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IV. RESUMO 

 

 

O câncer compreende uma variedade de alterações epigenéticas, incluindo a 

perda global e ganho local de metilações de DNA, assim como, alterações no 

processo de metilações de histonas. A desregulação de algumas histonas 

metiltransferases tem sido associada com a agressividade tumoral. Neste 

trabalho, nosso principal objetivo foi analisar a expressão e o papel funcional 

de uma nova metiltransferase humana, SETD4, no câncer de mama. A proteína 

SETD4 possui o domínio SET, um domínio altamente conservado presente nas 

histonas/lisinas metiltransferases. Análises da reação em cadeia da polimerase 

(PCR) em tempo real (qPCR) mostraram uma elevada expressão de SETD4 

em algumas linhagens de câncer de mama. A expressão de SETD4 foi 

confirmada por análises de western blot revelando uma correlação entre 

elevada expressão de SETD4 e perda da expressão de receptores de 

estrógeno e progesterona em tumores de mama. Estudos de fracionamento 

celular e microscopia confocal revelaram a localização nuclear e citoplasmática 

desta nova proteína. Estudos funcionais mostraram que a redução da 

expressão de SETD4 diminuiu a habilidade de proliferação e formação de 

colônias das células. Em adição, a redução de SETD4 levou a uma parada na 

transição na fase G1/S do ciclo celular sem contudo afetar a morte celular. 

Além disso, a redução da expressão de SETD4 apresentou uma diminuição na 

expressão da ciclina D1, sugerindo o envolvimento de SETD4 na regulação do 

ciclo celular. Em contraste, a superexpressão de SETD4 aumentou a 

proliferação celular e induziu a progressão das fases G1/S do ciclo celular. 

Estes dados indicam que SETD4 parece ter um papel crucial na carcinogênese 

e pode ser um novo alvo molecular para o desenvolvimento de novas 

estratégias para o diagnóstico e tratamento do câncer de mama.  

 

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

epigenética, proliferação 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 

(qPCR) 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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1.1. Câncer de mama 

 
A incidência de câncer no mundo cresceu 20% na última década (World 

Cancer Research Fund (WRCF). No Brasil, para 2014 estima-se 576 mil novos 

casos da doença, sendo 57.120 de câncer de mama (Instituto Nacional de 

Câncer; (INCA). O câncer de mama é tipo mais comum de câncer em 

incidência, prevalência e mortalidade entre as mulheres. As taxas de incidência 

variam nas diversas partes do mundo (Kamangar, Dores, & Anderson, 2006). 

Diferenças nos fatores reprodutivos e hormonais, bem como, a oferta de 

serviços de diagnósticos são alguns dos determinantes para a variação 

mundial em sua incidência (Bray, McCarron, & Parkin, 2004; Jemal et al., 

2011).  

A etiologia do câncer de mama ainda não é totalmente conhecida, visto 

que, os fatores de risco identificados explicam somente uma pequena parte dos 

casos. Baseado em estudos epidemiológicos conduzidos em diferentes 

populações, os fatores de risco já bem estabelecidos incluem: a predisposição 

genética, nuliparidade, obesidade, primeira gestação em idade avançada, uso 

de contraceptivos orais e terapia hormonal pós-menopausa. Além disso, a 

ingestão de álcool está também relacionada ao maior risco de câncer 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 gânglios linfáticos, o grau 

histopatológico, e a análise da presença de marcadores como os receptores 

hormonais são alguns parâmetros avaliados no diagnóstico e tratamento dos 

pacientes (Goldhirsch et al., 2011; Wolff et al., 2007).  

Tumores positivos para os receptores de estrógeno (RE) e progesterona 

(RP) e tumores positivos para Her-2/ERBB2 compreendem 75-80% e 15-20%, 

respectivamente, dos casos de câncer de mama. Sendo que cerca de metade 

dos casos Her-2 positivos co-expressam os receptores hormonais. Os 

restantes, 10-15% dos tumores são denominados triplo-negativos definindo 

assim a ausência de expressão dos marcadores (Konecny et al., 2003; Nielsen 

et al., 2004; Slamon et al., 1989).  
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Os tradicionais testes para o diagnóstico de câncer de mama incluem o 

exame físico, mamografia e citologia aspirativa. Porém, infelizmente esses 

métodos não são sensíveis o suficiente para identificar o câncer de mama em 

estágios iniciais (Radpour et al., 2011). 

Durante a última década, o avanço no estudo da biologia do câncer de 

mama tem revelado como esta doença requer a interconexão de muitas vias de 

sinalização e do microambiente celular. Tais fatores influenciam a patofisiologia 

da doença e a resposta ao tratamento (Eroles, Bosch, Perez-Fidalgo, & Lluch, 

2012; Hanahan & Weinberg, 2011). 

A transformação maligna de uma célula é um processo multipassos, que 

envolve diversas alterações genética que culminam na perda do controle do 

ciclo celular e do processo de diferenciação. A sustentação crônica da 

proliferação, evasão dos mecanismos de supressão do crescimento, 

resistência aos mecanismos de morte celular, indução da angiogênese e a 

ativação dos mecanismos de invasão são características centrais do processo 

de formação do tumor. Tais processos são resultantes da alteração na função 

de vários genes, bem como, variações no padrão de expressão. Perturbações 

genéticas, como mutações pontuais e alterações cromossômicas, somam-se 

as alterações epigenéticas na causa desta patologia (Hanahan & Weinberg, 

2011; P. A. Jones & Baylin, 2007). 

 

1.2. Regulação epigenética: metilação de histonas 
 

Os mecanismos de regulação epigenéticos envolvem modificações no 

DNA e caudas das histonas, alteração na expressão de miRNAs e 

remodelamento local da cromatina. Modificações no controle epigenético são 

comuns em muitas doenças, e no câncer podem se configurar como eventos 

preliminares no processo de transformação maligna (Y. Huang, Nayak, 

Jankowitz, Davidson, & Oesterreich, 2011). 

No câncer de mama, modificações pós-traducionais anormais de 

histonas e hipermetilação de DNA são frequentemente associados com 

instabilidade genômica e silenciamento epigenético de genes supressores de 

tumor (P. A. Jones & Baylin, 2007). A notável explosão da pesquisa envolvendo 
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as alterações epigenéticas no câncer de mama permite estender tais achados 

para aplicação clínica (Y. Huang et al., 2011).  

Alterações no padrão de metilação do DNA são frequentemente 

encontradas em diversas doenças incluindo nas neoplasias. Dois tipos de 

alterações no padrão de metilação são comumente encontrados em tumores: a 

hipometilação global do genoma e a específica hipermetilação na região 

promotora de genes supressores de tumor (Choi & Lee, 2013; P. A. Jones & 

Baylin, 2007).  

Acetilação, metilação, ubiquitinação, fosforilação, sumoilação e 

ribosilação correspondem as modificações pós-traducionais que ocorrem nas 

caudas amino-terminais das histonas. As distintas modificações podem afetar, 

sinergisticamente ou antagonicamente, as proteínas associadas à cromatina, 

as quais por sua vez, ditam a transição dinâmica entre silenciamento e ativação 

transcricional. Algumas modificações podem ser executadas por mais de uma 

enzima, pertencente a uma mesma família proteica. Tal característica sugere 

que as especializações funcionais das mesmas ocorre por meio de um padrão 

de expressão diferencial. Além disso, a característica combinatória das 

diferentes modificações revela o código de histona, e assim estende a 

informação do código genético (Islam, Richter, Jacobs, Lopez-Bigas, & 

Benevolenskaya, 2011; Jenuwein & Allis, 2001). 

A metilação das histonas pode ocorrer tanto nos resíduos de lisina 

quanto arginina. Oito principais sítios de metilação de lisina foram identificados 

nas histonas (H3K4, H3K9, H3K14, H3K27, H3K36, H3K79, H4K20, H4K59), 

sendo que alguns resíduos podem ser metilados duas ou três vezes (Jenuwein 

& Allis, 2001). Em geral, a monometilação dos resíduos (9, 27 e 79) na histona 

H3 e H4K20 estão associadas com estado transcricional ativado. Em oposição, 

a trimetilação dos resíduos H3K9, H3K27 e H3K79 é relacionada ao estado de 

silenciamento gênico (Barski et al., 2007). A perda global da trimetilação no 

resíduo de lisina 20 e acetilação na lisina 16 da histona H4 constituem uma 

marca das células cancerosas (Fraga et al., 2005).  

A adição do grupo metil nas histonas e os efeitos decorrentes desta 

marca são reguladas por histonas metiltransferases específicas, demetilases e 

proteínas "leitoras". Estas últimas correspondem as proteínas que reconhecem 



5 

 

os resíduos de lisina metilados através dos domínios pertencentes a 2 classes: 

Royal e PHD fingers (Egorova, Olenkina, & Olenina, 2010). As funções 

atribuídas a algumas marcas de metilação por lisinas metiltransferases 

humanas podem ser observadas na tabela 1. 

 

Tabela 1. Sítios alvos e funções de algumas histonas lisinas metiltransferases 

humanas adaptado de (Dillon, Zhang, Trievel, & Cheng, 2005) 

 

Alvo  Função Lisinas metiltransferases 

H3K4 Ativação transcricional MLL1, MLL2, MLL3, SET7 

 Ativação transcricional e elongação SET1 

H3K9 Silenciamento eucromatina e metilação DNA EHMT2, GLP1 

 Silenciamento eucromatina SETDB1 

H3K27 Silenciamento eucromatina EZH1, EZH2 

H4K20 Silenciamento dependente de ciclo celular SET8 

 

As enzimas responsáveis pela metilação dos resíduos de lisina nas 

histonas possuem o domínio conservado SET e apresentam a designação E.C. 

2.1.1.43 (IUPAC-IUBMB).  

 

1.3. Família das proteínas SET 
 

Uma parcela significante das proteínas em todos os organismos 

compreende as enzimas que catalisam a transferência do grupo metil do 

cofator S-adenosil-L-metionina para um substrato (Martin & McMillan, 2002; 

Petrossian & Clarke, 2011; Schubert, Blumenthal, & Cheng, 2003). As 

metiltransferases estão envolvidas na biossíntese de lipídios, inativação 

hormonal, diferenciação tecidual e no controle epigenético (Albert & Helin, 

2010; Baba et al., 2004; Eom et al., 2011; Lehmann, Jiang, & Wagner, 2008). A 

análise do metiltransferosoma humano revelou a presença de 208 proteínas 

pertencentes a este grupo, o que equivale a cerca de 0,9% de todos os 

produtos gênicos humanos. Cerca de 30% das metiltransferases estão 

associadas com doenças, sendo mais frequentemente ligadas a desordens do 
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sistema nervoso central e câncer (Albert & Helin, 2010; Petrossian & Clarke, 

2011). 

Com base nos arranjos estruturais, as metiltransferases são agrupadas 

em duas classes (Martin & McMillan, 2002; Schubert et al., 2003): A primeira 

classe constituem os membros que possuem o domínio SET. A segunda classe 

são as proteínas que contém o domínio DOT1 (disruptor of telomeric silencing), 

os quais metilam K79 na região globular da histona H3, e não apresentam o 

domínio SET (Dillon et al., 2005). SET é o acrónimo das primeiras proteínas 

caracterizadas com este domínio 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 

domínio SET contem três discretas folhas β que circundam uma estrutura do 

tipo Knot. No segmento C-terminal do domínio estão presentes os dois motivos 

conservados do domínio: ELxF/YDY e NHS/CxxPN (sendo x qualquer 

aminoácido).  

Em concordância com a elevada especificidade aos seus substratos, os 

domínios SET de diferentes lisinas metiltransferases apresentam baixa 

similaridade de sequência. Além disso, com a exceção dos dois motivos 

apresentados acima, não há conservação entre os resíduos que configuram o 

sítio ativo destas enzimas. As regiões que flanqueiam o domínio, embora 

requeridas para a catálise, não são estritamente conservadas. 

Interessantemente, sugere-se que as sequências flanqueando a lisina alvo seja 

o motivo consenso para o reconhecimento do substrato pela metiltransferase 

(Qian & Zhou, 2006; Taylor, Xiao, Gamblin, & Lin, 2003). As proteínas SET são 

agrupadas em 10 famílias (Classes I-VII, PRDM, H4K20 e SET7, de acordo 

com seus substratos) (Petrossian & Clarke, 2011). 
 
1.4. Proteínas com domínio SET e câncer 
 

A função de várias proteínas contendo o domínio SET já caracterizadas 

está diretamente relacionada a doenças humanas, e em especial ao câncer 

(He, Korboukh, Jin, & Huang, 2012; Nimura, Ura, & Kaneda, 2010). Os 

membros da família NSD (nuclear receptor binding SET domain-containing 
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protein) têm sido relacionados a doenças congênitas e a leucemia mielóide 

aguda (Tatton-Brown et al., 2005; Wang, Cai, Pasillas, & Kamps, 2007). O gene 

EZH2 (Enhancer of zeste homolog 2) foi demonstrada ser superexpresso em 

vários tipos de câncer: linfoma, coloretal, gástrico, próstata e mama (Collett et 

al., 2006). Em adição, outros genes que codificam histonas metiltransferases 

(PRDM14, CARM1, PRMT1 e SMYD3), também apresentaram elevada 

expressão no câncer 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 

progressão tumoral e metástase. Esta metiltransferase cataliza a trimetilação 

dos resíduos de lisina 4 das H3 presentes na região promotora de MMP-9, 

induzindo a transcrição deste gene e por seguinte a proliferação e invasão 

celular (Cock-Rada et al., 2012). 

Para SETD2 (SET domain containing protein 2) foi observada uma 

correlação na redução nos níveis de mRNA SETD2 com os mais elevados 

estágios dos tumores, dados que conferem consistência à função supressora 

de tumor deste gene no câncer de mama (Al Sarakbi et al., 2009; Su et al., 

2005). Este mesmo perfil de expressão foi também verificado para o gene 

SMYD4 (Hu, Zhu, Qi, & Zhu, 2009). 

Evidências indicam que a expressão da enzima EHMT2 (Euchromatic 

histone-lysine N-methyltransferase 2) está associada ao fenótipo maligno de 

vários tipos de tumores (M. W. Chen et al., 2010; Lu et al., 2013). A inibição 

desta histona metiltransferase reduz a proliferação, motilidade, invasão de 

células de neuroblastomas (Lu et al., 2013).  

A função regulatória da metilação de proteínas não é restrita ao código 

de histonas, mas também vinculada a vários outros processos celulares. Esta 

modificação ocorre em proteínas citosólicas e nucleares, e alguns exemplos 

são reportados na tabela 2 (Egorova et al., 2010; X. Zhang, Wen, & Shi, 2012). 

Em geral, as funções decorrentes da metilação nestas proteínas ainda não 

foram caracterizadas.  

A metilação do fator supressor de tumor, p53, corresponde a 

modificação mais estudada. Esta proteína possui papel central no controle do 

ciclo celular, apoptose e reparo de DNA em resposta a vários tipos de estresse, 
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fato que torna seu estudo crucial para a terapêutica do câncer (Brooks & Gu, 

2010). A metilação dos resíduos de lisina presentes no domínio regulatório C-

terminal regula positiva e negativamente a função de p53. A SET7 metila o 

resíduo 372, e eleva a expressão dos genes alvos de p53 (Chuikov et al., 

2004). Em contraste, a metilação 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 vários alvos não histonas e a modificação dos 

resíduos de lisina por esta enzima regula a interação dos alvos com outras 

proteínas (X. Zhang et al., 2012). A metilação da proteína retinoblastoma leva a 

sua associação com HP1 (Heterochromatin Protein 1), e o complexo promove a 

repressão gênica e diferenciação (Munro, Khaire, Inche, Carr, & La Thangue, 

2010). Em adição, a metilação de p53 e do receptor de estrógeno pela SET7 é 

necessária para a atividade transcricional destes fatores (Chuikov et al., 2004; 

Subramanian et al., 2008). Em contrapartida, a metilação de NF-κB (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 metilação da subunidade RelA de NF-κB 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) é uma metiltransferase contendo domínio SET que cataliza 

a trimetilação do resíduo de lisina 14 na subunidade maior da Rubisco, enzima 

fotossintética essencial. Entretanto, o caráter funcional desta modificação 

permanece desconhecido (Trievel, Beach, Dirk, Houtz, & Hurley, 2002; Trievel, 

Flynn, Houtz, & Hurley, 2003).  
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Tabela 2. Substratos de algumas lisinas metiltransferases humanas (adaptado 

de (X. Zhang et al., 2012) 
 

Lisinas metiltransferases Alvos 

EHMT2 p53, EHMT2, C/EBPB, RARα, DNMT1, CDYL1, WIZ 

SETDB1 Tat, HDAC1/2 

NSD1 NF-κB 

SMYD2 p53, RB 

SMYD3 VEGFR1 

SET8 p53 

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

 

Diferentemente das mutações genéticas, as modificações epigenéticas 

podem ser revertidas. A sinalização desencadeada pelo receptor de estrógeno 

modula a reprogramação epigenética no miométrio em desenvolvimento 

através da via PI3K (Phosphoinositide 3-kinase)/AKT (Protein Kinase B). A AKT 

fosforila EZH2 levando a diminuição de sua atividade e consequentemente dos 

níveis de trimetilação em H3K27. A redução desta marca repressora da 

transcrição culmina na indução dos genes responsivos a estrógeno 

(Greathouse et al., 2012). 

