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Resumo

1. Resumo

O 4cido valproico (VPA), farmaco largamente utilizado como anticonvulsivo, é
conhecido como inibidor de deacetilases de histonas, além de exercer outros efeitos ao nivel do
DNA e de histonas. Em células HeLa, o processo de demetilagdo de citosinas modificadas do
DNA, induzido pelo VPA, é matéria de discussdo, se por via ativa, com participacao de enzimas
da familia das ten-eleven-translocation (TET), ou por via passiva (dependente da replicacdo do
DNA), por inibicao de DNA metiltransferases (DNMTs). No presente estudo, este processo foi
investigado ao longo do ciclo celular de células HeLa sincronizadas ou nio, tratadas com VPA
1 mM e 20 mM por 4 h e comparado ao de células tratadas com um agente geralmente utilizado
como controle de demetilagdo passiva do DNA (5-aza-2’-deoxicitidina 5 pm por 28 h). Em
células ndo sincronizadas, tratadas com VPA e 5-aza-CdR o estudo da progressdo do ciclo
celular e dos niveis de 5-metilcitosina (SmC) foram investigados por citometria de fluxo. Para
células sincronizadas com lovastatina e/ou 4cido mevaldnico, tratadas com as drogas e
coletadas na fase G1 e S, os niveis de metilacio do DNA foram avaliados por citometria de
fluxo, ELISA e imunofluorescéncia. Referentes aos derivados de 5SmC avaliou-se a 5-
hidroximetilcitosina (ShmC) por citometria de fluxo, ja os ensaios de imunofluorescéncia foram
utilizados para detectar além dos niveis de ShmC, a S-carboxilcitosina (5caC) e a 5-
formilcitosina (5fC). Os niveis de expressao génica da DNA metiltransferase 1 (DNMT1) e de
enzimas da familia das TET, TET1 e TET2 foram estudados por qPCR. Nas condigdes
experimentais utilizadas, os tratamentos com VPA e 5-aza-CdR ndo induziram citotoxicidade,
avaliada por MTT, porém afetaram a progressao do ciclo celular. Conclui-se que o VPA atua
na demetilacdo do DNA predominantemente por via ativa, pois induz aumento da expressao de
TET1 e TET2, diminuicao na abundancia de SmC, bem como aumento na abundancia de ShmC,
tanto em células paradas em G1 como em células proliferativas. Contudo, como o VPA afetou
o perfil de expressio de DNMT1, sugere-se que possa também atuar na via passiva da
demetilacdo do DNA. Por outro lado, embora a 5-aza-CdR reduza a express@ao de DNMT1, na
dependéncia das células estarem replicando o contetido de DNA e ndo afeta a expressdo de
TET1 e TET2 em nenhuma das fases do ciclo celular, ela induz aumento na abundincia de
ShmC. Tal achado indica que a 5-aza-CdR possa atuar também na via ativa de demetilagdo do
DNA, possivelmente induzindo o recrutamento das TETs ao DNA. Quanto as marcas de ScaC
e 5fC, ndo se detectou efeito induzido pelos tratamentos com VPA ou com a 5-aza-CdR. Desde

que o VPA pode reduzir os padroes de metilacio do DNA de células HeLa replicantes e ndo
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replicantes de maneira dose-dependente salienta-se uma importante implicac¢do potencial de seu

uso para a reversdo terapéutica da metilacio do DNA em tecido nos quais ndo haja mais

participacao do processo de divisdo celular.



Abstract

2. Abstract

Valproic acid (VPA), a drug widely prescribed as an anticonvulsant, is known as a
histone deacetylase inhibitor besides exerting other effects at the DNA and histone levels. In
HeLa cells, the VPA-induced DNA demethylation process involving modified cytosines is still
a matter of discussion, if by an active pathway, with the participation of ten-eleven-
translocation (TET) enzymes, or by a DNA replication-dependent passive pathway, with
inhibition of DNA methyltransferases (DNMTs). In the present study, this process was
investigated throughout the cell cycle of synchronized and non-synchronized HeLa cells treated
with 1 mM and 20 mM VPA for 4 h and compared to the cell cycle of cells treated with an
agent generally used as a control of passive DNA demethylation (5-aza-CdR 5 uM for 28 h).
In VPA- and 5-aza-CdR-treated non-synchronized cells, the cell cycle progression and the 5-
methylcytosine levels (SmC) were investigated using flow cytometry. For cells synchronized
with lovastatin and/or mevalonic acid, followed by treatment with the drugs and collected in
the G1 and S phases, the DNA methylation levels were evaluated using flow cytometry, ELISA
and immunocytochemistry. The 5-hydroxymethylcytosine (ShmC) derivative was evaluated
using flow cytometry; 5-carboxylcytosine (5caC) and 5-formylcytosine (5fC) were also
investigated, using immunocytochemistry. Real-time quantitative PCR was performed to access
information regarding gene expression levels of DNA methyltransferase 1 (DNMT1) and
enzymes of the TET family (TET1 and TET2). Under present experimental conditions, the VPA
and 5-aza-CdR treatments did not induce cytotoxicity, as evaluated by the MTT assay, but
affected the progression of the cell cycle. It is concluded that in HeLa cells, VPA acts
predominantly on the DNA demethylation process through the active pathway, because it
induces TET1 and TET2 gene overexpression, a decrease in the SmC abundance, as well as an
increase in the ShmC abundance, either in G1 cells or in proliferative cells. However, since
VPA also affected the expression profile of DNMT], it is assumed that it may also act in the
passive DNA demethylation pathway. On the other hand, although 5-aza-CdR reduces the
DNMT1 gene expression, depending on whether the cells are replicating their DNA content,
and does not affect the gene expression of TET1 and TET2 at any stage of the cell cycle, it
induces an increase in the abundance of ShmC. This finding indicates that 5-aza-CdR may also
act in the active pathway of DNA demethylation, possibly inducing the recruitment of TETS to
DNA. Regarding the 5CaC and 5fC tags, no detectable effect was induced by the VPA or the
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5-aza-CdR treatments. Because VPA can reduce the DNA methylation patterns of non-
replicating HeLa cells in a dose-dependent manner, a significant potential implication of its use
is suggested for the therapeutic reversal of DNA methylation in tissues where no further

participation of the process of cell division occurs.
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3. Lista de Abreviaturas

5-aza-CR — 5-azacitidina

5-aza-CdR — 5-aza-2’-deoxicitidina
ScaC — 5-carboxilcitosina

5fC — 5-formilcitosina

ShmC — 5-hidroximetilcitosina

ShmU — 5-hidroxiuracil

SmC — 5-metilcitosina

AID — activation-induced deaminase
APOBEC — apolipoprotein

B mRNA-editing enzyme complex
BER - reparo por excisdo de base
BrdU- 5-bromo-2'-deoxyuridine

CpG — citosina-fosfato-guanina
DNMT1 — DNA metiltransferase 1
DNMT3A — DNA metiltransferase 3A
DNMT?3B — DNA metiltransferase 3B
FDA — Food and Drug Administration
HDAC — deacetilase de histona
HEK?239- Human Embryonic Kidney 293 cells
SAM - S-adenosil metionina

TET — ten-eleven translocation

TET1 — ten-eleven translocation 1
TET?2 — ten-eleven translocation 2
TET3 — ten-eleven translocation 3
TDG - thymidine DNA glycosilase
VPA — écido valproico
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5. Introducgao

5.1 Cromatina: Fundamentos

Nos organismos eucariotos, o patrimdnio genético contido no DNA nuclear integra
um complexo nucleoproteico, compondo a cromatina. Ao DNA se associam proteinas bésicas
de alto ponto isoelétrico — as histonas — e proteinas ndo histonicas. A esse complexo podem
ainda se associar moléculas de RNA. A cromatina é, pois, “a sede do armazenamento,
transmissdo e expressdo das informacdes do patrimdénio genético contido no DNA nuclear”
(Mello & Vidal 2013).

No DNA residem as informagdes genéticas da célula, sendo ele seu vetor nas vérias
geragoes celulares. Segundo o modelo cldssico de Watson e Crick o DNA, na sua configuracao
B, ¢ uma macromolécula composta por duas cadeias helicoidais de polinucleotideos
complementares associadas por ligacdes de hidrogénio entre suas bases nitrogenadas. Esta
macromolécula tem 20 A de espessura e 5 pares de bases por passo da hélice que gira para a
direita ao redor de um eixo central imaginario. As bases nitrogenadas do DNA sdo purinas
[guanina (G) e adenina (A)) e pirimidinas (citosina (C) e timina (T)]. Uma vez que a C pode se
apresentar metilada (5-metil-citosina), esta € frequentemente considerada como um tipo
adicional de base nitrogenada do DNA.

As histonas sdo classificadas em cinco tipos principais, com base em seu teor em
residuos de lisina e arginina, sendo elas H1 (muito rica em lisina), H2A e H2B (moderadamente
ricas em lisina) e H3 e H4 (ricas em arginina). As histonas, por se ligarem ao DNA e
eventualmente entre si, funcionam no empacotamento da cromatina, e consequentemente na
regulacdo da expressao génica (Alberts et al. 2015, Mello & Vidal 2013 - revisao).

