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palavras-chave

resumo

cancro da mama, proteoma nuclear, histonas, PTMs, espectrometria
de massa, electroforese

Este estudo teve como objectivo caracterizar as alteragdes do proteoma nuclear dalinha
celular HC11, um modelo utilizado no estudo do cancro da mama, durante 0 seu
processo de diferenciacdo. No sentido de avaliar a variagdo do perfil de modificactes
pos-traducionais em histonas com o processo de diferenciacdo, procedeu-se a
purificacdo de nlcleos e isolamento de histonas de células HC11 stem-cell like

e diferenciadas. O perfil de modificagbes pds-traducionais em histonas foi analisado
com recurso a HPLC-ESI-MSMS e nanoLC-MALDIMS/MS, apés digestdo com
tripsina e Glu-C, tendo-se identificado um total 36 variantes de histonas e 2659
modificacbes, 99% das quais com um espectrémetro de massa do tipo trapa linear com
fonte de electrospray. A diminuicdo do grau de acetilacdo nas classes de histonas

H3 e H4, detectada por AUT-PAGE, a diminuicdo do nimero de residuos de
aminoécidos acetilados e 0 aumento dos metilados em H3 e H4, a presenca do residuo
trimetilado H3K 27 apenas nas células diferenciadas, a identificagdo da H3K9 acetilada
e de H3K4 dimetilada apenas nas células estaminais suportam a no¢do de que o grau de
diferenciacdo celular traduz-se por uma diminuicédo da capacidade de expressao génica.
No entanto, o nimero mais elevado de PTMs diferentes observado no N-terminal daH4
sugere uma importante, e ainda desconhecida, contribuic&o desta classe de histonas na
regulagdo epigenética. O proteoma nuclear foi analisado por electroforese
bidimensional e identificaram-se, usando um MALDI-TOF/TOF, 100 proteinas
distintas, 48% das quais referentes a classe da “biossintese de DNA/RNA/Proteinas”.
De entre as 5 proteinas diferentemente expressas entre as células estaminais e
diferenciadas, € de salientar a maior expressdo nas células diferenciadas das hnRNPs
associadas ao processo de apoptose e proliferacdo celular. A identificagdo de diferencas
de expresséo de proteinas relacionadas com o cancro, em conjunto com modificagdes
pos-traducionais identificadas, nomeadamente a presenca de H3K9ac apenas nas
células estaminais, corrobora 0 uso das células HC11 como modelo para o estudo do
cancro damama.
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The aim of the present work was to characterize the changes in the nuclear proteome of
the cell line HC11, a model used in the study of breast cancer during their
differentiation process. To assess the alterations in the post-translational modifications’
profile in histones with the differentiation process, we performed the purification of
nuclei and isolation of histones from HC11 stem-cell like and differentiated cells.

The profile of post-tranglational modifications in histones was analyzed by HPLC-ESI-
MSMS and nanoLC-MALDI-MS/MS, after digestion with trypsin and Glu-C, being
identified atotal of 36 variants of histones and 2659 PTMs, 99% of which with a linear
ion trap mass spectrometer with an electrospray source. The decrease in the degree of
histone acetylation in H3 and H4 classes, analysed by AUT-PAGE, the diminished
number of amino acid residues, the increase of acetylated H3 and methylated H4, the
presence of trimethylated H3K27 in differentiated cells, the identification of acetylated
H3K9 and dimethylated H3K4 in stem cell like support the notion that cellular
differentiation is reflected by a decreased ability to gene expression. However, the
highest number of PTMs observed in the N-terminal of H4 from differentiated cells
suggests an important, yet unknown, contribution of this class of histone in epigenetic
regulation. The nuclear proteome was analyzed by twodimensional electrophoresis and
100 distinct proteins were identified using a MALDI-TOF/TOF, 48% of which were
related with “biosynthesis of DNA/RNA/Protein”. Among the five proteins
differentially expressed between stem-cell like and differentiated cells, it is worth of
note the higher levels of hnRNPs associated with apoptosis and cell proliferation,

in differentiated cells. The identification of expression differences in proteins related
with cancer, together with the post-transational modifications identified, which
includes the presence of H3K9ac in stem cell like, supports the use of HC11 cellsas a
model for the study of breast cancer.
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Introducao

O DNA gendémico dos eucariotas encontra-se compactado de forma ordenada no niicleo de
forma a ocupar o minimo espago possivel e inibir a acessibilidade a sequéncias especificas. O DNA é
manipulado de muitas formas diferentes por ligagdo ao RNA e proteinas dentro de um sistema com-
plexo designado de cromatina (7). Assim, todos 0s processos bioldgicos que requerem acessibilidade
ao DNA gendmico, tais como a replicacio ou a transcricdo, sdo dependentes das caracteristicas pre-
cisas da cromatina nos eucariotas. Para além de desempenharem um papel crucial na estruturagao do
DNA, as histonas sdo susceptiveis a modificacdes pds-traducionais (PTMs) especificas que influen-
ciam a organizagdo da estrutura da cromatina, tais como metilagao, acetilacio e fosforilagdo (1). Os
padrdes de modificacdo presentes nestas proteinas definem um cédigo epigenético, que marca dife-
rentes regides funcionais na cromatina (8; 9). Alteracdes neste codigo epigenético podem promover
o desenvolvimento do cancro.

Originalmente o estudo epigenético do cancro limitava-se a andlise da metilacdo aberrante do
DNA (10; 11). Esta ideia, no entanto, evoluiu, e as metilacdes de DNA gendmico passaram a ser
incluidas num novo contexto epigenético, mais complexo, envolvendo PTMs de histonas. Evidéncias
de alteracdes do padrao de PTMs de histonas, com relevancia clinica, foram ja descritas em célu-
las cancerigenas (12; 13). Adicionalmente, tem sido sugerido que o padrio de histonas modificadas
se correlaciona com diferentes subtipos de tumores pelo que, poderad ser utilizado como factor de
prognéstico (14). No entanto, a descricdo compreensiva de como as modificagdes de histonas, isola-
damente ou combinadas, se alteram em células que se diferenciam, permanece elusiva. Nesse sentido,
o presente estudo foca-se na caracterizagdo do perfil de PTMs de histonas associadas ao cancro da
mama, utilizando-se para o efeito uma linha de células epiteliais da mama HC11 com diferentes graus
de diferenciacdo e, consequentemente, diferentes graus de malignidade. No sentido de identificar po-
tenciais proteinas nucleares envolvidas na regulacdo do perfil de PTMs das histonas, procedeu-se
ainda a uma andlise por 2DE-MS/MS do proteoma nuclear de células HC11 ndo diferenciadas (stem
cell like) e diferenciadas.
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Revisao da literatura

2.1 Reguladores estruturais da cromatina

Os nucleossomas (figura 2.1.1) sdo as unidades estruturais da eucromatina eucaritica. A sua
estrutura foi descrita em 1984, com uma resolugdo de 7 A (15), enquanto que o octdmero de histonas
em si, foi descrito apenas em 1991, com uma resolucio de 3,1 A (16). Estas estruturas revelaram que
o octamero € composto por 3 constituintes, 2 heterodimeros H2A/H2B e um tetrdmero H32H45. Ou
seja, duas moléculas de cada tipo de histonas do core (H2A, H2B, H3 e H4) que formam um complexo
octamérico, em torno do qual se enrolam 146 pares de bases(bp) de DNA (1,8 voltas). Outra histona,
H1, denominada de histona linker, liga-se aos segmentos de DNA que ndo estdo em contacto directo
com octamero de histonas, fixando o DNA no local. Esta histona cobre cerca de 20bp e suporta a
formagdo de super-estruturas, enroladas em espiral, de 30nm de didmetro, chamadas solendides.

DNA Histona H1

% Nucleossoma

Octamero de histonas do core

Figura 2.1.1: O nucleossoma

Estas protefnas dividem-se em duas super classes: histonas do core (H2A, H2B, H3 e H4) e
histonas linkers (H1). As histonas do core sdo proteinas globulares, a excepcao das suas caudas N-
terminal, que possuem uma cadeia linear. Estas caudas representam aproximadamente 25-30% da
massa das histonas individuais (17; 18). Com uma alta proporcao de lisinas e argininas, as histonas
sdo fortemente basicas. A sua sequéncia de aminodcidos quase nao mudou durante o curso da evo-
lucdo, como se pode observar ao comparar as sequéncias de histonas de mamiferos, plantas e fungos
(por exemplo, as histonas H3 em humanos e trigo, diferem apenas num residuo de aminoécido e,



apenas existem algumas diferencas entre humanos e leveduras). Também existem variacdes dentro da
mesma classe de histonas, como H3.1 e H3.2, duas variantes de histona da classe H3 (a excep¢do da
histona H4 em todas as outras classes ja se identificaram numerosas variantes nos seres eucariontes)
(19). E possivel concluir que as histonas ja tinham sido “optimizadas” quando o dltimo antepassado
de animais, plantas e fungos viveu na Terra (mais de 700milhdes de anos atrds). Apesar de terem
ocorrido varias mutagdes nos genes de histonas, quase todas levaram a extingdo dos organismos a que
pertenciam.

No nucleossoma, as caudas das histonas (sdo N-terminais, por vezes C-terminais) constituidas
por cerca de 20 residuos de aminoacidos, projectam-se para fora do core do nucleossoma, em di-
reccdo aos nucleossomas adjacentes (20). Estas caudas sdo importantes na regulacdo da estrutura da
cromatina e no controlo da expressdo genética das histonas, enquanto que a transcri¢ao de genes € ini-
ciada pela acetilac@o de residuos de lisina, na regido N-terminal (21). Portanto, apesar destas caudas
das histonas serem dispensdveis para a formagdo do nucleossoma, sdo necessdrias para as interaccoes
nucleossoma-nucleossoma (20), e para estabelecer a cromatina transcricionalmente repressiva, deno-
minada de heterocromatina. Para ocorrer esta regulagdo da transcri¢cdo de genes, € necessdrio entdo,
algo que diferencie as histonas nos diversos genes. Neste caso, a transcricdo € controlada por uma
série de modificagdes que podem ocorrer, na sua maioria em residuos de aminoacidos pertencentes as
caudas das histonas (22). Estas alteracdes nos residuos de aminoacidos de histonas so consideradas
alteracdes epigenéticas.

2.2 Regulacio da expressao génica por alteracoes epigenéticas

Toda a complexidade e organizacdo de um ser multicelular € originada a partir de um dnico
zigoto. Apesar dos humanos possuirem mais de 200 tipos de células distintas, todas as células so-
madticas possuem os mesmo genes. Logo, a especializagdo das diferentes células deve ser realizada
a partir do controlo da expressdo (ou silenciamento) de um conjunto de genes presente dentro do
genoma (3).

As histonas, assim como a cadeia de DNA, podem sofrer modifica¢des (sem que ocorram al-
teracdes na sequéncia de nucleotideos, no caso do DNA) que afectam a expressdo genética. A estas
modificagdes da-se o nome de alteragdes epigenéticas. No caso particular das histonas, estas modifi-
cagdes podem ocorrer tanto a nivel de modificacdes covalentes das histonas (por exemplo, a adi¢do de
grupos metilo), como a nivel de substitui¢do das histonas “genéricas” do core por variantes de histo-
nas (19). No caso particular das variantes de histonas, tem-se o exemplo da histona humana H2A X,
que representa aproximadamente 10-15% das H2A’s na cromatina humana, € incorporada no genoma
de forma aparentemente aleatdria, e possui um C-terminal mais longo que todas as outras espécies de
H2A (19).

Nas histonas existem muitos locais onde podem ocorrer as modificacdes covalentes. Ja se detec-
taram modificacdes em mais de 60 residuos diferentes (usando anticorpos especificos ou por espec-
trometria de massa) (1), sendo que no caso particular da metilagao de lisinas, conhecem-se 9 locais de
metilacdo nas caudas das histonas H3 e H4 (H3K4, H3K9, H3K14, H3K27, H3K36, H3K37, H4K16,
H4R23, H4K20) e, apenas 3 locais de metilagdo no dominio globular destas (H3K79, H3K122,
H4R35) (23; 24; 25; 26; 27). No total conhecem-se 17 locais de metilacdo em residuos de lisi-
nas e 7 em residuos de arginina (28). No entanto, existem muitas mais modificacdes, uma vez que
cada residuo pode ter diferentes tipos de modificagdo (ex: metilacdo, acetilagao, fosforilacdo) e, com
diferentes estados combinagdes. Por exemplo, as lisinas podem encontrar-se mono-, di- ou trimeti-
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ladas (a trimetilagdo deve ser a forma mais estdvel (29)), enquanto que as argininas apenas se po-
dem encontrar mono- ou di-metiladas (sendo que esta dimetilagdo pode ser simétrica ou assimétrica)
(30; 31). Além destas possibilidades, ainda podem ocorrer diversas combinagdes de modificacdes,
tanto num s6 nucleossoma, como em varios, descrevendo o designado “cédigo de histonas”. Este “co-
digo de histonas” € hereditario, sendo definido como um cédigo epigenético (32). A hereditariedade
reflecte-se na passagem do cédigo de uma célula para outra. Dado que as histonas sdo segregadas
aleatoriamente durante a divisao celular, cada cromossoma filho devera herdar algum tipo de histona
modificada (desde que a regido modificada seja suficientemente grande); o estado de modificagcdo
poderd entdo ser transmitido localmente as histonas recém sintetizadas (22). Como exemplo deste
mecanismo, foi observado na Saccharomyces pombe um processo pelo qual a célula transmite o seu
estado heterocromatico durante a divisdo celular: 1°) A metilagdo de H3K9 recruta Swi6 pelo seu
cromodominio; 2°) Swi6 recruta a H3K9 metiltransferase Clr4; 3°) Clr4 modifica as outras H3K9 nas
histonas circundantes (33).

