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RESUMO

Durante a transformacdo maligna dos melandcitos, padrdes de metilagdo do DNA
encontram-se alterados, afetando a expressao génica. As citosinas metiladas (5mC) podem ser
hidroxiladas pelas dioxigenases dependentes de 2-oxoglutarato e Fe(ll), Tet1, 2 e 3, resultando
na formagao de 5-hidroximetilcitosina (5hmC) (Globisch et al., 2010; Ko et al., 2010). A 5hmC
pode agir tanto como um produto intermediario na desmetilagdo ativa do DNA quanto na
desmetilagdo passiva ao longo de sucessivas replicagées, o que pode contribuir com a
dindmica da metilagdo do DNA (Tahiliani et al., 2009). Além disso, demonstrou-se que Tet1 e
Tet2 sao expressas em células tronco embrionarias (Ito et al., 2010) e que 5hmC desempenha
importante papel na manutengao e diferenciagdo destas células (Koh et al., 2011). No entanto,
o papel da 5hmC e das proteinas Tet tanto na fisiologia normal quanto em doengas como o
cancer ainda nao esta claro.

Utilizando um modelo linear de progressdo do melanoma, observamos aumento na
expressao génica de Tet? nas linhagens celulares correspondendo a melandcitos pré-malignos
(4C) e células de melanoma nao metastatico (4C11-), comparado a melandécitos nao
tumorigénicos (melan-a) e células de melanoma metastatico (4C11+). Em relagdo a expressao
proteica, ha um aumento da expressédo de Tet1 nas linhagens 4C e 4C11+, 0 que pode ser
relacionado as fases de transicdo epitélio-mesénquima (EMT) e mesénquima-epitélio (MET),
respectivamente.

Além disso, constatamos aumento na expressao génica e proteica de Tet2 na linhagem
metastatica 4C11+, o que pode indicar diferengas funcionais entre as proteinas Tet1 e Tet2.
Também verificamos aumento significativo do conteido de 5hmC na linhagem 4C11+, o que se
correlaciona com maior expressao génica e proteica de Tet2.

Por fim, linhagens humanas de melanoma metastatico menos agressivas apresentaram
aumento significativo na expressao dos genes TET1 e TET2, em comparagao a linhagens mais
agressivas.

Estudos posteriores deverado ser realizados para avaliar as funcdes de Tet1 e Tet2, e de
5hmC como importantes alteragbes moleculares potencialmente envolvidas na progresséo

tumoral.



INTRODUCAO

Melanoma

Melandcitos sédo células da pele produtoras de melanina, originados de células
precursoras da crista neural que migram, proliferam e se diferenciam até chegarem em seus
destinos na camada basal da epiderme, foliculos pilosos, coroide e leptomeninges, em
humanos (Lin & Fisher, 2007). Na camada basal da epiderme, os melandcitos séo circundados
e interagem com queratindcitos, que controlam sua proliferagéo. Estas interagdes, quando
alteradas, provocam proliferacdo excessiva de melandcitos, podendo contribuir com o
desenvolvimento do melanoma cuténeo (Haass et al., 2005).

A progressao do melanoma pode ser classificada em fases fenotipicas e clinicas
distintas: primeiramente, melandcitos normais perdem o controle dos queratindcitos que os
cercam, proliferando e formando nevos benignos. Nevos estruturalmente atipicos podem em
seguida progredir para melanoma primario em fase de crescimento radial (RGP), possuindo
algumas células com capacidade de invadir a derme, mas nao de proliferar neste local. A fase
de crescimento vertical (VGP) caracteriza-se pela presencga de células com potencial de invadir
a derme. Por ultimo, pode haver a progressao para melanoma metastatico, com a dissociacao
de agregados de células do tumor primario para outras regides da pele e/ou tecidos distantes
(Gray-Schopfer et al., 2007; Perlis & Herlyn, 2004) (Figura 1).

Os tratamentos mais comuns para melanoma metastatico apresentam pouca eficacia,
uma vez que estes tumores sao radio e quimiorresistentes (Satyamoorthy & Herlyn, 2002). A
heterogeneidade molecular, aliada a capacidade de metastatizar para qualquer 6érgao do corpo,
configura a principal barreira para o controle clinico do melanoma metastatico (Noughton &
Polsky, 2002; Vidwans et al., 2011; Souza et al., 2012a; Somasundaram et al., 2012).
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Figura 1. Progressao do melanoma. Ha varios estagios de lesdo melanocitica, sendo cada um marcado pela
presenga de um novo clone de células com vantagens de crescimento sobre os tecidos circundantes. A. Pele
humana normal, evidenciando a distribuicdo uniforme dos melanécitos dendriticos na camada basal da epiderme. B.
Nevos benignos nos estagios iniciais, caracterizados pela proliferacdo dos melandcitos (lesdo melanocitica
hiperplasica). De acordo com a sua localizagdo, os nevos podem ser denominados juncional (proliferagdo de
melandcitos restrita a epiderme), dérmico (presenga de melandcitos na derme) ou composto (melanécitos na
epiderme e derme). Alguns nevos apresentam melanécitos morfologicamente atipicos (lesdo pré-maligna). C.
Melanoma primario RGP, com crescimento “in situ” restrito a epiderme, estando associado com um progndstico bom.
D. Melanoma primario VGP, com invasdo da membrana basal e presenca de células de melanoma na derme,
estando associado com um progndstico ruim, uma vez que melanomas VGP podem progredir para o melanoma
metastatico, caracterizado por extenso aumento da vascularizagao, infiltragao vascular vias hematogénica e linfatica,
e colonizagdo em tecidos distantes. O termo ‘espraiamento pagetdide’ (pagetoid spread) descreve a migragao
ascendente dos melandcitos isolados ou em pequenos grupos na epiderme ou o “empilhamento vertical” dos
melandcitos que, juntamente com atipias celulares marcantes, € uma caracteristica histolégica de melanomas
(modificado de Gray-Schopfer et al., 2007).