A reprogramação do estado epigenético aberrante das células 

neoplásicas consiste em um recurso terapêutico em expansão. Em células de 

câncer de mama negativas para RE, inibidores específicos das atividades de 

histona deacetilases (HDAC) são capazes de reativar a expressão 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 já estão em fase de estudos clínicos (clinicaltrials.gov, 2014). 

Vários compostos que atuam inibindo a metilação e demetilação das 

histonas também são capazes de induzir a re-expressão de genes silenciados 

e importantes na tumorogênese do câncer de mama (Y. Huang et al., 2011). 

Como exemplo, o inibidor de EZH2, DZNep induz apoptose nas células de 

câncer de mama (Tan et al., 2007). 

Sendo assim, ampliar o entendimento dos processos de modificações 

pós-traducionais relacionados ao câncer de mama possibilita traduzir tais 
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conhecimentos para a clínica médica. Além disso, o estudo das lisinas 

metiltransferases humanas ainda é incipiente, e muitas enzimas ainda não 

foram caracterizadas (X. Zhang et al., 2012).  

A correlação existente entre as várias metiltransferase e o câncer de 

mama reforçam a necessidade de investigação desta família de proteínas 

nesta patologia, na qual despontam como promissores alvo para as estratégias 

terapêuticas. Neste sentido, nosso grupo de pesquisa realizou a avaliação da 

expressão das proteínas contendo o domínio SET ainda não caracterizadas em 

humanos. Os resultados indicaram uma alta expressão de SETD4 em 

linhagens tumorais de mama. Sendo assim, apresentamos nosso projeto de 

caracterização de uma nova lisina metiltransferase humana, SETD4. A 

elucidação do papel funcional deste gene irá aprofundar nosso conhecimento 

acerca dos mecanismos de metilação de proteínas, bem como, identificar um 

possível papel desta metiltransferase no câncer de mama. 
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2.1. Objetivo geral 
 

Caracterizar a expressão e a função da proteína SETD4 em linhagens 

celulares de câncer de mama.  

 

2.2. Objetivos específicos 
 

•  Caracterizar, por meio da análise in silico, a sequência gênica e proteica 

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

 

•  Avaliar o perfil de expressão de SETD4 em linhagens de câncer de 

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

  

Para tanto, diferentes metodologias, a citar, PCR em tempo real, western blot, 

imunocitoquímica foram empregadas para acessar o perfil de expressão de 

SETD4 em linhagens celulares e tumores primários de câncer de mama. 

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

 

•  Analisar a localização subcelular de SETD4. 

 

Utilizamos técnicas de detecção da proteína endógena, como a 

imunofluorescencia, bem como, construções expressando SETD4 fusionado 

tanto à proteína verde fluorescente (GFP) quanto às etiquetas MYC e DDK.  

 

•  Investigar o papel funcional de SETD4 em células de câncer de mama.  

 

Para esta finalidade, utilizamos uma construção expressando short-hairpins 

específicos para reduzir a expressão de SETD4, assim como estratégias para a 

superexpressão desta proteína. Tais procedimentos permitiram investigar o 

papel desta proteína na proliferação e ciclo celular.  
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3.1. Análises in silico  
 
3.1.1. Análise de domínios proteicos e predição de localização subcelular 
 

A pesquisa das sequências que codificam SETD4 foi conduzida no 

banco de dados National Center for Biotechnology Information (NCBI - 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A busca por domínios conservados nas 

sequências 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 

sequências 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 análise online (SMS: Sequence Manipulation 

Suite) (Stothard, 2000), foi realizada a previsão de massa molecular das 

proteínas. Os programas de predições da localização subcelular utilizados 

foram: PSORT II (http://www.psort.org/) (Horton & Nakai, 1997) ESLpred 

(http://www.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.nlm.nih/gov/unigene) foram 

acessados para a avaliação do perfil de expressão gênica. 

 

3.1.2. Modelagem comparativa  
 

A etapa de identificação de proteínas moldes adequadas para a 

modelagem molecular foi feita através do programa BLAST no banco de dados 

PDB. A estrutura da proteína SETD3 (Human SET domain-containing protein 3) 

depositada no bando de dados PDB (3SMT) foi utilizada como molde. As 

sequências da isoformas 1 SETD4 e do molde foram alinhadas no programa 

PROMALS3D usando os parâmetros básicos (default) (Pei & Grishin, 2007).  
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Os modelos moleculares foram gerados usando o software Modeller 

(versão 9.7) (Eswar, Eramian, Webb, Shen, & Sali, 2008). A presença do grupo 

ligante, SAM (SAM, S-adenosil-metionina), bem como o refinamento das 

regiões de loops (compreendendo os resíduos 261-220; 303-307) foram 

considerados na geração de 100 modelos estruturais candidatos. A validação 

das estruturas de SETD4 foram analisadas no tocante às suas qualidades 

esteroquímicas 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 

avaliações citadas acima foi selecionada e analisada manualmente. As 

visualizações e manipulações 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 câncer de mama: MDA-MB 

231 e células MCF-7 assim como, células endoteliais humanas de tumor 

hepático, SKHep-1. Tais linhagens celulares foram obtidas da American Type 

Culture Collection (ATCC). Células MDA-MB 231 são negativas para a 

expressão dos receptores de estrogêno e progesterona, ao passo que, a 

linhagem MCF-7 é positiva para tais marcadores. Ambas células originárias de 

carcinomas ductais invasivos. Outras linhagens de câncer de mama estudadas 

foram MACL-1 e MGSO3, (Correa, Bertollo, & Goes, 2009) oriundas de 

tumores primários de pacientes com câncer 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 sódio, 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) à 37ºC, na estufa úmida com 5% CO2. 
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3.2.2. Obtenção e cultivo de células normais 
 

As células de mama normais foram obtidas de fragmentos da mama de 

pacientes internadas na Clínica de Cirurgia Plástica, do Núcleo de Cirurgia 

Plástica, 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 fibrosa da mama foi incubadas em colagenase IV 0,25% (Life 

Technologies) na estufa por 18 horas à 37oC. 

Após a dissolução do material, foi realizada uma filtração em gaze estéril 

e o filtrado centrifugado a 250 g. Os pellets derivados dessas centrifugações, 

bem como, o sobrenadante da última centrifugação 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 μg/mL estreptomicina (Life 

Technologies), à 37°C em 5% CO2. Para os experimentos, foram utilizadas 

células até a quinta passagem. O procedimento já foi aprovado pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa (COEP) da UFMG sob número ETIC 0312 0203 000 10 

(Anexo B). 

 
3.3. Espécimes tumorais 
 

A utilização de amostras de tumores de mama de pacientes foi aprovada 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de Ciências da Saúde da 

Universidade de Brasília (número do projeto 025/09). Obteve-se o 

consentimento informado de todos os participantes. As amostras foram 

coletadas dos tecidos mamários removidos de pacientes com câncer de mama, 

imediatamente após a cirurgia no Hospital da Universidade de Brasília.  

Amostras das áreas não tumorais adjacentes aos tumores foram 

coletadas. A expressão dos marcadores foi avaliada por imunohistoquímica. 

Todos os casos representam carcinoma ductal in situ. Estas amostras foram 

analisadas pela técnica de western blot.  
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3.4. Coleta de tecidos de rato 
 

Ratos fêmea wistar (6 a 8 semanas) foram obtidos do centro de 

bioterismo CEBIO da UFMG. Estes animais eram destinados a experimentação 

para o isolamento de tecido adiposo inguinal, sendo relacionado a outro 

trabalho de tese do nosso laboratório (Aprovação CETEA; número de protocolo 

239/2010, Anexo B). Após a eutanásia, os tecidos foram coletados e lavados 

com tampão fosfato (PBS) e imediatamente homogeneizados. A extração de 

proteínas totais foi realizada seguindo o protocolo detalhado no tópico 3.8.  

 

3.5. Extração de RNA total e síntese de cDNA 
 

A extração de RNA total foi conduzida com o uso do reagente Trizol (Life 

Technologies) seguindo as recomendações do fabricante. Todas as garrafas de 

células utilizadas na extração apresentavam 70% de confluência. Em cada 

garrafa T75 cm2 foram adicionados 3 ml de Trizol com agitação leve. O 

conteúdo das garrafas foi transferido para tubos seguindo com a adição de 200 

µl de clorofórmio. Ao sobrenadante coletado foi adicionado isopropanol na 

proporção 1:1. A precipitação do RNA total foi realizada a temperatura 

ambiente por 15 minutos, e em seguida centrifugado por 10 minutos a 14000 g 

na temperatura de 4ºC. Decorrida a centrifugação, o sobrenadante foi vertido e 

ao precipitado (pellet) foi adicionado 1 ml de etanol 70%. O pellet foi 

ressuspenso em 30 µl de água livre de RNases. O RNA total foi quantificado no 

espectrofotômetro Biophotometer (Eppendorf) e analisado em gel de agarose 

1,5 % (p/v), corado com brometo de etídeo 0,1 µg/mL (Life Technologies). 

Para eliminação do DNA contaminante, 1 micrograma RNA total foi 

tratado com 1 unidade de DNase I livre de RNases (Promega). Em seguida, foi 

realizada um passo de precipitação com fenol:clorofórmio na proporção 1:1. A 

síntese de cDNA foi realizada com 4 µg de RNA total utilizando oligo-dT(18) e a 

enzima transcriptase reversa fornecida pelo kit “RevertAidTM 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 µl de cDNA, 200 µM de cada dNTP, tampão de 

PCR 1X (200 mM Tris-HCl pH 8.4), 1,5 mM MgCl2, 5 pmol de cada 

oligonucleotídeo e 0.25 U de Taq DNA Polymerase (Life Technologies) foram 

utilizados em uma reação de 25 µl. As condições adotadas para amplificação 

foram: Um primeiro passo a 3 minutos à 94 ºC para a completa desnaturação. 

Seguiram-se ciclos de 94 ºC por 45 segundos para a desnaturação, 

temperaturas de anelamento entre 50-60 ºC (dependendo do iniciador) por 30 

segundos e a extensão dos amplicons foi realizado à 72 ºC por 1 minuto. O 

número de ciclos foi padronizado a partir do nível de expressão de cada gene. 

No passo final, a extensão foi de 10 minutos à 72 ºC. As reações 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 etídio (0,1 µg/ml) sendo visualizados em transiluminador com luz 

UV. 

 

3.7. PCR em Tempo Real 
 

Todo o procedimento de PCR em Tempo Real, incluindo testes, 

validações e experimentos foram conduzidos seguindo os manuais da Applied 

Biosystems. As reações de PCR em tempo real foram realizadas no aparelho 

ABI Prism® 7900HT (Applied Biosystems) no NAGE (Núcleo de Análise de 

Genoma e Expressão Gênica), com os oligonucleotídeos específicos 

desenhados no programa Primer Express 3.0 (Applied Biosystems) (Tabela 3), 

cDNAs das células tumorais e não tumorais e SYBR Green PCR Master Mix 

(Applied Biosystems). As condições de amplificação 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 quantificação da expressão gênica, foram utilizados os métodos 

comparativos de Ct: 2 -ΔCt e 2 -ΔΔCt (Livak & Schmittgen, 2001).  

Os produtos da PCR foram avaliados pela análise da curva de 

dissociação. Oligonucleotídeos para amplificar as variantes transcricionais 1 e 
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3 de SETD4 (SETV1/3), variantes 2 e 4 (SETDV2/4), bem como, 

oligonucleotídeos que amplificam ambas (SETD4) foram desenhadas. Como 

controle endógeno, os oligonucleotídeos específicos para o gene β-actina 

(NM_001101) e RPS27 (NM_001030) foram selecionados (Tabela 3). 
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Tabela 3. Listagem dos oligonucleotídeos para qRT-PCR 

 

Oligonucleotídeos Sequência 

SETV1/3F AGGATGAAAAAGAGGCCCTGATA 

SETV1/3R AATCTTTAGCTCTTCCGTCCACAA 

SETV2/4F TACGGCCCTCACGATAATCAA 

SETV2/4R TAAGAACAAAGTTGATTCCAACCTCTT 

SETD4F TAGCCCACATGTCCAGGTAAAA 

SETD4R TCTCCAACGTGAAGTCGTTCTAATT 

RPS27F TCGTGGTGGTGCTAAGAAAA 

RPS27R TCTCGACGAAGGCGACTAAT 

β-actinaF CTGGAACGGTGAAGGTGACA 

β-actinaR AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA 

 

3.8. Extração de proteínas totais e fracionamento celular 
 

A extração de proteínas totais das linhagens tumorais (MACL-1, 

MGSO3, MDA-MB 231, MCF-7, SKHep-1) e células normais de mama foi 

realizada utilizando o tampão NETN, composto por: 150 mM de NaCl, 1 mM de 

EDTA, 20 mM de Tris-HCl, 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 

à 4°C. O sobrenadante foi coletado e armazenado à -20°C. 

Para o fracionamento celular, as células foram lavadas com solução 

salina tamponada com fosfato (11,4 mM KH2PO4, 3,6 mM K2HPO4 e 137 mM 

NaCl, pH7,4 –PBS), e adicionado o tampão de lise (20 mM HEPES, pH7,0, 10 

mM KCl, 2 mM MgCl2, 0,5% Nonidet P-40 e 1% de inibidores de proteases). 

Após incubação de 10 minutos no gelo, as amostras foram homogeneizadas 
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por vórtex, e por fim, realizada a centrifugação a 1.500 g por 5 minutos para 

sedimentação do núcleo. O sobrenadante foi centrifugado a 16.000 g por 20 

minutos e coletado, consistindo na fração não-nuclear. O pellet nuclear foi 

lavado três vezes com tampão de lise para remoção dos contaminantes da 

fração não nuclear. Em seguida, o pellet foi ressuspenso em tampão NETN e 

sonicado por 1 minuto. O lisado nuclear foi coletado após centrifugação (16.000 

g, 20 minutos, 4°C). 

Os extratos proteicos totais e os decorrentes do fracionamento celular 

foram dosados em placas de 96 poços pelo método de Bradford (Sigma-

Aldrich), seguindo as recomendações do fabricante. A curva padrão foi 

preparada utilizando albumina de soro bovina, e a leitura das absorvância 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 concentrações de 10%. Ao término da corrida eletroforética, 

as proteínas foram transferidas do gel para membrana de fluoreto de 

polivinilideno (PVDF) (BioRad) pelo sistema de transferência semi-seco 

(BioRad). A membrana foi bloqueada com 5% de leite desnatado em solução 

salina tamponada de Tris (20 mM Tris e 200 mM NaCl, 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) à 4°C com anticorpo primário diluído 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-α-tubulina monoclonal (1:10000) (Sigma-Aldrich), anti-

lamina B1 policlonal (1:5000) (Abcam), anti-GAPDH (1:5000) e anti-β-actina 

(1:1000) (Santa Cruz Biotechnology). Previamente a incubação de 1 hora com 

o anticorpo secundário, as membranas foram lavadas 3 vezes de 5 minutos 

com TBS-T. Os anticorpos secundários usados são conjugados a peroxidase 
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(1:5000) (Millipore). As bandas foram reveladas por reação de 

quimioluminescência com ECL Plus (GE Healthcare). Os filmes Carestream® 

Kodak® BioMax® MR foram escaneados e as análises quantitativas foram 

realizadas utilizando o software Image J. 

 
3.10. Construções utilizadas  
 
3.10.1. Construções adquiridas da empresa Origene 
 

As construções contendo as sequências codificantes das variantes 

transcricionais 1 e 2 de SETD4 (número de acesso: NM_017438.4, 

NM_001007259.2, respectivamente) clonadas no vetor Precision Shuttle 

pCMV6-Entry foram obtidas da empresa Origene (Anexo A1). Neste vetor, a 

sequencia codificante é expressa fusionada às etiquetas MYC (sequência 

polipeptídica derivada da proteína c-MYC) e DDK (sequência polipeptídica 

similar à FLAG®, marca registrada da Sigma-Aldrich).  

Adicionalmente, 6 construções para o estabelecimento de células 

apresentando reduzida expressão de SETD4 também foram obtidos da 

Origene. Dentre eles: quatro plasmídeos shRNA, pGFP-V-RS com sequências 

similares a sequência de SETD4, bem como, o vetor controle contendo um 

sequência aleatória inespecífica (scrambled), e vetor vazio (ausência de 

sequência). O vetor pGFP-V-RS contém 2 sequências complementares de 29 

nucleotídeos separadas por 7 nucleotídeos, os quais formam o loop. Este 

plasmídeo codifica dois distintos cassetes de expressão, sendo o primeiro o 

cassete de shRNA contra o gene SETD4 sob controle do promotor U6, e o 

cassete de expressão 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 transferências das sequências do vetor de entrada 

pCMV6-Entry para outros vetores como pCMV6-AC-GFP mantém o inserto na 

mesma orientação e na mesma janela de leitura. As mesmas enzimas de 
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restrição foram usadas na transferência entre os vetores: SgfI na extremidade 

5' e MluI na extremidade 3' (Anexo A1).  

