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IV. RESUMO

O cancer compreende uma variedade de alteracdes epigenéticas, incluindo a
perda global e ganho local de metilacdes de DNA, assim como, alteracdes no
processo de metilacbes de histonas. A desregulacdo de algumas histonas
metiltransferases tem sido associada com a agressividade tumoral. Neste
trabalho, nosso principal objetivo foi analisar a expressao e o papel funcional
de uma nova metiltransferase humana, SETD4, no cancer de mama. A proteina
SETD4 possui o dominio SET, um dominio altamente conservado presente nas
histonas/lisinas metiltransferases. Analises da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) em tempo real (qQPCR) mostraram uma elevada expressdo de SETD4
em algumas linhagens de cancer de mama. A expressdo de SETD4 foi
confirmada por analises de western blot revelando uma correlacdo entre
elevada expressdo de SETD4 e perda da expressdo de receptores de
estrogeno e progesterona em tumores de mama. Estudos de fracionamento
celular e microscopia confocal revelaram a localiza¢éo nuclear e citoplasmatica
desta nova proteina. Estudos funcionais mostraram que a reducdo da
expressdo de SETD4 diminuiu a habilidade de proliferacdo e formacédo de
colénias das células. Em adicdo, a reducdo de SETD4 levou a uma parada na
transicdo na fase G1/S do ciclo celular sem contudo afetar a morte celular.
Além disso, a reducéo da expressao de SETD4 apresentou uma diminuicdo na
expressao da ciclina D1, sugerindo o envolvimento de SETD4 na regulagcédo do
ciclo celular. Em contraste, a superexpressdao de SETD4 aumentou a
proliferacdo celular e induziu a progressao das fases G1/S do ciclo celular.
Estes dados indicam que SETD4 parece ter um papel crucial na carcinogénese
e pode ser um novo alvo molecular para o desenvolvimento de novas

estratégias para o diagnostico e tratamento do cancer de mama.

Palavras-chave: SETD4, Lisina metiltransferase, cancer de mama,

epigenética, proliferacdo celular.
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V. ABSTRACT

Cancer is comprised of a multitude of epigenetic abnormalities, including the
global loss and regional gain of DNA methylation as well as alterations in
histone methylation. Deregulation of some histone methyltransferases has been
associated with cancer aggressiveness. In this study, we aim to analyze the
expression and functional role of a new human methyltransferase, SETD4 in
breast cancer. The SETD4 protein contain a SET domain, highly conserved
domain found in histone/lysine methyltransferase. Quantitative real-time PCR
(gPCR) analysis showed elevated expression levels of SETD4 in several breast
cancer cell lines. SETD4 expression was confirmed by western blot analysis
revealing a correlation between high expression of SETD4 and a lack of the
estrogen and progesterone receptor in breast tumors. Cell fractionation studies
and confocal immunofluorescence microscopy revealed the nuclear and
cytoplasmic localization of this new protein. Functional studies found that
SETD4 knockdown decreased the ability of the cells to proliferate and form
colony. In addition, SETD4 reduction delayed the G1/S cell cycle transition
without affecting apoptosis. Furthermore, knockdown of SETD4 showed
decreased cyclin D1 expression, suggesting the involvement of SETD4 in cell
cycle regulation. In contrast, SETD4 overexpression increased cell proliferation
and induced G1/S cell cycle progression. These data indicate that SETD4 plays
a crucial role in breast carcinogenesis and could be a novel molecular target for
the development of new strategies for the diagnosis and treatment of breast

cancer.

Key-words: SETD4, Lysine methyltransferase, breast cancer, epigenetics, cell

proliferation.
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1.INTRODUCAO



1.1. Cancer de mama

A incidéncia de cancer no mundo cresceu 20% na ultima década (World
Cancer Research Fund (WRCF). No Brasil, para 2014 estima-se 576 mil novos
casos da doenca, sendo 57.120 de cancer de mama (Instituto Nacional de
Cancer; (INCA). O cancer de mama € tipo mais comum de cancer em
incidéncia, prevaléncia e mortalidade entre as mulheres. As taxas de incidéncia
variam nas diversas partes do mundo (Kamangar, Dores, & Anderson, 2006).
Diferengcas nos fatores reprodutivos e hormonais, bem como, a oferta de
servicos de diagnosticos sdo alguns dos determinantes para a variacado
mundial em sua incidéncia (Bray, McCarron, & Parkin, 2004; Jemal et al.,
2011).

A etiologia do cancer de mama ainda néo é totalmente conhecida, visto
gue, os fatores de risco identificados explicam somente uma pequena parte dos
casos. Baseado em estudos epidemiolégicos conduzidos em diferentes
populacdes, os fatores de risco ja bem estabelecidos incluem: a predisposicao
genética, nuliparidade, obesidade, primeira gestacdo em idade avancada, uso
de contraceptivos orais e terapia hormonal pés-menopausa. Além disso, a
ingestao de alcool estd também relacionada ao maior risco de cancer de mama
(Anothaisintawee et al., 2013; Sundaram, Johnson, & Makowski, 2013; Varela-
Rey, Woodhoo, Martinez-Chantar, Mato, & Lu, 2013)

O tamanho do tumor, o envolvimento dos ganglios linfaticos, o grau
histopatoldgico, e a analise da presenca de marcadores como 0s receptores
hormonais sdo alguns parametros avaliados no diagndstico e tratamento dos
pacientes (Goldhirsch et al., 2011; Wolff et al., 2007).

Tumores positivos para os receptores de estrégeno (RE) e progesterona
(RP) e tumores positivos para Her-2/ERBB2 compreendem 75-80% e 15-20%,
respectivamente, dos casos de cancer de mama. Sendo que cerca de metade
dos casos Her-2 positivos co-expressam 0s receptores hormonais. Os
restantes, 10-15% dos tumores sdo denominados triplo-negativos definindo
assim a auséncia de expressao dos marcadores (Konecny et al., 2003; Nielsen
et al., 2004; Slamon et al., 1989).



Os tradicionais testes para o diagnostico de cancer de mama incluem o
exame fisico, mamografia e citologia aspirativa. Porém, infelizmente esses
métodos ndo sao sensiveis o suficiente para identificar o cancer de mama em
estagios iniciais (Radpour et al., 2011).

Durante a ultima década, o avanco no estudo da biologia do cancer de
mama tem revelado como esta doencga requer a interconexao de muitas vias de
sinalizacao e do microambiente celular. Tais fatores influenciam a patofisiologia
da doenca e a resposta ao tratamento (Eroles, Bosch, Perez-Fidalgo, & Lluch,
2012; Hanahan & Weinberg, 2011).

A transformag&o maligna de uma célula € um processo multipassos, que
envolve diversas alteragBes genética que culminam na perda do controle do
ciclo celular e do processo de diferenciacdo. A sustentacdo crbnica da
proliferacdo, evasdo dos mecanismos de supressdo do crescimento,
resisténcia aos mecanismos de morte celular, inducdo da angiogénese e a
ativagdo dos mecanismos de invaséo sdo caracteristicas centrais do processo
de formacéo do tumor. Tais processos sao resultantes da alteracdo na funcéo
de varios genes, bem como, varia¢cées no padréo de expressao. Perturbacdes
genéticas, como mutacdes pontuais e alteracdes cromossdmicas, somam-se
as alteragcbBes epigenéticas na causa desta patologia (Hanahan & Weinberg,
2011; P. A. Jones & Baylin, 2007).

1.2. Regulacéo epigenética: metilagdo de histonas

Os mecanismos de regulacdo epigenéticos envolvem modificacdes no
DNA e caudas das histonas, alteracdo na expressdo de miRNAs e
remodelamento local da cromatina. Modificagdes no controle epigenético sédo
comuns em muitas doencgas, e no cancer podem se configurar como eventos
preliminares no processo de transformacdo maligna (Y. Huang, Nayak,
Jankowitz, Davidson, & Oesterreich, 2011).

No cancer de mama, modificacbes pos-traducionais anormais de
histonas e hipermetilacdo de DNA sdo frequentemente associados com
instabilidade genbmica e silenciamento epigenético de genes supressores de
tumor (P. A. Jones & Baylin, 2007). A notavel explosao da pesquisa envolvendo
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as alteracdes epigenéticas no cancer de mama permite estender tais achados
para aplicagdo clinica (Y. Huang et al., 2011).

Alteragcbes no padrdo de metilagdo do DNA sao frequentemente
encontradas em diversas doencas incluindo nas neoplasias. Dois tipos de
alteracdes no padrao de metilacdo sdo comumente encontrados em tumores: a
hipometilacdo global do genoma e a especifica hipermetilagdo na regido
promotora de genes supressores de tumor (Choi & Lee, 2013; P. A. Jones &
Baylin, 2007).

Acetilacdo, metilacdo, ubiquitinacdo, fosforilacdo, sumoilacdo e
ribosilacdo correspondem as modificacbes poOs-traducionais que ocorrem nas
caudas amino-terminais das histonas. As distintas modificagbes podem afetar,
sinergisticamente ou antagonicamente, as proteinas associadas a cromatina,
as quais por sua vez, ditam a transicdo dinamica entre silenciamento e ativacéo
transcricional. Algumas modificacbes podem ser executadas por mais de uma
enzima, pertencente a uma mesma familia proteica. Tal caracteristica sugere
que as especializacbes funcionais das mesmas ocorre por meio de um padréo
de expressao diferencial. Além disso, a caracteristica combinatoria das
diferentes modificacdes revela o codigo de histona, e assim estende a
informacdo do cddigo genético (Islam, Richter, Jacobs, Lopez-Bigas, &
Benevolenskaya, 2011; Jenuwein & Allis, 2001).

A metilacdo das histonas pode ocorrer tanto nos residuos de lisina
quanto arginina. Oito principais sitios de metilagdo de lisina foram identificados
nas histonas (H3K4, H3K9, H3K14, H3K27, H3K36, H3K79, H4K20, H4K59),
sendo que alguns residuos podem ser metilados duas ou trés vezes (Jenuwein
& Allis, 2001). Em geral, a monometilacdo dos residuos (9, 27 e 79) na histona
H3 e H4K20 estédo associadas com estado transcricional ativado. Em oposicao,
a trimetilagédo dos residuos H3K9, H3K27 e H3K79 é relacionada ao estado de
silenciamento génico (Barski et al., 2007). A perda global da trimetilacdo no
residuo de lisina 20 e acetilacdo na lisina 16 da histona H4 constituem uma
marca das células cancerosas (Fraga et al., 2005).

A adicdo do grupo metil nas histonas e os efeitos decorrentes desta
marca séo reguladas por histonas metiltransferases especificas, demetilases e
proteinas "leitoras". Estas ultimas correspondem as proteinas que reconhecem
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os residuos de lisina metilados através dos dominios pertencentes a 2 classes:
Royal e PHD fingers (Egorova, Olenkina, & Olenina, 2010). As funcdes
atribuidas a algumas marcas de metilacdo por lisinas metiltransferases

humanas podem ser observadas na tabela 1.

Tabela 1. Sitios alvos e func¢des de algumas histonas lisinas metiltransferases
humanas adaptado de (Dillon, Zhang, Trievel, & Cheng, 2005)

Alvo Funcéo Lisinas metiltransferases
H3K4 Ativacao transcricional MLL1, MLL2, MLL3, SET7
Ativacao transcricional e elongacéo SET1

H3K9 Silenciamento eucromatina e metilagdo DNA | EHMT2, GLP1

Silenciamento eucromatina SETDB1
H3K27 | Silenciamento eucromatina EZH1, EZH2
H4K20 | Silenciamento dependente de ciclo celular SET8

As enzimas responsaveis pela metilacdo dos residuos de lisina nas
histonas possuem o dominio conservado SET e apresentam a designacgéo E.C.
2.1.1.43 (IUPAC-IUBMB).

1.3. Familia das proteinas SET

Uma parcela significante das proteinas em todos 0s organismos
compreende as enzimas que catalisam a transferéncia do grupo metil do
cofator S-adenosil-L-metionina para um substrato (Martin & McMillan, 2002;
Petrossian & Clarke, 2011; Schubert, Blumenthal, & Cheng, 2003). As
metiltransferases estdo envolvidas na biossintese de lipidios, inativacdo
hormonal, diferenciacdo tecidual e no controle epigenético (Albert & Helin,
2010; Baba et al., 2004; Eom et al., 2011; Lehmann, Jiang, & Wagner, 2008). A
analise do metiltransferosoma humano revelou a presenca de 208 proteinas
pertencentes a este grupo, o que equivale a cerca de 0,9% de todos os
produtos génicos humanos. Cerca de 30% das metiltransferases estao

associadas com doencas, sendo mais frequentemente ligadas a desordens do



sistema nervoso central e cancer (Albert & Helin, 2010; Petrossian & Clarke,
2011).

Com base nos arranjos estruturais, as metiltransferases sao agrupadas
em duas classes (Martin & McMillan, 2002; Schubert et al., 2003): A primeira
classe constituem os membros que possuem o dominio SET. A segunda classe
sao as proteinas que contém o dominio DOT1 (disruptor of telomeric silencing),
0s quais metilam K79 na regido globular da histona H3, e ndo apresentam o
dominio SET (Dillon et al., 2005). SET é o acronimo das primeiras proteinas
caracterizadas com este dominio em Drosofila {Suppressor of variegation
[Su(var)3-9], Enhancer of zeste [E(z)] e Trithorax} (R. S. Jones & Gelbart, 1993;
Stassen, Bailey, Nelson, Chinwalla, & Harte, 1995; Tschiersch et al., 1994). O
dominio SET contem trés discretas folhas  que circundam uma estrutura do
tipo Knot. No segmento C-terminal do dominio estao presentes os dois motivos
conservados do dominio: ELXF/YDY e NHS/CxxPN (sendo x qualquer
aminoacido).

Em concordancia com a elevada especificidade aos seus substratos, os
dominios SET de diferentes lisinas metiltransferases apresentam baixa
similaridade de sequéncia. Além disso, com a excecdo dos dois motivos
apresentados acima, ndo ha conservagdo entre os residuos que configuram o
sitio ativo destas enzimas. As regibes que flanqueiam o dominio, embora
requeridas para a catalise, ndo sao estritamente conservadas.
Interessantemente, sugere-se que as sequéncias flanqueando a lisina alvo seja
0 motivo consenso para o reconhecimento do substrato pela metiltransferase
(Qian & Zhou, 2006; Taylor, Xiao, Gamblin, & Lin, 2003). As proteinas SET sdo
agrupadas em 10 familias (Classes I-VIl, PRDM, H4K20 e SET7, de acordo
com seus substratos) (Petrossian & Clarke, 2011).

1.4. Proteinas com dominio SET e cancer

A funcao de varias proteinas contendo o dominio SET ja caracterizadas
esta diretamente relacionada a doencas humanas, e em especial ao cancer
(He, Korboukh, Jin, & Huang, 2012; Nimura, Ura, & Kaneda, 2010). Os
membros da familia NSD (nuclear receptor binding SET domain-containing
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protein) tém sido relacionados a doengas congénitas e a leucemia mieldide
aguda (Tatton-Brown et al., 2005; Wang, Cai, Pasillas, & Kamps, 2007). O gene
EZH2 (Enhancer of zeste homolog 2) foi demonstrada ser superexpresso em
varios tipos de cancer: linfoma, coloretal, gastrico, prostata e mama (Collett et
al., 2006). Em adicéo, outros genes que codificam histonas metiltransferases
(PRDM14, CARM1, PRMT1 e SMYD3), também apresentaram elevada
expressao no cancer de mama revisado por (Albert & Helin, 2010).

A enzima SMYD3 regula transcricionalmente o gene MMP-9 (Matrix
metallopeptidase 9), o qual codifica uma colagenase, com papel importante na
progressdo tumoral e metastase. Esta metiltransferase cataliza a trimetilagéo
dos residuos de lisina 4 das H3 presentes na regido promotora de MMP-9,
induzindo a transcricdo deste gene e por seguinte a proliferacdo e invasao
celular (Cock-Rada et al., 2012).

Para SETD2 (SET domain containing protein 2) foi observada uma
correlagcdo na reducdo nos niveis de mRNA SETD2 com os mais elevados
estagios dos tumores, dados que conferem consisténcia a funcao supressora
de tumor deste gene no cancer de mama (Al Sarakbi et al., 2009; Su et al.,
2005). Este mesmo perfil de expressao foi também verificado para o gene
SMYD4 (Hu, Zhu, Qi, & Zhu, 2009).

Evidéncias indicam que a expressao da enzima EHMT2 (Euchromatic
histone-lysine N-methyltransferase 2) estd associada ao fenétipo maligno de
vérios tipos de tumores (M. W. Chen et al., 2010; Lu et al., 2013). A inibicao
desta histona metiltransferase reduz a proliferagcdo, motilidade, invasao de
células de neuroblastomas (Lu et al., 2013).

A funcéo regulatoria da metilacdo de proteinas nao € restrita ao codigo
de histonas, mas também vinculada a varios outros processos celulares. Esta
modificacdo ocorre em proteinas citosélicas e nucleares, e alguns exemplos
sao reportados na tabela 2 (Egorova et al., 2010; X. Zhang, Wen, & Shi, 2012).
Em geral, as funcbes decorrentes da metilacdo nestas proteinas ainda nédo
foram caracterizadas.

A metilacdo do fator supressor de tumor, p53, corresponde a
modificacdo mais estudada. Esta proteina possui papel central no controle do
ciclo celular, apoptose e reparo de DNA em resposta a varios tipos de estresse,
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fato que torna seu estudo crucial para a terapéutica do cancer (Brooks & Gu,
2010). A metilacdo dos residuos de lisina presentes no dominio regulatério C-
terminal regula positiva e negativamente a funcéo de p53. A SET7 metila o
residuo 372, e eleva a expressao dos genes alvos de p53 (Chuikov et al.,
2004). Em contraste, a metilacdo de Lys382 por SET8 e Lys370 por SMYD2
suprime a atividade transcricional (J. Huang et al., 2006; Shi et al., 2007).

A enzima SET7 apresenta varios alvos ndo histonas e a modificagédo dos
residuos de lisina por esta enzima regula a interacdo dos alvos com outras
proteinas (X. Zhang et al., 2012). A metilacdo da proteina retinoblastoma leva a
sua associacdo com HP1 (Heterochromatin Protein 1), e 0 complexo promove a
repressdo génica e diferenciacdo (Munro, Khaire, Inche, Carr, & La Thangue,
2010). Em adicdo, a metilacdo de p53 e do receptor de estrogeno pela SET7 é
necessaria para a atividade transcricional destes fatores (Chuikov et al., 2004;
Subramanian et al., 2008). Em contrapartida, a metilacdo de NF-kB (nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) por SET7 regula
negativamente sua estabilidade e atividade transativadora (X. D. Yang et al.,
2009). Em células imunes, a metilacdo da subunidade RelA de NF-kB por
SETD3 é reconhecida por outra histona metiltransferase GLP (G9a-like protein
1), a qual atua reprimindo os genes alvos deste transfator (Levy et al., 2011).

Em plantas, a enzima LSMT (Rubisco large subunit lysine
methyltransferase) € uma metiltransferase contendo dominio SET que cataliza
a trimetilagdo do residuo de lisina 14 na subunidade maior da Rubisco, enzima
fotossintética essencial. Entretanto, o carater funcional desta modificacao
permanece desconhecido (Trievel, Beach, Dirk, Houtz, & Hurley, 2002; Trievel,
Flynn, Houtz, & Hurley, 2003).



Tabela 2. Substratos de algumas lisinas metiltransferases humanas (adaptado
de (X. Zhang et al., 2012)

Lisinas metiltransferases Alvos

EHMT2 p53, EHMT2, C/EBPB, RARa, DNMT1, CDYL1, WIZ
SETDB1 Tat, HDAC1/2

NSD1 NF-kB

SMYD2 p53, RB

SMYD3 VEGFR1

SET8 p53

SET7 p53, TAF7, TAF10, RE, RA, NF-kB, RB, STAT3, E2F1

Diferentemente das mutacdes genéticas, as modificacbes epigenéticas
podem ser revertidas. A sinalizacdo desencadeada pelo receptor de estrogeno
modula a reprogramacao epigenética no miométrio em desenvolvimento
atraves da via PI3K (Phosphoinositide 3-kinase)/AKT (Protein Kinase B). A AKT
fosforila EZH2 levando a diminui¢éo de sua atividade e consequentemente dos
niveis de trimetilacdo em H3K27. A reducdo desta marca repressora da
transcricdo culmina na inducdo dos genes responsivos a estrégeno
(Greathouse et al., 2012).

A reprogramacdo do estado epigenético aberrante das células
neoplasicas consiste em um recurso terapéutico em expansao. Em células de
cancer de mama negativas para RE, inibidores especificos das atividades de
histona deacetilases (HDAC) sé&o capazes de reativar a expressédo do gene RE
e PR (Keen et al., 2003; Zhou, Atadja, & Davidson, 2007). Alguns inibidores de
HDAC, como o Vorinostat e MS-275 (entinostat), combinados com outras
terapias ja estdo em fase de estudos clinicos (clinicaltrials.gov, 2014).

Varios compostos que atuam inibindo a metilacdo e demetilacdo das
histonas também sao capazes de induzir a re-expressao de genes silenciados
e importantes na tumorogénese do cancer de mama (Y. Huang et al., 2011).
Como exemplo, o inibidor de EZH2, DZNep induz apoptose nas células de
cancer de mama (Tan et al., 2007).

Sendo assim, ampliar o entendimento dos processos de modificagdes

pos-traducionais relacionados ao cancer de mama possibilita traduzir tais
9



conhecimentos para a clinica médica. Além disso, o estudo das lisinas
metiltransferases humanas ainda € incipiente, e muitas enzimas ainda nao
foram caracterizadas (X. Zhang et al., 2012).

A correlacdo existente entre as varias metiltransferase e o céancer de
mama reforcam a necessidade de investigacdo desta familia de proteinas
nesta patologia, na qual despontam como promissores alvo para as estratégias
terapéuticas. Neste sentido, nosso grupo de pesquisa realizou a avaliagdo da
expressao das proteinas contendo o dominio SET ainda ndo caracterizadas em
humanos. Os resultados indicaram uma alta expressdo de SETD4 em
linhagens tumorais de mama. Sendo assim, apresentamos nosso projeto de
caracterizacdo de uma nova lisina metiltransferase humana, SETD4. A
elucidacdo do papel funcional deste gene ird aprofundar nosso conhecimento
acerca dos mecanismos de metilacdo de proteinas, bem como, identificar um

possivel papel desta metiltransferase no cancer de mama.
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2.0BJETIVOS



2.1. Objetivo geral

Caracterizar a expressdo e a funcdo da proteina SETD4 em linhagens

celulares de cancer de mama.

2.2. Objetivos especificos

e Caracterizar, por meio da analise in silico, a sequéncia génica e proteica

de SETD4 e obter um modelo estrutural para a proteina SETD4 humana.

e Avaliar o perfil de expressédo de SETD4 em linhagens de cancer de

mama, tumores primarios de mama e de diferentes tecidos de rato.

Para tanto, diferentes metodologias, a citar, PCR em tempo real, western blot,
imunocitoquimica foram empregadas para acessar o perfil de expressao de
SETD4 em linhagens celulares e tumores primarios de céncer de mama.

Adicionalmente, foi avaliada a distribuicéo tecidual de SETD4 em ratos.

e Analisar a localizagéo subcelular de SETDA4.
Utilizamos técnicas de deteccdo da proteina endégena, como a
imunofluorescencia, bem como, construcbes expressando SETD4 fusionado
tanto a proteina verde fluorescente (GFP) quanto as etiquetas MYC e DDK.

e Investigar o papel funcional de SETD4 em células de cancer de mama.
Para esta finalidade, utilizamos uma construcdo expressando short-hairpins
especificos para reduzir a expressdo de SETD4, assim como estratégias para a

superexpressdo desta proteina. Tais procedimentos permitiram investigar o

papel desta proteina na proliferagéo e ciclo celular.

