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RESUMO

Apesar dos avancos em protocolos de biologia molecular e andlise gendmica
para identificacdo de sitios de alteracbes epigenéticas (epimutacdes)
associados a etiologia de doencas humanas, muitos estudos voltam sua
atencdo para variagbes nas regibes promotoras, especialmente aquelas
associadas as ilhas CpGs (CGls). No entanto, uma vasta area do genoma,
além dos promotores génicos, pode abrigar alteracdes epigenéticas que podem
estar associadas ao surgimento de doencas como o cancer de mama. Regides
intergénicas, introns e mesmos as regides adjacentes as CGlIs (as shores)
podem abrigar sitios de alteracdes epigenéticas associados a elementos
regulatérios como acentuadores, silenciadores e insuladores. Com a
disponibilidade dos bancos de dados publicos de epigenomas, como 0s
metilomas de DNA, a identificac&o e caracterizacdo gendmica de novas regides
associadas com a metilacdo diferencial entre células tumorais e saudaveis
pode ser melhor explorada. A identificacdo de regides diferencialmente
metiladas (DMRs) em cancer de mama pode auxiliar na caracterizacao
epigenética desses tumores e gerar uma nova fonte de alvos moleculares para
utilizacdo em terapias futuras. O presente estudo teve como objetivo a
identificacdo e caracterizacdo de DMRs em um conjunto de genes com relatos
de alteracdes epigenéticas observadas em tumores mamarios humanos. Foram
investigados dados de metilacdo do DNA e caracteristicas gendmicas locais,
como sobreposicdo nas CGls e shores, presenca de fatores de transcricdo e
conservacao de sequéncias entre diferentes espécies nas DMRs identificadas.
Foi realizada uma reviséo bibliografica de genes que apresentavam o perfil de
metilacdo alterado em carcinomas mamarios, a qual resultou em um total de
113 genes. Foram analisadas as CGIs e suas respectivas shores em cada um
dos 113 genes. As analises in silico foram realizadas utilizando dados obtidos
pelo UCSC genome browser. Foram associados as DMRs, dados de Whole
Genome Bisulfite Sequencing (WGBS), dados de conservacédo de sequéncias
entre espécies, associacdo nas CGlIs e shores e, a presenca de ligacdo de
fatores de transcricdo utilizando também dados disponiveis na plataforma
online supracitada. O cruzamento entre dados gendmicos e as coordenadas
das DMRS foi realizado a partir da utilizagcdo da ferramenta Data Integrator
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(UCSC). Foram obtidos dados quantitativos de metilacdo do DNA de duas
linhagens de carcinoma mamario (MCF-7 e HCC1954) e de tecido saudavel
(HMEC). Os resultados demonstraram que a maioria das DMRs encontradas
estdo localizadas em shores. Os perfis de metilagdo encontrados nas linhagens
tumorais demonstraram uma prevaléncia de hipermetillacdo das DMRS.
Quando observada a variagcdo em termos de eventos de ganho e perda de
metilacdo do DNA, as shores apresentaram uma diferenca significativa em
termos de eventos de alteracdo da metilacdo do DNA. Esses dados corroboram
os dados da literatura para a ocorréncia de um perfil de hipermetilacdo de
DMRs em células tumorais. Grande parte dessas regides apresentaram
ocorréncia de sequéncias evolucionariamente conservadas. Os dados
apresentados também estdo de acordo com relatos mais recentes, apontando
as shores como elementos onde grande parte da variagdo epigenética em
tumores é encontrada. Foram encontrados padrdes diferenciais para ocupacao
por fatores de transcricdo (TFs) entre CGI e shores e, entre regides hiper e
hipometiladas. Os resultados do presente estudo apontam as shores como as
regides de alteracdo epigenética prevalentes em linhagens de tumores de
mama. Os diversos fatores de transcricdo associados as regiées genbmicas,
sdo um indicativo de uma assinatura molecular que pode estar ligada a

natureza das alteracfes epigenéticas em cada DMR.

Palavras — chaves: Epigenética, cancer de mama, regido diferencialmente

metilada (DMRS)
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ABSTRACT

Despite the advance of molecular biology protocols and genomic analysis to
identify the regions of epigenetic mutations (epimutations) related to etiology of
human diseases, many studies are still focused in variations that happen in
promoters regions, specially that ones related to the CpGS (CGls) islands.
However, a great area of the genoma, besides gene promoters, can contain
epigenetic changes that can be associated with the rising of some diseases as
breast cancer. Intergenic zones, introns and even the zones bordering the CGls
(as shores) can shelter places of epigenetic changes that associated with
regulatory elements as enhancers, silencers and insulators. The identification
and genomic description of new regions associated with differential methylation
between tumor cells and healthy cells can be better explored because
nowadays the public databases of epigenome are avaiable, as the methyloma
of DNA for example. The identification of differentially methylated regions
(DMRs) in breast cancer can help the process of epigenetic description of these
tumors and, create a new source of molecular targets that could be used in
future therapies. The objective of this study was the identification and
description of the DMRs jointly some genes in wich was observed some
epigenetic modifications in human breast tumors. The DNA methylation and
genomic local characteristics were investigated as the overlap of CGI and
shores, presence of transcription factors and conservation of sequences
between different species in the DMRs identified. It was made a biographical
revision of some genes that were expressing their methylation profile modified
in breast carcinomas, in wich has result the 113 genes. It were analysed the
CGils and their respective shores in wich one of 113 gene. The analysis in silico
were made using data extracted from UCSC genome browser. Some data from
the Whole Genome Bisulfite Sequencing (WGBS), from the sequence
conservation between species, the association between CGls and their shores,
and the presence of connection between transcription factors,that also used
data extracted from the web browser before mentioned, were associated with
the DMRs. The cross between the genomic data and the coordinates of the
DMRs was made using the Data Integrator (UCSC) tool. Quantitative DNA
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methylation data were obtained from two mammary carcinoma lines (MCF-7
and HCC1954) and from healthy tissue (HMEC). The results showed that most
of the DMRs were founded in shores. The methylation profile found in the tumor
lines showed a prevalence of hypermethylation of the DMRs. When observed
the variation in terms of gain and loss of DNA methylation, the shores presented
a significant difference in terms of DNA methylation alteration. These data
corroborate with the literature data for the occurrence of a hypermethylation
profile of DMRs in tumor cells. Most of these regions had evolutionarily
conserved sequences. The data presented are also in agreement with more
recent reports, pointing the shores as elements where much of the epigenetic
variation in tumors is found. Differential patterns were found for occupancy by
transcription factors (TFs) between CGI and shores, and between hyper and
hypomethylated regions. The results of the present study point to shores as the
regions of epigenetic alteration prevalent in lineages of breast tumors. The
various transcription factors associated with genomic regions are indicative of a
molecular signature may be linked to the nature of epigenetic changes in each
DMR.

Key words: Epigenetics, breast cancer, differentially methylated region (DMRS)
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1. INTRODUCAO

1.1 Epigenética em doencas humanas

A epigenética é um ramo da genética que investiga mudancas na
atividade dos genes, as quais podem ser herdaveis e ndo sdo atribuidas a
alteracdes na sequéncia do DNA (BROOKES & SHI, 2014). Os mecanismos
epigenéticos possuem um papel central no desenvolvimento de um individuo,
uma vez que atuam como fatores de interacdo entre a informagdo genética
contida no genoma e o ambiente em que 0 mesmo esta inserido. Dessa forma,
a variacdo em caracteristicas fenotipicas de um individuo é mediada pela acdo

do ambiente sobre os mecanismos epigenéticos (MOORE, 2016)

Atualmente, os mecanismos epigenéticos mais estudados sao os RNAs
nao codificadores de proteinas (NcRNAS), as modificagcbes covalentes de
histonas e a metilacdo do DNA (BROOKES & SHI, 2014; GU et al., 2016;
ZHANG et al., 2017). Os mecanismos epigenéticos podem atuar tanto de forma
direta quanto indireta na regulagcéo da expressao génica, modulando a agao de
fatores de regulacdo da transcricdo (KOFINK et al., 2013). Sua influéncia no
controle da transcricdo génica consiste principalmente na regulacdo do status
de condensacdo da cromatina, no qual os genes encontram-se inseridos
(GIBNEY & NOLAN, 2010; HAMILTON, 2011). Alteracdes nesses mecanismos
podem dessa forma, contribuir para o surgimento de diversas doencas

humanas (BAKUSIC et al., 2016; BROOKES & SHI, 2014).

Novos protocolos de sequenciamento em larga escala e a identificacao

a partir dos mesmos de uma ampla gama de elementos regulatérios tem
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auxiliado na elucidacdo da etiologia de véarias doencas genéticas multifatoriais
(RAKYAN et al., 2011). Por exemplo, a analise gendmica utilizando
metodologias de GWAS (genome — wide association studies) tem permitido a
identificacdo de centenas de SNPs associados a doencas humanas
(HINDORFF et al., 2009). No entanto, as bases genéticas de muitas patologias
ainda ndo estdo bem elucidadas, e mesmo técnicas como 0 sequenciamento
completo do genoma ou somente de exomas ainda ndo explicam a origem de
muitas doencas (FEINBERG & IRIZARRY, 2010; KULIS & ESTELLER, 2010;
PETRONIS, 2010). Nesse cenario, o entendimento da participacdo dos fatores
epigenéticos pode contribuir para a compreensao dos mecanismos moleculares
associados a etiologia de muitas patologias, onde apenas a base genética ndo

é suficiente (RAKYAN et al., 2011).

Os ncRNAs sdao moléculas que estdo amplamente distribuidas no
transcriptoma humano. Esses RNAs atuam em diversos mecanismos
bioldgicos, como a inativacdo do cromossomo X em mamiferos, no mecanismo
de compensacdo de doses em insetos, no imprinting gendmico e no
silenciamento mediado por proteinas do complexo polycomb (MATTICK &
MAKUNIN, 2006; ZARATIEGUI et al., 2007). A acédo dos ncRNAs pode ocorrer
através do recrutamento da maquinaria de modificacdo epigenética aos genes
(JANOWSKI et al.,, 2006; KIM et al.,, 2006). Um exemplo da acdo de
recrutamento das maquinarias protéicas de regulacdo génica desses RNAs
vem da descoberta de diversos ncRNAs encontrados expressos em regides a
montante ou sobrepostos a regido 5’ de genes que codificam proteinas (CORE
et al., 2008; FEJES-TOTH et al., 2009; KAPRANOV et al., 2007; PREKER et

al., 2008; SEILA et al., 2008).



As modificagbes covalentes de histonas sao depositadas nas caudas N
e C terminais dessas proteinas e sdo mediadas por diversas enzimas que
catalisam diferentes tipos de modificacbes em diferentes tipos de residuos de
aminoacidos (KOUZARIDES, 2007). As histonas constituem um grupo de
nucleoproteinas compostas por dominios globulares e caudas N- terminais com
formato irregular, sendo responsaveis pela compactacdo do DNA e
remodelamento da cromatina (BARSKI et al., 2007). Entre as modificagbes
mais estudadas encontram-se a metilagdo, a acetilagdo, a ubiquitinacdo e a

fosforilagéo de histonas (HARR et al., 2016)

A acetilacdo de histonas ocorre devido a transferéncia de um grupo
acetil por enzimas histonas acetiltransferases (HATS) nos residuos de lisina
nas caudas N-terminais das histonas. Essa modificacdo altera suas
caracteristicas fisico—quimicas alterando a capacidade de se ligarem
lateralmente aos grupamentos fosfato da molécula de DNA, neutralizando a
carga positiva da lisina (ANDREOLI & DEL RIO, 2014). A acetilacdo de
histonas geralmente esta associada com a ativacdo da transcricdo génica.
Assim, a acetilacdo das lisinas 9 e 14 da histona H3 e das lisinas 5, 8, 12 e 16
da histona H4 estdo associadas a ativacdo pela formacdo de eucromatina.
Antagonicamente, a de-acetilacdo dos residuos de lisina leva a condensacéo
da cromatina e inativacado da transcricdo génica (WEI et al., 2017). A acetilacédo
de histonas também interage com a metilacio do DNA (REIK, 2007;

TCHURIKOV, 2005).

A metilacdo de histonas, que frequentemente ocorre nos residuos de

lisina ou arginina em H3 e H4, também contribui para regular o status de



condensacao da cromatina. A metilagdo de lisina nas histonas pode levar tanto
a ativacdo quanto ao silenciamento génico, dependendo do contexto bioldgico.
A metilacdo da lisina 9 da histona 3 (H3K9me), da lisina 27 da histona 3
(H3K27me) e da lisina 20 da histona 4 (H4K20me) sao conhecidas por silenciar
diferentes regides do genoma atraves do recrutamento do complexo polycomb
2 (PCR2), formando heterocromatina (FERRARI et al., 2014; MOREY & HELIN,
2010). No entanto, a metilagéo da lisina 4 da histona 3 (H3K4me) e lisina 36 da
histona 3 (H3K36me) sdo consideradas marcas de ativagdao (MAUPETIT-

MEHOUAS et al., 2016).

A metilacdo do DNA é o mecanismo epigenético mais investigado até o
momento, quando se deseja avaliar padrbes epigenéticos diferenciais em
individuos saudaveis ou acometidos por diferentes tipos de doencas. Em
mamiferos, a metilacdo do DNA ocorre preferencialmente em dinucleotideos
CpGs (5mC), sendo regulada por um grupo de enzimas denominadas DNA
metiltransferases (DNMTs). Essas enzimas catalisam a transferéncia de um
grupo metil a um carbono 5 de um anel de citosina (VAN OTTERDIJK &
MICHELS, 2016). A presenca dessa marca em promotores génicos ou
elementos regulatérios € quase sempre um indicativo de formacdo de
heterocromatina, que esta associada ao silenciamento génico local (MOORE,

2016).

Nas ultimas duas décadas, um crescente niumero de publicacfes tem
correlacionado a presenga de alteracdes nos perfis de marcas epigenéticas a
etiologia de diversas doencas humanas (ROBERTSON, 2005). Resultados

provenientes de diversos estudos vém demonstrando o papel da epigenética



no desenvolvimento de doencas associadas a alteragcbes metabdlicas como o
diabetes tipo 2, a obesidade, as doencas cardiovasculares, as doencas
imunoldgicas, os transtornos psiquiatricos e no desenvolvimento de cancer
(BAUER et al., 2016; RACITI et al, 2017; RAKYAN et al, 2011,

SHRIVASTAVA & DESOUSA, 2016; SMOLLER, 2016).

