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RESUMO

Silvestre, RVD. Avaliacido do estado de metilacio do promotor de hTERT de
linhagens celulares e de pacientes infectadas com HPV de alto risco. Sdo Paulo;

2004. [Dissertacao de Mestrado-Fundacao Antdnio Prudente].

O carcinoma de colo uterino ¢ uma das neoplasias mais comuns que afetam mulheres em
todo mundo. Estas neoplasias estdo causalmente relacionadas aos papilomavirus
humanos (HPV) principalmente os de alto risco oncogénico. A expressao das
oncoproteinas virais como E6 ¢ E7, estdo implicadas em processos de imortalizacdo e
proliferacdo celular como a ativagdo de telomerase nas células infectadas. A telomerase ¢
um complexo ribonucleoprotéico responsavel pela sintese dos telomeros, estando
envolvida no programa de senescéncia celular. O complexo telomerase possui uma
porcdo responsavel pela atividade catalitica do mesmo conhecida como hTERT, que
ainda esta descrita como sendo fator limitante para expressao de telomerase. A regulacao
da expressdao de hTERT por metilagdo, onde o promotor se localiza em uma regido rica
em CpG, poderia estar implicada na atividade de telomerase. Uma regido do promotor
de hTERT de 643pb (nucleotideos -476 a +168), incluindo o “core promoter”, foi
avaliada por PCR apods digestdo com Hpa Il e Msp | e por sequenciamento apds
tratamento com bissulfito de sddio em linhagens tumorais de colo uterino, imortalizadas
com o genoma viral e normais, assim como amostras de tecidos derivados de neoplasia
intraepitelial cervical (NIC). A atividade de telomerase foi avaliada usando-se o kit
“TRAPeze xl Telomerase Detection” e os niveis de expressao de hTERT foram
avaliados usando-se RT-PCR. As linhagens derivadas de tumores apresentaram
metilacdo na regido do promotor com distribuicdo ao longo dos 75 dinucleotideos CpG
do fragmento avaliado, sendo observado na linhagem HPV 16 positiva CasKi um perfil
totalmente metilado. Entretanto, a metilagdo deste promotor ndo parece estar relacionada
a diminuicao da atividade de telomerase, sendo que os maiores valores da atividade de
telomerase foram obtidos com as linhagens que possuiam mais metilagdo. Além disso, a
metilagdo parece nao influenciar a atividade de telomerase. Assim, outros fatores podem

estar atuando no controle da transcri¢do génica e na atividade de telomerase.



SUMMARY

Silvestre, RVD. [Evaluation of the methylation status of the hTERT promoter in
cell lines and CIN samples infected with high risk HPV types]. Sdo Paulo; 2004.

[Dissertagdo de Mestrado-Fundagao Antonio Prudente].

Cervical carcinoma is one of the most prevalent types of neoplasia that affect women
in worldwide. These neoplasias are casually associated to Human Papillomavirus
(HPV) especially to the high-risk types. Expression of viral oncogenic proteins like
HPV E6 and E7 are implicated in the process of immortalization and cellular
proliferation, including telomerase activation in infected cells. Telomerase is a
ribonucleoprotein complex responsible for telomere elongation, involved in
proliferative senescence. The telomerase complex possesses a catalytic subunit,
hTERT, that is the determinant of its enzymatic activity. We hypothesized that
hTERT expression control by methylation of the hTERT promoter CpG island could
be determinant of telomerase activity. A 644bp fragment of this promoter
(nucleotides -476 to +168), including the core promoter, was evaluated by PCR after
restriction with Hpa Il ¢ Msp | and by sequencing after sodium bissulfite
modification in cell lines from cervical carcinoma, in HPV-immortalized cell lines
and Cervical Intraepithelial Neoplasia (NIC) biopsy samples. Telomerase activity
was evaluated using the TRAPeze XL Telomerase Detection Kit and hTERT
expression by RT-PCR. Cell lines derived from HPV positive (HeLa and SiHa) and
negative (C33) tumors displayed positive promoter methylation along the 75 CpG
nucleotides present in the fragment studied. Methylated nucleotides were evenly
distributed along the analyzed fragment from different cell lines; the HPV-16
positive cell line CasKi exhibited an hypermethylated profile. The observed
methylation patterns were not related with down regulation of telomerase activity.
Although hTERT promoter methylation was detected in cell lineages with high
telomerase activity, CIN samples had lower telomerase activity and less methylated

CpG in the hTERT promoter. We conclude that promoter methylation does not play



a major role in hTERT expression control in these cell lines and tissues. Other
transcription factors could overcome the methylation effect in the promoter region of

hTERT leading to maintenance of hTERT expression and telomerase activity.
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1 CONSIDERACOES GERAIS

Dentre as neoplasias mais comuns que afetam mulheres em todo mundo, o
cancer de colo de utero ¢ umas das mais comuns principalmente nos paises
subdesenvolvidos, sendo responsavel por cerca de 500,000 novos casos anuais €
200,000 mortes a cada ano em todo o mundo (BOSCH et al . 1997), no Brasil estas
mortes representam 7,22% do total de mortes segundo localiza¢cdo primaria do tumor
entre os anos de 1995 e 1999, o que classifica o cancer de colo uterino como o
terceiro maior responsavel por obitos entre mulheres no pais, sendo a regiao norte, a
de maior incidéncia bruta de 6bito (MINISTERIO DA SAUDE 2003).

Estudos epidemiologicos realizados nos ultimos 15 a 20 anos, tem
demonstrado que o Papilomavirus Humano (HPV), é o principal fator de risco
associado a progressao de doenca, além disso, os dados disponiveis sobre a evidéncia
da associagao entre a infeccao por HPV e o cancer de colo de utero, satisfazem todos
os critérios de determinagdo causal entre a infec¢do e o desenvolvimento de
neoplasia do colo uterino (SCHIFFMAN et al .1993; FRANCO et al . 1995 ¢ 2003).

Entre os tipos de HPV existentes, os tipos de alto risco oncogénico como 16 e
18, sdo os mais encontrados nos tumores malignos associados a infec¢do por HPV
(BOSCH et al . 1995, WALBOOMERS et al . 1999). Uma importante
particularidade, principalmente dos tipos de HPV de alto risco oncogénico, ¢ a
capacidade de integrar seu genoma de DNA ao genoma do hospedeiro (VILLA
1997), e a expressdo de algumas oncoproteinas como E6 ¢ E7, que sdo capazes de
promover uma desregulagdo do ciclo celular, que pode levar estas células a

imortalizagdo e transformacao.



As oncoproteinas E6 e E7, atuam principalmente sobre o produto de genes
supressores de tumor como p53 e pRb respectivamente. A proteina E6 acelera a
degradagdo de p53 e E7 por sua vez, se liga e degrada o produto do gene pRb
(DUENSING e MUNGER 2002).

A proteina viral E6 por sua vez, tem a capacidade de reativar a expressao de
telomerase (GEWIN e GALLOWAY 2001), uma enzima que ¢ responsavel pela
sintese do telomero, que sdo estruturas localizadas nas extremidades dos
cromossomos ¢ que estdo relacionadas com a sinalizagdo da senescéncia celular
(KOLQUIST et al . 1998). Em células transformadas e/ou imortalizadas é comum se
detectar a reativagdo de telomerase, o que ndo ocorre em tecidos somaticos normais
(KLINGELHUTZ et al . 1997)

A telomerase ¢ um complexo enzimatico ribonucleoprotéico que tem entre
suas caracteristicas uma atividade de transcriptase reversa, pois ¢ capaz de sintetizar
uma seqiiéncia de DNA telomérico a partir de um molde de RNA presente no
complexo, codificado pelo gene hTR (GREIDER ¢ BLACKBURN 1989). A
subunidade catalitica da telomerase codificada pelo gene hTERT, por si so, tem a
capacidade de restaurar a atividade da telomerase quando transfectada em células
somaticas normais telomerase negativas (BODNAR et al . 1998).

A presenga de um grande numero de sitios CpG na regido promotora de
hTERT (HORIKAWA e BARRETT 2003), sugere que este promotor possa sofrer
influéncias em sua regulagdo, pelo mecanismo de metilagdo. Diferentes mecanismos
de metilagdo sdo importantes para a regulacdo de alguns genes, durante o
desenvolvimento de alguns tumores, como por exemplo no caso de acumulo de
metilagdo em sitios randomicos no promotor de pl6™"* | que ¢ responsavel pela

perda da expressdo deste gene em alguns casos (MERLO et al . 1995).



Alguns trabalhos realizados até entao tem demonstrado uma heterogeneidade
de resultados em relagdo a um possivel controle de expressao de hTERT através da
metilagcdo do seu promotor ¢ a atividade de telomerase. No trabalho de BECHTER et
al . (2002), envolvendo linhagens de leucemia de células B células exibindo uma alta
atividade de telomerase possuiam significativamente menos metilagdo no promotor
de hTERT. Em WIDSCHWENDTER et al . (2004a) , a metilagdo do promotor de
hTERT ¢ significativamente mais freqiiente nas amostras de tumores do colo uterino
em relagdo aos tecidos normais. Além disso, estes autores ndo observaram correlagido
entre metilacdo e expressdo de RNAm de hTERT.

Diferentes metodologias sdo empregadas nestes trabalhos para identificagdo
do perfil de metilagdo deste promotor, onde algumas estratégias experimentais sao
baseadas em restricdo do DNA gendmico com enzimas sensiveis a metilacdo e
posteriormente por PCR antes ou apds o tratamento com bissulfito de sodio.
Contudo, boa parte dessas estratégias experimentais consegue avaliar apenas sitios
CpG, que estdo sobrepostos aos sitios de cortes destas enzimas, deixando assim de
avaliar os sitios CpG que ndo coincidem com os sitos passiveis de restrigdo por estas
enzimas.

Uma avaliagdo do estado de metilagdo global do promotor de hTERT, onde
todos os sitios passiveis de metilagdo possam ser avaliados, nas amostras estudadas,
poderia fornecer uma visdo mais completa da importancia da metilagio no
mecanismo de controle da transcricdo da subunidade catalitica da telomerase,

hTERT.



2  INTRODUCAO

2.1 O CANCER DE COLO UTERINO E O PAPILOMAVIRUS

HUMANO (HPV)

O cancer de colo uterino (CCU) ¢ a segunda causa de morte por cancer mais
freqliente entre mulheres em todo mundo, (BEKKERS et al . 2004). Dado que se faz
muito representativo nos paises em desenvolvimento, onde as taxas de incidéncia de
CCU podem chegar a 30/100.000.