De acordo com o “cédigo de histonas”, modificacdes distintas nas caudas de histonas, em uma
ou mais classes, actuam sequencialmente, ou em combinagdo, de modo a formar-se uma mensagem
que sera lida por outras proteinas, que desencadeardo acontecimentos distintos (34). Estes c6digos
influenciardo, de acordo com varios estudos (19; 35), a progressdo do ciclo celular, a replicacdo e
reparacdo do DNA, os rearranjos programados de DNA, o fenémeno de imprinting, as divisdes de cé-
lulas estaminais coordenadas pelo desenvolvimento, e a estabilidade e identidade cromossémica (19).
Assim, apesar da sequéncia de DNA ser idéntica em todos os tecidos, as modifica¢des epigenéticas
variam consoante o tecido.

Foram propostos dois mecanismos para explicar as consequéncias dos perfis de modificagcdes
das histonas (1). O primeiro envolve o comprometimento dos contactos entre 0s nucleossomas com o
consequente desenrolar da cromatina. O segundo envolve o recrutamento de proteinas ndo histonas.
No primeiro caso, as modificacdes afectam as interac¢des entre as histonas e 0 DNA, ou entre histo-
nas adjacentes. A modificacdo com maior potencial para induzir o desenrolamento da cromatina é a
acetilacdo, que neutraliza a carga positiva do residuo de lisina e, assim, interfere na interac¢do entre
a cadeia de DNA e a cauda da histona. Este fenémeno foi descrito por Shogren-Knaak et al (36),
que observaram um efeito negativo da acetilacdo de H4K16 na formagdo de uma fibra de cromatina.
O segundo mecanismo, descreve o recrutamento de diferentes proteinas dependendo das modifica-
¢des presentes numa dada histona (figura 2.2.1), algumas com capacidade catalitica e com dominios
especificos de ligacdo, que irdo modificar ainda mais a cromatina. No caso da metilacdo, esta € re-
conhecida por dominios do tipo chromo da familia Royal (chromo tudor, MBT) e dominios PHD nao
relacionados; a acetilagdo € reconhecida por bromodominios; a fosforilagdo é reconhecida por um
dominio dentro das proteinas 14-3-3. Estas proteinas aparecerdo sequencialmente,por exemplo, na
transcri¢do e na replicagdo do DNA.

H4

Figura 2.2.1: Recrutamento de proteinas para as histonas (1) : (A) Dominios que reconhecem lisinas metiladas,
acetiladas ou serinas fosforiladas; (B) Proteinas que se associam preferencialmente a histonas H3 e H4 modificadas.



Estas modificacdes nas histonas podem ainda ter um terceiro papel: a prevencdo da ligacdo
de proteinas nao histonas as histonas. Como € o caso da H3K4me que compromete a ligacdo do
complexo NuRD e H3T3ph e previne a ligacdo do complexo INHAT, em que ambos os complexos
podem reprimir a transcri¢ao (37).

A presenga de um grande niimero de modificagcdes nas caudas das histonas pode induzir cross-
talk entre elas (figura 2.2.2) (1). Estas interac¢des podem ocorrer a varios niveis: (i) dada a possibi-
lidade de existirem diferentes tipos de modificacdes em lisinas e estas serem mutuamente exclusivas,
podem ocorrer processos de regulacdo antagdnicos, por exemplo a metilagdo de lisinas que tanto
pode levar a repressdo como a activagdo, dependendo do estado e localizacdo da modificacdo; (ii)
a ligacdo de uma proteina por um residuo de aminodcido pode ser perturbada por uma modificacio
num residuo adjacente (38); (iii) a actividade catalitica de uma enzima pode ser comprometida por
uma modificacdo no local de reconhecimento do substrato (por exemplo, a isomerizacdo de H3P38
afecta a metilacdo de H3K36 pelo Set2) (39); (iv) uma enzima pode reconhecer melhor o substrato
na presenca de uma segunda modificacdo (por exemplo, a GCNS5 acetiltransferase pode reconhecer a
H3 mais facilmente quando esta se encontra fosforilada na H3S10) (40).
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Figura 2.2.2: Crosstalk entre modificagdes de histonas (1):A influéncia positiva de uma modificagio em outra
é representada setas, as influéncias negativas sdo representadas por linhas a vermelho.

Além destas, existe ainda a possibilidade da interac¢@o entre modificacdes em diferentes caudas
de histonas, como € o caso da ubiquitinacdo da H2B que é necessdria para a metilacio H3K4me3 (1).

Em termos de consequéncias funcionais das modificagdes, estas podem ser divididas atendendo
a sua fungdo: (i) com capacidade para estabelecer ambientes globais de cromatina; (ii) que actuam
em diferentes dominios do genoma; (iii) orquestrando funcdes bioldgicas com base no DNA.

Os ambientes de cromatina, heterocromatina silenciosa e eucromatina activa, estdo associados
a modificacdes diferentes. Estes ambientes sdo separados entre si por “elementos de fronteira”, que
recrutam enzimas para modificar a cromatina, € o caso observado especificamente nos mamiferos,
do factor de transcricdo CTCF, que se liga aos elementos de fronteira e recruta as enzimas modifi-
cadoras (41). A heterocromatina € uma estrutura importante para a protec¢io das extremidades dos
cromossomas € para a sua separagio na mitose. No caso especifico dos mamiferos, o estado hetero-
cromdtico é associado a baixos niveis de acetilacdo e a altos niveis de metilacdo em locais especificos,
nomeadamente H3K9, H3K27 e H4K20, enquanto que o estado de eucromatina possui geralmente
altos niveis de acetilacdo e encontra-se trimetilada em H3K4, H3K36 e H3K79 (1). Recentemente
foram descritos dominios bivalentes, que possuem modificacdes que activam ou reprimem genes, O
que implica a existéncia de outros mecanismos adicionais na regulacdo do estado de cromatina (42).
A integracdo destas evidéncias experimentais sugere que a regulacdo dos estados de cromatina com a
transcri¢do € determinada, nao sé pelo tipo de modificacdo em si, mas também pelo contexto em que
se encontra, por exemplo: o facto da metilagdo estar envolvida tanto na activagcdo como na repressio
(acetilacdo metilacdo, fosforilacdo e ubiquitinacdo estdo implicadas na activagdo, enquanto que na
repressdo estdo implicadas a metilacdo, ubiquitinagdo, sumoila¢do, desiminacio e isomerizacdo de



prolina) (1)), implica que o contexto da modificacdo seja determinante para os efeitos desta. Tendo
em consideracio a necessidade de enzimas especificas para cada modificacdo, surge a possibilidade
de a enzima que catalisa a modificacao, seja também ela dependente do contexto onde se encontra a
histona (43; 44).

2.2.1 Enzimas modificadores de histonas

A identificacdo de enzimas modificadoras de histonas tem sido, nos tltimos anos, um assunto
de intensa pesquisa cientifica. Ja foram identificadas enzimas envolvidas na metilagdo (45), acetila-
¢d0 (46), fosforilacdo (47), ubiquitinagdo (29), sumoilacdo (48), ADP-ribosilacdo (49), desiminagdo
(50; 51) e isomerizagdo de prolina (39). Na maioria destes estudos, tem sido demonstrado que estas
modificagdes sdo dinamicas, isto €, ndo sdo permanentes. S recentemente se identificaram desmeti-
lases de argininas de histonas, pois até entdo pensava-se que a tnica forma deste aminodcido perder a
sua metilacao seria através de um processo de desiminacio, tendo por base a relacdo observada entre
o processo de desiminacdo e o desaparecimento das metil-argininas (1). No caso da isomerizacdo de
prolinas ndo é necessdria uma enzima especifica, visto que as isomerases, na sua grande maioria, t€m
a capacidade intrinseca de catalizar a formacao de cis- e de trans-prolina (1).

Tabela 2.1: Enzimas modificadoras de histonas (1)

S6 foram incluidas enzimas com especificidade para 1 ou poucos locais. Estdo presentes enzimas humanas e de leveduras. As de leveduras
possuem o prefixo Sc.

Lisina Metiltransferases Residuos modificados Lisina Desmetilases Resid modificados
SUV39H1 H3K9 LSD1/BHC110 H3K4
SUV39H2 H3K9 JHDMla H3K36
G9a H3K9 JHDMI1b H3K36
ESET/SETDBI1 H3K9 JHDM2a H3K9
EuHMTase/GLP H3K9 JHDM2b H3K9
CLL8 H3K9 JMID2A/JMDM3A H3K9, H3K36
SpClr4 H3K9 IMID2B H3K9
MLLI1 H3K4 IMID2C/GASC1 H3K9, H3K36
MLL2 H3K4 IMID2D H3K9
MLL3 H3K4
MLL4 H3K4 Arginina Metiltransferases Residuos modificados
MLL5 H3K4 CARMI H3 (R2,R17, R26)
SETIA H3K4 PRMT4 H4R3
SET1B H3K4 PRMT5 H3R8, H4R3
ASH1 H3K4
Sc/Sp SET1 H3K4 Ubiquitilases Residuos modificados
SET2 (Sc/Sp SET2) H3K36 Bmi/RinglA H2AK119
NSD1 H3K36 RNF20/RNF40 H2BK120
SYMD2 H3K36
DOT1 H3K79 Prolina Isomerases Residuos modificados
Sc/Sp DOT1 H3K79 ScFPR4 H3P30, H3P38
Pr-SET 7/8 H4K20
SUV420H1 H4K20 Desacetilases Residuos modificados
SUV420H2 H4K20 SirT2 (ScSir2) H4k16
SpSet 9 H4K20
EZH2 H3K27 Acetiltransferases Residuos modificados
RIZ1 H3K9 HATI H4(K5, K12)
H3 (K14, K18), H4 (K5,
CBP/P300 K8), H2A (K5), H2B( K12,
K15)
Serina/Treonina Cinases Residuos modificados PCAF/GCN35 H3 (K9, K14, K18)
. H4 ( K5, K8, K12, K16),
Haspina H3T3 TIP60 H3K 14
MSKI H3S28 HBOI(ScESA1, SpMST1) H4 (K5, K8, K12)
MSK2 H3S28 ScSAS3 H3 (K14, K18)
CKII H4S1 ScSAS2(SpMST2) H4K16
Mstl H2BS14 ScRTT109 H3K56




De todas as enzimas que modificam histonas, as mais especificas sdo as metiltransferases e as
cinases (tabela 2.1), o que parece justificar o facto de a metilacdo e a fosforilacdo serem das mo-
dificacdes mais estudadas (1). A sua elevada especificidade € evidenciada pela existéncia de metil-
transferases especificas para residuos de classes de histonas particulares, como é o caso da Set9, uma
metiltransferase identificada inicialmente como uma HMTase especifica para H3K4, que se revelou
uma metiltransferase com alta especificidade para H3K4 em histonas livres, mas ndo para H3K4 de
histonas nucleossomicas (43; 44). Na tabela 2.1 sdo apresentadas algumas enzimas modificadoras de
histonas.

As metiltransferases de histonas (HMTs) com actividade para os residuos de arginina e lisina,
pertencem na sua maioria a uma familia de enzimas, com um dominio conservado chamado SET (Su-
pressor of variegation, Enhancer of Zeste, Trithorax). O genoma humano codifica 48 destas proteinas
com dominio SET (figura 2.2.3).
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Figura 2.2.3: Arvore filogenética de metiltransferases de histonas com dominio SET. O genoma humano
codifica 48 proteinas com dominio SET, que estdo representadas de acordo com a sua relagdo filogenética, baseada na
sequéncia de aminodcidos do dominio SET. Para cada proteina, € fornecido o nome convencional, assim como sinénimos
mais usados, o alvo especifico na histona e a estrutura do dominio. A localizacdo do dominio SET e anotagdo de outros
dominios, sdo dados de acordo com a base de dados SMART.

SET: Supressor de variegagdo, Enhancer de Zeste, dominio Tritorax; pre/post-SET: motivos ricos em cisteina encontrados adjacentes a
um subconjunto de dominios SET; PHd: homeodominio zinc finger de planta; ANK: repeti¢des de anquirinas (ankyrin repeats); AT hook:
dominio de ligagdo a DNA A/T; C2H2 Znf: zinc finger do tipo C2H2; HMG: grupo de alta mobilidade; SANT: dominio de ligagdo SWI3,
AdA2, N-CoR e TFIIIB; CxxC: zinc finger CxxC; MBd: dominio de ligacido CpG.



Estas enzimas metilam predominantemente os residuos de aminodcidos das caudas das histonas

H3 e H4, mas também podem metilar os residuos de aminodcidos do dominio globular do core, como
no caso da H3K79, metilada por DOT1L (52) (tabela 2.2).