12



3.MATERIAIS E
METODOS



3.1. Anédlises in silico

3.1.1. Andlise de dominios proteicos e predi¢cdo de localizagdo subcelular

A pesquisa das sequéncias que codificam SETD4 foi conduzida no
banco de dados National Center for Biotechnology Information (NCBI -
http://www.ncbi.nim.nih.gov/). A busca por dominios conservados nas
sequéncias protéicas foram obtidas no NCBI (CD-Search) e no banco de dados
Pfam (Finn et al., 2008; Marchler-Bauer et al., 2009). Para o alinhamento das
sequéncias foi utilizado o programa CLUSTALW e DNATagger
(http://'www.genome.jp/tools/clustalw/)(Scherer & Basso, 2008; Thompson,
Higgins, & Gibson, 1994).

Por meio da ferramenta de analise online (SMS: Sequence Manipulation
Suite) (Stothard, 2000), foi realizada a previsdo de massa molecular das
proteinas. Os programas de predigcbes da localizacdo subcelular utilizados
foram: PSORT Il (http://www.psort.org/) (Horton & Nakai, 1997) ESLpred
(http://Iwww.imtech.res.in/raghava/eslpred/) (Bhasin & Raghava, 2004) e
NucPred (http://www.sbc.su.se/~maccallr/nucpred/) (Brameier, Krings, &
MacCallum, 2007).

Diferentes banco de dados "The Gene Expression Atlas (EMBL-EBI)";
(http://www.ebi.ac.uk/gxa/), GeneHub-GEPIS (http://www.gepis.org/) (Y. Zhang
et al, 2007) e UNIGENE (http://www.ncbi.nim.nih/gov/unigene) foram

acessados para a avaliacao do perfil de expresséo génica.

3.1.2. Modelagem comparativa

A etapa de identificagdo de proteinas moldes adequadas para a
modelagem molecular foi feita através do programa BLAST no banco de dados
PDB. A estrutura da proteina SETD3 (Human SET domain-containing protein 3)
depositada no bando de dados PDB (3SMT) foi utilizada como molde. As
sequéncias da isoformas 1 SETD4 e do molde foram alinhadas no programa
PROMALS3D usando os parametros basicos (default) (Pei & Grishin, 2007).
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Os modelos moleculares foram gerados usando o software Modeller
(versao 9.7) (Eswar, Eramian, Webb, Shen, & Sali, 2008). A presenca do grupo
ligante, SAM (SAM, S-adenosil-metionina), bem como o refinamento das
regides de loops (compreendendo os residuos 261-220; 303-307) foram
considerados na geracdao de 100 modelos estruturais candidatos. A validacéo
das estruturas de SETD4 foram analisadas no tocante as suas qualidades
esteroquimicas e valores de energia por meio dos plots de Ramachandran
gerados pelo Procheck (version 3.5.4), Rampage e Z- score do ProSA (Lovell
et al., 2003; Morris, MacArthur, Hutchinson, & Thornton, 1992; Wiederstein &
Sippl, 2007). A estrutura de SETD4 apresentando os melhores scores nas
avaliagcdes citadas acima foi selecionada e analisada manualmente. As
visualizacbes e manipulacbes das imagens foram realizadas no programa
PyMOL (Ordog, 2008).

3.2. Cultura celular

3.2.1. Cultivo de linhagens celulares tumorais

Neste trabalho foram utilizadas células de cancer de mama: MDA-MB
231 e células MCF-7 assim como, células endoteliais humanas de tumor
hepético, SKHep-1. Tais linhagens celulares foram obtidas da American Type
Culture Collection (ATCC). Ceélulas MDA-MB 231 sédo negativas para a
expressao dos receptores de estrogéno e progesterona, ao passo que, a
linhagem MCF-7 é positiva para tais marcadores. Ambas células originarias de
carcinomas ductais invasivos. Outras linhagens de cancer de mama estudadas
foram MACL-1 e MGSO3, (Correa, Bertollo, & Goes, 2009) oriundas de
tumores primarios de pacientes com cancer de mama e estabelecidas pelo
nosso grupo de pesquisa. As células tumorais foram cultivadas em Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM; Sigma-Aldrich) suplementado com 5 mM de
bicarbonato de sédio, 100 U/ml de penicilina, 0,1 mg/ml de streptomicina (Life
Technologies) e 10% de soro fetal bovino (SFB) (Cripion Biotecnologia Ltda.)
(DMEM completo) & 37°C, na estufa itmida com 5% COs.
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3.2.2. Obtencao e cultivo de células normais

As células de mama normais foram obtidas de fragmentos da mama de
pacientes internadas na Clinica de Cirurgia Plastica, do Nucleo de Cirurgia
Plastica, coordenada pelo Dr. Luiz Lamana dos Santos, localizada em Belo
Horizonte, Minas Gerais. As células foram isoladas segundo protocolo
adaptado de Speirs e colaboradores 1999 (Speirs, White, & Green, 1996). A
parte fiborosa da mama foi incubadas em colagenase IV 0,25% (Life
Technologies) na estufa por 18 horas a 37°C.

Apbs a dissolucdo do material, foi realizada uma filtragdo em gaze estéril
e o filtrado centrifugado a 250 g. Os pellets derivados dessas centrifugacoes,
bem como, o sobrenadante da ultima centrifugacdo foram mantidos em frascos
de cultura celular com meio de cultura de Dulbecco (Dulbecco's modification of
Eagle's médium, DMEM, Sigma-Aldrich) com 4,5 g/L de glicose e 4 mM L-
glutamina, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Life
Technologies), 100 unidades/mL penicilina e 100 pg/mL estreptomicina (Life
Technologies), a 37°C em 5% CO,. Para os experimentos, foram utilizadas
células até a quinta passagem. O procedimento ja foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG sob nimero ETIC 0312 0203 000 10
(Anexo B).

3.3. Espécimes tumorais

A utilizacdo de amostras de tumores de mama de pacientes foi aprovada
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Salde da
Universidade de Brasilia (numero do projeto 025/09). Obteve-se o
consentimento informado de todos os participantes. As amostras foram
coletadas dos tecidos mamarios removidos de pacientes com cancer de mama,
imediatamente apds a cirurgia no Hospital da Universidade de Brasilia.

Amostras das areas nao tumorais adjacentes aos tumores foram
coletadas. A expressdo dos marcadores foi avaliada por imunohistoquimica.
Todos os casos representam carcinoma ductal in situ. Estas amostras foram
analisadas pela técnica de western blot.

16



3.4. Coleta de tecidos de rato

Ratos fémea wistar (6 a 8 semanas) foram obtidos do centro de
bioterismo CEBIO da UFMG. Estes animais eram destinados a experimentacao
para o isolamento de tecido adiposo inguinal, sendo relacionado a outro
trabalho de tese do nosso laboratério (Aprovacdo CETEA; niumero de protocolo
239/2010, Anexo B). Apds a eutanasia, os tecidos foram coletados e lavados
com tampao fosfato (PBS) e imediatamente homogeneizados. A extracdo de

proteinas totais foi realizada seguindo o protocolo detalhado no topico 3.8.

3.5. Extracdo de RNA total e sintese de cDNA

A extracao de RNA total foi conduzida com o uso do reagente Trizol (Life
Technologies) seguindo as recomendacdes do fabricante. Todas as garrafas de
células utilizadas na extracdo apresentavam 70% de confluéncia. Em cada
garrafa T75 cm? foram adicionados 3 ml de Trizol com agitacéo leve. O
conteudo das garrafas foi transferido para tubos seguindo com a adicao de 200
ul de cloroférmio. Ao sobrenadante coletado foi adicionado isopropanol na
propor¢cao 1:1. A precipitacdo do RNA total foi realizada a temperatura
ambiente por 15 minutos, e em seguida centrifugado por 10 minutos a 14000 g
na temperatura de 4°C. Decorrida a centrifugacao, o sobrenadante foi vertido e
ao precipitado (pellet) foi adicionado 1 ml de etanol 70%. O pellet foi
ressuspenso em 30 ul de agua livre de RNases. O RNA total foi quantificado no
espectrofotometro Biophotometer (Eppendorf) e analisado em gel de agarose
1,5 % (p/v), corado com brometo de etideo 0,1 ug/mL (Life Technologies).

Para eliminacdo do DNA contaminante, 1 micrograma RNA total foi
tratado com 1 unidade de DNase | livre de RNases (Promega). Em seguida, foi
realizada um passo de precipitacdo com fenol:cloroférmio na proporcao 1:1. A
sintese de cDNA foi realizada com 4 ug de RNA total utilizando oligo-dT(18) e a
enzima transcriptase reversa fornecida pelo kit “RevertAid™ H Minus First
Strand cDNA Synthesis” (Thermo Fisher Scientific).
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3.6. PCR semiquantitativo

A primeira fita de cDNA sintetizada foi submetida a técnica de PCR
semiquantitativo. Em resumo, 1 pl de cDNA, 200 uM de cada dNTP, tampéao de
PCR 1X (200 mM Tris-HCI pH 8.4), 1,5 mM MgCl,, 5 pmol de cada
oligonucleotideo e 0.25 U de Tag DNA Polymerase (Life Technologies) foram
utilizados em uma reacéo de 25 pl. As condigbes adotadas para amplificacédo
foram: Um primeiro passo a 3 minutos a 94 °C para a completa desnaturacao.
Seguiram-se ciclos de 94 °C por 45 segundos para a desnaturacao,
temperaturas de anelamento entre 50-60 °C (dependendo do iniciador) por 30
segundos e a extensdo dos amplicons foi realizado a 72 °C por 1 minuto. O
namero de ciclos foi padronizado a partir do nivel de expressdo de cada gene.
No passo final, a extensdo foi de 10 minutos a 72 °C. As reacdes foram
realizadas no termociclador Mastercycler® gradient (Eppendorf). Os produtos
de PCR foram analisados em gel de agarose 1,5 % (p/v) e corados com
brometo de etidio (0,1 pg/ml) sendo visualizados em transiluminador com luz
uVv.

3.7. PCR em Tempo Real

Todo o procedimento de PCR em Tempo Real, incluindo testes,
validacbes e experimentos foram conduzidos seguindo os manuais da Applied
Biosystems. As reacfes de PCR em tempo real foram realizadas no aparelho
ABI Prism® 7900HT (Applied Biosystems) no NAGE (Nucleo de Analise de
Genoma e Expressdo Geénica), com o0s oligonucleotideos especificos
desenhados no programa Primer Express 3.0 (Applied Biosystems) (Tabela 3),
cDNAs das células tumorais e ndo tumorais e SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems). As condi¢cdes de amplificacdo foram: 50°C por 2 minutos,
95°C por 10 minutos, e 40 ciclos de 94°C por 15 segundos e 60°C por 1
minuto. Para a quantificacdo da expressao génica, foram utilizados os métodos
comparativos de Ct: 2 ' e 2 2% (Livak & Schmittgen, 2001).

Os produtos da PCR foram avaliados pela andlise da curva de
dissociacao. Oligonucleotideos para amplificar as variantes transcricionais 1 e
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3 de SETD4 (SETV1/3), variantes 2 e 4 (SETDV2/4), bem como,
oligonucleotideos que amplificam ambas (SETD4) foram desenhadas. Como
controle enddgeno, os oligonucleotideos especificos para o gene B-actina
(NM_001101) e RPS27 (NM_001030) foram selecionados (Tabela 3).
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Tabela 3. Listagem dos oligonucleotideos para gRT-PCR

Oligonucleotideos Sequéncia

SETV1/3F AGGATGAAAAAGAGGCCCTGATA

SETV1/3R AATCTTTAGCTCTTCCGTCCACAA

SETV2/4F TACGGCCCTCACGATAATCAA

SETV2/4R TAAGAACAAAGTTGATTCCAACCTCTT
SETDA4F TAGCCCACATGTCCAGGTAAAA
SETD4R TCTCCAACGTGAAGTCGTTCTAATT
RPS27F TCGTGGTGGTGCTAAGAAAA
RPS27R TCTCGACGAAGGCGACTAAT
B-actinaF CTGGAACGGTGAAGGTGACA
B-actinaR AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA

3.8. Extracéo de proteinas totais e fracionamento celular

A extracdo de proteinas totais das linhagens tumorais (MACL-1,
MGSO3, MDA-MB 231, MCF-7, SKHep-1) e células normais de mama foi
realizada utilizando o tamp&o NETN, composto por: 150 mM de NaCl, 1 mM de
EDTA, 20 mM de Tris-HCI, pH 8,0, 0,5% de Nonidet P-40 e 1% dos coquetéis
de inibidores de proteases (Sigma-Aldrich). O homogenato foi sonicado por 1
minuto, incubado no gelo por 10 minutos e centrifugado a 16.100 g, 20 minutos
a 4°C. O sobrenadante foi coletado e armazenado a -20°C.

Para o fracionamento celular, as células foram lavadas com solugéo
salina tamponada com fosfato (11,4 mM KH,PQO,, 3,6 mM K;HPO,4 e 137 mM
NaCl, pH7,4 —PBS), e adicionado o tampéo de lise (20 mM HEPES, pH7,0, 10
mM KCI, 2 mM MgCl,, 0,5% Nonidet P-40 e 1% de inibidores de proteases).
Apés incubacdo de 10 minutos no gelo, as amostras foram homogeneizadas
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por vortex, e por fim, realizada a centrifugacdo a 1.500 g por 5 minutos para
sedimentacdo do nucleo. O sobrenadante foi centrifugado a 16.000 g por 20
minutos e coletado, consistindo na fracdo n&o-nuclear. O pellet nuclear foi
lavado trés vezes com tampao de lise para remocdo dos contaminantes da
fragcdo nao nuclear. Em seguida, o pellet foi ressuspenso em tampao NETN e
sonicado por 1 minuto. O lisado nuclear foi coletado apos centrifugagéo (16.000
g, 20 minutos, 4°C).

Os extratos proteicos totais e os decorrentes do fracionamento celular
foram dosados em placas de 96 pocos pelo método de Bradford (Sigma-
Aldrich), seguindo as recomendacOes do fabricante. A curva padréo foi
preparada utilizando albumina de soro bovina, e a leitura das absorvancia a
595 nm avaliadas no leitor de placas ELx 800 Universal Microplate reader (Bio-
TEK INSTRUMENTS, INC.).

3.9. Western blot

Os extratos proteicos foram resolvidos em gel desnaturante de
poliacrilamida com concentracdes de 10%. Ao término da corrida eletroforética,
as proteinas foram transferidas do gel para membrana de fluoreto de
polivinilideno (PVDF) (BioRad) pelo sistema de transferéncia semi-seco
(BioRad). A membrana foi bloqueada com 5% de leite desnatado em solucdo
salina tamponada de Tris (20 mM Tris e 200 mM NacCl, pH7,4 — TBS) com 0,5%
Tween-20 (Sigma-Aldrich) (TBS-T) por 1 hora e depois incubadas entre 18h as
8h do dia seguinte (overnight) & 4°C com anticorpo primario diluido em TBS-T
com 5% de leite desnatado.

Os anticorpos utilizados foram: anti-SETD4 policlonal (1:100) (Santa
Cruz Biotechnology), anti-ciclinas D1, D2, D3 (Cell Signaling) (1:500), fosfo-
p44/42 MAPK(ERK 1/2)(Thr 202/Tyr 204) (1:500), p44/42 MAPK(ERK 1/2) (Cell
Signaling) (1:500), anti-a-tubulina monoclonal (1:10000) (Sigma-Aldrich), anti-
lamina B1 policlonal (1:5000) (Abcam), anti-GAPDH (1:5000) e anti-B-actina
(1:1000) (Santa Cruz Biotechnology). Previamente a incubag&o de 1 hora com
0 anticorpo secundario, as membranas foram lavadas 3 vezes de 5 minutos
com TBS-T. Os anticorpos secundarios usados sdo conjugados a peroxidase
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(1:5000) (Millipore). As bandas foram reveladas por reacdo de
quimioluminescéncia com ECL Plus (GE Healthcare). Os filmes Carestream®
Kodak® BioMax® MR foram escaneados e as andlises quantitativas foram

realizadas utilizando o software Image J.

3.10. Construcgdes utilizadas

3.10.1. Construcgdes adquiridas da empresa Origene

As construgcdes contendo as sequéncias codificantes das variantes
transcricionais 1 e 2 de SETD4 (numero de acesso: NM_017438.4,
NM_001007259.2, respectivamente) clonadas no vetor Precision Shuttle
pCMV6-Entry foram obtidas da empresa Origene (Anexo Al). Neste vetor, a
sequencia codificante é expressa fusionada as etiguetas MYC (sequéncia
polipeptidica derivada da proteina c-MYC) e DDK (sequéncia polipeptidica
similar & FLAG®, marca registrada da Sigma-Aldrich).

Adicionalmente, 6 constru¢cdes para 0 estabelecimento de células
apresentando reduzida expressdo de SETD4 também foram obtidos da
Origene. Dentre eles: quatro plasmideos shRNA, pGFP-V-RS com sequéncias
similares a sequéncia de SETD4, bem como, o vetor controle contendo um
sequéncia aleatéria inespecifica (scrambled), e vetor vazio (auséncia de
sequéncia). O vetor pGFP-V-RS contém 2 sequéncias complementares de 29
nucleotideos separadas por 7 nucleotideos, os quais formam o loop. Este
plasmideo codifica dois distintos cassetes de expressdo, sendo o primeiro o
cassete de shRNA contra o gene SETD4 sob controle do promotor U6, e o
cassete de expressdo que codifica GFP sob controle do promotor constitutivo
CMV (Anexo A2).

3.10.2. Subclonagem de SETD4 no vetor pCMV6-AC-GFP.

A estratégia de transferéncias das sequéncias do vetor de entrada
pCMV6-Entry para outros vetores como pCMV6-AC-GFP mantém o inserto na
mesma orientacdo e na mesma janela de leitura. As mesmas enzimas de
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restricdo foram usadas na transferéncia entre os vetores: Sgfl na extremidade
5' e Mlul na extremidade 3' (Anexo Al).

A reacdo de restricdo enzimética foi realizada com 3 pg de DNA
plasmidial pCMV6-Entry-SETD4-MYC/DDK, no tampdo 1X tango™ e 5
unidades da enzima SfaAl(AsiSI) ( Thermo Fisher Scientific) (isosquisdmero de
Sgfl) e 10 unidades de MIul (Thermo Fisher Scientific) durante 2 hora. O
fragmento de interesse foi purificado do gel utilizando-se o kit QIAquick Gel
Extraction (QIAGEN) conforme as especificacdo do fabricante. Paralelamente,
o vetor pCMV6-AC-GFP contendo a sequéncia codificadora de SMYD5 clonada
foi submetido a digestdo nas mesmas condi¢Oes especificadas anteriormente.
Ao término da reacdo, foram adicionadas 2,5 U da enzima fosfatase alcalina
conforme as recomendacdes do fabricante (Shrimp Alkaline Phosphatase)
(Promega).

A reacdo de ligacdo foi realizada em um volume final de 10 pL,
empregando-se 1 uL de T4 DNA ligase (Promega), 1 uL de tampédo 10X da
ligase, aproximadamente 100 ng do plasmideo pCMV-AC-GFP, 400 ng do
fragmento purificado e &gua para completar o volume. As reacdes foram
incubadas a 4°C durante 15-20 horas.

Em ambiente estéril, a reacdo de ligacdo foi adicionada as bactérias
eletrocompetentes (DH5a), as quais foram submetidas a uma descarga elétrica
de 2300 volts por 5,2 milisegundos no eletroporador (Electroporator 2510,
Eppendorf). Para a recuperacdo das células, foram adicionados 1 ml de meio
Luria Bertani (LB) (1% bacto-triptona, 0,5% extrato de levedura, 1% NaCl) e a
cultura mantida a 37°C sob agitacdo no periodo de 1 hora. Em seguida, 200 pl
da cultura foram plaqueadas em meio LB sélido contendo ampicilina (100
pug/mL). As placas foram incubadas a 37°C por cerca de 16 horas.

Para a andlise dos transformantes, foram selecionadas 5 colonias
crescidas na placa e a confirmacdo feita por PCR, utilizando-se
oligonucleotideos iniciadores especificos para o gene SETD4 desenhados para
o experimento de PCR em Tempo Real. Para isolamento dos DNAs plasmidiais
foram utilizados os kit QlAprep Spin Miniprep e QIAGEN Plasmid Maxi
(QIAGEN).
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3.10.3. Obtencéao do vetor pCMV-GFP sem insertos.

De posse da construcdo contendo SETD4 clonado em pCMV-AC-GFP,
fez-se necessario obter o vetor controle pCMV-AC-GFP vazio para a expressao
somente da proteina GFP. O vetor foi digerido com as enzimas SfaAl(AsiSl) e
Mlul como detalhado no item anterior e submetido as atividades de 3'- 5'
exonuclease e 5'- 3' DNA polimerase. Para tal, a reacéo foi realizada com 1 ug
do DNA digerido e purificado, 0,1 mM de dNTPs, 1 unidade da T4 DNA
polimerase (Thermo Fisher Scientific). Apdés a incubacdo a 11 °C por 20
minutos, segui-se com a inativacao a 75°C por 10 minutos.

A reacdo da T4 DNA ligase teve como substrato 150 ng de DNA
plasmidial e segui as exigéncias do fabricante (Promega). O procedimento de
transformacao bacteriana foi conduzido como citado no item 3.10.2. Os clones

obtidos foram submetidos a reacédo de sequénciamento.
3.10.4. Sequénciamento

O sequénciamento dos clones obtidos foi realizado em sequénciador
automatico MegaBACE 1000 (GE Healthcare), usando o kit DYEnamic™ ET
Dye Terminators (GE Healthcare), conforme recomendacdes do fabricante. As
reacoes de sequénciamento foram baseadas na técnica de sequénciamento
por terminacdo de cadeia por didesoxinucleotideos (ddNTPs) (Sanger, Nicklen,
& Coulson, 1992).

Cada fita do DNA foi sequenciada empregando-se o0s oligonucleotideos
direto VP1.5 (GGACTTTCCAAAATGTCG) e reverso XL39
(ATTAGGACAAGGCTGGTGGG). O minimo de 3 reacdo para cada fita do
DNA foram realizadas. As sequéncias de DNA obtidas foram analisadas no
Vector NTI® Express Designer Software (Life Technologies) e comparadas com
sequéncias depositadas nos bancos de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e da empresa

Origene (sequéncias completas dos vetores).
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3.11. Transfeccdo dos DNAs plasmidiais para estudo de localizagéo

subcelular

Para a transfeccéo das células com o vetor vazio e plasmideos contendo
a sequéncia de SETD4 foi utilizado o reagente Lipofectamina™ 2000 (Life
Technologies) como veiculo. No dia anterior, as células MDA-MB 231 e
SKHep-1 foram plagueadas em laminula de 22x22 mm em placas de 6 pogos
na densidade de 2x10° células/poco. Para o experimento, o meio das células
foi retirado e adicionado 1,5 ml de Opti-MEM® | Reduced Serum Medium (Life
Technologies). O volume correspondente dos plasmideos (2ug) e 10 pl de
Lipofectamina™ 2000 foram incubados em 250 pl de Opti-MEM® em dois tubos
independentes por 5 minutos, ao quais foram posteriormente combinados por
25 minutos. Em seguida, essa mistura foi gotejada as células. Decorridas 4
horas da transfeccdo, o meio foi trocado para DMEM completo. 48 horas apos
0 ensaio de transfeccao, as células foram fixadas com paraformaldeido 4% em
PBS por 15 minutos, lavadas trés vezes com PBS e permeabilizadas, em
seguida, com 0,1% Triton X-100 em PBS.