As lesdes precursoras no epitélio do colo uterino recebem graduagdes de
estadiamento de acordo com os achados morfologicos. Em relagdo a citologia, esta
classificagdo foi definida pelo sistema de Bethesda que gradua os achados da
seguinte maneira: células escamosas com atipia de significado indeterminado
(ASCUS); lesdes intra-epiteliais de baixo grau (LSIL); lesdes intra-epiteliais de alto
grau (HSIL). Enquanto a classificacao histoldgica considera as seguintes categorias
em estadio crescente de graduagdo: neoplasia intra-epitelial cervical de grau I ou NIC
I, NIC II e NIC III, carcinoma in Situ e o carcinoma invasivo de células escamosas
(Kurman e Solomon, 1994).

Em meados dos anos 70 os pesquisadores comegaram a postular e analisar a
possibilidade de que o HPV estivesse envolvido na origem dos canceres cervicais,
(ZUR HAUSEN 2002). Em 1976, MEISELS e FORTIN publicaram um artigo
destacando que o aparecimento de coildcitos em esfregacos cervicais, seria indicativo

de infec¢do por papilomavirus.



Sendo uma patologia que tem o comportamento de uma doenga sexualmente
transmissivel, o CCU possui varios fatores de risco, tanto para o carcinoma quanto
para as lesdes que o antecedem, como NIC I, II e III. Os principais fatores de risco
associados ao CCU sdo: inicio precoce da vida sexual, nimero de parceiros sexuais,
tabagismo, baixo nivel socio-econdomico (SCHIFFMAN et al. 1993) e o uso de
contraceptivos orais (HILDESHEIM et al. 1990). Contudo a infec¢do pelo
Papilomavirus Humano (HPV) ¢é considerado o principal fator de risco para o
desenvolvimento desta neoplasia (SCHIFFMAN et al . 1993; FRANCO et al . 1995).

Com o avango de estudos sobre o comportamento das infecgdes virais por
HPV, pdde-se entdo identificar que apenas a infeccdo ndo seria suficiente para a
progressdo e¢ o agravamento das lesdes associadas ao HPV e sim uma fator
fundamental nesse desenvolvimento seria a infec¢do persistente por um dos tipos de
alto risco oncogénico como HPV 16 ou 18 (SCHLECHT et al. 2001 e 2003).

O sitio de infecgdo por HPV ¢é a camada basal dos epitélios, que deve ter a
capacidade de proliferar. Nestas células, apenas uma expressdo limitada dos genes
precoces do genoma viral, como E6 e E7, é observada, estes genes atuam no controle
do ciclo celular e a expressdo destes genes proporciona uma expansao lateral das
células desta camada do epitélio. Apds a passagem para a camada supra basal os
genes conhecidos como tardios comegam a ser expressos, ocorre a replicagdo do
genoma viral e a formag¢do de algumas proteinas estruturais, culminando com a
formagao e liberagdo das particulas virais nas camadas mais superiores deste epitélio

(ZUR HAUSEN 2002), (Fig 1).
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Figura 1 O ciclo de vida dos Papilomavirus Humanos. A infec¢ao pelo HPV se da

através de lesdes na camada basal do epitélio, as células infectadas se dividem e se espalham
no epitélio lateralmente, algumas dessas células passam para a camada supra-basal levando a
ativagdo de alguns genes virais, o DNA viral é replicado e o capsideo viral é formado,
seguindo-se a formagdo da particula viral com posterior liberacdo da mesma.



A expressao dos genes E6 ¢ E7 dos HPV 16, tem seu controle realizado
pelo promotor P97 viral. O produto da transcricdo destes genes ¢ um RNA
Policistronico que quando oriundo dos tipos de HPV de alto risco oncogénico, tem
interferéncia no ciclo celular, sendo assim, estas proteinas colaboram com o processo
de transformacdo celular. A expressao continua destes genes, faz com que linhagens
celulares normais, como as de queratindcitos primdrios, tenham seu periodo de
senescéncia alterados.

Devido ao descontrole na identificagdo do periodo de parada de proliferagao
celular, estas células acumulam mutagdes que alteram significativamente suas
caracteristicas primadrias, levando-as a fenodtipos imortalizados ou transformados.
(MATLASHEWSKI et al. 1988; SCHLEGEL et al. 1988; VILLA 1997).

A proteina E6 promove a degradacao do produto do gene p53, que ¢ um gene
supressor de tumor (WERNESS et al. 1990). Além de interagir com p53, E6 também
interage com E6AP, que ¢ uma proteina ligase celular, que tem a finalidade de
mediar o reconhecimento do substrato onde E6 deve se ligar (HUIBREGTSE et al.
1993). Sendo assim o complexo E6-E6AP precede a ligagdo a p53, redirecionando a
especificidade de E6AP para p53 (MANTOVANI e BANKS 1999). A proteina E6
liga-se a diversas outras proteinas celulares e a promotores diversos (DUENSING e
MUNGER, 2001). Dentre suas multiplas a¢des existe interesse no estudo da ativagao

de telomerase (BAEGE et al. 2002).

2.2 TELOMERASE, HPV E CANCER DE COLO DE UTERO

Multiplos mecanismos estdo envolvidos no processo de senescéncia celular

em células de humanos, entre estes o principal mecanismo ¢ o encurtamento dos



telomeros que ocorre a cada divisdo celular. Isto ocorre através de um fendmeno
conhecido como “End Replication Problem” que corresponde a perda de uma porgao
do DNA telomérico a cada divisdo celular, ocasionando com isso a diminui¢do de
cerca de 30 a 70 nucleotideos do DNA telomérico a cada ciclo (LEVY et al . 1992).

A manuten¢do dos telomeros pode ser causada pela ativagdo de telomerase.
Células germinativas e muitas células imortais, incluindo as células cancerosas tem
telomerase ativa (COLLINS e MITCHELL 2002). Os céanceres associados as
infec¢des por HPV como os de cérvice ndo sdo diferentes , onde de 80 a 100%
possuem atividade de telomerase (WISMAN et al. 2001).

E6 ¢ uma das proteinas precoces de HPV que estd envolvida na imortalizagao
e transformagdo mediada pelo virus. E6 tem varias fungdes, incluindo a de aumentar
a atividade de telomerase, quando expressa em uma variedade de tipos celulares,
através da ativagdo transcricional de hTERT, (GEWIN e GALLOWAY 2001; OH et
al. 2001).

O promotor de hTERT localiza-se em uma regiao onde se encontra uma ilha
de CpG, sabidamente capaz de sofrer influéncia da metilagdo na regulacdo da
transcri¢ao. Contudo, muitos trabalhos tem demonstrado resultados controversos em
relacdo a regulacdo da transcri¢do de hTERT mediada por metilagio (DEVEREUX
et al. 1999; WIDSCHWENDTER et al. 2004a ¢ 2004b). Assim, este trabalho visa
reforcar o que pode estar acontecendo com a regulacdo da transcrigdo de hTERT em
células infectadas por HPV e o que a metilagdo significa para este promotor nestas

células.



2.3 TELOMEROS E TELOMERASE

Na por¢do terminal dos cromossomos humanos de células normais, existe
uma estrutura conhecida como telomero. Os telomeros consistem em alguns
quilobases de repeticdes “TTAGGG” juntamente com outras proteinas que estdo
associadas a essa estrutura (KIPLING 1995).

A existéncia dos teldmeros ¢ vital para o crescimento celular e para que a
segregacdo dos cromossomos aconteca de maneira normal, na transmissdo para as
células filhas. A regido 3" do DNA telomérico, consiste em uma fita simples de DNA
na maioria dos organismos vertebrados, essa regido de DNA simples fita poderia ser
reconhecida como um DNA danificado e processado como tal, o que poderia levar a
uma parada no ciclo celular ou a fusdo de duas extremidades terminais de
cromossomos diferentes, ou poderia também, ser degradada pela agdo de
exonucleases (McEACHERN et al. 2000).

Um importante grupo de proteinas esta ligado a extremidade 3" do DNA
telomérico de fita simples, essas proteinas contém duas subunidades, uma
subunidade o de 56-Kda, que se liga a fita simples de DNA telomérico de acordo
com uma seqiiéncia especifica e uma unidade 3 de 41-Kda que se liga fracamente ao
DNA mas ¢ capaz de afetar a habilidade da subunidade a de interagir com o DNA
(FROELICH-AMMON et al. 1998)

Interessantemente, algumas proteinas ligadas aos telomeros que somente sao
encontradas ligadas a essa estrutura, podem recrutar e ativar nucleases e outros
fatores de reparo, dos quais a atividade ¢é necessaria para algumas fungdes
teloméricas como a manuten¢do da por¢cdo 3" despareada e a ligacdo da telomerase.

Contudo, essa atividade pode ser prejudicial a extremidade dos cromossomos se
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deixadas sem checagem, por isso essas fungdes precisam ser fortemente controladas
pelas proteinas especificas do telomero (FERREIRA et al. 2004).

A telomerase ¢ um complexo ribonucleoprotéico formado basicamente de um
componente de RNA ( hTR ) e uma sub-unidade catalitica conhecida como hTERT
que pertence a familia das transcriptases reversas. Esta enzima foi identificada
inicialmente em células HeLa (MORIN 1989). Diferencgas nos niveis de hTR e de
hTERT, acumulados na célula, tem efeitos Unicos na ativacdo do complexo
telomerase. Pelo menos trés passos devem ser considerados na montagem de um
complexo biologicamente funcional: o acumulo de RNA, ativacdo catalitica e o
recrutamento do teldmero (COLLINS e MITCHELL 2002).

A atividade desta enzima é indetectavel em muitas células e tecidos normais,
mas estd presente na maioria das células imortalizadas e tecidos cancerosos
(KOLQUIST et al. 1998). Estudos recentes tem demonstrado que o produto do gene
E6 dos HPVs de alto risco oncogénico, tem a capacidade de aumentar a atividade de
telomerase, predominantemente via ativacdo transcricional da subunidade catalitica
da telomerase hTERT (BAEGE et al. 2002). Ainda que E6 seja capaz de induzir a
atividade da telomerase, estd claro que existam outros mecanismos celulares distintos
atuando no processo de ativacdo da telomerase, culminando com a imortalizagdo e
transformagao celular (BAEGE et al. 2002).

Muitos trabalhos tem mostrado que e expressao de hTERT por si s0, 4 capaz
de restaurar a atividade de telomerase em células telomerase negativas e que
normalmente este evento acontece em fazes iniciais da tumorigénese. A subunidade
catalitica da telomerase pode por si so, ser a por¢do reguladora da atividade da

enzima por duas razoes:
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1. a expressio do RNAm da subunidade catalitica ¢ sempre paralela a
atividade da enzima (KILIAN et al. 1997; NAKAMURA et al. 1997);

2. a introdu¢do de hTERT em células somaticas normais e telomerase
negativas ¢ suficiente para restaurar a atividade enzimatica nestas células
(BODNAR et al. 1998; COUNTER et al. 1998).