A reação de restrição enzimática foi realizada com 3 µg de DNA 

plasmidial pCMV6-Entry-SETD4-MYC/DDK, no tampão 1X tango™ e 5 

unidades da enzima SfaAI(AsiSI) ( Thermo Fisher Scientific) (isosquisômero de 

SgfI) e 10 unidades de MluI (Thermo Fisher Scientific) durante 2 hora. O 

fragmento de interesse foi purificado do gel utilizando-se o kit QIAquick Gel 

Extraction (QIAGEN) conforme as especificação do fabricante. Paralelamente, 

o vetor pCMV6-AC-GFP contendo a sequência codificadora de SMYD5 clonada 

foi submetido a digestão nas mesmas condições especificadas anteriormente. 

Ao término da reação, foram adicionadas 2,5 U da enzima fosfatase alcalina 

conforme as recomendações do fabricante (Shrimp Alkaline Phosphatase) 

(Promega).  

A reação de ligação foi realizada em um volume final de 10 µL, 

empregando-se 1 µL de T4 DNA ligase (Promega), 1 µL de tampão 10X da 

ligase, aproximadamente 100 ng do plasmídeo pCMV-AC-GFP, 400 ng do 

fragmento purificado e água para completar o volume. As reações foram 

incubadas à 4ºC durante 15-20 horas.  

Em ambiente estéril, a reação de ligação foi adicionada as bactérias 

eletrocompetentes (DH5α), as quais foram submetidas a uma descarga elétrica 

de 2300 volts por 5,2 milisegundos no eletroporador (Electroporator 2510, 

Eppendorf). Para a recuperação 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 à 37ºC sob agitação no período de 1 hora. Em seguida, 200 µl 

da cultura foram plaqueadas em meio LB sólido contendo ampicilina (100 

µg/mL). As placas foram incubadas à 37ºC por cerca de 16 horas. 

Para a análise dos transformantes, foram selecionadas 5 colônias 

crescidas na placa e a confirmação feita por PCR, utilizando-se 

oligonucleotídeos iniciadores específicos para o gene SETD4 desenhados para 

o experimento de PCR em Tempo Real. Para isolamento dos DNAs plasmidiais 

foram utilizados os kit QIAprep Spin Miniprep e QIAGEN Plasmid Maxi 

(QIAGEN). 
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3.10.3. Obtenção do vetor pCMV-GFP sem insertos. 
 

De posse da construção contendo SETD4 clonado em pCMV-AC-GFP, 

fez-se necessário obter o vetor controle pCMV-AC-GFP vazio para a expressão 

somente da proteína GFP. O vetor foi digerido com as enzimas SfaAI(AsiSI) e 

MluI como detalhado no item anterior e submetido as atividades de 3'- 5' 

exonuclease e 5'- 3' DNA polimerase. Para tal, a reação foi realizada com 1 µg 

do DNA digerido e purificado, 0,1 mM de dNTPs, 1 unidade da T4 DNA 

polimerase (Thermo Fisher Scientific). Após a incubação à 11 ºC por 20 

minutos, segui-se com a inativação à 75ºC por 10 minutos.  

A reação da T4 DNA ligase teve como substrato 150 ng de DNA 

plasmidial e segui as exigências do fabricante (Promega). O procedimento de 

transformação bacteriana foi conduzido como citado no item 3.10.2. Os clones 

obtidos foram submetidos a reação de sequênciamento. 

 

3.10.4. Sequênciamento 
 

O sequênciamento dos clones obtidos foi realizado em sequênciador 

automático MegaBACE 1000 (GE Healthcare), usando o kit DYEnamic™ ET 

Dye Terminators (GE Healthcare), conforme recomendações do fabricante. As 

reações de sequênciamento foram baseadas na técnica de sequênciamento 

por terminação de cadeia por didesoxinucleotídeos (ddNTPs) (Sanger, Nicklen, 

& Coulson, 1992).  

Cada fita do DNA foi sequenciada empregando-se os oligonucleotídeos 

direto VP1.5 (GGACTTTCCAAAATGTCG) e reverso XL39 

(ATTAGGACAAGGCTGGTGGG). O mínimo de 3 reação para cada fita do 

DNA foram realizadas. As sequências de DNA obtidas foram analisadas no 

Vector NTI® Express Designer Software (Life Technologies) e comparadas com 

sequências depositadas nos bancos de dados do National Center for 

Biotechnology Information (NCBI - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e da empresa 

Origene (sequências completas dos vetores). 
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3.11. Transfecção dos DNAs plasmidiais para estudo de localização 
subcelular  
 

Para a transfecção das células com o vetor vazio e plasmídeos contendo 

a sequência de SETD4 foi utilizado o reagente LipofectaminaTM 2000 (Life 

Technologies) como veículo. No dia anterior, as células MDA-MB 231 e 

SKHep-1 foram plaqueadas em lamínula de 22x22 mm em placas de 6 poços 

na densidade de 2x105 células/poço. Para o experimento, o meio das células 

foi retirado e adicionado 1,5 ml de Opti-MEM® I Reduced Serum Medium (Life 

Technologies). O volume correspondente dos plasmídeos (2µg) e 10 µl de 

LipofectaminaTM 2000 foram incubados em 250 µl de Opti-MEM® em dois tubos 

independentes por 5 minutos, ao quais foram posteriormente combinados por 

25 minutos. Em seguida, essa mistura foi gotejada às células. Decorridas 4 

horas da transfecção, o meio foi trocado para DMEM completo. 48 horas após 

o ensaio de transfecção, as células foram fixadas com paraformaldeído 4% em 

PBS por 15 minutos, lavadas três vezes com PBS e permeabilizadas, em 

seguida, com 0,1% Triton X-100 em PBS.  

Para a marcação nuclear foi utilizada a incubação com o iodeto de 

propídeo ou com a sonda Hoechst 33258 (Life Technologies). No último 

método, a sonda de núcleo fluorescente Hoechst foi incubada na concentração 

(200 ng/mL) em PBS. Alternativamente, a marcação com o iodeto de propídeo 

exigiu o tratamento prévio das células com RNAse A (0,2 mg/ml) por 30 

minutos, seguindo com a incubação do iodeto de propídeo (0,1 µg/ml). Após 5 

lavagens de 5 minutos com PBS, as lamínulas foram montadas usando a 

solução de montagem Prolong gold (Life Technologies). As imagens de 

fluorescência foram obtidas no microscópio de fluorescência Olympus IX70 e 

no microscópio confocal Zeiss LSM 510 meta com objetiva de imersão em óleo 

de 63X, abertura numérica de 1,4. As células transfectadas com o plasmideo 

pCMV-Entry-SETD4 seguiu o protocolo de imunofluorescência descrito no 

próximo tópico. 
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3.12. Imunofluorescência 
 

As células SKHep-1 e MDA-MB 231 foram plaqueadas em lamínula de 

22x22 mm na densidade de 2x105 células/mL. Após 24 horas do plaqueamento 

das células, estas foram fixadas com paraformaldeído 4% em PBS por 15 

minutos, lavadas três vezes com PBS e, em seguida, permeabilizadas com 

0,1% Triton X-100 em PBS. As lamínulas foram incubadas em uma solução de 

bloqueio (PBS contendo 1% de BSA, 0,1% Triton e 5% soro de cabra) por 1 

hora. Após o bloqueio, as células foram mantidas por 12 horas em PBS 1% 

BSA contendo os anticorpos primários [anti-SETD4 (1:200) (Santa Cruz 

Biotechnology); anti-DDK (1:1000) (Origene); anti-MYC (1:500) (Sigma-

Aldrich)]. Após o período de incubação, foram realizadas três lavagens com 

PBS, por 5 minutos. Em seguida, as células foram incubadas por 1 hora em 

PBS 1% BSA contendo o anticorpo secundário: anti-coelho ou anti-

camundongo conjugado com Alexa 488 (Life Technologies) na diluição de 

1:500.  

Ao término da incubação com o anticorpo secundário por 50 minutos a 

temperatura ambiente foi adicionada a sonda de núcleo fluorescente Hoechst  

33258 (Life Technologies) na concentração de 200 ng/mL por 10 minutos. Após 

5 lavagens de 5 minutos com PBS, as lamínulas foram montadas usando a 

solução de montagem Prolong gold (Life Technologies). As imagens de 

imunofluorescência foram obtidas em microscópio confocal Zeiss LSM 510 

meta com objetiva de imersão em óleo de 63X, abertura numérica de 1,4. 

 

3.13. Imunocitoquímica 
 

As lâminas esterilizadas foram tratadas com solução de poli-L-lisina 

0,01% (Sigma-Aldrich) por 30 minutos, e em seguida lavadas 2 vezes com 

PBS. Após a secagem da lâmina, as células MACL-1, MGSO3, MCF-7 e MDA-

MB 231 foram plaqueadas na densidade de 1x106 células/mL. Após 24 horas 

do plaqueamento das células, estas foram fixadas com paraformaldeído 4% em 

PBS por 15 minutos, lavadas três vezes com PBS. O bloqueio da peroxidase 

endógena foi realizado com a imersão das lâminas na solução de peróxido de 
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hidrogênio 30% por 30 minutos. Segui-se com 3 lavagens de 5 minutos na 

solução de Tris-HCl 20 mM. 

As lâminas foram incubadas por 1 hora na solução de bloqueio (solução 

de Tris-HCl 20mM contendo 2% de BSA e 0,1% de Tween 20). Em seguida, 

foram realizadas as incubações overnight à 4ºC com o anticorpo primário (anti-

SETD4 (1:100) (Santa Cruz Biotechnology) diluído na solução diluente de Tris-

HCl 20 mM. A lâmina referente ao controle negativo, por sua vez, foi incubada 

com a solução de Tris-HCl 20 mM. O anticorpo secundário conjugado a biotina 

(Biotinylated Link Universal - Dako) foi incubado no escuro por 30 minutos, 

seguindo com 3 lavagens de 5 minutos com solução de Tris-HCl 20 mM. As 

lâminas foram incubadas com o complexo streptavidina (Streptavidin + HRP - 

Dako) por 30 minutos no escuro, seguindo com 3 lavagens de 5 minutos com 

solução de Tris-HCl 20 mM.  

A revelação procedeu-se com a aplicação de uma gota do substrato 

cromogênico DAB (3,3- diaminobenzidina) (Liquid DAB + Substrate Chromogen 

System - Dako) sobre a lâmina. Rapidamente, foi realizada o bloqueio da 

revelação com a lavagem das lâminas na solução de Tris-HCl 20 mM e com 5 

lavagens rápidas em água deionizada. Em adição, foi realizada a 

contracoloração com hematoxilina de Harris. Segui-se com passos de 

desidratação nas soluções de etanol 70%, 90%, 100%. A diafanização foi 

realizada com a imersão das lâminas em xilol por 5 minutos. Por fim, as 

lâminas foram montadas com entelan e lamínulas de 22x22 mm e mantidas na 

estufa à 37ºC para secagem.  

 

3.14. Transformação estável de células 
 

Previamente a transfecção das células, foi necessário determinar a 

concentração mínima requerida do agente seletivo que leva a morte das 

células não transfectadas. As células MDA-MB 231 e MCF-7 foram plaqueadas 

na densidade de 1x104 em placas de 24 poços. Após 24 horas, os meios 

contendo os compostos de seleção foram adicionados nas concentrações 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 concentrações finais de 0,05; 0,20; 0,35; 0,5 µg/ml. . Ao longo de 
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14 dias de pressão, renovava-se o meio contendo as drogas e observava-se a 

morte celular, no microscópio.  

Com a finalidade de obter células com reduzida expressão de SETD4, 

os plasmídeos shRNA pGFP-V-RS foram utilizados para a transfecção das 

células MDA-MB 231. Já as construçoes, pCMV-AC-GFP-SETD4 e pCMV6-

Entry-SETD4-MYC/DDK usadas na transfecçao de células MCF-7 e MDA-

MB231 para geração de clones superexpressando SETD4.  

Determinada a concentração da droga procedeu-se com a transfecção 

dos plasmídeos usando LipofectaminaTM 2000 (Life Technologies) como no 

item 3.11. Após 72 horas da transfecção, o meio com os agentes de seleção foi 

adicionado e a pressão realizada durante os 14 dias com renovação do meio a 

cada 2 dias. Ao fim deste tempo, uma diluição seriada foi preparada com a 

população mista de células estáveis para o plaqueamento de 1 célula por poço. 

A colônia gerada por uma célula isolada foi acompanhada por microscopia de 

luz e fluorescência. As células foram transferidas das placas ao atingir uma 

colônia com cerca de 50-70 células e o protocolo de 14 dias de pressão foi 

novamente aplicado. Foram selecionados 3 clones independentes com 

reduzida expressão de SETD4 (ShSETD4 2, ShSETD4 3 e ShSETD4 4). Como 

controlo negativo, utilizou-se um clone que expressa de forma estável o shRNA 

scrambled. A expressão deste shRNA ativa a via de interferência de RNA, mas 

teoricamente não leva ao silenciamento de nenhum gene. Adicionalmente, 

como controle, o plasmídeo pGFP-V-RS sem nenhuma sequência inserida 

também foi usado.  

No estudo de superexpressão, 2 clones superepressando SETD4 

fusionada às etiquetas (MYC e DDK), 2 clones superexpressando SETD4 

fusionado à proteína 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 

método colorimétrico sensível e quantitativo. Neste ensaio, o MTT é acumulado 
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pelas células por endocitose e a redução do anel tetrazólico deste sal, pelas 

enzimas desidrogenases mitocondriais resulta na formação de cristais de 

formazan com coloração azul que se acumulam nas células (Mosmann, 1983). 

Neste experimento, as células estáveis foram plaqueadas na densidade 

de 1x104 células/poço e mantidas na estufa de CO2. O meio de cultura foi 

trocado a cada 24 horas, e decorridas 72 horas do plaqueamento, o meio foi 

removido e adicionados 105 µl de meio acrescido de 85 µl da solução estoque 

de MTT (5 mg/ml), em cada poço. Após 2 horas, os cristais de formazan 

formados foram solubilizados com a adição de 210 µl de solução SDS em 10% 

de HCl. Ao término de 18 horas na estufa de CO2, a solução 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 absorbância presente nas células 

transformadas comparadas às células controle.  

 

3.16. Ensaio clonogênico 
 

O ensaio clonogênico ou ensaio de formação de colônia detecta a 

capacidade de uma única célula gerar células-filhas após tratamentos que 

podem ocasionar a morte reprodutiva. Clones estáveis com reduzida expressão 

de SETD4, superexpressando SETD4 e seus respectivos controles foram 

utilizados neste ensaio. Foram plaqueadas 900 células em placas de 35 mm, e 

estas foram mantidas na estufa de CO2 por 10 dias. A troca do meio foi 

realizada a cada 3 dias. Após os 10 dias, o meio foi removido e as células 

foram fixadas com paraformaldeído 4% em PBS por 5 minutos, lavadas com 

PBS e adicionada a solução corante (6% de glutaraldeído e 0,5 % de cristal 

violeta) por 1 hora. A solução corante foi removida e o excesso do reagente 

eliminado com a imersão das placas em água (Franken, Rodermond, Stap, 

Haveman, & Van Bree, 2006). As placas foram fotografas e as imagens 

utilizadas para a contagem das colônias usando o software Image J. Com os 

resultados das contagens foram calculados o fator de sobrevivência (FS) e a 

eficiência de plaqueamento (EP) através das seguintes equações: 
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EP= (nº células contadas/ nº 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 decorrência das diferenças no conteúdo de DNA. O uso de 

uma solução hipotônica contendo iodeto de propídeo constitui um protocolo 

rápido e de fácil marcação do DNA para análise no citômetro de fluxo (Riccardi 

& Nicoletti, 2006). Este método permite a quantificação de células mortas e 

análise simultânea dos parâmetros do ciclo celular nas células vivas.  