BAYLIN & JONES (2011) demonstraram que as alteracdes na
metilacdo do DNA podem cooperar com eventos genéticos no desenvolvimento
de diversos carcinomas humanos. Tém sido identificados diversos padrées de
metilacdo alterados em adenocarcinomas pulmonares, gastricos, pancreaticos,
cancer de célon, cancer de ovarios e cancer de mama (CHAE et al., 2016;
FUJIMOTO et al., 2005; GUO et al., 2016; HANSMANN et al., 2012; HOLM et
al., 2016; IRIZARRY et al.,, 2009a; TIAN et al., 2016; YAN et al.,, 2017).
Segundo IRIZARRY et al.,, (2009a) existe uma tendéncia dos oncogenes
apresentarem hipometilacdo enquanto que 0S supressores tumorais se

encontram hipermetilados.

Estudos em carcinomas mamarios vém demonstrando a importancia da
epigenética, com foco especial na metilacdo do DNA, no desenvolvimento
desses tipos de tumores (HON et al., 2012; MANJEGOWDA et al., 2017; PARK
et al.,, 2012; TERRY et al.,, 2016). CHAE et al.,, (2016) demonstraram a
importancia do processo de metilacgdo em diversos subtipos de cancer de
mama. Segundo 0s autores, 0 processo de metilacdo do DNA é crucial para a

regulacdo génica desses subtipos tumorais.

O cancer de mama € um dos tipos de tumores cuja ocorréncia de

novos casos vem aumentando em todo o mundo. Esse tumor € o segundo mais



frequente e o tipo mais comum em mulheres, tendo em média uma estimativa
de 1,6 milhdes de novos casos por ano mundialmente (JEMAL et al., 2011;
MURRAY et al., 2012). No Brasil e no mundo a taxa de mortalidade por essa
doenca € alta, pois o diagnostico normalmente é realizado em estagios

avancados (DEY, 2014; FELIX et al., 2011)

A maioria dos tumores de mama se origina de células epiteliais e
apresentam mutacfes em diferentes genes. Segundo OZBUN & BUTEL,
(1995) pelo menos metade dos tumores possui mutagcdo no gene TP53, um
supressor tumoral. Estudos remotos também acharam mutacées comuns em
carcinomas mamarios que desregulam a via da proteina retinoblastoma (pRB),
incluindo perda da expressédo de RB1 ou CDKN2A (P16 'NKia&) (VARLEY et al.,
1989, BRENNER et al.,, 1996) ou superexpressao da proteina Ciclina D1

(GILLETT et al., 1994).

Células de cancer de mama também podem apresentar alteracdo na
via de sinalizacdo Ras (CLARK & DER, 1995), decorrentes de diversos
mecanismos, sendo que o mais comum destas é a superexpressdo do gene
HER-2/neu (SLAMON et al., 1989). A amplificacdo de C-MYC também foi
observada (ESCOT et al.,, 1986). Mesmo que muitas dessas mutacdes ja
tenham sido descritas para o fendtipo tumoral de carcinoma mamario,
nenhuma delas estéa envolvida universalmente em todos os casos de cancer de
mama humano. A quantidade de genes mutados que existem no genoma e,
gue contribuem para o fenétipo tumoral ainda é desconhecida (ELENBAAS et

al., 2000).



Enquanto grande numero de mutacfes genéticas esta relacionado ao
surgimento do cancer de mama, a atuagdo de fatores epigenéticos € cada vez
mais evidente (HON et al., 2012). As alteracdes nos perfis de metilacdo do
DNA em diferentes loci tém sido associadas ao inicio do desenvolvimento
tumoral (KOHONEN-CORISH et al., 2007). Alguns genes que frequentemente
se encontram hipermetilados em céancer de mama estdo envolvidos em
mecanismos celulares como a apoptose (RASSF1, HOXA5, TWIST1), o
controle da senescéncia celular (CCND2, CDKN2A), enquanto outros regulam
o reparo do DNA (BRCAL), o crescimento celular (ESR1, PGR) e a invasao de

tecidual (CDH1) (DWORKIN et al., 2009; JOVANOVIC et al., 2010).

1.2 Metilagcdo do DNA e sua participagcdo em doencas humanas

A metilacdo do DNA é uma modificagdo covalente herdavel, crucial para
diversos processos bioldgicos tais como a regulagdo da transcricdo génica,
diferenciacdo celular e também no que tange o desenvolvimento de diversas

doencas (TIRADO-MAGALLANES et al., 2017).

Em um contexto loci especifico, a acdo de silenciamento da metilacdo do
DNA tem sido estudada principalmente em regifes ricas em dinucleotideos
CpGs como por exemplo, nos promotores génicos associados a ilhas CpGs
(CpG islands - CGls), pois em mamiferos 80% dos promotores estdo
associados a CGls, (TIRADO-MAGALLANES et al.,, 2017). No entanto,
alteracOes de metilacdo do DNA em regides adjacentes as CGls (como as CGlI-
shores) tém sido encontradas em diferentes doencas e relacionadas a

regulacédo de genes proximos (IRIZARRY et al., 2009b).



Durante alguns anos, devido a limitacdes tecnolégicas e ao estudo da
metilacdo do DNA apenas na funcdo de silenciamento génico, pesquisas
alvejaram somente promotores génicos (particularmente dos promotores
associados & CGIs).

Com o advento das novas tecnologias de sequenciamento global do
genoma, em especial a whole-genome bisulfite sequencing (WGBS), o estudo
da metilagdo do DNA tem alcancado novas faixas de resolucdo e expanséo
além das CGils, abrindo a possibilidade para diversas fun¢gfes da metilagdo do
DNA (ADUSUMALLI et al., 2014). Essas novas descobertas possibilitaram o
desenvolvimento de estratégias computacionais que nao limitam seus estudos
apenas a metilacdo no contexto de associacdo da expressdo génica nos
promotores (ADUSUMALLI et al., 2014). Novas metodologias utilizadas em
estudos recentes revelaram a necessidade de se buscar diferentes escalas
gendmicas, de uma forma que seja possivel correlacionar a metilagdo do DNA
com as caracteristicas da cromatina (TIRADO-MAGALLANES et al., 2017)
(Figura 1).

Apesar de classicamente a metliacdo do DNA estar relacionada a fungéo
repressiva da transcricdo génica, dados derivados de sequenciamento global
de protocolos baseados em modificacdo do DNA por bissulfito de sddio,
indicam que a funcdo de repressdao € apenas uma das faces dessa marca
epigenética. A metilagdo do DNA também ja foi associada a ativacdo génica, a
regulacéo do splicing de mRNAs, ao posicionamento de nucleossomos e ao
recrutamento de fatores de transcricdo (BAHAR et al., 2014; BELL et al., 2011;
BREILING & LYKO, 2015; CHODAVARAPU et al., 2010; FUJIMOTO et al.,
2005; GIBBS et al., 2010; GUTIERREZ-ARCELUS et al., 2013; HU et al., 2013;
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JIMENEZ-USECHE et al., 2013; KELLY et al., 2012; SHUKLA et al., 2011; ZHU

et al., 2003).
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Figura 1: Representacdo de resolucfes para estudo da metilagdo do DNA
dependendo do contexto bioldgico. (A) 1 a 10kb - Estudo de imprinting genémico
(B) 1 — 5kb - Estudo da metilagéo correlacionada a expressdo de genes. (C) (100 pb)
Para o estudo do processo de metilacdo correlacionado a outros mecanismos como
splicing (D) 20 pb - Estudo da correlacdo entre a metilacdo do DNA e o
posicionamento de nucleossomos. (E) 1 pb — Estudos visando a analise de
recrutamento de fatores de transcricdo (TIRADO-MAGALLANES et al., 2017).

Ainda que o mecanismo de metilacdo do DNA seja estudado ha varios
anos, todas as facetas do processo de metilagdo ainda néo estdo
completamente elucidadas. BRENET et al., (2011) demonstraram que quando
0 processo de metilacdo ocorre no primeiro exon de um gene o resultado é o

silenciamento génico, assim como quando a metilagdo ocorre na regido



promotora de um gene (ARAI et al., 2006; PENG et al., 2006; SUZUKI & BIRD,
2008; TIRADO-MAGALLANES et al.,, 2017). Contrariamente a funcdo nas
regides 5’ dos genes, quando a metilagdo do DNA ocorre no corpo génico, esta
associada positivamente a transcricdo do gene (FENG et al.,, 2010; JONES,
2012; WU et al., 2010; YU et al., 2013; ZEMACH et al., 2010; ZHANG et al.,

2006; ZILBERMAN et al., 2007).

1.3 Variacao epigenética

Alguns aspectos que devem ser considerados nos estudos associados
alteracdes nos perfis de metilacdo do DNA séo: a extensdo da alteracdo; o
perfil célula ou tecido especifico e; a possivel origem dos fatores que causam
variacdo. A metilacdo do DNA pode variar em decorréncia de diversos fatores,
sendo estes genéticos ou ambientais. No contexto genémico a extensdo da
variacdo pode ser limitada a um unico nucleotideo, a regifes de tamanhos
variados e mesmo ao genoma como um todo. Segundo revisado por RAKYAN
et al., (2011) a variacdo da metilacdo do DNA pode ocorrer em diferentes

contextos loci especificos em:

e Posicdes variaveis de metilagdo (Methylation variable position - MVP).
Quando um unico sitio CpG apresenta metilacdo diferencial (IRIZARRY

et al., 2009a);

e Em regides diferencialmente metiladas (Differentially methylated region -
DMR). Uma regido do genoma onde multiplos CG adjacentes mostram
padrao diferencial de metilacdo. As DMRs podem ocorrer em diferentes
contextos, como por exemplo: em gene regulados por imprinting
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gendmico (iDMR — imprinting-specific differentially methylated region)
(HANNA & KELSEY, 2017) de maneira tecido especifico (tDMR —
tissue-specific differentially methylated region) (IRIZARRY et al., 2009a);
durante eventos de reprogramacao celular ((DMR — reprogramming-
specific differentially methylated region) (MANTSOKI et al., 2015); em
diferentes tipos de cancer (cDMR — cancer-specific differentially
methylated region) (CHAE et al., 2016; HEYN et al., 2016) e; durante o
envelhecimento (aDMR — ageing-specific differentially methylated

region) (LIN et al., 2016; ZHANG et al., 2017);

Regides de metilacdo variavel (Variably methylated region - VMR).
Regides que sao definidas pelo aumento da variabilidade de metilagao,
mais que o ganho ou perda especifico dessa marca epigenética

(FEINBERG & IRIZARRY, 2010)

Metilacdo alelo especifica (Allele-specific methylation - ASM). Posicbes
ou regides do genoma cuja metilacdo do DNA esta associada
preferencialmente a um dos alelos, dependendo da origem parental, da
acdo de polimorfismos genéticos ou de eventos estocasticos (RAKYAN

et al., 2011);
Metilacdo haplétipo especifica (Haplotype-specific methylation - HSM).
Consiste em uma regiéo diferencialmente metilada definida pela heranca

conjunta de um grupo de SNPs (Hapl6tipo) (KINDT et al., 2017);

llhas CpGs (CpG islands - CGlIs). Regides enriquecidas em
dinucleotideos CpGs, ndo metiladas em diversos tecidos, mas que

podem apresentar ganho de metilacdo em doencas como o cancer
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(GOPALAKRISHNAN et al., 2008; GUO et al., 2016; HEYN et al., 2016;

YAN et al., 2017); e

e As margens das ilhas CpGs (CGI - shores). Sao regides imediatamente
adjacentes as CGls (2Kb) que apresentam alta variagdo na metilacao do
DNA apesar de baixa densidade de sitios CpGs (CHAE et al., 2016;
IRIZARRY et al., 2009Db).

Mesmo que o mecanismo de metilacdo do DNA seja estudado por
alguns anos, o modelo ainda n&o esta totalmente esclarecido, necessitando de
investigagdo mais profunda, devido a complexidade do tema. Como citado
anteriormente, grande parte dos estudos limitam-se apenas a funcdo classica
atribuida ao processo de metilacdo, o silenciamento génico. No entanto, como
ja fora mencionado, essa marca epigenética possui outras fungbes que
necessitam de maiores investigagdes (JONES, 2012).

Como revisado por JONES (2012) a posicdo no genoma em que O
mecanismo de metilacdo do DNA ocorre influencia a expressédo génica, pois
dependendo do local (corpo génico ou regido promotora, shore ou CGI)
metilado o efeito na expressdao dos genes pode ser de ativacdo ou de
repressdo. Assim, o mecanismo de metilacdo do DNA possui diversas
variantes, ndo sendo tao previsivel como se acreditava.

Andlises de pirosequenciamento por bissulfito demonstraram que a
metilacdo do DNA tecido—especifica ndo ocorre somente em CGIs como se
acreditava, mas também nas CGI-shores. Esses dados abrem novos campos
para investigacdes de como o direcionamento da metilacdo do DNA para essas
regides afeta a regulacédo da expressao génica (IRIZARRY et al., 2009b). As

investigacoes de IRIZARRY et al., (2009b) apontam o papel das CGl-shores na
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expressdo génica no contexto de metilacdo diferencial tecido—especifica e em
cancer.

A acdo da metilacdo do DNA sobre a ligacdo sitio especifica dos
fatores de transcricdo (TF) ao DNA é outro aspecto regulatério importante
dessa marca epigenética. A informacdo da sequéncia do DNA que é lida por
fatores de transcricdo (TFs) e outras proteinas que interagem com sequéncias
especificas do DNA podem ser reguladas pela acdo da metilagdo
(AHSENDOREF et al., 2017).

A metilacdo do DNA pode aumentar ou diminuir a afinidade de
interacdo do DNA com proteinas (FUJIMOTO et al., 2005; HU et al., 2013; ZHU
et al., 2003), que por sua vez modula o recrutamento de fatores de transcricéo,
influenciando assim a ativacdo ou repressao de genes, dependendo dos
elementos regulatérios  (promotores, insuladores, potenciadores e
silenciadores) e o/ou fatores de transcricdo (repressores ou ativadores)
(JONES, 1999; LAI et al., 2010; TATETSU et al., 2007). Um estudo realizado
por HU et al., (2013) analisou o efeito da metilagdo de uma Unica citosina de
CGls em 154 TFs que se ligavam ao DNA. Esses autores verificaram que a
interacdo dos sitios de ligacdo metilados no DNA com TFs ndo séao
unidirecionais como havia sido proposto. Dependendo do TF, a interacdo
desses elementos com o DNA poderia ser melhorada ou dificultada pela
metilagdo. Além disso, alguns TFs mostraram a capacidade de se ligarem a
diferentes motivos dependendo do status de metilacdo do DNA. Estudos
anteriores também corroboram os dados de HU et al., (2013) ao demonstrarem
gue a metilacdo do DNA fora de CGIs, mas proximas a TFBSs podem alterar a
forca de ligacdo de TFs com o DNA (FUJIMOTO et al., 2005).
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O mecanismo de metilagdo do DNA também pode ocorrer em QTLs
(quantitative trait locus), levando a alteracGes epigenéticas como modificacbes
na cromatina e na expressao génica e muitas vezes aumentando o risco de
desenvolvimento de doencas. Inicialmente parece haver uma relagao positiva
entre QTLs de expressao (eQTLs) e de metilacdo (mQTLs), onde a metilacado
do DNA em elementos regulatérios mais distais parece ter um efeito ativador
na expressao génica. Dessa forma, ha indicios que TFBSs vinculados a
mMQTLs desempenham um papel na alteracdo dos niveis de metilacdo nessa
regido (BANOVICH et al., 2014).