As proteinas nao histonicas englobam enzimas e proteinas estruturais cujo nimero
atinge algumas centenas, e participam dos processos de transcricdo, replicacdo e reparo do
DNA, regulacdo da atividade génica e remodelacdo estrutural da cromatina (Mello & Vidal
2013 —revisao).

Em termos estruturais, a cromatina assume niveis hierdrquicos de condensag¢do. O
nivel mais fundamental consiste na formacdo do nucleofilamento, com 10 nm de espessura, e
no qual se detecta a unidade estrutural da cromatina, o nucleossomo. Este € constituido por uma
sequéncia de nucleoides contendo cada um 147 pares de bases de DNA envolvendo um
octamero de histonas (2 moléculas de H2A, H2B, H3 e H4) e que sdo separadas entre si por um

DNA espacador com ndmero varidvel de pb. A histona H1 se posiciona lateralmente no



17
Introducao

nucleoide, ligando-se ao DNA espacgador. Para alguns autores o conceito de nucleossomo
envolve o nucleoide mais 0 DNA espacador e a participacdo de uma molécula de H1. Para
outros, se considerar a participacdo de H1, a unidade cromatinica deveria se denominar
cromatossomo (Van Holde et al. 1995).

O nivel hierdrquico organizacional subsequente da cromatina € o solenoide, com
20-30 nm de espessura, no qual o nucleofilamento adquire uma distribui¢do helicoidal com 5 a
6 unidades repetitivas da cromatina por giro de hélice. Os niveis superiores seguintes de
organizagdo da cromatina envolvem a formacdo de alcas, dobraduras, dominios e territdrios.
Em células em divisdao, a unidade cromatinica mais empacotada é identificada como o
cromossomo (Alberts et al. 2015 — revisdo).

Nas histonas H3 e H4, principalmente, suas caudas N-terminais se projetam para o
exterior da estrutura do nucleossomo, formando superficies ideais para modifica¢des covalentes
que podem levar a alteracdo na compactacdo da cromatina e ao recrutamento de reguladores
transcricionais, modulando a expressdo génica de diversas maneiras (Khorasanizadeh 2004,

Alberts et al. 2015).

5.2 Epigenética e Cromatina

Desde longo tempo vem sendo constatado que tecidos com o mesmo genétipo
possam vir a apresentar diferentes fendtipos sem que haja mutacdo no DNA e que tais fen6tipos
possam persistir por diversas geracdes. Este tipo de fendmeno € abordado no campo de
conhecimento da Epigenética. Além disso, a epigenética estd envolvida em vdrios processos
bioldgicos, incluindo desenvolvimento embriondrio, diferenciacdo celular, neurogénese e
renovagao de células adultas (Sadakierska- Chudy & Filip 2015).

O embriologista e geneticista Conrad Waddington foi o primeiro a definir o campo
da Epigenética em 1942, referindo-se como o ramo da Biologia que estudaria os “mecanismos
causais" pelos quais os genes provocam efeitos fenotipicos, uma vez que estudos no campo da
Genética, até entdo, assumiam que alteragdes no gendtipo desencadeariam mudancas no
fen6tipo, mas ndo eram estudados os mecanismos envolvidos nesse processo.

O interesse na Epigenética, bem como o uso desse termo, aumentou
significativamente desde entdo (Deans & Maggert 2015). Em 2006, mais de 2500 artigos
relacionados a Epigenética foram publicados (Bird 2007). No entanto, em 2013, este nimero
aumentou para mais de 17 mil, com 45 novas publicagdes didrias. Atualmente, conceitos

epigenéticos se espalharam em campos que nao abordam rotineiramente a Genética, como
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Ecologia (Burris & Baccarelli 2013), Fisiologia (Ho & Burggren 2009) e Psicologia (Ngun &
Vilain 2014).

Segundo Wu & Morris (2001), a Epigenética estuda mudancas reversiveis na
expressao e silenciamento génicos que nao envolvem alteracdes na sequéncia de bases do DNA
e que fornecem uma “memoria” celular. Esta extrapola o potencial de informacdo do codigo
genético do DNA, podendo ser herddvel por mitose ou meiose.

Outras propostas de definicdo deste campo de conhecimento vém sendo
apresentados ao longo do tempo. Em 2008, durante uma reunido cientifica no Cold Spring
Harbor Laboratory nos USA, foi proposta a definicio de Epigenética como envolvendo
“mudangas herdaveis que possam afetar a expressdo génica sem serem causadas por alteragdo
no proprio DNA” (Berger 2009).

Existem duas propostas para a fun¢do mecanicista dessas modificacdes. Uma se
refere a uma alteracdo diretamente na cromatina, sendo responsdvel por abrir ou fechar o
polimero de DNA, e controlar assim o acesso de proteinas de ligacdo ao DNA, tais como fatores
de transcri¢do. A outra € que as modificacdes no DNA podem alterar a superficie dos
nucleossomos, promovendo a associacdo da cromatina com outras proteinas (Golson &
Kaestner 2017).

Alteragdes epigenéticas possibilitam modificacdes na cromatina. As principais
delas se referem a metilacdo do DNA, modificacdes pds-traducionais nas histonas (acetilagdes,
deacetilagdes, metilacOes, dentre outras), variantes de histonas e mecanismos mediados por
RNAs ndo codificantes, como RNAs de interferéncia. Estes ultimos podem levar ao
recrutamento de complexos proteicos que regulam a transcri¢ao (Berger 2007).

No presente trabalho sobre modifica¢des epigenéticas, nos limitaremos a comentar

abaixo sobre o processo de metilacdo/demetilacdo do DNA.

5.2.1 Metilagdao do DNA

A metilacdo do DNA ¢é uma das principais e mais bem estudadas modificagcoes
epigenéticas que ocorrem no genoma, além de estar entre os mecanismos epigenéticos mais
classicos em vertebrados. Fundamental para o controle da estrutura cromatinica e da expressao
génica em células de mamiferos, consiste na adicio de um grupamento metil
predominantemente na posi¢ao 5 de uma base nitrogenada citosina presente em uma sequéncia
de dinucleotideos CpG (citosina-fosfato-guanina) com a participagdo da S-adenosil metionina

(SAM) como doadora do grupo metil. Tal processo resulta na formag¢dao da 5-metilcitosina
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(5mC) e € catalisado por enzimas denominadas DNA metiltransferases (DNMTs) (Reik et al.
2001, Lotsch et al. 2013). Embora a metilagdo ocorra principalmente na citosina em um local
de CpG, existem relatos de metilacdo de DNA fora dessa regido, o qual € prevalente em células-
tronco pluripotentes, cérebro e odcitos (Shirane et al. 2013)

Os padroes de DNA metilado sdo estabelecidos em momentos-chave do
desenvolvimento embriondrio (exceto nos genes que sofrem imprint) com participacdo
essencial das DNMTs 3A e 3B. Estas enzimas sdo responsdveis pela metilagao de novo, ou seja,
a adi¢do de grupamentos metil em regides de citosinas ainda ndo modificadas (Okano et al.
1999). Uma vez estabelecidos os padroes de metilacdo do DNA, imaginou-se por muito tempo
que estes seriam mantidos estdveis ao longo das divisdes celulares, o que seria possivel pela
acdo da enzima de manutencdo DNMT1 (Razin & Shemer 1995).

Associada a forquila de replicacdo do DNA, a DNMTI1 promove a metilagdo do
acido nucleico concomitante ao seu processo de duplicacdo. Esta enzima possui afinidade por
fitas hemimetiladas de DNA e realiza a formacao de SmC na nova fita, de acordo com o padrao
de citosinas metiladas da fita de DNA parental. Isso impediria a introducao de novos pontos de
metilagcdo ou a perda de residuos metil em células maduras durante as divisdes celulares (Araujo
et al. 1998, Goll & Bestor 2005).

Existe uma relag@o bilateral entre os niveis de DNMTs e o ciclo celular, uma vez
que sua atividade € amplamente regulada ao longo do ciclo celular, além disso tal regulacao
encontrar-se alterada em células transformadas (Szyf 2001).

Caso o padrao de metilacdo do DNA fosse acuradamente copiado ao longo da
divisdo celular, ele permaneceria imutdvel nas diferentes fases de um ciclo celular e nenhuma
perda seria notada, uma vez completada a sintese de DNA. No entanto, Brown e colaboradores
(2007) desafiaram essa visdo ao provar que os niveis de metilagdo do DNA em células HeLa e
MRHF variam de acordo com a progressao do ciclo celular, com hipometilacdo na fase G1.
Outro trabalho apresentou ainda uma diminui¢@o no nivel de trimetilacdo na lisina 9 da histona
H3 (H3K9me3) antes da entrada na fase G1 do ciclo celular (McManus et al. 2006).