Um evento que poderia ter influéncia junto com a metilagdo no promotor de
hTERT ¢ na atividade de telomerase, seria a ocorréncia de muta¢des dentro do
promotor de hTERT. Este fato pode ser ilustrado em células SiHa, que sdo células
derivadas de carcinoma de colo uterino HPV positivas, que mesmo com o promotor
de hTERT totalmente ou parcialmente metilado, ainda existe atividade de telomerase
(DEVEREUX et al. 1999). Portanto, seria importante saber se existe algum tipo de
regulagdo epigenética, no controle da expressdo de hTERT em células infectadas

com HPV de alto risco oncogénico.

24 O PROMOTOR DE hTERT

O gene hTERT, esta localizado no cromossomo 5p15.33 e ¢é constituido de 16
exons e 15 introns se estendendo por aproximadamente 35Kb. O promoter de hTERT
¢ rico em dinucleotideos CG e ndo possui seqiiéncias TATA e CAAT, que seriam
seqiiéncias sinalizadoras para ligacdo da maquinaria de transcricdo. Analises iniciais,
mostraram que uma regido de 181pb a montante do sitio inicial de transcrigdo,
correspondia a principal regido ativadora do promotor entdo definida como “core
promoter”, onde também foram descritos sitios de ligacdo dos fatores de transcri¢ao,
como Myc e Spl. (TAKAKURA et al. 1999), (Fig 2). Os sitios de ligagdo de Myc
localizados no promotor de hTERT, podem mediar a ativagdo da transcricdo deste

gene (WANG et al. 1998; WU et al. 1999).
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2.5 METILACAO

Um possivel fator que pode estar atuando no aumento da expressdo de
hTERT, juntamente com a expressdo de E6, ¢ o fato de o promotor desta subunidade
possuir inimeros sitios de CpG, que podem estar sujeitos ao processo de metilacao.

A metilagdo consiste em uma modificagdo covalente do DNA, na qual um
grupamento metil (CH3) ¢ transferido da S-adenosilmetionina para o carbono 5 de
uma citosina no dinucleotideo CG, através de uma familia de DNA-metiltransferases.
A metilagdo do DNA ocorre quase exclusivamente nos dinucleotideos CpG e tem
uma importante funcdo na regulacdo da expressdo génica e no silenciamento de
elementos repetitivos no genoma (FEINBERG e TYCKO 2004), sendo ela
randomica ou sitio especifica. E muito freqilente em genomas de eucariotos
(POOLE et al. 2001).

As DNA metil-transferases (DNMT) possuem duas classes de representantes:
aquelas envolvidas na metilagdo de fitas hemimetiladas do DNA, conhecidas como
metilases de manutencdo com ¢ o caso da DNMT1, e um outro grupo responsavel
pela maioria dos processos de metilagdo de novo, que ocorrem em sitios sem nenhum
tipo de indicagdo de metilagdo, ou seja sem a presenca de metilacdo prévia, onde os
exemplos sio DNMT2 e DNMT3A e DNMT3B (BESTOR 2000).

O processo de metilagdo estd presente em casos de silenciamento de genes
humanos. Frequentemente nos eucariotos superiores, os promotores de genes que
estdo sendo expressos, apresentam sitios de CpG desmetilados (EDEN e CEDAR
1994).

O proto-oncogene c-myc, que codifica um fator de transcri¢do envolvido no

controle da proliferacdo e diferenciacdo celular, quando tem sua expressdo
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desregulada seja por amplificacdo génica, inser¢do do genoma de um retrovirus ou
por translocag@o cromossOmica, esta também envolvido na tumorigénese. A proteina
Myc, tem um envolvimento direto na indugdo da expressdo da atividade da
subunidade catalitica da telomerase hTERT (WU et al. 1999). Tanto a expressdo da
subunidade catalitica da telomerase quanto a expressao de c-myc podem induzir a
imortalizacdo celular quando constitutivamente expressos em células transfectadas.
O promotor de hTERT possui dois sitios de ligagdo de MYC que podem mediar a
ativagdo da transcrigdo de hTERT (WANG et al. 1998; WU et al. 1999), conforme ja
mencionado.

DEVEREUX et al. (1999), estudaram um fragmento compreendido entre,
500pb a montante do sitio inicial de transcri¢do do gene e 50pb a jusante do sitio
inicial de transcri¢do, gerando assim um fragmento de 550pb. No trabalho citado, a
analise do grau de metilagdo ¢é feita por MSP (Methylation Specific PCR) ou seja,
nesta metodologia, cada fragmento a ser avaliado deve ser feito com dois conjuntos
de iniciadores diferentes. O primeiro conjunto promove a amplificacdo dos
fragmentos que estiverem com os dinucleotideos CpG metilados no DNA tratado
com bissulfito de sodio, ja que estes quando metilados, ndo sofreram alteracdo no
nucleotideo “C” de um sitio "CpG, tendo assim sua seqiiéncia mantida e reconhecida
pelo iniciadores. O outro conjunto de iniciadores usado para avaliar o mesmo
fragmento, agora com os sitios CpG desmetilados, deve ser capaz de reconhecer as
alteracdes nestes sitios quando estes forem tratados com bissulfito de sodio, ja que
neste caso, todos os nucleotideos “C” de um sitio CpG desmetilado sofrerdo uma
deamina¢do promovida pelo bissulfito de sédio e se tornaram timina apos a

amplificacdo pela polimerase.
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No presente trabalho o fragmento analisado corresponde a 476pb a montante
do sitio inicial de transcri¢ao e 168pb a jusante, totalizando um fragmento de 644pb.
A avaliagdo de sitios CpG na porg¢do do 1° exon deste fragmento, foi avaliada por ja
ter sido mostrado que a metilagdo em regides do 1° exon ¢ importante na regulagao
génica, (HUR et al. 2003). Esse fragmento foi entdo clonado e sequenciado para
avaliacdo individual de cada um dos 75 dinucleotideos CpG que existem dentro deste
fragmento, através da observagao da possivel mudanca nas citosinas dependendo da
existéncia de metilagdo nessas bases.

Desta maneira, a questdo estabelecida neste trabalho foi a de avaliar se a
metilacdo no promotor de hTERT esta associada com as infec¢des por HPV de alto

risco oncogénico € com as alteragdes proliferativas desencadeadas por esta infecgao.
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Figura 2 - Seqiiéncia da regido promotora e de parte do 1° exon de hTERT, com os
iniciadores usados no estudo, os sitios de ligagdo de fatores de transcricdo Spl e c-
Mye, sitios de restricdo das enzimas Hpa Il e Msp I, ATG inicial e regides
sobrepostas destas seqiiéncias.
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3 OBJETIVOS

- Identificar o estado de metilagdo do promotor de hTERT, em linhagens celulares

derivadas de tumores de colo uterino e de tecidos oriundos de lesdes precursoras
(NIC) HPV positivos.

- Localizar dentro do promotor de hTERT, a metilacdo em alguns sitios especificos
de ligacdo de fatores de transcricao.

- Avaliar se a metilacdo estaria alterando a expressdo de hTERT e a atividade de

telomerase.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 LINHAGENS CELULARES E ESPECIMES DE PACIENTES

Para avaliar o grau de metilagdo do promotor de hTERT em linhagens
celulares e ainda, a atividade de telomerase, foram escolhidas 4 linhagens humanas
derivadas de carcinoma de colo do utero, sendo elas; SiHa, HeLLa, CasKi e C33, onde
as trés primeiras linhagens citadas, sdo derivadas de tumores HPV positivos e a
ultima, derivada de um tumor de colo uterino HPV negativo, estas linhagens foram
adquiridas da “American Type Culture Collection” (ATCC) com o ntmero de
passagens desconhecido e mantidas continuamente por aproximadamente 2 anos.

Também foram estudadas duas linhagens de queratindcitos humanos
imortalizados com genoma completo (GC) de HPV (BARBOSA e¢ SCHLEGEL
1989), sendo 18Nco uma linhagem imortalizada com GC de HPV 18 e 698 uma
linhagem imortalizada com GC de HPV 16. Uma cultura primaria de queratinécitos
normais, NHK, também foi submetida a mesma avaliagdo feita nas demais células.

Além das linhagens citadas acima, uma cultura primaria de fibroblastos de
prepucio humano normais (HFF), foi incluida no estudo, como controle negativo
para atividade de telomerase, tendo sido coletada na passagem 5. Estas linhagens
foram cultivadas sob uma atmosfera de 5% de CO, a 37°C, em meio RPMI Media
(SIGMA-ALDRICH), suplementado com 10% de soro bovino fetal.

As linhagens derivadas de carcinoma de colo uterino foram cultivadas em
“Dulbeccos Modified Eagle’s Medium” (DMEM) suplementado com 10% de soro

bovino fetal, nas mesmas condigdes de temperatura e CO, das anteriores, por no
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minimo trés passagens. Ja os queratindcitos normais (NHK) e os imortalizados com
genoma de HPV, foram cultivados nas mesmas condi¢des de temperatura e CO,,
com meio de crescimento para queratinocitos KSFM numa propor¢ao de trés partes
de KSFM ¢ uma de DMEM suplementado com 10% de soro bovino fetal. 2 x 10’
células foram usadas para avaliacdo da atividade de telomerase.

O DNA destas linhagens foi extraido com “Trizol Reagent (Life
Technologies Carlsbad, CA, UK). As amostras de tecidos derivados de NIC de
pacientes que foram analisadas, foram obtidas junto ao Instituto Brasileiro de
Controle do Cancer (IBCC) e correspondem a lesoes de diversos graus, desde NIC I
até NIC III (mais severo) .

Estas amostras, foram coletadas, fixadas com gel “Tissue Tek” e armazenadas
em nitrogénio liquido, at¢ o momento do processamento para analise, onde foram
feitos cortes em criostato. Estes cortes, assim como os “Pellets” das linhagens, foram
submetidos a lise com tampao fornecido pelo kit para detec¢do da atividade de
telomerase segundo descricdo do fabricante, TRAPeze XL telomerase detection kit
(Serologicals, Norcross, GA, USA), e o DNA dos tecidos derivados de NIC, foi
extraido com digestdo por proteinase K e purificagio com Fenol-Cloroférmio,
seguido de precipitagdo com etanol.

Paralelamente utilizaram-se amostras coletadas de esfregacos de colo de utero
de pacientes atendidas em um estudo prospectivo LUDWIG — McGill, que ha uma
década avalia aproximadamente 2.500 mulheres quanto a presenca de DNA de HPV
em esfregacos e os riscos em relacdo ao desenvolvimento de doenga, realizado no
Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer em colaboracdo com a Universidade

McGill no Canadi. Estas amostras foram armazenadas em “Freezer” comum a
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temperatura aproximada de -20°C, em Tris 10mM pH 7,4, EDTA 1mM, por diversos
meses.

Todas as amostras de pacientes foram obtidas com consentimento expresso.
Os diversos estudos foram aprovados pelos comités de ética institucionais e foram

conduzidas de acordo com todas as normas éticas.