MOAREFI & CHEDIN (2011) identificaram que a metilacdo em regibes
centroméricas constitui outro evento relevante, uma vez que promove a
estabilidade cromossOmica, ajudando a manter o funcionamento correto de
processos hioldgicos essenciais para a vida, como por exemplo, a segregacao
de cromossomos no processo de mitose celular. Estes autores também
encontraram evidéncias de que o processo de metilacdo é importante para a
estabilidade do genoma, pois é susceptivel a suprimir a expressao de
elementos transponiveis.

Considerando essas variagcbfes na acdo da metilacdo do DNA em
diferentes etapas da regulagcdo génica, estudos mais detalhados
correlacionando a regido do genoma e/ou elementos regulatérios onde a
metilacdo ocorre sdo necessarios para desvendar o potencial regulatério total
dessa marca.

Atualmente, a caracterizacdo molecular da heterogeneidade celular em
tecido tumoral representa um dos maiores desafios das analises epigenémicas
(TIRADO-MAGALLANES et al.,, 2017). A identificacdo de céancer DMRs
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(cDMRs), a partir de bancos de dados publicos, é crucial para a andlise da
metilacédo derivada de populacdes celulares heterogéneas (HE et al., 2013; XIE
et al.,, 2011a; ZHENG et al.,, 2014). Amostras tumorais possuem uma dificil
identificacdo de sinais de metilacdo devido a complexidade da amostra, pois
sdo compostas por varios subtipos celulares diferentes, que se desenvolvem e
diferenciam-se de uma forma néo sincronica (ZHENG et al., 2014).

Apesar da dificuldade de identificacdo de padrOoes de metilacdo em
amostras de cancer devido a sua complexidade, estudos conseguiram
identificar que as CGls em amostras tumorais tendem a estar com um perfil de
metilagdo aberrante (PORTELA & ESTELLER, 2010; ROBERTSON &
WOLFFE, 2000). No entanto, pesquisas também demonstraram que nao
apenas as CGls, mas as CGIls - shores sao responsaveis pelo
desenvolvimento de diversas patologias estando estas diretamente
relacionadas com a metilagdo diferencial tecido-especifica em céancer
(IRIZARRY et al., 2009Db).

Estudos mais recentes verificaram que no contexto das DMRs parece
que apenas poucos dinucleotideos, ou até mesmo um, podem ser
responsaveis pelo status de metilacdo de uma regido (NILE et al., 2008;
TSUBOI et al., 2017).

Alteracbes epigenéticas de DMRs em regifes diferentes das CGls
como as shores, parecem abrigar uma ampla gama de varia¢des epigenéticas
e a metilacdo em um ou poucos nucleotideos parece estar relacionada a
mudancas na expresséo génica. Dessa forma, ha extrema necessidade de se
caracterizar com maior precisdo as DMRs em amostras tumorais a fim de se
obter informacdes mais relevantes para a area clinica, e para posterior
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identificacdo dessas regides no desenvolvimento e progressdo do cancer de

mama.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar e caracterizar regides com metilacdo diferencial do DNA
entre linhagens de cancer de mama e uma linhagem ndo tumoral em genes

associados a etiologia do carcinoma mamario humano, utilizando dados de

WGBS presentes em banco de dados publicos.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Obter e analisar os perfis de metilacdo do DNA das linhagens
celulares humanas de carcinoma mamario provenientes do UCSC genome
browser em um conjunto de 113 genes com relatos prévios de alteracdo de

metilagdo do DNA em tumores de mama;

2.2.2 Caracterizar as cDMRs quanto a localizacdo no locus génico,
presenca de sitios de fatores de transcricdo, elementos conservados e perfis

de metilacéo; e

2.2.3 Analisar o conjunto de dados obtidos e integra-los de modo que
possam determinar assinaturas epigenéticas em diversos genes relacionados

ao cancer de mama.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Repositorio de dados publicos

Os dados de WGBS (Whole Genome Bisulfite Sequencing) utilizados
nesse trabalho foram obtidos a partir de bancos de dados publicos, disponiveis
no UCSC Genome Browser, (human genome GRCh37/hgl9)
(http://genome.usc.edu). Foram utilizados dados de WGBS de linhagens MCF7

(GRIMMER et al., 2014), HCC1954 e HMEC (HON et al., 2012).

3.2 O conjunto de genes escolhidos para a analise

A fim de verificar o perfil de metilacdo de linhagens tumorais de
diferentes genes relacionados a etiologia do cancer de mama, foi realizado um
levantamento bibliografico dos genes que apresentavam perfil de metilacado
alterado neste tipo de tumor (CHAE et al., 2016; HOLM et al., 2016; JOHNSON
et al., 2017; KHAKPOUR et al., 2017; PARK et al., 2012; SPITZWIESER et al.,

2016; TERRY et al., 2016; TIAN et al., 2016; ZHANG et al., 2017)

3.3 Andlise do perfil de metilacdo do DNA em Ilhas CpGs (CGls) e

shores.

Foram analisadas CGI e suas respectivas shores (2Kb a montante e
2Kb a jusante de cada CGI) descritas no UCSC genome browser (CpG island
track) em cada um dos 113 genes selecionados para o presente estudo. O

perfil de metilacdo das linhagens de carcinoma mamario e tecido saudavel
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foram analisados em planilha do Windows Excel 2016. Para cada um dos 113
genes foi criada uma planilha que apresentava dados quantitativos de

metilacdo das trés linhagens celulares (MCF-7, HCC1954 e HMEC).

A partir dos dados de metilagdo do DNA em dinucleotideos CpGs Unicos
(5mC) foi realizado o calculo da diferenca de metilagdo entre a linhagem
tumoral e as linhagens celular de epitélio mamario humano utilizando a formula
5mC dif = 5mCHEMC.5mCLinhagen_wmoral - Qg resultados de 5mC-dif foram
utilizados para avaliar eventos de ganho (GOM — gain of methylation) ou perda

(LOM - loss of methylation) de metilagdo em cada dinucleotideo CpG.

Foram classificadas como DMRs regiées com no minimo 100 pb (pares
de bases) e com 5mC-dif média de -10% (LOM) ou + 10% (GOM) entre a
linhagem HMEC e ambas as linhagens tumorais (modificado de JUHLING et

al., 2016).

ApOs essa etapa, foi criada uma nova planilha onde o principal objetivo foi
apresentar por meio de graficos como se comportava o perfil de metilagdo de
cada uma das trés linhagens celulares. Nessa planilha foram colocadas outras
informagdes como por exemplo: (1) as coordenadas génicas da regidao em que
estd ocorrendo GOM ou LOM; (2) a regido em que o fenbmeno ocorre (CGl,
shore, ou CGl-shore); (3) a posicdo de cada DMR em relacdo ao gene (2Kb a
montante, dentro de introns, 2Kb a jusante e regiées que ndo se enquadravam

nas trés anteriores); (4) e a estatistica descritiva da metilacdo em cada regiao.
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3.4 Identificacdo de elementos altamente conservados associados

as cDMRs

As coordenadas de cada cDMR encontradas foram utilizadas como um
custom track no UCSC genome browser e utilizadas na ferramenta Data
Integrator nesse mesmo web browser para identificacdo de regifes altamente
conservadas e sitios de ligacdo de fatores de transcricdo (TFBS - transcription
factor binding sites) conservados entre diferentes espécies. Para a verificacdo
foram adicionados ao Data integrator os seguintes tracks: foi adicionado um
track com as coordenadas gendmicas a serem analisadas, TFBS conserved e
Conservation — Element (phastCons em 100 vertebrados). Os segmentos
conservados identificados foram representados pela sigla lod (essa sigla deriva
de transformed log-odds score; com valores que variam de 0-1000), e
representa parte dos calculos de predicdo de segmentos conservados entre

100 espécies de vertebrados utilizados pelo PhastCons.

3.5 Caracterizacdo das cDMRs identificadas quanto a posi¢cdo em

relacdo ao genes estudados.

As coordenadas de posices a montante, a jusante e de introns do
genoma humano (GRCh37/hgl9) foram obtidas em banco de dados
disponiveis no UCSC genome browser. Foi utilizada a ferramenta Table
browser com as seguintes especificacbes: clade=mammal > genome=human>

assembly=Feb. 2009 (GRCh37/hg19) > group=Gene and Gene prediction >
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region=genome > output file=custom track > get output= "Upstream by 2000 bp"

/ "Intron" / "Downstream by 2000 bp".

Esses custom tracks foram integrados com custom track das
coordenadas gendmicas da cDMRs identificadas pela analise do padrdo
diferencial de metilacdo do DNA entre as linhagens de céancer de mama
(HCC1954/MCF7 vs HMEC). Para essa integragdo de coordenadas, foi
utilizada a ferramenta Data integrator, disponivel no UCSC genome browser.
Essa integracdo permitiu correlacionar cada cDMR a sua posicdo em relacéo

aos genes estudados.

3.6 ldentificacdo da presenca de ligacdo de fatores de transcricao

nas cDMRs identificadas

Para auxiliar na elucidacédo da possivel funcao regulatéria das DMRs
identificadas no presente estudo, foi investigada a presenca de ligacdo de
fatores de transcricdo (TFs) nas sequéncias identificadas a partir de dados de
ChIP-seq de bancos de dados do ENCODE (Encyclopedia of DNA elements).
Foram utilizados dados da base de dados Factorbook obtidos a partir do UCSC
genome browser
(https://genome.ucsc.edu/cgibin/hgTrackUi?hgsid=653189759 FhgBQzA6AOu

C47jmu77AZjAnVEaA&c=chrl&g=wgEncodeRegTfbsClusteredV3).

O banco de dados Factorbook Motifs contém dados de 837
experimentos contemplando 167 fatores de transcricdo. Para averiguagdo da
ligacdo de TFs as cDMRs as coordenadas gendmicas das mesmas foram

integradas aos dados do Factorbook utilizando a ferramenta Data Integrator
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(UCSC genome browser > tools). As coordenadas das cDMRs foram divididas
em CGI hipermetildas e hipometiladas (CGl-hiper e hipo) e shores
hipermetiladas e hipometiladas (shore-hiper e hipo). Regides de ligacdo entre
CGl e shores (CGl-shores) nédo foram incluidas por ndo haver como distinguir

de onde a metilacdo sofre mais influéncia (CGI ou shore).

3.7 Andlise estatistica

Os dados referentes a estatistica descritiva e a analise de variancia

foram obtidos no software GraphPad Prism 5.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao in silico dos genes analisados

Foi encontrado um total de 113 genes, listados a seguir: BRCAL,
HORMAD1, ERBB2, PIKA3CA, TP53, CDH1, BRCA2, APC, RASSF],
HPCAL1, NEUROG2, SLC6A3, RAB40C, ZNF584, FOXD3, PDE4C, MPPEL,
PRR5, RAD51C, ATM, NEUROD1, TAL1, SOX1, FGF2, ESR1, GSTMZ2, SIX3,
EN1, PAX3, GSK1, PKD2, CCND1, TWIST1, CXCL1, CDCP1, SOX17, DLEC1,
GRIN2B, GSTP1, HOXA1, HOXA10, IGF2, MT1G, RARB, RUNX3, SCGB3A1,
SFRP1, SFRP4, TMEFF2, CCND2, CDKN2A, DAPK1, MGMT, PITX2, NT5E,
ZNF217, PTPRO, HOTAIR, L3MBTL1, GSTM1, SYNM, FBXW7, NUP155,
STK11, PTEN, CHEK2, MRE11A, RAD50, NBN, FGFR2, NTRK1, NTRK2,
PDGFRA, PAX7, CDH11, TLX1, FGFR3, CDX2, NCAM1, DPYSL3, DPYSL2,
DPYSL4, SH3GL3, EPHB2, DNM1, BIN1, SH3GL2, FLT1, ROR2, SPEG,
PRKCB, DCLK1, EPHB1, ZEB1, SRCIN1, MALAT1, MGRN1, NSUN2, FOXJ1,
HDAC2, WNT1, SOX18, SP3, HOXA1l, HOXC1l1, CAV1, PTRF, TGFB1,

GDF15, PALLD, ABCB1, ABCC1 e ABCG2.

Para os 113 genes escolhidos para analise no presente estudo, foi
realizada a caracterizacao in silico para identificacdo de alteracbes de ganho
ou perda de metilacdo do DNA (CHAE et al.,, 2016; HOLM et al., 2016;
JOHNSON et al., 2017; PARK et al., 2012; SPITZWIESER et al., 2016; TERRY
et al., 2016; TIAN et al., 2016; TIRADO-MAGALLANES et al., 2017; ZHANG et
al., 2017), o namero de ilhas CpGs que cada gene possuia e a posicao dessas

CGls em relagéao ao gene, conforme demonstrado na tabela 1 do apéndice.
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4.2 Caracterizacao in silico dos perfis de metilacdo do DNA em

genes relacionados a tumores mamarios

Como apresentado pela tabela 1, cada um dos 113 genes analisados
pode possuir uma ou mais CpGl. Para verificacdo de GOM ou LOM em cada
uma dessas ilhas CpGs e suas respectivas shores foram utilizados os critérios
estabelecidos em materiais e métodos (3.3). Dessa forma cada gene
apresentou diferentes perfis de metilagdo, referentes as diferentes CGls e
shores presentes nos mesmos. Seguindo esse critério, dos 113 genes
analisados foram encontradas 986 regides com alteracdo de GOM ou LOM em
relacdo a linhagem controle HMEC, sendo que a média de cDMRs encontradas

por gene foi de aproximadamente 9.

Os dados demonstraram que dessas 986 regides que apresentaram
alteracdes nos perfis de 5mC%, 697 ocorreram em shores (aproximadamente
70% dos eventos), 179 em CpGl (aproximadamente 20% dos eventos) e 110
na intersecdo shore/CpGl (aproximadamente 10% dos eventos). A grande
maioria das alteracdes encontradas nas linhagens celulares HCC1954 e MCF-7

(aproximadamente 85,7%) foram de ganho de metilacdo (GOM).