Tabela 2.2: Metilacdo de histonas: enzimas e fungdes (2)

Local Enzima Funcao
HisTONA H3
R2 CARMI1(Mm, Hs) Local de metilag@o in vitro
K4 77(Tt) Activagdo de transcri¢do
Set1(Sc) Silenciamento de rDNA, Silenciamento telomérico
Set1(Sc) Activagao de transcri¢ao
SET7/Set9 (Hs) Activacdo de transcri¢do
Trx/MLL (dm, Hs) Activacdo de tritorax
Ashl (dm) Activacdo de tritorax (em conjunto com a metilagdo de H3K9 e H4K20)
K9 Suv39h1 (Mm) Heterocromatina pericéntrica
Suv39h2 (Mm) Heterocromatina pericéntrica
Su(var)3-9 (dm) Modificador PEV dominante
Clr4 (Sp) Silenciamento do tipo centromérico/textitmating
dim5 (Nc¢) Metilacdo de DNA
KRYPTONITE (At) Metilacdo de DNA
Suv38hl (Mm) Metilagdo de DNA
Suv39h2 (Mm) Metilacdo de DNA
SUV39HI1 (Hs) Silenciamento mediado por Rb
G9a (Mm) Imprinting
G9a (Mm) Regressao da transcri¢do
G9a (Hs) Regressdo da transcri¢cdo
Eu-HMTasel (Hs) Regressao da transcricdo
Eset/SETdB1 (Mm, Hs) Regressao da transcri¢cao
E(z)/EZH2 (dm, Hs) Repressdo de Polycomb
Ashl (dm) Activacdo de tritorax (em conjunto com a metilagdo de H3K4 e H4K20)
77?7 (Mm, Hs) Inactivag@o do cromossoma X
R17 CARMI1 (Mm, Hs) Activagdo de transcri¢do
CARMI (Mm, Hs) Activacdo de transcri¢@io (em conjunto com a acetilacdo de H3K18 e H3K23)
R26 CARMI1 (Mm, Hs) Local de metilag@o in vitro
R27 G9a (Mm) Repressao da transcricio
E(z) /EZH2 (dm, Hs) Repressao de Polycomb
EZH2 (Hs) Progresdo do cancro da préstata humano
Ezh2 (Mm) desenvolvimento inicial das células B, rearranjo IgH
Ezh2 (Mm) Inactivag@o do cromossoma X
K36 Set2 (Sc) Repressdo de genes
K79 dot1/dOT1L (Sc, Hs) Silenciamento telomérico, checkpoint de paquiteno
Histona H4
R3 PRMT1 (Hs) Activagao de transcricdo
K20 Pr-SET7/Set8 (Hs, dm) Transcriptional silencing mitotic condensation
Ashl (dm) Activagdo de tritorax (em conjunto com a metilacdo de H3K4 e H3K9)

7??= Nome nao se encontra descrito

As primeiras metiltransferases de histonas a serem descritas foram a Suv39h nos mamiferos e

a sua homologa Clr4 em Saccharomyces pombe (53). Recentemente identificaram-se desmetilases de

histonas (HDM), para residuos de lisina, o que veio alterar a no¢do de a metilagcdo ser uma marca

hereditdria permanente (54). A presenca das desmetilases de histonas e de histonas metiltransfera-

ses nos mesmos complexos sugere a existéncia de capacidade para desligar determinados estados de

transcri¢do, por delec¢do de marcas epigenéticas pré-existentes, subsequentemente substituidas por



novas marcas na cromatina (3). Para o efeito, é necessério a existéncia de mecanismos rigidos para a
regulagdo da expressdo, actividade e recrutamento das HMTs e HDMs. A desregulacdo em qualquer
um dos casos ird promover uma expressdo de genes inapropriada, podendo entdo levar ao apareci-
mento de uma doenca (figura 2.2.4). Efectivamente, das cerca de 50 HMTs de arginina e lisina,
codificadas pelo genoma humano, cerca de 22 foram associadas ao cancro ou a outras doengas (tabela
2.3 ). Acrescente-se que, a desregulacdo de algumas HMTs pode também estar associada a agressi-
vidade do tumor. Verificou-se, por exemplo, que o repressor de transcricdo EZH?2 (grupo Polycomb),
se encontra sobre-expresso em vdrios tipos de cancro (55): (i) foi proposto como um marcador da
progressdo e metastizagdo do cancro da préstata (56); (ii) ligado a agressividade do cancro da mama

(57; 58); (iii) envolvido na progressdo de tumores na bexiga (59).

Em muitos destes casos ainda nio se percebe o mecanismo do desenvolvimento da doenca, e ainda ndo se sabe se a regulacdo deficiente

Tabela 2.3: Lista de metiltransferases ligadas a doencga (3):

das HMTs contribui para a iniciag@o ou progressdo da doenca. H=Humano; R=Ratinho

Gene Espécie Doenca Aberracio genética/expressio aberrante
MLL HR Leucemia (AML, ALL, MLL) >50 fusdes MLL diferentes
H.R Leucemia miel6ide aguda (AML) MLL-PTD
MLL2 H Carcinoma Hepatocelular (HCC) Integragdo do virus da hepatite B no MLL2: fusao HBx-MLL2
R Leucemia mieléide aguda (AML) NUP98-JARIDIA
MLL3 H Cancro colorectal (CRC) Mutagdes intragénicas
DOTIL H,R Leucemia (AML, ALL) Fusdao MLL-AF10, fusio MLL-AF4
H Leucemia linfobléstica aguda das células T (T-ALL) Fusdao CALM-AF10
HR Leucemia linfobléstica aguda das células T (T-ALL) Fusdao SET-NUP214
EZH2 H Carcinoma da bexiga Sobre-expressdo: miR-101 reduzido, amplifica¢do de gene
H Cancro da mama Sobre-expressdo: amplificacdo de gene
H Cancro colorectal (CRC) Sobre-expressdo: amplificacdo de gene
H Cancro géstrico Sobre-expressao
H Carcinoma hepatocelular (HCC) Sobre-expressao
H.R Linfoma Sobre-expressao: miR-26a reduzido, amplificagao de gene
H Melanoma Sobre-expressao
H Cancro da préstata Sobre-expressao: repressdo mediada por miR-101 reduzida
H Outros tipos de cancro Sobre-expressao
NSD1 HR Leucemia mieléide aguda (AML) Translocagdo t(5;11)(q35;p15,5): fusdo NUP98-NSD1
H Sindrome mielodisplastica (MdS) Translocagdo t(5;11)(q35;p15,5): fusdo NUP98-NSD1
H Sindrome de Sotos Mutagdes intragénicas, microdelecgoes 5q35
NSD2 H Glioblastoma multiforme (GBM) Sobre-expressao
H Carcinoma hepatocelular (HCC) Sobre-expressao
H Leucemia Sobre-expressao
H Mieloma miltiplo t(4;14)(p16,q32): expressdo alterada de FGFR3, NSD2
H Outros tipos de cancro Sobre-expressao
NSD3 H Leucemia miel6ide aguda (AML) Translocagdo t(8;11)(p11.2;p15): fusio NUP98-NSD3
SUV38H1/2 R Linfoma das células B Ratinhos knockout
EHMT1 H Sindrome de delecgdo subtelomérica 9q Haploinsuficiéncia de EHMT1
H Cancro da mama Mutagdes intragénicas
H Meduloblastoma Downregulation
SETDBI1 H Doenga de Huntington (HD) Sobre-expressao
SMYD2 H Carcinoma hepatocelular (HCC) Sobre-expressao
SMYD3 H Cancro da mama Sobre-expressao
H Cancro colorectal (CRC) Sobre-expressao
H Carcinoma hepatocelular (HCC) Sobre-expressao
SMYD4 H Cancro da mama Downregulation
H Meduloblastoma Downregulation
PRDM1 H Linfoma Mutagdes no gene PRDM1; silenciamento epigenético
PRDM2 H Cancro da mama Mutagdes no gene PRDM2; metilagao do DNA promotor
H Cancro colorectal (CRC) Mutagdes no gene PRDM2
R Linfoma das células B difusas (dBCL) Ratinhos knockout
H Cancro géstrico Mutagdes no gene PRDM2; metilagdo do DNA promotor
H Carcinoma hepatocelular (HCC) downregulation; metilagdo do DNA promotor
HR Cancro dos pulmdes downregulation; Ratinhos knockout
H Neuroblastoma downregulation
PRDMS5 H Cancro da mama downregulation; metilagdo do DNA promotor
H Cancro géstrico e colorectal downregulation; metilacdo do DNA promotor
H Cancro do figado downregulation; metilagdo do DNA promotor
H Linhas celulares de cancro dos oviérios downregulation; metilagdo do DNA promotor
PRDM12 H Leucemia miel6ide crénica (CML) Microdelecgdes 9q englobando RRP4 e PRDM12
PRDM14 H Cancro da mama Sobre-expressao
PRMT1 R Leucemia miel6ide aguda (AML) Fusao MLL-EEN
H Linhas celulares de cancro da mama Sobre-expressao
CARM1 H Cancro da mama Sobre-expressao
H Cancro da préstata Sobre-expressao
PRMTS H Linfoma e leucemia Sobre-expressao
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No entanto, em muitos casos ndo é claro se uma HMT especifica contribui directamente para o
desenvolvimento da doenca, ou se sua desregulacdo é uma mera consequéncia da doencga em si (3).

Relativamente aos mecanismos da desregulacio de HMTs, apenas ainda foram identificadas
mutagdes intragénicas para algumas HMTs, nomeadamente ao nivel de MLL3, NSD1, PRDMI1 e
PRDM2 (60; 61; 62; 63; 64; 65) ), e a presenca do gene em regides cromossomicas onde ocorre
frequentemente amplificacdo, ou deleccio, como por exemplo NSD3, EHMT1, SMYD2 e PRDM12
(66; 55; 67; 68; 69)). No caso das leucemias humanas, 10% estdo associadas a transloca¢des cromos-
s6micas das HMT MLL do grupo Trithorax (70) e a rearranjos cromossomicos envolvendo NUP98
descritos para, por exemplo, NSD1 e NSD3 (71; 72; 73). Adicionalmente a formacao de proteinas
aberrantes, estas translocagdes de cromossomas contribuem para uma regulacio deficiente de genes,
através da colocagdo, inapropriada, de elementos promotores na vizinhanca de outros genes, como
acontece na translocacgao de t(4;14) que envolve NSD2, observada no mieloma (74).
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Figura 2.2.4: Regulagdo deficiente de genes supressores de tumores e oncogenes por metiltransferases
de histonas (3): Pensa-se que tanto mecanismos genéticos, como epigenéticos, contribuem para o desenvolvimento de
cancro. Tanto os genes supressores de tumores podem ser silenciados por modifica¢des de histonas repressivas (A) como
também a metilacdo e acetilagdo (marcas associadas a activagdo de transcri¢do) podem promover a expressdo de oncogenes
(B). HMT = Metiltransferase de histona; HDM = Desmetilase de histona; HAT = Acetiltransferase de histona; HDAC =
Desacetilase de histona.

Além das aberragdes genéticas, os mecanismos epigenéticos contribuem também para uma re-
gulagdo deficiente das HMT. Por exemplo, enquanto que a PRDM?2 ¢ inactivada por delecc¢des, ou
mutagdes frame-shift, numa série de tumores, a metilagdo do DNA promotor, ligada a regulacio ne-
gativa de PRDM2, foi detectada em outros tumores (75; 76; 77). Da mesma forma, a ilha CpG (regido
rica em locais CpG) dentro do promotor de PRDMS, € frequentemente metilada em linhas celulares
de cancro (78; 79).

Recentemente, os microRNAs, foram implicados na regulacio deficiente das HMTs no cancro.
Varambally et al (80) demonstraram que no caso do cancro da prdstata, a expressdo de EZH2 é
regulada por miR-101. No caso de linhas celulares de linfoma de Hodgkin (HL), a expressdo de
miR-9 e let-7a € inversamente proporcional aos niveis de proteina (81). Apesar de indmeros estudos
referirem mutagdes e regulacdo negativa de PRDM1 em linfomas (82; 65; 83), o seu papel como
supressor tumoral continua controverso (84; 85).
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2.2.2 Controlo da diferenciaciao celular por modificaco6es em histonas

Um dos processos fisioldgicos influenciados por modificacdes epigenéticas das histonas, € a
diferenciacdo celular. Estudos realizados com inibidores de HDAC demonstraram que estes reduzem
a diferenciacio e induzem a expansao da pool de células estaminais/progenitoras, pelo que é sugerido
que um nivel global elevado de acetilag@o de histonas € importante para manter as células num estado
indiferenciado (86; 87). No entanto, o tratamento de culturas de células primadrias (88), ou de linhas
celulares tumorais (89; 90), com o inibidor de HDAC, induz diferenciacio, pelo que foi sugerido que
os efeitos dos inibidores de HDAC dependem do contexto e do tipo de célula, visto que, estando a
acetilacdo ligada a transcri¢do, a remocdo desta deveria promover uma diminuicdo na transcricao,
logo, impedir a diferenciacdo. O desenvolvimento cerebral e o processo de aprendizagem, assim
como a formacdo de memorias, também implicam uma regulacio por mecanismos epigenéticos (91),
pelo que a regulagdo epigenética parece ser um mecanismo geral para a maturacio celular.