4.2 ANALISES COM ENZIMAS DE RESTRICAO

O DNA submetido ao tratamento com enzimas de restrigdo para uma analise
preliminar do estado de metilacdo da regido promotora de hTERT foi quantificado e
500ng de DNA genomico obtido das linhagens referidas acima, foi submetido ao
tratamento com 10 U das seguintes enzimas Hpa II e Msp I, (New England Biolabs,
Beverly, MA). Estas enzimas sdo isoesquizOmeros, ou seja, sdo capazes de
reconhecer o mesmo sitio de restri¢do s6 que com caracteristicas diferentes: a enzima
Hpa II, reconhece a seqiiéncia (5’CCGG 3’), ndo sendo capaz de cortar tal seqiiéncia
quando a citosina do dinucleotideo "CpG estiver metilada; j4 a enzima Msp I, corta
este mesmo sitio ainda que a citosina esteja metilada. Uma aliquota do DNA extraido
de cada linhagem, na concentracdo de 100ng/pL, foi submetido ao procedimento de

restricdo segundo o protocolo a seguir.
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4.2.1 Protocolo de digestio do DNA com as enzimas de restri¢io Hpa Il e Mspl

Hpa 11 (10.000 U/ml) NEBuffer 1
Digerido 8h a 37 °C

1 reagio (ML) [ ] final
S5ul DNA
DNA 0,5 pg
(100ng/uL)
Tampao 2 uL
Enzima 1pL * 10U
H20 12 uL
V. final 20 uL

* - em duplicata, omitindo-se a enzima nos tubos controle

Msp | (20.000 U/ml) NEBuffer 2
Digerido 8h a 37 °C

1 reagio (ML) [ ]final
Sul DNA
DNA 0,5ug
(100ng/uL)
Tampao 2 uL
Enzima 0,5 pL * 10U
H20 12,5uL
V. final 20 uL

* _ idem acima

NEBuffer 1: 10mM Bis Tris Propano-HCl, 10mM MgCl,, ImM DTT, pH 7,0 a
25°C.

NEBuffer 2: 50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, | mM DTT, pH 7,9 a
25°C.
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Na restricdo do DNA das linhagens foi usada uma estratégia de adicionar nas
primeiras 4 horas de restricdo, a metade da quantidade de enzima para cada amostra,
ou seja, 5 unidades foram usadas nas primeiras 4 horas e outras 5 unidades foram
adicionadas apds as 4 primeiras horas de restri¢gdo. Ao final da restrigdo as enzimas
foram inativadas a 65°C por 20 minutos.

Apds o tratamento com as enzimas, realizou-se uma reacdo de PCR com um
conjunto de iniciadores que amplificam uma regido de 650pb do promotor em estudo
(hTERT3F e hTERT3R, Fig 2). O produto da digestdo de cada linhagem foi diluido
1:5 e desta diluicao foi usado 1 pL para PCR. O fragmento produzido nesta PCR foi
clonado e seqlienciado para a confirmagdo da identidade do fragmento. As condig¢des
da reacdo estdo demonstradas a seguir.

Os reagentes como MgCl, 50 mM , Tampao 10x e Tag DNA Polimerase
recombinante, sdo fabricados pela “Invitrogen Life Technologies™ (Carlsbad, CA,
UK). O tampao 10x contém, 200 mM Tris-HCI, pH 8.4, 500mM KCI. Como este
fragmento a ser amplificado corresponde a uma regiao rica em CG, € necessario que
nesta reacao seja adicionada a Betaina, que ¢ uma sulfona de baixo peso molecular e
juntamente com o dimeltil-sulfoxido (DMSO), s3o os compostos mais usados na
otimizagdo de reacdes de PCR que buscam amplificar fragmentos ricos em CG

(CHAKRABARTI e SCHUTT 2001).



4.2.2 Protocolo para amplificacio de hTERT apés restricio

Reagente 1 reacio
H,0 6,7 uL
tampao 10x 2,5 uL
MgCl, 50 mM 1,0 uL
Iniciador hTERT3F (20 uM) 0,5 puL
Iniciador \TERT3R (20 uM) 0,5 puL
dNTP (2mM) 6,4 uL
Taq DNA Polimerase 0,4 uL
Betaina SmM 6,0 uL
* DNA 1,0 uL
Vol. Final 25 uL

* - vide texto
Programa no termociclador:

94° C —4 min

94° C — 1 min
58°C —1 min 35 ciclos
72° C — 1 min

72°C — 7 min.
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43 TRATAMENTO DO DNA COM BISSULFITO DE SODIO

O bissulfito de sdédio promove uma modificagdo de C = U, através da
deaminacdo das citosinas desmetiladas que s3o convertidas em uracila e que
posteriormente, ap6s a PCR e clonagem, podem ser detectadas por sequenciamento.
Caso a citosina do dinucleotideo CpG esteja metilada, esta modificacdo ndo ocorrera
e a seqliéncia de DNA sera entdo mantida apos o PCR especifico para a regido do
promotor. A modificagdo das amostras de DNA com bissulfito de sodio esta
esquematizada nas Figuras 3 e 4.

Esta metodologia busca avaliar todos os dinucleotideos CpG contidos dentro
da seqiiéncia definida, através de uma reagdo de NESTED PCR. Um pg de DNA de
cada uma das linhagens celulares e das amostras de pacientes a serem estudadas, foi
submetido ao tratamento com bissulfito de sodio, seguindo o protocolo padrao do kit
comercial (CpGenome DNA modification Kit, Serologicals Norcross, GA). As
condicdes para esta reacdo sdo apresentadas a seguir.

A PCR apds o tratamento com bissulfito de sodio, foi feita com dois
conjuntos de iniciadores, o primeiro par de iniciadores amplifica uma regido de
883pb que se encontra entre -540pb até 343pb, que sdo hTERTIF e hTERTIR.
(Figura 2). Como estes iniciadores s6 sdo usados apds a modificacdo com bissulfito
de sodio, os mesmos devem ter sua seqiiéncia modificada para que reconhegam o
fragmento apds o tratamento. No iniciador hTERTI1F todos os nucleotideos C
(citosina) foram mudados para T (timina), j& no iniciador hTERTI1R, todos os

nucleotideos G (guanina) da seqiiéncia original foram mudados para A (adenina).
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Figura 4 - Os sitios CpG metilados, ndo sofrem alteragdo apos o tratamento com
bissulfito de s6dio, mantendo assim a seqiiéncia original dos nucleotideos.
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4.3.1 Protocolo para reacio de PCR apos tratamento com bissulfito de sodio

Programa Step up. Reacio 1

1 reacao
Tampdo 10 x 2,5ulL
MgCl, 25 mM 1,5 pL
dNTPs (2mM) 3,0 uL
Taq Gold (5U/uL) 0,2 uL
Iniciador hTERT1F ( 20uM)* 0,4 uL
Iniciador hTERTIR (20uM)* 0,4 uL
H,0 15,0 uL
DNA tratado 2,0 uL
Total 25 uL
* - vide Figura 2
Reaciio de PCR “STEP UP”
94°C-12°
94°C -3’ 94°C -3’ 94°C-1°
55°C- 3 }lx 58°C-3’ 5x 60°C -1’ 35x
72°C -2’ 72°C -2’ 72°C-1°
72°C -7
Hold at 4°C

O segundo conjunto de iniciadores amplifica agora um fragmento interno
partindo-se da reacdo anterior, este fragmento possui 644pb a partir de -476pb até
168pb, onde os iniciadores sdo: hTERT2F e hTERT2R, (Figura 2), também
modificados como os iniciadores externos.

Os reagentes como MgCl, 25 mM , Tampao 10x contendo 100mM Tris-HCI,
pH 8,3, 500mM KCl e AmpliTag DNA Polimerase Gold, sdo fabricados pela
“Applied Biosystems”(Foster City, CA).

Na segunda reagdo, foi usado como molde o produto da reagdo 1, pelo fato de
o DNA sofrer grandes danos no tratamento com bissulfito de sodio e a quantidade de
DNA recuperado apos o tratamento ser pequena, a reagdo 1 tem como objetivo

aumentar o niimero de copias de DNA que podem servir de molde para a reagao 2.
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4.3.2 Protocolo para reagdo de NESTED-PCR apos tratamento com bissulfito

de sodio Programa Step up. Reacio 2

1 reacao
Tampao 10 x (Roche) 2,5 uL
MgCl, 25 mM (Roche) 1,5 uL
dNTPs (2mM) 3,0 uL
Taq Gold (5U/uL) (Roche) 0,2 uL
Iniciador hTERT2F ( 20uM) 0,4 uL
Iniciador \TERT2R (20uM) 0,4 uL
H,0 15,0 uL
Produto da reag@o 1 2 ulL
Total 25 uL
Reacio de PCR “STEP UP”
94°C - 12
94°C -3’ 94°C -3’ 94°C-1°
53°C- 3 Ix 55°C-3’ 5x 57°C-1° 35x
72°C -2’ 72°C -2’ 72°C-1"
72°C -7
Hold at 4°C

Para que uma amostra fosse considerada como inadequada e por isso
necessitasse de um novo tratamento do DNA com bissulfito de s6dio, uma nova
tentativa de amplificacdo foi feita com o DNA da amostra que foi concentrado
através de centrifugagdo a vacuo em centrifuga “Speed Vac Concentrator,
SAVANT” até que o volume observado fosse aproximadamente metade do volume
inicial da amostra. Além disso, as seqiiéncias onde as citosinas ndo constituintes de
sitios CpG, que ndo apresentavam alteracdo apds o tratamento, foram descartadas.

O produto da segunda reagdo amplificado foi avaliado por migracao
eletroforética em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. Apds a
visualizacdo do fragmento, este produto foi clonado e sequenciado para a avaliagdo

do perfil de metilagdo do promotor em estudo.
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44 CLONAGEM E SEQUENCIAMENTO DO FRAGMENTO

MODIFICADO

O fragmento gerado apds a reagdao 2 com os iniciadores hTERT2F e
hTERT2R, foi clonado com metodologia comercial do Kit (TOPO TA Cloning
Invitrogen, Paisley, UK) segundo protocolo do fabricante, que possibilita clonagem
de fragmentos gerados por PCR diretamente em um vetor de escolha. Neste caso o
vetor usado foi pCR4-TOPO contido no Kit, as bactérias usadas para producao das
colonias, foram também do Kit e sdo E. coli DH5a ™ _T1 cultivadas em meio Luria
— Bertani (10g de Triptona, 5g de extrato de levedura e 10g de NaCl, dissolvidos em
950 ml de agua destilada tendo seu pH ajustado para 7.0).

