
IDENTIFICAÇÃO DE GENES DIFERENCIALMENTE 

METILADOS EM LINHAGENS TUMORAIS DE MAMA 

ATRAVÉS DE TRATAMENTO COM AGENTE 

DESMETILANTE E CONSTRUÇÃO DE BIBLIOTECAS 

SUBTRATIVAS DE cDNA 

MURILO VIEIRA GERALDO 

Dissertação apresentada à Fundação Antônio 

Prudente para obtenção do título de Mestre 

em Ciências 

Área de concentração: Oncologia 

Orientadora: Ora. Anamaria Aranha Camargo 

São Paulo 

2006 



FICHA CATALOGRÁFICA 

Preparada pela Biblioteca do Centro de Tratamento e Pesquisa 

Hospital do Câncer A.C. Camargo 

Geraldo, Murilo Vieira 
Identificação de genes diferencialmente metilados em linhagens 

tumorais de mama através de tratamento com agente desmetilante 
e construção de bibliotecas subtrativas de cDNA I Murilo Vieira 
Geraldo-- São Paulo, 2006. 

123p. 
Dissertação(mestrado)-Fundação Antônio Prudente. 
Curso de Pós-Graduação em Ciências-Área de concentração: 

Oncologia. 
Orientadora: Anamaria Aranha Camargo 

Descritores: 1. CÂNCER DA MAMA/genética. 2. MARCADORES 
BIOLÓGICOS DE TUMOR. 3. METILAÇÃO DE DNA. 4. BIBLIOTECA DE 
GENES. 5. AZACITIDINA. 6. LINHAGEM CELULAR TUMORAL. 



"A vida é aquilo que 

acontece enquanto fazemos planos" 

(John Lennon) 



DEDICATÓRIA 

Aos meus alicerces: 

meu pai, lvaldir, exemplo de justiça e perseverança. 

minha mãe, Elvira, exemplo de ternura e dedicação. 

minha irmã, No/a, pelo carinho incondicional e amizade. 

minha Rita, pelo carinho e amor sempre tão intensos. 

' .. 



AGRADECIMENTOS 

À Ora. Anamaria A. Camargo, pela oportunidade de fazer parte de um 

excelente grupo de pesquisa e pelo exemplo profissional. Muito obrigado 

pela leitura criteriosa desta dissertação e pela disponibilidade e paciência 

infinitas. 

Ao MSc Ricardo P. Moura, pelo convívio diário durante a realização 

do trabalho, pelas críticas sempre construtivas e dicas sempre valiosas na 

realização dos experimentos de PCR em Tempo Real. A disponibilidade e as 

muitas longas conversas contribuíram muito para a realização deste 

trabalho. 

Ao Dr. Newton V. Verbisck, pelas críticas sempre construtivas, pela 

conversa, pela leitura cuidadosa deste trabalho e principalmente pela 

amizade e descontração, sempre importantes. 

À Maria Cristina Costa pela padronização das reações de 

seqüenciamento, etapa muito importante deste trabalho. 

À Ora. Ana Paula M. Silva, pela paciência nas instruções sobre o 

geNorm. 

À MSc Fabiana Bettoni, pela paciência, receptividade e atenção 

dedicados a mim durante minha chegada ao laboratório. 

Ao Dr. Raphael B. Parmigiani, pelas dicas e pelo tratamento das 

linhagens celulares. 

Aos colegas Fabrício F. Costa, Fernando Camargo, Maria Cristina F. 

Costa, Daniela F. lerardi, Érico T. Costa, Daniel O. Vidal e Ricardo P. Moura 



pela convivência, pelas ótimas conversas e pelas atividades 

"extracurriculares" desenvolvidas ao longo do trabalho. 

Aos outros colegas de laboratório Felícia P. Cavalher, Valéria Paixão, 

Fabiana Bettoni, Raphael Parmigiani, Lílian Pires, Lílian lnoue, Ana Paula 

Silva, Anna Christina Salim e Elisa N. Ferreira pelo ambiente de trabalho e 

pelos momentos de descontração. 