Relativamente a metilagdo, sabe-se que as marcas repressivas H3K9me2 e H3K9me3 aumen-
tam durante a embriogénese (86; 92). No entanto, para se manter a pluripoténcia de uma célula, é
necessdrio reprimir alguns genes especificos de desenvolvimento, pelo que para o fazer, existem os
complexos Polycomb (PcG) que se associam com a marca H3K27me3 (93). A metilacdo da lisina
H4K20 também estd ligada ao silenciamento da transcri¢io, no entanto, foi sugerido, por Sanders et
al (94), que a trimetilagdo de H4K20 nao se encontra directamente envolvida na regulacio da expres-
sdo genética, embora seja importante no controlo de danos do DNA. Foi sugerido que a metilagao de
H4K?20 varia durante a diferenciacdo celular, visto que, em estudos realizados com células neuronais
de ratinho, os niveis de H4K20mel sio elevados, enquanto que os niveis de H4K20me3 sdo baixos,
sendo que estas modificagdes aumentam progressivamente com a diferenciagdo celular (95).
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Figura 2.2.5: Resoluc¢do dos dominios bivalentes em histonas de células estaminais embriondrias,
durante a diferenciacdo celular (5).
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Em células estaminais embriondrias de ratinho, muitos genes reguladores de desenvolvimento,
possuem dominios bivalentes (figura 2.2.5) com H3K27me3, marca repressora de transcricdo, e
H3K4me3, marca activadora de transcricdo (96). Durante a diferenciac@o celular, esta bivaléncia
desaparece em genes individuais, pelo que ou permanece H3K27me3 ou entdo H3K4me3. Estes ge-
nes bivalentes sdo pouco expressos, o que sugere a predominancia de H3K27me3. De acordo com
Bernstein et al (96), a marca H3K27me3 silencia os genes de desenvolvimento nas células estaminais,
enquanto que H3K4me3 permite manter o gene pronto a ser activado. No entanto, Kimura et al (97),
identificaram em células estaminais genes transcritos e silenciados com a modificacio H3K4me3,
que sugere que a H3K4me3 induza a um estado permissivo a transcri¢do, mas que nao se traduz
obrigatoriamente em transcri¢do.

2.2.3 Efeitos epigenéticos das variantes de histonas

Apesar das histonas serem proteinas que pouco evoluiram desde o seu aparecimento, existem
muitas variantes nao-alélicas que apresentam diferengas nas suas estruturas primadrias, desde apenas
a substitui¢do de alguns aminodcidos, até mudancas extremamente divergentes. Enquanto algumas
variantes apenas se localizam em algumas regides especificas do genoma, outras possuem caracte-
risticas biofisicas distintas das histonas mais “genéricas”, causando alteragdes no nucleossoma apés
a sua inclusdo (4). As variantes menos comuns encontram-se geralmente presentes sob a forma de
um gene individual, cuja expressdo ndo estd limitada apenas a fase S do ciclo celular. Ao contrdrio
dos subtipos predominantes de histonas, os genes das variantes contém intrdes e, 0s seus transcritos
costumam encontrar-se poliadenilados, caracteristicas que se pensam ser importantes na regulacao
pos-traducional destas protefnas (98). Algumas variantes substituem as histonas pré-existentes du-
rante os processos de desenvolvimento e diferenciacdo, pelo que a estas se d4 o nome de histonas
substituintes (99; 100; 101; 102). Estas substitui¢des resultam no aumento da quantidade de varian-
tes, que se tornam as espécies predominantes nas células diferenciadas (103; 101). Estas observacdes
levaram a sugestdo de que as variantes de histonas possuem funcdes especializadas na regulacdo da
dindmica da cromatina (4).

Tabela 2.4: Variantes de histonas e sua funcao (4)

Variante Espécies Efeitos na cromatina Funcio
H10 Ratinho Condensacdo da cromatina  Repressdo da transcri¢do
H5 Galinha Condensac@o da cromatina ~ Repressdo da transcri¢do
SpH1 Ourigos do mar ~ Condensag@o da cromatina ~ Empacotamento da cromatina
HIt Ratinho Cromatina aberta Troca de histonas, recombinagdo?
MacroH2A Vertebrados Condensac@o da cromatina  Inactivagdo do cromossoma X
H2ABbd Vertebrados Cromatina aberta Activag@o da transcri¢do
H2A X Ubiquota Condensagdo da cromatina ~ Repressdo da reparacdo/ recombinagio/ transcri¢ao
do DNA
H2A.Z Ubiquota Cromatina aberta/fechada  Activacdo/Repressdo da transcricdo, segregacido dos
cromossomas
SpH2B Ourico domar  Condensag@o da cromatina ~ Empacotamento da cromatina
CenH3 Ubiquota Formagao/funcionamento dos cinetocoros
H3.3 Ubiquota Cromatina aberta Transcriciao
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A titulo de exemplo, salienta-se o caso de variantes de histonas H1 que parecem intervir na
transcri¢cdo, nomeadamente na repressao (tabela 2.4) (104; 105; 106). No caso de histonas do core, a
classe H2A € a que possui maior nimero de variantes (4). Uma das variantes de H2A é MacroH2A,
que se pensa estar envolvida na repressio de transcricdo. Esta variante localiza-se no cromossoma
X inactivo (107) e, apesar ndo causar a inactivagdo do cromossoma X pela sua presenga no nucle-
ossoma (108), alguns autores sugerem que a cauda C-terminal da MacroH2A reprime a transcricao
enzimaticamente (109), enquanto outros pensam que essa variante bloqueia estericamente o0 acesso a
factores de transcri¢do e coactivadores (110; 111; 112). Em contraste, para a variante H2A-Bbd foi
sugerido que a auséncia da cauda C-terminal pode destabilizar o nucleossoma, favorecendo assim o
deslocamento dos nucleossomas durante a transcri¢do (113; 114; 115). Este papel é consistente com
a localizagdo de H2A-Bbd no cromossoma X activo e autossomas (116).

Em relagdo a classe de histonas H3, foi sugerido que a variante H3.3 também possui um papel
fulcral na transcri¢do. Uma das caracteristicas que distingue esta variante € a sua expressio constante
ao longo do ciclo celular (apesar de haver um aumento durante a fase S) e a possibilidade de ser
incorporada na cromatina na fase S. No caso de células em divisdo, a variante H3.3 estd presente em
genes marcados para transcri¢do, ou activamente transcritos. E largamente aceite, que a disrupgdo do
nucleossoma ocorre durante processos nucleares, como a transcri¢do e reparacao de DNA pelo que se
torna necessdrio repor as histonas eliminadas nesse processo. Como a variante H3.3 de Drosophila
¢é incorporada em loci transcricionalmente activos, como rDNA, fora da fase S (117), a H3.3 podera
substituir H3 em genes activos, a medida que os nucleossomas se voltam a formar. Neste contexto, é
necessdrio referir que no caso de leveduras, onde a variante H3.3 € a histona mais abundante da classe
H3, o genoma encontra-se empacotado num estado transcripcionalmente activo ou competente (118).
Tem sido proposto que, a troca das H3 mais abundantes pela sua variante pode marcar activamente os
genes e regular o processo de transcricdo, assim como modificar o cédigo de histonas, pela remocao
de histonas modificadas (4).

2.2.4 Alteracoes epigenéticas no cancro

As alteracdes epigenéticas associadas ao cancro compreendem uma variedade de modificagdes,
incluindo perdas globais e ganhos regionais de metilacdo de DNA e alteracdes na metilagdo de his-
tonas, assim como nos niveis de acetilacdo (12; 119; 120). Em contraste com os danos genéticos,
as alteracdes epigenéticas sdo potencialmente reversiveis, permitindo uma intervengao terapéutica.
Como o cancro é, o que se acredita ser, uma doenca com caracteristicas de células estaminais e/ou
células progenitoras, e como diversas HMTs sdo importantes reguladores de processos de diferen-
ciag@o, uma hipdtese que tem sido levantada é a de que a deficiente regulacdo de HMTs bloqueia a
ocorréncia de uma diferenciacdo celular normal. Varios mecanismos ja foram sugeridos para explicar
o desenvolvimento tumoral associado a alteracdes epigenéticas. Uma metilagdo aberrante de histo-
nas nos promotores dos oncogenes ou dos genes supressores tumorais, pode induzir a sua activagao
errénea, ou silenciamento, respectivamente. Também a reactivacdo dos “genes de pluripoténcia”, e
o silenciamento dos programas de linhagem das committed cells, pode fazer com que as células re-
cuperem caracteristicas de células estaminais, nomeadamente o elevado potencial proliferativo (121).
Mais ainda, as HMTs funcionam para manter a integridade do genoma e sao essenciais para uma cor-
recta segregacdo de cromossomas. Ratos mutantes para H4K20mel HMT Pr-Set7 apresentaram uma
letalidade embriondria, ainda na fase de pré-implantacdo, devido a defeitos no ciclo celular, danos no
DNA e deficiente condensacdo de cromossomas, na mitose (122). A delec¢do das enzimas Suvh39h
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origina a perda de H3K9me2/3 na heterocromatina constitutiva e leva a instabilidades cromossdmicas
associadas com uma fraca viabilidade e um aumento do risco de tumores (123).

Uma enzima que se encontra frequentemente sobre-expressa em vdarios tumores, € a HMT
EZH2, que catalisa a dimetilacdo de H3K27. Foi ja descrita uma regulacdo positiva da EZH2, em
estados avancados da doenca e com mau prognéstico (56; 58; 124), bem como de outras proteinas
PcG (121). No caso especifico deste residuo, H3K27, a enzima responsavel pela sua desmetilagao,
UTX, encontra-se inactiva em varios tipos de tumores, devido a muta¢des somaticas (125), o que em
conjunto com a sobre-expressdo da enzima responsdvel pela metilagdo EZH2, sugere que o controlo
dos niveis de metilacdo de H3K27 € essencial para a prevencao do desenvolvimento tumoral.

Relativamente a relacdo entre metilagdo e cancro, tem sido dado particular énfase aos residuos
H3K9 e H4K20. Os referidos residuos quando se encontram trimetilados, H3K9me3 e H4K20me3
induzem a formacdo da heterocromatina constitutiva e inibem a transcricio. Uma perda substancial
de H3K9me3 e H4K20me3 pode resultar numa organizac¢do de heterocromatina mais “relaxada”, o
que perturba a estabilidade do genoma (126; 127; 128). Adicionalmente, verificou-se recentemente
que a H4K20me3 é um checkpoint crucial para o controlo de danos, que H4K20me3 compromete
a capacidade das células de pararem o ciclo celular (94). Verificou-se, ainda, que a H3K9me3 ¢
absolutamente necessdria para as células entrarem na via terminal de diferenciacao (129) pelo que
a perda desta modificacdo compromete o equilibrio entre a proliferacdo celular e os processos de
diferenciacdo, favorecendo a proliferagdo celular. Qualquer um destes mecanismos pode promover
uma transformacdo neopldsica da célula.

De modo a comprovar a associagdo entre as alteragdes no perfil de modificacdes das histonas
e a iniciagdo e progressdo do cancro, € necessdrio verificar se essas alteragdes ocorrem em estigios
preneoplésico, se permanecem durante os restantes estadios do cancro, e se aumentam as alteracdes
de modificagdes durante a progressdao do tumor (130).

Um estudo realizado por Coombes et al (131), refere a diminui¢do global dos niveis de me-
tilacdo de H3K4, e um aumento da metilacdo de H3K9 nas histonas associadas ao gene supressor
tumoral p16, em células de linhas tumorais de cabeca e pescoco, Tu-159. Nestas linhas celulares nao
se observa a transcri¢cdo do gene pl16. Coombes et al (131) avaliaram o estado de metilacdo da histona
H3 no gene p16 e observaram a existéncia de dimetilacdo em H3K4, a semelhanga do verificado no
gene pl16. No entanto, a dimetilacdo de H3K9 ndo foi observada no gene p15, ao contrario do consta-
tado para o gene p16. Estas evidéncias sugerem que o aumento de metilagdo de H3K9, a diminui¢do
da metilacdo de H3K4, juntamente com a desacetilacdo de histonas e silenciamente de genes, estdo
interligados a este locus e outros genes metilados, em células Tul59.

Ao nivel da acetilacio, esta parece ocorrer, no caso das histonas H4, preferencialmente de
K16 para K15, sendo que a maioria desta acetilacdo é monoacetilagdo e ocorre no residuo de lisina
16 (132). Visto que em células normais e células tumorais ndo existem diferencas evidentes no
que diz respeito aos niveis de H4K16ac, € sugerido que esta acetilagdo tem um papel central na
funcdo da cromatina, logo serd a transicdo para a acetilagdo H4K15ac que estard relacionada com o
desenvolvimento do cancro. E de salientar que tanto as células tumorais como normais apresentam
uma percentagem baixa, cerca de 5%, de histonas H4 monoacetiladas em K5, K8, ou K12 (12).