Inicialmente, 4 colonias isoladas de cada amostra foram coletadas para
analise do perfil de metilacdo da regido em estudo, posteriormente estas colonias
foram crescidas em 5ml de meio liquido Luria — Bertani por 16 horas e entdo feita a
extracdo do DNA plasmidial das colonias crescidas, com kit (Wizard Plus SV DNA
Purification System, Promega USA). Este DNA entdo foi submetido a reagdo de
seqlienciamento com um conjunto de iniciadores do vetor usado para clonagem.

A determinagdo de 4 coldnias a serem seqiienciadas, foi definida de maneira
aleatoria. As seqiiéncias foram analisadas e repetidas sempre que houvessem

discrepancia. Finalmente o perfil predominante foi adotado nas analises.



Iniciador do vetor
Reverse
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CACACAGGAA ACAGCTATGA
ATRTRTOCTT TRTCARATACT

GACTAGTCCT GCAGGTTTAA
CTGATCAGGA CGTCCAAATT

CCGCTAAATT CAATTCGCCC
GGCGATTTAA GTTAAGCGGG

CCATGATTAC GCCAAGCTCA GAATTAACCC TCACTAAAGG
AARTACTAATR CRATTCRART CTTAATTRAG AGTRATTTOC

ACGAATTCGC CCTT hTERT AAGGGC GAATTCGCGG
TGCTTAAGCG GGAA PCR TTCCCG CTTAAGCGCC

TATAGTGAGT CGTATTACAA TTCACTGGCC GTCGTTTTAC
ATATCACTCA GCATAATGTT AAGTG]ACCGG CAGCAAAATG |

Iniciador do vetor
Forward

Figura 5 - Seqiiéncia do vetor utilizado para clonar o fragmento a ser avaliado
quanto ao perfil de metilagdo, apos tratamento com bissulfito de s6dio, mostrando os
iniciadores do vetor e o sitio de inser¢ao do produto de PCR(azul).
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4.5 RT-PCR PARA hTERT

Uma reag¢do de RT-PCR tanto para GAPDH quanto para hTERT foi realizada
em condi¢gdes de ciclagem progressiva para que pudéssemos ter uma avaliagdo semi-
quantitativa da expressao desses genes.

O RNA das linhagens e dos tecidos derivados de NICs avaliados, foi extraido
segundo o protocolo do “TRIZOL reagents, Invitrogen, Life technologies”.
Inicialmente 2ug de RNA total das linhagens foi submetido a sintese da primeira fita
de c-DNA usando o sistema de oligo dT “primers” Invitrogen, (Life Technologies),
segundo especificacdes do fabricante, onde foi usada SuperScript™ II Reverse
Transcriptase, para a sintese do c-DNA. Para as amostras de tecidos derivados de
NIC, 200ng de RNA foi usado devido as limitagdes das amostras, cujos fragmentos
variavam em tamanho, sendo em geral diminutos e limitantes para esta extracao.
Contudo, a mesma quantidade de c-DNA estimada em volume de reagdo foi usado
para a PCR especifica para hTERT.

A avaliagdo da qualidade da sintese foi feita por PCR especifica para o gene
constitutivo GAPDH, onde foram usados iniciadores para o gene humano com a
seguinte seqiiéncia: GAPDHIF 5" - CTG CAC CAC CAA CTG CTT A -3¢
GAPDH2F 5" - CAT GAC GGC AGG TCA GGT C - 3’, que amplificam um
fragmento de 290 nucleotideos contidos nos exons 6 e 7 deste gene. O resultado da
reagdo foi avaliado em gel de agarose 1%. O protocolo para esta reacdo estd

demonstrado a seguir.


https://catalog.invitrogen.com/index.cfm?fuseaction=viewCatalog.viewProductDetails&productDescription=122&
https://catalog.invitrogen.com/index.cfm?fuseaction=viewCatalog.viewProductDetails&productDescription=122&

30

4.5.1 Protocolo para amplificacio de GAPDH a partir de c-DNA

1 reacao
Tampdo 10 x 2,0 uL
MgCl, 50 mM 0,6 uL
dNTPs (2mM) 2,0 uL
Taq (Su/ul) 0,2 uL
Iniciador GAPDHPIF (10uM ) 0,8 uL
Iniciador GAPDHP2R (10pM) 0,8 uL
H,O 11,6 uL
c-DNA 2,0 uL
Total 20 uL

94°C-5°

94°C -30”
62°C —45” 16, 20 e 24 ciclos

72°C — 457

72°C -4 Hold at 4°C

Para avaliar a expressdo de hTERT, empregamos as condi¢cdes da reagdo
descritas no protocolo a seguir, onde os iniciadores para hTERT usados foram
previamente descritos (SNIJDERS et al . 1998). Os iniciadores sdo os seguintes:
hTERTRTIF 5"GAA GGC ACT GTT CAG CGT GCT CAA C 3¢ hTERTRT2R
5" GGT TTG ATG ATG CTG GCG ATG ACC 3'. Estes oligonucleotidios sdo
complementares a seqiiéncia presente nos exons 5 e 6 respectivamente, o produto
desta reagdo ¢ de 230pb e foi avaliado em gel de poliacrilamida 8% e corado com

prata.
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4.5.2 Protocolo para reacio de RT-PCR especifica para hTERT apos sintese

de c-DNA
Reacio
1 reacao

Tampado 10 x 2,0 uL
MgCl, 25mM (Roche) 1,6 uL
dNTPs (2mM) (Roche) 1,0 uL
Taq Gold (5U/uL) (Roche) 0,2 uL.
RThTERT 1F (20uM) 0,4 uL
RThTERT 2R (20uM) 0,4 uL
H,0 9,4 uL
c-DNA 50ng (xulL)
Total 20 uL

Amostras de c-DNA

94°C - 12’

94°C - 45~

62°C —45” 28,32 e 36 ciclos

72°C —45”

72°C — 5 min

4°C o

4.6 DETECCAO E QUANTIFICACAO DA ATIVIDADE DE

TELOMERASE

O principio desta metodologia, consiste na extensao de um substrato, pela
telomerase contida no extrato celular, apds esta extensdo, segue-se uma reacao de
PCR para amplificagdo numérica dos fragmentos estendidos pela telomerase do
extrato celular. A detecgao fluorimétrica da atividade de telomerase bem como a
quantificagdo desta atividade nas amostras analisadas, foi feita através do Kit
TRAPeze XL (telomerase detection kit, Chemicon International, CA. USA), usando-
se um espectrofluorémetro (RF 1501, SHIMATZU), capaz de medir a emissdo de

fluorescéncia das amostras.
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O sistema usado pelo kit TRAPeze XL telomerase detection, consiste em um
iniciador que foi desenhado para possibilitar a emissdo de fluorescéncia, apenas
quando este estiver incorporado a um produto de PCR, logo o aumento da emissao de
fluorescéncia esta diretamente correlacionado a quantidade de produto gerado nesta
reacdo, onde o fluordforo (doador de energia) e o aceptor DABSYL [4-
(dimetilamina)azo benzeno acido sulfonico] estdo proximos na estrutura de “hairpin”
e quando o iniciador estiver incorporado no produto de PCR de fita dupla, a estrutura
de “hairpin” é desenrolada através da atividade da polimerase. Nesta conformagao
estendida, a distancia entre o doador de energia e o aceptor ¢ aumentada gerando
assim a emissdo de fluorescéncia, (Figura 6).

A quantidade de extrato celular usada para avaliagdo da atividade de

telomerase foi de 1,5ug de proteina total quantificada usando-se sistema de Bradford.
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Adicao de repeticdes teloméricas pela telomerase

Sintese da fita complementar nos ciclos da PCR

|

Amplificagéo por PCR

Acumulo de produto de TRAP fluorescente 1 n
D

Figura 6 - Esquema de funcionamento do Kit. Cada seta pequena na linha A,
representa os 6 nucleotideos da repeticdo telomérica (TTAGGG), os circulos
pequenos pintados de preto representam o aceptor (DABSYL) e os circulos abertos
representam o fluor6foro capturado pelo DABSYL.

A fluorescéncia gerada pelo Kit usado, pode ser medida por varios métodos.
Neste trabalho optamos por usar um espectrofluorometro sendo as medidas feitas em
cubetas. Como recomendado pelo fabricante, neste caso os produtos gerados na
reagcdo de PCR devem ser diluidos trinta vezes, com uma solugdo de 10 mM de Tris-
HCI pH 7.4, 0.15M de NaCl e 2 mM de MgCl,. Os comprimentos de onda para as
medidas foram de 495nm (excitacdo) e 516nm (emissao) para fluoresceina, (emitidos
pelos fragmentos estendidos pela telomerase) e 600nm (excitagdo) e 620nm
(emissdo) para sulforodamina, (emitido pelos fragmentos do controle interno

fornecido no kit). O protocolo usado para extensao telomérica e PCR, foi o seguinte.
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4.6.1 Protocolo de extensao telomérica e PCR

Dilui¢des do molde fornecido pelo kit TSRS, para curva de calibragio

tubo 1 tubo 2 tubo 3 tubo 4
10uL - 2uL—- + 8uL — 2uL— +8puL — 2uL — + 8uL
0,2 amol 0,04 amol 0,008 amol 0,0016 amol

Montagem da reacio

1 reacio ( x)total
5x Trapeze reaction Mix 10 pLL
Taq Polimerase recombinante (invit) 0,4 nLL
dH,0 29,6 pLL
Extrato Celular X 1,5 pg
Volume total 50 pLL
1% etapa
extensdo telomérica por telomerase — 30" - 30°C
2% etapa

PCR apés extensdo
94°C-5"

94°C — 30~

55°C— 30”7 36 ciclos
72°C- 17

72°C -4’

4° o0
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47 ANALISE ESTATISTICA

Os valores de atividade de telomerase foram comparados nos grupos com e
sem metilagdo, através do teste de MANN-WHITNEY, para avaliacdo da existéncia
de diferenca entre as médias da atividade de telomerase nos grupos com e sem
metilacdo. Além disso o coeficiente de correlacio de SPEARMAN, foi usado para
determinar se havia correlagdo linear entre metilagdo e atividade de telomerase. Para
todos os testes estatisticos foi usado nivel de significancia de p < 0,05.

Andlise da distribui¢do de metilagdo ao longo da regido estudada foi feita
dividindo-se o promotor em 5 regides, cada uma com 15 dinucleotideos CpG. Esta
variavel foi analisada em relagdo a atividade de telomerase através do teste de

MANN-WHITNEY.



36

5 RESULTADOS

5.1 LINHAGENS CELULARES E CULTURAS PRIMARIAS

5.1.1 ANALISE COM ENZIMAS DE RESTRICAO

As Figuras 7 e 8 mostram os resultados de PCR apés restricdo com as
enzimas Hpa Il e Msp | para o fragmento de hTERT em estudo. Para cada uma das
linhagens a primeira coluna no gel, representa o DNA desta linhagem tratado com a
enzima Hpa Il, na segunda coluna de cada linhagem, o DNA ¢ submetido as mesmas
condi¢cdes de restricdo, s6 que na auséncia da enzima. J4 na ultima coluna de cada
linhagem, este DNA ¢ submetido a restricdo com a enzima Msp |.