As células estáveis foram plaqueadas em placas de 24 poços na 

densidade de 1x104 células/poço e mantidas na estufa de CO2. Após 48 horas, 

a placa foi centrifugada a 200 g por 10 minutos e após o descarte do 

sobrenadante, as células foram ressuspensas em 300 µl da solução 

fluorocrômica (HPS, hypotonic fluorochromic solution - 0,1 % citrato de sódio, 

0,1% de Triton X-100, 20 µg/ml iodeto de propídeo) e mantidas à 4 ºC por 1-2 

horas na ausência de luz. Em seguida, a suspensão de células foi transferida 

para tubos de 1,5 ml e os dados coletados no citômetro de fluxo (Guava Easy 

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

 
3.18. Ensaio de atividade do gene repórter luciferase 
 

A região promotora do gene c-fos clonado no plasmídeo plightswitch 

(S721638, SwitchGear Genomics), bem como o plasmídeo controle pRL-TK 

foram usados na co-transfecção das células estáveis. A construção repórter 

pFos-Luc contém 1023 nucleotídeos da sequência 5' do gene fos humano 

(ID2353) e inclui os elementos regulatórios: SRE: elemento resposta ao soro (-

317a -298) e CRE: elemento de resposta a AMP cíclico (-67 a -57) (Fisch, 

Prywes, Simon, & Roeder, 1989; Janknecht, Cahill, & Nordheim, 1995; 

Sassone-Corsi, Ransone, Lamph, & Verma, 1988). 

Adicionalmente, a região promotora (1000 pb) do gene β-actina (ID 60) 

clonado no plasmídeo plightswitch foi usado para normalização dos resultados 
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(S717678, SwitchGear Genomics). O plasmídeo 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 transfecção. O procedimento de transfecção 

utilizando o reagente LipofectaminaTM 2000 seguiu o protocolo documentado na 

secção 3.11.  

O ensaio de luciferase foi realizado com o kit “Dual-Gluo® Luciferase 

Assay System” (Promega). 48 horas após a transfecção, 75 μL de reagente 

Dual-Glo foram adicionados a igual volume de meio DMEM nas placas em 

cultura para a lise celular. Após 10 minutos, os extratos foram transferidos para 

a placa FluoroNunc™(Thermo Fisher Scientific) de 96 poços, e mensurada a 

luminescência no leitor Synergy 2 (Biotek). Para normalizar a eficiência da 

transfecção, a reação de oxidação do substrato da luciferase foi interrompida 

para a medição 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 relação a 

atividade do promotor de B-actina. 

 

3.19. Análise estatística 
 

Os gráficos foram gerados no programa GraphPad Prism 5. Com o 

objetivo de avaliar a significância das diferenças observadas entre os grupos 

estudados foi realizado o procedimento de análise one-way ANOVA. O teste de 

comparação de médias utilizado foi o teste de tukey usando o programa SAEG 

9.1 (Sistema para Análise Estatísticas). Os resultados foram expressos em 

média ± erro padrão da média (EPM). 
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4.RESULTADOS 
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4.1. Análise in silico de SETD4. 
 

SETD4 é uma proteína conservada em diferentes espécies e que ainda 

não foi caracterizada em nenhum organismo (Anexo A3). A sequência gênica 

de SETD4 está localizada no cromossomo 21 humano, na região q22.13, e 

transcreve um mRNA de 3001 bp, o qual codifica um proteína de 

aproximadamente 44 kDa (440 resíduos de aminoácidos). A busca por 

domínios proteicos conservados nas sequências de SETD4 revela a presença 

do domínio SET na região amino-terminal (resíduos 59-273; E-value 1.4e-10), 

bem como do domínio Rubs-subs-bind na região carboxi-terminal. (resíduos 

307-425; E-value 8.1 e-23) (Figura 1). 

O domínio SET está presente nas lisinas metiltransferases, sendo que, 

grande parte das proteínas contendo este domínio atuam como histonas lisinas 

metiltransferases. Este domínio catalítico é responsável pela transferência do 

grupo metil do cofator SAM ao grupo amino do resíduo de lisina presente no 

substrato (histonas ou outras proteínas) (Dillon et al., 2005; Schapira, 2011). 

O domínio Rubs-subs-bind presente na extremidade carbóxi-terminal foi 

inicialmente identificado na metiltransferase LSMT, a qual atua na subunidade 

maior da enzima rubisco. O domínio Rubs-subs-bind permite a ligação da 

proteína 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. Organização estrutural do gene que codifica SETD4. Representação esquemática 
da estrutura gênica e proteica de SETD4. Os éxons estão representados em quadrados pretos 
(na sequência gênica numerados de 1 a10), e em branco na estrutura do mRNA. Os números 
de nucleotídeos de cada éxon é indicado nos quadrados brancos. As regiões não traduzidas na 
sequência do mRNA são demarcados em cinza. Os domínios proteicos presentes na 
sequência de SETD4 são mostrados em cinza, domínio SET (pfam00856), e em preto, domínio 
Rubs-subs-bind (pfam09273).  

 

Para diferentes espécies, como rato, camundongo e macacos são 

preditas uma única proteína (439/440 resíduos de aminoácidos) codificada pelo 

gene SETD4 como mostrado no anexo A3. Em contrapartida, em função de 

eventos de splicing alternativo, em humanos são preditas 4 variantes 

transcricionais que codificam 4 isoformas de SETD4. As quatro variantes 

transcricionais de SETD4 divergem somente nas regiões de extremidades de 

suas sequências. A variante 1 (1323 nucleotídeos) é a mais longa e codifica 

uma proteína de 440 resíduos de aminoácidos (Anexo A4 e Figura 2). A 

variante 2 difere na sequência 5'UTR e apresenta um éxon alternativo de 

splicing 3' conferindo uma mudança da fase de leitura (frameshift) comparada a 

variante 1 (Anexo A4). Deste modo, a isoforma 2 apresenta a região carboxi-

terminal distinta da isoforma 1 (Figura 2). Em comum, as variantes 3 e 4 

apresentam um éxon 5' adicional levando a iniciação da tradução em um códon 

alternativo comparado as sequências 1 e 2 (Figura 2). Já nas extremidades 3' 

das sequências, a variante 3 é similar a variante 1, ao passo que, a sequência 

4 equipara-se a 2 (Anexo A4). 

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

chimpanzé revelam a alta homologia das sequências 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 sítios de splicing (5' e 

3') são combinados gerando 4 possíveis variantes. Análise de RNA-seq em 

amostras de fígados humanos e de chimpanzés apontaram que somente 7% 

dos genes expressos neste tecido apresentam divergência no splicing 

alternativo entre as duas espécies. Neste estudo, os transcritos SETD4 

expressos em fígado não 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 proteína SETD4. (A) As sequências 
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 resíduos de aminoácidos divergentes na cauda C-terminal das isoformas. Os resíduos de 
aminoácidos de caráter básico são marcados em rosa, os ácidos em azul, os polares neutros 
em verde e os apolares em vermelho. (B) Representação esquemática das isoformas 1-4 de 
SETD4 e seus domínios: SET (pfam00856), e domínio Rubs-subs-bind (pfam09273). 
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Com o objetivo de estender o conhecimento estrutural da proteína 

SETD4 foi realizada um ensaio de modelagem molecular. A modelagem 

molecular tem papel fundamental tanto na interpretação de dados 

experimentais de elucidação estrutural, como na predição de estruturas de 

proteínas e análise das propriedades físico-químicas das biomoléculas e da 

interação destas com seus ligantes. Modelos virtuais da proteína podem ser 

elaborados por comparação da similaridade de sua sequência primária com as 

sequências de proteínas homólogas resolvidas e depositadas no PDB (Deane 

& Blundell, 2003). 

A etapa de identificação de proteínas moldes adequadas foi feita pelo 

programa BLAST no banco de dados PDB, sendo selecionada a proteína 

humana SETD3, SET domain-containing protein 3 (PDB ID: 3SMT chain A, 

resolução 2.04 Å). O alinhamento entre as sequências de SETD3 e SETD4 

apresentou 24% de identidade, reduzido E-value (1e-12) e alta cobertura da 

sequência alvo (81%) (Anexo A6). Muito embora, o valor de identidade entre as 

sequências seja baixo para os ensaios de modelagem, verifica-se a existência 

de alta similaridade em composição de elementos de estrutura secundária 

entre as proteínas (Anexo A6).  

A localização do grupo doador de metil (SAM, S-adenosil-metionina) na 

região do sítio ativo da enzima é de crucial importância para a catálise das 

metiltransferases (Marmorstein, 2003). Por isso, foi realizada a inserção do 

grupo ligante no modelo. Quanto ao molde SETD3 foi realizada a substituição 

de resíduos de selenometionina, empregados para o faseamento experimental 

da proteína, por resíduos de metionina, sem modificação das coordenadas do 

PDB. Algumas modificações foram introduzidas manualmente no alinhamento 

sequencial para adaptá-lo, como a remoção dos seis primeiros resíduos na 

sequência de SETD4, e dos 50 primeiros resíduos na região amino-terminal do 

molde, os quais mostraram-se sem correspondentes na sequência de SETD4.  

Os candidatos estruturais gerados pelo Modeller foram analisados nos 

programas ProSA e Procheck para a seleção da estrutura com menor pseudo-

energia. A validação estrutural foi realizada para verificar se os modelos 

apresentavam corretos e aceitáveis valores de esteroquímica como: 

comprimentos e ângulos das ligações, planaridade das ligações peptídicas e 
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dos anéis das cadeias laterais, quiralidade e impedimento estérico entre pares 

de átomos não ligados. 

Com base na validação e visualização da estrutura, fez-se necessário a 

realização da otimização das regiões de loops. O diagrama de Ramachandran 

do modelo SETD4 selecionado apontou 92,8% dos resíduos de aminoácidos 

em regiões permitidas (Anexo A7). O valor de Z-core pelo ProSa foi de - 8.07.  

A análise visual da estrutura mostrou que os resíduos E88, S99, P146, 

G330 e K398 localizados em regiões desfavoráveis no plot de Ramachandran 

apresentam-se coerentes com seu ambiente químico favorável como mostrado 

pelo programa Verify 3D. Outro fato a ser apontado é que tanto esses resíduos, 

quanto outros 6, pertencentes a regiões adicionais do gráfico de 

Ramachandran encontram-se em regiões de baixa identidade sequencial e em 

regiões de loop, as quais são regiões muito flexíveis, com grande dificuldade 

para a modelagem estrutural. 

O modelo da proteína humana SETD4 foi depositado no banco de dados 

Protein Model DataBase (PMDB), com o número de identificação PM0078503 

(http://mi.caspur.it/PMDB/) (Figura 3A). A sobreposição da estrutura molde e do 

modelo de SETD4 é apresentado na figura 3B. As estruturas das proteínas 

SET resolvidas experimentalmente, revelam a presença de um core folha β 

flanqueado por uma variável extensão amino e carboxi-terminal divergente no 

domínio SET (Schubert et al., 2003; Trievel et al., 2003). A divergência principal 

na sobreposições do molde e modelo são localizadas nas regiões de loop 

(Figura 3B). 

As características do domínio SET são apresentadas na Figura 4, a qual 

mostra o alinhamento deste domínio em proteínas SET humanas incluindo 

SETD4. O domínio SET consiste de 2 regiões não continuas localizadas nas 

regiões amino e carboxi-terminais da sequência primária, regiões estas 

denominadas SET-N e SET-C, respectivamente. Cada região possui curtas 

cadeias β (3 a 4), uma curta α-hélice e muitos loops, os quais conectam estes 

elementos de estrutura secundária (Figura 4) (Marmorstein, 2003).  

Três regiões de alta similaridade de sequência são encontradas no 

domínio SET, uma na região SET-N (resíduos 58-62 na proteína SETD4) e 

duas na região SET-C (resíduos 235-240; 266-273 em SETD4). Além disso, as 
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estruturas SET revelam um invariante resíduo de tirosina como o resíduo chave 

na catálise (Figura 4). Os resíduos de aminoácidos conservados e em 

interação com o cofator SAM são evidenciados na Figura 3C e 4.  

Cada estrutura SET possui divergências nas regiões flanqueando SET-N 

e SET-C, bem como na região de inserção, SET-I. Esta última região apresenta 

considerável variedade estrutural e de sequência entre as proteínas SET 

(Marmorstein, 2003; Trievel et al., 2002). O comprimento da região SET-I de 

SETD4 (131 resíduos) e SETD3 (127 resíduos) diferem da extensão 

apresentada pelas demais proteínas SET (Figura 4). Tal divergência somente 

na extensão da região SET-I parece não estar vinculada a especificidade ao 

um substrato, uma vez que proteínas com idêntica especificidade (Suv39H1 e 

SETDB1) apresentam uma grande variação na região SET-I (Marmorstein, 

2003).  
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Figura 3. Modelagem comparativa de SETD4. (A) A estrutura tridimensional do modelo 
SETD4 é mostrada na presença do cofator SAM (verde), no interior da estrutura. (B) 
Sobreposição da estrutura molde SETD3 e da estrutura modelada de SETD4. Nesta imagem, o 
cofator SAM é mostrado em vermelho. (C) Visão detalhada da região do modelo de SETD4 que 
interagem com SAM. Resíduos de aminoácidos conservados são representados em azul, e o 
cofator SAM em vermelho. 
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Figura 4. Alinhamento das sequências primárias de SETD4 e de caracterizadas proteínas 
SET humanas. Alinhamento das sub-regiões amino (SET-N) e carbóxi (SET-C) do domínio 
SET e a indicação da extensão da região de inserção (SET-I). Os elementos de estrutura 
secundária conservados são mostrados acima do alinhamento (seta = cadeia β; retângulo = α-
hélice). As regiões envolvidas na ligação do cofator são indicados com a barra verde abaixo do 
alinhamento. Já a barra azul, destaca as 3 regiões de sequências conservadas. O resíduo de 
tirosina conservado é destacado com o triângulo preto. 

 
4.2. Distribuição tecidual de SETD4. 
 

O website GeneHub-GEPIS permite a avaliação global da expressão em 

tecidos humanos e de camundongos, com base na abundância das sequências 

de EST (Expressed Sequence Tag) (Y. Zhang et al., 2007). Neste contexto, o 

cérebro, tecidos embrionários, pulmões, olhos, testículos e pâncreas foram os 

tecidos com as mais elevadas abundâncias de sequências SETD4 em 

humanos (Warnatz et al., 2010). Em camundongos, os tecidos com os mais 

maiores valores de expressão foram: cérebro, rim, nervos, retina e testículos. A 

análise no banco de dados de transcriptoma do NCBI (UNIGENE) apontam os 

tecidos embrionários, cérebro, olho, ovário e tecido conjuntivo como fontes de 

SETD4 em ratos.  
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Deste modo, com o objetivo de avaliar o padrão de expressão de SETD4 

nos tecidos de rato foi realizado a técnica de western blot usando um anticorpo 

comercial específico para SETD4 (Figura 5). Uma única proteína SETD4 de 

aproximadamente 49 kDa (439 resíduos de aminoácidos) é predita em ratos. O 

anticorpo reconheceu nos extratos proteícos uma única banda com peso 

molecular de aproximadamente 45 kDa. SETD4 não apresenta uma expressão 

ubíqua nos tecidos de rato, sendo expressa em pele, olhos e músculo 

esquelético.  

 

 

 
Figura 5. Expressão tecido-específica de SETD4. Western blot dos extratos de proteínas 
totais dos diferentes tecidos de rato: baço, ovário, pele, rim, pulmão, olhos, músculos 
esquelético e pâncreas. Foram aplicadas no gel, 35μg de proteínas, e a membrana incubada 
com os anticorpos anti-SETD4 e anti-GAPDH. 

 
4.3. O nível de mRNA SETD4 é distintos nas diferentes células de câncer 
de mama. 
 

Uma combinação de anormalidades genéticas e epigenéticas podem 

resultar na desregulação da função e expressão gênica no câncer (Jones & 

Baylin, 2007). Neste contexto, a expressão de histonas metiltransferases tem 

sido reportada como alterada em diversos tipos de tumores incluindo pulmão, 

próstata, fígado e mama (Hamamoto et al., 2004; Ozdag et al., 2006; Simon & 

Lange, 2008). A busca dos dados integrados de expressão gênica depositados 

no banco de dados "The Gene Expression Atlas (EMBL-EBI)"; 

(http://www.ebi.ac.uk/gxa/) indica uma alteração na expressão do gene SETD4 
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em diferentes linhagens de câncer de mama. Tais dados apontam elevada 

expressão do gene que codifica SETD4 nas células MDA-MB 231 e SkBR-3, 

assim como reduzida expressão em MCF-7 e HCC-1937. Coletivamente, estas 

informações despertaram nosso interesse em avaliar a expressão de SETD4 

em células tumorais.  

Para a análise por PCR em Tempo Real, foram escolhidos 5 candidatos 

a genes constitutivos: β-actina, MRPL19 (proteína ribossomal mitocondrial 

L19), RPS27 (proteína ribossomal S27), HPRT (hipoxantina 

fosforibosiltransferase 1) e TBP (proteína de ligação a TATA-box). Tais genes 

não apresentaram alterações significativas na expressão entre células tumorais 

e o controle normal. β-actina e RPS27 mostraram-se como as referências mais 

estáveis (menor variação) entre os genes constitutivos avaliados. 