Para a marcacdo nuclear foi utilizada a incubagdo com o iodeto de
propideo ou com a sonda Hoechst 33258 (Life Technologies). No ultimo
meétodo, a sonda de nucleo fluorescente Hoechst foi incubada na concentracao
(200 ng/mL) em PBS. Alternativamente, a marcacdo com o iodeto de propideo
exigiu o tratamento prévio das células com RNAse A (0,2 mg/ml) por 30
minutos, seguindo com a incubacédo do iodeto de propideo (0,1 pg/ml). Apés 5
lavagens de 5 minutos com PBS, as laminulas foram montadas usando a
solucdo de montagem Prolong gold (Life Technologies). As imagens de
fluorescéncia foram obtidas no microscopio de fluorescéncia Olympus IX70 e
no microscopio confocal Zeiss LSM 510 meta com objetiva de imersdo em 6leo
de 63X, abertura numérica de 1,4. As células transfectadas com o plasmideo
pCMV-Entry-SETD4 seguiu o protocolo de imunofluorescéncia descrito no

préximo topico.
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3.12. Imunofluorescéncia

As células SKHep-1 e MDA-MB 231 foram plagueadas em laminula de
22x22 mm na densidade de 2x10° células/mL. Apés 24 horas do plagqueamento
das células, estas foram fixadas com paraformaldeido 4% em PBS por 15
minutos, lavadas trés vezes com PBS e, em seguida, permeabilizadas com
0,1% Triton X-100 em PBS. As laminulas foram incubadas em uma solugéo de
bloqueio (PBS contendo 1% de BSA, 0,1% Triton e 5% soro de cabra) por 1
hora. Apds o bloqueio, as células foram mantidas por 12 horas em PBS 1%
BSA contendo os anticorpos primarios [anti-SETD4 (1:200) (Santa Cruz
Biotechnology); anti-DDK (1:1000) (Origene); anti-MYC (1:500) (Sigma-
Aldrich)]. Ap6s o periodo de incubacéo, foram realizadas trés lavagens com
PBS, por 5 minutos. Em seguida, as células foram incubadas por 1 hora em
PBS 1% BSA contendo o anticorpo secundario: anti-coelho ou anti-
camundongo conjugado com Alexa 488 (Life Technologies) na diluicdo de
1:500.

Ao término da incubacdo com o anticorpo secundario por 50 minutos a
temperatura ambiente foi adicionada a sonda de nucleo fluorescente Hoechst
33258 (Life Technologies) na concentragdo de 200 ng/mL por 10 minutos. Apés
5 lavagens de 5 minutos com PBS, as laminulas foram montadas usando a
solucdo de montagem Prolong gold (Life Technologies). As imagens de
imunofluorescéncia foram obtidas em microscopio confocal Zeiss LSM 510
meta com objetiva de imersdo em 6leo de 63X, abertura numérica de 1,4.

3.13. Imunocitoquimica

As laminas esterilizadas foram tratadas com solucdo de poli-L-lisina
0,01% (Sigma-Aldrich) por 30 minutos, e em seguida lavadas 2 vezes com
PBS. ApOs a secagem da lamina, as células MACL-1, MGSO3, MCF-7 e MDA-
MB 231 foram plaqueadas na densidade de 1x10° células/mL. Ap6s 24 horas
do plagueamento das células, estas foram fixadas com paraformaldeido 4% em
PBS por 15 minutos, lavadas trés vezes com PBS. O bloqueio da peroxidase
endogena foi realizado com a imersdo das laminas na solucdo de peréxido de
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hidrogénio 30% por 30 minutos. Segui-se com 3 lavagens de 5 minutos na
solucéo de Tris-HCI 20 mM.

As laminas foram incubadas por 1 hora na solugéao de bloqueio (solugéao
de Tris-HCI 20mM contendo 2% de BSA e 0,1% de Tween 20). Em seguida,
foram realizadas as incubacdes overnight a 4°C com o anticorpo primario (anti-
SETD4 (1:100) (Santa Cruz Biotechnology) diluido na solucéo diluente de Tris-
HCIl 20 mM. A lamina referente ao controle negativo, por sua vez, foi incubada
com a solucao de Tris-HCI 20 mM. O anticorpo secundario conjugado a biotina
(Biotinylated Link Universal - Dako) foi incubado no escuro por 30 minutos,
seguindo com 3 lavagens de 5 minutos com solug¢do de Tris-HCI 20 mM. As
laminas foram incubadas com o complexo streptavidina (Streptavidin + HRP -
Dako) por 30 minutos no escuro, seguindo com 3 lavagens de 5 minutos com
solucéo de Tris-HCI 20 mM.

A revelacdo procedeu-se com a aplicacdo de uma gota do substrato
cromogénico DAB (3,3- diaminobenzidina) (Liquid DAB + Substrate Chromogen
System - Dako) sobre a lamina. Rapidamente, foi realizada o bloqueio da
revelacdo com a lavagem das laminas na solucéo de Tris-HCI 20 mM e com 5
lavagens rapidas em A&gua deionizada. Em adicdo, foi realizada a
contracoloragdo com hematoxilina de Harris. Segui-se com passos de
desidratacdo nas solucbes de etanol 70%, 90%, 100%. A diafanizacédo foi
realizada com a imersdo das laminas em xilol por 5 minutos. Por fim, as
laminas foram montadas com entelan e laminulas de 22x22 mm e mantidas na

estufa a 37°C para secagem.

3.14. Transformacéo estavel de células

Previamente a transfeccdo das células, foi necesséario determinar a
concentracdo minima requerida do agente seletivo que leva a morte das
células nédo transfectadas. As células MDA-MB 231 e MCF-7 foram plaqueadas
na densidade de 1x10* em placas de 24 pocos. Ap6s 24 horas, 0os meios
contendo os compostos de selecdo foram adicionados nas concentragdes finais
de 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2 mg/ml para G418. Para a puromicina, foram
utilizadas as concentracdes finais de 0,05; 0,20; 0,35; 0,5 pg/ml. . Ao longo de
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14 dias de presséao, renovava-se o0 meio contendo as drogas e observava-se a
morte celular, no microscoépio.

Com a finalidade de obter células com reduzida expressdo de SETDA4,
os plasmideos shRNA pGFP-V-RS foram utilizados para a transfeccado das
células MDA-MB 231. Ja as construcoes, pCMV-AC-GFP-SETD4 e pCMV6-
Entry-SETD4-MYC/DDK usadas na transfeccao de células MCF-7 e MDA-
MB231 para geracéo de clones superexpressando SETDA4.

Determinada a concentracdo da droga procedeu-se com a transfeccao
dos plasmideos usando Lipofectamina™ 2000 (Life Technologies) como no
item 3.11. ApOs 72 horas da transfec¢do, o meio com os agentes de selecéo foi
adicionado e a pressao realizada durante os 14 dias com renovac¢ao do meio a
cada 2 dias. Ao fim deste tempo, uma diluicdo seriada foi preparada com a
populacdo mista de células estaveis para o plagueamento de 1 célula por poco.
A colbnia gerada por uma célula isolada foi acompanhada por microscopia de
luz e fluorescéncia. As células foram transferidas das placas ao atingir uma
colénia com cerca de 50-70 células e o protocolo de 14 dias de pressao foi
novamente aplicado. Foram selecionados 3 clones independentes com
reduzida expresséao de SETD4 (ShSETD4 2, ShSETD4 3 e ShSETD4 4). Como
controlo negativo, utilizou-se um clone que expressa de forma estavel o shRNA
scrambled. A expressao deste shRNA ativa a via de interferéncia de RNA, mas
teoricamente ndo leva ao silenciamento de nenhum gene. Adicionalmente,
como controle, o plasmideo pGFP-V-RS sem nenhuma sequéncia inserida
também foi usado.

No estudo de superexpressao, 2 clones superepressando SETD4
fusionada as etiquetas (MYC e DDK), 2 clones superexpressando SETD4
fusionado a proteina GFP foram selecionados, bem como, células controle

transformadas com o vetor vazio.

3.15. Ensaio de MTT

A viabilidade celular foi avaliada pelo teste com o reagente MTT [3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina], o qual se constitui um
meétodo colorimétrico sensivel e quantitativo. Neste ensaio, o MTT é acumulado
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pelas células por endocitose e a reducdo do anel tetrazélico deste sal, pelas
enzimas desidrogenases mitocondriais resulta na formacdo de cristais de
formazan com coloracédo azul que se acumulam nas células (Mosmann, 1983).
Neste experimento, as células estaveis foram plagueadas na densidade
de 1x10* células/poco e mantidas na estufa de CO, O meio de cultura foi
trocado a cada 24 horas, e decorridas 72 horas do plagueamento, o meio foi
removido e adicionados 105 ul de meio acrescido de 85 ul da solugéo estoque
de MTT (5 mg/ml), em cada poco. Apds 2 horas, os cristais de formazan
formados foram solubilizados com a adi¢cdo de 210 ul de solucdo SDS em 10%
de HCI. Ao término de 18 horas na estufa de CO,, a solucdo foi homogeneizada
e segui-se com a leitura a 595nm no leitor de placas ELx 800 Universal
Microplate reader (Bio-TEK INSTRUMENTS, INC.). Os resultados foram
expressos como a porcentagem da absorbéancia presente nas células

transformadas comparadas as células controle.

3.16. Ensaio clonogénico

O ensaio clonogénico ou ensaio de formagdo de colonia detecta a
capacidade de uma Unica célula gerar células-filhas ap6s tratamentos que
podem ocasionar a morte reprodutiva. Clones estaveis com reduzida expressao
de SETD4, superexpressando SETD4 e seus respectivos controles foram
utilizados neste ensaio. Foram plagueadas 900 células em placas de 35 mm, e
estas foram mantidas na estufa de CO; por 10 dias. A troca do meio foi
realizada a cada 3 dias. Apos os 10 dias, o meio foi removido e as células
foram fixadas com paraformaldeido 4% em PBS por 5 minutos, lavadas com
PBS e adicionada a solu¢édo corante (6% de glutaraldeido e 0,5 % de cristal
violeta) por 1 hora. A solucdo corante foi removida e o excesso do reagente
eliminado com a imersdo das placas em agua (Franken, Rodermond, Stap,
Haveman, & Van Bree, 2006). As placas foram fotografas e as imagens
utilizadas para a contagem das colonias usando o software Image J. Com os
resultados das contagens foram calculados o fator de sobrevivéncia (FS) e a
eficiéncia de plaqueamento (EP) através das seguintes equacdes:
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EP= (n° células contadas/ n° células plaquedas) x 100;
FS= (EP tratamento/ EP controle) x100

3.17. Citometria de fluxo

O ensaio de citometria de fluxo utilizado difere as fases do ciclo celular
(G1, S e G2/M) em decorréncia das diferencas no conteudo de DNA. O uso de
uma solucdo hipotdnica contendo iodeto de propideo constitui um protocolo
rapido e de facil marcacado do DNA para analise no citbmetro de fluxo (Riccardi
& Nicoletti, 2006). Este método permite a quantificacdo de células mortas e
analise simultdnea dos parametros do ciclo celular nas células vivas.

As células estaveis foram plagueadas em placas de 24 pocos na
densidade de 1x10* células/poco e mantidas na estufa de CO,. Ap6s 48 horas,
a placa foi centrifugada a 200 g por 10 minutos e apd6s o descarte do
sobrenadante, as células foram ressuspensas em 300 pl da solucdo
fluorocromica (HPS, hypotonic fluorochromic solution - 0,1 % citrato de sédio,
0,1% de Triton X-100, 20 pg/ml iodeto de propideo) e mantidas a 4 °C por 1-2
horas na auséncia de luz. Em seguida, a suspenséo de células foi transferida
para tubos de 1,5 ml e os dados coletados no citdmetro de fluxo (Guava Easy

Cyte, Milipore) e analisados no software FlowJo (TreeStar).

3.18. Ensaio de atividade do gene reporter luciferase

A regido promotora do gene c-fos clonado no plasmideo plightswitch
(S721638, SwitchGear Genomics), bem como o plasmideo controle pRL-TK
foram usados na co-transfec¢cdo das células estaveis. A construgdo reporter
pFos-Luc contém 1023 nucleotideos da sequéncia 5 do gene fos humano
(ID2353) e inclui os elementos regulatorios: SRE: elemento resposta ao soro (-
317a -298) e CRE: elemento de resposta a AMP ciclico (-67 a -57) (Fisch,
Prywes, Simon, & Roeder, 1989; Janknecht, Cahill, & Nordheim, 1995;
Sassone-Corsi, Ransone, Lamph, & Verma, 1988).

Adicionalmente, a regidao promotora (1000 pb) do gene B-actina (ID 60)
clonado no plasmideo plightswitch foi usado para normalizacdo dos resultados
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(S717678, SwitchGear Genomics). O plasmideo pRL-TK expressa a luciferase
de Renilla reniformis sob o controle do promotor da timidina cinase do HSV-1 e
foi utilizado para normalizar a transfec¢cdo. O procedimento de transfeccao
utilizando o reagente Lipofectamina™ 2000 seguiu o protocolo documentado na
seccao 3.11.

O ensaio de luciferase foi realizado com o kit “Dual-Gluo® Luciferase
Assay System” (Promega). 48 horas apos a transfecgédo, 75 pyL de reagente
Dual-Glo foram adicionados a igual volume de meio DMEM nas placas em
cultura para a lise celular. Apos 10 minutos, os extratos foram transferidos para
a placa FluoroNunc™(Thermo Fisher Scientific) de 96 pogos, e mensurada a
luminescéncia no leitor Synergy 2 (Biotek). Para normalizar a eficiéncia da
transfeccéo, a reacdo de oxidacdo do substrato da luciferase foi interrompida
para a medicdo da atividade de Renilla. A atividade de luciferase foi expressa
em unidades relativas de luz (RLU) e normalizada pela atividade de Renilla. Os
dados de atividade relativa do promotor de c-fos foi normalizado em relacéo a

atividade do promotor de B-actina.

3.19. Anélise estatistica

Os gréaficos foram gerados no programa GraphPad Prism 5. Com o
objetivo de avaliar a significancia das diferencas observadas entre os grupos
estudados foi realizado o procedimento de anélise one-way ANOVA. O teste de
comparacao de médias utilizado foi o teste de tukey usando o programa SAEG
9.1 (Sistema para Analise Estatisticas). Os resultados foram expressos em

meédia + erro padrdao da media (EPM).
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4. RESULTADOS



4.1. Analise in silico de SETDA4.

SETD4 é uma proteina conservada em diferentes espécies e que ainda
nao foi caracterizada em nenhum organismo (Anexo A3). A sequéncia génica
de SETD4 esta localizada no cromossomo 21 humano, na regido g22.13, e
transcreve um mMRNA de 3001 bp, o qual codifica um proteina de
aproximadamente 44 kDa (440 residuos de aminoacidos). A busca por
dominios proteicos conservados nas sequéncias de SETD4 revela a presenca
do dominio SET na regido amino-terminal (residuos 59-273; E-value 1.4e™*°),
bem como do dominio Rubs-subs-bind na regido carboxi-terminal. (residuos
307-425; E-value 8.1 e-®) (Figura 1).

O dominio SET esta presente nas lisinas metiltransferases, sendo que,
grande parte das proteinas contendo este dominio atuam como histonas lisinas
metiltransferases. Este dominio catalitico é responsavel pela transferéncia do
grupo metil do cofator SAM ao grupo amino do residuo de lisina presente no
substrato (histonas ou outras proteinas) (Dillon et al., 2005; Schapira, 2011).

O dominio Rubs-subs-bind presente na extremidade carbéxi-terminal foi
inicialmente identificado na metiltransferase LSMT, a qual atua na subunidade
maior da enzima rubisco. O dominio Rubs-subs-bind permite a ligagdo da
proteina ao seu substrato, tais como as caudas N- terminais das histonas H3 e

H4, e outras subunidades alvos como a enzima rubisco (Trievel et al., 2003).
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Figura 1. Organizacédo estrutural do gene que codifica SETD4. Representacao esquematica
da estrutura génica e proteica de SETD4. Os éxons estdo representados em quadrados pretos
(na sequéncia génica numerados de 1 al0), e em branco na estrutura do mRNA. Os niameros
de nucleotideos de cada éxon é indicado nos quadrados brancos. As regides nao traduzidas na
sequéncia do mRNA sao demarcados em cinza. Os dominios proteicos presentes na
sequéncia de SETD4 sao mostrados em cinza, dominio SET (pfam00856), e em preto, dominio
Rubs-subs-bind (pfam09273).

Para diferentes espécies, como rato, camundongo € macacos Sao
preditas uma Unica proteina (439/440 residuos de aminoacidos) codificada pelo
gene SETD4 como mostrado no anexo A3. Em contrapartida, em funcéo de
eventos de splicing alternativo, em humanos sédo preditas 4 variantes
transcricionais que codificam 4 isoformas de SETD4. As quatro variantes
transcricionais de SETD4 divergem somente nas regides de extremidades de
suas sequéncias. A variante 1 (1323 nucleotideos) € a mais longa e codifica
uma proteina de 440 residuos de aminoacidos (Anexo A4 e Figura 2). A
variante 2 difere na sequéncia 5'UTR e apresenta um éxon alternativo de
splicing 3' conferindo uma mudanca da fase de leitura (frameshift) comparada a
variante 1 (Anexo A4). Deste modo, a isoforma 2 apresenta a regido carboxi-
terminal distinta da isoforma 1 (Figura 2). Em comum, as variantes 3 e 4
apresentam um éxon 5' adicional levando a iniciagdo da tradugdo em um cédon
alternativo comparado as sequéncias 1 e 2 (Figura 2). J& nas extremidades 3'
das sequéncias, a variante 3 é similar a variante 1, ao passo que, a sequéncia
4 equipara-se a 2 (Anexo A4).

A andlise in silico das 2 isoformas preditas para o gene SETD4 em

chimpanzé revelam a alta homologia das sequéncias com as isoformas 1 e 2
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humanas (Anexo A5). Muito embora, os eventos de splicing de SETD4 nestas
duas espécies sejam conservados, em humanos, os dois sitios de splicing (5' e
3") sdo combinados gerando 4 possiveis variantes. Analise de RNA-seq em
amostras de figados humanos e de chimpanzés apontaram que somente 7%
dos genes expressos neste tecido apresentam divergéncia no splicing
alternativo entre as duas espécies. Neste estudo, os transcritos SETD4
expressos em figado ndo divergiram entre as espécies analisadas (humanos,

chimpanzés e macacos) (Blekhman, Marioni, Zumbo, Stephens, & Gilad, 2010).
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Figura 2. Alinhamento das 4 isoformas preditas da proteina SETD4. (A) As sequéncias
proteicas das isoformas 1 (440 aa), 2 (307 aa), 3 (416 aa) e 4 (283 aa), depositadas no banco
de dados do NCBI, foram alinhadas utilizando o programa Clustal W. A caixa vermelha indica
os 7 residuos de aminoéacidos divergentes na cauda C-terminal das isoformas. Os residuos de
aminoacidos de carater basico sdo marcados em rosa, 0os acidos em azul, os polares neutros
em verde e os apolares em vermelho. (B) Representagdo esquematica das isoformas 1-4 de
SETD4 e seus dominios: SET (pfam00856), e dominio Rubs-subs-bind (pfam09273).
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Com o objetivo de estender o conhecimento estrutural da proteina
SETD4 foi realizada um ensaio de modelagem molecular. A modelagem
molecular tem papel fundamental tanto na interpretacdo de dados
experimentais de elucidacdo estrutural, como na predicdo de estruturas de
proteinas e analise das propriedades fisico-quimicas das biomoléculas e da
interacdo destas com seus ligantes. Modelos virtuais da proteina podem ser
elaborados por comparagéo da similaridade de sua sequéncia primaria com as
sequéncias de proteinas homdlogas resolvidas e depositadas no PDB (Deane
& Blundell, 2003).

A etapa de identificacdo de proteinas moldes adequadas foi feita pelo
programa BLAST no banco de dados PDB, sendo selecionada a proteina
humana SETD3, SET domain-containing protein 3 (PDB ID: 3SMT chain A,
resolucdo 2.04 A). O alinhamento entre as sequéncias de SETD3 e SETD4
apresentou 24% de identidade, reduzido E-value (le™?) e alta cobertura da
sequéncia alvo (81%) (Anexo A6). Muito embora, o valor de identidade entre as
sequéncias seja baixo para os ensaios de modelagem, verifica-se a existéncia
de alta similaridade em composicdo de elementos de estrutura secundaria
entre as proteinas (Anexo A6).

A localizagcéo do grupo doador de metil (SAM, S-adenosil-metionina) na
regido do sitio ativo da enzima é de crucial importancia para a catalise das
metiltransferases (Marmorstein, 2003). Por isso, foi realizada a insercdo do
grupo ligante no modelo. Quanto ao molde SETD3 foi realizada a substituicéo
de residuos de selenometionina, empregados para o faseamento experimental
da proteina, por residuos de metionina, sem modificacdo das coordenadas do
PDB. Algumas modificacbes foram introduzidas manualmente no alinhamento
sequencial para adapta-lo, como a remogdo dos seis primeiros residuos na
sequéncia de SETD4, e dos 50 primeiros residuos na regido amino-terminal do
molde, 0s quais mostraram-se sem correspondentes na sequéncia de SETD4.

Os candidatos estruturais gerados pelo Modeller foram analisados nos
programas ProSA e Procheck para a selecdo da estrutura com menor pseudo-
energia. A validagdo estrutural foi realizada para verificar se os modelos
apresentavam corretos e aceitaveis valores de esteroguimica como:
comprimentos e angulos das ligacbes, planaridade das ligacOes peptidicas e
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dos anéis das cadeias laterais, quiralidade e impedimento estérico entre pares
de atomos nao ligados.

Com base na validacdo e visualizagdo da estrutura, fez-se necessério a
realizacdo da otimizacao das regides de loops. O diagrama de Ramachandran
do modelo SETD4 selecionado apontou 92,8% dos residuos de aminoacidos
em regides permitidas (Anexo A7). O valor de Z-core pelo ProSa foi de - 8.07.

A analise visual da estrutura mostrou que os residuos E88, S99, P146,
G330 e K398 localizados em regides desfavoraveis no plot de Ramachandran
apresentam-se coerentes com seu ambiente quimico favoravel como mostrado
pelo programa Verify 3D. Outro fato a ser apontado é que tanto esses residuos,
quanto outros 6, pertencentes a regibes adicionais do grafico de
Ramachandran encontram-se em regidoes de baixa identidade sequencial e em
regides de loop, as quais séo regidoes muito flexiveis, com grande dificuldade
para a modelagem estrutural.

O modelo da proteina humana SETD4 foi depositado no banco de dados
Protein Model DataBase (PMDB), com o numero de identificacgdo PM0078503
(http://mi.caspur.it/PMDBY/) (Figura 3A). A sobreposicdo da estrutura molde e do
modelo de SETD4 é apresentado na figura 3B. As estruturas das proteinas
SET resolvidas experimentalmente, revelam a presenca de um core folha 3
flanqueado por uma variavel extensdo amino e carboxi-terminal divergente no
dominio SET (Schubert et al., 2003; Trievel et al., 2003). A divergéncia principal
na sobreposicbes do molde e modelo sdo localizadas nas regibes de loop
(Figura 3B).

As caracteristicas do dominio SET sao apresentadas na Figura 4, a qual
mostra o alinhamento deste dominio em proteinas SET humanas incluindo
SETD4. O dominio SET consiste de 2 regifes ndo continuas localizadas nas
regides amino e carboxi-terminais da sequéncia primaria, regibes estas
denominadas SET-N e SET-C, respectivamente. Cada regido possui curtas
cadeias B (3 a 4), uma curta a-hélice e muitos loops, 0s quais conectam estes
elementos de estrutura secundaria (Figura 4) (Marmorstein, 2003).