Observando os resultados de restricdo, verificamos que apenas a linhagem
CasKi possui os sitios das enzimas totalmente metilados, ja& que observamos a
amplificacdo do fragmento do promotor em estudo nesta linhagem, mesmo quando
tratada com a enzima Hpa Il (Figura 7). Vale destacar que, no fragmento do
promotor de hTERT em estudo, existem 75 sitios possiveis de serem metilados e
com estas enzimas, apenas 7 sitios podem ser avaliados. Portanto esta metodologia
serve para mostrar um padrdo inicial da metilagdo neste promotor, além de servir
como comparacao para os dados de sequenciamento.

Nas demais linhagens, SiHa, HeLa, C33, 698, 18Nco, NHK e HFF, podemos
observar que apenas a coluna que corresponde ao DNA nio tratado com as enzimas,
apresenta o fragmento do promotor de hTERT. Isto deve ser interpretado como
indicativo de que as condigdes de PCR s3o adequadas. Para amplificagdo do
fragmento de interesse. A auséncia de um fragmento na altura esperada deve indicar,

portanto, que pelo menos um dos sitios das enzimas se encontra desmetilado.
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SiHa Msp |

SiHa
HelLa Msp |

CasKi Hpa Il

Hela Hpa Il
CasKi

SiHa Hpa |l
Hela
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C 33 Hpa ll
C 33 Msp |
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C 33
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N
650D [=p>
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Figura 7 - Gel de agarose 1%, mostrando reagdo de PCR com o DNA das linhagens
indicadas no gel, para o promotor de hTERT apos restricdo dos mesmos, com as
enzimas indicadas.
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18 Nco Msp |
NHK Hpa Il

18 Nco Hpa Il
NHK

18 Nco
HFF Hpa Il
HFF Msp |

NHK Msp |
HFF

g
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(o)}
j<e]

698 Msp |
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Figura 8 - Gel de agarose 1%, onde observamos o produto de PCR do DNA das
linhagens indicadas no gel para o promotor de hTERT, ap0s restricdo destas amostras
com cada uma das enzimas indicadas.
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512 PCR E SEQUENCIAMENTO APOS TRATAMENTO COM

BISSULFITO DE SODIO DAS LINHAGENS

A padronizagdo da reacdo de PCR apos o tratamento com bissulfito de sddio
foi definida, utilizando-se um DNA de uma linhagem de mama normal, 220N
conforme (COSTA et al . 2004), pelo fato de ser sabido que esta amostra estava
viavel para amplificagdo por PCR apos o tratamento com bissulfito de s6dio. (dados
nao apresentados).

Na Figura 9, observamos os fragmentos amplificados apds a modificacdo do
DNA com bissulfito de s6dio possuem o mesmo tamanho. Estes produtos de PCR,
foram usados para clonagem e sequenciamento do promotor em analise. Em seguida
observamos a figura 10 com os perfis de metilacdo para cada uma das linhagens

estudadas.
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Figura 9 - Gel de agarose 1%, com os produtos da reagdo de NESTED PCR apos
tratamento com bissulfito de sodio.
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Figura 10 - representacdo do perfil de metilagdo no promotor de hTERT com os 75
sitios CpG. As elipses pretas, sdo os sitios metilados, as coloridas de cinza sdo sitios
parcialmente metilados, as elipses vazias sdo os sitios sem metilacdo e a seta com a
indicacdo +1 representa a localizacdo do ATG inicial em relacdo a regido promotora.
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Observamos na Figura 10 que cada uma das linhagens estudadas apresentam
um perfil diferente em relagdo a metilagdo na regido do promotor de hTERT. Essa
diferenga se da tanto na localizacdo dos sitios metilados, quanto no nimero de sitios
metilados ao longo do promotor.

Na linhagem SiHa, os dinucleotideos CG metilados se encontram
principalmente na regido inicial do fragmento do promotor estudado, exibindo um
padrao bem uniforme de distribuicdo nessa regido, assim como os dois sitios
metilados encontrados na por¢do final do fragmento para esta linhagem,
caracteristica encontrada nos 4 clones seqiienciados. Um Ttnico sitio metilado,
encontrado no 3° clone desta linhagem, ndo esta presente nos demais clones
seqiienciados, por isso este sitio foi considerado como sendo um sitio desmetilado,
pois para a defini¢do do padrao de metilagdo, deve prevalecer a média de sitios onde
¢ encontrada metilacao.

Quando temos dois sitios metilados nos quatro clones este é considerado
parcialmente metilado. Entretanto, estas andlises ndo permitem fazer inferéncias
funcionais diretas, uma vez que deve-se considerar eventuais erros do método.
Podemos observar também que apenas um dinucleotideo correspondente a fatores de
transcri¢ao encontra-se metilado, € o de nimero 18 e corresponde a Spl.

Na linhagem Hela, o padrao de metilacdo se mostra mais distribuido ao
longo de toda a regido analisada. Nesta linhagem também, os sitios metilados estdo
em concordancia entre todos os clones analisados. Outro unico dinucleotideo CG,
50°, esta metilado em um sitio de restricdo para as enzimas usadas, ja em relagdo aos
sitios correspondentes aos fatores de transcricdo, nenhum destes se encontra

metilado, tanto para Spl quanto para os sitios de c-Myc.
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Observando o perfil de metilagdo para a regido avaliada na linhagem CasKi,
notamos um perfil diferente em relagdo aos até entdo comentados, nesta linhagem
podemos perceber que existe uma abundancia de metilagdo ao longo da regido do
promotor de hTERT. Nos clones avaliados, podemos identificar a ocorréncia de
metilacdo nos diversos sitios referentes as enzimas utilizadas, sendo que nos trés
clones apresentados, todos os sitios para essas enzimas estdo metilados, bem como os
sitios para liga¢ao dos fatores de transcri¢do Spl e Myc.

Na andlise feita com os clones da linhagem C33, um perfil variado ¢
encontrado, mas com predominancia de sitios desmetilados. Nota-se um perfil
difuso de metilagdo, principalmente na por¢do inicial do fragmento estudado, onde
dois sitios estdo parcialmente metilados, sendo que um deles (n° 13) corresponde a
um sitio de ligagdo de Spl. Nenhum sitio para o fator de transcricdo Myc esta
metilado nos clones estudados.

A maior quantidades de CpG desmetilados é encontrada nos clones da
linhagem 698: esta possui apenas um dinucleotideo metilado nos quatro clones
estudados, sendo este o sitio de numero 19, onde ndo ha coincidéncia nem com sitios
de restri¢do das enzimas nem com os sitios dos fatores de transcri¢ao identificados
neste promotor.

Assim como na linhagem 698, a andlise dos clones da linhagem 18Nco
demonstrou uma quantidade de sitios metilados bem pequena, sendo apenas dois em
toda regido estudada, estes sdo os dinucleotideos 4 ¢ 28, que também nao coincidem
com nenhum sitio de corte das enzimas ou de ligagdo dos fatores de transcrigdo.

Na linhagem de queratindcitos normais NHK, os trés dinucleotideos iniciais
da porcdo 5'do fragmento estudado encontram-se parcialmente metilados, mas

novamente, nenhum dos sitios metilados corresponde a algum sitio de restricao das
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enzimas ou de ligacdo dos fatores de transcricdo tendo predominante metilagdo na
regido 5 deste fragmento e na regido central do mesmo.

Na ultima linhagem avaliada, de fibroblastos normais HFF, o perfil de
metilacdo desse fragmento se apresenta hipometilado, tendo apenas um dinucleotideo
parcialmente metilado, o de numero 63, o qual ndo corresponde a nenhum sitio de
restricdo ou de ligagdo dos fatores descritos neste fragmento

Nos graficos seguintes, estdo exibidos os perfis de metilagdo no promotor de
hTERT, entre dinucleotideos metilados e nao metilados, para cada uma das linhagens
avaliadas, a fim de comparar as diferencas entre o grau de metilagdo nas linhagens

normais, tumorais e imortalizadas.
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Figura 11 - Grafico do perfil predominante de metilagao do promotor de hTERT.
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O Grafico mostrado na Figura 11, expressa claramente que nas linhagens
utilizadas, sejam elas tumorais, imortalizadas ou normais, o perfil de metilagao
predominante ¢ de hipometilagdo nesta regido estudada, entretanto uma excegao se
nota na linhagem CasKi, que possui nos diversos clones um percentual de metilagdo
amplamente superior a cada um destes clones estudados nas demais linhagens. Além
disso, podemos notar também que os dinucleotidios CpG sobrepostos aos sitios de
ligacdo para os fatores de transcrigdo, so estdo metilados na linhagem CasKi.

Uma constatagdo com relagdao ao perfil de metilacdo desta regido € que nas
linhagens tumorais, parece haver mais metilagdo nesse fragmento estudado, que em
relacdo aquelas consideradas normais (com exce¢do dos NHK) ou imortalizadas,

como mostra a Figura 12.
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Figura 12 - Distribui¢do da metilagdo na regido do promotor estudada nas diferentes
linhagens.
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513 DETECCAO E QUANTIFICACAO DA ATIVIDADE DE

TELOMERASE NAS LINHAGENS

Dois experimentos foram realizados, em relagdo a deteccdo da atividade de
telomerase, onde podemos observar que para as linhagens tumorais como, SiHa,
HeLa, CasKi e C33, o valor médio da atividade de telomerase, se apresenta acima do
valor de defini¢do para uma amostra ser considerada positiva. Nas linhagens
imortalizadas utilizadas no estudo, 698 ¢ 18Nco, os valores da atividade média sdo
considerados também positivos e parecidos entre ambas.

A definicdo de positividade para telomerase foi determinada de duas
maneiras. A primeira onde foram usados os valores de NHK para se estabelecer um
valor de corte funcional (cut-off func.), usando o valor da média de atividade da
linhagem normal (NHK) com maior valor médio de atividade, mais trés vezes o

desvio padrao desta linhagem, sendo assim temos:

Telo+ func. = > 8,00 URF + 3 desvios padrao. NHK URF (Unidades

Relativas de Fluorescéncia).

Sendo assim temos que o valor de corte funcional para as linhagens é de
22,24 URF, determinado na Figura 13 pela linha vermelha pontilhada.

Um outro valor de corte, sendo agora determinado pelo controle negativo de
cada experimento foi definido para as linhagens, onde foi usado o valor médio do
controle negativo dos experimentos que se utiliza apenas do tampao de lise no lugar

de um extrato inativo. Este foi definido como:



50

Telo + Exp. => 18,91 + 3 desvios padrao URF.

Desta maneira temos que o valor de corte experimental para as linhagens ¢ de
18,91 URF, determinado na Figura 13 pela linha continua azul. Todos os valores
para estes experimentos estao na Tabela 1.