Atendendo a todas as diferencas ja caracterizadas entre histonas de células tumorais e nfo tu-
morais, surge a necessidade de, ndo s6 estudar PTMs individuais, mas fundamentalmente caracterizar
o perfil global de PTMs e de o correlacionar com as enzimas especificas, de modo a determinar novos
alvos terapéuticos.
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2.3 As células HC11 como modelo de estudo de cancro da mama

A linha de células epitelais mamarias HC11 foi obtida de ratos fémea BALB/c, por interrupg¢io
da sua gravidez (133), e assemelham-se muito a células estaminais, ou progenitoras. As células HC11
exibem capacidade para auto-regeneracio, pluripoténcia, pelo que podem ser cultivadas indefinida-
mente, no estado proliferativo de células estaminais, ou podem tornar-se funcionalmente diferenci-
adas, passando a expressar proteinas do leite in vitro. Neste sentido, sdo consideradas um modelo
util para o estudo da diferenciagdo de células mamadrias (133). Num estudo, realizado por Williams
e colaboradores (134), foi analisado o processo de diferenciacdo destas células, ao nivel do trans-
criptoma. Apds comparacdo com diferentes tipos de cancro da mama e suas metastases, constatou-se
a existéncia de correlacdes entre o padrao de expressdo das células no estado stem-cell like (SCL)
e tumores mamarios com mau progndstico, pelo que se pensa que as células HC11 constituem um
modelo adequado para o estudo das células estamindis da mama, o seu processo de diferenciagcdo e a
sua relagdo com o cancro.

2.4 Caracterizaciao de PTMs das histonas com recurso a espectrome-
tria de massa

Na pesquisa de modificacdes pos-traducionais (PTMs) das histonas tém sido utilizadas diversas
abordagens metodoldgicas, sendo de destacar a aplicagcdo da espectrometria de massa (MS). A pri-
meira andlise de histonas efectuada com técnicas de MS foi realizada por Banks et al (135), em que
demonstraram a aplicag@o da cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS) na
identificacdo de modifica¢des na fosforilagdo de histonas H1 de células tratadas com dexametasona,
apesar de nado terem sido identificados os locais de modificagdo. Um ano depois, foi publicada por
Galasinski et al (136) uma andlise das PTMs de histonas do core tratadas com outras substancias.
O primeiro estudo que demonstrou a aplicagdo de MS na localizagdo com exactiddo dos locais de
modificacdo nas histonas H3 e H4, foi apresentado por Zhang et al (137; 138). Estes autores de-
monstraram, na andlise de H4, a possivel existéncia de um padrio ndo-aleatdrio de acetilagdo. Este
grupo fez uso do HPLC para purificar as histonas do core e as frac¢des obtidas, contendo H3, sendo
em seguida digeridas com tripsina. Estes digestos foram novamente separados por HPLC, e as novas
fracgdes obtidas foram analisadas por MALDI-TOF. Este grupo também utilizou uma aproximagdo
similar para analisar o padrdao de modifica¢cdes no N-terminal da histona H4. A andlise dos pép-
tidos derivados da cauda N-terminal da histona H4 sugere uma progressido ordenada da acetilagao,
comecando na lisina 16, progredindo sequencialmente pelas lisinas 12, 8 e 5.

Mais tarde, Allis et al (139) descreveram novos locais de metilagdo de histonas, identificados
também por espectrometria de massa. Apds a identificacdo de metiltransferases de lisinas de ma-
miferos CARM1 e PRMT1 como coactivadores de transcri¢do, capazes de metilar histonas in vitro,
estes autores utilizaram MS para determinar se as histonas isoladas de culturas de células humanas
continham residuos de metilarginina. Assim, apds purificagdo por RP-HPLC, as histonas foram di-
geridas com quimotripsina e analisadas por ESI-MS. Esta andlise confirmou a presenca de metilacao
nas argininas das histonas e, identificou a arginina 3 da histona H4 como um local preferencial de
monometilagdo. Experiéncias subsequentes, in vivo e in vitro, demonstraram que PRMT1 € a prin-
cipal enzima responsdvel por esta modificagdo. Estudos posteriores, ainda com espectrometria de
massa, mostraram que estas metilacdes nao sao restritas aos residuos da caudas N-terminal, mas tam-
bém podem existir nos dominios globulares do core. Usando histonas purificadas com diferentes
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origens (culturas de células de tecido humano, timo bovino, eritrcitos de galinha e Saccharomy-
ces cerevisiae), quatro grupos diferentes de investigadores identificaram com PMF (Peptide Mass
Fingerprinting) metilacdo no residuo de lisina 79 na histona H3 (23; 25; 26; 137). A presenca da
metilacdo na H3K79, neste conjunto de diferentes organismos, indica que é uma modificacio alta-
mente conservada. No entanto, o grau de metilacdo neste residuo parece diferir de organismo para
organismo. Enquanto que a H3K79 da levedura se encontra principalmente trimetilada, a anélise da
histona H3 em humanos e bovinos indicou presenca de monometilag¢do e, no caso das aves, de mono-
e dimetilagdo. Niao estd esclarecido se esta auséncia de trimetilagdo em vertebrados é uma questao
da sensibilidade do método de deteccao, visto que as enzimas responsdveis por esta modificagdo (do
tipo DOT1) sdo em termos evolutivos, altamente conservadas. Num estudo no qual foi analizada a
H3 de ratinho foram identificados péptidos contendo lisinas 79 mono-, di- e trimetiladas (140). Rice
et al (141) demonstraram que a mono- e a dimetilacdo na H3K9 estdo localizadas na eucromatina,
enquanto que a trimetilacdo da H3K9 encontra-se predominantemente na heterocromatina.

A técnica peptide mass fingerprinting tem sido entfo aplicada de forma sistematica, na iden-
tificacdo e mapeamento das PTMs das 4 histonas do core (142). A andlise de histonas isoladas de
timo bovino, fraccionadas por HPLC, digeridas e analisadas por FTICR MS (Fourier Transform Ion
Cyclotron Resonance Mass Spectrometry resultou na identificacdo de 20 novos locais de modificacdo.
O alto poder de resolucdo do FTICR MS permitiu a identificacdo dos péptidos, sem a necessidade da
separacdo por HPLC e sequenciamento por espectrometria de massa tandem. Neste estudo foram
ainda distinguidos os péptidos trimetilados dos acetilados. Muitos destes locais novos encontram-se
no core globular das histonas (142).

A aplicagao sistemdtica de PMF a andlise de histonas do core, modificou a ideia existente acerca
das PTMs nestas proteinas. Nomeadamente, demonstrou que estes locais estdo localizados em varios
pontos da superficie do nucleossoma ou em locais de ligacdo do DNA as histonas (143).

A espectrometria de massa também ajudou na identificacdo dos locais onde actuam as enzimas
modificadoras de histonas, in vivo. Grunstein et al (144) desenvolveram um sistema baseado em
espectrometria de massa, para determinar os locais especificos de desacetilacdo pela HDAC Hos3p
de levedura. A Hos3p recombinante foi incubada com péptidos representativos da cauda N-terminal
das histonas H3 e H4, com acetil-lisina incorporada em cada um dos locais de acetilagdo reversivel.
Os niveis totais de acetilacdo dos péptidos foram posteriormente analisados por MALDI-TOF e o
estado de acetilacdo das lisinas individuais foi determinado por MS/MS ou peptide mapping. Segundo
Tweedie-Cullen et al (27), os tltimos locais de metilagdo detectados em histonas H3 e H4 foram: K14
e K122 nas variantes H3.1 e H3.2; K14, K36, K37, K40 e K122 na histona H3.3; K16, R23 e R35
na histona H4. No caso especifico de H2A e H2B, ja foram encontradas diversas PTMs, tais como:
a acetilagdo (H2A: K5, K8 ; H2B: K5, K12, K15, K20); a fosforilagao (H2A: S1 ; H2B: S10);
a monometilacdo (H2A: K15 ; H2B: K5, K43); a ubiquitinagdo (H2A: K119 ; H2B: K120/K123)
(145; 146; 147; 142; 148; 149; 150; 151).

Os resultados, entdo descritos, obtidos no mapeamento de PTMs de histonas e aliados a evolu-
¢do da técnica de MS que conferiu vantagens relativamente a outras técnicas (como o caso do Western
Blotting que requer anticorpos especificos), levaram a escolha deste método para o visualizagdo global
de modificagdes pods-traducionais em histonas, desenvolvidos no presente estudo.
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3

Objectivos

O presente trabalho teve como objectivo o estudo de alteragdes do proteoma nuclear de um
modelo de estudo de cancro da mama, usando para o efeito a linha celular epitelial HC11. Como
objectivos especificos para o desenvolvimento deste estudo procedeu-se:

(i) Ao desenvolvimento de metodologias para o isolamento de nicleos; a separacdo electroforé-
tica de diferentes classes de histonas, suas variantes e graus de acetilacio; e a comparagdo de
metodologias para a anélise do perfil de PTMs de histonas;

(ii) A avaliacio das modificagdes pds-traducionais em histonas induzidas pelo processo de diferen-
ciagdo celular;

(iii) A caracterizacdo das altera¢des no proteoma nuclear em células HC11 estaminais e diferencia-
das.
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Material e Métodos

4.1 Desenho experimental

No sentido de dar uma perspectiva global sobre todo o processo experimental desenvolvido para
atingir os objectivos propostos, apresenta-se o seguinte esquema experimental (figura 4.1.1).

Células HC11

I I
Stem-Cell Like (SCL) Estado diferenciado (Dif)

I |
¥

Nucleos
2D-PAGE
Histonas

Digestao enzimatica
dos spots (]
identificados no gel

MALDI-MS\MS

| Digestao enzimatica ‘

'

NanoLC-MALDI
HPLC-MS\MS MS\MS

| Bis-Tris SDS-PAGE | |AUT-PAGE |

Y

Digestao enzimatica NanoL C-MALDI

dos spots >
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4.2 Cultura de células HC11 e inducio da sua diferenciacao

De forma a obter o estado stem-cell like (SCL) e o estado diferenciado (Dif) das células HC11,
cultivaram-se as células de acordo com Williams et al (134). Em resumo, as células mamdrias epite-
liais HC11 foram cultivadas em meio RPMI 1640, com 10% FBS (fetal bovine serum), L-glutamina,
5 pg/mL de insulina, 10 ng/mL de EGF (epidermal growth factor ) e 50 pg/mL de gentamicina. Para
se obter as células pré-diferenciadas, deixou-se as células atingirem 100% confluéncia e modificou-se
o meio, removendo o EGF, e diminuindo o FBS para 2%. Ap6s 48 horas, iniciou-se o tratamento, de
72 horas, com meio sem EGF e com 100nM de dexametasona e 1 pug/mL de prolactina, obtendo-se
assim as células competentes.

4.3 Purificacao dos nicleos para o estudo do seu proteoma

A extraccdo dos ntcleos foi realizada utilizando o protocolo descrito por Garland (152) para
células aderentes. Brevemente, as células foram lavadas 2 vezes com 25mL de PBS gelado por tubo,
e centrifugadas a 1500 x g a 4°C (todas as solugdes e centrifugagdes foram realizadas a 4°C) para
precipitar as células. O precipitado celular foi ressuspendido no tampao I ( 0,01M tris-HCI, 0,01M
NaCl, 0,003M MgCls, 0,03M sacarose, pH 7 com a adicdo de 500uL. NP-40 para cada 100mL)
centrifugado a 1500 x g durante 10 minutos. Removeu-se o sobrenadante e repetiu-se a lavagem em
tampao I. Removeu-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o precipitado em 2mL de tampao II (a cada
100mL do tampao I adicionou-se ImL de solugdo stock CaCls 10mM). Centrifugou-se durante 10
minutos a 1500 x g, e ressuspendeu-se de novo o precipitado em 2mL de tampao II. Repetiu-se a
lavagem. Por fim descartou-se o sobrenadante e armazenou-se o precipitado contendo os ntcleos a
-70°C.