Os oligonucleotídeos para a amplificação das variantes transcricionais 

de SETD4 foram desenhados (SETV1/3, SETV2/4), bem como, para a região 

comum às variantes (denominado SETD4). Previamente, os iniciadores foram 

validados e os valores de eficiência da PCR estimados com base na 

determinação da inclinação da reta (slope) da curva padrão seguindo a 

equação: E = (10-1/slope–1) x 100. As eficiências dos oligonucleotídeos foram 

97,67% para SETD4, 95,85% SETV1/3, 98,03% RPS27 e 99% para β-actina. 

A quantificação da expressão de SETD4 foi conduzida em diferentes 

linhagens de câncer 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 última é oriunda de linfoblasto do mesmo individuo, no qual foi isolado o 

tumor de mama HCC-1954. Os resultados mostram um aumento significativo 

na expressão de SETD4 nas células HCC-1954, MDA-MB 231, MDA-MB 436 e 

SkBR-3 em relação à célula controle HCC-1954-BL (Figura 6A). Em 

contrapartida, nas linhagens MDA-MB 468, MCF-7 e CAMA-1, a expressão de 

SETD4 não diferiu do controle. 

A amplificação foi também realizada nas células não tumorais de mama, 

as quais configuram-se como melhor grupo normalizador. A expressão de 

SETD4 foi em torno de 4 vezes superior nas células MDA-MB 231 comparadas 

as células normais (não tumorais). Em oposição, a expressão de SETD4 nas 

células MCF-7 não diferem das células normais (Figura 6B). 
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A análise da curva de dissociação para amplificações das variantes 

curtas (SETV2/4) revelou a presença de dímeros de oligonucleotídeos ou 

outros produtos inespecíficos, sendo por isso removidos da análise. A 

confecção de oligonucleotídeos para amplificação específica das variantes 2 e 

4 é limitada pela curta sequência divergente entre as variantes na extremidade 

3' (Figura 2).  

A quantificação relativa do mRNA das variantes transcricionais 1 e 3 

revelou uma redução na expressão nas células MCF-7 em comparação às 

células não tumorais, e um aumento nas células MDA-MB 231(Figura 7). Desta 

forma, a contribuição para o perfil de expressão do gene SETD4 em células de 

mama tumorais e não tumorais parece estar relacionado diretamente a 

expressão destas variantes transcricionais.  

 

 

 
Figura 6. O SETD4 é superexpresso em algumas linhagens celulares de câncer de mama. 
A expressão do gene SETD4 foi avaliada por RT-PCR em tempo real usando o método 2–ΔΔCt. 
(A) Os valores de expressão para HCC-1954, MCF-7, CAMA-1, SKBR 3, MDA-MB 231, MDA-
MB 436 e MDA-MB 468 foram normalizados em relação às células controle HCC-1954-BL, 
tendo como controle endógeno, o gene β- actina. (B) A expressão de SETD4 nas células MDA-
MB 231 e MCF-7 foi analisada tendo como controle endógeno RPS27, e normalizada 
comparada as células normais (não tumorais) (média de 3 doadoras). As médias seguidas pela 
mesma letra não diferem significativamente entre si, ao passo que, letras distintas diferem pelo 
teste de Tuckey a 1% de probabilidade.  
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Figura 7. Expressão de SETD4V1/V3 nas células MDA-MB 231 e MCF-7. A expressão das 
variantes transcricionais longas (1 e 3) de SETD4 foi avaliada por RT-PCR em tempo real 
usando o método 2–ΔΔCt. O valor de expressão das células tumorais foi normalizada em relação 
às células de mama não tumorais utilizando a expressão do controle RPS27. As letras distintas 
diferem pelo teste de Tuckey a 1% de probabilidade. 

 
4.4. Correlação negativa entre o perfil de expressão de SETD4 e dos 
receptores hormonais em tumores de mama. 
 

A expressão da proteína SETD4 foi avaliada nas células de câncer de 

mama (MACL-1, MGSO3, MDA-MB 231 e MCF-7) e células de tumor hepático 

(SKHep-1). Os lisados celulares foram submetidos a análise quantitativa pela 

técnica de western blot, e a expressão nas células não tumorais de mama 

utilizada para a normalização. Somente uma única proteína de 

aproximadamente 44 kDa foi detectada em todos os lisados sugerindo a 

expressão predominante de apenas uma das isoformas, possivelmente a 

isoforma longa (1). A expressão nas células de câncer de mama MACL-1, 

MGSO3 e MDA-MB 231, bem como, na célula SKHep-1 é cerca de duas vezes 

superior a expressão nas células não tumorais de mama. Em oposição, a 

expressão nas células MCF-7 é reduzida na ordem de quatro vezes comparada 

ao controle (Figura 8). As análises de imunocitoquímica confirmam o perfil de 

elevada expressão de SETD4 nas células MDA-MB 231, MACL-1, MGSO3 

comparadas à linhagem MCF-7 (Figura 8C e anexo A8). 
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Figura 8. A expressão de SETD4 é distinta entre as linhagens de câncer. (A) Western blot 
dos extratos proteicos das linhagens de câncer de mama (MDA-MB 231, MACL-1, MGSO3, 
MCF-7) e tumor de fígado SKHep-1, bem como de células mamárias não tumorais (normal). 
30μg de proteínas foram aplicados no gel, e a membrana incubada com os anticorpos anti-
SETD4 e anti-α-tubulina. (B) A expressão de SETD4 foi normalizada com a proteína controle α-
tubulina usando o software ImageJ. (C) Imunocitoquímica das linhagens celulares MDA-MB 
231 e MCF-7. Após a fixação, as células foram incubadas somente com a solução diluente 
Tris-HCl 20 mM (controle negativo), ou com o anticorpo SETD4 na solução. A revelação 
procedeu-se com a aplicação do substrato da peroxidase, o DAB (3,3- diaminobenzidina) e o 
núcleo foi corado com hematoxilina. 

 

A elevada expressão de SETD4 nas linhagens estabelecidas no nosso 

laboratório (MACL-1 e MGSO3) é condizente com os dados de microarranjo de 

DNA realizada pelo nosso grupo (N. C. R. Corrêa, 2013). Neste estudo foi 

observado uma alta expressão 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 estrógeno (RE), o receptor de progesterona (RP) e o 

receptor do fator de crescimento epidermal 2 (HER-2/ERBB2) são marcadores 

comumente utilizados na análise patológica cuja análise é recomendada pelo 

Colégio de Patologistas Americanos e Sociedade Americana de Oncologia 

Clínica (Goldhirsch et al., 2011; Hammond, Hayes, & Wolff, 2011; Wolff et al., 

2007). 

As linhagens de câncer de mama MDA-MB 231, MACL-1 e MGSO3 são 

negativas para os marcadores RE, RP e Her-2 (Cailleau, Olivé, & Cruciger, 

1978; N. C. Corrêa et al., 2013) e apresentam superexpressão da proteína 

SETD4. Em contraste, MCF-7, expressa todos os receptores citados e possui 

baixos níveis da proteína SETD4 (Horwitz, Costlow, & McGuire, 1975) (Figura 

6-8). Para acessar a relevância desta correlação, o perfil de expressão de 

SETD4 foi avaliado em tumores primários de mama. Os tecidos tumorais foram 

submetidos ao exame histopatológico e classificados quanto a expressão dos 

marcadores (RE, RP e Her2) (Anexo A9).  

A proteína SETD4 foi superexpressa nos tumores triplo-negativos, sendo 

esta elevação em torno de 3 vezes nos tecidos tumorais comparados aos 

sadios. Paralelamente, os tumores expressando os receptores de estrogênio e 

progesterona e com baixa expressão de Her2 não apresentaram alterações 

significativas na expressão de SETD4 comparada ao controle (Figura 9).  

Interessante notar que em alguns lisados tumorais foi detectada uma 

banda adicional de peso molecular inferior à previamente detectada, a qual 

pode corresponder a isoforma 3 de SETD4 (Figura 9). Entretanto, o perfil de 

expressão desta proteína é variável. Em alguns casos, como para os indivíduos 

0036 e 0019, a banda está presente tanto na amostra tumoral quanto na 

controle. Em outros, somente no lisado tumoral (0002 e 0014) ou somente no 

controle (não tumoral) (0004 e 0005).  
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Figura 9. Expressão de SETD4 em tumores de mama positivos e negativos para os 
receptores hormonais. (A) Western blot dos extratos proteicos obtidos de tumores negativos 
(T0002, T0004, T0036) e tumores positivos para RE, RP e Her2 (T0005, T0014 e T0019). A 
amostra correspondente ao tecido não tumoral (mama contralateral) de cada paciente também 
foi analisada (N). A membrana foi incubada com anticorpos anti-SETD4 e anti-β-actina. (B) A 
análise densitométrica foi realizada agrupando os 3 tumores de cada grupo (triplo-positivos e 
triplo-negativos). Para cada amostra, a expressão de SETD4 foi normalizada com a expressão 
de β-actina.  

 
4.5. SETD4 localiza-se no núcleo e citosol. 
 

A análise in silico utilizando os programas PSORTII e ESLpred predizem 

uma localização nuclear para SETD4. A predição fornecida pelo programa 

NucPred revelou para SETD4 um score de 0,58, sugestivo de localização não 

nuclear. Isto porque, pelo programa, as sequências com score acima ou igual a 

0,8 são preditas nucleares, com 93% de exatidão (Brameier et al., 2007).  
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Paralelamente à predição computacional, a localização subcelular de 

SETD4 foi investigada nas frações celulares das linhagens de câncer de 

mama. A proteína SETD4 está presente tanto nos extratos nucleares quanto 

nas frações não nucleares (Figura 10). A ausência de contaminação nas duas 

frações foi comprovada com a visualização da expressão de α-tubulina e 

lamina B1, as quais são localizadas exclusivamente no citosol e no núcleo, 

respectivamente. As células de câncer de mama (MACL-1, MGSO3 e MDA-MB 

231) e as células SKHep-1 apresentaram nítida expressão de SETD4 em 

ambas as frações. A ausência de bandas referentes à SETD4 nos extratos de 

MCF-7 é decorrência da baixa expressão nesta linhagem celular (Figura 8), 

como também, da reduzida quantidade de extrato utilizado. 

Com o intuito de avaliar se a sinalização envolvendo EGF e seu receptor 

(EGFR) alteram o conteúdo e localização de SETD4 foi realizado o 

fracionamento das células após o estímulo com este fator de crescimento. As 

frações celulares das células SKHep-1 estimuladas com o fator de crescimento 

epidermal (EGF) não diferiram do perfil apresentado pelas células não 

estimuladas (controle) (Figura 10B). Embora, o curto período de tempo do 

estímulo (10 minutos) seja suficiente para o acúmulo do receptor e ligante no 

núcleo (De Angelis Campos et al., 2011), a modulação na transcrição e por 

conseguinte a alteração na síntese proteica, demanda um período mais 

extenso (Hung et al., 2008). Muito embora a distribuição subcelular de SETD4 

não se altere com a translocação de EGFR, a expressão de SETD4 pode ser 

alterada após longo estímulo. Futuros experimentos poderão elucidar esta 

questão. 
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Figura 10. SETD4 está presente na fração nuclear (FN) e não nuclear (FNN). Western bot 
dos extratos protéicos obtidos após o fracionamento celular. 25μg de proteínas foram 
resolvidas em gel de poliacrilamida, e transferidas para membrana de PVDF. (A) Os anticorpos 
anti-SETD4, anti-Lamina B1 e anti-α-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 não estimuladas são 
designadas controle. 

 

O perfil apresentado pelas frações não nucleares das células de câncer 

de mama, SKHep-1 e células de mama não tumorais assemelha-se ao perfil do 

extrato total das células (Anexo A10; Figura 8). Tal padrão similar no extrato 

total e na fração não nuclear sugere uma distribuição predominantemente 

citoplasmática para SETD4. Em adição, os resultados sugerem que a 

distribuição de SETD4 é equivalente em células tumorais e não tumorais.  

Com o objetivo de comprovar a localização de SETD4 no compartimento 

nuclear, foi feita uma reconstrução tridimensional (3D) das células SKHep-1 

incubadas com o anticorpo específico para SETD4 utilizando microscopia 
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confocal. O anticorpo secundário usado foi o Alexa 488. A marcação nuclear foi 

realizada com a sonda Hoechst, uma sonda de afinidade a DNA dupla fita. As 

imagens seriadas foram coletadas e a reconstrução 3D realizada com o 

software Zeiss LSM Image Browser (Figura 11). A proteína SETD4 encontra-se 

presente ao longo de toda a região citoplasmática. No plano medial observa-se 

pontos verdes co-localizados com pontos azuis, indicando a localização da 

proteína no interior do núcleo. O somatório das fatias ópticas nos planos x-z e 

y-z estão mostrados acima e à direita, respectivamente (Figura 11). 

Coletivamente, estes resultados demonstram a localização nuclear e 

citoplasmática de SETD4. 
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Figura 11. Localização subcelular de SETD4. Células SKHep-1 foram incubadas com anti-
SETD4 e o anticorpo secundário conjugado com alexa 488 (verde). O núcleo foi incubado com 
a sonda Hoechst (azul). Painel central: plano medial em uma região no interior do núcleo. 
Acima: reconstrução 3D no plano x-z. À direita: reconstrução 3D no plano y-z. Escala = 10 μm. 

 

Além de acessar a localização da proteína endógena, foram analisadas 

a distribuição celular da proteína expressa transientemente. Para tal, as 

construções com as sequências codificantes das variantes 1 e 2 de SETD4 

(pCMV6-Entry-SETD4-MYC/DDK) foram usadas na transfecção de células 

MDA-MB 231. Neste sistema, as isoformas 1 e 2 foram expressas fusionadas à 

MYC e DDK (Anexo A1). 

Ambas as isoformas 1 e 2 localizaram-se ao longo de todo citoplasma 

(Figura 12). A marcação com anticorpo anti-DDK indicou uma localização 

pontual da isoforma 1 em algumas regiões do núcleo. As imagens demonstram 

o mesmo perfil de localização predominantemente citosólica apresentado pela 

proteína endógena na imunofluorescência (Figura 11).  
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Figura 12. Localização de SETD4 fusionado à etiqueta DDK. Células MDA-MB 231 foram 
transfectadas com as construções SETD4V1 e SETD4V2, as quais expressam as isoformas 1 e 
2, respectivamente, fusionadas às etiquetas MYC e DDK. As células foram incubadas com o 
anticorpo que reconhece DDK, e em seguida com o anticorpo secundário conjugado com Alexa 
488 (verde). A marcação nuclear foi realizada com iodeto de propídeo (azul). 

 

Com a finalidade de obter as construções expressando SETD4 

fusionado à GFP foi realizada a subclonagem das sequências das variantes 1 e 

2 no vetor pCMV6-AC-GFP. A confirmação dos transformantes foi realizada por 

meio da PCR utilizando os oligonucleotídeos desenhados para os 

experimentos de PCR em Tempo Real (dados não mostrados) e por meio da 

restrição enzimática dos clones obtidos (Anexo A11). Adicionalmente, os 

clones foram submetidos a reação de sequênciamento. 

De posse destas construções, a localização subcelular das proteínas 

recombinantes foi avaliada por microscopia confocal. A reconstrução 

tridimensional das células expressando as isoformas 1 e 2 de SETD4 revela a 

ampla distribuição citosólica para ambas (Figura 13). A co-localização dos 

pontos verdes e azuis é observada na célula expressando a isoforma 1 

indicando a localização nuclear da mesma.  
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Figura 13. Localização subcelular das isoformas 1 e 2 de SETD4 fusionadas à GFP. 
Células MDA-MB 231 foram transfectadas com as construções que expressam as isoformas de 
SETD4 fusionadas à GFP. O núcleo foi marcado com iodeto de propídeo (azul). Painel central: 
plano medial em uma região no interior do núcleo. Acima: reconstrução 3D no plano x-z. À 
direita: reconstrução 3D no plano y-z. (A) isoforma 1, SETD4-V1-GFP e (B) isoforma 2, SETD4-
V2-GFP. 

 

A distribuição predominantemente citosólica da isoforma 2 (Figuras 12 e 

13) contrasta com os dados de fracionamento celular, os quais apontam a 

presença de SETD4 no núcleo. Em adição, a marcação apresentada na 

imunofluorescência de SETD4 endógena assemelha-se à obtida para a 

isoforma 1 (Figuras 11-13). Estas observações reforçam os dados de PCR em 

tempo real sugerindo a expressão predominante da isoforma longa de SETD4 

nas células em estudo. 

 
4.6. Reduzida expressão de SETD4 suprime a proliferação e altera o perfil 
do ciclo celular. 
 

Objetivando investigar a função de SETD4 nas células de câncer de 

mama, o conteúdo das sequências de mRNA que a codificam foi reduzido 

abordando o mecanismo de RNA de interferência (RNAi). Neste trabalho, foram 

testados 4 distintos shRNAs (ShSETD4 1 a 4) similares em sequência a quatro 

regiões do mRNA SETD4 (Anexo A2).  