Epigenética e cancer

Epigenética é o estudo de alteracbes hereditarias na expressao génica que ocorrem
sem que existam alteragdes na sequéncia primaria do DNA (Kulis & Esteller, 2010) e incluem

os mecanismos de metilagdo do DNA, modificagdes nas caudas N-terminais das proteinas



histonas, incorporagdo de histonas variantes nos nucleossomos, remodelamento de
nucleossomos e RNAs nao codificantes (Sharma et al., 2010). A metilacado do DNA é o evento
mais estudado, sendo catalisada por enzimas especificas, as DNA metiltransferases (DNMTs).
Apesar de nao serem exclusivas, geralmente DNMT3a e 3b sdo responsaveis pela metilacao
de novo, enquanto DNMT1 promove a manutengao da metilagdo durante a replicacao do DNA
(Hermann et al., 2004). Citosinas que precedem uma guanina (dinucleotideos CpG) sao, em
mamiferos, sitios potenciais de modificacdo pelas DNMTs. Estas enzimas catalisam a
transferéncia de um grupo metila da S-adenosilmetionina para o carbono 5 do anel da citosina,
resultando em 5-metilcitosina (5mC), considerada a quinta base do DNA (Hermann & Baylin,
2003). Além da 5-metilcitosina, outras marcas no DNA ja foram descritas, como 5-
hidroximetilcitosina (5hmC), 5-formilcitosina (5fC) e 5-carboxilcitosina (5caC), formadas por
oxidagao sequencial catalisada por proteinas da familia Tet (Wu & Zhang, 2011).

Dinucleotideos CpG concentram-se em regides denominadas ilhas CpG, situadas
principalmente em regides promotoras e no primeiro éxon de genes (Kulis & Esteller, 2010). Em
células normais, aproximadamente 70% dos CpGs estdo metilados (Brena & Costello, 2007),
sendo a maioria dos ndo metilados presentes nas ilhas CpG (Cedar & Bergman 2009). O
cancer caracteriza-se por hipometilagdo global e hipermetilagdo especifica de ilhas CpG em
regides promotoras de genes (Jones & Baylin, 2002). A hipometilacdo favorece instabilidade
genbmica e ativacdo de oncogenes, enquanto a hipermetilagdo em promotores de genes
supressores de tumor (TSGs) leva ao silenciamento destes genes (Sharma et al., 2010). A
hipometilagédo de regides génicas pode contribuir para a tumorigénese, afetando oncogenes
classicos, mas evidéncias sugerem um envolvimento maior da ativacdo de genes associados
com invasao tumoral e metastase (Ehrlich, 2009).

A metilacdo normal do DNA ocorre em regides centroméricas e teloméricas, durante a
inativagdo do cromossomo X em fémeas de mamiferos, em genes que sofrem imprinting e em
sequéncias repetitivas de DNA (Baylin & Jones, 2011). Assim, ilhas CpG em promotores
encontram-se normalmente ndo metiladas na eucromatina, mas apresentam nivel elevado de
metilagdo na heterocromatina (Schinke et al., 2010). Além disso, durante o desenvolvimento de
mamiferos ha uma reprogramagao genémica completa nas células germinativas e durante a
fase de pré-implantacido embrionaria, caracterizada por desmetilagdo quase completa do DNA,
que resulta no apagamento da informacdo epigenética existente (Hermann et al., 2004).
Durante a transformacao maligna, a metilacao de ilhas CpG é alterada, afetando a expressao
de genes codificadores de proteinas e também a expressao de varios RNAs nao codificantes
(Baylin & Jones, 2011).



Um evento primario na progressao do cancer é caracterizado por uma modificagao que
ocorre independentemente, e ndo como consequéncia de uma alteracdo oncogénica primaria,
e que pode ser herdado, contribuindo para a malignidade. O evento clonal primario pode ser
genético ou epigenético (Bennett, 2007). Até o momento foram identificados mais de 70 genes
hipermetilados durante a progressao do melanoma, alguns deles responsaveis pelo fendtipo
maligno (Schinke et al., 2010), levando as modificagdes mais comuns do melanoma: evaséo de
mecanismos apoptoéticos, transicao epitélio-mesénquima (EMT) e superagéo de barreiras de
senescéncia (Bennett, 2007). Além disso, uma forte evidéncia do envolvimento de mecanismos
epigenéticos na progressao de lesdes melanociticas é a relacdo entre exposi¢ao constante a
radiagao ultravioleta (UV) e o desenvolvimento de alguns subtipos de melanomas (Tucker &
Goldstein, 2003; Curtin et al., 2005).

5-hidroximetilcitosina e proteinas Tet

Proteinas Tet (1-3) sado dioxigenases dependentes de 2-oxoglutarato (20G) e Fe(ll) que
catalisam a hidroxilagdo de 5-metilcitosina (5mC) a 5-hidroximetilcitosina (5hmC) no DNA
(Tahiliani et al., 2009; Koh et al., 2011). Elas podem influenciar a regulacédo de transcricao de
genes a curto e longo prazos (Dahl et al.,, 2011) a partir da manutengcao de estados néao
metilados em regides promotoras de genes, apresentando forte ligacao a ilhas CpG (Guo et al.,
2011). A presenga de 5hmC interfere na ligacdo de proteinas de ligagdo a CpG metilado
(MBPs) ao DNA, podendo prevenir a sequéncia da repressdo epigenética que ocorre por
modificacdo em histonas e reestruturacao da cromatina (Frauer et al., 2011).

Uma das fungdes propostas para 5ShmC é a de participar do processo de desmetilagao
do DNA, que pode ocorrer de forma passiva, pois a DNMT1 nao reconhece muito bem 5hmCs,
resultando na diminuicdo da metilagédo de CpGs ao longo de ciclos sucessivos de replicagéo do
DNA, e também como intermediaria no processo ativo de desmetilagdo de DNA, sendo
incluidas as formas oxidadas 5fC e 5caC (Figura 2) (Tahiliani et al., 2009; Wu & Zhang, 2011).
Além disso, ha uma forte associagao entre Tet1, Tet2 e 5hmC e estados de pluripoténcia em
células-tronco embrionarias (ES) e pluripotente induzidas (iPS), em contraste com Tet3, que
estd associada a um estado de diferenciacdo celular (Koh et al.,, 2011). Em células-tronco
embrionarias em diferenciagao, Tet1 e Tet2 parecem controlar grupos distintos de genes que
atuam em etapas iniciais da diferenciacdo celular e afetar diferentes vias de sinalizacao.
Enquanto a deplecdo de Tet1 leva ao comprometimento com a linhagem trofoblastica, a

deplecao de Tet2 promove diferenciagdo neuroectodérmica (Walter, 2011). Estudos recentes



observaram que melandcitos e nevos benignos apresentam niveis elevados de 5hmC,
enquanto perdas parciais ou totais de 5hmC foram caracterizadas em melanomas primarios e
metastaticos. Estes dados indicam que a perda de 5hmC é um evento genémico global durante
a progressao do melanoma e uma marca epigenética importante (Lian et al., 2012). Assim,
alteragdées em 5hmC e proteinas Tet podem ser biomarcadores uteis para predi¢ao de risco,

diagnéstico e prognostico, além de possivel alvo terapéutico no melanoma.
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Figura 2. Modelos propostos para as vias de desmetilagao do DNA iniciadas por Tet. Metilagido de DNA (5mC)
determinada por DNMTs. 5mC pode ser hidroxilada por proteinas da familia Tet e gerar 5hmC. O nao
reconhecimento de 5hmC por DNMT1 pode levar a desmetilagdo passiva durante a replicagdo. 5hmC pode ser
oxidada sequencialmente por proteinas Tet e produzir 5fC e 5caC. Alternativamente, 5hmC pode sofrer agao de
deaminases de citidina AID (activation induced deaminase)/APOBEC (apolipoprotein B mRNA editing enzyme
complex), resultando em 5-hidroximetiluracila (5hmU). 5hmU, 5fC e 5caC podem ser excisadas do DNA por
glicosilases como TDG (Thymine-DNA glycosylase). Uma descarboxilase pode converter diretamente 5caC em
citocina (C) (Wu & Zhang, 2011).