Escolheu-se utilizar os valores de NHK para defini¢do de um valor de corte,
apesar de ter valores basais de atividade de telomerase, uma vez que as demais
linhagens utilizadas, tanto as derivadas de tumores quanto as imortalizadas, sdo de

origem epitelial.
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Quantificacéo da atividade média de Telomerase
nas linhagens
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Figura 13 - Perfil de atividade de telomerase e seus valores médios, para dois
experimentos independentes e o respectivo desvio padrdo. A linha pontilhada
vermelha representa o “cut-off” funcional e a linha continua azul representa o “cut-

off” experimental, (vide texto).

Tabela 1 - Distribui¢do dos valores quantitativos da atividade de telomerase,
mostrando a variagdo entre os dois experimentos, os valores de média e desvio
padrdo para cada uma destas linhagens, bem como para os controles negativo e

positivo.
1° 2°
Média Desvio Padrdo | experimento | experimento

SiHa 53,00 4,28 49,975 56,032
HelLa 47,98 2,99 45,866 50,096
CasKi 47,15 4,31 44,106 50,2

C33 64,05 2,04 65,49 62,607
698 42,74 2,78 40,771 44,707
18Nco 42,18 1,08 42,94 41,416
NHK 8,00 4,74 4,649 11,358
HFF 2,19 0,95 1,52 2,865
cont + 81,47 12,77 72,441 90,494
cont - 18,91 0,00 18,903 18,909




52

5.1.4 RT-PCR PARA AVALIACAO DA EXPRESSAO DE hTERT NAS

LINHAGENS

De um modo geral, estes experimentos nao foram satisfatorios, e portanto, os
resultados devem ser avaliados com cautela. Apesar do fragmento especifico para
hTERT ser amplificado, ndo se observa um aumento da intensidade do produto ao
longo dos ciclos, o que inviabiliza qualquer inferéncia quantitativa.

O problema parece estar na amplifica¢do especifica do c-DNA de hTERT,
uma vez que os resultados do controle (GAPDH) sdo satisfatorios.

Apesar do exposto, observar-se para a linhagem C33, a qual possui o maior
valor de atividade de telomerase, a amplificagdo do fragmento hTERT especifico se
da quatro ciclos antes do que todas as demais linhagens. Na linhagem CasKi o
fragmento observado no gel ndo possui intensidade condizente com a atividade de
telomerase apresentada por esta linhagem. Entretanto, pelo exposto, estes resultados

nao podem ser considerados conclusivos.
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Linhagens
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Figura 14 — Perfil eletroforético dos produtos de RT-PCR com o c-DNA das
linhagens, esquema de semi-quantificacdo feito com trés ciclos diferentes para as
linhagens e trés temperaturas para GAPDH, usado como normalizador para o
experimento.
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5.1.5 CORRELACAO ENTRE ATIVIDADE DE TELOMERASE E

METILACAO NO PROMOTOR DE hTERT.

Observa-se na Figura 15, que existe uma grande dispersdo dos pontos dos
valores de atividade de telomerase em relagdo a metilagdo. Podemos observar
auséncia de correlacdo entre atividade de telomerase e metilagdo.

A avaliagdo feita com a metilacdo nas diferentes regides desse promotor, nao
demonstrou significancia estatistica para cada uma destas regides, nem nos sitios
CpG correspondentes a ligagdo dos fatores de transcri¢do onde os valores de “p” para

cada uma destas regides de 1 a 5 sdo os seguintes: pl = 0,81; p2 = 0,15; p3 = 0,95;

p4=0,13 e p5=0,79.
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Figura 15: Diagrama de dispersdo entre metilagdo e atividade de telomerase.

Foram empregados na andlise, os valores absolutos de atividade para cada
uma das medidas. Portanto, existem no grafico dois pontos relativos a cada valor
dessa medida de atividade por amostra. O valor do coeficiente de correlagdo foi de

r=0,26 e o valor de significancia estatistica foi de p = 0,321.
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5.2 - TECIDOS DERIVADOS DE NIC E DE ESFREGACOS DO COLO

DO UTERO

Inicialmente foram analisados tecidos derivados de NIC de 17 pacientes
obtidos junto ao IBCC e esfregagos de colo uterino de 17 mulheres participantes do
estudo prospectivo LUDWIG — McGill, que avalia aproximadamente 2.500 mulheres
quanto a presenga de DNA de HPV em esfregagos e os riscos em relagdo ao
desenvolvimento de doenca.

A tentativa de amplificacdo ap6s o tratamento com bissulfito de s6dio por
PCR, resultou em apenas 8 amplificagdes para os tecidos derivados de NIC e 13 para
os esfregagos de colo uterino. Dos materiais oriundos de NIC que tiveram o
fragmento amplificado, 2 deles ndo geraram colOnias vidveis ao sequenciamento,
portanto em apenas 6 amostras foi possivel obter o perfil de metilagdo da regido em
estudo.

Posteriormente, as analises do perfil de metilacdo, foram feitas analises da
expressao de telomerase nas amostras de esfregaco cervical, onde foi observada uma
variacdo dos valores muito discrepante entre as repeticoes dos experimentos com

estas amostras. Devido a este fato optou-se por excluir estas amostras das analises.
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5.2.1 VALORES DE ATIVIDADE DE TELOMERASE PARA OS TECIDOS

DERIVADOS DE NIC

Na Tabela 2, encontram-se os valores obtidos na quantificagdo da atividade
de telomerase dos tecidos derivados de NIC, bem como os valores da média e do
desvio padrdo em cada experimento. Tais valores foram usados na constru¢do da
Figura 16.

Para que a amostra fosse considerada telomerase positiva, tomou-se o
valor médio do controle negativo do kit e adicionou-se trés vezes o desvio padrao,
sendo assim, temos que os tecidos derivados de NIC telomerase positivos, serdo

aqueles que tiverem valores superiores a 34,61 URF, obedecendo a féormula:

Telo += > 22,29 + 3 desvios padrao. URF.

Para estas amostras ndo se utilizou controle de linhagem telomerase negativa.
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Tabela 2 - Valores médios de atividade de telomerase para os tecidos derivados de
NIC analisados, onde sdo mostrados pelo menos dois experimentos para cada
amostra e os valores preenchidos com X, ndo foram avaliados.

1° 20 3° 4° Desvio
Média experimento f experimento f§ experimento § experimento Padrao
Baixo grau (NIC I) NIC 4 11,745 11,479 12,01 X X 0,38
NIC Il NIC 1 21,77 21,255 22,031 22,025 X 0,45
NIC II NIC 2 19,605 17,599 18,49 22,725 X 2,74
NIC 11l NIC 3 8,536 10,929 6,143 X X 3,38
Alto grau NIC 6 21,137 12,92 19,158 31,334 X 9,37
NIC 8 8,305 3,48 3,877 14,216 11,647 5,45
NIC 9 59,294 57,393 64,321 56,167 X 4,4
NIC 10 | 35,728 79,528 20,38 7,276 X 38,49
Média dos valores de atividade de Telomerase em
NIC
160,000
140,000 -
8 120,000
< 100,000
2 80,000 1 _
@ 60,000 -
o 40,000
T 20,000 -
0,000 - =
-20,000 NiC-1TNIC 2 NIC 3 NIC 4 NIC 6 NIC 8 NIC 9 NIC—Cont Cont
10 -

Amostras

Figura 16 - Média dos valores de atividade de telomerase para tecidos derivados de
NIC. Os valores apresentados sdao valores médios de pelo menos dois experimentos
independentes para cada uma das amostras e seus respectivos desvios padrao, onde a
linha vermelha representa o “cut-off” experimental definido para as analises.
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5.2.2 PERFIL DE METILACAO DE NIC

No momento em que as biopsias foram cortadas para obtengcdo de RNA, uma
nova avaliagdo foi feita em relagdo a graduagdo histologica destas amostras. Por se
tratarem de lesdes diminutas, constatamos com pesar que a maioria perdeu parte do
epitélio que caracterizava a lesdo descrita anteriormente. Com isso, restaram as
seguintes: amostras 1 e 4 ainda restava epitélio que caracterizava essas amostras com
o mesmo grau histologico quando coletado para avaliacdo de telomerase e o perfil de
metilagdo do promotor; a amostra 6, que havia sido classificada como NIC II, passou
entdo a ser classificada como NIC I com possivel infiltrado inflamatério. Assim,

apenas destas amostras ¢ mostrado o perfil de metilagdo (Figura 17).
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Flgura 17 - Perfil de metlla(;ao dos tecidos derivados de NIC. As elipses vazias,
correspondem aos dinucleotideos sem metilacdo, as coloridas de preto, aos
dinucleotideos metilados e as coloridas de cinza os dinucleotideos parcialmente

metilados. A seta com indicag@o +1 corresponde ao ATG inicial.
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5.2.3 RT-PCR PARA AVALIACAO DA EXPRESSAO DE hTERT NOS

TECIDOS DERIVADOS DE NIC

Notamos nos experimentos de RT-PCR para os casos derivados de NIC que
nao houve amplificacdo do fragmento especifico de hTERT apds a PCR.Acredita-se
que o problema esteja na qualidade e eventual qualidade dos RNAs extraidos. J& o
fragmento observado na amostra de nimero 7 corresponde ao tamanho esperado para

esta reagdo. Infelizmente ndo foi possivel obter o perfil de metilagdo desta amostra.
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Figura 18 — Perfil eletroforético dos produtos de RT-PCR com o ¢c-DNA dos tecidos
derivados de NIC. Esquema de semi-quantificagdo feito com trés temperaturas
diferentes para cada uma das amostras e trés temperaturas para GAPDH. (Materiais e

Métodos).
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6 DISCUSSAO

O controle da transcricado de hTERT ¢ influenciado por uma grande variedade
de mecanismos, que ativam ou reprimem 0s processos carcinogénicos em humanos,
sobretudo, entres os mecanismos candidatos a regulagdo transcricional de hTERT,
sugeridos por evidéncias como a ilha de CpG na regido promotora deste gene,
necessitam ainda serem provados como reguladores endogenos ou fisiologicos, dos
quais as alteragdes durante a carcinogénese, desempenhem uma fungdo causal na
ativagdo de hTERT nas células cancerosas, (HORIKAWA e BARRETT 2003)
(Figura 19).