Trés regibes de alta similaridade de sequéncia sdo encontradas no
dominio SET, uma na regido SET-N (residuos 58-62 na proteina SETD4) e
duas na regidao SET-C (residuos 235-240; 266-273 em SETD4). Além disso, as
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estruturas SET revelam um invariante residuo de tirosina como o residuo chave
na catélise (Figura 4). Os residuos de aminoacidos conservados e em
interagcdo com o cofator SAM séo evidenciados na Figura 3C e 4.

Cada estrutura SET possui divergéncias nas regides flanqueando SET-N
e SET-C, bem como na regido de insercdo, SET-I. Esta uUltima regido apresenta
consideravel variedade estrutural e de sequéncia entre as proteinas SET
(Marmorstein, 2003; Trievel et al., 2002). O comprimento da regido SET-I de
SETD4 (131 residuos) e SETD3 (127 residuos) diferem da extenséo
apresentada pelas demais proteinas SET (Figura 4). Tal divergéncia somente
na extensao da regido SET-I parece ndo estar vinculada a especificidade ao
um substrato, uma vez que proteinas com idéntica especificidade (Suv39H1 e
SETDB1) apresentam uma grande variacdo na regido SET-I (Marmorstein,
2003).
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Figura 3. Modelagem comparativa de SETD4. (A) A estrutura tridimensional do modelo
SETD4 é mostrada na presenca do cofator SAM (verde), no interior da estrutura. (B)
Sobreposicdo da estrutura molde SETD3 e da estrutura modelada de SETD4. Nesta imagem, o
cofator SAM é mostrado em vermelho. (C) Visédo detalhada da regido do modelo de SETD4 que
interagem com SAM. Residuos de aminoacidos conservados sdo representados em azul, e o
cofator SAM em vermelho.
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Figura 4. Alinhamento das sequéncias primarias de SETD4 e de caracterizadas proteinas

SET humanas. Alinhamento das sub-regiées amino (SET-N) e carbéxi (SET-C) do dominio

SET e a indicacdo da extensd@o da regido de insercdo (SET-1). Os elementos de estrutura

secundaria conservados sao mostrados acima do alinhamento (seta = cadeia ; retangulo = a-

hélice). As regides envolvidas na ligacéo do cofator sdo indicados com a barra verde abaixo do

alinhamento. Ja a barra azul, destaca as 3 regides de sequéncias conservadas. O residuo de
tirosina conservado é destacado com o triangulo preto.
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4.2. Distribuicao tecidual de SETDA4.

O website GeneHub-GEPIS permite a avaliagédo global da expressao em
tecidos humanos e de camundongos, com base na abundancia das sequéncias
de EST (Expressed Sequence Tag) (Y. Zhang et al., 2007). Neste contexto, o
cérebro, tecidos embrionarios, pulmdes, olhos, testiculos e pancreas foram os
tecidos com as mais elevadas abundancias de sequéncias SETD4 em
humanos (Warnatz et al., 2010). Em camundongos, os tecidos com 0S mais
maiores valores de expressao foram: cérebro, rim, nervos, retina e testiculos. A
analise no banco de dados de transcriptoma do NCBI (UNIGENE) apontam os
tecidos embrionarios, cérebro, olho, ovario e tecido conjuntivo como fontes de
SETD4 em ratos.
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Deste modo, com o objetivo de avaliar o padréo de expressédo de SETD4
nos tecidos de rato foi realizado a técnica de western blot usando um anticorpo
comercial especifico para SETD4 (Figura 5). Uma Unica proteina SETD4 de
aproximadamente 49 kDa (439 residuos de aminoacidos) € predita em ratos. O
anticorpo reconheceu nos extratos proteicos uma Unica banda com peso
molecular de aproximadamente 45 kDa. SETD4 ndo apresenta uma expressao
ubigua nos tecidos de rato, sendo expressa em pele, olhos e musculo

esquelético.

SETD4 (44 KDa) |

Figura 5. Expressao tecido-especifica de SETD4. Western blot dos extratos de proteinas
totais dos diferentes tecidos de rato: bago, ovario, pele, rim, pulmao, olhos, musculos
esquelético e pancreas. Foram aplicadas no gel, 35ug de proteinas, e a membrana incubada
com os anticorpos anti-SETD4 e anti-GAPDH.

4.3. O nivel de mRNA SETD4 é distintos nas diferentes células de cancer

de mama.

Uma combinacdo de anormalidades genéticas e epigenéticas podem
resultar na desregulacéo da funcdo e expressédo génica no cancer (Jones &
Baylin, 2007). Neste contexto, a expressédo de histonas metiltransferases tem
sido reportada como alterada em diversos tipos de tumores incluindo pulméo,
prostata, figado e mama (Hamamoto et al., 2004; Ozdag et al., 2006; Simon &
Lange, 2008). A busca dos dados integrados de expresséo génica depositados
no banco de dados "The Gene Expression Atlas (EMBL-EBI)";

(http://www.ebi.ac.uk/gxa/) indica uma alteragcdo na expressao do gene SETD4
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em diferentes linhagens de cancer de mama. Tais dados apontam elevada
expressdo do gene que codifica SETD4 nas células MDA-MB 231 e SKkBR-3,
assim como reduzida expressdo em MCF-7 e HCC-1937. Coletivamente, estas
informagdes despertaram nosso interesse em avaliar a expressdo de SETD4
em células tumorais.

Para a analise por PCR em Tempo Real, foram escolhidos 5 candidatos
a genes constitutivos: B-actina, MRPL19 (proteina ribossomal mitocondrial
L19), RPS27 (proteina  ribossomal S27), HPRT (hipoxantina
fosforibosiltransferase 1) e TBP (proteina de ligacdo a TATA-box). Tais genes
ndo apresentaram alteracdes significativas na expressao entre células tumorais
e o controle normal. B-actina e RPS27 mostraram-se como as referéncias mais
estaveis (menor variacao) entre os genes constitutivos avaliados.

Os oligonucleotideos para a amplificacdo das variantes transcricionais
de SETD4 foram desenhados (SETV1/3, SETV2/4), bem como, para a regiao
comum as variantes (denominado SETD4). Previamente, os iniciadores foram
validados e os valores de eficiéncia da PCR estimados com base na
determinacdo da inclinacdo da reta (slope) da curva padrdo seguindo a
equacdo: E = (10™5°P°_1) x 100. As eficiéencias dos oligonucleotideos foram
97,67% para SETD4, 95,85% SETV1/3, 98,03% RPS27 e 99% para [3-actina.

A quantificacdo da expressao de SETD4 foi conduzida em diferentes
linhagens de cancer de mama (HCC-1954, MCF-7, CAMA-1, SKBR-3, MDA-MB
231, MDA-MB 436, MDA-MB 468), tendo como célula controle HCC-1954-BL.
Esta ultima é oriunda de linfoblasto do mesmo individuo, no qual foi isolado o
tumor de mama HCC-1954. Os resultados mostram um aumento significativo
na expressédo de SETD4 nas células HCC-1954, MDA-MB 231, MDA-MB 436 e
SkBR-3 em relagdo a célula controle HCC-1954-BL (Figura 6A). Em
contrapartida, nas linhagens MDA-MB 468, MCF-7 e CAMA-1, a expressao de
SETD4 néo diferiu do controle.

A amplificacéo foi também realizada nas células ndo tumorais de mama,
as quais configuram-se como melhor grupo normalizador. A expressao de
SETD4 foi em torno de 4 vezes superior nas células MDA-MB 231 comparadas
as ceélulas normais (ndo tumorais). Em oposicéo, a expressdo de SETD4 nas
células MCF-7 nao diferem das ceélulas normais (Figura 6B).
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A analise da curva de dissociacdo para amplificacbes das variantes
curtas (SETV2/4) revelou a presenca de dimeros de oligonucleotideos ou
outros produtos inespecificos, sendo por isso removidos da analise. A
confeccdo de oligonucleotideos para amplificacdo especifica das variantes 2 e
4 ¢é limitada pela curta sequéncia divergente entre as variantes na extremidade
3' (Figura 2).

A quantificacdo relativa do mRNA das variantes transcricionais 1 e 3
revelou uma reducdo na expressao nas células MCF-7 em comparacdo as
células néo tumorais, e um aumento nas células MDA-MB 231(Figura 7). Desta
forma, a contribuicdo para o perfil de expressao do gene SETD4 em células de
mama tumorais e nao tumorais parece estar relacionado diretamente a

expressao destas variantes transcricionais.

A B

©

2

© 51 a
1 1]

2 g

5

:8 4

-4 °

& g

= €

s B

g :

<} 3

céluta normal yuo s mp 231 MCF-7
0!

()

&

Figura 6. O SETD4 é superexpresso em algumas linhagens celulares de cancer de mama.
A expresséo do gene SETD4 foi avaliada por RT-PCR em tempo real usando o método 27hACt
(A) Os valores de expresséo para HCC-1954, MCF-7, CAMA-1, SKBR 3, MDA-MB 231, MDA-
MB 436 e MDA-MB 468 foram normalizados em relagdo as células controle HCC-1954-BL,
tendo como controle enddgeno, o gene B- actina. (B) A expressdo de SETD4 nas células MDA-
MB 231 e MCF-7 foi analisada tendo como controle endégeno RPS27, e normalizada
comparada as células normais (ndo tumorais) (média de 3 doadoras). As médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem significativamente entre si, ao passo que, letras distintas diferem pelo
teste de Tuckey a 1% de probabilidade.
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Figura 7. Expressao de SETD4V1/V3 nas células MDA-MB 231 e MCF-7. A expressdo das
variantes transcricionais longas (1 e 3) de SETD4 foi avaliada por RT-PCR em tempo real
usando o método 27", O valor de expressdo das células tumorais foi normalizada em relagao
as células de mama ndo tumorais utilizando a expresséo do controle RPS27. As letras distintas
diferem pelo teste de Tuckey a 1% de probabilidade.

4.4. Correlacao negativa entre o perfil de expressao de SETD4 e dos

receptores hormonais em tumores de mama.

A expressdo da proteina SETD4 foi avaliada nas células de cancer de
mama (MACL-1, MGSO3, MDA-MB 231 e MCF-7) e células de tumor hepatico
(SKHep-1). Os lisados celulares foram submetidos a andlise quantitativa pela
técnica de western blot, e a expressdo nas células ndo tumorais de mama
utiizada para a normalizagdo. Somente uma Unica proteina de
aproximadamente 44 kDa foi detectada em todos os lisados sugerindo a
expressao predominante de apenas uma das isoformas, possivelmente a
isoforma longa (1). A expressdao nas células de cancer de mama MACL-1,
MGSO3 e MDA-MB 231, bem como, na célula SKHep-1 € cerca de duas vezes
superior a expressao nas células ndo tumorais de mama. Em oposi¢ao, a
expressao nas células MCF-7 é reduzida na ordem de quatro vezes comparada
ao controle (Figura 8). As analises de imunocitoquimica confirmam o perfil de
elevada expressdo de SETD4 nas células MDA-MB 231, MACL-1, MGSO3

comparadas a linhagem MCF-7 (Figura 8C e anexo A8).
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Figura 8. A expressdo de SETD4 é distinta entre as linhagens de cancer. (A) Western blot
dos extratos proteicos das linhagens de cancer de mama (MDA-MB 231, MACL-1, MGSO3,
MCF-7) e tumor de figado SKHep-1, bem como de células mamarias ndo tumorais (normal).
30ug de proteinas foram aplicados no gel, e a membrana incubada com os anticorpos anti-
SETD4 e anti-a-tubulina. (B) A expressao de SETD4 foi normalizada com a proteina controle a-
tubulina usando o software ImageJ. (C) Imunocitoquimica das linhagens celulares MDA-MB
231 e MCF-7. Apés a fixacdo, as células foram incubadas somente com a solugéo diluente
Tris-HCI 20 mM (controle negativo), ou com o anticorpo SETD4 na solugdo. A revelacéo
procedeu-se com a aplicacdo do substrato da peroxidase, o DAB (3,3- diaminobenzidina) e o
nucleo foi corado com hematoxilina.

A elevada expressdo de SETD4 nas linhagens estabelecidas no nosso
laboratério (MACL-1 e MGSO3) é condizente com os dados de microarranjo de
DNA realizada pelo nosso grupo (N. C. R. Corréa, 2013). Neste estudo foi
observado uma alta expressdo do gene SETD4 nas células MACL-1 (fold
change 9,46 e pvalor de 4,01E-06) e MGSO3 (fold change 3,09 e pvalor de

0,025) comparadas a células normais.
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O receptor de estrogeno (RE), o receptor de progesterona (RP) e o
receptor do fator de crescimento epidermal 2 (HER-2/ERBB2) sdo marcadores
comumente utilizados na analise patoldgica cuja andlise é recomendada pelo
Colégio de Patologistas Americanos e Sociedade Americana de Oncologia
Clinica (Goldhirsch et al., 2011; Hammond, Hayes, & Wolff, 2011; Wolff et al.,
2007).

As linhagens de cancer de mama MDA-MB 231, MACL-1 e MGSO3 sao
negativas para os marcadores RE, RP e Her-2 (Cailleau, Olivé, & Cruciger,
1978; N. C. Corréa et al., 2013) e apresentam superexpressado da proteina
SETD4. Em contraste, MCF-7, expressa todos os receptores citados e possui
baixos niveis da proteina SETD4 (Horwitz, Costlow, & McGuire, 1975) (Figura
6-8). Para acessar a relevancia desta correlacdo, o perfil de expressao de
SETD4 foi avaliado em tumores primarios de mama. Os tecidos tumorais foram
submetidos ao exame histopatoldgico e classificados quanto a expressao dos
marcadores (RE, RP e Her2) (Anexo A9).

A proteina SETD4 foi superexpressa nos tumores triplo-negativos, sendo
esta elevacdo em torno de 3 vezes nos tecidos tumorais comparados aos
sadios. Paralelamente, os tumores expressando 0s receptores de estrogénio e
progesterona e com baixa expressdo de Her2 ndo apresentaram alteracdes
significativas na expressédo de SETD4 comparada ao controle (Figura 9).

Interessante notar que em alguns lisados tumorais foi detectada uma
banda adicional de peso molecular inferior a previamente detectada, a qual
pode corresponder a isoforma 3 de SETD4 (Figura 9). Entretanto, o perfil de
expressao desta proteina € variavel. Em alguns casos, como para os individuos
0036 e 0019, a banda estad presente tanto na amostra tumoral quanto na
controle. Em outros, somente no lisado tumoral (0002 e 0014) ou somente no
controle (n&o tumoral) (0004 e 0005).
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Figura 9. Expressdo de SETD4 em tumores de mama positivos e negativos para 0s
receptores hormonais. (A) Western blot dos extratos proteicos obtidos de tumores negativos
(TO002, TOO04, TOO36) e tumores positivos para RE, RP e Her2 (T0005, TO014 e T0019). A
amostra correspondente ao tecido ndo tumoral (mama contralateral) de cada paciente também
foi analisada (N). A membrana foi incubada com anticorpos anti-SETD4 e anti-B-actina. (B) A
analise densitométrica foi realizada agrupando os 3 tumores de cada grupo (triplo-positivos e
triplo-negativos). Para cada amostra, a expressédo de SETD4 foi normalizada com a expressao
de B-actina.

4. 5. SETD4 localiza-se no nucleo e citosol.

A andlise in silico utilizando os programas PSORTII e ESLpred predizem
uma localizagcdo nuclear para SETD4. A predicdo fornecida pelo programa
NucPred revelou para SETD4 um score de 0,58, sugestivo de localizacdo nao
nuclear. Isto porque, pelo programa, as sequéncias com score acima ou igual a

0,8 sao preditas nucleares, com 93% de exatidao (Brameier et al., 2007).
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Paralelamente a predicdo computacional, a localizacdo subcelular de
SETD4 foi investigada nas fragcbes celulares das linhagens de céancer de
mama. A proteina SETD4 esta presente tanto nos extratos nucleares quanto
nas fracbes ndo nucleares (Figura 10). A auséncia de contaminacdo nas duas
fracbes foi comprovada com a visualizacdo da expressdo de a-tubulina e
lamina B1, as quais sdo localizadas exclusivamente no citosol e no nucleo,
respectivamente. As células de cancer de mama (MACL-1, MGSO3 e MDA-MB
231) e as células SKHep-1 apresentaram nitida expressdo de SETD4 em
ambas as fracdes. A auséncia de bandas referentes a SETD4 nos extratos de
MCF-7 é decorréncia da baixa expressao nesta linhagem celular (Figura 8),
como também, da reduzida quantidade de extrato utilizado.

Com o intuito de avaliar se a sinalizacao envolvendo EGF e seu receptor
(EGFR) alteram o conteudo e localizacgdo de SETD4 foi realizado o
fracionamento das células apés o estimulo com este fator de crescimento. As
fracOes celulares das células SKHep-1 estimuladas com o fator de crescimento
epidermal (EGF) nao diferiram do perfil apresentado pelas células né&o
estimuladas (controle) (Figura 10B). Embora, o curto periodo de tempo do
estimulo (10 minutos) seja suficiente para o acumulo do receptor e ligante no
nacleo (De Angelis Campos et al.,, 2011), a modulagédo na transcricdo e por
conseguinte a alteracdo na sintese proteica, demanda um periodo mais
extenso (Hung et al., 2008). Muito embora a distribuicdo subcelular de SETD4
nao se altere com a translocacédo de EGFR, a expressédo de SETD4 pode ser
alterada apos longo estimulo. Futuros experimentos poderdo elucidar esta

guestao.
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Figura 10. SETD4 esta presente na fracdo nuclear (FN) e ndo nuclear (FNN). Western bot
dos extratos protéicos obtidos apds o fracionamento celular. 25ug de proteinas foram
resolvidas em gel de poliacrilamida, e transferidas para membrana de PVDF. (A) Os anticorpos
anti-SETD4, anti-Lamina B1 e anti-a-tubulina foram usados nos extratos das células (MDA-MB
231, MACL-1, MGSO3, MCF-7). (B) Células SKHep-1 foram privadas de soro por 20 horas
sendo estimuladas por 10 minutos com 200 ng/mL de EGF. As células ndo estimuladas séo
designadas controle.

O perfil apresentado pelas fragbes nédo nucleares das células de cancer
de mama, SKHep-1 e células de mama nao tumorais assemelha-se ao perfil do
extrato total das células (Anexo A10; Figura 8). Tal padrdo similar no extrato
total e na fracdo ndo nuclear sugere uma distribuicdo predominantemente
citoplasmatica para SETD4. Em adicdo, os resultados sugerem que a
distribuicdo de SETD4 é equivalente em células tumorais e ndo tumorais.

Com o objetivo de comprovar a localizacdo de SETD4 no compartimento
nuclear, foi feita uma reconstrucéo tridimensional (3D) das células SKHep-1
incubadas com o anticorpo especifico para SETD4 utilizando microscopia
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confocal. O anticorpo secundario usado foi o Alexa 488. A marcacao nuclear foi
realizada com a sonda Hoechst, uma sonda de afinidade a DNA dupla fita. As
imagens seriadas foram coletadas e a reconstrugdo 3D realizada com o
software Zeiss LSM Image Browser (Figura 11). A proteina SETD4 encontra-se
presente ao longo de toda a regido citoplasmatica. No plano medial observa-se
pontos verdes co-localizados com pontos azuis, indicando a localizacdo da
proteina no interior do nucleo. O somatdrio das fatias 6pticas nos planos x-z e
y-z estdo mostrados acima e a direita, respectivamente (Figura 11).
Coletivamente, estes resultados demonstram a localizacdo nuclear e

citoplasmatica de SETDA.
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Figura 11. Localizagdo subcelular de SETD4. Células SKHep-1 foram incubadas com anti-
SETD4 e o anticorpo secundario conjugado com alexa 488 (verde). O nucleo foi incubado com
a sonda Hoechst (azul). Painel central: plano medial em uma regido no interior do nucleo.
Acima: reconstrucdo 3D no plano x-z. A direita: reconstrucéo 3D no plano y-z. Escala = 10 um.

Além de acessar a localizacdo da proteina enddégena, foram analisadas
a distribuicdo celular da proteina expressa transientemente. Para tal, as
construgbes com as sequéncias codificantes das variantes 1 e 2 de SETD4
(pPCMV6-Entry-SETD4-MYC/DDK) foram usadas na transfeccdo de células
MDA-MB 231. Neste sistema, as isoformas 1 e 2 foram expressas fusionadas a
MYC e DDK (Anexo Al).

Ambas as isoformas 1 e 2 localizaram-se ao longo de todo citoplasma
(Figura 12). A marcacdo com anticorpo anti-DDK indicou uma localizacao
pontual da isoforma 1 em algumas regiées do ndcleo. As imagens demonstram
o mesmo perfil de localizacdo predominantemente citosolica apresentado pela

proteina endodgena na imunofluorescéncia (Figura 11).
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Figura 12. Localizacdo de SETD4 fusionado a etiqueta DDK. Células MDA-MB 231 foram
transfectadas com as constru¢cdes SETD4V1 e SETD4V2, as quais expressam as isoformas 1 e
2, respectivamente, fusionadas as etiquetas MYC e DDK. As células foram incubadas com o
anticorpo que reconhece DDK, e em seguida com o anticorpo secundario conjugado com Alexa
488 (verde). A marcagdo nuclear foi realizada com iodeto de propideo (azul).

Com a finalidade de obter as construgcbes expressando SETD4
fusionado a GFP foi realizada a subclonagem das sequéncias das variantes 1 e
2 no vetor pCMV6-AC-GFP. A confirmagéo dos transformantes foi realizada por
meio da PCR utlizando os oligonucleotideos desenhados para o0s
experimentos de PCR em Tempo Real (dados ndo mostrados) e por meio da
restricdo enzimatica dos clones obtidos (Anexo All). Adicionalmente, os
clones foram submetidos a reagédo de sequénciamento.

De posse destas construcdes, a localizagdo subcelular das proteinas
recombinantes foi avaliada por microscopia confocal. A reconstrucao
tridimensional das células expressando as isoformas 1 e 2 de SETD4 revela a
ampla distribuicdo citosodlica para ambas (Figura 13). A co-localizagdo dos
pontos verdes e azuis € observada na célula expressando a isoforma 1

indicando a localizac&o nuclear da mesma.
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SETD4-V2-GFP
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Figura 13. Localizacdo subcelular das isoformas 1 e 2 de SETD4 fusionadas a GFP.
Células MDA-MB 231 foram transfectadas com as construcdes que expressam as isoformas de
SETDA4 fusionadas a GFP. O nucleo foi marcado com iodeto de propideo (azul). Painel central:
plano medial em uma regido no interior do nicleo. Acima: reconstru¢édo 3D no plano x-z. A
direita: reconstru¢do 3D no plano y-z. (A) isoforma 1, SETD4-V1-GFP e (B) isoforma 2, SETD4-
V2-GFP.

A distribuicdo predominantemente citosélica da isoforma 2 (Figuras 12 e
13) contrasta com os dados de fracionamento celular, os quais apontam a
presenca de SETD4 no nudcleo. Em adicdo, a marcacdo apresentada na
imunofluorescéncia de SETD4 enddgena assemelha-se a obtida para a
isoforma 1 (Figuras 11-13). Estas observacdes reforcam os dados de PCR em
tempo real sugerindo a expressao predominante da isoforma longa de SETD4

nas células em estudo.

4.6. Reduzida expressédo de SETD4 suprime a proliferagéo e altera o perfil

do ciclo celular.

Objetivando investigar a funcdo de SETD4 nas células de cancer de
mama, o conteudo das sequéncias de mRNA que a codificam foi reduzido
abordando o mecanismo de RNA de interferéncia (RNAI). Neste trabalho, foram
testados 4 distintos shRNAs (ShSETD4 1 a 4) similares em sequéncia a quatro
regides do mMRNA SETD4 (Anexo A2).