A posicdo de cada DMR em relacdo ao gene estudado foi analisada, no
intuito de caracterizar quantas regides eram definidas como upstream (a
montante), intron e downstream (a jusante) e, dentro dessa divisdo quantas
correspondiam a CGI, shores e CGl-shore. Dessa forma, das 986 regides
analisadas foram classificadas apenas 621 que apresentaram esse critério sem

sobreposicao de posi¢Oes por isoformas ou de sobreposicdo a outros genes.
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Dessas 621 cDMRs, 45,2% estdo localizadas upstream dos genes, sendo que
essa porcentagem € composta por 111 shores, 28 CGls, e 18 CGl-shores. As
regides intronicas correspondem a 63,9% sendo composta de 306 shores, 75
CGls e 40 CGI — shores. Ja as regides downstream correspondem a 31,61%
(43 cDMRs) com 31 shores, 6 CGIs e 6 CGI — shores. Foram analisadas
somente regibes que ndo apresentavam sobreposicdo quanto as

caracteristicas de posi¢cdo em relacdo ao gene.

Os dados supracitados corroboram o estudo realizado por IRIZARRY et
al.,, (2009b), o qual analisou amostras de tecidos de trés linhagens
embrionarias distintas e identificou DMRs tecido especificas (T-DMRs) em CGlI
e suas regides circundantes 2Kb usptream e downstream — as shores. Os
dados revelaram que apenas 6% das T-DMRs estéo nas ilhas CpGs, enquanto
que 76% se localizam nas shores e 18% se encontram em regides acima de

2kb das respectivas ilhas (IRIZARRY et al., 2009b)

Ao analisar os dados WGBS de 30 linhagens celulares de cancer de
mama, que representam subtipos desse tipo de tumor e que sao
funcionalmente distintos, CHAE et al.,, (2016) encontraram diferencas

significativas de metilagéo entre CGls e shores.

Ja4 dados de GUO et al, (2016) demonstraram que a metilacao
aberrante nas shores em promotores génicos, pode ser correlacionada com um
mecanismo de inativacdo de genes supressores tumorais em
adenorcarcinomas de cardia gastrica. A metilacdo do DNA em regifes que néo

séo CGls pode levar a inativacdo de genes e contribuir para o estabelecimento
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de padrbées de metilacdo especificos do cancer (ENDOH et al., 2005; GUO et

al., 2016; SATOH et al., 2002).

Os resultados encontrados no presente estudo somados aqueles
descritos na literatura cientifica supracitada apontam as shores como uma nova
classe de DMRs em diferentes tipos de cancer. A funcdo regulatoria dessas
regides ainda deve ser alvo de estudos futuros, uma vez que a propor¢cao de
DMRs associadas a essas regides parece superar a presenca em DMRs em
CGls (CHAE et al., 2016; IRIZARRY et al.,, 2009b). Essas alteracbes de
metilacdo tumor especificas abrem um leque de novas regides que podem

estar associadas a etiologia de diferentes tipos de cancer.

MANJEGOWDA et al., (2017), ao analisar por ensaios de COBRA e
sequenciamento por bissulfito, a metilacdo do DNA no gene GPER1/GPR30,
demonstraram que as shores sdo regides importantes na analise de DMRs
dessa proteina e, que inclusive podem influenciar a regulacdo de

GPER1/GPR30 nos tumores de mama.

RAO et al., (2013) em um estudo de expressao e metilacdo do gene da
CAVEOLINA-1 (CAV1) em cancer de mama, demonstraram que as shores
foram as regides que apresentaram uma diferenca de metilacdo significativa
nas analises de DMRs. Esses autores destacaram inclusive que a
agressividade do tumor e as taxas de sobrevivéncia de pacientes podem estar
relacionadas aos niveis de metilagdo nessas regides. Os autores sugerem que
0 estudo de metilagdo nas shores em CAV1 pode ser usado como um novo

marcador prognaostico para cancer de mama do tipo basal.
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Os resultados do presente estudo ratificam os dados encontrados na
literatura, ao relatar que as shores sao regibes que concentram grande
variagcdo epigenética em termos de metilacdo do DNA, maior ainda que aquela

encontrada em CGils.

Essa metilacdo nas shores e em outras regides fora de CGls reforcam
a inclusdo das mesmas em protocolos e investigacdes moleculares do cancer
para estudos de caracterizacdo de mecanismos de desenvolvimento desse
grupo de doencas. Se tratando de carcinomas, os trabalhos aqui mencionados
ndo s6 constataram a importancia das shores na progressdo da doenca como
relacionaram que 0s niveis de metilacdo nessas regides estdo associados a
subtipos tumorais, agressividade da doenca e sobrevivéncia de pacientes (no
caso de cancer de mama) e que a hipermetilacdo nessas regides podem estar

silenciando supressores tumorais, levando ao desenvolvimento de tumores.

Considerando os resultados apresentados para os 113 genes, é
importante ressaltar que essas cDMRs alteradas, e com um perfil semelhante
(GOM ou LOM) nas duas linhagens de cancer de mama estudadas, podem
representar novos alvos tanto para o diagndstico quanto para o tratamento de

carcinomas mamarios.

4.3 Padrdo de GOM e LOM nas cDMRs — associacdao em relacédo a

posicéo nos genes e a CGls e shores

Analisando as cDMRs utilizando os parametros de padrdo de ganho
(GOM) e perda de metilacdo (LOM) pode se notar uma clara prevaléncia de

GOM nas cDMRs identificadas (LOM n = 141 sitios; GOM n = 845 sitios).
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Quanto a distribuicdo desses perfis epigenéticos as cDMRs que apresentaram
LOM sao predominantemente shores (CGI=5,67%; SHORE=92,19%; CGlI-
SHORE=2,12%). As cDMRs associadas a GOM apresentaram uma distribuicédo
menos desigual quanto a sobreposicdo a CGls e shores (CGI=20,23%;

SHORE=67,21%: CGI-SHORES=12,54%) (tabela 2).

Tabela 1: Niamero de eventos de GOM e LOM nas cDMRs. Numero de eventos e
porcentagem em relacéo ao total de cDMRS identificadas de eventos de GOM e LOM

analisados entre as CGls, shores, CGI| — shores.

N° eventos Porcentagem Shores  CGl CGl-shores
LOM 141 12.3% 130 8 3
GOM 845 87.7% 568 171 106

O grafico 1 apresenta o perfil de metilacdo de HMEC, HCC1954 e
MCF-7 nas regibes downstream, upstream e introns. O perfil de metilacdo
encontrado nas linhagens tumorais demonstrou uma prevaléncia de
hipermetillacdo das DMRs, independente de sua posicdo no genoma. No
entanto, analisando HMEC vemos que ela apresenta um perfil de
hipermetilagdo nas regides que correspondem aos introns e downstream e

diferencialmente metilada na regido upstream.
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Gréfico 1: Niveis de metilacao do DNA em relacdo a posicdao dos genes
analisados (upstream, intron, downstream) entre as trés linhagens investigadas.

Box plots mostrando a mediana, interquartis e valores maximo e minimo das médias

de 5mC%.

Analisando o perfil de metilacdo das cDMRs que se encontram a mais
de 2kb das ilhas CpGs analisadas, fora de shores e CGls, (Gréafico 2) foi

possivel verificar que as linhagens tumorais também tendem a estar
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hipermetiladas de maneira semelhante as demais regides investigadas quando
comparadas a linhagem controle HMEC. Os resultados da andlise de variancia
(ANOVA - Bonferroni’'s post test, a = 0.01) demonstraram diferengas
estatisticas significantes quando comparados os valores de média de 5mC%
das cDMRs (para regides upstream, downstream, intron e regides distantes,
mais de 2Kb das CGIs) entre as linhagens MCF7 e HCC1954 em comparacao

a linhagem controle HMEC.

DMRs a mais de 2kb das CGls analisadas
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Gréfico 2: Niveis de metilacao do DNA das trés linhagens investigadas em
regides a mais de 2kb das CGlIs estudadas. Box plots mostrando a mediana,

interquartis e valores maximo e minimo das médias de 5mC%.

Esses dados reafirmam os dados da literatura para a ocorréncia de um
perfil de hipermetilacdo em cDMRs em células de cancer de coélon comparados

a tecidos saudaveis (IRIZARRY et al., 2009Db).
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Estudos realizados em outros tipos de tumores, como cancer gastrico
também demonstram um perfil de hipermetilacdo nas linhagens tumorais
(ENDOH et al., 2005). Nesse estudo, foram analisados os perfis de metilagdo
em multiplas regibes do gene RASSF2, incluindo sitios CGIl e regides
associadas a sitios de ligacdo de fatores de transcricdo em 10 linhagens
celulares de cancer gastrico, bem como 78 tecidos de cancer gastrico primario
e epitélio gastrico ndo neoplasico correspondente. Foi encontrado um perfil de
hipermetilacdo de RASSF2 em pelo menos uma das regides analisadas, sendo
detectado em 7 das 10 linhagens celulares estudadas. Duas linhagens
celulares exibiram o perfil de hipermetilacdo em todas as regibes analisadas,
incluindo os sitios de inicio de transcricdo (0 que resultou na perda da

expressdo de mRNA de RASSF2).

Em oposicdo aos perfis de hipermetilacéo, tem sido identificados perfis
de hipometilagdo em shores em estudos com diferentes tipos de cancer de
mama (CHAE et al., 2016). Em estudos onde shores foram analisadas em
adenocarcinomas de cardia gastrica, foram encontrados perfis de
hipermetilacdo dessas regifes (GUO et al., 2016). Apesar de relatos frequentes
de hipermetilacdo em CGlI, relatos de hipometilacdo constituem um indicativo
que as shores podem representar um nova classe de elementos regulatérios

com maior heterogeneidade de alteracdes epigenéticas.

Quando comparados o perfil de variacdo dos valores de perda e ganho
de metilacdo entre CGIl e shores para MCF7 e HCC1954 (5mC dif = média
5mC linhagem tumoral — média 5mC Controle) utilizando ANOVA, foram

encontradas diferencas significativas entre shores e CGls (Gréfico 3).
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Gréfico 3: Distribuicdo dos valores de dif 5mC% entre CGI e shores entre as
linhagens HCC1954 e MCF7. A figura demonstra os eventos de ganho e perda de

metilagdo nas linhagens tumorais, pela regido analisada.

O grafico 3 demonstra que ha uma predominancia de eventos de GOM
em linhagens tumorais, sendo que a maioria desses eventos ocorre em shores.
No entanto, ao analisar o nUmero de eventos em cada uma das regifes, nota-
se que as shores, além de apresentarem GOM também apresentam maiores

proporcdes de eventos de LOM. A proporcdo mais equilibrada de eventos
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GOM/LOM reforca a hipotese de as shores constituem uma classe de

elementos onde a heterogeneidade de alteragfes epigenéticas é maior.

A analise de estatistica descritiva demonstra que analisando apenas as
shores, os valores das medianas para as porcentagens de metilacdo do DNA
em dinucleotideos CpGs (5mC%) para MCF7 foram de 42.77% enquanto que
para HCC1954 foi igual a 33.50%. Os valores das médias de 5mC% para
MCF7 e HCC1954 foram 32.69 + 1.74 e 29.57 + 1.42, respectivamente. Ao
analisarmos 0s mesmos parametros, apenas em CGIs temos que a mediana
de MCF7 foi 82.68 e HCC1954= 62.80. Os valores das médias apresentados
para MCF-7= 74.46 + 2.18 e em HCC1954= 57.25 + 2.13. Os resultados da
analise de variancia (ANOVA — Bonferroni’s post test, a = 0.01) demonstraram
diferencas estatisticas significantes em um namero de eventos de GOM e LOM

entre shores e CGls em ambas as linhagens, MCF7 e HCC1954.

Dessa forma, o presente estudo demonstra que as cDMRs das
linhagens celulares de carcinoma mamario tendem a ganhar metilagdo nas
linhagens tumorais. A maior frequéncia de eventos de LOM detectados nas
shores demonstram a maior variabilidade epigenética dessas regides e,

reforcam a investigacdo das mesmas em estudos de cancer de mama.

4.4 Numeros de cDMRs com elementos evolucionariamente

conservados e TFBS conservados

A variabilidade de altera¢cdes nos perfis de 5mC% nas cDMRs s&o um

indicativo de que essas regibes (shores ou CGIs) possam apresentar
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elementos regulatérios associados aos genes investigados. No entanto, apenas

os perfis de metilacdo n&o sao suficientes para garantir esse tipo de afirmacéo.

A presenca de segmentos de DNA evolucionariamente conservados
constitui um forte indicador da presenca de elementos regulatérios,
especialmente quando associados a presenca de sitios de ligacdo de fatores
de transcricdo também conservados entre diferentes espécies (VAQUERIZAS

et al., 2009; WINGENDER et al., 2015; XIE et al., 2011b).

Ao confrontarmos os dados gendmicos (presenca de segmentos de
DNA e sitios de ligacdo de fatores de transcricdo conservados
evolucionariamente) com as coordenadas das cDMRs identificadas, através da
ferramenta Data Integrator (disponivel no UCSC), foi verificada a presenca de
segmentos de DNA (lods) e TFBS evolucionariamente conservados, obtendo-
se um total de 585 regides. Desse total, 398 regi6es continham tanto lods

quanto TFBS.

Aproximadamente 30% dessas regides estavam localizadas em CGls
enguanto que 56% dessas estavam localizadas em shores. Como parametros
foram usados o alinhamento de 100 espécies diferentes de vertebrados e
medidas de conservacdo evolutiva utilizando dois métodos (phastCons e
phyloP). Também nesse critério, as shores foram predominantes em
porcentagem, isso refor¢ca a hipotese dessas regidées como uma nova classe de

elementos regulatorios ainda pouco explorada.

As identificacdo de sequéncias conservadas entre espécies € uma
abordagem muito utilizada para busca por elementos regulatorios que possam

estar envolvidos na regulacdo génica local ou em genes distantes (BOFFELLI
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et al., 2003; KELLIS et al.,, 2003; MARGULIES et al., 2003; WOOLFE et al.,
2005). No entanto, segundo SIEPEL et al., (2005) uma mesma sequéncia pode
estar vinculada a mais de um fator de transcricdo (TF) podendo fornecer

exemplo de conservacao, devido a multiplas fun¢des vinculadas.