Modelo de progressao de melanoma associado a estresse sustentado

O modelo murino in vitro utilizado destaca-se por empregar o bloqueio de adesao ao
substrato como fator de transformacdo melanocitica e n&o utilizar carcinégenos ou
manipulacao genética (Oba-Shinjo et al., 2006). Neste modelo de progressado linear do
melanoma, a linhagem murina imortalizada, porém nao-tumorigénica de melandcitos, melan-a
(Bennett et al., 1987), foi submetida a ciclos de impedimento de ancoragem, resultando em
linhagens apresentando alteragdes morfologicas e expressao diferenciada de moléculas (Oba-
Shinjo et al., 2006; Ricca et al, 2009; Molognoni et al, 2011).

Inicialmente, os melandcitos melan-a foram submetidos a um ciclo de bloqueio de

adesao por 96 horas, apresentando esferoides de células resistentes ao anoikis. Os esferoides



foram cultivados entdo em condigdes de adesdo e originaram a linhagem 1C, submetida a
novos ciclos de impedimento de ancoragem. Células submetidas a 2, 3 e 4 ciclos de
desadesao foram denominadas 2C, 3C e 4C, respectivamente. Apds submeter a linhagem pré-
maligna 4C a mais um ciclo de desadesao, os esferoides obtidos foram submetidos a diluigdo
limitante, originando diferentes linhagens tumorais ndao metastaticas (4C3- e 4C11-, por
exemplo) e metastaticas (4C3+, 4C11+, Tm1, Tm5, e outras), apresentando crescimento
independente de ancoragem e tumorigenicidade in vivo (Oba-Shinjo et al., 2006; Silva et al.,
2010; Souza et al., 2012b) (Figura 3). A aquisicdo do fendtipo metastatico observado na
linhagem de melanoma 4C11+ foi marcada pela alteragdo de pelo menos 16 vias de
sinalizagdo em relagado a sua contraparte celular ndo metastatica (linhagem 4C11-) (Souza et
al., 2012b). Como exemplo, podemos destacar a perda da proteina TP53 nas linhagens
metastaticas (4C3+ e 4C11+) quando comparadas as linhagens ndo metastaticas (4C3- e
4C11-) (Molognoni & Jasiulionis, 2011).

Esse modelo de progressdao do melanoma apresenta alteragdes morfologicas e
moleculares envolvendo expressao génica global, metilacdo do DNA, marcas em histonas e
alteragdes na expressdo de microRNAs em diferentes linhagens apds ciclos repetidos de
impedimento de ancoragem. Juntos, esses dados sugerem a participagdo de mecanismos
epigenéticos na transformacao maligna de melandcitos e reforcam a ligacdo entre doencga e
meio ambiente (Oba-Shinjo et al., 2006; Molognoni et al., 2011; Souza et al., 2012b).
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Figura 3. Modelo de progressio de melanoma associado a estresse sustentado. Melandécitos nao-
tumorigénicos melan-a foram submetidos a repetidos ciclos de bloqueio de adesao, apresentando esferoides de
células resistentes ao anoikis. Apés submeter a linhagem pré-maligna 4C a mais um ciclo de desadesdo, os
esferoides obtidos foram submetidos a diluic&o limitante, originando diferentes linhagens tumorais ndo metastéaticas
(4C11-, por exemplo) e metastéticas (4C11+ e outras), apresentando crescimento independente de ancoragem e
tumorigenicidade in vivo.



OBJETIVOS

Objetivo geral

Caracterizar o impacto de alteracbes das proteinas Tet1 e Tet2 e dos niveis de 5-

hidroximetilcitosina durante a progressdo do melanoma.

Objetivos especificos

1. Avaliar alteragdes na expressdo dos genes e das proteinas Tet1 e Tet2, bem como
dos niveis de 5hmC nas linhagens do modelo de transformagao maligna de melanécitos que
caracterizam fases distintas na progressdo do melanoma;

2. Verificar se ha associagao entre a expressao dos genes e das proteinas Tet1 e Tet2,
os niveis de 5hmC e caracteristicas de pluripoténcia nas linhagens murinas de estudo melan-a,
4C, 4C11- e 4C11+4;

3. Efetuar a validagdo dos achados com as linhagens murinas em linhagens humanas
de melanoma metastatico e espécimes tumorais representando estagios clinicos distintos na

progressao de melanomas.

MATERIAL E METODOS

Cultura de células murinas

As linhagens melan-a, 4C, 4C11- e 4C11+ foram cultivadas em placas de cultura de 100
mm de didametro (Sarstedt) contendo 10 mL de meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI
1640; Gibco) pH 6,9 e suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB; Gibco BRL). A
linhagem murina melan-a, foram acrescentados 200 nM de 172-o-tetradecanoyiphorbol-13-
acetate (PMA; Sigma). As células foram cultivadas até a confluéncia aproximada de 80%,

permanecendo em estufa a 37°C e 5% de CO..

Cultura de células humanas
Culturas primarias de melandcitos humanos, gentilmente cedidas pela Dra. Silvya
Stuchi Maria-Engler, foram obtidas a partir do prepucio de recém-nascidos, e mantidas em 10

mL de meio basal para melanécitos 254CF acrescido de Suplemento para Crescimento de



Melandcitos Humanos (HMGS) e 0,2 mM de cloreto de calcio (Gibco), permanecendo em
estufa a 37°C e 5% de CO,. A obtencado e uso destas células foram aprovados pelo Comité de
Etica do Hospital Universitario da Universidade de Sao Paulo 943/09 (Profa Dra Silvya Stuchi
Maria-Engler; Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas da Universidade de Sao
Paulo).