Como procedimento inicial à transfecção estável, foi realizado o ensaio 

de curva de morte nas células MDA-MB 231 e MCF-7 não transformadas na 
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presença das drogas de seleção (Anexo A12). Este teste faz-se necessário 

uma vez que, cada tipo celular difere em relação a sua susceptibilidade às 

drogas. Além disso, a diferença nos lotes de cada produto pode apresentar 

eficiência distinta (Mortensen, Chestnut, Hoeffler, & Kingston, 2001). 

A obtenção de clones expressando os shRNAs foi conduzida nas células 

MDA-MB 231, visto que, tais células apresentam superexpressão da proteína 

SETD4 (Figura 8). Desta forma, a seleção dos plasmídeos pGFP-V-RS nas 

células MDA-MB 231 foi conduzida com a droga puromicina (0,35 µg/ml) 

(Anexo A12). 

A eficiência de cada construção shRNAs na redução da expressão 

SETD4 foi avaliada nos clones estáveis obtidos. Os níveis de expressão de 

SETD4 foram analisados por western blot e Real Time PCR. A presença do 

vetor pGFP-V-RS sem insertos expressando GFP não alterou a expressão de 

SETD4 (Figura 14C). Este perfil, semelhante às células MDA-MB 231 não 

transformada é também observado nos clone que expressa shRNA scrambled 

(Anexo A13). 

Os clones contendo a construção 1 (ShSETD4 1) apresentaram 

diminuição no conteúdo de mRNA SETD4 e redução expressiva (superior a 

50%) nos níveis proteicos (Figura 14). Os clones gerados a partir das 

construções ShSETD4 2, 3 e 4 não apresentaram redução efetiva nos níveis da 

proteína (Anexo A13).  
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Figura 14. Confirmação dos clones com redução de SETD4. (A) Western blot dos extratos 
proteicos de células MDA-MB 231 não transfectadas e 4 clones independentes transformados 
com a sequência ShSETD4 1. Um total de 30μg de proteínas foi aplicado e a membrana 
incubada com anticorpos anti-SETD4 e anti-α-tubulina. (B) A expressão de SETD4 foi 
normalizada com α-tubulina e expressa em relação ao controle. (C) O knockdown de SETD4 foi 
avaliado por PCR em tempo real. Os valores de expressão para os clones vetor (transformados 
com o vetor vazio) e ShSETD4 2, 3 e 4 foram normalizados em relação às células não 
transformadas, tendo como controle endógeno, o gene RPS27. 

 

Células transformadas estavelmente controle (vetor vazio) e os 3 clones 

independentes knockdown para SETD4 (ShSETD4 2, ShSETD4 3 e ShSETD4) 

não apresentaram distinções morfológicas (Anexo A14). 

Para avaliar se a expressão de SETD4 estava relacionada a viabilidade 

e proliferação de células tumorais de mama foi realizado o ensaio de MTT 

(Figura 15). Os clones estáveis ShSETD4 3 e ShSETD4 4 cultivados na 

presença de soro fetal bovino tiveram reduzida metabolização do MTT em 

comparação com as células controle suplementadas com SFB. Considerando 

os grupos controles avaliados, controle com soro (células não transformadas) e 

controle vetor com soro não houve diferença significativa entre eles. Perfil 

similar é observado para o controle com soro e controle scrambled. Para 

efeitos comparativos, células não transformadas (controle) e controle vetor 

foram mantidas na ausência de soro. Tal privação de fatores tróficos leva o 
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bloqueio da divisão e indução de morte celular (Raff, 1992). A viabilidade das 

células ShSETD4 3 e ShSETD4 4 é inferior as células controle cultivadas sem 

SFB. Já, a metabolização 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. 

 

 

 

Figura 15. Metabolização 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 
presença de soro fetal. Os resultados são expressos em relação ao metabolismo das células 
não transformadas. As médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente entre 
si, ao passo que, letras distintas diferem pelo teste de Tuckey a 1% de probabilidade. 

 

Células com baixa expressão de SETD4 apresentam redução no fator de 

sobrevivência comparada a células não transformadas e controle vetor (Figura 

16). No ensaio de clonogenicidade, avalia-se os efeitos do tratamento na 

proliferação e sobrevivência, sendo as células plaqueadas em baixa densidade, 

o que permite analisar a capacidade de cada célula em formar uma colônia. 

Não somente o número de colônias formadas foi reduzido nas células 

ShSETD4, como também, o número de células que constituem a colônia 

(Anexo A15).  
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Figura 16. A redução de SETD4 diminui a capacidade de formação de colônias a partir de 
uma única célula. Células MDA-MB 231 não transformadas (controle), controle vetor e as 
células ShSETD4 3 e 4 foram crescidas em placas 35 mm. (A) Após a coração com cristal 
violeta, as colônias foram contadas no software image J. (B) A obtenção do valor de eficiência 
de plaqueamento permitiu o cálculo do fator de sobrevivência, o qual foi normalizado em 
relação ao controle. As médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente entre 
si, ao passo que, letras distintas diferem pelo teste de Tuckey a 1% de probabilidade. 

 

Com o objetivo de verificar alterações no ciclo celular decorrentes da 

redução de SETD4, foi realizada a quantificação do número de células em cada 

fase do ciclo. A distribuição das células nas fases G1 e S diferiram entre as 
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populações analisadas, ao passo que, a porcentagem das células em G2/M 

não diferiu entre os grupos (Figura 17A). A fração de células ShSETD4 2 e 3 na 

fase G1 foi superior aos valores das células controle (não transformadas) e 

controle vetor. Em adição, o número de células com redução de SETD4 na fase 

S foi inferior ao apresentado para as células controle e controle vetor. 

Para avaliar se a redução na proliferação dos clones ShSETD4 era 

decorrente de morte celular, a análise indicadora de morte celular foi realizada. 

A porcentagem de células mortas presentes na população dos clones estáveis 

e nas células não transformadas foi determinada por citometria de fluxo. A 

porcentagem de núcleos sub-diplóides não diferiu entre as células analisadas 

(Figura 17B).  
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Figura 17. Redução de SETD4 altera o perfil do ciclo celular. Células MDA-MB 231 não 
transformadas (controle), clone controle vetor (vetor vazio) e as células ShSETD4 2, 3 e 4 
foram ressuspensas em solução fluorocrômica e avaliadas no citômetro de fluxo. (A) 
Quantificação das células controle e dos clones estáveis nas diferentes fases do ciclo celular 
(G1, S e G2/M). Letras maiúsculas e minúsculas correspondem as análises da fase G1 e S, 
respectivamente. As médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente entre si, 
ao passo que, letras distintas diferem pelo teste de Tuckey a 5% de probabilidade. (B) 
Porcentagem de núcleos sub-diplóides advindos de células controle e dos clones estáveis. Não 
há diferença entre as médias pelo teste de Tuckey a 1% de probabilidade.  

 

A parada das células knockdown para SETD4 na fase G1 repercute em 

uma redução no número de células desta população na fase S. Tal dado 

sugere uma possível participação de SETD4 nos eventos de regulação do ciclo 

celular.  

Para testar esta hipótese a expressão de diversas ciclinas foram 

avaliadas. A progressão do ciclo celular é regulada pela ativação de complexos 
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específicos formados pelas ciclinas e cinases dependentes de ciclina (CDKs). 

Estas proteínas de checagem asseguram que os eventos de uma dada fase 

tenham sido completados antes do início da próxima (Hartwell & Weinert, 

1989). Assim, a expressão das ciclinas D, reguladores específicos da fase G1 

foram analisadas nas células estáveis (Sherr, 1995).  

Células ShSETD4 mostraram uma redução na expressão de ciclina D1 

comparada com os clones controle vetor e controle scrambled (Figura 18). Em 

contrapartida, a redução na expressão de SETD4 não afetou a expressão das 

ciclinas D2 e D3.  

 

 

 
Figura 18. Reduzida expressão de ciclina D1 nos clones knockdown para SETD4. (A) 
Western blot dos extratos protéicos de células não transformadas, controle scrambled e dos 3 
clones com reduzida expressão de SETD4. A expressão de ciclina D1, D2 e D3 e α-tubulina 
foram avaliadas. (B) A expressão de ciclina D1 foi normalizada com α-tubulina e expressa em 
relação ao controle vetor. 

 

Após estímulos externos, a indução transcricional de ciclina D1 requer a 

ativação da via de proteínas cinases ativadas por mitogêno (Ras-Raf-ERK), e é 

precedida pela indução de genes imediatos, como o proto-oncogene c-fos 

(Brown et al., 1998; Klein & Assoian, 2008). Para investigar se a supressão da 

progressão celular dos clones ShSETD4 envolveu a alteração transcricional de 

c-fos, a ativação deste promotor foi avaliada. Neste experimento, a ativação da 

região promotora c-fos foi acessada pelo ensaio de gene repórter luciferase.  
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As células estáveis foram transfectadas com o plasmídeo contendo a 

região promotora de c-fos (incluindo os elementos responsivos ao soro e a 

AMPc) controlando a expressão do gene luciferase. Não foi observada 

diferença na atividade da luciferase entre as células controle e knockdown para 

SETD4 (Figura 19). Assim, a redução na expressão de SETD4 parece não 

alterar a transcrição de c-fos, assim como, também não parece alterar a 

ativação da proteína cinase ativada por estímulos extracelulares (ERK) (Anexo 

A16). Coletivamente, estes dados indicam que o efeito na supressão de SETD4 

parece não afetar a sinalização upstream à indução de ciclina D1 por fatores 

mitóticos. 

 

 

 

Figura 19. Reduzida expressão de SETD4 não modula os elementos responsivos (SRE e 
CRE) presentes na região promotora de c-fos. Células estáveis foram transfectadas com os 
plasmídeos plightswitch-c-fos-Luc e o plasmídeo normalizador (pRL-TK). Em paralelo, as 
células foram transformadas com o plasmídeo plightswitch -β-actina para normalização dos 
dados. Os extrato celulares foram coletados e as atividades da luciferase determinadas pela 
captura da luminescência. Primeiramente, os resultados foram normalizados pela razão 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 -β-actina. Por fim, os dados foram expressos em relação ao grupo controle 
(células não transformadas). Não há diferença entre as médias pelo teste de Tuckey a 1% de 
probabilidade. 
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4.7. A suprexpressão de SETD4 aumenta a proliferação celular. 
 

A construção pCMV-SETD4-GFP foi utilizada para obtenção de clones 

estáveis superexpressando a proteína SETD4. Entretanto, não dispúnhamos 

da construção controle requerida para este experimento, o vetor pCMV6-GFP 

vazio. Tendo por objetivo a obtenção do vetor controle, o plasmídeo linearizado 

após a restrição enzimática foi modificado pela T4 DNA polimerase. As 

extremidades abruptas geradas foram ligadas e os clones confirmados por 

sequênciamento. A expressão da proteína GFP foi observada nas células 

transfectadas com o plasmídeos gerado (Anexo A17). A proteína GFP (27 kDa) 

difunde-se passivelmente entre o núcleo 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 localização nuclear e citosólica da 

proteína GFP (Anexo A17). 

O objetivo inicial era estabelecer clones estáveis superexpressando 

SETD4 nas células MCF-7, as quais apresentam baixa expressão desta 

proteína (Figura 8). Contudo, isso não foi possível. As células eram 

transfectadas com a construção e expressavam transientemente a proteína 

fusionada à GFP. Todavia, com o passar do tempo, as células transformadas 

não sobreviviam e não proliferavam (Anexo A18). Seis dias após a transfecção 

com o vetor vazio, verificou-se a presença de células expressando GFP 

formando colônias, um indicativo da proliferação das mesmas. Além disso, 

neste grupo não houve evidência de células mortas (Figura 20). Em 

contrapartida, as células MCF-7 expressando a isoforma 1 de SETD4 

fusionada à GFP apresentaram uma morfologia arredondada e não aderida 

(Figura 20). Tentativas de obtenção de clones MCF-7 expressando SETD4 

fusionada às etiquetas MYC e DDK também foram realizadas mas não houve 

sucesso. Todavia, foi possível a seleção de clones estáveis MDA-MB 231.  
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Figura 20. Expressão transiente de SETD4 fusionada à proteína verde fluorescente na 
linhagem MCF-7. Imagens das células 6 dias após a transfecção com as construções (SETD4-
GFP e vetor vazio expressando GFP) e cultivadas na ausência da droga de seleção. As 
imagens  foram obtidas no microscópio de fluorescência usando objetiva 10X. Luz transmitida 
(DIC) e sobreposição (merged). 

 

Para a estratégia de superexpressão, as construções utilizadas foram 

pCMV-SETD4-GFP e pCMV6-SETD4-MYC/DDK, ambas contendo a sequência 

codificante da isoforma 1 de SETD4. Ambos plasmídeos apresentam o gene de 

resistência a droga G418 (Anexo A1). Assim, o teste de curva de morte foi 

realizado nas células MDA-MB 231, e a concentração mínima necessária para 

a pressão com G418 foi de 1,0 mg/ml (Anexo A12). Clones MDA-MB 231 

estáveis superexpressando SETD4 foram gerados e confirmados por western 

blot, PCR semiquantitativo e imunofluorescência (Figura 21 e Anexo A19).  

A predição da massa molecular da proteína 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 à proteína GFP e 2 clones expressando SETD4 fusionada às 

pequenas caudas, MYC e DDK. As proteínas recombinantes contendo as 

etiquetas apresentam peso molecular muito próximo ao da proteína endógena, 



65 

 

e o nível de expressão foi em média 3,5 vezes superior às células controle (não 

transformadas) e transformadas com o vetor pCMV-AC-GFP vazio (Figura 21B 

e C). 

 

 

 
Figura 21. Confirmação dos clones superexpressando a proteína SETD4. (A) Western blot 
dos extratos proteicos de células transformadas com a sequência SETD4 fusionada à proteína 
GFP. A membrana foi incubada com anticorpos anti-SETD4 e anti-α-tubulina. (B) 
Superexpressão de SETD4 fusionada à etiqueta DDK em 2 clones independentes (SETD4-
DDK1 e 2). A expressão de SETD4 foi normalizada com α-tubulina e expressa em relação ao 
controle.  

 

O ensaio de MTT e de clonogenicidade foi realizado a fim de avaliar se a 

superexpressão de SETD4 afetou a capacidade proliferativa das células de 

câncer de mama. Células superexpressando SETD4 mostraram uma maior 

porcentagem de metabolização do MTT em relação ao controle transformado 

com o vetor vazio GFP (Figura 22). Corroborando este resultado, a capacidade 

de formação de colônias dos clones superexpressando SETD4 também foi 

superior ao do grupo controle (Figura 23). Tanto as células expressando 

SETD4 fusionada à DDK quanto à GFP apresentaram um fator de 

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

 



67 

 

 
Figura 23. A superexpressão de SETD4 aumenta a capacidade de formação de colônias a 
partir de uma única célula. Clone controle vetor (vetor vazio) e as células com 
superexpressão SETD4 foram plaqueadas e mantidas em placas 35 mm. (A) As colônias foram 
coradas com cristal violeta e contadas no software image J. (B) A obtenção do valor de 
eficiência de plaqueamento permitiu o cálculo do fator de sobrevivência, o qual foi normalizado 
em relação ao controle (vetor vazio). As médias seguidas pela mesma letra não diferem 
significativamente entre si, ao passo que, letras distintas diferem pelo teste de Tuckey a 5% de 
probabilidade. 

 

A quantificação das células em cada fase do ciclo celular foi conduzida 

para avaliar se o aumento observado na proliferação das células 

superexpressando SETD4 alterava o perfil do ciclo. A análise por citometria de 

fluxo indicou um perfil distinto entre o grupo superexpressando a proteína e os 

grupos controle (não 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 número de células nesta fase 

comparado aos controles (não transformados e vetor vazio). Os outros clones 

(SETD4-DDK 1 e SETD4-GFP 2) não diferiram dos grupos controle. Os 4 

clones independentes superexpressando SETD4 mostraram número de células 

superior na fase S do ciclo em comparação aos grupos controle. Já para a fase 

G2/M, com a exceção de SETD4-DDK 1, clones SETD4 não diferiram 

significativamente da fração de células não transformadas. Nesta fase, a fração 

de células transformadas com o vetor vazio foi inferior ao apresentado pelos 3 

clones superexpressando a proteína (SETD4-DDK 2, SETD4-GFP 1 e SETD4-

GFP 2). Além disso, a porcentagem de células mortas nos clones SETD4 não 

apresentou diferença significativa com os controles (Figura 24B). Em suma, as 

diferenças nos perfis do ciclo celular entre os grupos revela que a 

superexpressão eleva o número de células na fase S, a fase da duplicação do 

DNA e parece não relacionada a processos de morte celular.  
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Figura 24. A superexpressão de SETD4 eleva o número de células na fase S do ciclo 
celular. Células controle (não transformadas), clones vetor vazio e os 4 clones 
superexpresando SETD4 (SETD4-DDK 1, 2 e SETD4-GFP 1 e 2) foram ressuspensas em 
solução fluorocrômica e avaliadas no citômetro de fluxo. (A) Quantificação das células controle 
e dos clones estáveis nas diferentes fases do ciclo celular (G1, S e G2/M). As médias seguidas 
pela mesma letra não 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 maiúsculas representam dados das fases G1 e 
G2/M e minúsculas,  a fase S. (B) Porcentagem de núcleos sub-diplóides advindos de células 
controle e dos clones estáveis. Não há diferença entre as médias pelo teste de Tuckey a 1% de 
probabilidade.  
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5.DISCUSSÃO 



71 

 

A metilação das histonas corresponde uma das modificações associadas 

com alterações no perfil de expressão de uma célula. Neste sentido, a 

desregulação funcional das histonas metiltransferases está diretamente 

relacionada a indução e progressão tumoral (Y. Huang et al., 2011; Jenuwein & 

Allis, 2001). A transferência do grupo metil para a cadeia lateral dos resíduos 

de lisina nas histonas é catalizada pelas enzimas contendo domínio SET. 