A utilizacdo de estratégias que vinculem a identificacdo de cDMRs a
elementos regulatorios conservados entre espécies representa uma forma de
identificacdo de segmentos gendmicos com maior probabilidade de estarem

associados a etiologia de diversos tumores.

Dessa forma, o presente trabalho identificou sequéncias de cDMRs
apresentando conservacao de TFBS entre espécies, demonstrando assim que
essas regides podem apresentar um carater regulatorio associado aos genes

onde estdo localizadas.

4.5 Deteccéao de eventos de ligacao de fatores de transcricéo (TFs)

em CGls e shores entre perfis hipo e hipermetilados.

Acdo dos TFs esta associada ao estabelecimento de estados de
condensacao diferencial da cromatina, por meio da interacdo com sitos de
ligacdo no DNA. Os TFs podem recrutar co-fatores e enzimas que modificam
histonas e o DNA, controlando assim a condensacdo da cromatina e
consequentemente a transcricdo génica (GAL-YAM et al., 2006; ZARET &

CARROLL, 2011).

Apés a investigacdo sobre elemento altamente conservados (aqui

referidos como lods) e TFBS das cDMRs identificadas, foi utilizado o banco de
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dados Factorbook Motifs para a averiguar a ocorréncia real de ligacao de TFs a
cDMRs. As coordenadas das cDMRs foram divididas em CGI hipermetildas e
hipometiladas (CGl-hiper e hipo) e shores hipermetiladas e hipometilada
(shore-hiper e hipo). Os resultados da ocorrencia de ligacdo de TFs encontram-

se representados nos gréficos 4 e 5.
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Gréfico 4: Fatores de transcricao (TFs) que se ligam as CGls tanto hipometiladas
quanto hipermetiladas. (A) Fatores de Transcricdo (TFs) presentes nas regifes das
DMRs CGI hipometiladas. (B) Fatores de Transcricdo (TFs) presentes nas regifes das
DMRs CGI hipermetiladas
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Nas CGls hipometiladas, os fatores de transcricdo mais abundantes
foram: EZH2, POLR2A, SUZ12, FOXAl, MAZ, MYC, TAF1, CHD1, CHD2 e
CTCF. Ja as CGls hipermetiladas apresentaram a prevaléncia dos seguintes
TFs: EZH2, CHD1, RBBP5, SUZ12, CTBP2, POLR2A, TAF1, GATA2, KDM5B

e SP1. Vale ressaltar que EZH2 e SUZ12 s&o componentes de PcG-2.
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Gréfico 5: Fatores de transcricdo (TFs) que se ligam as shores tanto

hipometiladas quanto hipermetiladas. (A) Fatores de Transcricdo (TFs) presentes
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nas regides das DMRs shores hipometiladas. (B) Fatores de Transcricdo (TFs)

presentes nas regides das DMRs shores hipermetiladas.

Os fatores de transcricdo mais abundantes nas shores hipometiladas
foram: POLR2A, MAX, CTCF, YY1, EP300, MYC, JUND, MAS, SP1 e EZH2,
enguanto que nas shores hipermetiladas encontramos EZH2, POLR2A, SUZ12,

CTCF, CTBP2, MYC, MAX, CHD1, EGR1 e TAF1.

Consirando os quatro tipos de cDMRs estudadas, fica clara a ligacao
diferencial de fatores de transcricdo a cada uma delas. Essa ligacao diferencial
de TFs sugere que 0s mecanismos que levam a eventos de GOM e LOM

podem ser distintitos, inclusive entre CGIs e shores.

Dentre os TFs encontrados ha componentes do PcG2 (EZH2 e
SUZ12). Esses fatores estdo associados a formacdo de heterocromatina e
indiretamente a metilacdo do DNA (TIWARI et al., 2008). Também foram
encontrados relatos de ligacdo de proteinas CTCF e YY1. O YY1 é um fator de
transcricdo cuja funcdo pode estar associada a perda ou ganho de metilacédo
do DNA dependendo da regido alvejada e, possivelmente, da acdo conjunta

com outros fatores (KIM et al., 2009).

O fator CTCF é uma proteina insuladora que também apresenta funcao
repressora, sua nao ligacao esta associada ao ganho de metilagdo em DMRs
de genes regulados por impriting gendmico e a consequente desregulagédo

génica local (KIM et al., 2009)

Os promotores associados a CGls podem ser reprimidos por varios

mecanismos, inclusive pela agéo de proteinas polycomb. Estudos de andlise da
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metilacdo em células tumorais demonstraram que a hipermetilacdo do DNA
juntamente com a acdo do complexo polycomb podem reprogramar o
epigenoma de células tumorais, reduzindo a sua plasticidade regulatéria na
expressao de genes (GAL-YAM et al., 2008; OHM et al., 2007; SCHLESINGER

et al., 2007; WIDSCHWENDTER et al., 2007).

DOZMOROQV (2015) ao tentar correlacionar a expressao de genes
associadas com o envelhecimento (aGEN — age associated genes), assim
como a metilagdo (aDMRs — age related DMRS) encontrou assinaturas comuns
entre essas regides, que incluem a ligacdo em EZH2, SUZ12 e CTCF a
ocorréncia simultdnea de marcas de repressdao (H3K27me3) quanto de
ativacdo (H3K4mel), caracteristicas de dominios bivalentes (BERNSTEIN et

al., 2006)

Os dominios bivalentes geralmente tendem a assumir um padrao de
marcas epigenéticas de ativacdo ou repressao, devido a estimulos durante a
diferenciagcdo (BERNSTEIN et al., 2006). Apesar do status de bivaléncia néo ter
sido investigado no presente estudo, a possivel existéncia do mesmo, devido a
presenca de componentes do complexo PcG-2, poderia ser um fator associado

a ocorréncia de alteracdes epigenéticas nas cDMRs.

Ja o estudo de SIEBOLD et al., (2010), ratifica essas possibilidades,
ao sugerir que o PcG-2 desempenha um papel direto na modulacdo da
longevidade e resisténcia ao estresse em Drosophilas. Um dado interessante €
gue os resultados encontrados por Dozmorov também incluem uma associacao

de PcG-2 com aDMRs hipermetiladas, sugerindo que a regulagéo realizada por
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PcG-2 pode estar fortemente relacionada ao aumento da metilagdo com a

idade (aDMRSs).

Outros autores ja demonstraram que a hipermetilacdo de alguns sitios
e a assinatura de PcG-2 estao correlacionadas (BEERMAN et al., 2013; JUNG
& PFEIFER, 2015) e que alternativamente, PcG-2 pode recrutar histona
metiltransferases e subsequentemente DNA metiltransferases, o que resultaria

na hipermetilacdo da regido (CEDAR & BERGMAN, 2012; VIRE et al., 2006).

Apesar de o foco desse estudo ser as cDMRs, € de grande relevancia
destacar resultados semelhantes, mesmo que estejam direcionados a outras
perguntas. Fatores de transcricdo relacionados a PcG-2, parecem exercer um
papel funcional nas alteracdes epigenéticas encontradas nas cDMRs, devendo

0 mesmo ser melhor explorado.

Outras fontes significativas demonstraram ainda uma forte tendéncia
de hipermetilacdo do DNA em regides que estdo proximas a TFs, sugerindo
que haja uma perda na expressdo de alguns genes, principalmente
supressores tumorais, levando ao desenvolvimento de tumores (ENDOH et al.,

2005; GUO et al., 2016; JOHNSON et al., 2017).

Um estudo realizado por JIN et al.,, (2016) investigou os efeitos da
metilacdo nas interacdes DNA/proteinas, escolhendo trés fatores de transcricao
humanos. Os resultados do trabalho demonstraram que a metilacdo do DNA
(principalmente em regides que ndo sdo CGIs) podem fornecer um mecanismo
para regular a expressédo de genes, através da influéncia direta de fatores de

transcricao.
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No entanto, a regulacdo de genes € um evento altamente complexo,
podendo ser regulada por pelo menos trés aspectos da metilagdo do DNA: (1)
Os fatores de transcricdo podem ser bloqueados devido as interacdes da
metilacdo do DNA nas regides promotoras; (2) Quando os TFs conseguem se
ligar ao seu alvo, a estabilidade da ligacédo pode ser modificada diretamente por
regibes metiladas do DNA; e (3) Logo apoOs a transcricdo de um gene ser
iniciada, o alongamento pode ser bloqueado por algumas proteinas que estao

associadas ao processo de metilagdo no corpo génico.

Dessa forma, sugere-se que as modificacdes epigenéticas existentes
nas DMRs estudadas podem estar associadas aos TFs, principalmente aos do
PcG-2, que por sua vez pode esta correlacionada com o perfil hipermetilado

das linhagens celulares de cancer de mama encontradas no presente trabalho.
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5. CONCLUSAO

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

As linhagens tumorais tendem a ganhar metilagdo, se tornando
hipermetiladas, como demonstrado na literatura. Dessa forma,
sugerimos que a metilacdo do DNA pode ser usada como um

epimarcador em tumores mamarios;

Apesar de muitos estudos focarem nas CGls, os dados apresentados
demonstram que a maior variabilidade de epimutacdes encontra-se nas
shores e que essas regides podem constituir uma nova classe de

elementos regulatérios em cancer;

O cruzamento de dados genémicos com as DMRs identificadas mostrou
a presenca de sequéncias e TFBS evolucionariamente conservados,
tanto em shores quanto em CGIs. No entanto, a grande predominancia
desses elementos encontra-se nas shores (56%), o0 que ratifica mais

uma vez a importancia dessas regifes no estudo de cDMRs;

Os diversos fatores de transcricdo associados as regibes gendmicas,
sdo um indicativo de que uma assinatura molecular pode estar ligada a
natureza das alteracdes epigenéticas em cada DMR e que elementos do
complexo repressor polycomb Il (PcG-2) podem estar relacionados a

hipermetilagdo nessas regides.
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APENDICE 1 - Tabela de genes relacionados a alteracbes epigenéticas de ganho ou perda de metilacdo em cancer de
mama

Tabela 2: Genes relacionados a alteracdes epigenéticas de ganho ou perda de metilacdo em cancer de mama. Revisdo bibliografica
sobre 0s genes que apresentam alteracdes epienéticas em tumores mamarios, contendo os autores utilizados, os genes e algumas
caracteristicas genémicas. Todas as informac¢des sobre fun¢éo bioldgica dos genes apresentadas na tabela foram retiradas do banco de dados
National Center Biotechnology Information (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Genes Referéncia Cail Posicao da CGlI Funcéo Biologica do Gene

Supressor tumoral. Relacionado a cancer

BRCA1 Holmetal., 2016 1 Intergénica de mama e de ovarios. Desempenha um
importante papel no reparo do DNA.
Marcador tumoral. Familia de genes
Inicia a montante (-2Kb) do sitio de inicio de
HORMAD1 poimetal, 2016 1 envolvidos na ligagdo com a cromatina e
transcricdo e estende para o corpo génico
na regulacéo do ciclo celular.
) . ) . Codifica um receptor de tirosina quinase.
ERBB2 Holm et al.. 2016 3 2 intergénicas e 1 intergénica

Sua superexpressao esta relacionada a
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PIK3CA

TP53

CDH1

Holm et al., 2016

Holm et al., 2016

Holm et al., 2016

1

2

Intragénica

1 intragénica e a 1 intergénica

Intragénica

varios tipos de cancer, dentre eles mama

e ovario.

Comumente relacionado a cancer
cervical. Codifica a subunidade «a
catalitica da proteina fosfatidilinositol 4,5—
bifosfato- 3-quinase que usa ATP para

fosforilar Ptdins, Ptdin4P, Ptdins(4,5) P2.

Supressor tumoral. Relacionado a
regulacdo do ciclo celular, apoptose,
senescéncia, reparo do DNA e mudancas

no metabolismo.

Representante da superfamilia das
caderinas. Mutagbes nesse gene estéo

relacionados a cancer, como o0varios,
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BRCAZ2

APC

Holm et al., 2016

Johnson et al.,

2017

1

Inicia a montante (-2Kb) do sitio de inicio de

transcricdo e estende para o corpo génico

Intragénica

mama, colorretal, entre outros. A perda

de sua funcdo contribui para a
progressdo do cancer por aumentar a

proliferacéo, invasao e metastase.

Supressor tumoral. Relacionado a cancer
de mama e de ovarios. Desempenha um

importante papel no reparo do DNA.

Proteina supressora que atua como
antagonista na via de sinalizagdo Wnit.
Esta envolvido em outros processos
adeséo,

como  migracao, ativacéo

transcricional e apoptose. Mutacdes
nesse gene geram proteina truncadas

gque causam polipose adenomatose
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Johnson et al.,
RASSF1
2017

Khakpour et al.,
HPCALL1
2017

2 intragénicas

2 intragénicas

familiar, que geralmente progride para

fendtipos oncoldégicos.

Proteina similar a proteina efetora Ras.
Perda ou alteracdo na expressdo esta
relacionada a cancer. A proteina interage

com proteinas de reparo de DNA.

Codifica um dos membros de uma familia
de proteinas relacionadas a ligacdo de
calcio em neurdnios especificos, similar a
hipocalceina em humanos. Pode estar
envolvida na regulacdo dependente de
calcio ou na fosforilagdo de rodopsinas.
Também pode ser uma importante via de

sinalizacdo neural no sistema nervoso
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Khakpour et al.,
NEUROG2
2017
Khakpour et al.,
SLC6A3

2017

Inicia @ montante (-2Kb) do sitio de inicio de

transcricdo e estende para o corpo génico

2 intragénicas e 1 a upstream (-2Kb)

central.

Fator de transcricdo hélice-loop-hélice
neural. Expresso em células progenitoras
neurais no desenvolvimento do sistema

nervosos central e periférico.

Transportador de dopamina. Membro da
familia de  neurotransmissores de
transporte dependentes de sédio e
cloreto. Variacbes nessa proteina estao
associadas a epilepsia idiopatica,
transtorno de déficit de atencao,
hiperatividade, dependéncia de alcool e
cocaina, susceptibilidade a doenca de

Parkinson e protecéo contra dependéncia
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Khakpour et al.,

RAB40C
2017
Khakpour et al.,
ZNF584
2017
Khakpour et al.,
FOXD3

2017

1 upstream e 6 intragénica

Inicia a montante (-2Kb) do sitio de inicio de

transcricéo e estende para o corpo génico

Inicia a montante (-2Kb) do sitio de inicio de

transcricdo e estende para o corpo génico

a nicotina.

Membro da familia de oncogenes RAS.
Provavel componente de reconhecimento
de substrato de um complexo E3
ubiquitina ligase ECS (Elongin-Cullin-
SOCS-box-caixa). Relacionada a

ubiquitinacdo de proteinas alvos e sua

subsequente degradacéo no
proteossoma.
Esta envolvida na regulacéo

transcricional. Codifica uma proteina com

dominio dedo de zinco.