As linhagens humanas de melanoma metastatico Mel-2, Mel-3, Mel-4, Mel-11, Mel-14,
Mel-25 e Mel 28, estabelecidas a partir de bidpsias de pacientes pela Dra. Débora Castanheira
da Silva, foram cultivadas em 10 mL de meio RPMI 1640 pH 7,2 suplementado com 10% de
SFB, 2 mM de L-glutamina e 1 mM de piruvato de sédio (Gibco), permanecendo em estufa a
37°C e 5% de CO,. Os sitios anatdmicos dos quais o tecido tumoral foi retirado para obtencao
das culturas sao: Mel-2, metastase em linfonodo supra-clavicular a direita; Mel-3, Mel-2 apds a
recidiva da doencga; Mel-4, metastase em linfonodo axilar; Mel-11, metastase cerebral; Mel-14,
metastase em linfonodo axilar; Mel-25, desconhecido, e Mel-28, metastase subcutanea de
dorso.

O procedimento para obtencédo e uso destas culturas celulares recebeu aprovacgéao do
Comité de Etica da Fundacdo Antdnio Prudente, Hospital AC Camargo, 096/98 (Dra Débora

Castanheira Pereira da Silva, Departamento de Oncologia Cutanea do Hospital AC Camargo).

Extragdo de RNA e sintese de cDNA

Apos as diferentes linhagens terem atingido aproximadamente 70% de confluéncia, o
meio de cultura foi descartado e as células foram lavadas com 3 mL de tampao fosfato salina
(PBS). Em seguida, foram adicionados 2 mL do reagente TRIzol® a cultura (Invitrogen). O
conteudo da placa foi retirado utilizando-se cell scraper, e separado em aliquotas de 1 mL em
tubos de 1,5 mL. As amostras foram incubadas a temperatura ambiente para permitir a
completa dissociacdo dos complexos nucleoproteicos. Foram adicionados 200 pL de
cloroférmio em cada tubo, a mistura foi homogeneizada por inversao e entdo incubada por 3
minutos a temperatura ambiente. Em seguida, o tubo foi centrifugado a 13000 rpm por 15
minutos a 4°C, resultando na separacao das fases. A fase superior aquosa foi transferida para
um novo tubo de 1,5 mL e foram adicionados 500 uL de isopropanol. A amostra foi deixada a -
20°C durante toda a noite para precipitacdo do RNA. O tubo foi entao centrifugado a 13000 rpm
por 15 minutos a 4°C e o precipitado lavado duas vezes com 1 mL de etanol 75%,
homogeneizado com o auxilio de vortex e centrifugado a 7000 rpm por 5 minutos a 4°C. O

precipitado foi seco emborcando-se o tubo e deixando-o aberto por aproximadamente 10



minutos a temperatura ambiente. Em seguida, o pellet foi solubilizado em agua tratada com
dietil-pirocarbonato — DEPC — 0,1%. O extrato de RNA foi armazenado a -80°C.

As amostras de RNA foram quantificadas por espectrofotémetro Nanodrop (Thermo
Scientific), avaliando-se as razdoes A260/A280 e A260/A230 (1,6-2,1) para garantir sua
qualidade, sem a contaminagao por proteinas e sais. Em seguida, foi realizada a eletroforese
em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio 0,1 uyg/mL ou SYBR® Safe 1 ug/mL
(Life Technologies) para verificacdo da qualidade das bandas ribossomais 28S e 18S (razédo
2:1).

O cDNA foi sintetizado utilizando o kit QuantiTect Reverse Transcription (QIAGEN) que
permite a remocdo integrada de possivel contaminagdo por DNA genbmico, segundo
especificagcbes do fabricante. Inicialmente, em tubo de 0,2 mL, foram introduzidos 2 pL de
gDNA Wipeout Buffer, 1 uyg de RNA e agua RNAse-free para completar o volume final da
reagao equivalente a 14 pL. A solugao foi incubada a 42°C por 2 minutos e, em seguida, foram
adicionados 4 uL de Quantiscript RT Buffer 5x, 1 uL de RT Primer Mix e 1 yL da enzima
Quantiscript Reverse Transcriptase. Por fim, a reacdo foi incubada a 42°C por 15 minutos e

95°C por 3 minutos.

Extracdo de DNA gendémico

Para a extracdo de DNA gendmico, as células foram cultivadas em placa de 150 mm de
diametro até atingirem confluéncia (aproximadamente 10’ células). Inicialmente, o meio foi
descartado e a placa lavada com 3 mL de PBS. Em seguida, foram adicionados 15 mL de meio
RPMI pH 6,9 sem SFB; as células foram removidas da placa utilizando-se cell scraper e
transferidas para um tubo de 15 mL. O tubo foi centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos, 0 meio
foi descartado e foram adicionados 4 mL do tampao de lise celular Cell Lysis Solution
(QIAGEN) e 40 pL (20 mg/mL) de RNAse A (Invitrogen). Apds incubagdo em banho-maria por 1
hora a 37°C, foram adicionados 2 mL de solugdo para precipitagdo de proteinas Protein
Precipitation Solution (QIAGEN), a solugéo foi homogeneizada em vortex por 20 segundos e o
tubo centrifugado a 5000 rpm por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um
novo tubo de 15 mL; foram adicionados 5 mL de isopropanol para precipitacdo do DNA e a
solugao foi homogeneizada por inversdo. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet
lavado 2 vezes com 3 mL de etanol 70% e centrifugado a 5000 rpm por 5 minutos a 4°C. O
precipitado foi seco emborcando-se o tubo e deixando-o aberto a temperatura ambiente por
aproximadamente 15 minutos. Por fim, o precipitado foi solubilizado em 100 uL de agua DEPC,

transferido para um tubo de 1,5 mL e armazenado a -20°C.