4.4 Preparacao das histonas para o estudo das suas PTMs

A fraccdo de histonas foi obtida a partir da fraccao dos niicleos obtida utilizando o protocolo des-
crito no ponto 4.3 do "Material e Métodos". A extrac¢do das histonas foi realizada utilizando o proto-
colo descrito por Shechter er al (153). Brevemente, ressuspenderam-se os niicleos em 400uL de 0,4N
H2S0O, e incubaram-se na incubadora a 4°C durante 2 horas com agitagdo constante. Centrifugaram-
se as amostras a 16000 x g, durante 10 minutos, a 4°C, e transferiu-se o sobrenadante contendo
as histonas para um novo tubo de 1,5mL. Para precipitar as histonas, adicionou-se uma solucao
de TCA 100%, gota a gota, até uma concentracdo final de 33% (132u:L) de TCA. Homogenizou-
se a solucdo e incubou-se novamente em gelo durante 30 minutos com uma agita¢do esporddica.
Centrifugou-se a fracco de histonas a 16.000 g, 4°C, 10minutos e removeu-se cuidadosamente o so-
brenadante com uma pipeta. Lavou-se o precipitado de histonas com acetona gelada sem o perturbar
e centrifugou-se 16.000g, 4°C, durante Sminutos. Repetiu-se a lavagem do precipitado com acetona
gelada e centrifugou-se utlizando as mesmas condi¢des. Removeu-se o sobrenadante e deixou-se se-
car o precipitado durante 20 minutos a temperatura ambiente. Por fim dissolveu-se o precipitado em
100uL e transferiu-se para novo tubo e 1,5mL.
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4.5 Caracterizacdo das diferentes classes de histonas e seus niveis glo-
bais de acetilacao por electroforese AUT-PAGE

Para se compararem os niveis globais de acetilacdo entre as duas amostras, realizou-se um gel
AUT-PAGE de acordo com o descrito previamente (154). Preparou-se o running gel com 8,75mL de
solu¢do de acrilamida 60%, 1,4mL de solugdo bis-acrilamida 2,5%, 2,1mL de 4cido acético glacial,
0,115mL hidréxido de aménio 28%, 16,8¢g ureia e perfez-se até 31,75mL com H»O. Desgaseificou-se
esta solu¢do num banho de ultrasons e adicionou-se 0,788 mL de Triton X-100 (25% v/v). Para iniciar
a polimerizacdo do gel, adicionou-se 0,300mL de solu¢cdo APS 10% e 0,030mL de TEMED. Uma
vez polimerizado, adicionou-se o stacking gel, preparado da seguinte forma: 3,2g de ureia, 0,447mL
de solugdo acrilamida 60%, 0,427mL de solugdo bis-acrilamida 2,5%, 0,380mL de 4cido acético
glacial, 0,023mL de hidréxido de aménio 28% e perfeito com HoO até 6,2mL. Desgaseificou-se esta
solucdo e adicionou-se 0,300mL de APS 10% e 0,030mL de TEMED. Como tampao de corrida usou-
se uma solucdo constituida por 1M &cido acético e 0,1M glicina. Diluiu-se cada amostra com tampao
constituido por 7,7mg de ditiotreitol (DTT), 50uL de hidréxido de aménio 28%, S0uL de HoO e
0,9mL de solugdo ureia 9M. Para a separagdo das proteinas no gel, utilizou-se o seguinte programa de
corrida: 300V, 25mA e SW durante 3 h. A deteccio das bandas foi realizada por incubacio overnight
dos géis obtidos com coomassie colloidal G-250 (0,1% m/v coomassie G-250 em 40 % metanol).

4.6 Identificacao das diferentes classes de histonas por electroforese
bis-tris SDS-PAGE

A separagdo das histonas foi realizada utilizando um gel SDS-PAGE preparado com tampao
Bis-Tris em substitui¢cdo do tampao Tris usualmente geralmente. Em resumo, preparou-se o running
gel com 1,86 mL de H2O, 2,5mL de tampao bis-tris 1,25M, 2,53mL de solucdo de acrilamida 40%,
1,395mL de solugdo bis-acrilamida 2% e 0,084mL de SDS 10%. Para iniciar a polimerizacdo do
gel, adicionou-se 0,042mL de solucio APS 10% e 0,005mL de TEMED. Uma vez polimerizado
adicionou-se o stacking gel, preparado por mistura de 1,856mL de H50O, 0,25mL de tampao bis-
tris 1,25M, 0,243mL de acrilamida 40%, 0,135mL de bis-acrilamida 2% e 0,025mL de SDS 10%.
Iniciou-se a polimerizagdo adicionando 0,013mL de APS 10% e 0,003mL de TEMED. Como tampdo
de corrida, usou-se uma solugé@o constituida por S0OmM MES (2-(N-morpholino)ethanosulfonic acid
), S0mM tris, ImM EDTA, 0,1% SDS e pH 7,3. Cada amostra foi diluida em tampao LDS (40%
glicerol, 4% litio dodecil sulfato, 4% Ficoll-400, 0,8M trietanolamina-Cl pH 7,6, 0,025% vermelho
de fenol, 0,025% coomassie G250, 2mM EDTA), fervida durante 5 minutos antes de ser aplicada no
gel. As proteinas das amostras foram separadas a uma voltagem de 200V durante 40 minutos.

4.7 Andlise de proteinas nucleares por electroforese 2D-PAGE

A expressao proteica da frac¢do nuclear das SCL e células diferenciadas foi realizada utilizando
a electroforese bidimensional segundo a qual na primeira dimensao separam-se as proteinas por ponto
isoeléctrico e na segunda por peso molecular.

Para o efeito, solubilizou-se 200ug da fraccdo nuclear em tampao de rehidratagdo (8M ureia,
2M tioureia, 1% CHAPS, 12,9mM DTT, 0,1% pharmalyte 3-10NL e 0,01% azul de bromofenol) num
volume final de 250 L. Aplicou-se a amostra no sarcéfago e colocou-se a tira de acrilamida (IpGstrip
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3-10NL, GE Healthcare). A focagem isoeléctrica foi realizada no IpGPhor (GE Healthcare)tendo-se
utilizado o seguinte programa: incubacdo a 20°C, durante 12 horas a SmA; 1 hora de gradiente até
150V; 1 hora de gradiente até 500V; 1 hora de gradiente até 1000V; por fim, a 8000V durante 3,5
horas. Apés a separacdo das proteinas com base no ponto isoeléctrico, incubaram-se as tiras de
acrilamida com SmL de tampao de equilibrio (para 200mL: 6,7mL tampao tris-HCI 1,5M pH 8,8,
72,1g ureia, 69mL de glicerol 87%, 4g SDS; com a adi¢cdo de 2g de DTT) e incubados com agitagdo
suave durante 15 minutos. As tiras foram posteriormente lavadas com tampao de corrida de SDS-
PAGE e colocadas no topo do gel de SDS-PAGE 12,5% (155). A separagdo ds proteinas com base no
peso molecular foi realizada a: 200V, 75SmA e 15W durante 3h. A detec¢do das proteinas nos géis foi
realizada com coomassie G-250.

4.8 Identificacido de proteinas e caracterizacdo das modificacoes pos
traducionais por espectrometria de massa

4.8.1 Identificacao de proteinas

Ap6s a revelacdo dos géis com coomassie coloidal como descrito previamente, as bandas/spots
dos géis bis-tris SDS-PAGE e 2D-PAGE foram removidos e transferidos para tubos tipo eppendorf.
Realizaram-se duas lavagens com 50uL de hidrogenocarbonato de aménio SOmM e 50uL. de ACN
com uma incubacio de 30 minutos. Apds as incubag¢des removeu-se o sobrenadante e adicionou-se
50uL de ACN com incubagéo de 10 minutos de forma a desidratar os pedacos de gel. Removeu-se
0o ACN e secaram-se os pedacos de gel na SpeedVac Plus SC 210 A (Thermo Savant, USA). Uma
vez secos, adicionou-se as bandas/spots de gel, 25uL de tripsina e incubou-se a 37°C e, apés 1 hora,
adicionou-se mais hidrogenocarbonato de aménio 50mM de modo a cobrir todos os spots/bandas
e incubou-se a 37°C durante toda a noite. A extrac¢do dos péptidos dos géis fez-se recolhendo o
sobrenadante existente para um eppendorf, seguindo-se uma lavagem com 25uL de 4cido férmico
(AF) 10% durante 30 minutos. Colectou-se este sobrenadante para o mesmo eppendorf e por fim,
realizaram-se 2 lavagens, durante 30 minutos cada, com 25uL. de AF 10% e 25uL. de ACN, sendo
que todo o sobrenadante por fim adquirido, foi concentrado de novo com o recurso a SpeedVac Plus
SC 210 A (Thermo Savant, USA). Os digestos foram ressuspendidos em 50% acetonitrilo e 0,3% TFA
para serem entdo aplicados numa placa de MALDI. Os espectros de massa dos péptidos provenientes
da digestao foram obtidos num MALDI-TOF/TOF (4800 Proteomics Analyzer, Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) usando o modo reflectrdo positivo, no intervalo de massas 700-4500Da. O
método de aquisi¢do selecionou os dez picos mais intensos de cada spot (excluindo os picos referentes
a autdlise da tripsina ou acrilamida), de modo a posteriormente ocorrer uma aquisicdo de espectros
por MS/MS. Os dados obtidos foram processados e analisados usando o Global Protein Server (GPS)
Workstation (Applied Biosystems), que realiza a identificacdo de proteinas pela conjugacdo dos dados
de peptide mass fingerprinting (PMF) com os dados MS/MS (peptide fragment fingerprinting) no
Mascot (v2.1.1, Matrixscience, UK) na base de dados da SwissProt (march 2009). Os critérios foram,
tripsina ou Glu-c como enzima, 2 cortes falhados, 30ppm de tolerdncia para o precursor e 0,3Da para
os ides fragmento. A identificacdo foi aceite quando o grau de confianga era superior a 95% e um
score de Mascot superior a 70.
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4.8.2 Caracterizacao das modificacoes pos traducionais das histonas

Para a andlise por LC-ESI e por LC-MALDI, usaram-se digestos de histonas das amostra de
extractos celulares Stem-Cell Like (SCL) e diferenciada (Dif). Digeriram- se 1001 de proteina com
tripsina e 100ug com Glu-C. Brevemente, ao volume equivalente a 1001 de histonas, adicionou-se
tampao de hidrogenocarbonato de aménio S0mM, de modo a perfazer um volume final de 100uL.
As amostras adicionou-se 50uL de tripsina 0,014g/u1 ou 2uL de solugdo de Glu-C 0,25ug/uL. As
amostras digeridas com tripsina foram incubadas a 37°C durante 2 horas, enquanto que as amostras
com Glu-C foram incubadas a 25°C durante 6 horas. Em ambas as situagOes, as reacgdes foram
terminadas com adi¢do de TFA, para uma concentracio final de 0,1%. As amostras foram conservadas
a -70°C até serem analisadas por LC-ESI e LC-MALDL

4.8.2.1 Analise por LC-ESI-MS/MS

De modo a analisar os digestos das amostras de histonas, estes foram separados por HPLC
(Alliance Waters 2690, Waters, Milford, MA, USA). Para tal, foi injectado um volume de digesto
equivalente a 20ug de proteina no HPLC, onde os péptidos foram separados numa coluna ACE-
C18-AR (Imm de didmetro interno e 3um de tamanho de particula) com um gradiente 10 a 18%
de B (acetonitrilo e 0,1% de acido férmico) em A (4dgua e 0,1% de acido férmico) nos primeiros 9
minutos, 18 a 55% de B em 40 minutos e 55 a 90% de B em 7 minutos. O HPLC estava a acoplado
a uma fonte de electrospray de uma trapa linear (LXQ Linear Ion Trap, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Os espectros foram adquiridos na gama de massas de 200-2000 m/z no modo
positivo (com um potencial de 5kV no capilar, temperatura de solvatagéo de 280°C) e 0 iGes com mais
de 1000 counts foram automaticamente seleccionados para MS/MS (com uma energia de colisdo
de 35%). Os espectros adquiridos foram porcessados utilizando o Sequest (v3.0, Thermo) com
uma base de dados interna na qual estdo incluidas todas as sequénicas de histonas pertencentes a
taxonomia Rodentia. Os critérios foram, tripsina ou Glu-c como enzima, 4 cortes falhados, 0,8Da de
tolerancia para o precursor e 1,2Da para os ides fragmento. As modificacdes pds-traducionais foram
pesquisadas com base na informacao disponivel na Universal Protein Resource (Www.uniprot.org).
Na tabela seguinte (tabela 4.1) estdo presentes as variagdes de massa induzidas pela presenca das
modificagdes nos diferentes residuos de aminodcidos, de acordo com os valores presentes na base de
dados UNIMOD (www.unimod.org).

Tabela 4.1: Valores de massa induzidos por modificacdes pds-traducionais

Modificag¢ao Massa monoisotdpica (Da)
Acetilagdo 42.,010565
Mono-metilagio 14,015650
Di-metilagdo 28,031300
Tri-metilagdo 42,046950

As modifica¢des foram aceites quando o peptide probality foi inferior a 0,05, e Xcorr inferior
a 1,8 para carga +1, 2,2 para carga +2 e 2,5 para carga +3.
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4.8.2.2 Analise por LC-MALDI-MS/MS

Os digestos preparados foram separados por nanoL.C (Ultimate 3000, Dionex, Sunnyvale, CA,
USA), em que as aliquotas foram aplicadas automdticamente numa placa de MALDI, através de um
colector automdtico Probot (LcPackings), em fraccdes de 20 segundos, com adicdo de 270nL de
matriz do 4cido a-ciano-4-hidroxicindmico (bmg/mL de matriz a-ciano-4-hidroxicindmico prepa-
rada em 70% acetonitrilo e 0.3% de 4cido trifluoracético suplementada, com 0.4uL de uma solugdo
(15fmol) glu-fib). Apés a injeccdo de um volume equivalente a 2ug/mL de amostra, deu-se a se-
paracdo dos péptidos, através de uma coluna C18 (C18 Zorbax SB 300; 0.75um diametro interno;
15c¢m de comprimento), localizada num médulo de separacdo Ultimate 3000 (LC Packings). O gra-
diente usado para a separacdo foi de 5-55% B, durante 30 minutos; 55-80% B, durante 10 minutos e
80-5% A, durante 5 minutos, em que o solvente A era composto por dgua, acetonitrilo e 4cido triflu-
oroacético numa propor¢do 95:5:0,05 (v/v/v), e no solvente B mudava a proporcdo para 20:80:0,04
(v/vlv). A andlise das frac¢des colectadas foi realizada utilizando os mesmo critérios definidos para a
identificacdo de proteinas. A pesquisa de modificagdes foi realizada utilizando a mesma informagao
introduzida no ponto anterior com recurso ao MASCOT como descrito na identificacdo de proteinas.
Todas as modificacdes foram aceites quando o grau de confianca individual foi superior a 99% e
validadas manualmente.
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Resultados

5.1 Analise comparativa das PTMs de histonas em células HC11 SCL
e diferenciadas

No sentido de se obter uma boa separacao das vdrias classes de histonas para posterior andlise
das respectivas PTMs, testaram-se duas metodologias diferentes: SDS-PAGE (155) e Bis-Tris SDS-
PAGE (como descrito no ponto 4.6 do "Material e Métodos"). Como se pode constatar pela andlise
da figura 5.1.1, utilizando a segunda metodologia, obteve-se uma melhor separacio na gama de baixo
peso molecular (10-25 kDa). Consequentemente, utilizou-se a metodologia Bis-Tris SDS-PAGE para
andlise comparativa do perfil de histonas e PTMs entre os diferentes estadios de diferenciacio das
células HC11.