Proteina pertencente a familia forkhead

de fatores de transcricdo. Mutacdes
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Khakpour et al.,
PDE4C
2017

Khakpour et al.,
MPPE1
2017

Intragénicas

1 intergénica e 1 Inicia a montante (-2Kb) do sitio
de inicio de transcricdo e estende para o corpo

génico

nesse gene estdo relacionadas a

susceptibilidade autoimune.

Proteina da familia das fosfodiesterases
de nucleotideos ciclicos (PDE) e
subfamilia PDE4. Regula a concentracao
celular de cAMP, desempenhando um
papel fundamental em muitos processo

biolégicos.

Metaloprotease 1. Necessaria para o
transporte de GPlI do reticulo
endoplasmatico para o complexo de
Golgi. Alguns estudos relatam o papel de
metaloproteases no remodelamento da

matriz extracelular levando ao fendtipo
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PRR5

RAD51C

Khakpour et al.,

2017

Khakpour et al.,

2017

Inicia a montante (-2Kb) do sitio de inicio de

transcricdo e estende para o corpo génico

Inicia a montante (-2Kb) do sitio de inicio de

transcricdo e estende para o corpo génico

oncoldgico devido a maior capacidade de
invasibilidade e metastase (LEIGHT ET

AL., 2017).

Codifica uma proteina com o dominio rico
em prolina. Supressor tumoral estando
envolvido com tumorigénese mamaéaria e
colorretal. H& transcritos desse gene
relacionados a proteinas ativadoras de

GTPases Rho (ARHGAPS).

Membro da familia RAD51, sendo
conhecida pelo seu envolvimento em
recombinacdo homologa e reparo do
DNA. Sua  superexpressao esta

relacionada a progressao tumoral em
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Khakpour et al.,

ATM
2017
Khakpour et al.,
NEUROD1
2017
Khakpour et al.,
TAL1
2017
SOX1 Khakpour et al.,

Intragénica

Intergénica

Intragénica

Inicia a montante (-2Kb) do sitio de inicio de

cancer de mama.

Codifica proteinas membros da familia
PI3/P14  quinase. Relacionada as
principais vias do checkpoint do ciclo
celular, que sdo necessarias a resposta
celular para danos no DNA e estabilidade

genoma.

Fator de transcricdo da familia NeuroD.
Regula genes envolvidos na expresséo

da insulina.

Fator de transcricdo. Codifica uma

proteina de leucemia linfocitica aguda.

Fator de transcricdo envolvido na

regulacéo do desenvolvimento
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2017

Khakpour et al.,
FGF2
2017

Khakpour et al.,
ESR1
2017

transcricéo e estende para o corpo génico

Inicia a montante (-2Kb) do sitio de inicio de

transcricdo e estende para o corpo génico

Intragénica

embrionario. A proteina codificada pode
atuar como um ativador transcricional
ap6s formar um complexo protéico com

outras proteinas.

Proteina membro da familia de fator de
crescimento de fibroblasto. Se ligam a
heparina e possuem amplas atividades
mitogénicas e angiogénicas. Esta
associada a  diversos  processos
biologicos como desenvolvimento de
membros, sistema nervoso, cicatrizacao

de feridas e crescimento tumoral.

Fator de transcricdo. Codifica um

receptor de estrogénio, sendo composto
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GSTM2

Khakpour et al.,

2017

Intragénica

por varios dominios de ligacdo de
horménios, DNA e fator de transcricao.
Os receptores de estrogénio estédo
relacionados a tumores de mama e

endomeétrio.

Glutationa — S — transferase que pertence
a classe mu. A classe mu das enzimas
atuam na desintoxicacdo de compostos
eletrofilicos, incluindo  carcinégenos,
drogas terapéuticas, toxinas ambientais e
produtos do estresse oxidativo. Variacbes
genéticas nessa proteina podem alterar a
susceptibilidade de um individuo a

carcinégenos e toxinas, além de afetar a
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Khakpour et al.,
SIX3
2017

Khakpour et al.,
EM1
2017

Intragénica

3 intergénicas, 2 intragénicas e lintragénica se

estendendo depois da terminagéo do gene

toxicidade e a eficacia de certas drogas.

Membro da familia de fatores de
transcricdo  homeobox sine  oculis.
Desempenha um papel no
desenvolvimento de olhos e mutacdes
nesse gene tém sido associadas a

holopronsencefalia tipo 2.

Acredita-se que o gene homeobox tenha
um papel no controle do
desenvolvimento. Mutagdes nos
homélogos em camundongos produzem
diferentes efeitos no desenvolvimento
gue séo letais. Os homélogos humanos 1

e 2 estdo envolvidos na formacdo de
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Khakpour et al.,
PAX3
2017

Khakpour et al.,
GSK1
2017

4 intragénicas e 1 intergénica

Intragénica

padrées durante o desenvolvimento do

sistema nervoso central.

Membro da familia de fatores de
transcricdo (PAX). Desempenham papéis
criticos durante o desenvolvimento fetal.
Mutacdes estdo relacionadas a sindrome
de Waardenburg e rabdomiosarcoma

alveolar.

Proteina glicogénio sintase quinase.
Envolvidas na via Wnt de cancer de cdélon
de utero. Desregulacdo desta proteina
esta envolvida em carcinomas
hepatocelular, cancer gastrico e

neuroblastoma.
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Khakpour et al.,
PKD2
2017

Khakpour et al.,
CCND1
2017

3

Intragénica

2 intragénicas e 1 Inicia a montante (-2Kb) do sitio
de inicio de transcricdo e estende para o corpo

génico

Proteina membro da familia das
policistinas. Esta relacionada ao
transporte e sinalizacdo de calcio em

células epiteliais renais.

Proteinas pertencentes a familia das
ciclinas. A ciclina codificada por esta
proteina funciona como uma subunidade
reguladora de CDK4 e CDK®6, cuja a
atividade é necessaria para a transicao
de G1 para S no ciclo celular. Esta
proteina interage com a proteina
supressora tumoral Rb. Mutag0es,
amplificagdo e superexpressédo desse

gene sao observadas frequentemente em

diversos tumores e podem contribuir para
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TWIST1

CXCL1

Khakpour et al.,

2017

Khakpour et al.,

Intragénica se estendendo depois da terminacéo

do gene

Inicia a montante (-2Kb) do sitio de inicio de

o desenvolvimento tumoral.

Fator de transcricdo com dominio hélice —
loop — hélice que desempenha um
importante papel no desenvolvimento
embrionério. Regula a transcricdo de
genes envolvidos no fechamento da
sutura craniana durante 0
desenvolvimento do cranio. Também
possui funcbes no fechamento neural,
desenvolvimento de  membros e
metabolismo da gordura marrom. Sua
superexpressdo estd relacionada a

multiplos tumores.

Membro da subfamilia CXC de
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2017

Khakpour et al.,
CDCP1
2017

Khakpour et al.,
SOX17
2017

transcricéo e estende para o corpo génico

Intragénica

Intragénica

guimiocinas. Desempenha papel na
inflamacdo e como um quimioatrativo de
neutrofilos. Superexpressao dessa
proteina esta associada ao crescimento e

progressdo de certos tumores.

Proteina transmembrana que atua como
substrato para as proteinas da familia
das quinases Src. Desempenha um papel
na regulacdo dependente da fosforilacao
de tirosina em eventos celulares que
estdo envolvidos na invasao tumoral e

metastase.

Membro da familia de fatores de

transcricdo SOX, envolvidos na regulacéo
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DLEC1

GRIN2B

Park et al., 2012

Park et al., 2012

1

2

Intragénica

Intragénica

do desenvolvimento embrionario e no
fendtipo celular. A proteina codificada
pode atuar como um regulador
transcricional apdés formar complexos

protéicos com outras proteinas.

A regulacdo negativa desse gene ja foi
observada em varios tumores, incluindo
cancer de pulmao, esofagico, renal e
carcinomas de células escamosas de

cabeca e pescoco.

Membro da familia de receptores N-metil-
D-aspartato (NMDA). Expressao precoce
desse gene sugere um papel no

desenvolvimento do cérebro, na
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GSTP1

Park et al., 2012

1

Intragénica

formacdo de circuitos, na plasticidade
sinaptica, na migracdo e diferenciacéo
celular. Mutacdes que ocorrem
naturalmente  nesses genes estdo
associadas a distarbios do
neurodesenvolvimento, incluindo
transtorno do espectro de autismo,
transtorno do déficit de atencdo com

hiperatividade, epilepsia e esquizofrenia.

Glutionina—S-transferase (GSTs).
Desempenham um papel importante na
desintoxicacao catalisando a conjugacéo
de muitos compostos hidrofébicos e
eletrofilicos com glutationa reduzida.

Possui atividade no metabolismo de
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HOXA1

HOXA10

Park et al., 2012

Park et al., 2012

2

2

Inicia a montante (-2Kb) do sitio de inicio de
transcricdo e estende para o corpo génico e 1

intragénica

Intragénica

xenobidticos e desempenha um papel na
susceptibilidade ao céancer e outras

doencas.

Fatores de transcricdo denominados
genes homeobox. Sua expressdo ¢é
espacial e regulada durante o
desenvolvimento  embrionario. Esta
envolvida na regulacdo da expresséo

génica, morfogénese e diferenciacao.

Fatores de transcricdo denominados
genes homeobox. Sua expresséo
€ regulada durante o desenvolvimento
embrionario. A expressdo dessa proteina

esta correlacionada com fertilidade,
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IGF2

MT1G

Park et al., 2012

Park et al., 2012

4

1

Intragénica

Inicia a montante (-2Kb) do sitio de inicio de

transcricéo e estende para o corpo génico

viabilidade de embrides e regulacdo do
comprometimento da linhagem

hematopoiética.

Membro da familia da insulina de fatores
de crescimento que estdo envolvidos no
desenvolvimento e crescimento. Gene
imprintado com expressdo do alelo
paterno. Alteracfes epigenéticas nesse
gene estdo associadas a sindrome de
Beckwith-Wiedemann, sindrome de Silver

— Russell e tumor de Wilms.

Supressor tumoral. Esta associado a
diversos tipos de tumores como

hepatoblastoma, cancer colorretal e
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RARB

RUNX3

Park et al., 2012

Park et al., 2012

1

3

Intergénica

Intragénicas

cancer de tiredide através da modulacéo

da via de sinalizacdo celular PI3K/AKkt.

Receptor de acido retindico beta. Membro
da superfamilia de receptores do
hormonio esterdide - tiredide. Liga-se ao
acido retindico que esta envolvido com a
sinalizacdo celular na morfogénese
embrionéria, crescimento e diferenciacao
celular. O gene foi identficado pela
primeira vez em carcinomas

hepatocelulares.

Fator de transcri¢cdo. Interage com Vvarios

outros fatores de transcricdo. E um

supressor tumoral, sendo deletados em

82



SCGB3Al

SFRP1

SFRP4

Park et al., 2012

Park et al., 2012

Park et al., 2012

1

1

1

Intragénica se estendendo depois da terminacéo

do gene

Intragénica

Intragénica

carcinomas ou silenciados.

Membros da familia de secrecdo de
globinas. Expresso em tecidos
pulmonares. Ja foi relacionada com
alguns tipos tumorais, sendo utilizadas

como biomarcadores em alguns deles.

Membro da familia SFRP, atuando como
um modulador da via de sinalizacdo Wnt.
O silenciamento epigenético desse gene
leva a desregulacéo da via Wnt, que esta

associada ao cancer.

Membro da familia SFRP, atuando como
um modulador da via de sinalizagdo Wnt.

A expressdao de SFRP4 no miocardio
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TMEFF2

CCND2

Park et al., 2012

Park et al., 2012

1

2

Intragénica

Intergénica e intragénica

ventricular correlaciona-se com genes

envolvidos na apoptose.

Membro da familia de proteinas
transmembranas tomorregulinas. Esta
proteina funciona como um oncogene e
um supressor tumoral dependendo do
contexto celular e pode regular a invaséo
de células em cancer de prostata. Em
varios tipos de tumores este gene

encontra-se hipermetilado.

Familia das ciclinas. A ciclina codificada
por esta proteina funciona como uma
subunidade reguladora de CDK4 e CDK®,

cuja a atividade é necessaria para a
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CDKN2A

DAPK1

MGMT

Park et al., 2012

Spitzwieser et al.,

2016

Spitzwieser et al.,

5

4 intragénicas e 1 intergénica

Intragénica

Intragénica

transicdo de G1 para S no ciclo celular.
Esta proteina interage com a proteina
supressora tumoral Rb. Altos niveis de
expressao desses genes foram
observados em tumores ovarianos e

testiculares.

CDKA4. Possui funcao regulatéria de p53,
influenciando na progressédo do ciclo

celular.

Proteina serina-treonina quinase 1.
Mediador positivo de morte celular
programada. Candidato a supressor

tumoral.

Proteina de reparo de DNA. Esta
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PITX2

2016

Terry et al., 2016

7

Intragénicas

envolvida na defesa celular contra
mutagénese e toxicidade de agentes
alquilantes. Mutacdes no promotor desse
gene tém sido associadas a varios tipos
de cancer como colorretal, cancer de

pulméo, linfoma e glioblastoma.

Membro da familia homeobox
RIEG/PITX. Codifica um fator de
transcricdo e regula a expresséo de lisil
hidroxilase do procolageno. Desempenha
papel na diferenciagdo terminal do
fenotipo de células somatotroficas e
lactotroficas, estando envolvida no
desenvolvimento de Orgaos oculares,

dentais e abdominais. Esta envolvida na
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NTSE

ZNF217

PTPRO

Terry et al., 2016

Terry et al., 2016

Terry et al., 2016

1

2

1

Intragénica

Intragénicas

Intragénica

regulacdo do hormonio prolactina.

A proteina codificada por esse gene esta
envolvida na diferenciacdo de linfécitos.
Defeitos neste gene podem levar a

calcificacdo de articulactes e artérias.

Proteina com dominio dedo de zinco. Sua
funcdo estd associada a funcdes
apoptoticas. E um alvo terapéutico em
cancer de mama e biomarcador

progndstico para a doenga.

Membro da familia de receptores de
proteinas tirosinas fosfatases. A proteina
codificada pode ter muitas isoformas e

fungcbes  especificas, incluindo a

87



HOTAIR

L3MBTL1

Terry et al., 2016

Terry et al., 2016

4

2

1 intergénica e 3 intragénicas

Inicia a montante (-2Kb) do sitio de inicio de
transcricdo e estende para o corpo génico e 1

intragénica

regulacdo e producdo de osteoclastos,
inibicdo da proliferacdo celular e esta
envolvida no processo apoptético. E um
candidato a supressor tumoral. A

diminuicdo da expressdo desse gene

esta relacionado a diversos tumores.