À Ora. Luísa L Villa (Laboratório de Virologia- I.L.P.C.) e sua equipe, 

em especial ao José Carlos M. de Prado pela disponibilidade e ajuda na 

fixação do cDNA nas membranas de nylon. 

À Ora. Dirce M. Carraro (Laboratório de Análise da Expressão Gênica 

- I.L.P.C.), pela disponibilidade e receptividade em seu laboratório e, em 

especial, aos seus alunos Maria Cristina Rangel, pela atenção, paciência e 

ajuda valiosa na realização das hibridizações do Northern Reverso e Paulo 

Pineda na amplificação do mRNA. A todo o laboratório, Nádia, Mariana, 

Tiago, Elisa, Ellen e Louise, obrigado pelos momentos de descontração. 

À Ora. Vilma R. Martins (Laboratório de Biologia Celular- I.L.P.C.) e 

ao Dr. Edgar Graner (Faculdade de Odontologia da UNICAMP - Campus de 

Piracicaba) pelo acompanhamento do meu trabalho desde o início, pelas 

críticas e sugestões. 

Ao Dr. Wilson Araújo Silva Jr. (Faculdade de Medicina da USP -

Campus de Ribeirão Preto) pela receptividade e, em especial ao Dr. Paulo 

Peitl Jr. pelos ensinamentos na realização do RaSH, pela amizade e pela 

ambientação à Ribeirão Preto, à Anemari O. R. Santos, pela extrema 

dedicação e ajuda no RaSH e ao Daniel G. Ribeiro, pela atenção e esforços 

dispensados com a webpage. A todo o laboratório pelo carinho especial 

nesta etapa do trabalho. 



À Ora. Mari Cleide Sogayar (Instituto de Química da USP), pela 

receptividade em seu laboratório e, em especial à Rita de Cássia S. Figueira 

pelo fornecimento do cDNA das amostras tumorais de mama, pelas dicas 

valiosas e pela leitura cuidadosa desta dissertação e ao Dr. Christian Collin 

pelas valiosas dicas para a elaboração, realização e interpretação dos 

resultados dos experimentos de Northern Reverso. 

À Ora. Silvia R. B. Uliana (Instituto de Ciências Biomédicas da USP), 

minha primeira orientadora e quem me apresentou à Biologia Molecular. 

Muito obrigado pelos puxões de orelha e pela confiança. Muito obrigado a 

todos os meus amigões do Laboratório de Leishmanioses: Camila, Renata, 

Denise, Henrique, Jenicer, Danilo e Fernando, pelo fantástico ambiente de 

trabalho, pelo carinho e pelos infinitos momentos de descontração. 

A todos os funcionários do I.L.P.C., pelo suporte técnico e 

administrativo. 

A todos os colegas do I.L.P.C., pela criação de um ambiente de 

trabalho favorável à obtenção de resultados positivos. 

À Diretora do I.L.P.C., a lima Prata. Ora. Luísa L. Villa, que, pela 

eficiente administração do Instituto, possibilitou excelentes condições para a 

realização do presente trabalho. 

À Suely Francisco e aos demais funcionários da biblioteca da 

Fundação Antônio Prudente, pela atenção e boa vontade na organização e 

revisão desta dissertação. 

À Ana Maria Kuninari e Luciana Pitombeira, da secretaria de Pós­

graduação, pela competência e pela atenção dispensadas aos alunos. 



Aos grandes amigos: Rodrigo A. Prado e Thiago M. Marques, pelos 

mais de vinte anos de amizade e Julio M. Ricarte, pela amizade dentro e fora 

da Biologia. Cada um, do seu jeito, fez com que cada resultado ruim fosse 

amenizado e rapidamente superado nesta trajetória. As "intimações" do fim 

de tarde sempre foram bem-vindas. 