Como procedimento inicial a transfeccéo estavel, foi realizado o ensaio

de curva de morte nas células MDA-MB 231 e MCF-7 ndo transformadas na
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presenca das drogas de selecdo (Anexo Al2). Este teste faz-se necessario
uma vez que, cada tipo celular difere em relacdo a sua susceptibilidade as
drogas. Além disso, a diferenca nos lotes de cada produto pode apresentar
eficiéncia distinta (Mortensen, Chestnut, Hoeffler, & Kingston, 2001).

A obtencéo de clones expressando os shRNAs foi conduzida nas células
MDA-MB 231, visto que, tais células apresentam superexpressdo da proteina
SETD4 (Figura 8). Desta forma, a selecdo dos plasmideos pGFP-V-RS nas
células MDA-MB 231 foi conduzida com a droga puromicina (0,35 pg/ml)
(Anexo Al12).

A eficiencia de cada construcdo shRNAs na reducdo da expressao
SETD4 foi avaliada nos clones estaveis obtidos. Os niveis de expressdo de
SETD4 foram analisados por western blot e Real Time PCR. A presenca do
vetor pGFP-V-RS sem insertos expressando GFP nao alterou a expressao de
SETD4 (Figura 14C). Este perfil, semelhante as células MDA-MB 231 néo
transformada é também observado nos clone que expressa shRNA scrambled
(Anexo A13).

Os clones contendo a construcdo 1 (ShSETD4 1) apresentaram
diminuicdo no conteido de mMRNA SETD4 e reducdo expressiva (superior a
50%) nos niveis proteicos (Figura 14). Os clones gerados a partir das
construcbes ShSETD4 2, 3 e 4 ndo apresentaram reducao efetiva nos niveis da

proteina (Anexo A13).
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Figura 14. Confirmacao dos clones com reducdo de SETD4. (A) Western blot dos extratos
proteicos de células MDA-MB 231 nao transfectadas e 4 clones independentes transformados
com a sequéncia ShSETD4 1. Um total de 30ug de proteinas foi aplicado e a membrana
incubada com anticorpos anti-SETD4 e anti-a-tubulina. (B) A expressdo de SETD4 foi
normalizada com a-tubulina e expressa em relacao ao controle. (C) O knockdown de SETD4 foi
avaliado por PCR em tempo real. Os valores de expressao para os clones vetor (transformados
com o vetor vazio) e ShSETD4 2, 3 e 4 foram normalizados em relacdo as células ndo
transformadas, tendo como controle enddgeno, o gene RPS27.

Células transformadas estavelmente controle (vetor vazio) e os 3 clones
independentes knockdown para SETD4 (ShSETD4 2, ShSETD4 3 e ShSETD4)
ndo apresentaram distingdes morfologicas (Anexo Al4).

Para avaliar se a expressao de SETD4 estava relacionada a viabilidade
e proliferacdo de células tumorais de mama foi realizado o ensaio de MTT
(Figura 15). Os clones estaveis ShSETD4 3 e ShSETD4 4 cultivados na
presenca de soro fetal bovino tiveram reduzida metabolizagdo do MTT em
comparacdo com as células controle suplementadas com SFB. Considerando
0S grupos controles avaliados, controle com soro (células ndo transformadas) e
controle vetor com soro ndo houve diferenca significativa entre eles. Perfil
similar € observado para o controle com soro e controle scrambled. Para
efeitos comparativos, células ndo transformadas (controle) e controle vetor

foram mantidas na auséncia de soro. Tal privacdo de fatores tréficos leva o
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bloqueio da divisdo e inducéo de morte celular (Raff, 1992). A viabilidade das
células ShSETD4 3 e ShSETD4 4 ¢ inferior as células controle cultivadas sem
SFB. J4, a metabolizacdo de MTT por ShSETD4 4 compara-se as células
controle vetor sem soro. Estes dados sugerem que SETD4 pode modular a

viabilidade de células tumorais.
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Figura 15. Metabolizacdo de MTT reduzida nos clones ShSETD4. As células controle,
controle vetor (vetor vazio), controle scrambled e as células ShSETD4 3 e 4 foram plaqueadas
no meio com soro fetal bovino. Células controle e controle vetor foram mantidas em meio sem a
presenca de soro fetal. Os resultados sdo expressos em relagdo ao metabolismo das células
ndo transformadas. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre
si, a0 passo que, letras distintas diferem pelo teste de Tuckey a 1% de probabilidade.

Células com baixa expressédo de SETD4 apresentam reducao no fator de
sobrevivéncia comparada a células ndo transformadas e controle vetor (Figura
16). No ensaio de clonogenicidade, avalia-se os efeitos do tratamento na
proliferacéo e sobrevivéncia, sendo as células plaqueadas em baixa densidade,
0 que permite analisar a capacidade de cada célula em formar uma colénia.
Ndo somente o numero de colbnias formadas foi reduzido nas células
ShSETD4, como também, o numero de células que constituem a coldnia
(Anexo A15).
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Figura 16. A reducéo de SETD4 diminui a capacidade de formacao de colbnias a partir de
uma Unica célula. Células MDA-MB 231 nédo transformadas (controle), controle vetor e as
células ShSETD4 3 e 4 foram crescidas em placas 35 mm. (A) ApGs a coragdo com cristal
violeta, as coldnias foram contadas no software image J. (B) A obtencéo do valor de eficiéncia
de plagueamento permitiu o calculo do fator de sobrevivéncia, o qual foi normalizado em
relagdo ao controle. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre
si, ao passo que, letras distintas diferem pelo teste de Tuckey a 1% de probabilidade.

Com o objetivo de verificar alteracdes no ciclo celular decorrentes da
reducédo de SETD4, foi realizada a quantificacdo do numero de células em cada

fase do ciclo. A distribuicdo das células nas fases G1 e S diferiram entre as
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populacdes analisadas, ao passo que, a porcentagem das células em G2/M
nao diferiu entre os grupos (Figura 17A). A fracdo de células ShSETD4 2 e 3 na
fase G1 foi superior aos valores das células controle (ndo transformadas) e
controle vetor. Em adicéo, o numero de células com reducdo de SETD4 na fase
S foi inferior ao apresentado para as células controle e controle vetor.

Para avaliar se a redugcdo na proliferacdo dos clones ShSETD4 era
decorrente de morte celular, a andlise indicadora de morte celular foi realizada.
A porcentagem de células mortas presentes na populacéo dos clones estaveis
e nas células ndo transformadas foi determinada por citometria de fluxo. A
porcentagem de nucleos sub-dipldides nado diferiu entre as células analisadas
(Figura 17B).
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Figura 17. Reducdo de SETD4 altera o perfil do ciclo celular. Células MDA-MB 231 nédo
transformadas (controle), clone controle vetor (vetor vazio) e as células ShSETD4 2, 3 e 4
foram ressuspensas em solucdo fluorocrébmica e avaliadas no citbmetro de fluxo. (A)
Quantificagdo das células controle e dos clones estaveis nas diferentes fases do ciclo celular
(G1, S e G2/M). Letras mailsculas e mindsculas correspondem as andlises da fase G1 e S,
respectivamente. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si,
ao passo que, letras distintas diferem pelo teste de Tuckey a 5% de probabilidade. (B)
Porcentagem de nudcleos sub-dipléides advindos de células controle e dos clones estaveis. Nao
h& diferenca entre as médias pelo teste de Tuckey a 1% de probabilidade.

A parada das células knockdown para SETD4 na fase G1 repercute em
uma reducdo no numero de células desta populacdo na fase S. Tal dado
sugere uma possivel participacdo de SETD4 nos eventos de regulacao do ciclo

celular.
Para testar esta hipétese a expressdo de diversas ciclinas foram

avaliadas. A progresséo do ciclo celular é regulada pela ativacdo de complexos
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especificos formados pelas ciclinas e cinases dependentes de ciclina (CDKSs).
Estas proteinas de checagem asseguram que os eventos de uma dada fase
tenham sido completados antes do inicio da proxima (Hartwell & Weinert,
1989). Assim, a expressao das ciclinas D, reguladores especificos da fase G1
foram analisadas nas células estaveis (Sherr, 1995).

Células ShSETD4 mostraram uma reducdo na expressao de ciclina D1
comparada com os clones controle vetor e controle scrambled (Figura 18). Em
contrapartida, a redugcéo na expressao de SETD4 nao afetou a expressao das

ciclinas D2 e D3.

125 =
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Ciclina D1/o.-tubulina
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Ciclina D3
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Figura 18. Reduzida expresséo de ciclina D1 nos clones knockdown para SETD4. (A)
Western blot dos extratos protéicos de células ndo transformadas, controle scrambled e dos 3
clones com reduzida expressdo de SETD4. A expressao de ciclina D1, D2 e D3 e a-tubulina
foram avaliadas. (B) A expressao de ciclina D1 foi normalizada com a-tubulina e expressa em
relacdo ao controle vetor.

Apébs estimulos externos, a inducédo transcricional de ciclina D1 requer a
ativacdo da via de proteinas cinases ativadas por mitogéno (Ras-Raf-ERK), e é
precedida pela inducdo de genes imediatos, como o proto-oncogene c-fos
(Brown et al., 1998; Klein & Assoian, 2008). Para investigar se a supressao da
progressao celular dos clones ShSETD4 envolveu a alteracao transcricional de
c-fos, a ativacdo deste promotor foi avaliada. Neste experimento, a ativagao da
regido promotora c-fos foi acessada pelo ensaio de gene reporter luciferase.
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As células estaveis foram transfectadas com o plasmideo contendo a
regido promotora de c-fos (incluindo os elementos responsivos ao soro e a
AMPc) controlando a expressdo do gene luciferase. Nado foi observada
diferencga na atividade da luciferase entre as células controle e knockdown para
SETD4 (Figura 19). Assim, a reducédo na expressdo de SETD4 parece né&o
alterar a transcricdo de c-fos, assim como, também néo parece alterar a
ativacdo da proteina cinase ativada por estimulos extracelulares (ERK) (Anexo
A16). Coletivamente, estes dados indicam que o efeito na supressédo de SETD4
parece ndo afetar a sinalizagdo upstream a indugdo de ciclina D1 por fatores

mitoticos.

Atividade da luciferase
(% em relagdo ao controle)

Figura 19. Reduzida expressdo de SETD4 ndo modula os elementos responsivos (SRE e
CRE) presentes na regido promotora de c-fos. Células estaveis foram transfectadas com os
plasmideos plightswitch-c-fos-Luc e o plasmideo normalizador (pRL-TK). Em paralelo, as
células foram transformadas com o plasmideo plightswitch -B-actina para normalizacdo dos
dados. Os extrato celulares foram coletados e as atividades da luciferase determinadas pela
captura da luminescéncia. Primeiramente, os resultados foram normalizados pela razdo da
atividade da luciferase do vagalume sobre a de Renilla. O valor da atividade da luciferase
relativa expressa por plightswitch-c-fos-Luc foi normalizada com os dados de atividade do vetor
controle plightswitch -B-actina. Por fim, os dados foram expressos em relagdo ao grupo controle
(células nado transformadas). N&o ha diferenca entre as médias pelo teste de Tuckey a 1% de
probabilidade.
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4.7. A suprexpressdo de SETD4 aumenta a proliferacao celular.

A construgcdao pCMV-SETD4-GFP foi utilizada para obtencdo de clones
estaveis superexpressando a proteina SETD4. Entretanto, ndo dispunhamos
da construcédo controle requerida para este experimento, o vetor pPCMV6-GFP
vazio. Tendo por objetivo a obtencdo do vetor controle, o plasmideo linearizado
apos a restricdo enzimatica foi modificado pela T4 DNA polimerase. As
extremidades abruptas geradas foram ligadas e os clones confirmados por
sequénciamento. A expressdo da proteina GFP foi observada nas células
transfectadas com o plasmideos gerado (Anexo Al17). A proteina GFP (27 kDa)
difunde-se passivelmente entre o nucleo e o citosol, de modo bidirecional, pelo
complexo do poro nuclear (Prasher, Eckenrode, Ward, Prendergast, & Cormier,
1992; Wei, Henke, Strubing, Brown, & Clapham, 2003). Assim, como esperado,
a imagem de microscopia confocal revela a localizacdo nuclear e citosoélica da
proteina GFP (Anexo A17).

O objetivo inicial era estabelecer clones estaveis superexpressando
SETD4 nas células MCF-7, as quais apresentam baixa expressdo desta
proteina (Figura 8). Contudo, isso ndo foi possivel. As células eram
transfectadas com a construcdo e expressavam transientemente a proteina
fusionada a GFP. Todavia, com o passar do tempo, as células transformadas
nao sobreviviam e nao proliferavam (Anexo A18). Seis dias apds a transfeccao
com o vetor vazio, verificou-se a presenca de células expressando GFP
formando col6nias, um indicativo da proliferacdo das mesmas. Além disso,
neste grupo ndo houve evidéncia de células mortas (Figura 20). Em
contrapartida, as células MCF-7 expressando a isoforma 1 de SETD4
fusionada a GFP apresentaram uma morfologia arredondada e ndo aderida
(Figura 20). Tentativas de obtencdo de clones MCF-7 expressando SETD4
fusionada as etiqguetas MYC e DDK também foram realizadas mas nao houve

sucesso. Todavia, foi possivel a selecéo de clones estaveis MDA-MB 231.
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SETD4-GFP

GFP

Figura 20. Expressédo transiente de SETD4 fusionada a proteina verde fluorescente na
linhagem MCF-7. Imagens das células 6 dias ap6s a transfeccao com as construgfes (SETD4-
GFP e vetor vazio expressando GFP) e cultivadas na auséncia da droga de selecdo. As
imagens foram obtidas no microscopio de fluorescéncia usando objetiva 10X. Luz transmitida
(DIC) e sobreposigdo (merged).

Para a estratégia de superexpressdo, as construcdes utilizadas foram
pCMV-SETD4-GFP e pCMV6-SETD4-MYC/DDK, ambas contendo a sequéncia
codificante da isoforma 1 de SETD4. Ambos plasmideos apresentam o gene de
resisténcia a droga G418 (Anexo Al). Assim, o teste de curva de morte foi
realizado nas células MDA-MB 231, e a concentracdo minima necessaria para
a pressdo com G418 foi de 1,0 mg/ml (Anexo Al12). Clones MDA-MB 231
estaveis superexpressando SETD4 foram gerados e confirmados por western
blot, PCR semiquantitativo e imunofluorescéncia (Figura 21 e Anexo A19).

A predicdo da massa molecular da proteina recombinante contendo GFP
indicou uma massa de 77 kDa, sendo tal banda detectada por western blot
(Figura 21A). Foram selecionados 2 clones independentes superexpressando
SETD4 fusionada a proteina GFP e 2 clones expressando SETD4 fusionada as
pequenas caudas, MYC e DDK. As proteinas recombinantes contendo as

etiquetas apresentam peso molecular muito proximo ao da proteina endégena,
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e o0 nivel de expressao foi em média 3,5 vezes superior as células controle (n&o
transformadas) e transformadas com o vetor pCMV-AC-GFP vazio (Figura 21B
e C).

SETD4 -GFP "*

SETD4 (44 KDa) | =

a- tubulina (50 KDa) |

SETD4/c.- tubulina
~

SETDA4 (44 KDa) == == G @0

o-tubulina (50 KDa) " S e

Figura 21. Confirmacdo dos clones superexpressando a proteina SETD4. (A) Western blot
dos extratos proteicos de células transformadas com a sequéncia SETD4 fusionada a proteina
GFP. A membrana foi incubada com anticorpos anti-SETD4 e anti-a-tubulina. (B)
Superexpressdo de SETD4 fusionada a etiqueta DDK em 2 clones independentes (SETD4-
DDK1 e 2). A expressdo de SETD4 foi normalizada com a-tubulina e expressa em relagéo ao
controle.

O ensaio de MTT e de clonogenicidade foi realizado a fim de avaliar se a
superexpressdao de SETD4 afetou a capacidade proliferativa das células de
cancer de mama. Células superexpressando SETD4 mostraram uma maior
porcentagem de metabolizacdo do MTT em relagédo ao controle transformado
com o vetor vazio GFP (Figura 22). Corroborando este resultado, a capacidade
de formacdo de colonias dos clones superexpressando SETD4 também foi
superior ao do grupo controle (Figura 23). Tanto as células expressando

SETD4 fusionada a DDK quanto a GFP apresentaram um fator de

sobrevivéncia maior do que as células expressando somente GFP.
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Figura 22. Metabolizacdo de MTT elevada nos clones superexpressando SETD4. As
células transformadas com o vetor (vetor vazio) e as células superexpresando SETD4 foram
plagueadas no meio com soro fetal bovino. Os resultados sdo expressos em relacdo ao
metabolismo das células controle vetor. As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si, ao passo que, letras distintas diferem pelo teste de Tuckey a 5% de
probabilidade.
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Fator de sobrevivéncia

Figura 23. A superexpressao de SETD4 aumenta a capacidade de formacao de col6nias a
partir de uma duanica célula. Clone controle vetor (vetor vazio) e as células com
superexpressdo SETD4 foram plaqueadas e mantidas em placas 35 mm. (A) As colbnias foram
coradas com cristal violeta e contadas no software image J. (B) A obtencdo do valor de
eficiéncia de plagueamento permitiu o célculo do fator de sobrevivéncia, o qual foi normalizado
em relacdo ao controle (vetor vazio). As médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si, ao passo que, letras distintas diferem pelo teste de Tuckey a 5% de
probabilidade.

A quantificacdo das células em cada fase do ciclo celular foi conduzida
para avaliar se o aumento observado na proliferacdo das células
superexpressando SETD4 alterava o perfil do ciclo. A andlise por citometria de
fluxo indicou um perfil distinto entre o grupo superexpressando a proteina e 0s
grupos controle (ndo transformadas e transformadas com o vetor vazio) (Figura
24 A).
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Na fase G1, 2 clones superexpressando SETD4 (SETD4-DDK 2 e
SETD4-GFP 1) apresentaram um menor numero de células nesta fase
comparado aos controles (ndo transformados e vetor vazio). Os outros clones
(SETD4-DDK 1 e SETD4-GFP 2) nao diferiram dos grupos controle. Os 4
clones independentes superexpressando SETD4 mostraram namero de células
superior na fase S do ciclo em compara¢éo aos grupos controle. J4 para a fase
G2/M, com a excegdao de SETD4-DDK 1, clones SETD4 nao diferiram
significativamente da fracdo de células néo transformadas. Nesta fase, a fracédo
de células transformadas com o vetor vazio foi inferior ao apresentado pelos 3
clones superexpressando a proteina (SETD4-DDK 2, SETD4-GFP 1 e SETDA4-
GFP 2). Além disso, a porcentagem de células mortas nos clones SETD4 néo
apresentou diferenca significativa com os controles (Figura 24B). Em suma, as
diferencas nos perfis do ciclo celular entre os grupos revela que a
superexpressdo eleva o numero de células na fase S, a fase da duplicagédo do
DNA e parece néo relacionada a processos de morte celular.
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Figura 24. A superexpressdo de SETD4 eleva o numero de células na fase S do ciclo
celular. Células controle (ndo transformadas), clones vetor vazio e os 4 clones
superexpresando SETD4 (SETD4-DDK 1, 2 e SETD4-GFP 1 e 2) foram ressuspensas em
solucao fluorocrémica e avaliadas no citdbmetro de fluxo. (A) Quantificacdo das células controle
e dos clones estaveis nas diferentes fases do ciclo celular (G1, S e G2/M). As médias seguidas
pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si, ao passo que, letras distintas diferem
pelo teste de Tuckey a 5% de probabilidade. Cada fase do ciclo foi analisada separadamente
para todos os tratamentos, sendo que letras mailsculas representam dados das fases G1 e
G2/M e minusculas, a fase S. (B) Porcentagem de nucleos sub-dipléides advindos de células
controle e dos clones estaveis. Nao ha diferenga entre as médias pelo teste de Tuckey a 1% de
probabilidade.
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5.DISCUSSAQO



A metilacdo das histonas corresponde uma das modificacdes associadas
com alteragbes no perfil de expressdo de uma célula. Neste sentido, a
desregulacdo funcional das histonas metiltransferases estd diretamente
relacionada a inducéo e progressao tumoral (Y. Huang et al., 2011; Jenuwein &
Allis, 2001). A transferéncia do grupo metil para a cadeia lateral dos residuos
de lisina nas histonas é catalizada pelas enzimas contendo dominio SET.
Alteracdes funcionais, e no perfil de expressdo das proteinas SET estdo
diretamente associadas a inducéo e progressao tumoral (Collett et al., 2006; He
et al., 2012; Nimura et al., 2010). Algumas proteinas SET sdo apontadas como
marcadores prognésticos no cancer de mama despontando como alvos
promissores de tratamento (Albert & Helin, 2010; Chang & Hung, 2012).

Neste sentido, faz-se necessario estender a compreensao sobre novas
lisinas metiltransferase humanas, no ambito funcional, e sua correlacdo com
doencgas complexas, como o cancer. Este trabalho teve como por objetivo, a
caracterizacao de uma nova lisina metiltransferase humana, SETD4, bem como
a sua funcédo em linhagens de cancer de mama.

A SETD4 (proteina contendo dominio SET 4) € uma proteina altamente
conservada em diferentes espécies. SETD4 juntamente com SETD3 e SETD6
sdo classificadas como metiltransferases ndo histonas classicas contendo
dominio SET, e agrupadas na classe VII das lisinas metiltransferases humanas.
A classificacdo em classes destas proteinas decorre da similaridade entre as
regibes do dominio SET. A classe | compreendendo EZH2 contém atividade
KMT H3-K27, enquanto os membros da classe V, (suvar-39) possuem
atividade H3K9. Em adicdo, a classe VI (SMYD) apresenta especificidade
H3K36 e/ou H3K4. Estes dados sugerem que as diferencas estruturais dentro
do dominio SET definem os residuos alvo na cauda das histonas (Petrossian &
Clarke, 2011). Com base nesta analogia, SETD4 poderia ter atividades de
histona metiltransferase similar aos membros de sua classe. Contudo, SETD3
e SETD6 divergem na especificidade dos substratos. SETD3 é uma H3K4 e
H3K36 metiltransferase, ao passo que, SETD6 monometila K4 na histona
variante H2AZ. Além disso, SETD6 metila uma subunidade do fator NF-kB
(Binda et al., 2013; Eom et al., 2011; Levy et al., 2011).
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As sequéncias de SETD3 e SETD4 sao similares a enzima rubisco
metilltransferase (LSMT) (Petrossian & Clarke, 2011). Em plantas, a enzima
LSMT cataliza a metilagdo de residuos de lisina nas subunidades maiores da
ribulose 1,5 bifosfato carboxilase (Rubisco) e frutose 1,6 bifosfato aldolase de
cloroplastos. Tais modificagbes ndo alteram a cinética e os parametros de
ativacdo destas enzimas. Postula-se que a significancia funcional destas
metilagbes advém de mecanismos regulatorios envolvendo interacdo proteina-
proteina (Mininno et al., 2012; Trievel et al., 2002).

Uma vez que, até o momento, ndo existem estruturas de SETD4
resolvidas experimentalmente foi gerado um modelo estrutural para esta
proteina humana. A estratégia de modelagem por homologia baseia-se no
conhecimento de que a conformacdo estrutural de uma proteina € mais
conservada que sua sequéncia de aminoacidos durante o processo evolutivo, e
que pequenas mudancgas na sequéncia, em geral, resultam em, apenas sutis
modificagcdes na estrutura tridimensional (Marti-Renom et al., 2000; Nayeem,
Sitkoff, & Krystek, 2006). O alinhamento estrutural entre proteinas
consideradas de uma mesma familia, mesmo que seja apenas na regido do
sitio ativo, pode ser um importante método para se inferir a funcdo da
sequéncia em estudo (Laskowski, 2001).