A marca epigenética H3K9me3, assim como a metilagdo do DNA, é muito
frequente na heterocromatina. Sugere-se, entdo, que exista uma mudanca global do perfil
epigenético das células ao longo do ciclo celular, particularmente com hipometilagdo tanto de
DNA quanto de histonas antes do reinicio do ciclo. Por outro lado, um estudo mais recente, nao
mostrou diferencgas na propor¢ao de marcagdo de citosina metilada em relagc@o ao contetido de
DNA entre as fases G1 e S, mas identificou um atraso no inicio de G2/M antes que os niveis

maximos de SmC fossem observados (Desjobert et al. 2015).
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Em outro trabalho recente, em que foram utilizadas culturas primérias de
fibroblastos em passagens iniciais, foi relatado ndo haver mudangca no padrdo global de
metilacdo de DNA em escala gendmica entre as fases G1 e G2 do ciclo celular; porém a fase S
ndo foi avaliada (Vandiver et al. 2015). Foi argumentado que as células usadas para esse estudo
eram menos proliferativas do que as de linhagens celulares, sendo possivel que mudancgas
dependentes do ciclo celular ocorressem em outros tipos celulares. Dessa forma, a extensao das
mudancgas no padrao de metilagdo do DNA ao longo das fases do ciclo celular € ainda pouco

conclusiva, com dados aparentemente contraditérios.

5.2.2 Processos demetilantes no DNA

Pesquisas mostram que, sob circunstancias especificas, a metilacio do DNA possa
estar sujeita a mudancas dinamicas. Entretanto, apesar da promoc¢do de metilacdo pelas DNA
metiltransferases serem bem caracterizadas, a perda de metilacdo do DNA, ou a demetilacao do
DNA, ndo estd clara, uma vez que o mecanismo molecular envolvido € mal compreendido e
controverso. Esse mecanismo tem sido estudado em diferentes contextos bioldgicos e sabe-se
que essa alteracao pode ocorrer de forma ativa ou passiva (He et al. 2011, Kohli & Zhang 2013,
Weber 2016). A inibicdo de DNMTs durante a replicacio do DNA foi proposta como
mecanismo responsavel por reduzir no genoma os niveis de 5SmC. Sem a sua atuagao, as novas
fitas de DNA ndo recebem o padrdo de metilacdo da fita parental, resultando em um mecanismo
passivo, com diminui¢do dos niveis de SmC e dependente da replicacdo do DNA (Niehrs 2009).

Outro caminho de demetilacdo de DNA ¢ também conhecido; trata-se da chamada
via ativa, que envolve enzimas da familia fen-eleven translocation (TET). A descri¢do inicial
da sua atividade enzimatica em promover hidroxilagdo foi descoberta em 2009. Desde entdo
ela tornou-se um foco de grande interesse, uma vez que sua descoberta indicou vdrias vias
quimicamente plausiveis para a reversao da metilacio do DNA e promoveu grandes avangos
para compreensdo desse mecanismo (Pastor et al. 2013).

As trés proteinas TETs de mamiferos sdo nomeadas como: TET1, TET2 e TET3;
elas oxidam sucessivamente SmC a 5-hidroximetilcitosina (ShmC), 5-formilcitosina (5fC) e 5-
carboxilcitosina (5caC), as quais sdo referidas como intermedidrios do processo de demetilacao
do DNA (Ito et al. 2011, Wu & Zhung 2011). Todas as trés formas de metilcitosina oxidadas
sdo conhecidas por estarem presentes em vdarios tecidos de mamiferos, além de serem

dioxigenases dependentes de Fe2+ e 2-oxoglutarato (Weber 2016).
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Em relacdo aos mecanismos ativos, SfC e ScaC podem ser removidas pela enzima
thymidine DNA glycosilase (TDG) e podem seguir para o mecanismo de reparo do DNA por
excisao de base (BER), que € capaz de adicionar uma citosina no sitio basico, completando o
processo de demetilacdo, embora este mecanismo ndo funcione em tipos celulares especificos
durante o desenvolvimento (He et al. 2011). Devido a existéncia desses mecanismos
enzimaticos para remocao de SfC e ScaC, estudos justificam parte dos motivos dos niveis desses
dois intermediarios se apresentarem baixos quando comparados com ShmC em células de

mamiferos (Ito et al. 2011).

Figura 1. Ciclo de modifica¢do dinadmica da citosina no DNA. A conversdo da citosina em 5mC é
introduzida pela DNA metiltransferase (DNMT). Enzimas da familia ten-eleven-translocation (TET)
podem oxidar SmC em ShmC, 5fC e 5caC. Os intermedidrios ScaC e 5fC podem ser removidos pela
thymidine DNA glycosilase (TDG), gerando um sitio abdsico onde serd incorporada uma citosina pelo
mecanismo de BER. Esquema modificado de Kohli & Zhang (2013).

Existem outros mecanismos propostos de demetilagcdo, embora sejam menos bem
esclarecidos. Um deles € caracterizado pela deaminacdo da ShmC por enzimas da familia AID
(activation-induced deaminase) e APOBEC (apolipoprotein B mRNA-editing enzyme
complex). Nesse caso, as enzimas AID desaminam as bases citosina no DNA produzindo a 5-
hidroxiuracil (S5hmU). Esta, por sua vez, € removida pela single-strand-selective
monofunctional uracil DNA glycosylase 1 (SMUG1) ou por TDGs para a inser¢do da citosina

pelo mesmo mecanismo de reparo da BER (Guo et al. 2011, Pastor et al. 2013).
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Embora a demetilacdo de DNA passiva seja geralmente compreendida e aceita, a
evidéncia de demetilacdo de DNA ativa e como esse processo ocorre, € controversa (Kohli &
Zhang 2013). E importante salientar que essas duas vias ndo acontecem de forma
independentes; na verdade, podem ocorrer interagdes entre elas, como serd reportado mais a
frente. Ha relatos de que algumas drogas atuem tanto na via ativa com a redug¢do de 5SmC
correlacionada com a diminui¢ado de DNMTT (passiva), assim como promovendo um aumento

na expressdo de alguns dos intermedidrios da via ativa.

5.2.3 Mecanismos de regulagcdo da metilacdo do DNA modulados por drogas e o papel do
dcido valproico (VPA).

Uma variedade de relatos demonstram que drogas possam induzir alteracdes nos
padrdes de metilacio do DNA ou de modificacdes pds-traducionais de histonas. A descoberta
de que a 5- azacitidina (5-aza-CR) se incorpora ao DNA e, quando presente neste, inibe a sua
metilagcdo, levou a um uso generalizado dessa droga e da 5-aza-2'-desoxicitidina (5-aza-CdR)
para demonstrar a correlacdo entre perda de metilacdo em regides especificas de genes e
ativacdo dos genes associados. Entretanto, a 5-aza-CdR € incorporada apenas ao DNA,
enquanto a 5-aza-CR pode ser adicionada também aos diferentes tipos de RNA e, com isso,
interferir na sintese proteica (Christman et al. 2002).

Tanto a 5-aza-CR como a 5-aza-CdR estdo envolvidas na reativacdo de genes
supressores de tumores, silenciados pela metilacdo do promotor, e proporcionam uma
abordagem alternativa na terapia do cancer (Ghoshal et al. 2005). Atualmente, essas drogas sao
aprovadas pelo FDA (Food and Drug Administration) para uso como terapéuticos em leucemia
(Derissen et al. 2013, Kim et al. 2016).

Foi descoberto que a DNMTI1 liga-se irreversivelmente a estes compostos,
perdendo sua atividade catalitica; portanto a 5-aza-CR e a 5-aza-CdR foram consideradas como
agentes classicos de demetilacdo passiva do DNA (Ghoshal et al. 2005, Datta et al. 2009). No
entanto, a via de demetilacao por a¢do desses compostos nao estd ainda totalmente estabelecida.
Alguns trabalhos recentes apontam que tais compostos possam atuar também por outro
mecanismo, o qual estaria relacionado a via das proteinas TETs (Sajadian et al. 2015, Manzoni
2016, Veronezi 2017)

De fato, ja havia sido comprovado pela primeira vez que a 5-aza-CR seria capaz de
desencadear um processo de demetilacdo ativa dependente de TET2 com mudangas

significativas nos intermedidrios ShmC em carcinoma hepatocelular (Sajadian et al. 2015).
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Estudos realizados em linhagens primérias de fibroblastos demonstraram a perda de metilagcdo
associada com um aumento tanto de 5fC quanto de 5caC, indicando a capacidade da 5-aza-CR
participar de um efeito demetilante ativo, possivelmente mediado através da proteina TET2
(Manzoni 2016).

No que se refere a 5-aza-CdR, em células leucémicas humanas tratadas com esse
composto, constatou-se uma reducdo nos niveis globais de 5SmC, concomitantemente ao
aumento nos niveis de ShmC, 5fC e S5caC. Entretanto, nao foi notada qualquer altera¢do nos
niveis e na expressdo génica das TETs (Chowdhury et al. 2015).