Extragéo de proteina

Apés as diferentes linhagens terem atingido aproximadamente 80% de confluéncia, o
meio de cultura foi descartado e as células foram lavadas com 3 mL de PBS. Foram
adicionados 400 uL de tampao de lise RIPA (Tris-HCI 50 mM pH 8,0 [Invitrogen], NaCl 150 mM
[Merck], NP-40 1% [Amresco], SDS 0,1% [Invitrogen] e desoxicolato de sddio 0,5% [Amresco])
contendo inibidores de proteases aprotinina (2 pg/mL), pepstatina (1 pug/mL), leupeptina (10
pug/mL) e PMSF 1 mM. Todo o conteudo da placa foi removido utilizando-se cell scraper e
transferido para um tubo de 1,5 mL. O tubo foi mantido sob agitagdo a 4°C por 20 minutos. Em
seguida, o extrato foi sonicado 3 vezes por 10 segundos cada a amplitude de 20%. Entao, o
tubo foi centrifugado a 13000 rpm por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante, transferido para um
novo tubo. A amostra foi armazenada a -80°C. Os extratos foram quantificados pela técnica de
Coomassie Blue (Bradford, 1976). O reagente Comassie Blue interage com as proteinas
formando complexos de coloracéo azul. A intensidade da coloragdo depende da concentragéo
de proteinas na amostra e a sua quantificacdo é feita mediante espectrofotometria. Foi feita
uma curva padrao com BSA 1 mg/mL (INLAB) com os pontos branco (sem BSA), 5, 10, 15 e
20 mg/mL. Assim, 0, 5, 10, 15 e 20 yL de BSA foram acrescentados em tubos de 1,5 mL
separados contendo 800, 795, 790, 785 e 780 uL de agua destilada e, em seguida, foram
adicionados 200 pL do reagente concentrado Bio-Rad protein assay dye (Bio-Rad). 2 uL de
cada amostra foram adicionadas em tubos de 1,5 mL contendo 798 uL de agua destilada e 200
ML do reagente concentrado. Os valores de absorbancia a 620 nm obtidos foram utilizados para
determinacédo de uma reta do tipo y=ax+b, onde o valor de ‘y’ corresponde a absorbancia do
extrato proteico, ‘a’ ao coeficiente angular da reta, ‘b’ o valor em que areta cruzaoeixoy e X’ a
concentracao do extrato proteico. Assim, os valores de absorbancia encontrados para as

amostras foram utilizados para determinar suas concentragdes.

PCR quantitativa em tempo real (two-step RT-qPCR)

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) foram desenhados em éxons diferentes para
evitar a amplificagdo do DNA gendmico. Para isso, foi utilizado o programa Primer3 (v. 4.0.0) e
a especificidade das sequéncias foi verificada pelo programa BLAT (UCSC Genome
Bioinformatics). Os primers foram sintetizados pela Sigma (St. Louis, EUA). As sequéncias dos

primers utilizados sao:



Tet1-mouse:

Forward: 5-TCCCACAGACCGAAGATGTA-3
Reverse: 5-ACGAACAGCCAAAGGAGAAG-3’
Tet2—-mouse:

Forward: 5-TTGGACTTCTCTGCTCATTCC-3’
Reverse: 5-CTCCGACTTCTCGATTGTCTTC-3
TET1-humano:

Forward: 5-AGGAAACGCAATAAGGATAGA-3’
Reverse: 5-CTTCATCACTGCTTCTTCTTAAA-3’
TET2-humano:

Forward: 5-CAAGATCCCAAGGAAGTTTAAG-3
Reverse: 5-CTTATATGTTGGTGCCATAAGAG-3’

A quantificagdo do cDNA foi feita por PCR quantitativa em tempo real utilizando-se o
sistema de deteccao Corbett Rotor-Gene 6000. As amostras foram preparadas em tubo de 0,2
mL, sendo adicionados a reacdo 7,5 uyL do reagente SYBR® Green PCR master mix
(QIAGEN), 3,1 yL de agua DEPC e 1,2 uL de cada primer, forward e reverse, a concentragao
final de 400 nM. Por fim, foram adicionados 2 uL de amostra de cDNA (200 ng por reagao). As
condigdes de ciclagem foram: 5 minutos a 95°C, seguidos por 40 ciclos de 5 segundos a 95°C
e 10 segundos a 60°C. O ensaio foi realizado em duplicata bioldgica e técnica. Utilizando-se o
método 2-AACq, foi quantificado o valor de expressédo dos genes Tet1/TET1 e Tet2/TET2 em
relacdo ao valor de expressao do gene referéncia endégena Actb/ACTB. Inicialmente, o Cq
(cycle threshold) foi determinado pelo valor do ciclo no qual a emissao de fluorescéncia esta
acima do ruido de fundo, e o ACq, calculado por Cq gene — Cq gene referéncia. Em seguida, a
linhagem melan-a foi escolhida como amostra calibradora e utilizada para o calculo do AACq
através da diferenca ACq amostra — ACq amostra calibradora, e este valor de AACq foi

aplicado na equagdo 249 resultando no valor normalizado de expressao génica.

HPLC e espectrometria de massa

A mensuragao dos niveis de 5-hidroximetilcitosina foi realizada em colaboragédo com a
Dra Ana Paula Loureiro e o Dr. Tiago Franco de Oliveira (Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo). O ensaio foi realizado em duplicata bioldgica,

da seguinte maneira:



Hidrdlise enzimatica do DNA

Para a reacdo de hidrélise enzimatica, aliquotas contendo 6 pg de DNA em
desferroxamina (0,1 mM) foram adicionadas a 2,5 uL de tampao Tris-HCI/MgCl, 200 mM (pH
7,4) e 1,2 unidades de DNAse 1. As amostras foram incubadas a 37°C por 1h. Apds a
incubagéo, foram adicionados 0,0005 unidade de fosfodiesterase 1 (PDE1) e 1,2 unidades de
fosfatase alcalina. As amostras foram novamente incubadas a 37°C por 1h com agitacao de
1000 rpm. Ao término da segunda hora, o volume final da incubagao (60 uL) foi centrifugado
por 10 min a 9.300 x g e o sobrenadante foi coletado. Aliquotas de 20 yL (2 ug de DNA) foram
injetadas em um sistema de HPLC-UV, para a quantificacdo da 5-metil-2’-desoxicitidina (5-
mdC) e da 2’-desoxicitidina (dC). Concomitantemente, aliquotas contendo 1 ug de DNA foram
injetadas em um sistema de HPLC-ESI-MS/MS para a quantificacdo da 5-hidroximetil-2’-
desoxicitidina (5-hmdC).

Determinagéo dos niveis de 5-metil-2’-desoxicitidina em DNA por HPLC-UV

As aliquotas de DNA foram injetadas em um sistema analitico de HPLC da empresa
Shimadzu Corporation (Kyoto, Japao) equipado com duas bombas LC-20AT, um detector de
arranjo de fotodiodos PDA-20AV, um auto injetor (Proeminence SIL—- 20AC) e um forno para
colunas (CTO-10AS/VP) controlado por um moédulo de comunicagdo CBM-20A. Os dados
foram processados pelo software LC-Solution 1.21 (Shimadzu, Japao). A seguinte condigao
cromatografica foi utilizada para as analises: Coluna Luna C18 (2) 250 mm x 4,6 mm, ID, 5 ym,
(Phenomenex, Torrance, CA) com uma pré-coluna C18 4,0 x 3,0 mm (Phenomenex, Torrance,
CA) foi eluida com um gradiente de acido férmico (0,1% em agua) e CH3;OH:H,O (v:v) com
0,1% de acido féormico (0-25 min, 0-36% de CH3;OH:H,0; 25-27 min, 36-0% de CH;OH:H,0; 27-
37 min, 0% de CH3;0H:H,0), com um fluxo de 1 mL/min, 30°C. O detector de DAD foi fixado em
260 nm para a quantificagao da dC e 286 nm para a quantificagédo da 5-metil-dC. Curvas de
calibracao foram feitas no intervalo de 0,05-1 nmol para dC e de 0,005-0,1 nmol para 5-mdC. A

porcentagem da metilagao global do DNA foi calculada usando a seguinte equacgao:
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Quantificagdo dos niveis de 5-hidroximetil-2’-desoxicitidina por HPLC-ESI-MS/MS-MRM