Analises iniciais do promotor de hTERT, mostraram que uma regido de
181pb, a montante do sitio inicial de transcricdo, correspondia a principal regido
ativadora deste promotor. Nesta regido também foram descritos sitios de ligagao dos
fatores de transcricdo, como Myc e Spl, através de reconhecimento de anticorpos
adsorvidos ao extrato nuclear de células C33A (TAKAKURA et al . 1999). No
mesmo trabalho foi entdo sugerido que esta regido do promotor com os sitios de
ligagdo para este fatores de transcrigdo, seria importante na ativacao transcricional do
promotor de hTERT

O trabalho de Kyo et al. (2000) avaliou a influéncia dos fatores de transcri¢do
Spl e Myc na transcri¢do de hTERT, em diferentes células como SiHa, HeLa e C33.
A mutagdo de alguns destes sitios, como o de Myc localizado a 150pb a montante do
sitio inicial de transcrigdo, teve um efeito de redugdo da ativagdo transcricional de
hTERT de 60% na linhagem C33, medido através da atividade de ensaios com
luciferase. Por outro lado, apenas efeitos marginais na diminuigdo desta atividade e
da expressdo de hTERT foram observados na linhagem SiHa, sugerindo que a

influéncia dos fatores de transcrigdo citados varia de acordo com o tipo de célula.
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Fonte: Modificado de HORIKAWA ¢ BARRETT (2003)

Figura 19 - Esquema representativo mostrando alguns dos mecanismos de controle
que podem influenciar a regulagdo trasncricional de hTERT, atuando no promotor.
Os sitios demostrados na figura ndo estdo em escala. E, sdo os dois sitios de ligagdo
para c-Myc (CACGTG), AC, acetilacao de histonas e outros fatores a montante ¢ a
jusante do sitio inicial de transcrigdo.
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Um dos primeiros relatos de um mecanismo de regulagdo negativa de hTERT
foi a descricdo de um sitio de ligagdo do gene supressor de tumor WTI1 neste
promotor, onde o nivel de mRNA de hTERT foi reprimido em células 293T, que ¢
uma linhagem derivada de epitélio renal imortalizada com atigeno T de SV 40.
Contudo, o efeito inibidor ndo foi observado em células HeLa no mesmo trabalho,
sugerindo que o sistema de repressao transcricional de hTERT por WT1 seja tecido
ou célula especifico (OH et al. 1999).

Outros fatores foram relacionados a repressdao de hTERT e por conseqiiéncia
a atividade de telomerase, j& que hTERT ¢ considerado o fator limitante para a
atividade de telomerase. Entre estes fatores, p53 foi mostrado como um repressor que
atuaria possivelmente influenciando a ligagdo do fator de trasncri¢do Spl, no seu
sitio no promotor de hTERT, por estar ligado a esta por¢do do DNA. Entretanto a
inibi¢do da atividade de telomerase em células SiHa, ndo foi seguida de diminuigdo
na proliferagdo nem resultou em apoptose, como nas demais células testadas,
ME180, TSU-PR1 e DU145 (KANAYA et al. 2000).

Devido aos muitos relatos sobre alguns mecanismos de regulacdo positiva e
negativa de hTERT ser influenciada por Spl ou Myc, foi dada uma importancia em
se observar os sitios de ligagdo para estes fatores neste trabalho. Além da possivel
influéncia dos fatores de transcricdo na regulagdo de hTERT, trabalhos que
mostraram a influéncia de elementos responsivos a estrogeno localizados na porgao
5" que flanqueia o gene de hTERT, capazes de se ligar a por¢ao o de receptores de
estrogeno ¢ com isso, serem capazes de alterar a conformagdo da cromatina nesta
regido, favorecendo a transcri¢do de hTERT e a ativacdo de telomerase (MISITI et

al. 2000).
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Eventos epigenéticos tem sido avaliados como de grande importancia na
regulagdo da expressdo de alguns genes (SHI et al . 2003). Um dos principais
eventos epigenéticos avaliados em varios estudos sobre controle de expressdo génica
¢ a metilagdo de regides conhecidas como ilhas de CpG, que sdo regides de 0,5 a
4KDb, normalmente localizadas nas proximidades de regides promotoras de quase a
metade dos genes de mamiferos (JONES e BAYLIN 2002)

A hipermetilagdo das regides promotoras de alguns genes, com fungao
comprovadamente de regulagio do ciclo celular (P16™%*) ¢ de reparo do DNA
(hMLH1), estad diretamente relacionada a perda de tais mecanismos de controle na
replicagdo celular (ESTELLER 2002). Por outro lado a hipometilacdo de regides
promotoras de genes que conferem vantagem proliferativa para alguns tipos
celulares, tem demonstrado que este mecanismo ¢ importante na progressao de
algumas neoplasias (DE CAPOA et al. 2003).

A analise do perfil de metilagdo através de restrigdo com as enzimas Hpa Il e
Msp I, foi corroborada pelos dados de sequenciamento, onde a metilagio de hTERT
em linhagens derivadas de tumores de colo uterino foi avaliada e os resultados
demonstram um perfil de metilagao diferente para cada uma destas linhagens.

Todas as analises estatisticas usadas para testar uma possivel relacdo entre a
metilacdo e a inibi¢do da expressdo de hTERT e da atividade de telomerase, nao
demonstraram correlagdo, dado que ja foi observado por outros autores,
(DEVEREUX et al . 1999). A analise inicial foi realizada com enzimas de restricdo
na tentativa de se ter um indicativo preliminar, do perfil de metilagdo de uma parte
importante do promotor de hTERT, onde existem sitios de ligagdo para fatores de

transcri¢do como C-Myc e Spl que ja foram descritos como sendo importantes no
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mecanismo de ativacdo de hTERT em outras linhagens celulares (TAKAKURA et
al. 1999).

A analise por restricdo com as demais linhagens, demonstra que nenhuma
apresenta o fragmento esperado apds a amplificagdo por PCR dessas linhagens,
indicando que pelo menos um dos sitios referentes as enzimas esta desmetilado.

Quando analisamos os dados obtidos por seqlienciamento apos tratamento
com bissulfito de sédio da regido promotora de hTERT, podemos notar que tanto
para as linhagens consideradas telomerase negativas, NHK e HFF, quanto para
aquelas consideradas telomerase positivas, SiHa, HeLa, CasKi, ndo existe um perfil
de metilagdo definido para este promotor. Isto pode ser indicativo de que a atividade
de telomerase nestas linhagens ndo dependa exclusivamente da metilagdo nessa
regido, ou que a metilagdo desse promotor ¢ um evento secundario na regulacao da
atividade de telomerase.

Estes resultados estardo em contraste com o conceito de repressdo da
expressdo génica mediada por metilacdo, dado este que ja foi observado em outros
estudos envolvendo analise do promotor de hTERT com relagdo a metilagao e a
atividade de telomerase (GUILLERET ¢ BENHATTAR 2003; WIDSCHWENDTER
et al . 2004a). Portanto nosso achados sdo condizentes com a literatura.

E possivel observar também que ndo existe um padrio no perfil de metilagio
para esta regido promotora nas linhagens telomerase positivas aqui estudadas.
Notamos, também, que a distribui¢do da metilagdo nesta regido varia em cada uma
das linhagens analisadas, conforme relatado em outro estudo, (DEVEREUX et al.
1999).

A manutencdo da expressao de hTERT e da atividade de telomerase nas

linhagens usadas, principalmente naquelas em que o fragmento estudado encontra-se



68

amplamente metilado, pode ser induzida pela presenga continua nestas linhagens da
oncoproteina viral E6 de HPV de alto risco, que ja foi mostrado ser capaz de
promover ativagdo de telomerase em células telomerase negativas, (BAEGE et al .
2002). Isto pode ser mais um indicio de que a metilagdo, na presenca de outros
fatores indutivos da ativagao deste gene, ndo ¢ determinante na regulacdo da hTERT.

Da mesma maneira, ndo foi observada uma correlagdo positiva entre a
metilacdo do promotor nos tecidos derivados de NIC estudados, com a atividade de
telomerase apresentada por estas amostras. Entretanto, estes resultados sdo
prejudicados pela nao correlacdo entre as quantidades de materiais observados nos
diferentes experimentos, impedindo qualquer correlacdo com grau de lesdo nos
tecidos derivados de NIC.

Além disso, nos tecidos derivados de NIC, como ndo pode ser feito nenhum
tipo de separacdo das células do epitélio do colo do utero do tecido conjuntivo
presente nas bidpsias, ndo € possivel dizer que tanto o perfil de metilacio
apresentado como das amostras ¢ a atividade de telomerase referente a estas, seja
exclusivamente de tecido epitelial e representativo destas células.

A metilacdo em sitios especificos para ligagdo de fatores de transcrigdo como
c-Myc e Spl bem como em regides adjacentes, parece ndo afetar a expressdo de
hTERT e por conseqiiéncia a atividade de telomerase nas linhagens analisadas, assim
como nas linhagens telomerase negativas. O perfil hipometilado dessa regido
promotora, nao esta associado com a atividade de telomerase.

Os dados obtidos através da deteccdo de RNAm de hTERT nas linhagens
estudadas, estdo associados com a atividade de telomerase, observando-se uma maior
expressdo deste gene nas linhagens com maior valor de atividade de telomerase

como C33. Entretanto uma diminui¢do na intensidade do fragmento especifico para
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hTERT observada nas linhagens CasKi e 18Nco nao se relaciona com os niveis de
atividade de telomerase observados nestas células. Estes dados estdo de acordo com a
literatura recente, onde ocorre maior atividade de telomerase em lesdes e linhagens
derivadas de carcinoma de colo uterino (WINDSCHWENDTER et al . 2004a).

Este trabalho, portanto, corrobora a maioria dos achados existentes na
literatura sobre a metilagdo do prmotor de hTERT em linhagens derivadas de
tumores do colo do tutero. Entretanto, foi frustrada a tentativa de medir tal atividade
em esfregacos cervicais. Isto impediu que testdssemos nossa hipétese inicial de que a
metilacdo em hTERT pudesse servir como marcador de progressdo tumoral no colo
do ttero.

Recentemente publicou-se artigo onde demonstrou-se a viabilidade da
proposta e, de acordo com os autores, sua utilidade como um marcador de progressao

tumoral (WIDSCHWENDTER et al. 2004b)
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CONCLUSOES

As maiores atividades de telomerase foram observadas nas linhagens
celulares derivadas de tumores de colo uterino e naquelas imortalizadas por
HPV 16 e 18.

Culturas primdrias de queratinocitos ou de fibroblastos, ndo apresentaram
atividade de telomerase.

Apenas um caso de lesdo precursora do carcinoma do colo uterino de alto
grau (NIC III), apresentou atividade de telomerase em relagdo aos outros 7
casos de NIC de diferentes graus histologicos.

Nao houve correlagdo entre os resultados de atividade de telomerase e o perfil
de metilacdo observado nos 75 sitios CpG do fragmento que inclui o
promotor de hTERT.

Foi possivel detectar a expressio de hTERT por RT-PCR apenas nas
linhagens tumorais. Entretanto a falta de consisténcia das medidas semi-
quantitativas impediu que se fizesse qualquer correlagdo com a atividade de
telomerase.

Nas células e tecidos infectados por HPV outros fatores, além da metilagdo da

regido de hTERT, podem estar influenciando a atividade de telomerase.
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