Em relacdo as drogas utilizadas para modular essas marcas epigenéticas, outros
compostos, como o dcido valproico (VPA), podem ser considerados. Esta droga, além de
exercer modificagdes da atividade do neurotransmissor inibitério de GABA, dos canais de s6dio
e de cdlcio do tipo-T, atuando como farmaco antiepiléptico clédssico, € também um inibidor
direto de deacetilases de histonas de classe I, promovendo modificagdo na estrutura da
cromatina quanto da hiperacetilacdo das caudas N-terminais das histonas H3 e H4 (Géttlicher
et al. 2001, Perucca 2002, Lotsch et al. 2013).

O VPA € um 4cido graxo simples de cadeia curta que teve sua aplicacio terapéutica
contra a epilepsia descoberta na década de 60, em estudos que buscavam por anticonvulsivos e
usavam o VPA apenas como solvente. Apds testes clinicos, teve seu uso aprovado (Lagace et
al. 2004). Além disso, o VPA também é um agente terapéutico para enxaquecas e desordens
humorais, como a bipolaridade (Chateauvieux et al. 2010).

Mais recentemente, surgiram indicacdes de que o VPA possa induzir demetilacio
do DNA, concomitante a hiperacetilacdo de histonas, em células HEK293 (Detich et al. 2003,
Milutinovic et al. 2007), em cérebro de rato (Dong et al. 2010, Wang et al. 2010), e em células
HeLa (Veronezi et al. 2017), embora isso ndo aconteca em linhagens celulares linfoblastoides
(Tabolacci et al. 2008) ou em embrides de camundongo (Tung & Winn 2010).

No caso de células HeLa, o VPA induz ndo apenas acetilacdo de histonas e
remodelagdo cromatinica (Felisbino et al. 2011), mas também demetilacdo do DNA (Veronezi
et al. 2017). Enquanto a inducdo de acetilacdo de histonas € uma marca muito dindmica, de
menor estabilidade que outras marcas epigenéticas, acredita-se que a demetilagdo de DNA traga
consequéncias mais prolongadas para o programa de regulacao da expressdo do genoma (Jiang
et al. 2012). Esses achados trazem melhor conhecimento sobre processos de atuagdo de uma
droga cujo uso vem se estendendo desde o tratamento de surtos epiléticos a propostas de
tratamento de alguns tumores, apresentando efeitos antiproliferativos e anticancerigenos em

cancer de ovério e figado (Jones & Baylin 2002, Bolden et al. 2006, Han et al. 2013).
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O caminho metabdlico da possivel acdo de demetilacdo do DNA induzido pelo
VPA em células HeLa, recentemente analisado, € sugestivo de que ocorra de forma ativa, por
mecanismos possivelmente relacionados a via das proteinas TETs (Veronezi 2017, Veronezi et
al. 2017). No entanto, nesse caso ndo foram examinadas células sincronizadas nem foram feitas
investigacdes ao longo do ciclo celular.

A fim de investigar qual a via de demetilacdo do DNA, deveriam ser realizadas
andlises que permitissem um acompanhamento das células em divisdo ou em células nao
proliferativas, mediante tratamentos com agentes demetilantes, uma vez que a demetilacdo de
residuos de SmC pode ocorrer por um mecanismo ativo ou um mecanismo passivo envolvendo
replicagdao de DNA.

Um acompanhamento dessas duas possibilidades foi empreendido no trabalho de
Barreto et al. (2007), no qual se investigou a via de demetilacdo promovida pelos agentes
demetiladores: Gadd45a (growth arrest and DNA-damage-inducible protein 45 alpha), uma
proteina nuclear, e a 5-aza-CdR. Foi concluido que em células HEK293 em divisao tratadas
com 5-aza-CdR ocorria uma reducdo de SmC, porém ndo em células nao proliferantes, um
indicativo de que o processo envolvido seja o de demetilagcdo passiva. No entanto, quando foi
utilizado o Gadd45a, também em células HEK293, houve demetilacio de DNA tanto em células
replicativas como as que ndo estdo em proliferacdo, comprovando uma demetilacdo nado
dependente da replicacdo celular, ou seja, por via ativa.

Além de ter sido comprovada a redugdo da SmC promovida pela Gadd45a em
células ndo-proliferantes, essa reducdo também foi constatada em odcitos na auséncia de
replicacdo de DNA, comprovando, mais uma vez, a promoc¢ao de demetilagcao ativa (Simonsson
& Gurdon 2004). A importancia de se mencionar tais estudos é com o intuito de reportar a
relevancia desse tipo de metodologia o qual analisa células proliferativas e ndo proliferativas a
fim de auxiliar na compreensdo das vias de demetilagcdo por agentes demetilantes.

Tendo em vista os achados contraditérios dos padrdes de demetilacdo do DNA ao
longo do ciclo celular, assim como da atuag@o e dos niveis de DNMT1, um acompanhamento
dos mesmos ao longo das diferentes fases do ciclo celular em células HeLa tratadas com VPA
¢ fundamental para a interpretacdo dos achados de demetilacdo e hidroximetilacdo de DNA,
reportados previamente (Veronezi 2017). Além disso, a avaliagdo dos niveis de SmC em células
sincronizadas em G1 poderia corroborar a hipétese de inducao de demetilagao ativa pelo VPA,
uma vez que pode-se analisar e comparar tais eventos em condicdes que as células estdo
replicando o contetido de DNA, para isso a marcagdo com bromo-desoxiuridina (BrdU) permite

identificar as células replicativas.
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5.3 Influéncias do VPA no ciclo celular

Muitos compostos e condigdes fisioldgicas sdo capazes de alterar a progressdo do
ciclo celular. Algumas drogas de acdo epigenética, como os inibidores de HDACs, apresentam

tal propriedade (Kim et al. 2000, Finzer et al. 2001).

O VPA € um conhecido inibidor de HDACs com ag¢io antiproliferativa em diversos
tipos celulares por induzir principalmente a ocorréncia de apoptose e parada do ciclo celular
(Catalano et al. 2005, Wu & Guo 2008). Em células leucémicas tratadas com VPA foi percebida
uma desregulacdo do ciclo celular com as células se tornando paradas nas fases G2/ M e a
expressao de ciclinas apresentando-se desregulada com a divisdo celular (Jazi et al. 2016).

Embora ja foram realizados estudos referentes aos efeitos do VPA na progressao
do ciclo celular de células HeLa, os efeitos foram diversos afetando diferentes fases do ciclo a
depender do tempo de tratamento ou dose. Em células HeLa tratadas com VPA (1 a 3 mM) por
24 h obteve-se células paradas em GI1, entretanto frente a concentracdo de 10 mM o VPA
promoveu parada na fase G2/M (Han et al. 2013). Feng et al. (2016) relata também parada na
fase G1 quando as concentra¢des de VPA foram 1 mM, 2,5 mM e 5 mM por 72 h. Entretanto,
com o mesmo tempo de exposicao (72 h) com VPA 4 mM Tsai et al. (2013) relataram que as
células HeLa ficaram retidas na fase G2/M. Diante desses diferentes efeitos na progressdo do
ciclo celular em células Hela tratadas com o VPA, se fez necessdrio verificar as implicacdes

do VPA na distribuicao das fases do ciclo celular com as doses e tempos aqui estudados.

5.4 Sincronizagdo para o estudo de Ciclo Celular

7z

A sincronizacdo das células de mamifero € essencial para investigacdes que
envolvem a proliferacdo célular, podendo dessa forma obter populacdes de células
sincronizadas, enriquecidas em diferentes fases do ciclo celular (Shen et al. 2013, Keyomarsi
1996). Varios métodos foram desenvolvidos para sincronizacdo. O mais comum € conseguido
por privacdo de soro ou por tratamento com drogas. A privacdo de soro € um mecanismo
bastante utilizado para sincronizar células normais, no entanto, foi demonstrado que em células
tumorais ou transformadas a proliferacao € relativamente independente da presenca de soro ou
fatores de crescimento. Como resultado, na maior parte dessas células ndo cessa a proliferacdo
apos privacado de soro (Medrano & Pardee, 1980). Além disso, a privacao também submete as

culturas a longos periodos de incubacdo na auséncia de nutrientes essenciais e fatores de



26

Introducao

crescimento, diante disso, as células sdo metabolicamente desequilibradas (Keyomarsi et al.
1991).

Por outro lado, a inibicdo da sintese também pode ser conseguida com a
Lovastatina, uma vez que ela € utilizada para reter muitos tipos de células na fase G1 do ciclo
celular, apresentando algumas vantagens: 1. Essa sincroniza¢do nao € toxica para células e pode
ser revertida por mevalonato; 2. as substincias nutricionais e os fatores de crescimento sao
suficientes, o que pode ndo causar desordem de metabolismo celular; 3. pode ser usado para
alcancar um grande nimero de células em GIl; 4. a sincronizacdo pode ser aplicada
repetidamente (Keyomarsi et al. 1991, Kamrani & Keyomarsi 2008, Shen et al. 2013). Além
disso, ao testar esse método de sincronizac@o em varias linhagens celulares, incluindo as células
normais e tumorais obteve-se resultados bem sucedidos com minimas perturbagdes metabdlicas
(Keyomarsi et al. 1991).