As analises foram conduzidas em um sistema constituido por HPLC Agilent série 1200
(Wilmington, EUA) equipado com uma bomba binaria (Agilent 1200 G1312B), uma bomba
isocratica (Agilent 1200 G1310A), um forno para coluna (Agilent 1200 G1316B), um detector de
absorbancia de arranjo de diodos (Agilent 1200 DAD G1315C) e um injetor automatico
(G1367C Agilent 1200). O sistema de HPLC é integrado a um espectrdmetro de massas Linear
Quadrupole lon Trap modelo 4000 QTRAP da empresa Applied Biosystems/MDS Sciex
Instruments (Foster City, EUA), disponibilizado pelo Prof. Dr. Paolo Di Mascio (Instituto de
Quimica, IQUSP, Sao Paulo, Brasil). As analises foram conduzidas com ionizagdo por
electrospray em modo positivo, utilizando-se os seguintes pardmetros otimizados: gas de
nebulizagéo, 50 psi; gas na fonte de ions, 50 psi; gas de dissociagao induzida por colisao,
HIGH; temperatura da fonte do ESI 600°C; potencial de dissociagdo 26 V; potencial de entrada
10 V; energia de colisdo 15 eV, potencial de saida da célula 20 V; e tensdo do spray de ions
5500 V. Foi utilizado o modo de monitoramento de reagcao multipla (MRM), com as seguintes
fragmentagdes: m/z 242 [M+H]+ — m/z 126 [M - 2’-desoxirribose+H]+, para a quantificagcao da
5-mdC; m/z 258 [M+H]+ — m/z 142 [M - 2’-desoxirribose+H]+, para a quantificacdo da 5-hmdC.
Os dados foram processados utilizando-se o software Analyst 1.4 (Applied Biosystems, USA).
O seguinte sistema cromatografico foi utilizado: coluna Luna C18 (2) 150 mm x 2,0 mm, ID, 3
pMm, (Phenomenex, Torrance, CA) com uma pré-coluna C18 4,0 x 3,0 mm (Phenomenex,
Torrance, CA) foi eluida com gradiente de &cido férmico 0,1% em agua (Solugéo A) e CH;OH
com 0,1% de &cido férmico (Solugdo B), a um fluxo de 150 pyL/min, 35°C, nas seguintes
condigdes: 0-25 min, 0-30% B; 25-27 min, 30-70% B; 27-29 min, 70-0% B; 29-40 min, 0% B.
As seguintes condigbes de posicionamento para a valvula de comutacdo de fluxo foram
empregadas: 0-0,5 min, posigéo 0; 0,5-9 min, posi¢do1; 9-40 min, posigcédo 0. A porcentagem da

hidroximetilagdo global do DNA foi calculada usando as seguintes equagdes:
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Western Blot

Trinta (30) ug do extrato proteico de cada amostra foram separados em gel reduzido de
poliacrilamida (SDS-Page) sob eletroforese a 25 mA. As proteinas foram transferidas para
membrana de PVDF (Amersham) a 100 V por 2 horas, que foi entao bloqueada durante 1 hora
com 5% de leite Molico® em TBS-Tween (10 mM de Tris-HCI pH 8,0, 100 mM de NaCl e 0,05%
de Tween-20). A membrana foi dividida em duas partes, uma incubada com anticorpo anti-Tet1
ou anti-Tet2 (Millipore) especifico overnight a 4°C sob agitagéo e outra com anticorpo anti-Actb
(Santa Cruz Biotechnology). Apés o periodo de incubagao, a membrana foi lavada 5 vezes por
5 minutos em TBS-Tween e, em seguida, foi incubada com anticorpo secundario durante 1
hora sob agitagao a temperatura ambiente. Em seguida, a membrana foi lavada 5 vezes por 5
minutos e a expressao proteica foi avaliada utilizando o kit de detecgéo de quimioluminescéncia
Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo Scientific). A membrana foi exposta e revelada
no sistema Alliance 4.7 (Uvitec, Cambridge). A avaliagdo da massa molecular das proteinas
separadas no gel de poliacrilamida foi realizada com o padrdo de peso Spectra Multicolor

Broad Range Protein Ladder (Thermo Scientific).

Imunofluorescéncia indireta

Inicialmente, laminulas foram incubadas a temperatura ambiente durante 1 hora a 60
rpom em solucdo de Extran e 4gua destilada, secas e autoclavadas. Em seguida, 5x10* células
das linhagens murinas ma, 4C e 4C11- e 3x10* células da linhagem murina 4C11+ foram
plagueadas sobre as laminulas inseridas em placas de 24 wells. Apds 30 horas de adesao, as
células foram lavadas 2 vezes com PBS 1x gelado e fixadas em paraformaldeido 4% gelado
durante 15 minutos a temperatura ambiente. As células foram lavadas 3 vezes com PBS 1x
gelado e em seguida foram adicionados 500 pL de Triton X-100 com glicina (Triton X-100 0,1%,
50 mM glicina, 3 mM CaCl, e 2 mM MgCl,) para a permeabilizagdo durante 10 minutos a
temperatura ambiente. As células foram lavadas 3 vezes com PBS 1x gelado e bloqueadas
apo6s adicdo de 500 yL de BSA 1% em PBS a temperatura ambiente. Apés 30 minutos, foi
adicionado o anticorpo primario diluido em BSA 1% em PBS-Tween, e as laminulas foram
mantidas a 4°C durante toda a noite. No dia seguinte, as células foram lavadas 3 vezes com
PBS 1x gelado e foram adicionados o anticorpo secundario conjugado a Alexa 488 (Molecular
Probes) e DAPI (para a marcagao do DNA no nucleo das células), previamente diluidos em
solucéo de BSA 1% em PBS-Tween. As laminulas foram mantidas protegidas da luz durante 1
hora a temperatura ambiente. Por fim, as laminas foram montadas usando-se o reagente anti-

fade (ProLong Gold Antifade Reagent; Invitrogen) que inibe a perda da emissdao de



fluorescéncia e as imagens serao foram capturadas por microscopia utilizando-se o FLoid Cell

Imaging Station (Life Technologies).