Alterações funcionais, e no perfil de expressão das proteínas SET estão 

diretamente associadas à indução e progressão tumoral (Collett et al., 2006; He 

et al., 2012; Nimura et al., 2010). Algumas proteínas SET são apontadas como 

marcadores prognósticos no câncer de mama despontando como alvos 

promissores de tratamento (Albert & Helin, 2010; Chang & Hung, 2012).  

Neste sentido, faz-se necessário estender a compreensão sobre novas 

lisinas metiltransferase humanas, no âmbito funcional, e sua correlação com 

doenças complexas, como o câncer. Este trabalho teve como por objetivo, a 

caracterização de uma nova lisina metiltransferase humana, SETD4, bem como 

a sua função em linhagens de câncer de mama.  

A SETD4 (proteína contendo domínio SET 4) é uma proteína altamente 

conservada em diferentes espécies. SETD4 juntamente com SETD3 e SETD6 

são classificadas como metiltransferases não histonas clássicas contendo 

domínio SET, e agrupadas na classe VII das lisinas metiltransferases humanas. 

A classificação em classes destas proteínas decorre da similaridade entre as 

regiões do domínio SET. A classe I compreendendo EZH2 contém atividade 

KMT H3-K27, enquanto os membros da classe V, (suvar-39) possuem 

atividade H3K9. Em adição, a classe VI (SMYD) apresenta especificidade 

H3K36 e/ou H3K4. Estes dados sugerem que as diferenças estruturais dentro 

do domínio SET definem os resíduos 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-κB 

(Binda et al., 2013; Eom et al., 2011; Levy et al., 2011).  
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As sequências de SETD3 e SETD4 são similares à enzima rubisco 

metilltransferase (LSMT) (Petrossian & Clarke, 2011). Em plantas, a enzima 

LSMT cataliza a metilação de resíduos de lisina nas subunidades maiores da 

ribulose 1,5 bifosfato carboxilase (Rubisco) e frutose 1,6 bifosfato aldolase de 

cloroplastos. Tais modificações não alteram a cinética e os parâmetros de 

ativação destas enzimas. Postula-se que a significância funcional destas 

metilações advém de mecanismos regulatórios envolvendo interação proteína-

proteína (Mininno et al., 2012; Trievel et al., 2002). 

Uma vez que, até o momento, não existem estruturas de SETD4 

resolvidas experimentalmente foi gerado um modelo estrutural para esta 

proteína humana. A estratégia de modelagem por homologia baseia-se no 

conhecimento de que a conformação estrutural de uma proteína é mais 

conservada que sua sequência de aminoácidos durante o processo evolutivo, e 

que pequenas mudanças na sequência, em geral, resultam em, apenas sutis 

modificações na estrutura tridimensional (Marti-Renom et al., 2000; Nayeem, 

Sitkoff, & Krystek, 2006). O alinhamento estrutural entre proteínas 

consideradas de uma mesma família, mesmo que seja apenas na região do 

sitio ativo, pode ser um importante método para se inferir a função da 

sequência em estudo (Laskowski, 2001).  

A proteína molde selecionada, SETD3 regula a expressão dos fatores 

específicos de diferenciação muscular por meio das marcas H3K4 e H3K36 

(Eom et al., 2011). A proteína SETD3 truncada (ausência do domínio SET) 

apresenta característica oncogênica em linfomas de células B periféricas (Z. 

Chen, Yan, Dou, Viboolsittiseri, & Wang, 2013).  

O domínio SET apresenta uma estrutura de enovelamento única 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 proteínas é um ponto crítico para a catálise enzimática (Marmorstein, 

2003). Inicialmente, o cofator e o resíduo de lisina do substrato precisam se 

ligar de modo orientado na bolsa catalítica do domínio SET. Assim, o resíduo 

de tirosina próximo desprotona o grupo ε- amino do resíduo de lisina. A cadeia 

lateral da lisina realiza o ataque nucleofílico no grupo metil do átomo 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 sequências dos domínios SET das proteínas já 

caracterizadas e SETD4 indicou uma alta similaridade na região dos motivos 

conservados (motivo NHS e EEL), bem como, a conservação do resíduo de 

tirosina do sítio ativo. A importância destes motivos para a catálise foi 

observada em ensaios com SMYD3. Mutantes deletérios para os motivos 

NHSC e EEL, tomados em conjunto ou separadamente, aboliram a atividade 

de metilação das histonas (Kim et al., 2009).  

Muito embora, o alinhamento das sequências de SETD3 e SETD4 

revelaram uma baixa identidade, a conservação das sequências mostra-se nos 

resíduos chaves do domínio catalítico. Neste contexto, os resíduos 

conservados, Asn236, His237 e Tyr272 (usando a numeração dos resíduos de 

aminoácidos de SETD4) estão corretamente posicionados no modelo proposto. 

Mutações nestas posições nas proteínas DIM-5 e SET7 mostraram uma 

drástica redução na atividade catalítica (Trievel et al., 2002; Wilson et al., 2002; 

X. Zhang et al., 2002). De modo geral, a inferência funcional de lisina 

metiltransferase de SETD4 é sustentada pela análise comparativa do modelo 

de SETD4 e da proteína SETD3. Embora, os substratos específicos desta 

enzima e seus sítios de modificações permanecem a serem estabelecidos.  

Interessantemente, a sequência de SETD4 localiza-se na região da 

banda cromossômica 21q22, a qual tem sido relacionada às características da 

síndrome de Down. Este segmento cromossômico apresenta, nos indivíduos 

afetados, os genes estruturais e seus produtos em dose tripla, efeito da 

dosagem gênica (Shapiro, 1983). De fato, em células de paciente com esta 

síndrome, SETD4 é superexpresso na ordem de 1,5 vezes comparado ao 

grupo não portador da síndrome (Li et al., 2006; Salemi et al., 2012). Uma das 

principais malformações associadas a esta desordem são cardíacas (Opitz & 

Gilbert-Barness, 1990). A hibridização de RNA in situ em diferentes estágios 

embrionários de camundongos indicaram a expressão de SETD4 nos 

precursores da artéria pulmonar e ventrículo direito (Reymond et al., 2001). 

Como síndrome complexa de origem genética e epigenética, esta análise abre 

uma perspectiva de atuação de SETD4 na síndrome de Down.  
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De modo geral, a predição do perfil de distribuição de SETD4 nos 

tecidos foi confirmada pela técnica de western blot. A expressão de SETD4 em 

olhos e a importância desta proteína no tecido é sustentada por dados do IMPC 

(International Mouse Phenotyping Consortium) 

(http://www.mousephenotype.org/). Resultados preliminares indicam que o 

camundongo knockout para SETD4 apresenta alteração na morfologia e 

pigmentação da retina. Adicionalmente, dados de expressão 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 comparação a uma linhagem leucêmica, o 

SETD4 é um dos genes com a maior expressão na célula TE-671, derivada de 

rabdomiossarcoma, um tumor maligno da musculatura esquelética (Lambrou et 

al., 2012). 

As modificações nas histonas são plataformas regulatórias importantes 

para vários processos como expressão gênica, replicação e reparo de DNA. O 

padrão das marcas epigenéticas é dependente da distribuição temporal e 

espacial das enzimas modificadoras como as metiltransferases e demetilases. 

Alterações na expressão de tais enzimas foram identificadas em uma 

variedade de cânceres humano (Albert & Helin, 2010; Islam et al., 2011; Ozdag 

et al., 2006).  

A expressão de SMYD3 é elevada em tumores de mama e em linhagens 

celulares como MDA-MB 231 e MCF-7. SMYD3 regula diretamente a 

expressão do proto-oncogene WNT10B (Hamamoto et al., 2006). Análise de 

PCR em Tempo Real, imunocitoquímica e western blot mostraram que o perfil 

de expressão de SETD4 é distintos entre as linhagens celulares de câncer de 

mama. Comparada com os respectivos controles, as linhagens celulares e 

tumores expressando os receptores hormonais (RE e RP) e Her-2 não 

apresentam alteração na expressão de SETD4. Em contraposição, SETD4 

mostrou-se superexpressa nas linhagens de câncer de mama e tumores triplo-

negativos. Esta correlação inversa dos marcadores do câncer de mama e 



75 

 

expressão da proteína SET é bem caracterizada para EZH2. Esta proteína 

apresenta elevada expressão em câncer de mama agressivo e metastático 

(Kleer et al., 2003). Vários trabalhos têm mostrado que a expressão de EZH2 

correlaciona com marcadores do subtipo basal de câncer de mama, o qual é 

caracterizado por infrequente expressão dos receptores hormonais e rara 

superexpressão de Her-2 mas com a presença dos marcadores de 

diferenciação mioepitelial (Collett et al., 2006; Kleer et al., 2003).  

Em linhagens benignas e fibroblastos, a expressão de EZH2 acumula-se 

na transição das fases G1/S. Entretanto, esta regulação é perdida em células 

tumorais (Bracken et al., 2003; Gonzalez et al., 2009). A redução na expressão 

de EZH2 nas células MDA-MB 231 eleva a expressão e fosforilação da 

proteína supressora BRCA-1, o que leva a uma parada no ciclo celular na 

transição G2/M. Em adição, o knockdown de EZH2 também reduziu o 

crescimento tumoral in vivo. Paralelamente, a superexpressão de EZH2 

aumenta a fração mitótica e, consequentemente a proliferação celular. 

(Bracken et al., 2003). Assim como para SETD4, a supressão da expressão de 

SMYD3 nas células MDA-MB 231 leva a uma parada na fase G1 do ciclo 

celular com redução na expressão de ciclina D1 (Ren et al., 2011). 

A reduzida expressão de SETD4 em MDA-MB 231 diminuiu a 

proliferação e a capacidade clonogênica destas células. Além disso, clones 

independentes superexpressando SETD4 apresentaram um aumento na 

capacidade proliferativa e clonogênica. Estes experimentos funcionais 

revelaram que a característica oncogênica de SETD4 parece envolver a 

transição das fases G1/S do ciclo celular.  

A progressão do ciclo celular é 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 

progressão envolve a ativação coordenada das cinases dependentes de 

ciclinas (cdks), por meio da ligação com ciclinas específicas, de modo que 

diferentes complexos ciclinas/cdks operam durante as distintas fases do ciclo 

celular. O nível das ciclinas oscila durante o ciclo celular e sua disponibilidade é 

uma maneira de controlar a atividade das cdks e a progressão do ciclo 

(Neganova & Lako, 2008).  
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As ciclinas D e E são as mais abundantes na fase G1 do ciclo celular 

(Diehl, 2002). Embora haja alta similaridade das sequências que codificam as 

ciclinas D, estas são diferencialmente reguladas. Células epiteliais mamárias 

codificam as três isoformas D1, D2 e D3 (Buckley et al., 1993). Ciclina D1 é 

regulador alostérico de CDK4 e CDK6 e promove a progressão da fase G1 em 

resposta a estímulos mitogênicos. A resposta mitogênica induz a expressão de 

ciclina D1, a associação desta com CDK4/6, os quais são responsáveis pela 

inativação dependente de fosforilação da proteína retinoblastoma (RB). Este 

evento repercute na liberação do fator de transcrição E2F e ativação 

transcricional de genes envolvidos na progressão para a fase S (Diehl, 2002; 

Massague, 2004). Concordando com seu perfil oncogênico, Ciclina D1(CCND1) 

é um dos genes comumente amplificados e superexpressos no câncer de 

mama (Arnold & Papanikolaou, 2005).  

A redução na expressão de SETD4 levou ao aumento no número de 

células na fase G1 e concomitante redução de células na fase S. Em adição, 

houve uma redução nos níveis da proteína ciclina D1. Os níveis de ciclina D1, 

por sua vez, podem ser regulados transcricionalmente ou pós-traducionalmente 

(Musgrove, 2006).  

Os mais bem caracterizados ativadores transcricionais de ciclina D1 são 

modulados pela sinalização mitogênica desencadeada por fatores de 

crescimento. A via canônica das MAPK cinases (Ras-ERK) (proteínas cinases 

ativadas por mitógeno) tem papel central nesta sinalização. Em resposta ao 

estímulo, ERK é fosforilado e ativa o fator de transcrição ELK-1, o qual por sua 

vez promove a transcrição de genes imediatos como os membros da família 

fos. O reconhecimento dos elementos de resposta ao soro (SRE), presentes na 

região promotora de genes fos, é mediada pela interação ELK-1 e SRF 

(Balmanno & Cook, 1999; Latinkic, Zeremski, & Lau, 1996; Musgrove, 2006).  

As proteína da família (fos, fosB, fos-L1 e fos-L2) formam heterodímeros 

com membros da família Jun e ATF, tais complexos ligam-se aos elementos 

regulatórios, AP-1 e ATF, respectivamente, presentes nas regiões regulatória 

do genes alvos. Desta forma, os complexos fos induzem a transcrição de 

genes de resposta tardios, críticos para a fase G1, como ciclina D1. A ativação 

de ERK regula um outro fator transcricional, CREB (proteína de ligação ao 
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elemento regulado por cAMP), através da atividade da cinase Rsk2. Elementos 

regulados por CREB (CRE), por sua vez, estão presentes na região regulatória 

do gene c-fos (Brown et al., 1998; Klein & Assoian, 2008; Won, Xiong, Beach, & 

Gilman, 1992).  

Células com reduzida expressão de SETD4 não apresentaram 

alterações na ativação de ERK e na indução transcricional de c-fos. Nesta 

perspectiva, a modulação da sinalização mitogêna (no eixo ERK e c-fos) 

parece não ser a via pela qual os mecanismos ativados por SETD4 modulam 

os níveis de ciclina D1 nas células tumorais de mama.  

Evidências tem demonstrado que a via PI3K/Akt pode regular a 

transcrição de ciclina D1. A ativação sequencial de PI3K e Akt por fatores 

mitógenos, leva a fosforilação e inativação da enzima GSK-3β, a qual controla 

a estabilidade de β-catenina. Desta forma, β-catenina transloca-se para o 

núcleo, e por associação com o transfator LEF, induz a transcrição de ciclina 

D1 (Shtutman et al., 1999).  

A via de sinalização Wnt também inativa GSK-3β (Rimerman, Gellert-

Randleman, & Diehl, 2000). Além disso, um dos alvos da cinase GSK-3β é a 

proteína ciclina D1, que ao ser fosforilada é exportada do núcleo e degradada 

no proteassomo (Diehl, Cheng, Roussel, & Sherr, 1998). Deste modo, a 

regulação de GSK-3β converge a modulação transcricional e traducional de 

ciclina D1. Outro alvo da via PI3K/Akt, mTOR também regulada a taxa de 

tradução do mRNA ciclina D1 (Richter & Sonenberg, 2005). 

A amplitude de regulação dos níveis de ciclina D1 descritos previamente 

apontam uma gama de possíveis alvos diretos ou indiretos de SETD4 . A 

investigação do envolvimento da via PI3K/Akt na sinalização desencadeada por 

SETD4 mostra-se um ponto interessante. A superexpressão de EZH2 ativa a 

via PI3K/kt resultando na exportação nuclear do supressor BRCA-1 culminando 

na instabilidade genômica (Gonzalez et al., 2011).  

EZH2 é parte do complexo PRC (Polycomb Repressive Complex). As 

proteínas deste grupo são repressoras transcricionais importantes para a 

manutenção da identidade celular. Este complexo induz a tumorigênese por 

meio da repressão transcricional de genes supressores de tumor, como os 

inibidores p16 e p14. p16 atua como inibidor das CDK4 e CDK6, e sua 
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expressão causa uma parada na fase G1 do ciclo celular. p14 modula a 

atividade de p53 inibindo sua degradação via proteassomo. Ao reprimir tais 

genes, o complexo PRC suspende importantes mecanismos de defesa contra a 

proliferação irrestrita, como senescência induzida por oncogenes e apoptose 

(Bracken et al., 2007; Reynolds et al., 2006; Rocco & Sidransky, 2001).  