A lovastatina, € um metabdlito fingico isolado a partir de culturas de Aspergillus
terreus, e ¢ um agente amplamente usado para o tratamento de hipercolesterolemia. Este agente
suprime a sintese do dcido mevalonico por competitivamente inibir reversivelmente e 3-
hidroxi-3- metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase, a enzima necessdria para a
conversdao de HMG-CoA em 4cido mevaldnico. Em adi¢ao a inibi¢do da sintese do mevalonato,
a lovastatina inibe também a replicacdo do DNA, e essa replicacdo € restaurada pela adi¢do de
mevalonato, o produto da reacdo catalisada por HMG-CoA redutase (Larson et al. 1982,
Sinensky & Logel 1985, Keyomarsi 1996). O 4cido mevalonico € um metabolito critico
necessario para estimular a divisdo celular (Larson et al. 1982). A adi¢do de mevalonato para
as células tratadas com a lovastatina € necessdria para reverter os efeitos da lovastatina nos

inibidores de crescimento (Keyomarsi 1996).

5.5 Células HeLa como modelo de estudo

As células HelLa constituem uma linhagem celular origindria de um carcinoma
cervical da paciente Henrietta Lacks, que veio a falecer em decorréncia deste, em 1951. Foi a
primeira linhagem celular cancerigenas humanas estabelecida em cultura (Gey et al. 1952).
Desde entdo, estas células humanas se tornaram as mais amplamente utilizadas em pesquisa
bioldgica, contribuindo com indmeros desenvolvimentos e avancos cientificos em imunologia,

oncologia, radiacdo e virologia, entre outras dreas da Medicina moderna. Um dos primeiros
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usos das células HelLa foi o de desenvolvimento da vacina contra o virus da poliomielite
(Scherer et al. 1953).

Por outro lado, sabe-se da existéncia de limitacdes relacionadas a utiliza¢do de
linhagens celulares derivadas de cancer humano como modelo biol6gico, uma vez que suas
adverténcias sdo bem conhecidas (Gillet et al. 2013, Borrell 2010). No entanto, esfor¢os tem
sido realizados para desenvolver protocolo padronizado e banco de dados com pesquisa publica
para autenticacdo dessas linhagens (Barallon et al. 2010). Este é um passo importante para
minimizar, se ndo para erradicar a identifica¢do errada da linha celular.

Em 2013, Landry evidenciou os primeiros relatos de forma detalhada das células
HeLa, por caracterizagdo gendmica e transcriptdmica, revelando seu impacto na expressao
génica e na fungdo celular. A segmentacdo do genoma de acordo com o seu numero de copias
revelou um nivel alto de aneuploidia e numerosas variantes estruturais, que pode ter sido
desencadado a partir da propria carcinogénese (Maher & Wilson 2012). Ao ser analisado o
perfil de expressdo génica dessa linhagem celular, vérias vias, incluindo-se o ciclo celular e o
reparo do DNA, exibiram padrOes de expressdo diferentes daqueles dos tecidos humanos
normais. No entanto, € importante ressaltar que desde 1988, aberracOes cromossOmicas
substanciais ja haviam sido revelados em células HeLLa por métodos citogenéticos (Landry
2013).

Estudos como os mencionados acima, que fornecem descri¢ao detalhada do genoma
de uma linhagem HeLa, permitem que pesquisadores possam trabalhar com vdrias dessas
linhagens garantindo a qualidade das informagdes bioldgicas derivadas dessas células. Além
das células HelLa serem utilizadas em estudos principalmente na area de biologia celular e
molecular humana (Skloot 2010), s@o também usadas em abordagens de expressdo génica
baseadas em microarray, para investigar respostas a0 meio ambiente e perturbacdes genéticas
(Murray et al. 2004, Jaluria et al. 2007, Hnilicové et al. 2011). Skloot (2010) relata ainda que
ha células HeLa cultivadas até mesmo na Estacdo Espacial Internacional que orbita nosso
planeta.

Portanto, as células HelLa continuam a ser um dos recursos bastante utilizados para
estudos bioldgicos que necessitam de células humanas de origem tumoral. Neste contexto, a
utilizacdo desta linhagem celular se fez necessaria pelo fato de que estudos propdoem o VPA
como sendo utilizado para tratamento de alguns tumores, podendo atuar ainda na retirada de
grupos metil do DNA, o que ja foi comprovado nessas células. Desta forma, se tornou
importante entender detalhadamente qual mecanismo de acdo dessa droga nessa linhagem

celular.
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6. Objetivos

1. Avaliar as frequéncias das fases de um ciclo celular de células HeLLa, bem como
entender a extensdo das mudangas no padrao de metilacdo do seu DNA ao longo dessas fases
com o tratamento pelo VPA.

2. Verificar se as mudancas promovidas pelo VPA ocorreriam somente nas células
que estao replicando o conteudo de DNA, com decréscimo da participacdo da DNMTI1 (via
passiva) ou se aconteceriam independentemente da proliferacdo, em condi¢des em que as
células estejam com o ciclo celular parado em G1, com participagdo das enzimas TETs e

intermedidrios de demetilagdo da SmC (via ativa).
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7. Materiais e Métodos

7.1 Cultura celular

Células HeLa obtidas do Instituto Adolfo Lutz (Sao Paulo, Brasil) na passagem 126,
foram originalmente adquiridas da ATCC CCL-2 (Manassas, USA) e foram utilizadas neste
trabalho nas passagens 210-230. Foram elas cultivadas em meio DMEM (Sigma®, St. Louis,
USA) suplementado com soro fetal bovino (FCS) a 10% (Cultilab®, Campinas, Brasil) e
penicilina-estreptomicina a 1% (Sigma®, 100 IU/mL e 100 pg/mL, respectivamente) sob
atmosfera a 5% de COza 37°C.

Para a andlise de imunofluorescéncia, as células foram semeadas em placas de 24
wells sobre laminulas redondas na concentragio de 5 x 10* células/mL. Para a extracdo de DNA
e RNA e para citometria de fluxo as células foram cultivadas a uma concentracio de 1,5 x 10°
células/mL em placas de 6 wells. Para o teste de citotoxicidade com ensaio MTT o cultivo
celular foi feito em placas de 96 wells cuja concentragio foi de 2 x 10° células /mL.

Ap6s o cultivo por 24 h em meio com FCS a 10%, as células ndo sincronizadas
receberam os devidos tratamentos com VPA e 5-aza-CdR ou foram sincronizadas em ensaios

separados, tratadas com as drogas e entdo coletadas nas fases Gl e S .

7.2 Determinacdo da concentracdo da lovastatina e do Acido Mevalbnico para sincronizacdo

do ciclo celular

Ensaios preliminares foram realizados a partir de adaptacdes aos protocolos de
Keyomarsi (1991), Baldin et al. (1995) Keyomarsi (1996), Javanmoghadam-Kamrani &
Keyomarsi (2008) e Ma & Poon (2011), utilizando-se lovastatina (Sigma ®) e 4cido
mevaldnico (Santa Cruz Biotechnology®, Dallas, Texas, USA), a fim de se estabelecer quais
0s tempos e concentragdes propostos por tais autores seriam ideais para se obter as células nas
fases desejadas e realizar tratamentos posteriores, sem que ocorresse citotoxicidade.

Primeiramente, verificou-se por ensaio de MTT, se as concentragdes de lovastatina
(20 uM, 30 puM, 40 uM, 60 uM, 80 uM), propostas na literatura para promover a parada de 80%
das células HeLa na fase G1, seriam citotoxicas para a célula. Apds essa verificacdo, seguiu-se
com o cultivo e na sequéncia foi adicionado meio (FCS) a 1% contendo lovastatina em

diferentes concentracdes nao citotoxicas (20 uM, 30 uM, 40 uM, 60 uM), por 24 h. Em seguida,
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o meio foi aspirado e lavou-se as células duas vezes com PBS. Elas foram entdo coletadas e
avaliadas por citometria de fluxo para determinar o seu contetido de DNA.

Ap6s a escolha da concentracao ideal de lovastatina, as células foram tratadas como
descrito anteriormente e apds as 24 h de tratamento com a lovastatina (20 uM) o meio foi
aspirado, lavou-se entdo as células duas vezes com PBS e adicionou-se meio fresco DMEM
(FSC 10%) suplementado com 4cido mevaldnico 6 mM. As células foram colhidas em
incrementos de tempo de 4 h apds a adicdo do acido mevaldnico (até 2 vezes o tempo de
duplicagdo) e a taxa de sintese do DNA foi medida por citometria de fluxo, a fim de verificar

qual dos tempos seria ideal para fornecer o maior nimero de células na fase S.