Promove a repressdo epigenética do
gene HOX. E bastante expresso em

tumores.

Representante de um dos membros do
complexo Polycomb. Possui atividade na
regulacéo génica através de
modificagdes na cromatina. A proteina

codificada também pode ser necessaria
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GSTM1

Terry et al., 2016

1

Inicia a montante (-2Kb) do sitio de inicio de

transcricéo e estende para o corpo génico

no processo de mitose.

Glutationa-S-transferase que pertence a
classe mu. A classe mu das enzimas
atuam na desintoxicacdo de compostos
eletrofilicos, incluindo  carcinégenos,
drogas terapéuticas, toxinas ambientais e
produtos do estresse oxidativo. Variagbes
genéticas nessa proteina podem alterar a
susceptibilidade de um individuo a
carcindgenos e toxinas, além de afetar a
toxicidade e a eficacia de certos
medicamentos. Mutacdes nulas nesta
classe tém sido associadas a varios tipos
de tumores, provavelmente devido a

maior  susceptibilidade a toxinas
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SYNM

FBXW7

Terry et al., 2016

Terry et al., 2016

1

1

Inicia a montante (-2Kb) do sitio de inicio de

transcricéo e estende para o corpo génico

Inicia a montante (-2Kb) do sitio de inicio de

transcricéo e estende para o corpo génico

ambientais e carcinGgenos.

Membro da familia de filamentos

intermediarios. Sao  proteinas  de
citoesqueleto que conferem resisténcia
ao estresse mecanico. Essa proteina

fornece um importante suporte estrutural

aos musculos.

Membro da familia de proteina F-box que
constituem o complexo da proteina
ubiquitina ligase (SCFs) que funcionam
na  ubiquitinacdo  dependente  de
fosforilacdo. Essas proteinas liga-se
diretamente a ciclina E degradando-a por

meio de ubiquitinacdo. Mutacbes nesses
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NUP155

STK11

Terry et al., 2016

Tian et al., 2016

1

4

Inicia a montante (-2Kb) do sitio de inicio de

transcricdo e estende para o corpo génico

1 Inicia a montante (-2Kb) do sitio de inicio de
transcricdo e estende para o corpo génico, 2

intragénicas e 1 intragénica se estendendo depois

genes sao encontradas em linhagens
celulares de cancer de mama e de ovario,
implicando o potencial papel do gene no

desenvolvimento do cancer.

Nucleosporina. A proteina codificada por
este gene desempenha um papel na
formacao da dupla membrana e na fusao
do envelope nuclear. Também pode estar
envolvida na fisiologia cardiaca e pode
estar associada a patogénese da

fibrilag&o arterial.

Membro da familia serina/treonina
guinase que regula a polaridade celular e

funciona como um supressor tumoral.
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PTEN

Tian et al., 2016

1

da terminacao do gene

Inicia a montante (-2Kb) do sitio de inicio de

transcricdo e estende para o corpo génico

Mutacbes nesse gene tém sido
associadas a sindrome Peutz-Jeghers
dominante

(distarbio autossémico

caracterizado pelo crescimento de
polipos no trato  gastro-intestinal),
maculas pigmentadas na pele e na boca

e outras neoplasias.

Supressor tumoral. H& grande incidéncia
de mutacdes nesse gene em cancer.
Codifica a proteina fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfato 3-fosfatase. Ao contrario da
maioria das proteinas tirosina fosfatases,
esta proteina preferencialmente
substratos de

desfosforila

fosfoinositideos. Regula negativamente
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CHEK?2

Tian et al., 2016

1

Intergénica

0s niveis intracelulares de
fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato nas
células e funciona como um supressor de
tumor, regulando negativamente a via de

sinalizacdo de AKT / PKB.

Regulador do ponto de verificacdo do
ciclo celular e supressor tumoral. Esta
proteina nuclear € um membro da
subfamilia CDS1 das proteinas quinases
serina/treonina. Quando ativada, a
proteina codificada € conhecida por inibir
a fosfatase CDC25C, impedindo a
entrada na mitose, e mostrou estabilizar a
proteina supressora de tumor p53,

levando a parada do ciclo celular em G1.
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MRE11A

Tian et al., 2016

1

Intragénica se estendendo depois da terminacéo

do gene

Além disso, essa proteina interage e
fosforila 0 BRCAL, permitindo que esse
gene restaure a sobrevivéncia apos
danos no DNA. Mutacdes neste gene tém
sido associadas a sindrome de Li-
Fraumeni, um fenétipo de cancer familiar
altamente penetrante, geralmente
associado a mutacbes hereditarias em
TP53. Além disso, acredita-se que
mutacdes neste gene conferem uma
predisposicdo para sarcomas, cancer de

mama e tumores cerebrais.

Proteina nuclear envolvida na
recombinacdo homéloga, na manutengéo

do comprimento dos telébmeros e no
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RADS50

Tian et al., 2016

1

Intragénica

reparo de quebra de fita dupla do DNA. A
proteina tem atividade de exonuclease e
de endonuclease. Ela forma um
complexo com o homélogo RAD50; este
complexo € necessario para a juncao
nao-homologa de extremidades de DNA
e possui aumento de endonuclease e

exonuclease na fita de DNA.

A proteina codificada por este gene é
altamente similar a Saccharomyces
cerevisiae Rad50, uma  proteina
envolvida no reparo na quebra da fita
dupla de DNA. Essa proteina ¢é
importante para o reparo na quebra de

fita dupla do DNA, a ativacdo do ponto de
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NBN

Tian et al., 2016

1

Intragénica

verificacdo do ciclo celular, manutencao

do teldmero e a recombinacédo meidtica.

Membro do complexo de reparagdo de
ruptura de fita dupla MRE11/RAD50 que
consiste em 5 proteinas. Acredita-se que
esteja envolvido no reparo de quebra de
fita dupla do DNA e na ativacao do ponto
de verificagao induzido por dano ao DNA.
Mutacdes nesse gene estao associadas a
sindrome de quebra de Nijmegen, uma
sindrome de instabilidade cromossémica
autossOmica recessiva caracterizada por
microcefalia, retardo de crescimento,

imunodeficiéncia e predisposicdo ao
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FGFR2

Tian et al., 2016

1

Inicia a montante (-2Kb) do sitio de inicio de

transcricéo e estende para o corpo génico

cancer

Membro da familia de receptores do fator
de crescimento de fibroblastos. Este
membro particular da familia €& um
receptor de alta afinidade para o fator de
crescimento acido, basico e/ou
gueratindcito, dependendo da isoforma.
Mutacdes nesse gene estao associadas a
sindrome de Crouzon, sindrome de
Pfeiffer, craniossinostose, sindrome de
Apert, sindrome de Jackson-Weiss,
sindrome de Beare-Stevenson cutis

gyrata, sindrome de Saethre-Chotzen e

craniossinostose sindrémica.
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NTRK1

Tian et al., 2016

4

Intragénica

Membro da familia de receptores de
tirosina quinase neurotrofica (NTKR).
Esta quinase é um receptor ligado a
membrana que, apos ligagdo a
neurotrofina, se fosforila e € membro da
via da MAPK. A presenca desta quinase
leva a diferenciacdo celular e pode
desempenhar um papel na especificacédo
dos subtipos de neurdnios sensoriais.
MutacGes nesse gene tém sido
associadas a insensibilidade congénita a
dor, anidrose, comportamento auto-
mutilante, incapacidade cognitiva e

cancer.
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NTRK?2

PDGFRA

Tian et al., 2016

Tian et al., 2016

1

7

Intragénica

Intragénica

Membro da familia de receptores de
tirosina quinase neurotrofica (NTKR).
Esta quinase é um receptor ligado a
membrana que, apos ligacdo a
neurotrofina, se fosforila. E membro da
via da MAPK. Sinalizacdo através desta
guinase leva a diferenciacdo celular.
Mutacbes nesse gene tém sido
associadas com obesidade e transtornos

de humor.

Receptor da tirosina quinase da
superficie celular para membros da
familia do fator de crescimento derivado
de plaquetas. Esses fatores de

crescimento sdo mitbgenos para células
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PAX7

Tian et al., 2016

8

Intragénicas

de origem mesenquimal. Estudos
sugerem que este gene desempenha um
papel no desenvolvimento de 0rgéaos,
cicatrizacdo de feridas e progressao
tumoral. Mutacdes neste gene tém sido
associadas com sindrome
hipereosinofilica  idiopatica,  tumores
estromais gastrointestinais somaticos e
familiares, e uma variedade de outros

canceres.

Membro da familia de fatores de
transcricao (PAX). Esses genes
desempenham papéis criticos durante o

desenvolvimento fetal e o crescimento do
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CDH11

TLX1

Tian et al., 2016

Tian et al., 2016

2

3

1 intragénica e 1 intragénica se estendendo depois

da terminacdo do gene

2 intragénicas e 1 inicia a montante (-2Kb) do sitio
de inicio de transcricdo e estende para o0 corpo

génico

cancer.

Caderina classica do tipo Il da
superfamilia caderina. Proteinas integrais
de membrana que medeiam a adesé&o
célula-célula dependente de calcio. A
expressdo deste tipo de caderina nas
linhagens celulares osteoblasticas e a
sua regulacdo positiva durante a
diferenciacdo sugerem uma funcéo
especifica  no  desenvolvimento e

manutencao éssea.

Fator de transcrigdo nuclear que pertence
a subfamilia NK-linked dos genes

homeobox. A proteina codificada €
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FGFR3

Tian et al., 2016

7

6 intragénicas e 1 inicia a montante (-2Kb) do sitio
de inicio de transcricdo e estende para o0 corpo

génico

necessaria para 0 desenvolvimento
normal do baco durante a embriogénese.
A expressdo desse gene esta associada
a certas leucemias linfoblasticas agudas

de células T.

Membro da familia do receptor do fator
de crescimento de fibroblastos (FGFR).
Este membro particular liga-se a
hormonios do crescimento de fibroblastos
acidos e bésicos e desempenha um
papel no desenvolvimento e manutencao
O0ssea. Também estd associado a
mitogénese e diferenciagdo celular.
Mutacbes nesse gene levam a

craniossinostose e a multiplos tipos de
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CDX2

NCAM1

Tian et al., 2016

Tian et al., 2016

4

1

2 intragénicas, 2 intergénicas

Intragénica

displasia esquelética

Membro da familia do fator de transcricédo
homeobox. A proteina codificada é um
importante regulador de genes
especificos do intestino envolvidos no
crescimento celular e diferenciagéo. Esta
proteina também desempenha um papel
no desenvolvimento embrionério inicial do
trato intestinal. A expressdo aberrante
desse gene esta associada a inflamacao

intestinal e a tumorigénese.

Proteina de adesédo celular que é um
membro da superfamilia das

imunoglobulinas. A proteina codificada

103



DPYSL3

Tian et al., 2016

2

lintragénica e 1 inicia a montante (-2Kb) do sitio
de inicio de transcricdo e estende para o corpo

génico

estd envolvida nas interacbes célula-
célula, bem como nas interacdes célula-
matriz durante o desenvolvimento e a
diferenciacdo. Demonstrou-se que a
proteina codificada esta envolvida no
desenvolvimento do sistema nervoso, nas
células envolvidas na expansdo de
células T e células dendriticas que
desempenham um papel importante na

vigilancia imunoldgica.

Proteina 3 relacionada a
Dihidropirimidinase. Membro da familia
de proteinas mediadoras da resposta as
colapsinas. As proteinas mediadoras da

pY

resposta a colapsina formam homo e
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DPYSL?2

Tian et al., 2016

2

1 inicia a montante (-2Kb) do sitio de inicio de
transcricéo e estende para o corpo génico e 1

intragénica

hetero tetrdmeros e faciltam a
orientacdo, o crescimento e a polaridade
dos neurénios. Necessaria  para
sinalizacao por semaforinas de classe 3 e
subsequente remodelacéo do
citoesqueleto. Desempenha um papel na
orientacdo dos axbnios e migracdo

celular.

Proteina 2 relacionada a
Dihidropirimidinase. Membro da familia
de proteinas mediadoras da resposta as
colapsinas. As proteinas mediadoras da
resposta a colapsina formam homo e
hetero tetrdmeros e faciltam a

orientacdo, o crescimento e a polaridade
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DPYSL4

Tian et al., 2016

3

1 inicia a montante (-2Kb) do sitio de inicio de
transcricdo e estende para o corpo génico, 1

intragénica e 1 intergénicas

dos neurbnios. A proteina codificada
promove a montagem de microtubulos e
€ necessaria na papel na sinalizacéo
sinaptica através de interacdes com o0s
canais de calcio. Este gene foi
relacionado a mdltiplos distdrbios
neurolégicos e a hiperfosforilacdo da
proteina codificada pode desempenhar
um papel fundamental no
desenvolvimento da doenca de

Alzheimer.

Proteina 4 relacionada a
Dihidropirimidinase. Membro da familia
de proteinas mediadoras da resposta as

colapsinas. As proteinas mediadoras da
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SH3GL3

EPHB2

Tian et al., 2016

Tian et al., 2016

1

2

Intragénica

1 intragénica e 1 inicia a montante (-2Kb) do sitio
de inicio de transcricdo e estende para o0 corpo

génico

resposta a colapsina formam homo e
hetero tetrdmeros e faciltam a
orientacdo, o crescimento e a polaridade
dos neurénios. Necessaria  para
sinalizacdo por semaforinas de classe 3 e
subsequente remodelacéo do
citoesqueleto. Desempenha um papel na
orientacdo dos axbnios e migracdo

celular.

Endofilina A3. Proteina associada a

endocitose.