A proteina molde selecionada, SETD3 regula a expressédo dos fatores
especificos de diferenciacdo muscular por meio das marcas H3K4 e H3K36
(Eom et al., 2011). A proteina SETD3 truncada (auséncia do dominio SET)
apresenta caracteristica oncogénica em linfomas de células B periféricas (Z.
Chen, Yan, Dou, Viboolsittiseri, & Wang, 2013).

O dominio SET apresenta uma estrutura de enovelamento Unica que a
distingue das outras classes de metiltransferases cujo cofator é S-adenosil-L-
metionina (Qian & Zhou, 2006). O correto posicionamento de SAM na estrutura
destas proteinas € um ponto critico para a catalise enzimatica (Marmorstein,
2003). Inicialmente, o cofator e o residuo de lisina do substrato precisam se
ligar de modo orientado na bolsa catalitica do dominio SET. Assim, o residuo
de tirosina préoximo desprotona o grupo €- amino do residuo de lisina. A cadeia

lateral da lisina realiza o ataque nucleofilico no grupo metil do atomo de enxofre
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de SAM, transferindo assim o grupo metil para a cadeia lateral da lisina do
substrato (Trievel et al., 2002).

O alinhamento das sequéncias dos dominios SET das proteinas ja
caracterizadas e SETD4 indicou uma alta similaridade na regido dos motivos
conservados (motivo NHS e EEL), bem como, a conservacédo do residuo de
tirosina do sitio ativo. A importancia destes motivos para a catalise foi
observada em ensaios com SMYD3. Mutantes deletérios para os motivos
NHSC e EEL, tomados em conjunto ou separadamente, aboliram a atividade
de metilacdo das histonas (Kim et al., 2009).

Muito embora, o alinhamento das sequéncias de SETD3 e SETD4
revelaram uma baixa identidade, a conservagao das sequéncias mostra-se nos
residuos chaves do dominio catalitico. Neste contexto, 0s residuos
conservados, Asn236, His237 e Tyr272 (usando a numeracao dos residuos de
aminoacidos de SETD4) estdo corretamente posicionados no modelo proposto.
MutacBes nestas posicbes nas proteinas DIM-5 e SET7 mostraram uma
drastica reducao na atividade catalitica (Trievel et al., 2002; Wilson et al., 2002;
X. Zhang et al., 2002). De modo geral, a inferéncia funcional de lisina
metiltransferase de SETD4 é sustentada pela analise comparativa do modelo
de SETD4 e da proteina SETD3. Embora, os substratos especificos desta
enzima e seus sitios de modificacées permanecem a serem estabelecidos.

Interessantemente, a sequéncia de SETD4 localiza-se na regido da
banda cromossémica 21922, a qual tem sido relacionada as caracteristicas da
sindrome de Down. Este segmento cromossémico apresenta, nos individuos
afetados, 0os genes estruturais e seus produtos em dose tripla, efeito da
dosagem génica (Shapiro, 1983). De fato, em células de paciente com esta
sindrome, SETD4 é superexpresso na ordem de 1,5 vezes comparado ao
grupo nao portador da sindrome (Li et al., 2006; Salemi et al., 2012). Uma das
principais malformacdes associadas a esta desordem séo cardiacas (Opitz &
Gilbert-Barness, 1990). A hibridizacdo de RNA in situ em diferentes estagios
embrionarios de camundongos indicaram a expressdo de SETD4 nos
precursores da artéria pulmonar e ventriculo direito (Reymond et al., 2001).
Como sindrome complexa de origem genética e epigenética, esta analise abre
uma perspectiva de atuacdo de SETD4 na sindrome de Down.
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De modo geral, a predicdo do perfil de distribuicio de SETD4 nos
tecidos foi confirmada pela técnica de western blot. A expressao de SETD4 em
olhos e a importancia desta proteina no tecido é sustentada por dados do IMPC
(International Mouse Phenotyping Consortium)
(http://lwww.mousephenotype.org/). Resultados preliminares indicam que o
camundongo knockout para SETD4 apresenta alteracdo na morfologia e
pigmentacdo da retina. Adicionalmente, dados de expresséo diferencial entre
retinoblastoma, um raro tumor ocular, e retina normal revelam que SETD4 é
superexpesso na ordem de duas vezes em retinoblastoma (Ganguly & Shields,
2010). Neste mesmo sentido, nas células de melanoma Sk-mel28, SETD4 é
cerca de 4 vezes mais expressos que no controle (Frank et al., 2012).

Assim como SETD3, SETD4 é altamente expresso no tecido muscular
esquelético (Eom et al., 2011). Em comparacdo a uma linhagem leucémica, o
SETD4 é um dos genes com a maior expressao na ceélula TE-671, derivada de
rabdomiossarcoma, um tumor maligno da musculatura esquelética (Lambrou et
al., 2012).

As modificacdes nas histonas séo plataformas regulatorias importantes
para varios processos como expressao génica, replicacdo e reparo de DNA. O
padrdo das marcas epigenéticas € dependente da distribuicdo temporal e
espacial das enzimas modificadoras como as metiltransferases e demetilases.
Alteracbes na expressdao de tais enzimas foram identificadas em uma
variedade de canceres humano (Albert & Helin, 2010; Islam et al., 2011; Ozdag
et al., 2006).

A expressdo de SMYD3 é elevada em tumores de mama e em linhagens
celulares como MDA-MB 231 e MCF-7. SMYD3 regula diretamente a
expressao do proto-oncogene WNT10B (Hamamoto et al., 2006). Analise de
PCR em Tempo Real, imunocitoquimica e western blot mostraram que o perfil
de expressdo de SETD4 é distintos entre as linhagens celulares de céancer de
mama. Comparada com o0s respectivos controles, as linhagens celulares e
tumores expressando os receptores hormonais (RE e RP) e Her-2 néo
apresentam alteracdo na expressao de SETD4. Em contraposi¢cdo, SETD4
mostrou-se superexpressa nas linhagens de cancer de mama e tumores triplo-
negativos. Esta correlacdo inversa dos marcadores do cancer de mama e
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expressdo da proteina SET € bem caracterizada para EZH2. Esta proteina
apresenta elevada expressdo em cancer de mama agressivo e metastatico
(Kleer et al., 2003). Varios trabalhos tém mostrado que a expressao de EZH2
correlaciona com marcadores do subtipo basal de cancer de mama, o qual é
caracterizado por infrequente expressdo dos receptores hormonais e rara
superexpressao de Her-2 mas com a presenca dos marcadores de
diferenciacao mioepitelial (Collett et al., 2006; Kleer et al., 2003).

Em linhagens benignas e fibroblastos, a expressao de EZH2 acumula-se
na transicdo das fases G1/S. Entretanto, esta regulacédo é perdida em células
tumorais (Bracken et al., 2003; Gonzalez et al., 2009). A reducao na expressao
de EZH2 nas células MDA-MB 231 eleva a expressdo e fosforilacdo da
proteina supressora BRCA-1, o que leva a uma parada no ciclo celular na
transicdo G2/M. Em adi¢cdo, o knockdown de EZH2 também reduziu o
crescimento tumoral in vivo. Paralelamente, a superexpressdao de EZH2
aumenta a fragdo mitética e, consequentemente a proliferagdo celular.
(Bracken et al., 2003). Assim como para SETD4, a supresséo da expressao de
SMYD3 nas células MDA-MB 231 leva a uma parada na fase G1 do ciclo
celular com reducéo na expressao de ciclina D1 (Ren et al., 2011).

A reduzida expressdo de SETD4 em MDA-MB 231 diminuiu a
proliferacdo e a capacidade clonogénica destas células. Além disso, clones
independentes superexpressando SETD4 apresentaram um aumento na
capacidade proliferativa e clonogénica. Estes experimentos funcionais
revelaram que a caracteristica oncogénica de SETD4 parece envolver a
transicéo das fases G1/S do ciclo celular.

A progressao do ciclo celular € coordenada por uma série de pontos de
checagem, os quais previnem que a célula entre em uma fase até que tenha
completado com sucesso a fase anterior (Malumbres & Barbacid, 2001). Tal
progressdo envolve a ativacdo coordenada das cinases dependentes de
ciclinas (cdks), por meio da ligacdo com ciclinas especificas, de modo que
diferentes complexos ciclinas/cdks operam durante as distintas fases do ciclo
celular. O nivel das ciclinas oscila durante o ciclo celular e sua disponibilidade é
uma maneira de controlar a atividade das cdks e a progressao do ciclo
(Neganova & Lako, 2008).
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As ciclinas D e E sdo as mais abundantes na fase G1 do ciclo celular
(Diehl, 2002). Embora haja alta similaridade das sequéncias que codificam as
ciclinas D, estas sdo diferencialmente reguladas. Células epiteliais mamarias
codificam as trés isoformas D1, D2 e D3 (Buckley et al., 1993). Ciclina D1 é
regulador alostérico de CDK4 e CDKG6 e promove a progressao da fase G1 em
resposta a estimulos mitogénicos. A resposta mitogénica induz a expressao de
ciclina D1, a associagdo desta com CDK4/6, os quais sdo responsaveis pela
inativacdo dependente de fosforilagdo da proteina retinoblastoma (RB). Este
evento repercute na liberagdo do fator de transcricdo E2F e ativacéo
transcricional de genes envolvidos na progresséao para a fase S (Diehl, 2002;
Massague, 2004). Concordando com seu perfil oncogénico, Ciclina D1(CCND1)
€ um dos genes comumente amplificados e superexpressos no cancer de
mama (Arnold & Papanikolaou, 2005).

A reducé@o na expressdo de SETD4 levou ao aumento no namero de
células na fase G1 e concomitante reducdo de células na fase S. Em adicao,
houve uma reducéo nos niveis da proteina ciclina D1. Os niveis de ciclina D1,
por sua vez, podem ser regulados transcricionalmente ou pés-traducionalmente
(Musgrove, 2006).

Os mais bem caracterizados ativadores transcricionais de ciclina D1 s&o
modulados pela sinalizacdo mitogénica desencadeada por fatores de
crescimento. A via candnica das MAPK cinases (Ras-ERK) (proteinas cinases
ativadas por mitégeno) tem papel central nesta sinalizacdo. Em resposta ao
estimulo, ERK é fosforilado e ativa o fator de transcricdo ELK-1, o qual por sua
vez promove a transcricdo de genes imediatos como os membros da familia
fos. O reconhecimento dos elementos de resposta ao soro (SRE), presentes na
regido promotora de genes fos, € mediada pela interacdo ELK-1 e SRF
(Balmanno & Cook, 1999; Latinkic, Zeremski, & Lau, 1996; Musgrove, 2006).

As proteina da familia (fos, fosB, fos-L1 e fos-L2) formam heterodimeros
com membros da familia Jun e ATF, tais complexos ligam-se aos elementos
regulatorios, AP-1 e ATF, respectivamente, presentes nas regifes regulatoria
do genes alvos. Desta forma, os complexos fos induzem a transcricdo de
genes de resposta tardios, criticos para a fase G1, como ciclina D1. A ativacéo
de ERK regula um outro fator transcricional, CREB (proteina de ligacdo ao
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elemento regulado por cAMP), através da atividade da cinase Rsk2. Elementos
regulados por CREB (CRE), por sua vez, estdo presentes na regido regulatoria
do gene c-fos (Brown et al., 1998; Klein & Assoian, 2008; Won, Xiong, Beach, &
Gilman, 1992).

Células com reduzida expressdo de SETD4 ndo apresentaram
alteracdes na ativacdo de ERK e na inducéo transcricional de c-fos. Nesta
perspectiva, a modulacdo da sinalizagcdo mitogéna (no eixo ERK e c-fos)
parece ndo ser a via pela qual os mecanismos ativados por SETD4 modulam
0s niveis de ciclina D1 nas células tumorais de mama.

Evidéncias tem demonstrado que a via PI3K/Akt pode regular a
transcricdo de ciclina D1. A ativacdo sequencial de PI3K e Akt por fatores
mitdgenos, leva a fosforilacdo e inativacdo da enzima GSK-3[, a qual controla
a estabilidade de B-catenina. Desta forma, B-catenina transloca-se para o
ndcleo, e por associacdo com o transfator LEF, induz a transcricdo de ciclina
D1 (Shtutman et al., 1999).

A via de sinalizacdo Wnt também inativa GSK-3 (Rimerman, Gellert-
Randleman, & Diehl, 2000). Além disso, um dos alvos da cinase GSK-3[3 é a
proteina ciclina D1, que ao ser fosforilada € exportada do nucleo e degradada
no proteassomo (Diehl, Cheng, Roussel, & Sherr, 1998). Deste modo, a
regulacdo de GSK-3B converge a modulagédo transcricional e traducional de
ciclina D1. Outro alvo da via PI3K/Akt, mMTOR também regulada a taxa de
traducdo do mRNA ciclina D1 (Richter & Sonenberg, 2005).

A amplitude de regulacdo dos niveis de ciclina D1 descritos previamente
apontam uma gama de possiveis alvos diretos ou indiretos de SETD4 . A
investigacdo do envolvimento da via PI3K/Akt na sinalizacdo desencadeada por
SETD4 mostra-se um ponto interessante. A superexpresséo de EZH2 ativa a
via PI3K/kt resultando na exportacdo nuclear do supressor BRCA-1 culminando
na instabilidade gendmica (Gonzalez et al., 2011).

EZH2 é parte do complexo PRC (Polycomb Repressive Complex). As
proteinas deste grupo S&o repressoras transcricionais importantes para a
manutencdo da identidade celular. Este complexo induz a tumorigénese por
meio da repressao transcricional de genes supressores de tumor, como 0s
inibidores p16 e pl4. pl6 atua como inibidor das CDK4 e CDKG6, e sua
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expressdo causa uma parada na fase G1 do ciclo celular. pl4 modula a
atividade de p53 inibindo sua degradacao via proteassomo. Ao reprimir tais
genes, o complexo PRC suspende importantes mecanismos de defesa contra a
proliferacdo irrestrita, como senescéncia induzida por oncogenes e apoptose
(Bracken et al., 2007; Reynolds et al., 2006; Rocco & Sidransky, 2001).

Os dados obtidos na andlise funcional de SETD4 sugerem que esta
metiltransferase contribui para 0s passos regulatérios que acionam a
progressao da fase G1. Além disso, a superexpressdo de SETD4 nas céulas
MDA-MB 231 induzem a proliferacdo ndo ativando mecanismos de morte.
Logo, assim como as proteinas do complexo PRC, SETD4 pode estar
regulando a repressao de alguns inibidores da progressao do ciclo celular.

A expressédo transiente da proteina SETD4 fusionada a GFP e DDK,
assim como o0 a marcacao da proteina enddégena mostraram a presenca desta
proteina no ndcleo e citosol. Nas imagens de microscopia confocal visualiza-se
a distribuicdo de SETD4 em toda a extenséo do citoplasma, e uma presenca
pontual no nucleo. Dada a esta distribuicdo subcelular, os alvos de SETD4
podem ser tanto as caudas N-terminais das histonas e proteinas nucleares,
como substratos presentes no citoplasma.

O complexo Jumonji, por meio das atividade das histonas
metiltransferases G9a e GLP, metila a histona H3 (K9) reprimindo a transcri¢cdo
de ciclina D1. Tal repressdo é necessaria para a regulagcdo negativa da
proliferacdo em cardiomiocitos (Shirato et al., 2009). Em contrapartida,
reduzida expressdo de JMJD2B, uma histona demetilase suprime a
proliferacdo celular com diminuicdo da populacdo de células na fase S e
aumento na fase G1 do ciclo. IMJD2B demetila residuos K9 de H3 presentes
na regido promotora de CDKG6 resultando na reducéo da transcricao deste gene
(Toyokawa et al., 2011).

Estes estudos revelam como as enzimas modificadoras de histonas
regulam o ciclo celular. Neste sentido, dentre 0s mecanismos especulativos de
atuacdo de SETD4, esta poderia metilar as caudas das histonas presentes na
regido promotora de ciclina D1, induzindo sua transcricdo. Ou mesmo

indiretamente atuando sobre proteinas ativadoras e repressoras no nucleo.
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Fatores transcricionais e enzimas modificadoras de DNA e histonas tém
sido descritos como alvos das lisinas metiltransferases. Um dos mecanismos
pelo qual estas modificacdes modulam seus alvos € a regulagéo, tanto elevada
ou inibida, das interacbes proteina-proteina. Além disso, a metilacdo pode
influenciar a estabilidade da proteina alvo (Egorova et al., 2010; X. Zhang et al.,
2012).

Varios reguladores transcricionais incluindo HDAC1/2 e mSin3A/B foram
descritos associados a SETDB1, uma histona metiltransferase (H3K9) (L. Yang
et al., 2003). Interessantemente, células expressando SETDB1 fusionada a
GFP indicaram uma localizacdo predominantemente citoplasmatica. Esta
retencdo citoplasmatica para a proteina superexpressa ocorre Como um
mecanismo regulatorio para limitar a atividade nuclear de SETDB1, a qual em
excesso resulta na modificacéo e alteracéo global da transcricdo (Cho, Park, &
Kang, 2013). Neste sentido, a predominancia citoplasmatica de SETD4 pode
atuar como mecanismo de regulagdo de sua fungdo. Em adicdo, em
decorréncia da distribuicdo nuclear e citoplasmatica de SETD4, € possivel que
esta metiltransferase tenha alvos diferentes nos distintos compartimentos.

A enzima SMYD3 localiza-se predominantemente no citosol nas fases
GO/G1 do ciclo celular, enquanto acumula-se no nucleo durante a fase S e
G2/M. No nuacleo, SMYD3 interage com a RNA polimerase Il e apresenta
atividade metiltransferase H3K4 (Hamamoto et al., 2004). SMYD3 também
metila K831 de VEGFR1, o qual localiza-se na membrana endoplasmatica
(Kunizaki et al., 2007; Mittar et al., 2009). Adicionalmente, SMYD3 promove a
translocacdo do nucleo para o citoplasma da proteina Tax (Yamamoto et al.,
2011).

Condizente com a funcdo de modificagcdo das caudas das histonas,
EZH2 localiza-se predominantemente no nucleo de varios tipos celulares (Cao
et al., 2002). Entretanto, a localizacdo citosélica também €& observada em
células T, fibroblastos e HEK-293. No citosol, EZH2 promove a polimerizacéo
de actina induzida por PGDF e TRC em fibroblastos e células T,
respectivamente (Su et al., 2005).

Em leveduras, a lisina metiltransferase Rkm1 cataliza a dimetilagdo da
proteina ribossomal L23ab (em 2 sitios distintos), e as proteinas SETD4
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humana e de camundongos foram citadas como sequéncias homologas a
Rkm1 (Porras-Yakushi, Whitelegge, & Clarke, 2007). A funcéo destas
modificacdes na proteina ribossomal ainda ndo foram esclarecidas (Egorova et
al., 2010). Células tumorais demandam um aumento global na sintese de
proteinas para suportar a alta taxa proliferativa. A ativacdo de oncogenes ou
inativagcdo de genes supressores tumorais podem levar, por exemplo, a uma
aumento no namero de ribossomos em funcgéo da atividade da RNA polimerase
| (Marcel, Catez, & Diaz, 2013). O supressor tumoral p53 reprime
transcricionalmente a expressao do gene que codifica a fibrilarina, uma rRNA
metiltransferase. A superexpressdo de fibrilarina estd associado a um baixa
sobrevivéncia em pacientes com cancer de mama. Os altos niveis desta
enzima leva a modificagcdes no padrdo de metilacdo dos rRNA, que por sua
vez, aumenta a iniciacado da traducdo mediada por IRES de varios oncogenes
(Marcel, Ghayad, et al., 2013). Neste sentido, caracterizar proteinas
ribossomais como substrato para SETD4 pode estender o efeito da regulacdo
traducional na carcinogénese.

Interessantemente, a superexpressdo de SETD4 nas células MCF-7,
gue constitutivamente possuem baixa expressdo desta proteina apontou um
fendtipo sugestivo de morte celular. Tal fato ndo foi observado nas células
MDA-MB 231, as quais constitutivamente apresentam superexpressao de
SETD4. Nesta ultima, SETD4 atua como um possivel oncogene participando
na progressédo da fase G1 do ciclo celular. Desta forma, estes dados sugerem
que o tipo de sinalizacdo mediada por esta lisina metiltransferase seja linhagem
especifica e dependente da auséncia dos receptores hormonais.

O receptor de estrogeno € um receptor nuclear que regula a transcricéo
mediante ativagdo com o ligante 173-estradiol (Govind & Thampan, 2001). A
terapia enddcrina com a administracdo de anti-estrogenos e remocgdo dos
ovarios, tem sido estabelecida no tratamento de cancer de mama positivos
para este receptor (Davidson, 2000). Entretanto, muitos tumores perdem a
expressdo de RE quando do diagndéstico e muitos perdem a expressao durante
a progressédo do tumor (Hortobagyi, 1998). As alteracdes epigenéticas tém um
papel importante na inativacdo da expressdo do gene RE (Ottaviano et al.,
1994).
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Os tumores triplo-negativos apresentam um perfil tumoral mais agressivo
e com alto indice mitotico (Carey et al., 2006). Em funcdo de seu perfil de
expresséo, estes tumores sdo resistentes aos tratamentos hormonais e com
inibidores da ativacdo do EGFR/Her-2, como trastuzumab (Cleator, Heller, &
Coombes, 2007). Tratamento de tumores triplo-negativos com inibidores de
DNA metiltransferase e histona deacetilase induz a sintese de RE e ativa esta
sinalizacdo com a expressdao do gene alvo, o qual codifica o receptor da
progesterona (X. Yang et al., 2001).

Vérios inibidores de histonas metiltransferases e demetilases tém sido
descritos como capazes de induzir a expressao dos genes silenciados pela
atividade destas enzimas (Y. Huang et al., 2011). O composto Novobiocin
reduz a expressdo de SMYD3 inibindo a proliferacdo e migracdo das células
MDA-MB 231 (Luo, Zou, Wang, Zhang, & Xi, 2010). Neste contexto, a nitida
correlacdo de SETD4 e a progressdo tumoral de mama sugere esta proteina
como um possivel marcador e candidato terapéutico para tumores triplo-
negativos. Neste sentido, futuros experimentos reforcardo a importancia de
SETD4 como marcador e efetor da progressdo do cancer de mama, assim
como possibilitardo elucidar os mecanismos envolvendo a atividade desta

enzima.
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6.CONCLUSOES E
PERSPECTIVAS



Véarios estudos tém demonstrado o envolvimento das lisinas
metiltransferases na progresséo tumoral (Albert & Helin, 2010). Neste trabalho,
reportamos pela primeira vez na literatura, o envolvimento da proteina SETD4
humana na proliferacdo de células tumorais de mama. Reduzida expressao
desta proteina leva a parada na fase G1 do ciclo celular e diminuicdo nos
niveis de ciclina D1. Dados de expressdo em tumores primarios e linhagens
celulares sugerem uma correlagéo negativa entre a superexpressao de SETD4
e dos receptores hormonais. Para confirmar esta relacédo, faz-se necessario
ampliar a analise da expressdo de SETD4 em um conjunto maior de amostras
de tumores de mama.

SETD4 apresenta localizagédo tanto nuclear quanto citoplasmatica. Neste
sentido, temos como perspectiva elucidar os substratos nucleares e/ou
citosdlicos de SETD4, bem como a sinalizacdo regulada pela sua atividade.
Avancos neste campo irdo ampliar nosso entendimento do papel de SETD4 na
tumorigénese.