RESULTADOS

Como tanto Tet1 quanto Tet2 associam-se a niveis de 5hmC e caracteristicas de
pluripoténcia, foram avaliadas as expressdes destes dois genes, em relagdo ao controle
endogeno Actb, nas diferentes linhagens do modelo murino de progresséo tumoral por meio de
experimentos de RT-gPCR. Inicialmente, foi observado um perfil de aumento de expressao do
gene Tet1 nas linhagens intermediarias 4C (melandcitos pré-malignos) e 4C11- (células de
melanoma ndo metastatico) em relagéo as linhagens melan-a (melandcitos parentais) e 4C11+
(células de melanoma metastatico) (Figura 4). Estas linhagens que apresentam elevada
expressao do transcrito Tet1 também apresentam fenétipo mesenquimal (Figura 5) e perda de

marcadores de diferenciacao (Camila Ferreira de Souza, manuscrito em preparacao).
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Figura 4. Linhagens celulares correspondendo a fases intermediarias da progressao do melanoma
apresentam aumento na expressao do transcrito Tet1. Expressio génica de Tet? em relagdo ao gene referéncia
enddgena Actb nas linhagens do modelo murino de progressao tumoral, conforme avaliado por RT-gPCR. melan-a:
melandcitos ndo tumorigénicos; 4C: melandcitos pré-malignos; 4C11-: células de melanoma ndo metastatico; 4C11+:
células de melanoma metastatico. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001.

Posteriormente, a comparagdo de expressao do gene Tet2 entre as linhagens do
modelo murino mostrou um perfil de aumento progressivo, sendo que 0s maiores niveis de

expressao foram observados na linhagem de melanoma metastatico 4C11+ (Figura 6).



Em seguida, visando relacionar a expressao génica de Tet! e Tet2 e os niveis de
5hmC, foram realizados ensaios de HPLC e espectrometria de massa. Os niveis de 5hmC
mensurados no DNA genbémico das linhagens murinas de estudo foram maiores na linhagem

de melanoma metastatico 4C11+ em relagdo as demais linhagens (Figura 7).

A. B.

Figura 5. Linhagens celulares correspondendo a etapas intermediarias da progressio do melanoma
apresentam fenétipo mesenquimal. Fotomicrografias das linhagens celulares do modelo murino de progresséo
tumoral: A. melan-a; B. 4C; C. 4C11-; D. 4C11+ (aumento de 200x).

A expressao proteica de Tet1 e Tet2 foi avaliada por ensaios de Western blot e, em
seguida, analise semiquantitativa por densitometria das bandas. Foi observado aumento na
expressao de Tet1 nas linhagens 4C e 4C11+ (Figuras 8A e 8B). A linhagem 4C apresenta
fendtipo mesenquimal em relagao ao fendtipo epitelial da linhagem melan-a, o que caracteriza

uma transicao epitélio-mesénquima (EMT). Ja a linhagem 4C11+ apresenta fendtipo epitelial



em relacdo ao fendtipo mesenquimal da linhagem 4C11-, o que caracteriza uma transicao
mesénquima-epitélio (MET). A expressao de Tet2 encontra-se aumentada na linhagem 4C11+
em relagdo as outras linhagens (Figuras 9A e 9B), estando de acordo com a expressao génica
de Tet2.
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Figura 6. Aumento progressivo na expressao de Tet2 durante a progressdo do melanoma. Expressao génica
de Tet2 em relacdo ao gene referéncia endégena Actb nas linhagens do modelo murino de progressédo tumoral,
conforme avaliado por RT-gPCR. melan-a: melandcitos ndo tumorigénicos; 4C: melanécitos pré-malignos; 4C11-:
células de melanoma ndo metastatico; 4C11+: células de melanoma metastatico. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001;
****P<0,0001.

A localizacao celular de Tet2 foi analisada por ensaio de imunofluorescéncia indireta,
tendo sido observada a localizagao nuclear da proteina, sendo que o sinal obtido foi maior na

linhagem 4C11+, em concordancia com a expressao génica e expressao proteica (Figura 10).
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Figura 7. Aumento progressivo do conteido de 5hmC durante a progressao do melanoma. Niveis de 5hmC
das linhagens do modelo murino de progressdo tumoral. Os niveis de 5hmC da linhagem 4C11+ apresentam
aumento significativo em relagéo as linhagens melan-a (P<0,01), 4C (P<0,01) e 4C11- (P<0,05). *P<0,05; **P<0,01.
melan-a: melandcitos ndo tumorigénicos; 4C: melandcitos pré-malignos; 4C11-: células de melanoma n&o
metastatico; 4C11+: células de melanoma metastatico.

Por fim, foram avaliadas as expressdes dos genes TETT1 e TETZ2 nas linhagens
humanas de melanoma metastatico. As linhagens metastaticas menos agressivas Mel-2, Mel-3,
Mel-4 e Mel-11 apresentaram expressao elevada de TET1, enquanto foi observada auséncia
na sua expressao nas linhagens mais agressivas Mel-14, Mel-25 e Mel-28 (Figuras 11 e 12).
Foi observado efeito similar na expressdo do gene TET2, tendo sido observado aumento na
expressao do gene nas linhagens menos agressivas Mel-2, Mel-3, Mel-4 e Mel-11 em
comparagao com perda ou auséncia de expressao nas linhagens mais agressivas Mel-14, Mel-
25 e Mel-28 (Figura 13).
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Figura 8. Expressdao aumentada de Tet1 nas linhagens 4C e 4C11+. (A) Expressdo proteica de Tet1 nas
linhagens do modelo murino de progressao tumoral. A linhagem 4C apresenta fenétipo mesenquimal em relagao a
linhagem melan-a, de fenétipo epitelial (EMT). A linhagem 4C11+ apresenta fenétipo epitelial em relagdo a linhagem
4C11-, de fendtipo mesenquimal (MET); (B) Densitometria das bandas de Tet1 em relagdo ao controle endégeno
actina. melan-a: melanécitos ndo tumorigénicos; 4C: melandcitos pré-malignos; 4C11-: células de melanoma néo
metastatico; 4C11+: células de melanoma metastatico.
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Figura 9. Expressdo aumentada de Tet2 na linhagem 4C11+. (A) expressao proteica de Tet2 nas linhagens do
modelo murino de progressao tumoral. A linhagem de melanoma metastatico 4C11+ apresenta os maiores niveis de
expressao de Tet2 e também maior agressividade dentre as linhagens do modelo; (B) Densitometria das bandas de
Tet2 em relagdo ao controle enddgeno actina. melan-a: melandcitos ndo tumorigénicos; 4C: melandcitos pré-
malignos; 4C11-: células de melanoma nao metastatico; 4C11+: células de melanoma metastatico.
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Figura 10. Localizagao nuclear da proteina Tet2 nas linhagens do modelo de progressdao de melanoma. A
localizagdo de Tet2 foi avaliada por imunofluorescéncia indireta (verde). Os nucleos foram visualizados pela
marcagado com DAPI (azul).
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Figura 11. Expressao de TET1 em células de melanoma humano. Expressédo génica de TET1 em relagdo ao
controle endégeno ACTB nas linhagens humanas de malanoma metastatico. Ha auséncia na expresséo do gene nas
linhagens mais agressivas (Mel-14, Mel-25 e Mel-28) comparado as linhagens menos agressivas (Mel-2, Mel-3, Mel-
4 e Mel-11). *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001.



