53, possui uma expressão homogênea, concomitante com o 

estado de cromatina aberta no promotor P1. 
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APÊNDICE A – Gel SDS com extrato total de proteínas das linhagens celulares 

 

 

  

Figura 5. Gel SDS-PAGE com extrato total de proteínas das linhagens celulares. Gel 
SDS-PAGE 8% corado com azul de coomasie, motrando a heterogeneidade do extrato total 
de proteínas das linhagens celulares. A definição das bandas mostra a boa qualidade do 
extrato. Standard: Padrão de peso de proteínas não-corado (Protein Precision Plus; Bio-
Rad®). KD- KiloDalton. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



126 

 

APÊNDICE B –  Gel Shift com e sem a adição de Poli dI-dC 

 

     

Figura 6. Gel shift com e sem a adição do competidor Poli dI-dC. Ensaio de gel shift 
com e sem a adição de 1ug do competidor Poli dI-dC. A ausência do competidor não muda 
o perfil de ligação altamente específico das proteínas à MAR2. 
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ANEXO – Artigo IV - Genomic instability at the 13q31 locus and somatic mtDNA 

mutation in the D-loop site correlate with tumor aggressiveness in sporadic 

Brazilian breast cancer cases 

 

 

 Este artigo foi elaborado durante o período de doutoramento, onde também 

foram realizadas todas as análises estatísticas. Entretanto, todos os experimentos 

foram realizados durante o período de mestrado. 
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