Os modelos gerados por modelagem baseada na homologia estrutural
tém oferecido um excelente suporte no planejamento de potentes agentes
farmacoldgicos (Diller & Li, 2003; Enyedy et al., 2001). O screening virtual de
ligantes utiliza de métodos computacionais para a descoberta de possiveis
ligantes (Fan, Irwin, & Sali, 2012). O modelo estrutural de SETD4 pode,
portanto ser um ponto inicial de estudo pra a selecédo de drogas candidatas no
tratamento de tumores triplo-negativos.

Em decorréncia dos seus efeitos de reprogramacdo epigenética, as
lisinas metiltransferases estdo envolvidas diretamente nos processos de
manutencao de pluripoténcia e diferenciacao celular (Eom et al., 2011; Pasini et
al., 2008). Neste sentido, o estudo funcional de SETD4 pode ser ampliado e

analisado nestes eventos.
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Anexo 1. Mapas dos vetores pCMV6-Entry e pCMV6-AC-GFP. Mapas dos vetores
pertencentes ao sistema comercializados pela Origene. As enzimas de restricdo da clonagem
nestas construcoes estdo em negrito [Sgfl (5") e Mlul (31].

Leep ATGCAGRAAGGALLAGGGAGALCAAGCCGGATCAGAAGACGARAACTCTGCOGAAGTTCTGAATCALGAGGAGTGAATGAGHA
A GCCACAAGTCTGAATTTATAGAGCTGAGGAAGTGOCTGAAMGLTAGGAAGTTTCAAGATTCARACTTAGCGCCTGCTTGTTTT
o » CCAGGTACAGGAAGA TGATGAGTCAMACATCCCTGCAGGAGGGACAGATGATTATTTCGTTGCCTGAGAGTTGCCTGE

Target Sequence (f-\\ Target Sequence RC L] TCACCACGGACACAGTGATTCGAAGCTACTTAGGGGCATACATTACTAAGTGGARGCCTCCTCCATCTCCTCTGLTGGOGET
| |- TTYTTTIO SAA GTGCACCTTTTTAGTTTCAGAAAAGCATGCTGAGCACCGATCTCTTTGGAAGCCTTACCTGGAGATTTTACCCAAGGCGTATA

Font Tont CCTGLCCTGTTIGTITGGAGCCGGAAGTGGTGAACCTTCTTCCCAAATCTTTAARAGCAAAGGCTGAAGAGCAGRGAGCCCA
COTGCAGGAGTTCTTTGCTTCCTCCAGAGACTTTTTCTCTTCTCTGCAGCCTCTETT TCA
GLTACAGTGCCCTGCTGTGGGLTTGGTGCACCGTCAACACCAGAGCCGTGTACCTGAGGCCCAGGCAGLGGGAATGCCTTT

"“ 7 %ﬁ. CTGCAGAGCCGGACACCTGTGLACTCGLTCCGTACCTGGACCTGLTGAATCATAGCCCACATGTCCAGGTAARAGCAGCGTT
e

TAATGAAGARACTCATTCTTACGAAATTAGAACGACTTCACGTTGGAGAAAGCATGAAGAGGTATTCATCTGTTACGGCCCTCA
N . 77T T T TC T GTCCATAATECTCATGCTTATGTTTATETCTCAAGAGARATACT
1& TaTTAAATATCTTCCATCAACAGATAAACAGATGRACAAAAAGATTTCTATTTTAAAGGATCATGGCTATATAGAAAATTTGACA
A T GG T G T S A G S T B C CCTT AR GTTGT TATGTCTGGAAGL TGAGAAATTTACATGCTGGAA
ARAAGTACTTCTTGGGGAGGTAATTTCAGATACGAATGAGAAGACAAGTTTGGACATAGCCCAGAAAATATGCTATTATTTCAT
AGAAGAGACTARTGCTGTGLTTCAARAGGTGTCTCATATGAAGGATGAAAAAGAGGCCCTGATARACCAACTAACTTTGGTGG
pGFP-V-RS ARTCCTTGTGGACGRAAGAGCTAAAGATTCTCAGGGCATCTGCCGAGACCCTGCACAGTTTGCAAACAGCTTTTACCTGA
a (7584 bp)

ShSETD4 - 1 CAGGAGTTCTTTGCTTCCTCCAGAGACTT

L & shseTod - 2 NN
%, mcs F

- 5 I X / ShSETD4- 3 GGATGGACCATCTTGGAGGCTACTCACAG

. - 4 GTTTGCGGAGGCTGTTGACAGCATCTT
RE* roverss complomsest SHSETDA- 4 TT! GCA CA

A B

Anexo 2. Construcdo para knockdown especifico de SETD4. (A) O vetor pGFP-V-RS
possui as sequéncias senso e antisenso separadas por uma regido loop conservada. Este
vetor possui 0s genes de resisténcia para a selegdo bacteriana (canamicina) e eucaridtica
(puromicina) dos transformantes. (B) Localizacdo correspondente no mRNA SETD4 dos 4
oligonucleotideos clonadas no vetor (ShSETD4 1 a 4).
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Anexo 3. Alinhamento das proteinas SETD4 de diferentes organismos. As sequéncias de
SETD4 de camundongo (Mus musculus), galinha (Gallus gallus), rato (Rattus novergicus), boi
(Bos taurus), cachorro (Canis familiaris), seres humanos (Homo sapiens), e chimpanzé (Pan
troglodytes) depositadas no banco de dados do NCBI, foram alinhadas utilizando o programa
Clustal W e analisados com o programa DNATagger. Os residuos de aminoacidos de carater
acidos estdo em vermelho, os basicos em azul, os polares neutros em verde e 0s apolares em
amarelo.
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Anexo 4. Alinhamento das 4 variantes transcricionais humanas do gene SETD4. As sequéncias das variantes 1 (1323 nts), 2 (924 nts), 3
(1251 nts) e 4 (825 nts), depositadas no banco de dados do NCBI, foram alinhadas utilizando o programa Clustal W.
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Anexo 5. Alinhamento das isoformas de SETD4 humana e de chimpanzé. (A) As sequéncias protéicas das isoformas longas (440 aa), e
(B) das isoformas mais curtas (307 aa) presentes em humanos e chimpanzés foram alinhadas utilizando o programa Clustal W. Os residuos

de aminoacidos de carater acidos estdo em azul, os basicos em rosa, os polares neutros em verde e os apolares em vermelho.
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Anexo 6. Alinhamento das sequéncias priméarias e das estruturas secundarias do molde
(3SMT/SETD3) e da proteina SETD4. (A) Alinhamento das sequéncias proteicas do molde e
modelo utilizando os programas Promlas3D e DNATagger. (B) Alinhamento das estruturas
secundarias da proteina SETD4 e SETD3(3SMT) obtidas no PDBSum.
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Anexo 7. Diagrama de Ramachandran do modelo da proteina SETD4. Os plots para os
dados dos residuos de glicina (cor laranja), e os demais (cor azul) estdo combinados
mostrando as regibes favoraveis (cores escuras), as permitidas (cores claras) e as
desfavoraveis (em branco).
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Controle negativo SETD4 1:200

MACL-1

MGSO03

Anexo 8. Imunocitoquimica das linhagens celulares MACL-1 e MGSO3. Apds a fixagao, as
células foram incubadas somente com a solucdo diluente Tris-HCI 20mM (controle negativo),
ou com o anticorpo SETD4 na solucéo diluente. A revelac@o procedeu-se com a aplicacdo do

substrato da peroxidase, o DAB (3,3- diaminobenzidina), e o nucleo corado com hematoxilina.
Aumento:20X.
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Anexo 9. Caracteristicas clinicas e histopatolégicas das amostras de tumores primarios de mama. A identificacdo do tecido tumoral foi baseado no
exame histopatologico, sendo todos os tipos de cancer de mama incluidos. As amostras foram selecionadas baseadas no contetido tumoral determinado por
andlise patoldgica (minimo de 80% das amostras composta de tumores). Adicionalmente, foi realizada a coleta de amostras de tecido normal dos mesmos
paciente. A expressdo dos marcadores foi avaliada por imunohistoquimica. Todos os casos representam carcinoma ductal in situ. NI: numero de identificacao
da amostra; HER2: receptor do fator de crescimento epidermal 2; RE: receptor de estrégeno; RP: receptor de progesterona.
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Anexo 10. Expressdo de SETD4 na fracdo nao nuclear. (A)Western blot das proteinas da
fracdo ndo nuclear das linhagens de tumor de mama (MDA-MB 231, MACL-1, MGSO3, MCF-7)
e tumor de figado SKHep-1. 30ug de proteinas foram aplicados e a membrana incubada com
anticorpos anti-SETD4 e anti-a-tubulina. (B) A expressdo de SETD4 foi normalizada com a
proteina a-tubulina usando o software ImageJ.

Anexo 11. Subclonagem da sequéncia SETD4V1 e SETD4V2 no vetor pCMV6-AC-GFP. (A)
Andlise eletroforética, em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etideo da reacdo de
digestdo enzimatica do vetor pCMV6-AC-GFP, contendo as sequéncias SETD4V2 (1) e
sequéncias SETD4V1 (2 e 3) clonadas. Os DNAs plasmidiais foram digeridos com as enzimas
AsiSI(Sgfl) e Mlul. M: marcador de peso molecular 1Kb.
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Anexo 12. Curva de morte das células MDA-MB 231 em resposta as drogas de selecéo.
(A) As células foram testadas para varias concentracdes de puromicina e a porcentagem de
morte celular foi avaliada. (B) Cinética de morte das células na presenca de diferentes
concentracdes de G418.
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Anexo 13 Andlise da expressdo de SETD4 nos clones estaveis. Western blot dos extratos
protéicos de células MDA-MB 231 nao transfectadas e diferentes células transformadas com
vetor vazio (controle vetor), vetor scrambled (Scrambled) e com as sequéncias ShSETD4 2 a 4.
Um total de 30ug de proteinas foi aplicado e a membrana incubada com anticorpos anti-SETD4
e anti-a-tubulina. A expressao de SETD4 foi normalizada com a-tubulina e expressa em relagédo
ao controle (B e D). Foram avaliados: 2 clones independentes ShSETD4 2, 4 clones ShSETD4

3 e 2clone ShSETD4 4 (A e C).
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Controle vetar Scrambled

shSETD4 1.2 shSETD4 1.3

Anexo 14. Imagem das células estaveis. Os clones obtidos na selecdo apresentam
expressao constitutiva da proteina GFP. Controle vetor: célula transformada com o vetor vazio;
Scrambled: clone estavel expressando shRNA para a sequéncia scrambled; 3 clones
independentes expressando ShSETD4 1. Imagens obtidas no microscépio de fluorescéncia
usando objetiva 20X.

controle vetor

ShSETD4 3 ShSETD4 4

Anexo 15. A reducédo de SETD4 diminui o niumero de células nas colénias formadas a
partir de uma Unica célula. Células transformadas com o vetor controle e as células
knockdown ShSETD4 3 e 4 cultivadas por 10 dias formando uma colbnia. Imagens obtidas no
microscopio de fluorescéncia usando a objetiva 10X.
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Anexo 16. A ativacdo de ERK néo é alterada com a reducdo de SETD4. Western blot dos
extratos protéicos de células MDA-MB 231 néo transfectadas (controle), controle vetor, vetor
scrambled e o clone ShSETD4 2. Foram utilizados os anticorpos anti-ERK 1/2 fosforilado
(painel superior) e anti-ERK 1/2 total (painel inferior).

;
Controle Vetor vazio

Anexo 17. Localizagdo da proteina GFP expressa pelo vetor vazio. (A) Expressao
transiente da proteina verde fluorescente nas células MDA-MB 231 documentada por
microscopia de fluorescéncia com objetiva 10X . (B) Microscopia confocal das células MDA-MB
231 expressando a proteina GFP. O nuicleo é marcado com iodeto de propideo (azul).
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Anexo 18. Perfil temporal das células MCF-7 expressando SETD4-GFP. Imagens apés 2, 4
e 6 dias da transfeccdo com a construcdo expressando SETD4 fusionada a proteina verde
fluorescente. Imagens obtidas no microscépio de fluorescéncia usando objetiva 10X.

DAPI vetor vazio .

oo

- SETD4-GFP 1 . .
» -

SETD4-DDK 2 DAPI SETD4-GFP 2

Anexo 19. Confirmacdo dos clones superexpressando SETD4 (A) Analise RT-PCR
semiquantitativa das células controle (MDA-MB231 nao transformada), transformada com o
vetor vazio (vetor vazio) e clones estaveis superexpressando SETD4 (SETD4-DDK 1 e 2;
SETD4-GFP 1 e 2). A amplificag@o da sequéncia que codifica GAPDH foi usado como controle
interno (B). Imunofluorescéncia dos clones transformados com a construcdo que expressa
SETD4 fusionada as etiquetas MYC/DDK. Incubacdo com o anticorpo que reconhece DDK, e
em seguida a marcagdo com anticorpos secundarios conjugados com Alexa 488 (verde). A

marcacao nuclear foi realizada com DAPI (azul). (C) Clones estaveis expressando SETD4
fusionado a proteina GFP.

Controle ‘

SETD4-DDK 1
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SET domain-containing Protein 4 (SETD4) is a Newly Identified Cytosolic
and Nuclear Lysine Methyltransferase involved in Breast Cancer Cell
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Abstract

Cancer Is comprised of 3 muliRude of epigenesic abnammaiiies, Inchuding the giobal loss and regional gain of
DA medhylation 35 well 35 alterations In hisione metnylation. Here, we characierize a new methyitranslemse,
SET domain-condaining protedn 4 [SETD), which Is Involved In breast carcinogenesls. Quantiiative reak-time PCR
[qPCR) showed elevaled expression levels of SETDM In several breast cancer cell lines. SETD4

was confirmed by westem biot suggesting 3 commelation between high expressian of SETDY and a lack of
the estrogen raceptor (ER) In braast cancer, In addion, cell fractionation studies and confocal Immuncfugrescence
revealed the nugiear and non-nuclear localtzation of this new protein. SETDY knockdown In breast cancer cel Ines
Elgrificantly suppressed telr profferation and desayed the G1/S cell cycle fransition without aS=cting apopiosis.
Furthermare, westem biot andlysls showed that knockdown of SETDW decreased cycin D1 expresskn, revealing
the Inwalvement of SETDS In cell cycle reguiation. Thase data Imply hat SETD4 plays a cruclal mie in braast
caminogenesls and could be a novel melecular tangst for the developmant of new siratagles for the dagnasts and
ireatment of breast cances,

Introduction

Bremst cancer is the most frequently dingnossd cancer and the
leading conse of cancer death in women worldwide, A estimated 1,38
million women globally were diagnosed with breast cancer in 2008,
accounting for neary one-quarter of all cancers disgncssd in women
[1]. Cancer can evolve from a combination of epigenetic and genetic
abnormalities, resulting in deregulated gene expression and function
[2].

Histone modification regulates chromatin structure as well as
transcriptional activation and repression and inclades acetylation,
ribosglation, ubiquitylation, phosphorylation, samoylation, and
methylation, Histone modification cocurs at selected residues that
function in a combined or sequential fashion to dictate ‘histone
codes’ that are closely linked to biclogical outcomes [3]. In breast
cancer, abmormal histone modification in combination with DA
bypermethylation is frequently associated with the epigenetic silencing
of tumor suppressor genes and genomic instability. Understanding
the mechanisms of deregulation of histone tail post-translaticnal
modifications and their contribution to breast tumorigenesis is
critically impaortant for developing novel targeted therapies for breast
cancer patients [4].

Histone lysine methylation has been shown to be catabyzed
exclusively by the conserved SET domain family proteins The
exception to this mule i the DOTL family, members of which are
structurally unrelated to the SET domain proteins [5,6]. Recent data
beve revealed that SET domain-containing proteins can cotabyze
the lysine methylation of non-histone cellular proteins, sach as p33,
VEGER, ERa and NF-«E [7).

Sevveral hsine methyltransferases haove shown alteresd expression in

many diseases, including cancer [B]. Por instance, EZH2 and SMYDA3
are overexpressed in various types of cancer, induding breast cancer
and have been classby linked to breast carcinogenesis through distinct
mechanisms [2,10]. In the present paper, we report the characterization
of SETIM, a human SET domain-comtaining protein that is
overerpressed in human ER-negative breast cancer cells. Purthermore,
SETDM up-regulation is also associated with the proliferation of breast
cancer cell line MINA-BB 231, Our data should yield new insights into
bireast carcinogenesis and could contribute to the development of neovel
approaches for breast cancer treatment.

Materials and Methods
Bioinformatics tools and comparative modeling

Anabysis of functional domains was performed using the MCBI
Conserved Domains and Phm databases [11,12]. The 3D molecular
muodels of SETDM were built by comparative modeling. Human SET
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domain-containing protein 3 {(SETD3) from the DB database (38MT)
was used as a templite for modeling. Molecolar models were generated
using Modeller {version 9.7) [13], considering the presence of
heteroatoms (SAM, 5-adenosy] methionine) and loop refinement. One
hundred candidate models were generated for each protein system, and
each model was evaluated using sterecchemical quality Ramachandran
plots generated wsing Procheck (version 3.5.4) [14] and energy values
according to Prosa (ProSa 2003) [15]. Vismlization and manipulation
of molecular images were performed using Pymaol (version 1.2) [16].
Cell culture

HOC-1954-BL, HOC-1954, CAMA-1, SKBR-3, MCF-7, MDA-
ME 231, MDA-ME 436 and MDA-MB 468 human cell lines were
purchased from the American Type Cell Calture Collection (ATCC)
Two primary breast cancer cell lines were nsed: MACL-1 and MGS0-
3. These cell lines were established from fragments of breast tumorns
at oar laboratory [17]. Primary cultures of normal human mammary
epithelial cells were sclatsd from reduction mammoplasties, as
previously described [18]. Cells were grown in Dulbecon’s modified
Eagles medinm (DMEM; Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA)
supplementsd with 10% fetal bovine serum (Cripion Biotechnology,
Andradina, 5F, Brazil) and penicillin/streptomycin (100 UfmL; Life
Tﬂcﬁ.m]umﬂ.&rhbﬁd,cﬂ,m}uﬂmllﬂsim MDA-ME 231
cells were transfected with shSETDY (TG301750; OriGene, Rodkville,
MHMmgwmﬁ&Tﬂw].mdu:ﬂ
were selected using 800 pg/ml G418 (Sigma- Aldrich) for 14 days.
Tumor specimens

Sample collection was approved by the Research Ethics Committes
of the Faculty of Health Sdences, University of Brasilia, Braril
based on resolstion 196/96 of the Mational Heath CounciliBrazilian
sargically remowed breast tissue from patients with breast cancer
immediately after surgery at the University of Brasilia Hospital
The clinical and histopathological characteristics of the patients are
summarired in Table 1.

cDMNA synthesis and qPCR analysis

Total ENA was extracted using TRIzol (Life Technologies) treated
with RMNase-fres DNm{Prumq;.M:ﬂim,“lUSﬁ]lndl]u
synthesis of cDNA was performed with RevertAid™ H Minus M-Mul Y
RT (Fermentas, Waltham, MA, USA) using an oligo{dT) adapter
primer. Gene expression was quantified using the comparative Ct (27
20 method RPS2Ta and factin were nsed as endogenous control
genes for data normalization.

DMNA microarray

Daouble-strand cDMA from MACL-1, MG50-3 and normal cells
weas synthesized using SuperScript Double Stranded <DOMA Synthesis
Kit (Life Technologies) and Homan Gene Expression 12x135K armay
chip (Roche MimbleGen Inc., Madison WL, USA) was used. Data were
oormalized on software NimbleScan (Roche), as described by Bolstad
and co-workers [19]. Gene information was generated osing RMA
algorithm [20]. Violcano plots were generated and only genes that
displayed more than a twofold-change and p<0.05 on Stadent’s t test
were considered as differentially expressed [21).
Sample preparation and immunoblotting

Subcellular fractionation and immunohlots were performed as
against SETDM (Santa Crur Bintechnology, Santa Crur, CA, TISA),
lamin Bl {Abcam, Cambridge, MA, USA), a-tubuolin (Sigma-Aldrich)
and cyclins D1, D2 and D3 (Cell Signaling Technology, Beverly, MA,
USA) were used. Blots were visualized by enhanced chemiluminescence
and quantitatively analyzed 1sing Image software.
Immunoflusrescence

Confocal immunofluorescence was perdormed as desoribed [23].
The samples were incubated with a 1:200 dilution of rabbit polyclonal
anti-human SETDM (Santa Cruzr Biotechnology). The noclei were
counterstained with 0.2 pgiml Hoechst (Life Technologies). All
confocal images were collectsd with a Zeiss LSM 510 or Zeiss 5 Live
confocal microscope using a 63x, 1.4 WA objective lens with excitation
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at 488 nm and chservation at 505-550 om to detect Alexa Fluor 4588
staining and excitation at 405 nm and observation at 420-460 nm to
detect Hoechst staining.
MTT assay

3-{4,5-Dimethylthiazol-2-p)-2,5-diphenyltetrazoliom  bromide
[MTT; Life Technologies) was used to determine cell wiahility [24]
After 72 b, cells were plated, 210 pL of mediom and 170 pl. MTT at
5 mg/mL were added to each well The blue formazan crystals were
dissolved in 210 pL of a 10% SDEHC] (Sigma- Aldrich) solution and
the absorbance was read at 595 nm in a microplate reader (BioT=k
Instruments, Inc, Winooski, VT, USA). The results are expressed as
a percentage of the absorbance p in d cells ¢ | with
contral cells.

Clonogenic assay

Cell survival was measured wsing the colony formation assay.
Briefly, 900 cells were seeded in 35-mm plates and incubated for 10 days,
after which colonies were stained with a mixture of 6.0% glitaraldebyde
(Sigma-Aldrich) and 0.5% crystal violet (Sigma-Aldrich) and then
rinsed with water. Surviving fractions were normalized agninst the
plating efficiency of non-transfected cells.

Cell cycle analysis

A total of 1%10° cells were hysed with 300 pL of a hypotonic
sailufion containing 0.5% Triton X-100 (Sigma-Abdrich) and 50 pg!
mL propidium odide (Life Technologies). The cells were incubated
at 4°C for 2 b and amalyzed in a Guava Easyoyte 6L flow cptometer
(Millipore, Billerica, MA, USA). Data were amalyzed using Flowlo
saftware (version 7 2.5}

Statistical analysis

Data are expressed as the mean + Standard Deviation (SD) and
compared using Tukey's test among groaps after one-way ANOVA
Results

The structure of human SETIM is related to that of human
SETD3

W predict that SETIM is located at 21g22.13, which transcribes an
mHBMNA of 3001 bp, corresponding to a 44-kIda protein containing 440
aming acids. The encoded protein has a SET domain at its N-terminus
(59-273) and a Rubis-subs-hind domain at its C-terminos (307-425)
(Figure 1A). The SET domain is a characteristic motif of enzymes that
catalyze the addition of methyl groups to specific bysine residues in
histone or non-histone proteins [5,8]. The Ruobis-subs-bind domain,
alsoreferred to as the Rubisco LSMT substrate-binding domain, permits
the binding of the protein to a substrate, such as the N-terminal tails
of histones and other targets [25]. The three-dimensional structure of
human SET domain-containing protein 3 (FDE ID: 35MT chain &, at
2.04 A resolution) was ussd as a template for homology modeling, Our
human SETDM model was deposited in the Protein Model DataBase
(PMIDB) with the identification number PMOOTES03 (hittp: ! mi caspur.
it/PMDEY) (Figure 1B). SETD4 exhihited high sterenchemical quality
(52.8% of residues in the allowed regions of the Ramachandran plot)
and a high probahility to represent a native-like conformation (ProSa
Z-score B.OT). Despite the low identity of the residoes (24%), the
secondary structore profiles of both proteins were highly similar and

owerlap of the template structore and our model are shown in Figure
1

The SET domain has a unigoe structural fold and differs from
other classes of protein methyltransferases that also use the cofactor
5 Adenosyl-L-Methionine (SAM) as the methyl donor cofactor. The
proper positioning of SAM in the structare of SET proteins is critical
to their catabysis [26]. Figure 10 shows 13 protein residues interacting
with SAM, which are also conserved in cur SETDE model. The residues
Asn236, His237 and Tyr272 (using SETDMY residue numbering) ane
invariant among the SET proteins and are in the correct position o
play catalytic roles [26]. Consistent with the catalytic importance of
these residues, muotation of any of these residoes in SET proteins (in
DIM-5 or SET7/9) dramatically reduces catalytic activity [26.27].