Figura 12. Culturas celulares correspondendo a melanomas metastaticos humanos. Fotomicrografias das
células Mel-2 (metastase em linfonodo supra-clavicular a direita), Mel-3 (Mel-2 apds a recidiva da doenca), Mel-4
(metastase em linfonodo axilar), Mel-11 (metastase cerebral), Mel-14 (metastase em linfonodo axilar), Mel-25 (sitio
anatdmico desconhecido) e Mel-28 (metastase subcutanea em dorso) (aumento de 200x; cedido por Camila Ferreira
de Souza).
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Figura 13. Expressdo de TET2 em células de melanoma humano. Expressao génica de TET2 em relagdo ao
controle endégeno ACTB nas linhagens humanas de melanoma metastatico. Ha auséncia ou diminuigdo na
expressao do gene nas células mais agressivas Mel-14, Mel-25 e Mel-28, em comparagdo com as linhagens que
menos agressivas. Mel-2, Mel-3, Mel-4 e Mel-11. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001.



DISCUSSAO E CONCLUSAO

Os niveis de 5hmC relacionam-se com a expressao dos genes Tet1 e Tet2, e a perda
de 5hmC pode ter consequéncias para os niveis de metilacdo do DNA em sequéncias génicas
especificas, favorecendo a progressao tumoral (Williams et al., 2012). Os dados de expressao
génica mostram o aumento de Tet? nas linhagens intermediarias 4C (pré-maligna) e 4C11-
(melanoma nado metastatico) do modelo murino de progressdao tumoral. Estas linhagens
apresentam fenétipo mesenquimal, em relagao as linhagens melan-a e 4C11+, que apresentam
fendtipo epitelial (Molognoni et al., 2011). Essas diferengas estdo em concordancia com a
apresentagéo de marcadores de pluripoténcia (Molognoni et al., 2011; Alice Santana Morais,
manuscrito em preparagao) e perda de diferenciagdo (Camila Ferreira de Souza, manuscrito
em preparagao) observados nestas linhagens.

A expressao proteica de Tet1 ndo é bem correlacionada com a expressao génica,
sendo que ha uma inverséo de expressao entre os transcritos das linhagens 4C11- (expressao
génica elevada e expressao proteica baixa) e 4C11+ (expressdo génica baixa e expressao
proteica elevada). No entanto, estudos demonstram que medi¢cdes dos niveis de mRNA
correlacionam-se aos niveis de proteina em menos do que 40% das vezes, devido a
mecanismos de pdés-transcri¢ao, poés-traducio, tempo de meia-vida das moléculas e limitagcbes
experimentais (Vogel & Marcotte, 2012; Kendrick, 2012).

Tet1 pode apresentar um papel duplo tanto na ativagdo quanto inibicdo da
reprogramacao celular, dependente de cofatores, como vitamina C, podendo influenciar na
transicdo epitélio-mesénquima (EMT) e transicdo mesénquima-epitelio (MET) (Chen et al.,
2013). A expressao elevada de Tet1 nas linhagens 4C (EMT) e 4C11+ (MET) poderia, entao,
ser responsavel pelo fenétipo caracteristico dessas linhagens.

A proteina Tet1 liga-se em regides génicas, com preferéncia por sitios de inicio de
transcricdo (TSSs) e menos intensamente no corpo do gene (Wiliams et al., 2012). Essa
caracteristica esta relacionada ao fato de Tet1 possuir um dominio CXXC que se liga tanto ao
DNA metilado quanto n&o metilado e apresenta atividade de hidroxilase, gerando 5hmC (Zhang
et al., 2010). Tet2 ndo apresenta o dominio CXXC, e ndo se sabe se existe preferéncia de
ligagdo entre a proteina e locais especificos do gene. Essa variagdo entre Tet1 e Tet2 pode
explicar a diferenga observada entre os niveis de expressao génica e proteica e 0 aumento
progressivo de Tet2 nas linhagens do modelo murino de progressdao do melanoma, em

particular o aumento de expressao de Tet2 da linhagem de melanoma metastatico 4C11+ em



relacdo as demais linhagens do modelo, podendo contribuir para a aquisi¢do de caracteristicas
de invaséo e metastase.

Os dados de expressao génica de Tet2 estdo em concordancia com os resultados
obtidos nos ensaios de HPLC e espectrometria de massa, que mostram aumento dos niveis de
5hmC na linhagem 4C11+. Estudos indicam que 5hmC associada a promotores pode ter uma
funcdo dupla na regulagéo transcricional, tanto promovendo ativagdo quanto repressédo de
genes, enquanto sua presencga no corpo do gene esta envolvida somente com ativagdo génica
(Kim et al., 2013), o que, no modelo murino, acrescenta a participagao deste mecanismo
epigenético nas alteracdes observadas ao longo da progressao do melanoma.

Estudos recentes demonstram a diminuicdo tanto dos niveis transcricionais e proteicos
de TET1 e TET2 quanto do conteudo gendmico de 5hmC em estagios avangados do
melanoma humano em relagdo a melandcitos e tecido saudavel adjacente (Yang et al., 2013;
Liu et al., 2013; Jin et al., 2011), o que esta de acordo com as observagdes dos niveis de
expressao génica nas células humanas de melanoma metastatico, As células de melanoma
menos agressivas apresentaram expressao génica de TET1 e TET2 aumentada, enquanto as
células de melanoma mais agressivas apresentaram diminuicdo parcial ou total de TETT e
TET2.

Em resumo, os resultados obtidos até o momento indicam a presengca de complexos
mecanismos epigenéticos na progressao tumoral, e ensaios futuros permitirdo um maior

entendimento sobre as fungdes das proteinas Tet e a presenga de 5hmC no melanoma.
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