Aos meus amigos Alexandre Takaki, Danilo F. Rodil, Marcelo W. 

Leite, Thierry Faria Lima, Ernesto S. Nakayasu e Almir P. Figueiredo, que 

fizeram parte da minha formação escolar e universitária. 

Aos Profissionais (Mineiro, Blanes, Sinas, Paulinho, Lili, Camila, Rita, 

Julio, Pipoca, Mari, Mona, Guilherme, PCR, Pererê entre outros) pelos 

muitos momentos de descontração juntos. 

À FAPESP e CAPES pelo suporte financeiro durante a realização 

deste trabalho. 

A todos os meus familiares que, com alegria, me empurraram "ladeira 

acima". Sempre. 

Ao meu tio Armando A. H. Vieira, que, pelo sucesso na carreira 

acadêmica, foi o incentivo para a escolha da minha profissão. Aos outros 

biólogos da família (Ana Maria e Aline) que compartilham o gosto pela 

Biologia. 

À minha querida família, lvaldir, Elvira e Nola pelo amor e amparo 

incondicionais, presentes em TODOS os momentos, pelo incentivo 

constante e pelas críticas construtivas. Vocês têm participação 

importantíssima em cada um dos meus passos até aqui. 



À minha Ritoca, meu amor, pela compreensão e pelos inesquecíveis 

"simples" momentos juntos. Seu carinho e dedicação foram imprescindíveis 

para a superação de todos os obstáculos neste trabalho. Muito obrigado pelo 

apoio intelectual e principalmente emocional da lindona nestes anos de 

graduação e pós-graduação. Obrigado à sua família, Jorge, Maria e Cézar, 

pela receptividade e carinho. 

A todos aqueles direta ou indiretamente envolvidos nesta jornada. 

Muito obrigado! 



RESUMO 

Geraldo MV. Identificação de genes diferencialmente metilados em 

linhagens tumorais de mama através do tratamento com agente 

desmetilante e a construção de bibliotecas subtrativas de cDNA. São 

Paulo; 2006. [Dissertação de Mestrado- Fundação Antônio Prudente] 

Uma das áreas mais promissoras na pesquisa sobre o câncer de mama é a 

identificação de marcadores moleculares que possam ser utilizados na 

detecção precoce da doença, na predição do prognóstico do paciente ou no 

desenvolvimento de abordagens terapêuticas alternativas, reduzindo, assim, 

as taxas de mortalidade e morbidade associadas à doença. Alterações 

epigenéticas têm sido associadas à tumorigênese, e a metilação do DNA é 

um dos mecanismos epigenéticos mais estudados. A metilação do DNA está 

associada ao silenciamento gênico e alterações no padrão de metilação têm 

sido utilizadas com freqüência na caracterização de genes relacionados ao 

câncer, assim como marcador tumoral para o diagnóstico e prognóstico da 

doença. Neste trabalho, nós identificamos genes possivelmente silenciados 

por metilação do DNA em linhagens celulares tumorais de mama, como uma 

forma de aumentar o número de marcadores moleculares disponíveis para o 

câncer de mama. Para tanto, 3 linhagens celulares tumorais de mama (MCF-

7, MDA-MB-231, MDA-MB-435) foram tratadas com o agente desmetilante 

5-aza-2' -deoxicitidina, capaz de induzir a expressão de genes silenciados 

por metilação do DNA. RNA total extraído de culturas celulares submetidas 

ou não ao tratamento com o agente desmetilante foi utilizado para a 

construção de bibliotecas subtrativas de cDNA utilizando a metodologia de 

RaSH (Rapid Subtraction Hybridization). Duas bibliotecas diferentes foram 

construídas para cada linhagem celular: uma utilizando como tester cDNA 

sintetizado a partir de RNA extraído da linhagem celular tratada com o 

agente desmetilante, e contendo genes induzidos pelo tratamento; e a outra, 
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