Owerall, the molecubr model obtined is highly informative
because it includes alignment optimization, loop refinement, secondary
strocture predictions and SAM positioning,

SETDM expression is elevated in ER-negative breast cancer

Quantitative PCR analysis was used to examine SETDM mBRNA
expression in a panel of cells, induding the non-tomorigenic line
HOC-1954-BL and several breast cancer cells. As shown in Figure
24, the expression of SETDY was elevated in the HOC-1954, SKBR-3,
MIA-MB 231 and MDA-ME 436 cell lines compared with the control
HOC-1954-BL cell line, a ymphoblast cell Ene isolated from the same
individual from who the HOC-1954 breast cancer cells were isolated
(pe0.001). A similar profile was observed when the relative expression
of SETIM was normalized to normal breast cells (Figare 2E). The
MI}A-MB 231 cells showed high levels of SETIM, while the MICF-T cells
did oot show altered expression compared to the contral (p=0.001).
To confirm this data, SETDM protein expression was evalmted in
pormal cells and hreast cancer cells by western blot analysis (Figure
2C). The MACL-1, MGS0-3 and MDA-ME 231 cells revealed high
expresion of the SETDM protein, whersas the MCF-7 cells showed
reduced expression. The microarray analysis data for the MACL-1 and
MGE0-3 cells showed that SETIM is up-regulated in these primary cell
hmmm&mnnrmn]ciﬂs{mu-cmmﬂﬁaﬂz 2). Cell lines
claszifizd as ER-positive have been observed to show reduced expression
of SETIM (MCF-7 and CAMA-1). In contrast, cell lines with high
expresion of this protein are ER-negative (HOC-1954, MDA-MBE 231

BT GTINT NAmIm 1t

" T o TE B oW
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Fligurs 1a: Dormain structune of EETDY and comparaive modelng. Schemaic
represeniafion of the geme amd primany protein struchures of SETDS. Black
Ibowes In B genes and white bores In S mRNAs dencée exons. The numbers
above each gene are exon numbers. The numbers within B exons Indicate
their sizes In nudeotides. Thin Ines in the penes indicaie the infrons and
uniransiaiesd regions of the first and the kst exons. (mRNA, gray boes ). Gray
and biack bores indicaiz SET and Rubis-subs-bind domains, respeciivedy.
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and MDA-MB 436) [28] as well as the primary cell lines MACL-1 and
MIES0-3 [29]. To assess this correlation, we detected SETDY protein
expression in breast cancer tissues. Total extracts from six paired breast
cancer tissues (T) and their corresponding non-tumorows tissoes (M)
were used in western blotting analyses (Table 1). In Figure 2I), tumors
that were classified based on receptor markers showed similar SETDM
expression profles. Data normalization revealed high expression of
SETIM in triple-negative tomors and no dhange in samples positive
for ER, PR and HER? {p<0.001) (Figare 2E). Our preliminary data
suggest a negative correlation between the overexpression of SETDY
and expression of the ER and more studies are necessary to validate this
ohservation. Two different commercially avilable antibodies that we
nsed to immunoblot SETDY did not work for immunchistechemical
staining,

SETDM is localized in the nuclens and cytosol

Confocal immuonofluorescence was performed to directly visualize
the subcellular localization of SETDY in MDA-MB-231 cells. Serial
optical sections were collectsd for i 3 reconstruction.
We observed a fine, wide and meshwork-Eke staining pattern of SETDM
in the cytoplasm and a punctate pattern of SETDM in the nucleus
(Figure 34). To confirm these data, cell fractionation was performed

Figure 1b: 30 struchurs of the SETDE profein showed the pressnce of the
cofiacior EAM (green)) inside the stucture. This model was deposiied in the
Protein Mode] Data Bxse (PMDE].

Figurs 1o Supermposiion of empate and modsl Suchures reveals high
similarity bebwesn SETD3 and SETDH. SAM ks shown Inred.

Figurs 1d: Defallied wiew of the region of EETDYE that interacs wih S
Consersed amine ackl residues are shown In biue, and SAM Is shown In red.

LLE
"EEEREREEE]

p

Figurs 2a: SETDL s overswpressed In ER-negaiive bresst cancer, SETDE
mRMA expression was svaluaked by gPCR. The EETD expression wakes for
e HCC-1954, MCF-T, CAMA-1, EXBR-3, MOA-ME 231, MDA-ME 435 and
MOA-ME 455 cells wene nommalized bo Sat of the HCC-1954-81 confrol cells.

werT
Figurs 3 The expression of SETDE in MOA-ME 231 and MCFT cells was

'unr.-‘“" woa-EB I

rormralized relathve io pomal,
esed a5 Endopenous controls.

‘celis. fractin and RPLEITa were

7787%

s
o

Figurs 20: Immunobict analysis of iotal protein evimcs. of breast cancer cel
Bres. Densitomeic analysis showed that EETDY b up-reguiated in MACL-,
MGED-3, MDA-NE 231 calis (ER-negalive] and down-reguisted in MCFT oslls
{ER-poskive] .
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Figurs 2d- Immunobiots were pefomed o quanify Se expression of SETDL

In breast cancer Besues.

using MACL-1, MGS0-3 and MDA-MBE 231 breast cancer cells, which
have elevated SETIM expression. Immunoblot analysis confirmed that
SETDM appears in both the mudear and non-nuclear fractions (Figure
IBL

SETDM plays an essential role in the growth regulation of
breast cancer cells

Ta determine the significance of SETIM in human carcinogenesis,
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we examined whether SETIM i invobred in the growth regulation
of cancer cells. After confirming the devated expression of SETDY
in breast tumors and cell lines, we knocked down SETDY expression
in MDA-ME 231 cells using shart-hairpin constrcts. To investigate
whether the elevated expression of SETDM plays a crucial role in the
proliferation of breast cancer cells, we tested four different shENA
comstrscs s'paciﬁ:: for SETIM (OriGene, Rockrille, MD, USA)L Clones
were established wsing G418 selection (Figure 4A). SETD knockdown
sgnificantly suppressed MTT metabolism in breast cancer cells {Figure
4E). Interestingly, suppression of SETDM drastically reduced the colomy
formation of MDA-MB-231 breast cancer cells (Figures 4C and 413,
The decrease in proliferation was not due to cell death, as shown by the
determination of sub-G1 DMA content (Figure 4E). We next evaluated
the detailsd cell cycle status of SETDM knockdown cells and confirmed
that the propartion of cancer cells in 5 phase was significantly decreased
{Figure 4F). Concomitantly, the percentage of cancer cells in 51 phase
was increased, indicating that SETDd cn'uldbencn‘hca]ﬁchnrmlh:

Fligurs 3a: EETDY b locallzed In bol the cyfiopiasm and nucieus. MDA-ME
231 celis were grown on giass sikdes prior o fation and iImmunoiuonesceno:
microscopy using an antbody specific for the SETDL proiein and a secondary
antbody conjugaisd o Alexa Fluor 285 igresn ). Nuciear staining with Hoschss
ks showm In biue. Seral opical secions were colecied for Bree-dimensional
reconsirucion; ¥-z sections are shown at Be top and y-z seclons are shown
on B Aght. Ecale bar=10 pm.

regulation of the G1-§ tramsition in cancer cells. We next investig;

the effect of SETDM knockdown on the relative expression of cell
cycle regulators, such as the G1 phase-specific cydin D. The SETDd
knockdown cells showed reduced cyclin [} expression compared with
cells transformed with vector. Conversely, the reduction in SETDM did
noit affect the expression of cyclins D2 and D3 {Figures 4G and 4H).

i .

The homan methyltransferasome indudes 208 known and putative
members. To date, 30% of these proteins hawe been linked to disease

Fadahangs

(-, P, - Efiw, =, Haid+
Figure 2a: aralyss that tripie-negalive sampies
showed sievaled expression of SETDE compared with fumors Bk wers
posithre for ER, FR and HER2. Mesns foliowed by S same leter indicais no
signiicant difference by Tukey's kst ip=0.001).

N 5
A 4
Fdadeds

[T T
o kel (0 kB —
SETOH iD=

Figurs 3 Immanobiof anaysis of exiracts of Be mor-ucesr (NNF) and
nudesr fracions (NF) of breast camoer cals (MACL-1, MGE0-3 and MDAVE
231). o-Tubelin and amin B1 were used & purity comtroés for e Ron-nuciear
‘and ruciear fractions, nespectvely.

EhBETDH
}-1 2 3 4
o R
ot {50 k) P
Fligurs 4a: Knockdosn of SETDM eads o the significant growsh suppression of

cancer ceds. Lysates from e MOA-WB 231 stable knockdown csils (ShEETDY
1-4) were Immanobicled with antbodies against SETDE and o-tubulin (as an

Call Bne Fold changs p-wale
MAACL 8.5 40K
MGED-3 343 ooas

Tabds 2: Gene sxpression kevel (fold change) of EETDY I the MACL-1 and
MGE30-3 il Bnes compared o nommal ceis (non-cancerous), as assessed by
COMA microamay.

RANA sampies from MACL-1, MG30-2 and normal ceils were exiacied using
FNeasy Minl KL (Giagen, Venlo, The Meferiands], folowing manuischuner's
protos and cesmed from DNAS: with RO RNase-free DNAs: (Promegal.
Doubie-sirand cOMA was using SuperSoipd Double-Siranded cOMNA
Synthesis Kit {Life Technologies), acoording bo manesfscturer's dinsciions and cDHA
quality was Fen evaluaied on BloAnasiyzer 2100 (Agli=nt Technoiogies, Falo Alio,
CA, UBAL Human Gene Expression 12w 135K amay chip (Roche NimbieGen Inc.,
Madson Wi, USA] was used o assess gene expression proflie with esch ozl lins
representesd In friplicale. Afer Cy3 lsbeling, Be cDNA was hybridized o S chip
and shdes were scanned at S32nm. intemal fuorescence was adjusted and sample
racking control was. verified o exclude oross. contamination betwesn samples.

Infemal control) o evaluate SETDE knock dowen.

states, of which 22 SET proteins have been associated with cancer or
other diseases in homans or mouse models [B,30]. The pressnt study
provides the first characterization of a novel lysine methyltransferase,
SETDM, which is related to cancer. Given that there is no X-ray crystal
or MME structures available for SETDM; we developed a protein model
by comparative modeling based on the SETD3 structure to understand
the structure and function of the SETDM protein. SETD3, SETDM and
SETDE are grouped into methyltransferase dass VII which represents
classical mon-histone SET domain methyltransferases; proteins of
this class are most similar to the plant Robisco
[30]. The comparative analysis of the 30 molsoolar models of SETDY
and SETD3 supports the hypothesis of SETIM as a fanctional hysine
methyltransferase. However, its specific subsirates and modification
sites remain to be disdiosed.

The cellular fractiomation and immunolocalization of SETDY
indicated a wide distribution of the protein in the cytosol and a punctual
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Iocalization in the nudeus (Figore 3). The regulatory role of protein
methylation is not restricted to the histone code but is also linked to
several other cellular processes [7], as this modification occurs in both
cytosolic and nuclear proteins. EZH2 protein expression was observed
primarily in the nudeuws, and its expression was significantly increased
mlmmmmdbmslcmoﬂ' metastases [31]. EZHI in
the cytopl hved in the lation of receptor-induced
acb.npo}yml:nﬂ'hnn.mdlcaﬂnga mle‘nrlym:m:rhﬂmmﬂu
cytoplasm [32]. SMYD3 has a histone H3K4-specific methyltransferase
activity and can methylate the VEGF receptor when localized in the
cytosal [9,33]. Thus, like these methyltransferases, it & possshle that
SETIM acts on different targets and in different cellular compartments.

Parcantage of cala

Figurs 4a: Flow cytometric anafysis of sub-51 DNA conlent reveaisd no

Figurs 4h: Effects of SETDS knockdown on e viablEy of MODAME 231
Czils, 35 measunsd by the MTT assay. Mok (nom-ranseecied MDAE 231
cedls), wedor (cels fransfecied with emply vecion) and teo iIndependent Ciones
(shEETDY 3 and £) wers plated in medium containing FES for 72 h. Mook and
vecior ceils wens also mainiainesd in medum without FEES (0% seram). The
nesulls are expressed relative o mock cedls. Mesees followed by e same lefber
Imdicale no signficant difference: by Tukey's fest (p=000) The resufs ane
of three:

Figure 40: Coiony formaton assay of ShEETDY celis. Cails were Qrown unil
colonles formed {10 days) amd then staimed, feed and courded.

Hurdval fracrinn
EERERE

Figure 4d: The mean survival fraction + SEM of tripilcabe weils was nomalzed
b mock cels based on the plating eMdency. Tukey's kest (p=0.001).
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Flguns 48 Cell oycie WD by ry after sisining
with propidium lodide. Dads from the numenical anaiysis in wiich cells wens
ciassiied by codl Cycie shaius are expressed as pencentages. Means followsd
Iy the same lether Indicabe: o significant difference by Tukey's best (pe=0l05)
Uppercase and lowercase leflers represent the anaiysis of G1 and 3 phase,

. The resuits an: expressed as the percentage of events from a
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Figure 4g: immunobicts were performed o quanify the expression of oycin
1, 02 and D3. o-Tubulin was used a5 an intemal oonieol -

g xr 2 &

Symlin i -mumin

Figurs 4h: Densitometnic analysis confimed reduced cpcin O expression bo
‘approximately 30%.
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Similar to our resuolts for SETDM (Figure 2), EXZH? transcript
and protein expresion are elevated in breast cancer [31]. EZHZ
overexpression oocurs mainly in basal-type tumors, which are
characterized by a ER-, FR-, and Her-2/neu-negative status as well
as low levels of the BRCAL protein. The down-regulation of EZH2
in aggressive ER-negative hreast cancer cells greatly decreases their
proliferative capacity and rate of progression through the cell opde
[4].

A major novel finding presented in our study is that SETDM
down-regulation in aggressive ER-negative breast cancer cells greatly
decreases their proliferative capacity and rate of progression through
the cell cycle. The number of breast cancer samples from patients used
in this study was limited and further work will be necessary to validate
this ohesrvation. Furthermore, we found that SETDd knockdown
caused an arrest at the G1/5 tramsition in the cell cyde via a reduction
in the cyclin D1 level. EZH2 knockdown prolongs the doobling time of
ER-negative breast cancer cell lines and causes an arrest at the GL/M
transition of the cell cycle, with corresponding changes in mitotic
Cde25C, Cde? and Cdc?-Tyrl5 phosphorylation [34]. In addition,
SMYD2 has been shown to play a crucial role in the G1/S transition
through the methylation of the RBI protein, resulting in angmented
E2F tramscriptional activity and a promotion of cell cycle progression
the level of cyclin ] remains undear, its involvement in cell cpde
regulation adds new insights to breast carcinogenesis.

The correlation between varions methyltransferases and hreast
cancer highlights the importance of this protsin family in the
progression of this disease. Further work will reinforce the importance
of SETIM as a target for breast cancer therapy and will help elucidate
the mechanisms involved in its activity. Our findings reveal the
importance of SETIM in breast carcinogenesis and may contribute to
the identification of novel strategies to treat ER-negative breast tumors.
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Abstract. Breast cancer is the most commaon type of cancer
among women worldwide. Fesearch using breast cancer cell
lines derived from primary tumors may provide valuable
additional knowledge reganding this type of cancer. Therefore,
the aim of this stady was to investizate the phenotypic profiles
of MACL-1 and MG50-3, the only Brarilian breast cancer
cell lings available for comparative smdies. We evaliated the
presence of hormone receptors, proliferation, differentiation
and stem cell markers, nsing immmonohistochemical staiming
of the primary tumaor, culimred cells and xencerafts implanted
i immumodeficient mice. We also investizated the ability of
the cell lines to form colonies and copy mumber alterations by
arTay comparative genomic hybridization. Histopathological
amalysis showed that the imvasive primary tumor from which
the MACT -1 cell line was derived, was a luminal A subtype
carcinoma, while the ductal carcinoma im sife (DCIS) that
gawve rise to the MGS50-3 cell line was a HER.Z subtype
mmor, both showing different proliferation levels. The cell
lines and the mmor zencprafits in mice preserved their high
profiferative potential, but did not maintain the expression of
the other markers assessed. This shift in expression may be
due to the selection of an ‘establishment” phenotype in vitro.
Whele-penome DINA evaluation showed a large amount of copy
mumiber alterations (CRAs) in the two cell ings. These findings
render MACL-1 and MGS0-3 the first characterized Brazilian
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‘breast cancer cell lines o be potentially used for comparative
Tesearch.

Introduction

Breast cancer is a leading cause of death worldwide and repre-
semis the primary canse of mortality amongs women in Brazl (1)
the American Society of Clinical Oncology (ASCO) and the
Collepe of American Pathologists (CAP) also state the evalua-
tion of estrogen receptor (EE), progesterone receptor (PR and
hnman epidermal grovwth factor receptor 2 (HERLY) status for
the prognosis and recommendation of adjmvant therapy (2-4).
Althongh well-established as prognostic and diagnostic
tools, information provided by classical pathological evalna-
wiom still fails to predict, with accuracy, the patent's clinical
mmaor cells are receiving considerable attention, as they may
represent the primary cause of wnpredictable tomor behavior
and the failure of certain currently used treatments. In their
pioneering study, Perou er al (5), identified a correlation
between histopatholopical findings and the pene expression
profile of various types of breast mor, cormelating classic
immumohistochemistry (IHC) and ¢DWNA microarrays. Theirs
and subsequent smdies (5-8) defined novel molecular subtypes
of breast tumors, inchading lominal A, lominal B, HER 2, basal
Subsequently, using an experimental approach similar to
that used in previous studies, Eao of al (10) applisd molecular
profile classification to known breast cancer cell lines. Many
of the cell lines investipated (MCF-T or MDA-MB-231) were
obtained from metastatic tumors, and are frequently nsed
as breast cancer models. However, metastasis-derived cells
hawe already undergone crocial stages in MmMOT Progression,
inchuding the development of invasive capability, cellular
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Cytoplasmic-targeted parvalbumin blocks the
proliferation of multipotent mesenchymal stromal

cells in prophase
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Abstract

dinical practice.

alter the expresion of cydins AMD,/D203E and EX

Introduction: Multipotert mesenchymal stromal cells (M57s) have gained consderable interest because of their
potential use in the treatment of a vanety of diseases and injuries. Although remarkable advancements havwe been
made in dinical studies, substantial concerns still regard the safety of M52 Some evidence suggests that MSCs can
spontaneously generate a population of cells with tumarigenic potential Thus, studying the malecular mechanisms
that control the proliferation of M5Cs may be a necessany step toward the development of strategies for @i

Ca™ s a second messnger that mediates a wide range of cellular resporses, including the
regulation of cell prol#eration, but little is known about its function in M5Cs. The aim of this study was to

investigate the effects of targeted o™ buffering on M3Cs proliferation in vitro.

Methods: Here, we used an adenoviral {Ad) vecior encoding the Ca* chelator protein panalbumin (V) fused to a
ruckar exdusion signal (MES) and the Discosoma ed fluorescent protein {DsRed) o investigate the function of
oyinplasmic o™ signals on MAC proliferation. Confocal micoscopy was wsed to demaonstrate that PYV-MES-DsRed was
expresed in the oyioplasm. Ca** sgnaling was monitored by using Fluo-4-AM Fluorescence-activated ozl sorting
{FACS) analysis of calls that were stained with propidium lodide was used a5 a quantitatie measure of cdll death The
mitatic index was assessed by immunofuorescence, and the expression of oydins was examined with Western bbbt
Results: Qur esults show that the Ad-PVHES-DsRed fusion protein decreased ssumdinduced Ca™ sigraling and blocked
the proliferation of rat adipose-derived M5Cs (AT-M5CS) in prophase. FACS analysis revealed that Ad-PVNES-DisRed did
riot induce cdl death in AT-MACs Furthermiare, Western blot analysis demaonstrated that Ad-PV-NES-DsRed reduced
extracellular sgnalregulated kinass (Erk1,2) phosphonyation and cydin B1 expression Bufiering oytosolic C3** did not

Condusions: Cur results show that cytoplasmic ™ sgnals are impartant for AT-MS5Cs progression beyond prophase
berause of their efects on Bk phosphondation and oydin Bl expression.

Keywords: Messnchymal stem cells, Tarngeted panalbumin, Caldum signaling, Proliferation, Cydins

¥

Introduction

Multipotent mesenchymal stromal cells (MSCs) are
nonhematopoletic stromal cells that have generated a
great amount of interest in the fidd of regenerative
medicine because of their unique biclogical properties.
These cells give rise to diverse tissues, induding bone,
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cartilage, tendon, musde, and adipose tssse [1], and they
have been isolated from different sources, such as bone
o, adipose tsase, pedpheral blood, muscle, umbidical
blood, placenta, and other sites [23]. These cells are
relatively easy to obtain and have a remarkable capacity
for extensive in vitro expanson, which allows them wapidly
to reach the cell mumber required for in vive thempy. In
addition to their secreton of muliple bioacthe molecules
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2 Indicadores de Calcio (Ca*)

Jerusa Aradjo Quintdo Arantes Faria
Carolina Soares Barros de Melo

Ana Carolina de Angelis Campos
Michele Angela Rodrigues
Dawidson Assis Gomes

0 uso de indicadores fluorescentes & uma importante ferramenta para o estudo da
dinémica do Ca™ intracelular, bem como seu papel em processos celulares especificos.
Basicamente, eles funcionam com a alteracio nas propriedades de flunrescéncia quan-
do ligados direta ou indiretamente ao Ca®. Em geral, existern dois grupos de indica-
dores de Ca™, um que compreende os fluordforos quimicamente sintetizados e outro
de proteinas fluorescentes.

Diversas tipos de indicadores de Ca™ foram desenvolvidos, cada um com caracte-
risticas espectrais e afinidades ao Ca™ particulares, o que possibilita uma ampla apli-
cacio desses sensores. & escolha do indicador apropriado deve ser fundamentada nas
suas propriedades primarias. Em especial, a afinidade de ligagio ao Ca™ - que pode ser
medida pela constante de dissociagio (K,) - & uma caracteristica que deve ser conside-
rada na escolha do indicador, visto que diferentes compartimentos celulares ou proces-
s0s bioquimicos ocorrem em concentragbes distintas desse ion. Além disso, as proprie-
dades espectrais como valores de absorcio e emissao de lur, o deslocamento espectral
e a variacio relativa de fluorescéncia devem ser considerados no momento da selecio.
A observagio dessas caracteristicas espectrais ¢ de extrema importincia, por exemplo,
em experimentos utilizando miltiples fluordforos ou em microscopios que possuem
apenas uma fonte de excitacio. Assim, a escolha dos indicadores de Ca* é dependente
do tipo de investigacio experimental.

INDICADORES DE Ca™ SINTETICOS

s primeiros indicadores dessa classe foram descritos por Roger Tsien e colaboradores
em 1985 [1]. Estes indicadores apresentam alterages espectrais apos a ligacio ao Ca™.
Atualmente, diversas empresas comercializam indicadores sintéticos com as mais di-
versas propriedades espectrais e de ligagio an Ca™.
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