7.3 Sincronizagdo para obtengdo das células nas fases de G1 e S

A partir da determinagdo da concentragdo ideal para que o ciclo celular fosse parado
em G1, as células foram plaqueadas inicialmente e logo depois cultivadas em meio FCS fresco
a 1% contendo lovastatina a 20 pM durante 24 h (Javanmoghadam-Kamrani & Keyomarsi
2008, Ma & Poon 2011).

Em outro ensaio o mesmo procedimento foi seguido e logo apds lavaram-se as
células com PBS e estas foram induzidas a continuar no ciclo celular através da substituicdo do
meio por FCS a 10 %, contendo dcido mevaldnico a 6 mM por 18 h, a fim de que fossem
coletadas células na fase S (Ma & Poon 2011).

Para ambas condig¢des, tanto para obter células paradas em G1 ou células na fase S,
durante cada procedimento, as células receberam tratamento com VPA e 5-aza-CdR e

procedeu-se com o tipo de anélise desejada.

7.4 Tratamentos com VPA e 5-aza-CdR

Tanto as células ndo sincronizadas como aquelas que estavam paradas na fase G1
foram tratadas com &cido valproico (VPA) (Sigma®) na concentragdo de 1 mM e 20 mM por
4 h. Além disso, elas receberam o tratamento com VPA (1 mM) por 4 h e voltaram a serem
cultivadas em meio sem a droga por 24 h. Tratamento com 5-aza-CdR (Sigma®), na
concentracdo de 5 uM por 28 h, foi utilizado como controle positivo de demetilacio de DNA.

Todas essas condi¢cdes foram comparadas a controles crescidos na auséncia da droga.
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Para as células sincronizadas e coletadas na fase S, os tratamentos foram realizados
com VPA 1 mM e 20 mM por 4 h, e com 5-aza-CdR, na concentra¢do de 5 uM por 18 h, além

de serem usados controles para todos os tempos em auséncia das drogas.

7.5 Ensaio MTT de citotoxicidade

O ensaio de MTT foi realizado a partir de adaptacdes do protocolo de Denizot &
Lang (1986). As células plaqueadas, foram incubadas em estufa a 5% de CO2 por 24 h. Apés
esse periodo elas receberam seus devidos tratamentos (controles 4, 28 e 48 h; VPA 1,0 e 20
mM por 4 h; VPA 1 mM por 4 h seguindo-se cultivo em meio sem a droga por 24 he 48 h e 5-
aza-CdR 5 puM por 28 h). Na sequéncia, os tratamentos foram interrompidos por inversdo da
placa e foram adicionados 10 pL de solu¢ao de MTT diluida em PBS em meio DMEM com
concentracao de 0,5 mg/mL.

A placa foi novamente incubada por 3 h a 37°C com 5% de CO,. Posteriormente, o
MTT foi cuidadosamente removido e foram adicionados em cada pogo 100 uL. de DMSO. A
placa foi agitada vagarosamente por 10 min a fim de garantir a solubilizacdo do azul de
formazan. Foi utilizada a leitora de placas multi-modal, Cytation™ (BioTek Instruments,
Winooski, Vermont, EUA) disponibilizada pelo Laboratorio de Interacdes Nanoparticulas-
Células, do Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas (Brasil). Para medir a
densidade Optica em cada poco, utilizou-se o comprimento de onda teste de 560 nm e o de
referéncia de 690 nm. A utilizacdo da leitura de um comprimento de onda de referéncia (690nm)
€ de grande importéncia, pois segundo Denizot & Lang (1986) quando este € subtraido da leitura
da densidade 6ptica em 560 nm, ocorre a correcao de artefatos como arranhdes no fundo dos

pocos, uma vez que o formazan ndo é absorvido em 690 nm.

7.6 Citometria de fluxo

Para se determinar os tempos e concentracdes das drogas necessdrias para
sincronizagdo e analisar a distribuicao das fases do ciclo celular de células ndo sincronizadas
tratadas com as drogas, o perfil do ciclo celular foi avaliado através da técnica de citometria de

fluxo, conforme proposto por Bértové et al. (2005). Para isso, as células coletadas foram lavadas
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duas vezes em PBS e fixadas durante 30 min em etanol a 70% (-20°C). Apds repetidas lavagens
com PBS, utilizou-se 10 pg/mL de iodeto de propidio (PI) (Sigma ®) diluido em solugdo de
Vindel [1 mM Tris-HCI (pH 8.0); 1 mM NaCl; 0.1% Triton X-100; 10 pg/ml RNase A] por 30
min a 37°C, para anélise do contetiido de DNA.

As células imunomarcadas aos niveis de SmC e 5ShmC sincronizadas (fase G1 e S)
e ndo sincronizadas, tiveram o perfil do seu ciclo celular também avaliado através da citometria
de fluxo, porém foram utilizadas adaptacdes no protocolo de Milutinovic et al. (2003) como
referéncia. Em resumo, as células foram lavadas com PBS suplementado com 0,1% de Tween
20 e 1% de albumina de soro bovino (PBST-BSA), fixadas com paraformaldeido a 0,25% a
37°C durante 10 min e 88% de metanol a -20°C durante 30 min. Depois de duas lavagens com
PBST-BSA, as células foram tratadas com HCl 2 N a 37°C por 30 min.

Para neutralizar a reagdo com o HCI, foi utilizada a solu¢do tampao borato de sédio
0,1 M (pH 8,5) por 5 min. As células foram, entdo, bloqueadas com 10% de BSA (Sigma ®)
em PBST-BSA durante 20 min a 37°C. Em seguida foram incubadas com anticorpo primario
anti-5-mC (mouse) (Sigma®, 1:200) e anti-ShmC (rabbit) (Active Motif®, Carlsbad, EUA, 1:
2000) em solugdo de bloqueio, overnight, a 4°C e protegidas da luz, seguidas de extensas
lavagens com PBS e incubacdo com anticorpo secunddrio conjugado ao FITC, anti-mouse
(Sigma®, 1:50 diluido em BSA 1%) e Alexa-Fluor 488 anti-Rabbit (Life Technologies®
Carlsbad, EUA) (1: 1000) por 1 h no escuro; o PI (40 pg/mL) com 10 pg/ml RNase foi incluso
por 30 min apds a lavagem do anticorpo secunddrio, para permitir andlise do ciclo celular.
Finalmente, as células foram lavadas trés vezes e ressuspensas em PBS para serem analisadas
por citometria de fluxo.

O perfil do ciclo celular foi determinado com um citdmetro de fluxo FACS Canto
I (BD Biosciences, San José, Califérnia) o qual é acoplado ao software BD FACS Diva™
localizado no Laboratdrio Central de Tecnologias de Alto Desempenho em Ciéncias da Vida
(LaCTAD) da Universidade Estadual de Campinas, Brasil.

As andlises foram realizadas conforme descricio em Desjobert er al. (2015).
Brevemente, visando a exclusdo de debris e agregados ou células mortas, as células foram
avaliadas em dot-plot FSC/SSC. Posteriormente, a quantificacdo da fluorescéncia foi baseada
nas médias de intensidade de fluorescéncia (mfi). Uma razao foi calculada através da propor¢ao
entre a intensidade de 5SmC ou ShmC e o contetido de DNA. Para andlise do ciclo celular foi
utilizado o ModFit LT™ (Fig. 2 a,b,c) disponibilizado pelo Centro de Hematologia e
Hemoterapia (Hemocentro, Universidade Estadual de Campinas, Brasil), para quantificag¢do de

5SmC e ShmC utilizou-se o software FlowJo® (Fig. 2 d,e.f).
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Figura 2. Andlise da distribuicdo das fases no ciclo celular e quantificacdo de SmC e ShmC, utilizando-
se os softwares ModFit LT™ (A, B, C) e FlowJo® (D, E, F). As células tratadas, coradas com PI foram
selecionadas de acordo com seu FSC e SSC (A e B), utilizou-se entdo a escala de PI para determinar
as fases do ciclo (C). Para quantificar o conteido de SmC e ShmC as células foram marcadas com
anticorpo anti-5mC ou anti-ShmC antes da coloracio do DNA com iodeto de propidio (PI). Elas
também foram selecionadas de acordo com FSC X SSC (D) e utilizou-se a escala de PI para determinar
as fases do ciclo celular (E), que foram combinadas com o conteido de SmC (F) ou ShmC. A média
das intensidades de fluorescéncia (mfi) de SmC ou ShmC foi obtida em cada fase do ciclo (PI).