Os dados obtidos na análise funcional de SETD4 sugerem que esta 

metiltransferase contribui para os passos regulatórios que acionam a 

progressão da fase G1. Além disso, a superexpressão de SETD4 nas céulas 

MDA-MB 231 induzem a proliferação não ativando mecanismos de morte. 

Logo, assim como as proteínas do complexo PRC, SETD4 pode estar 

regulando a repressão de alguns inibidores da progressão do ciclo celular.  

A expressão transiente da proteína SETD4 fusionada à GFP e DDK, 

assim como o a marcação da proteína endógena mostraram a presença desta 

proteína no núcleo e citosol. Nas imagens de microscopia confocal visualiza-se 

a distribuição de SETD4 em toda a extensão do citoplasma, e uma presença 

pontual no núcleo. Dada a esta distribuição subcelular, os alvos de SETD4 

podem ser tanto as caudas N-terminais das histonas e proteínas 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 transcrição 

de ciclina D1. Tal repressão é necessária para a regulação negativa da 

proliferação em cardiomiócitos (Shirato et al., 2009). Em contrapartida, 

reduzida expressão de JMJD2B, uma histona demetilase suprime a 

proliferação celular com diminuição da população de células na fase S e 

aumento na fase G1 do ciclo. JMJD2B demetila resíduos K9 de H3 presentes 

na região promotora de CDK6 resultando na redução da transcrição deste gene 

(Toyokawa et al., 2011).  

Estes estudos revelam como as enzimas modificadoras de histonas 

regulam o ciclo celular. Neste sentido, dentre os mecanismos especulativos de 

atuação de SETD4, esta poderia metilar as caudas das histonas presentes na 

região promotora de ciclina D1, induzindo sua transcrição. Ou mesmo 

indiretamente atuando sobre proteínas ativadoras e repressoras no núcleo. 
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Fatores transcricionais e enzimas modificadoras de DNA e histonas têm 

sido descritos como alvos das lisinas metiltransferases. Um dos mecanismos 

pelo qual estas modificações modulam seus alvos é a regulação, tanto elevada 

ou inibida, das interações proteína-proteína. Além disso, a metilação pode 

influenciar a estabilidade da proteína alvo (Egorova et al., 2010; X. Zhang et al., 

2012).  

Vários 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 à 

GFP indicaram uma localização predominantemente citoplasmática. Esta 

retenção citoplasmática para a proteína superexpressa ocorre como um 

mecanismo regulatório para limitar a atividade nuclear de SETDB1, a qual em 

excesso resulta na modificação e alteração global da transcrição (Cho, Park, & 

Kang, 2013). Neste sentido, a predominância citoplasmática de SETD4 pode 

atuar como mecanismo de regulação de sua função. Em adição, em 

decorrência da distribuição nuclear e citoplasmática de SETD4, é possível que 

esta metiltransferase tenha alvos diferentes nos distintos compartimentos.  

A enzima SMYD3 localiza-se predominantemente no citosol nas fases 

G0/G1 do ciclo celular, enquanto acumula-se no núcleo durante a fase S e 

G2/M. No núcleo, SMYD3 interage com a RNA polimerase II e apresenta 

atividade metiltransferase H3K4 (Hamamoto et al., 2004). SMYD3 também 

metila K831 de VEGFR1, o qual localiza-se na membrana endoplasmática 

(Kunizaki et al., 2007; Mittar et al., 2009). Adicionalmente, SMYD3 promove a 

translocação do núcleo para o citoplasma da proteína Tax (Yamamoto et al., 

2011).  

Condizente com a função de modificação das caudas das histonas, 

EZH2 localiza-se predominantemente no núcleo de vários tipos celulares (Cao 

et al., 2002). Entretanto, a localização citosólica também é observada em 

células T, fibroblastos e HEK-293. No citosol, EZH2 promove a polimerização 

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 dimetilação da 

proteína ribossomal L23ab (em 2 sítios distintos), e as proteínas SETD4 
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humana e de camundongos foram citadas como sequências homólogas a 

Rkm1 (Porras-Yakushi, Whitelegge, & Clarke, 2007). A função destas 

modificações na proteína ribossomal ainda não foram esclarecidas (Egorova et 

al., 2010). Células tumorais demandam um aumento global na síntese de 

proteínas para suportar a alta taxa proliferativa. A ativação de oncogenes ou 

inativação de genes supressores tumorais podem levar, por exemplo, a uma 

aumento no número de ribossomos em função da atividade da RNA polimerase 

I (Marcel, Catez, & Diaz, 2013). O supressor tumoral p53 reprime 

transcricionalmente a expressão do gene que codifica a fibrilarina, uma rRNA 

metiltransferase. A superexpressão de fibrilarina está associado a um baixa 

sobrevivência em pacientes com câncer de mama. Os altos níveis desta 

enzima leva a modificações no padrão de metilação dos rRNA, que por sua 

vez, aumenta a iniciação da tradução mediada por IRES de vários oncogenes 

(Marcel, Ghayad, et al., 2013). Neste sentido, caracterizar proteínas 

ribossomais como substrato para SETD4 pode estender o efeito da regulação 

traducional na carcinogênese.  

Interessantemente, a superexpressão de SETD4 nas células MCF-7, 

que constitutivamente possuem baixa expressão desta proteína apontou um 

fenótipo sugestivo de morte celular. Tal fato não foi observado nas células 

MDA-MB 231, as quais constitutivamente apresentam superexpressão de 

SETD4. Nesta última, SETD4 atua como um possível oncogene participando 

na progressão da fase G1 do ciclo celular. Desta forma, estes dados sugerem 

que o tipo de sinalização mediada por esta lisina metiltransferase seja linhagem 

específica e dependente da ausência dos receptores hormonais.  

O receptor de estrógeno é um receptor nuclear que regula a transcrição 

mediante ativação com o ligante 17β-estradiol (Govind & Thampan, 2001). A 

terapia endócrina com a administração de anti-estrógenos e remoção dos 

ovários, tem sido estabelecida no tratamento de câncer de mama positivos 

para este receptor (Davidson, 2000). Entretanto, muitos tumores perdem a 

expressão de RE quando do diagnóstico e muitos perdem a expressão durante 

a progressão do tumor (Hortobagyi, 1998). As alterações epigenéticas têm um 

papel importante na inativação da expressão do gene RE (Ottaviano et al., 

1994).  
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Os tumores triplo-negativos apresentam um perfil tumoral mais agressivo 

e com alto índice mitótico (Carey et al., 2006). Em função de seu perfil de 

expressão, estes tumores são resistentes aos tratamentos hormonais e com 

inibidores da ativação 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 síntese de RE e ativa esta 

sinalização com a expressão do gene alvo, o qual codifica o receptor da 

progesterona (X. Yang et al., 2001). 

Vários inibidores de histonas metiltransferases e demetilases têm sido 

descritos como capazes de induzir a expressão dos genes silenciados pela 

atividade destas enzimas (Y. Huang et al., 2011). O composto Novobiocin 

reduz a expressão de SMYD3 inibindo a proliferação e migração das células 

MDA-MB 231 (Luo, Zou, Wang, Zhang, & Xi, 2010). Neste contexto, a nítida 

correlação de SETD4 e a progressão tumoral de mama sugere esta proteína 

como um possível marcador e candidato terapêutico para tumores triplo-

negativos. Neste sentido, futuros experimentos reforçarão a importância de 

SETD4 como marcador e efetor da progressão do câncer de mama, assim 

como possibilitarão elucidar os mecanismos envolvendo a atividade desta 

enzima.  
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Vários estudos têm demonstrado o envolvimento das lisinas 

metiltransferases na progressão tumoral (Albert & Helin, 2010). Neste trabalho, 

reportamos pela primeira vez na literatura, o envolvimento da proteína SETD4 

humana na proliferação de células tumorais de mama. Reduzida expressão 

desta proteína leva a parada na fase G1 do ciclo celular e diminuição nos 

níveis de ciclina D1. Dados de expressão em tumores primários e linhagens 

celulares sugerem uma correlação negativa entre a superexpressão de SETD4 

e dos receptores hormonais. Para confirmar esta relação, faz-se necessário 

ampliar a análise da expressão de SETD4 em um conjunto maior de amostras 

de tumores de mama. 

SETD4 apresenta localização tanto nuclear quanto citoplasmática. Neste 

sentido, temos como perspectiva elucidar os substratos nucleares e/ou 

citosólicos de SETD4, bem como a sinalização regulada pela sua atividade. 

Avanços neste campo irão ampliar nosso entendimento do papel de SETD4 na 

tumorigênese.  

Os modelos gerados por modelagem baseada na homologia estrutural 

têm oferecido um excelente suporte no planejamento de potentes agentes 

farmacológicos (Diller & Li, 2003; Enyedy et al., 2001). O screening virtual de 

ligantes utiliza de métodos computacionais para a descoberta de possíveis 

ligantes (Fan, Irwin, & Sali, 2012). O modelo estrutural de SETD4 pode, 

portanto ser um ponto inicial de estudo pra a seleção de drogas candidatas no 

tratamento de tumores triplo-negativos.  

Em decorrência dos seus efeitos de reprogramação epigenética, as 

lisinas metiltransferases estão envolvidas diretamente nos processos de 

manutenção de pluripotência e diferenciação 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 restrição da clonagem 
nestas construçoes estão em negrito [SgfI (5') e MluI (3')].  

 

 

 

 

 

 

 

Anexo 2. Construção para knockdown específico de SETD4. (A) O vetor pGFP-V-RS 
possui as sequências senso e antisenso separadas por uma região loop conservada. Este 
vetor possui os genes de resistência para a seleção bacteriana (canamicina) e eucariótica 
(puromicina) dos transformantes. (B) Localização correspondente no mRNA SETD4 dos 4 
oligonucleotídeos clonadas no vetor (ShSETD4 1 a 4). 
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Anexo 3. Alinhamento das proteínas SETD4 de diferentes organismos. As sequências 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 resíduos de aminoácidos de caráter 
ácidos estão em vermelho, os básicos em azul, os polares neutros em verde e os apolares em 
amarelo. 
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Anexo 4. Alinhamento das 4 variantes transcricionais humanas do gene SETD4. As sequências 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 sequências 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 resíduos 
de aminoácidos de caráter ácidos estão em azul, os básicos em  rosa, os polares neutros em verde e os apolares em vermelho. 
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Anexo 6. Alinhamento das sequências primárias e das estruturas secundárias do molde 
(3SMT/SETD3) e da proteína SETD4. (A) Alinhamento das sequências proteícas do molde e 
modelo utilizando os programas Promlas3D e DNATagger. (B) Alinhamento das estruturas 
secundárias da proteína SETD4 e SETD3(3SMT) obtidas no PDBSum. 
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Anexo 7. Diagrama de Ramachandran do modelo da proteína SETD4. Os plots para os 
dados dos resíduos de glicina (cor laranja), e os demais (cor azul) estão combinados 
mostrando as regiões favoráveis (cores escuras), as permitidas (cores claras) e as 
desfavoráveis (em branco). 
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Anexo 8. Imunocitoquímica das linhagens celulares MACL-1 e MGSO3. Após a fixação, as 
células foram incubadas somente com a solução diluente Tris-HCl 20mM  (controle negativo), 
ou com o anticorpo SETD4 na solução diluente. A revelação procedeu-se com a aplicação do 
substrato da peroxidase, o DAB (3,3- diaminobenzidina), e o núcleo corado com hematoxilina. 
Aumento:20X.
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NI Conteúdo 

tumoral  

Seio Idade Graduação 

histopatológica 

Estádios Quimioterapia Her2 RE RP 

          

002 80% Esquerdo 64 Intermediaria ypT4pN1M0 Sim - - - 

004 100% Esquerdo 58 Alta T3N2aM0 Sim - - - 

036 80% Esquerdo 56 Alta T2N1aM0 Sim - - - 

005 80% Direito 60 Baixa T2N1 M0 Sim baixa + + 

014 100% Direito 61 Alta T2N0 M0 Sim baixa + + 

019 80% Esquerdo 54 Intermediaria T4dN3 M0 Sim baixa + + 

Anexo 9. Características clínicas e histopatológicas das amostras de tumores primários de mama. A identificação do tecido tumoral foi baseado no 
exame histopatológico, sendo todos os tipos de câncer de mama incluídos. As amostras foram selecionadas baseadas no conteúdo tumoral determinado por 
análise patológica (mínimo de 80% das amostras composta de tumores). Adicionalmente, foi realizada a coleta de amostras de tecido normal dos mesmos 
paciente. A expressão dos marcadores foi avaliada por imunohistoquímica. Todos os casos representam carcinoma ductal in situ. NI: numero de identificação 
da amostra; HER2: receptor do fator de crescimento epidermal 2; RE: receptor de estrógeno; RP: receptor de progesterona. 



106 

 

 

 
Anexo 10. Expressão de SETD4 na fração não nuclear. (A)Western blot das proteínas da 
fração não nuclear das linhagens de tumor de mama (MDA-MB 231, MACL-1, MGSO3, MCF-7) 
e tumor de fígado SKHep-1. 30μg de proteínas foram aplicados e a membrana incubada com 
anticorpos anti-SETD4 e anti-α-tubulina. (B) A expressão de SETD4 foi normalizada com a 
proteína α-tubulina usando o software ImageJ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Anexo 11. Subclonagem da sequência SETD4V1 e SETD4V2 no vetor pCMV6-AC-GFP. (A) 
Análise eletroforética, em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etídeo da reação de 
digestão enzimática do vetor pCMV6-AC-GFP, contendo as sequências SETD4V2 (1) e 
sequências SETD4V1 (2 e 3) clonadas. Os DNAs plasmidiais foram digeridos com as enzimas 
AsiSI(SgfI) e MluI. 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 seleção. 
(A) As células foram testadas para várias concentrações de puromicina e a porcentagem de 
morte celular foi avaliada. (B) Cinética de morte das células na presença de diferentes 
concentrações de G418. 
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Anexo 13 Análise da expressão de SETD4 nos clones estáveis. Western blot dos extratos 
protéicos de células MDA-MB 231 não transfectadas e diferentes células transformadas com 
vetor vazio (controle vetor), vetor scrambled (Scrambled) e com as sequências ShSETD4 2 a 4. 
Um total de 30μg de proteínas foi aplicado e a membrana incubada com anticorpos anti-SETD4 
e anti-α-tubulina. A expressão de SETD4 foi normalizada com α-tubulina e expressa em relação 
ao controle (B e D). Foram avaliados: 2 clones independentes ShSETD4 2, 4 clones ShSETD4 
3 e 2 clone ShSETD4 4 (A e C). 
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Anexo 14. Imagem das células estáveis. Os clones obtidos na seleção apresentam 
expressão constitutiva da proteína GFP. Controle vetor: célula transformada com o vetor vazio; 
Scrambled: clone estável expressando shRNA para a sequência scrambled; 3 clones 
independentes expressando ShSETD4 1. Imagens obtidas no microscópio de fluorescência 
usando objetiva 20X.  

 
 
 
 
 
 
 
 

 

Anexo 15. A redução de SETD4 diminui o número de células nas colônias formadas a 
partir de uma única célula. Células transformadas com o vetor controle e as células 
knockdown ShSETD4 3 e 4 cultivadas por 10 dias formando uma colônia. Imagens obtidas no 
microscópio de fluorescência usando a objetiva 10X.  
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Anexo 16. A ativação de ERK não é alterada com a redução de SETD4. Western blot dos 
extratos protéicos de células MDA-MB 231 não 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).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Anexo 17. Localização da proteína GFP expressa pelo vetor vazio. (A) Expressão 
transiente da proteína verde fluorescente nas células MDA-MB 231 documentada por 
microscopia de fluorescência com objetiva 10X . (B) Microscopia confocal das células MDA-MB 
231 expressando a proteína GFP. O núcleo é marcado com iodeto de propídeo (azul).  

 

 



111 

 

 

Anexo 18. Perfil temporal das células MCF-7 expressando SETD4-GFP. Imagens após 2, 4 
e 6 dias da transfecção com a construção expressando SETD4 fusionada à proteína verde 
fluorescente. Imagens obtidas no microscópio de fluorescência usando objetiva 10X. 

 

 

 

Anexo 19. Confirmação dos clones superexpressando SETD4 (A) Análise RT-PCR 
semiquantitativa das células controle (MDA-MB231 não transformada), transformada com o 
vetor vazio (vetor vazio) e clones estáveis superexpressando SETD4 (SETD4-DDK 1 e 2; 
SETD4-GFP 1 e 2). A amplificação da sequência que codifica GAPDH foi usado como controle 
interno (B). Imunofluorescência dos clones transformados com a construção que expressa 
SETD4 fusionada às etiquetas MYC/DDK. Incubação com o anticorpo que reconhece DDK, e 
em seguida a marcação com anticorpos secundários conjugados com Alexa 488 (verde). A 
marcação nuclear foi realizada com DAPI (azul). (C) Clones estáveis expressando SETD4 
fusionado à proteína GFP. 
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9.ANEXOS B 
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