(@

Figura 5.1.1: Comparacao da separacao das classes de histonas obtidas por electroforese SDS-PAGE
(a) e electroforese Bis-Tris SDS-PAGE (b)

Como se pode constatar pela andlise da figura 5.1.2a, observa-se um perfil de separacdo seme-
lhante, embora com maiores teores relativos de cada classe de histonas nas células SCL, sendo mais
notdria para a classe H4.
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Figura 5.1.2: Separacdo das classes de histonas das células SCL e diferenciadas por electroforese.
Em (a) é apresentada uma imagem representativa do perfil de separagdo das diferentes classes por
electroforese Bis-Tris SDS-PAGE. O perfil de densidades dpticas de cada amostra € apresentado em

(b).

A andlise dos digestos por HPLC-MS e nanoL.C-MS destas varias classes de histonas, ap6s
digestdo com Glu-C e tripsina e posterior analise por HPLC-MS e nanoL.C-MS, resultou na identifi-
cacdo de um total de 2659 modificacdes, sendo que destas apenas 23 foram identificadas por MALDI-
TOF/TOF, das quais 8 foram exclusivamente observadas com esta técnica. Todas as restantes iden-
tificagdes foram obtidas por ESI-Ion Trap-MS/MS. Com esta abordagem, foi possivel obter um total
de 1363 diferentes péptidos modificados na células SCL e 1185 nas células diferenciadas.

= Peptidos somente
Acetilados

= Peptidos somente
Acetilados

® Peptidos somente
Metilados

® Peptidos somente
Metilados

u Péptidos Acetilados e
Metilados

u Péptidos Acetilados e
Metilados

(a) SCL (b) Diferenciada

Figura 5.1.3: Distribuicao relativa das modificagdes encontradas nos péptidos de histonas nas células
SCL (a) e diferenciadas (b)

Da andlise da figura 5.1.3 pode-se observar que durante o processo de diferenciacdo, houve
um incremento nos péptidos com metilagdes e acetilagdes. Uma andlise aprofundada da distribuicdo
das modificacdes identificadas nas diferentes classes de histonas, permite verificar que o aumento de
péptidos com metilagdes e acetilacdes foi mais significativo na classe H2B, seguindo-se a classe H1.
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(a) H1 SCL

(f) H1 Dif.

(b) H2A SCL

(2) H2A1 Dif.

(c) H2B SCL (d) H3 SCL (e) H4 SCL

(h) H2B Dif. (i) H3 Dif. (j) H4 Dif.

Figura 5.1.4: Comparacdo da distribuicdo das metilagdes e acetilagdes nos péptidos analisados das
diferentes classes de histonas entre as células SCL e diferenciadas.Azul - péptidos somente acetilados;
Vermelho - péptidos somente metilados; Verde - péptidos acetilados e metilados

Analisando o nimero de PTMs identificadas nas variantes de histonas H3, observa-se a predo-
minancia de modificacdes na variante H3.2 em relacdo a variante H3.3B(anexo A).

A avaliagdo do teor relativo das modificacdes identificadas, evidencia a predominancia de me-
tilagdes em todas as classes de histonas, a excepgao da classe H4, na qual a acetilacio se encontra ao
nivel das restantes modificagdes (figura 5.1.5).
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Figura 5.1.5: Andlise comparativa do perfil de modificacdes de cada classe de histonas
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A anélise comparativa do perfil de modificacdes das diferentes classes de histonas, sugere ainda
que a contribui¢do de argininas modificadas para o total PTMs identificadas na H1, € bastante inferior
ao observado nas restantes classes, devendo-se isto, principalmente, ao menor teor deste aminoédcido
na estrutura primaria da H1.

Atendendo ao grau de diferenciacao celular, € de salientar a maior variagio no perfil de modi-
ficacdes nas classes H3 e H4. No sentido de obter uma melhor visualizacdo das PTMs identificadas
nestas classes de histonas e das diferengas do perfil de modificacio entre as condi¢cdes em estudo,
contextualizou-se as PTMs identificadas na sequéncia das histonas H3 e H4 (figura 5.1.6).
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Figura 5.1.6: Localizagao dos residuos de aminoécido alvo de acetilagao e de mono-, di- e trimetilacao
na histona H3 e H4. (a) Histona H3. (b) Histona H4. (c) Legenda

Efectivamente, para a H3, observa-se uma diminuicdo da acetilagdo das lisinas e da monometi-
lagdo das argininas, com um aumento da dimetilacdo das argininas, com o processo de diferenciacao
celular. Um perfil oposto € observado na H4, pois apesar de se observar uma diminuicao da aceti-
lagdo, como ocorre em H3, verifica-se um aumento da monometilacao de argininas, concomitante a
uma diminui¢do das dimetilagdes das argininas. Pode-se ainda notar a homologia entre as células
SCL e diferenciadas, no que diz respeito a modificagdes na cauda N-terminal da histona H3 (figura
5.1.6a), ao contrario do que sucede na cauda N-terminal da histona H4 (figura 5.1.6b), em que predo-
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minam as modifica¢cdes no estado diferenciado. Nesta classe de histonas é de salientar a ocorréncia
de metilacd@o e acetilacdo do residuo K5, bem como a metilagao dos residuos R3, R39, R67 R92 e
R95, observada apenas em células HC11 diferenciadas. Em oposicdo, apenas nas células estaminais
se observou a trimetilacdo de K44 e a monometilagdo de R17.
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Figura 5.1.7: Separagdo das classes, variantes e niveis de acetilacdo de histonas das células SCL e
diferenciadas. Em (a) é apresentada uma imagem representativa do perfil da separag@o de histonas por
electroforese AUT-PAGE (6). A separacio electroforética obtida para a amostra SCL encontra-se na
imagem (b) e para a amostra diferenciada encontra-se na imagem (c). O perfil de densidades pticas
de cada amostra é apresentado em (d).

Paralelamente, utilizou-se uma abordagem metodoldgica diferente (electroforese AUT-PAGE)
para analisar os niveis de modificacdo, em particular acetilacdes, nas diferentes variantes de histo-
nas. Os resultados obtidos e apresentados na figura 5.1.7 sugerem uma diminuicdo das acetilagdes
das histonas H3 e H4 com o processo de diferenciacdo celular, corroborando assim os resultados
anteriormente descritos (figura 5.1.5).
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5.2 Caracterizacdo do proteoma nuclear de células HC11 SCL e dife-
renciadas

As proteinas nucleares foram separadas por 2D-PAGE (figura 5.2.1), tendo-se analisado duplica-
dos das células SCL e diferenciadas. Da andlise efectuada com o software PDQuest identificaram-se
342 £ 21 spots nas células SCL e 389 + 35 spots nas células diferenciadas. Um total de 472 spots
foram removidos dos géis e, ap6s a andlise por MALDI-TOF/TOF, 45 spots foram identificados positi-
vamente, contendo 100 proteinas diferentes (apéndice B). As proteinas identificadas foram agrupadas
em 7 classes diferentes de acordo com a sua fungdo fisioldgica: metabolismo, transporte, estrutura,
ligacao/folding de proteinas, transducdo de sinal, apoptose e biossintese DNA/RNA/Proteinas, tendo
por base a informacao obtida no Gene Ontology Annotation (GOA).

(a) SCL (b) Dif

Figura 5.2.1: Andlise comparativa do proteoma nuclear dos estadios SCL (a) e diferenciado (b) das
células HC11.(Os spots assinalados nas imagens tém correspondéncia na tabela 5.3)

Como se pode constatar da andlise da figura 5.2.2, 48% das proteinas identificadas pertencem
a classe de biossintese de DNA/RNA/Proteinas, seguindo-se as proteinas estruturais (18%), as de
transducdo de sinal (11%) e as de ligacdo/folding de proteinas (10%).

@Biossintese de DNA/RNA/proteinas BLligacao/folding de proteinas
BApoptose OEstructura

OTransporte BTransducéo de sinal
EMetabolismo B Desconhecidas

Figura 5.2.2: Distribui¢do das proteinas identificadas por classes funcionais, segundo o GOA

32



Relativamente a classe funcional “biossintese de DNA/RNA/Proteinas”, é de salientar a identi-
ficacdo das proteinas envolvidas na regulacdo do perfil de PTMs das histonas (realgadas no apéndice
B), tais como Desacetilase de histona 1 e 2 (HDAC1 e HDAC2), subunidade SAP18 do complexo
HDAC e proteina do tipo RuvB1, componente do complexo acetiltransferase de histonas NuA4 e a
metiltransferase dependente de S-adenosil-L-metionina (tfRNA Wybutosine-synthesizing protein 2 ho-
molog). De forma a analisar as potenciais interac¢des destas com outras proteinas nucleares, com
significado na regulacdo das PTMs de histonas, procedeu-se a uma andlise com o Plug-in Apid do
Cytoskape.

(b)

Figura 5.2.3: Esquema das potenciais interac¢des descritas na literatura que podem ser estabelecidas
pela HDAC?2 (a) e pela SAP18 (b)

Desta andlise € de salientar as interac¢des das proteinas SAP18 (figura 5.2.3b e tabela 5.1) e
da proteina HDAC?2 (figura 5.2.3a e tabela 5.2). Como se pode constatar da andlise da tabela 5.1, a
subunidade do complexo HDAC interage com a histona H2A do tipo I, bem como com uma proteina
ligase envolvida na sumoilag¢do, uma PTM de histonas ligada a repressao de genes (1).

Relativamente a proteina HDAC?2, da anélise efectuada observou-se um nimero maior de pro-
tefnas com as quais esta enzima poderd interactuar, como por exemplo a HDACO ou a metiltransferase
SUV39H]1 (tabela 5.2).
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Comparando o perfil dos géis 2D dos diferentes tipos de células, com o software PDQuest,

observou-se uma homologia de 62%. Na pesquisa das proteinas diferentemente expressas entre as

células SCL e diferenciadas, observaram-se 21 spots diferentes, a maioria dos quais ndo foram iden-

tificados por MALDI-TOF/TOF.

Das 5 proteinas encontradas diferentemente expressas, 4 foram apenas observadas ou encon-

tradas sobre-expressas nas células diferenciadas, sendo de salientar a Heterogeneous nuclear ribo-

nucleoprotein Al e a Septin-2, presentes apenas nas células diferenciadas e a 3-hydroxyacyl-CoA

dehydrogenase type-2 observada apenas nas células SCL (tabela 5.3). A maioria destas proteinas per-

tencem a classe funcional "biossintese de DNA/RNA/proteinas"

(tabela 5.3).

Tabela 5.3: Proteinas identificadas diferentemente expressas nas células SCL e diferenciadas

N° spot Nome da proteina N° de acesso Peso molecular pI SLC Diferenciadas Processo funcional
1 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase type-2 HCD2_MOUSE 27401,6 853 ++ Metabolism
2 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al ROA1_MOUSE 34175,25 9,27 ++ DNA/RNA/protein biosynthesis
3 Septin-2 SEPT2_MOUSE 41499,27 6,1 ++ Signal transduction
4 Splicing factor, arginine/serine-rich 1 SFRS1_MOUSE 27727811 10,37 1 DNA/RNA/protein biosynthesis
5 TAR DNA-binding protein 43 TADBP_MOUSE 44519,289 6,26 ™ Apoptosis, DNA/RNA /protein biosynthesis

(++ - identificadas apenas nessa amostra; {} - maior expressao)

Apesar de se terem observadas diferengas no teor de acetilagdo e metilagdo das histonas as-

sociadas ao grau de diferenciagdo celular (figura 5.1.7 ), na andlise comparativa efectuada com o

software PDQuest ndo se detectaram diferengas de densidade Optica entre os spots correspondentes

as proteinas identificadas associadas a regulacido das modifica¢des de histonas.
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6

Discussao

No sentido de estudar as alteracdes do proteoma nuclear no processo de diferenciacdo celular
associado ao cancro da mama, utilizou-se como modelo a linha celular HC11. E reconhecido que
a agressividade das células tumorais estd associada as alteragcdes pos-traducionais em histonas e em
proteinas de regulagdo do processo da transcricdo. Neste trabalho foram encontradas 2659 PTMs
diferentes, das quais apenas 23 foram identificadas por MALDI-TOF/TOF, nas diversas classes de
histonas e suas variantes (apéndice A). Adicionalmente, foram identificadas 100 proteinas nucleares
(apéndice B), a maioria das quais associadas a “biossintese de DNA/RNA/Proteinas”. Atendendo ao
grau de diferenciacio das células analisadas, observaram-se grandes diferengas no perfil de PTMs em
histonas que néo se correlacionaram com alteracdes de expressao de proteinas nucleares.