7.7 Quantificac¢do de 5-metilcitosina (5mC)

Em células paradas na fase G1 e na fase S do ciclo celular o DNA gendmico foi
extraido usando-se o kit QIAamp DNA mini (Qiagen®, Hilden, Alemanha) e quantificado,
usando o equipamento Nanodrop 2000 (Thermo Scientific®, Carlsbad, EUA). Concomitante a
andlise de concentracdo, encontrou-se uma propor¢do nos comprimentos de ondas 260/280 nm
de aproximadamente 1,8 para as amostras, indicando a pureza da extracdo, de acordo com o
fabricante. Quantidades iguais do DNA extraido (100 ng) foram utilizadas por amostra no kit
de ELISA de 5-metilcitosina no DNA (Zymo®, Irvine, EUA). A quantificacdao de SmC foi

realizada de acordo com as instrugdes do fabricante.
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7.8 Ensaio de Imunofluorescéncia para SmC, 5ShmC, 5caC e 5fC

Para células HeLa plaqueadas sobre laminulas de vidro, sincronizadas e coletadas
na fase S, adicionou-se bromo-desoxiuridina 10 mM (BrdU, Sigma ®) ao meio durante 1 h a
37°C. Logo apds, as células foram fixadas em metanol absoluto a -20°C por 10 min, lavadas
em PBS e submetidas a hidrdlise por 1 h em solu¢do de HC1 2 N a 37°C. Ap6s duas lavagens
em tampao borato (dcido bérico 100 mM, NaCl 75 mM e tetraborato de sédio 25 mM, pH 8,5),
as preparagdes foram bloqueadas com 1% de albumina de soro bovino (BSA) em PBS durante
30 min.

As células foram incubadas com anticorpos primarios anti-SmC (Sigma®, 1:100),
anti-ShmC (Active Motif®) (1: 2000), em solu¢do de bloqueio overnight, a 4°C e protegidas da
luz, seguido por extensas lavagens em PBS. Para SmC foi utilizado o anticorpo secundario anti-
mouse conjugado ao Alexa-Fluor 647 (Life Technologies®) (1: 250); ja para o ShmC utilizou-
se 0 anti-rabbit conjugado também ao Alexa-Fluor 647 (Life Technologies®) (1: 1000).
Ambos foram incubados durante 1 h, no escuro. Por fim, realizou-se a incubagdo com anti-
BrdU-FITC (1:50, Abcam, Cambridge, Reino Unido) por 1 h no escuro.

As células cujo ciclo celular estava parado em G1 também foram imunomarcadas
conforme relatado acima, entretanto, ndo se utilizou o anti-BrdU. Os anticorpos utilizados
foram o anti-5SmC e anti-5ShmC conforme relatado acima, além de anti-5caC (rabbit)
(Diagenode®, Liege, Belgium) (1:500) e anti-5fC (rabbit) (Active Motif®) (1:500) também em
solugdo de bloqueio overnight a 4°C, protegidos da luz. Como anticorpo secundario foi utilizado
anticorpo anti-rabbit conjugado ao Alexa-Fluor 647 (1: 1000) por 1 h no escuro.

As amostras foram analisadas em microscopio confocal Leica TCS SP5 II
(Wetzlar, Alemanha), no Laboratério Central de Tecnologias de Alto Desempenho (LaCTAD)
da Universidade Estadual de Campinas (Brasil). As imagens foram capturadas para cada
condicdo em parametros idénticos e quando necessdrio utilizou-se o plugin de trama de

superficie 3D interativa do software ImageJ (NIH, Bethesda, EUA).
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7.9 PCR em tempo real quantitativo para DNMTI1 E TETs.

Para a anélise da expressdo génica, as células tratadas com as drogas e coletadas na
fase G1 e S foram submetidas ao isolamento de RNA total usando-se o mini-kit RNeasy
(Qiagen®) seguido da producdo de cDNA usando-se o kit de transcri¢do reversa de cDNA
(Qiagen®). O equipamento Nanodrop avaliou a qualidade do RNA isolado. As placas de reacdo
de RT-PCR foram preparadas usando-se o Kit QuantiNova Probe PCR (Qiagen®), o cDNA
produzido e TagMan Gene Expression Assay para DNMT1 (Hs00945875_ml), TET1
(Hs00286756_m1), TET2 (Hs00325999_m1) e GAPDH (Hs02758991_gl) como controle
endogeno. A reacdo de PCR foi realizada no Applied Biosystems 7500 Real Time PCR
(Applied Biosystems®) e os valores do limiar de ciclo (Ct) foram calculados com base em
experimentos realizados em triplicata e normalizados em relag¢do ao gene de controle endégeno

GAPDH.
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8. Resultados

8.1 Sensibilidade das células HeLa aos tratamentos com VPA e 5-aza-CdR

Os resultados obtidos com o ensaio MTT nao indicaram alteracdo significante da
viabilidade celular para todos os tratamentos utilizados, nos quais as células foram tratadas por
4 h com VPA ou com retorno ao meio sem a droga por 24 h ou 48 h bem como com 5-aza-CdR
por 28 h (Fig.3). Para ensaios posteriores optou-se por se excluir o tratamento de 4 + 48 h e seu

respectivo controle, uma vez que essa condi¢do ndo se mostrou necessaria.

120 7

I
100- I ] i i

0

o)
(=]
1

Cell Viability (%)
2

Y
o
L

Control 1 mM VPA 20 mM VPA Control 1mMVPA 5-aza-CdR  Control 1 mM VPA
(4 h) (4 h) (4 h) (28 h) (4424 h) (28 h) (52 h) (4 +48 h)

Figura 3. Viabilidade celular determinada com ensaio MTT. Ao tratamento das células com VPA
seguiu-se ou ndo cultivo por 24 h e 48 h em auséncia da droga. Para anélise dos resultados foram
realizados o teste t de Student. Os dados representam as médias e desvio padriao de quatro experimentos
independentes.

8.2 Determinagdo da concentragdo de lovastatina necessdria para inibigdo da sintese de DNA

a partir do ensaio de viabilidade celular e andlise das fases do ciclo celular em células HelLa

Os dados obtidos a partir do ensaio de MTT indicam que ap6s tratamento por 24 h
com vdrias concentragdes de lovastatina, droga utilizada para parar o ciclo celular em Gl1, a
viabilidade celular se tornou reduzida significantemente apenas quando a concentra¢ao
utilizada foi de 80 uM (Fig. 4 A). Esta reducao foi de 25% em relacdo ao respectivo controle.
Também foram realizados ensaios referentes as fases do ciclo celular por citometria de fluxo, a

fim de averiguar quais das concentracdes com efeito nao citotoxico seriam capazes de promover
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parada no ciclo celular com no minimo 80 % das células em G1, conforme proposto na literatura
(Keyomarsi, 1996). Portanto, apds o tratamento das células com lovastatina e andlises da
distribuicao do ciclo celular por citometria de fluxo, constatou-se que a concentracao de 20 uM
¢ suficiente para se obter porcentagem de células em G1, uma vez que, mesmo aumentando a
concentracdo dessa droga o numero de células em G1 ndo foi proporcionalmente aumentado
(Fig. 4 B, C). Diante disso e apoiando-se em outros trabalhos ja publicados (Ma & Poon 2011,
Kamrani & Keyomarsi 2008) optou-se por utilizar como padrdo a concentragao de 20 uM por

24 h para promover a sincroniza¢do dessas células.
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Figura 4. Viabilidade celular apés o tratamento com lovastatina (Lov) determinada com ensaio
MTT (A) e distribuicao das fases do ciclo celular com utilizacao da citometria de fluxo (B, C). Os
dados de média e erro padrao sdo representativos de um total de trés experimentos independentes para
ambas condigdes. *P < 0,05 comparado ao grupo controle (A).

8.3 Determinagcdo da duracdo de tratamento com dcido mevalonico para promogdo da

sincronizagdo de células com maior porcentagem na fase S.

Apds o tratamento das células com lovastatina, ela foi substituida por meio
contendo acido mevalodnico, a fim de promover a retomada do ciclo celular. As células foram
colhidas em incrementos de tempo de 4 h apds a adicdo do dcido mevalonico (até 2 vezes o
tempo de duplicacdo) e a taxa de sintese do DNA foi medida por citometria de fluxo. O tempo
ideal para obten¢do do maior numero de células sincronizadas na fase S foi no intervalo de 16
h a 20 h (Fig. 5). Apds esse periodo iniciou-se uma diminui¢do na frequéncia de células na fase

S e aumento na fase G2, sendo assim um indicativo de saida das células da fase S e entrada em
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G2. Portanto o tempo padrao escolhido para coletar a maior porcentagem de células na fase S

foiode 18 h.
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Figura 5. Determinaciio do tempo para obtencio de células sincronizadas na fase S. O meio de
cultura fresco contendo 4cido mevalonico (6 mM) foi adicionado em tempo zero. O niimero de células
em cada fase do ciclo foi determinado por citometria de fluxo. Os experimentos foram realizados em
duplicatas e repetidos 2 vezes.