Membro da familia de receptores Eph das
glicoproteinas transmembranas do

receptor da tirosina quinase. Eles ligam-
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se a efrinas e estdo envolvidos em
diversos processos celulares, incluindo
motilidade, divisdo e diferenciacdo. Uma
caracteristica distintiva da sinalizacéo
Eph-efrina € que ambos, os receptores e
os ligantes sdo competentes para
transduzir uma cascata de sinalizacéo,
resultando em sinalizacdo bidirecional.
Esta proteina pertence a um subgrupo
dos receptores Eph chamado EphB. As
proteinas deste subgrupo sao
distinguidas de outros membros da
familia por homologia de sequéncia e
afinidade de ligagcao preferencial para

ligantes de efrina B ligados a membrana.
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DNM1

BIN1

Tian et al., 2016

Tian et al., 2016

4

2

3 intragénicas e 1 inicia a montante (-2Kb) do sitio
de inicio de transcricdo e estende para o corpo

génico

1 intragénica e 1 inicia a montante (-2Kb) do sitio

de inicio de transcricdo e estende para o0 corpo

Membro da subfamilia dinamina de
proteinas de ligacdo a GTP. A proteina
codificada possui propriedades
mecanoquimicas Unicas usadas para
romper membranas e esta envolvida na
endocitose mediada por clatrina e em
outros processos de trafico vesicular.
Actina e outras proteinas do
citoesqueleto atuam como parceiros de
ligacdo para a proteina codificada, que
também pode se auto-montar levando a

estimulacdo da atividade da GTPase.

Proteina adaptadora
nucleocitoplasmatica, que foi inicialmente

identificada como uma proteina que
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génico

interage com MYC com caracteristicas de
um supressor tumoral. As isoformas que
sd0 expressas no sistema nervoso
central podem estar envolvidas na
endocitose da vesicula sindptica e podem
interagir com a dinamina, sinaptojanina,
endofilina e clatrina. Isoformas que sé&o
expressas em isoformas musculares
localizam-se no citoplasma e no nucleo e
ativam um processo apoptético
independente de caspases. Estudos em
ratos sugerem que este gene
desempenha um papel importante no

desenvolvimento do musculo cardiaco.
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SH3GL2

FLT1

Tian et al., 2016

Tian et al., 2016

1

1

Inicia a montante (-2Kb) do sitio de inicio de

transcricéo e estende para o corpo génico

Inicia a montante (-2Kb) do sitio de inicio de

transcricdo e estende para o corpo génico

Endofilina Al. Relacionado com a
endocitose das vesiculas sinapticas.
Coopera com o SH3GL2 para mediar o
trafego endocitico e a sinalizagcao

precoce do BDNF-NTRK2 a partir dos

endossomas iniciais.

Membro da familia de receptor de
crescimento endotelial vascular. Esta
proteina se liga ao VEGFR-A, VEGFR-B
e ao fator de crescimento placentério.
Desempenha um papel importante na
angiogénese e vasculogénese. As
isoformas incluem variantes sollveis

encurtadas do receptor transmembrana.

As isoformas solUveis estdo associadas
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ROR?2

Tian et al., 2016

5

4 intragénicas e 1 inicia a montante (-2Kb) do sitio
de inicio de transcricdo e estende para o corpo

génico

ao aparecimento de pré-eclampsia.

Proteina receptora tirosina quinase e
proteina transmembrana do tipo | que
pertence a subfamilia ROR dos
receptores de superficie celular. A
proteina pode estar envolvida na
formacgéo inicial dos condrécitos e pode
ser necessaria para o desenvolvimento
da cartlagem e no crescimento.
Mutacbes nesse gene podem causar
braquidactilia tipo B (disturbio esquelético
caracterizado por hipoplasia/aplasia de
falanges distais e unhas). Além disso,
mutacfes nesse gene podem causar a

forma autossomica recessiva da
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SPEG

PRKCB

Tian et al., 2016

Tian et al., 2016

5

1

4 intragénicas e 1 inicia a montante (-2Kb) do sitio
de inicio de transcricdo e estende para o corpo

génico

Intragénica

sindrome de  Robinow, que ¢é
caracterizada por displasia esquelética
com encurtamento generalizado do osso
do membro, defeitos segmentares da
coluna, braquidactilia e uma aparéncia

facial dismorfica.

Membro da familia das quinases de
cadeia leve da miosina. Esta familia de
proteinas é necessaria para O
desenvolvimento do citoesqueleto
miocitario.

Proteina quinase C. Familia de proteinas

guinases especificas de serina e treonina

gque podem ser ativadas pelo calcio e
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pelo segundo mensageiro diacilglicerol.
Os membros da familia PKC fosforila
uma ampla variedade de alvos protéicos
e sdo conhecidos por estarem envolvidos
em diversas vias de sinalizacdo celular.
Elas também servem como receptores
principais de ésteres de forbol, uma
classe de promotores tumorais. Cada
membro da familia PKC tem um perfil de
expressdo especifico e acredita-se que
desempenha um papel distinto nas
células. Foi relatado que esta proteina
guinase estd envolvida em muitas
funcdes celulares diferentes, tais como

ativacdo de células B, inducdo de
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DCLK1

Tian et al., 2016

1

Intragénica

apoptose, proliferacdo de células
endoteliais e absorcdo de acucar no

intestino.

Membro da superfamilia das proteinas
quinases e da familia das duplacortinas.
A proteina codificada esta envolvida em
varios processos celulares diferentes,
incluindo migragdo neuronal, transporte
retrogrado, apoptose  neuronal e
neurogénese. Este gene é regulado
positivamente pelo fator neurotrofico
derivado do cérebro e esta associado a
memoéria e as habilidades cognitivas

gerais.
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EPHB1

ZEB1

Tian et al., 2016

Zhang et al., 2017

1

1

Intragénica

Inicia a montante (-2Kb) do sitio de inicio de

transcricdo e estende para o corpo génico

Familia de receptores de efrinas. Os
receptores de efrina constituem o maior
subgrupo da familia de receptores de
tirosina quinase (RTK). A proteina
codificada por este gene é um receptor
para os membros da familia da efrina-B e
medeiam

NUMEerosos pProcessos de

desenvolvimento, particularmente  no

sistema nervoso.

Fator de transcricdo com motivo dedo de
zinco. A proteina codificada desempenha
um papel na repressao transcricional da
interleucina 2. Mutacdes neste gene tém
sido associadas a distrofia corneana

polimorfa posterior 3 e a distrofia
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SRCIN1

MALAT1

Zhang et al., 2017

Zhang et al., 2017

7

1

6 intragénicas e 1 intergénica

Inicia a montante (-2Kb) do sitio de inicio de

transcricdo e estende para o corpo génico

corneana endotelial de Fuchs tardia.

Atua como um regulador negativo da
proteina serina-tirosina quinase (SRC),
inibindo a sua atividade. Regula a
morfologia da espinha dendritica.
Envolvido na exocitose dependente de
calcio. Pode desempenhar um papel na
liberacdo de neurotransmissores ou na

manutengcdo de sinapses. Auxilia na

migracéao celular.

Codifica um ncRNA semelhante a um
tRNA. Este transcrito € retido no nucleo
onde pode formar estruturas moleculares
uteis em

complexos de
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MGRN1

NSUN2

Zhang et al., 2017

Zhang et al., 2017

7

1

Intragénicas

Inicia a montante (-2Kb) do sitio de inicio de

ribonucleoproteinas. Pode atuar como um
regulador transcricional de varios genes,
incluindo genes envolvidos na metastase
do cancer, migracdo celular e na
regulacdo do ciclo celular. Sua alta
expressao em multiplos  tecidos
cancerosos tem sido associada a
proliferacdo e metastase de células

tumorais.

Proteina ubiquitina-quinase.
Desempenha um papel na regulacdo do
trafico de endossomos para lisossomos e

atua em varias vias de sinalizagéao.

Metiltransferase que atua nos
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FOXJ1

HDAC?2

Zhang et al., 2017

Zhang et al., 2017

2

1

transcricéo e estende para o corpo génico

1 intragénica e 1 intragénica se estendendo depois

da terminacdo do gene

Intragénica se estendendo depois da terminacéo

do gene

precursores de tRNA contendo introns.
Esta modificacdo € necessaria para
estabilizar o emparelhamento anticodon-

codon e traduzir corretamente o0 mRNA.

Membro da familia forkhead de fatores de
transcricdo. Polimorfismos nesse gene
estdo associados ao lupus eritematoso

sistémico e a rinite alérgica.

Histona deacetilase. Esta proteina forma
complexos repressores transcricionais
por associacdo com muitas proteinas
diferentes, incluindo YY1, um fator de
transcricdo de dedo de zinco de

mamifero. Assim, desempenha um papel
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WNT1

SOX18

Zhang et al., 2017

Zhang et al., 2017

1

2

Inicia a montante (-2Kb) do sitio de inicio de

transcricdo e estende para o corpo génico

1 intergénica e 1 intragénica

importante na regulacdo transcricional, na
progressao do ciclo celular e nos eventos

de desenvolvimento.

Membro da familia de genes WNT que
codifica genes relacionados a proteinas
de sinalizacdo. Estas proteinas foram
relacionadas na oncogénese e em Varios
processos do desenvolvimento, incluindo
a regulacdo da morfologia celular e

padronizacdo durante a embriogénese.

Membro da familia de fatores de
transcricdo SOX, envolvidos na regulagéo
do desenvolvimento embrionario e na

diferenciacdo celular. Pode atuar como
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SP3

Zhang et al., 2017

1

Intragénica

um regulador transcricional apés formar
um complexo proteico com outras
proteinas. Esta proteina desempenha um
papel no desenvolvimento de cabelo,
vasos sanguineos e vasos linfaticos.
Mutacbes nesse gene tém sido
associadas com formas recessivas e
dominantes da hipotireoidite-linfedema-

telangiectasia.

Familia de genes relacionados a Spl.
Esta proteina contém um motivo de
ligagdo de dedo de zinco que se liga ao
DNA e vérios dominios de transativacao.
Foi relatado como um fator de transcricao

bifuncional que estimula ou reprime a
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HOXA11

HOXC11

Zhang et al., 2017

Zhang et al., 2017

3

1

2 intergénicas, 1 intragénica

Intragénica

transcricdo de numerosos genes.

Familia de genes homeobox. Essa familia
de fatores de transcricdo €é altamente
conservada e desempenham um papel
importante na morfogénese de todos os
organismos multicelulares. A expressao
dessas proteinas ¢é temporalmente
regulada durante o desenvolvimento
embrionério. Este gene esta envolvido na

regulacdo do desenvolvimento uterino e é

necessario para a fertilidade feminina.

Familia de genes homeobox. Essa familia
€ altamente conservada de fatores de

transcricdo que desempenham um papel
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CAV1

PTRF

Chae et al., 2016

Chae et al., 2016

2

3

Intragénica

Intragénicas

importante na morfogénese de todos os
organismos multicelulares. O produto
deste gene se liga a um elemento
promotor da hidrolase lactase-florizina.
Também pode desempenhar um papel no

desenvolvimento intestinal precoce.

Principal componentes de cavéolas
encontradas na maioria das células. O
gene é um candidato a supressor de
tumor e um regulador negativo da

cascata de quinase ativada por mitdgeno

Ras-p42/44.

Proteina que regula a transcricdo de

rRNA promovendo a dissociagdo de
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TGFB1

Chae et al., 2016

3

2 intragénica e 1 intragénica se estendendo depois

da terminacdo do gene

complexos de transcricdo e o reinicio da
polimerase | em transcritos de rRNA
nascentes. Acredita-se que ela
desempenha um papel critico na
formacdo de cavéolas e na estabilizacéo
de caveolinas. Mutacdes neste gene
resultam em um disturbio caracterizado
por lipodistrofia generalizada e distrofia

muscular.

Ligante secretado da superfamilia das
proteinas TFG-beta. Os ligantes dessa
familia ligam-se a varios receptores de
TGF-beta, conduzindo o recrutamento e
ativacdo de fatores de transcricdo da

familia SMA, que regulam a expressao
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GDF15

Chae et al., 2016

2

Intragénicas

génica. Esta proteina regula a
proliferacédo, diferenciacdo e crescimento
celular, e pode modular a expresséo e
ativacdo de outros fatores de
crescimento, incluindo interferon gama e
fator de necrose tumoral alfa. Este gene é
frequentemente regulado em células
tumorais, sendo superexpressos e as
mutacdes neste gene resultam na doenca

de Camurati-Engelmann.

Ligante secretado da superfamilia das
proteinas TFG-beta. Os ligantes dessa
familia ligam-se a varios receptores de
TGF-beta, conduzindo o recrutamento e

ativacdo de fatores de transcricdo da

125



PALLD

Chae et al., 2016

3

Intragénicas

familia SMAD, que regulam a expressao
génica. Esta proteina é expressa em
varios tipos celulares e atua em resposta
ao estresse da célula apos alguma lesao.
Niveis elevados dessa proteina esta
associada a hipoxia tecidual, inflamacéo

e estresse oxidativo.

Proteina do citoesqueleto, necessaria na
organizacéao do citoesqueleto de actina. A
proteina €& um componente dos
microfilamentos contendo actina, e esta
envolvida no controle da forma, adesao e
contracdo da célula. Os polimorfismos
nesse gene estdo associados a

suscetibilidade ao céncer de pancreas

126



ABCB1

Spitzwieser et al.,

2016

Intragénicas

tipo 1 e também ao risco de infarto do

miocardio.

Proteina associada a membrana.
Membro da superfamilia de
transportadores de cassete de ligagcéao de
ATP. Essas proteinas transportam varias
moléculas atravées de membranas
intracelulares e extracelulares. Membro
da subfamilia MDR/TAP, estando
envolvida na resisténcia a multiplas
drogas. A proteina codificada por este
gene é uma bomba de efluxo de drogas
dependente de ATP para compostos
xenobidticos com ampla especificidade

ao substrato. E responsavel pela

127



ABCC1

Spitzwieser et al.,

2016

Intragénica

diminuicdo do acumulo de drogas em
células multirresistentes e muitas vezes
medeia 0 desenvolvimento de resisténcia
a drogas anticancer. Esta proteina
também funciona como um transportador

na barreira hematoencefalica.

Proteina da superfamilia de
transportadores de cassete de ligagcédo de
ATP. Essas proteinas transportam varias
moléculas através de membranas
intracelulares e extracelulares. Este
transportador completo € um membro da
subfamilia MRP que esta envolvida na
resisténcia a multiplas drogas. Esta

proteina funciona como um transportador

128



ABCG2

Spitzwieser et al.,

2016

Intragénica

multiespecifico de anions organicos, com
glutationa oxidada, leucotrienos
cisteinicos e aflatoxina Bl ativada.
Também transporta glicuronideos e
sulfato  conjugados de  horménios

esterdides e sais biliares.

Proteina associada a membrana.
Membro da superfamilia de
transportadores de cassete de ligagcéao de
ATP. Essas proteinas transportam varias
moléculas através de membranas
intracelulares e extracelulares.
Alternativamente referida como uma
proteina de resisténcia ao cancer de

mama, ela funciona como um
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transportador xenobidtico que pode
desempenhar um papel importante na
resisténcia a multiplas drogas.
Provavelmente serve como um
mecanismo de defesa celular em
resposta a exposicdo a mitoxantrona e

antraciclina.
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