A metilagdo, acetilagio e fosforilagdo sdo PTMs de histonas com efeitos reconhecidos na re-
gulagdo da transcricdo. No presente estudo procedeu-se a uma extrac¢do dcida de histonas, o que
inviabilizou a andlise de fosforilacdes nestas proteinas nucleares, pelo que foi dado particular enfase
as metilacdes e acetilagdes. O efeito da acetilagdo na transcri¢do relaciona-se com o aumento do teor
de eucromatina transcripcionalmente activa (156). Relativamente a regulagc@o associada a metilacdo,
esta pode ter efeitos distintos tendo em consideracdo que podem ocorrer diferentes niveis de metila-
¢80 no mesmo residuo de aminodcido. Assim, a metilacdo pode promover ou inibir a transcri¢ao por
favorecer ou impedir, respectivamente, a ligacdo de complexos de transcricdo as sequéncias de DNA
que interactuam com as histonas modificadas (45).

Da andlise geral das variantes de histonas identificadas (ap&ndice A), salienta-se a auséncia
da histona H3.2 na amostra diferenciada e a presenga de variantes ndo observadas nas células no
estado estaminal, nomeadamente, H2A type 1-F, H2A type 2-B e H2B type 1-K. Devido a abundancia
de lisinas na sequéncia primdria destas proteinas, foi necessdrio o uso de duas proteases diferentes
(tripsina e Glu-C) para se obter uma cobertura completa da sequéncia de aminoacidos das histonas.
Esta op¢ao metodolégica baseou-se no facto de as diferengas na estrutura primdria de variantes de
histonas poderem estar localizadas em péptidos muito pequenos (diferencas de apenas 1 aminodcido),
o que dificulta a sua identificacdo. Apesar de se terem utilizado duas proteases distintas, nao se
identificaram todas as variantes descritas na literatura.

A andlise global do perfil de PTMs nas classes das histonas H3 e H4, evidencia uma diminui¢do
da propor¢do de acetilagdes em diferentes residuos de aminodcidos com a diferenciagéo celular (fi-
gura 5.1.5d e 5.1.5¢ ). Estes resultados sao confirmados pelo perfil electroforético observado nos géis
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AUT-PAGE (figura 5.1.7b e figura 5.1.7c). Nestes géis observou-se ainda uma diminuicio dos niveis
de acetilagdo de H1 com a diferenciacdo celular. Esta diminuicio da acetilagdo sugere que durante
a diferenciagdo das células HC11 diminui a propor¢do de genes transcritos por diminuicdo de eucro-
matina (157). Paralelamente, o teor de metilacdo das classes de histonas H3 e H4 aumentou com a
diferenciacdo celular, o que sugere a alteracio dos processos de regulacdo da expressdo de genes que
envolvem a ligacdo de outros complexos proteicos, como por exemplo Polycom (1; 37).

Analisando as PTMs pelas diferentes variantes da classe de histonas H3 (apéndice A), observa-
se mais modificacdes e maiores diferencas, entre as situacdes estudadas na variante H3.2 relativa-
mente & H3.3B, o que sugere uma maior contribuicio da H3.2 para o controlo epigenético. E de
salientar ainda o facto de se ter observado H3K9me3 apenas na variante H3.2, tanto no estado es-
taminal como no estado diferenciado. Esta modificagdo especifica tem sido associada a inibicdo da
transcri¢do pela indu¢do da formacao da heterocromatina (127; 126; 158). Esta modificacdo nao pa-
rece ser relevante no processo de diferenciagao celular, uma vez que foi observada em ambas situacdes
estudadas, no entanto serd necessdrio uma andlise quantitativa para corroborar esta observacao.

Da andlise do perfil de PTMs das histonas H3 (apéndice A), observa-se ainda a modifica¢do
do residuo H3K27, que no estado estaminal da célula se encontra sob a forma mono- e dimetilada.
Segundo Lee et al (93), a ligacdo de complexos Polycomb a este residuo trimetilado (H3K27me3)
causa a repressao de genes. Atendendo aos resultados obtidos, apenas nas células diferenciadas parece
ocorrer a repressdo genética por este mecanismo. De acordo com Rice e Allis (159), a acetilagdo
da lisina 9 da histona H3 mantém as regides do genoma transcripcionalmente, por impedimento da
metilacdo da lisina 9. Como se pode observar na figura 5.1.6a, a H3K9ac apenas foi identificada
nas células estaminais, indicando assim um estado permissivo a transcri¢do nesta fase do processo de
diferenciacao celular.

No presente estudo, verificou-se a auséncia de H3K4me?2 no estado diferenciado, estando pre-
sente apenas no estado estaminal, o que sugere a associacdo desta modifica¢do especifica ao processo
de diferenciacdo celular. Estes resultados estao de acordo com Orford (160), a perda de H3K4me?2 na
passagem do estado estaminal ao estado diferencial dos eritrécitos, ocorria a perda de H3K4me?2 em
muitos promotores de genes, deduzindo que esta modificacdo identifica os genes a serem transcritos.

No caso da histona H4, além dos niveis de acetilag@o jd analizados acima, observa-se um con-
siderdvel aumento do nimero de residuos de arginina monometilados, bem como residuos de lisina
mono- e dimetilados com a diferenciacao celular (figura 5.1.5¢ e apéndice A). Como se pode obser-
var na figura 5.1.6, as maiores diferengas sao observadas na regido N-terminal das histonas H3 e H4.
Atendendo & quantidade de PTMs identificadas na cauda N-terminal da histona H4 com o processo de
diferenciacio e, pela relevancia das modifica¢des da cauda das histonas para o “cédigo das histonas”
(20; 21; 22), a histona H4 parece exercer uma maior contribuicdo no controlo epigenético associado
a diferenciacgao celular.

Da andlise global dos resultados é possivel identificar um conjunto de factores que regulam a
passagem das células do estado estaminal para o estado diferenciado, tais como marcadores regula-
dores da transcricao (H3K4me2 nas células SCL e H3K27me3 nas células diferenciadas) e alteragdes
dos niveis de acetilagdo (maiores no estado estaminal) que regulam a cromatina transcripcionalmente
activa.

As alteragdes do perfil de PTMs de histonas tém sido relacionadas com o desenvolvimento tu-
moral. Por exemplo, foi sugerido que os niveis de H3K9me3 na histona H3.2 diminui em certos
tumores (160). Segundo Pogribny et al (161), os niveis de H4K20me3 diminuem bastante, enquanto
que os niveis de H3K29me3 aumentam drasticamente no cancro. Paralelamente, ocorre uma dimi-
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nuic¢do do teor relativo de H3K9ac e o aumento de H4K16ac. De entre estas modificacdes apontadas
como marcadores de cancro, apenas a H3K9ac foi observada exclusivamente nas células estaminais.
Apesar de ndo ter sido efectuada uma andlise quantitativa das modificagdes identificadas, os resulta-
dos do presente estudo evidenciam algum paralelismo entre o processo de diferenciacdo de células
HC11 e o desenvolvimento tumoral (162).

Com intuito de identificar alteracdes do proteoma relacionadas com a variagdo do perfil de
PTMs nas células HC11 durante o processo de diferenciacdo, procedeu-se a uma andlise por 2D-
PAGE-MS/MS de nicleos isolados de células estaminais e diferenciadas (figura 5.2.1). Esta anélise
permitiu a identificacdo de 100 proteinas diferentes, a maioria das quais pertencentes a classe de
“biossintese de DNA/RNA/Proteinas”. A andlise comparativa dos géis 2D-PAGE de células SCL e
diferenciadas evidenciou diferencas em 21 spots, tendo sido apenas identificadas 5 proteinas (tabela
5.3). Nas células diferenciadas observou-se um aumento da expressao das proteinas Splicing factor,
arginine/serine-rich 1 ¢ TAR DNA-binding protein 43. A proteina TAR DNA-binding protein 43 esta
envolvida na regulagdo da transcri¢do e do splicing do mRNA. Esta proteina de 45kDa € uma ribo-
nucleoproteina nuclear heterogénea (hnRNP), cuja fungdo celular permanece pouco conhecida. No
entanto, Ayala et al (163) verificaram que a perda desta proteina resulta na desregulacdo do ciclo
celular e na apoptose. Um perfil de expressdo semelhante foi observado para outra ribonucleopro-
teina nuclear heterogénea, a Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein Al, mais expressa em células
diferenciadas (tabela 5.3). A deplecdo dos seus niveis nucleares pode contribuir para a proliferagdo
celular (164), podendo ser considerada um marcador de proliferacdo infinita (164). A sobre-expressao
desta proteina ja foi observada no cancro do pulmao (165), do célon (166) e também no cancro da
mama (167). Li et al (167), utilizando western blotting e imunohistoquimica, observaram uma ele-
vada expressdao de hnRNP A1l em tecido tumoral da mama (167). A maior expressdo desta proteina
no estado diferenciado parece, mais uma vez, justificar o uso das células HC11 para estudo do can-
cro da mama. No presente estudo, observou-se ainda a sobre-expressdo da proteina Splicing factor,
arginine/serine-rich I nas células diferenciadas. Esta proteina é um potente proto-oncogene com ex-
pressdo anormal em muitos tumores (168). No entanto, multiplos mecanismos pds-transcripcionais e
traducionais parecem estar envolvidos na regulacdo da expressdo da Splicing factor, arginine/serine-
rich I (168), ndo se conhecendo estudos que relacionem alteracdes da sua expressdao com O processo
de diferenciacao celular.

Em relacdo as proteinas reguladoras de modificacdes de histonas identificadas no presente es-
tudo, tais como desacetilases de histonas 1 e 2 (HDAC1 e HDAC?2), subunidade SAP18 do complexo
HDAC e proteina do tipo RuvB1, componente do complexo acetiltransferase de histonas NuA4 e a
metiltransferase dependente de S-adenosil-L-metionina (tfRNA Wybutosine-synthesizing protein 2 ho-
molog) (apéndice B), de acordo com a andlise comparativa realizada com o software PDQuest, ndo se
observaram diferencas de expressao induzidas pelo processo de diferenciacio celular. De entre estas
proteinas, tem sido sugerido que a proteina SAP18 desempenha um papel fundamental no recruta-
mento gene-especifico do complexo HDAC envolvido na regulacdo da acetilagdo das histonas H2A
tipo 1 (tabela 5.1) (169). Paralelamente a ndo observagdo de variagdo na expressdo desta proteina,
ndo se identificaram diferengas no teor de acetilacdo desta variante de H2A. Estes resultados, aliados
as diferencas observadas no teor de acetilagdo e metilagdo, em particular de H1, H3 e H4, sugerem a
existéncia de mecanismos de regulacdo mais finos e ainda por estudar.
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Conclusao

Com o intuito de caracterizar as alteracdes do proteoma nuclear da linha celular HC11, um
modelo utilizado no estudo do cancro da mama, durante o seu processo de diferenciacio, analisaram-
se marcadores epigenéticos em histonas e caracterizou-se o seu proteoma nuclear.

De acordo com um dos objectivos do trabalho, o desenvolvimento de metodologias adequadas
para a andlise do proteoma e PTMs das histonas das células HC11, conseguiram-se obter resultados
compardveis aos encontrados na literatura. Mais ainda, o uso de ionizagdo por electrospray com um
espectrometro de massa do tipo Trapa Linear revelou-se mais eficaz na deteccdo de modificacdes
pos-traducionais (99% de todas as PTMs identificadas).

De acordo com a literatura, o grau de diferenciacdo celular traduz-se por uma diminui¢do da
capacidade de expressdo génica. A diminui¢do do grau de acetilacio nas classes de histonas H3 e
H4, detectada por AUT-PAGE, a diminui¢do do nimero de residuos de aminodcidos acetilados e o
aumento dos metilados em H3 e H4, a presenca do residuo trimetilado H3K27 apenas nas células
diferenciadas, a identificacdo da H3K9 acetilada e de H3K4 dimetilada apenas nas células estami-
nais suportam esta no¢do. No entanto, o nimero mais elevado de PTMs diferentes observado no
N-terminal da H4 sugere uma importante, e ainda desconhecida, contribuicio desta classe de histonas
na regulacdo epigenética do processo de diferenciacio celular. E ainda de salientar a elevada sus-
ceptibilidade do residuo K5 de H4 a modificacdes, apenas observadas em células diferenciadas. A
identificacdo de H3K9ac apenas nas células estaminais corrobora a sua utilizagdo como modelo para
o estudo dos processos de regulacdo epigenética no cancro da mama.

O processo de diferenciacdo celular induziu a alteracdo do proteoma nuclear, traduzida na pre-
senca de 21 spots com densidades Opticas diferentes. De entre as proteinas diferentemente expressas,
é de salientar as hnRNPs associadas ao processo de apoptose e proliferacado celular.

As inimeras PTMs observadas na H1 e na componente globular das diferentes histonas do nu-
cleossoma, bem como o aumento das variantes de H2 e da expressao de proteinas nucleares de asso-

ciadas a “biossintese de DNA/RNA/Proteinas” em células HC11 diferenciadas, indicam a existéncia
de mecanismos de regulacdo mais finos e ainda por estudar.
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