8.4 Distribuicdo das fases do ciclo celular apds tratamento das células HelLa com VPA e 5-

aza-CdR

A distribuicdo das frequéncias das fases G1, S e G2 do ciclo celular mostrou
aumento no numero e na porcentagem de células na fase G2 em resposta aos tratamentos com
VPA e 5-aza-CdR (Fig. 6 - I e II). Tal aumento foi influenciado, ainda mais, em condi¢des de

maior concentracao do VPA (Fig. 6 - 1 C e II).
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Figura 6. Efeitos do VPA e de 5-aza-CdR sobre as fases do ciclo celular de células HeLa, avaliados
por citometria de fluxo. Sao apresentadas as frequéncias absolutas ( I ) e relativas (II) das diferentes
fases do ciclo apds tratamento com VPA e 5-aza-CdR. Ao tratamento das células com VPA seguiu-se
ou nao o cultivo por 24 h em auséncia da droga.
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8.5 Contetido de 5mC ao longo do ciclo celular difere apds tratamento das células HelL.a com

VPA e 5-aza-CdR

A figura 7 evidencia uma diminui¢@o no contetido de SmC nas fases G1, S e G2 em
células HelLa ndo sincronizadas tratadas com VPA. J4 o tratamento com 5-aza-CdR promoveu

a diminuig¢do significativa de SmC apenas nas fases S e G2.
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Figura 7. Variacao no contetido de SmC conforme a fase do ciclo celular e tratamentos, em células
Hel.a nio sincronizadas: analise por citometria de fluxo. As células foram analisadas pelo seu
contetdo de SmC de acordo com o estado do seu ciclo celular. Os dados de SmC/DNA foram calculados
a partir da média das intensidades de fluorescéncia (mfi) de SmC vs. iodeto de propideo (PI). Este dltimo
expressa o conteido de DNA das células. O teste t de Student indicou diferenca significativa em P <

0,05 para tratamentos em compara¢do com os controles de 4 h (*, 4.,§) e com o controle de 28 h
(¢ & .§$) em diferentes fases do ciclo.

8.6 VPA e 5-aza-CdR induzem demetilacdo do DNA em diferentes etapas do ciclo, em células

Hel.a sincronizadas

Os niveis de 5SmC foram reduzidos em células HeLa apos a exposi¢ao por 4 h ao
VPA em diferentes concentracdes, tanto em células com ciclo celular parado em G1 quanto em

células proliferativas (coletadas na fase S). Entretanto o tratamento dessas células com a 5-aza-
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CdR s6 promoveu reducdo de 5mC das células em replicacdo. Tais resultados foram

demonstrados tanto por ensaios de ELISA (Fig. 8 A) quanto por citometria de fluxo (Fig. 8 B).
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Figura 8- Niveis globais de 5SmC do ciclo célular de células HeLa sincronizadas, avaliados por
ensaio de ELISA ( A) e citometria de fluxo ( B ). O teste t de Student indicou diferenca significativa
ao nivel de *P <0,05 (* ,¢.# &) para células tratadas com VPA em comparacido com os controles de
4 h (*), (&) fase Gl e S, respectivamente. J4 o tratamento com 5-aza-CdR (18 h) promoveu a
diminuigdo significativa de SmC somente em células coletadas na fase S (& ).
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O intermedidrio da via ativa de demetilacdo (ShmC) também foi avaliado em células na
fase G1 e S por citometria de fluxo. Nos tratamentos com VPA os niveis de ShmC aumentaram
significativamente nas duas condi¢des (células com o ciclo parado e células proliferativas). Ja
o tratamento das células com 5-aza-CdR o aumento nos niveis de ShmC ocorerram somente em

células proliferativas (Fig. 9).
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Figura 9. Conteido de 5hmC em células sincronizadas, paradas na fase G1, e células
proliferativas, coletadas na fase S. As células foram analisadas quanto ao seu contetido de ShmC
utilizando-se citometria de fluxo. Os dados foram calculados a partir da média das intensidades de
fluorescéncia (mfi) dos sinais para ShmC em que o anticorpo secundério foi conjugado com Alexa 488.
O teste t de Student indicou diferenga significativaem *, ¢, ¢ ¢ P <0,05 comparado ao grupo controle.
Os dados sdo representativos de um total de dois experimentos independentes.

8.7 Os niveis de transcritos para os genes envolvidos nas vias de metilagdo e demetilagdo da
citosina do DNA foi afetado pelo VPA e pela 5-aza-CdR em diferentes momentos do ciclo

celular

Os resultados apresentados até agora indicaram o papel para o VPA como indutor
de processos ativos de demetilacdo de DNA (independente da proliferacdo celular). As drogas
estudadas modularam a expressio dos genes de trés enzimas diretamente envolvidas na
dinamica de derivados da citosina metilada, DNMT1, TET1 e TET2 em diferentes momentos
do ciclo celular. Em células HeLa cujo ciclo celular estava estacionado na fase G1 e em células
proliferativas, coletadas na fase S, os niveis de mRNA da DNMT1, envolvida na manuten¢do

da metilagdo do DNA, foi significativamente reduzido, apds tratamentos de 4 h com VPA ImM
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e 20 mM. J4 a 5-aza-CdR s6 promoveu alteracdo na expressdo da DNMT1 em células
proliferativas (coletadas na fase S) (Figs. 10 A e D). Para as mesmas condi¢des do ciclo celular,
apenas células tratadas com VPA levaram a um aumento significativo nos niveis de mRNA de
TET1 e TET2 em comparagdo aos controles. A 5-aza-CdR ndo promoveu mudanga significativa
na expressdao génica para os genes que estdo envolvidos na demetilacao ativa (Fig. 10 B, C e
E). Um achado inesperado foi encontrado em células na fase S, quando a menor concentracao
de VPA (1 mM) promoveu maior redugao na expressao da DNMT1 em comparagdo a resposta

com a concentracdo mais elevada (20 mM) (Fig. 10 D).
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Figura 10. Expressao génica de DNMT1, TET1 e TET2 em células Hel.a apds sincronizacio e
exposicao ao VPA e 5-aza-CdR. Os dados foram obtidos a partir da andlise de RT-PCR e normalizados
ao controle endégeno GAPDH. As diferencas significativas ao nivel de P <0,05 (*) para tratamentos
em comparagdo com os controles de 4 h ou ( 4) para controle de 18 h foram avaliadas pelo teste t de
Student. Os dados sdo representativos de um total de trés experimentos independentes.



45

Resultados

8.8 Os niveis da abunddancia de 5-metilcitosina (5mC) diminuiram em células HeLa
sincronizadas, coletadas na fase Gl e S apds o tratamento com VPA, evidenciados em

imunofluorescéncia

Tanto em células paradas na fase G1 (Fig. 11) quanto em células proliferativas (Fig.
12) o teste de imunofluorescéncia para SmC demonstrou que o tratamento com VPA promoveu
diminui¢ao na abundancia de metilacio do DNA em células HeLa. A intensidade da perda de
sinal foi maior com a maior concentragdo de VPA em ambas fases do ciclo, sugerindo que o
VPA provoque uma resposta dose-dependente. A diminuicao de SmC em resposta a 5-aza-CdR
foi detectado apenas em células proliferativas (Fig. 12). E importante ressaltar que em todos os

casos, as fotografias foram obtidas sob as mesmas condicdes para cada grupo.

Control 4 h 1 mM VPA4h 20 mM VPA 4 h

Control 28 h 1 mM VPA4+24h 5-aza-CdR 28 h

Figura 11. Sinais de imunofluorescéncia para SmC do DNA em células HeLa nao proliferativas,
tratadas com VPA e 5-aza-CdR, coletadas na fase G1. O tratamento com VPA induziu diminui¢io
na abundancia de SmC nos nucleos em comparacio com controle nio tratado. As células foram tratadas
com Lovastatina, para parar o ciclo na fase G1 e a seguir com as drogas. O anticorpo secundéario foi
conjugado ao Alexa-Fluor 647. A barra de escala indica 20 um. As imagens sao representativas de um
total de dois experimentos. As imagens da intensidade de fluorescéncia tambem sdo mostradas usando
o ImageJ 3D plugin software. A unidade arbritdria sdo baseadas na escala de intensidade de 8 bits (0—
110).
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Control 4 h

1 mM VPA4h

20mM VPA4 h

Control 18 h

5-aza-CdR 18 h

Figura 12. Abundancia de 5SmC em células HeLa na fase S, tratadas com VPA e 5-aza-CdR. Houve
alteracdo na abundancia de 5SmC para células tratadas em comparacdo com o respectivo controle. As
células sincronizadas e tratadas com as drogas foram pulsadas durante 1 h com 10 mM de BrdU. DNA
em sintese evidenciado com FITC (verde), SmC evidenciada por Alexa 647 (ptrpura). A barra de escala
indica 25 pm.
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8.9 VPA e 5-aza-CdR induzem aumento nos niveis de ShmC quando consideradas diferentes

fases do ciclo celular de células HelLa sincronizadas

Inicialmente, buscou-se determinar as mudancas nos padroes de ShmC em células paradas e
em proliferacdo, mediante o tratamento com o VPA, utilizando a 5-aza-CdR apenas como
controle. Observou-se aumento nos niveis de ShmC em células paradas em G1 (Fig. 13) e
proliferativas (Fig.14), ap6s o tratamento com VPA. Um achado inesperado foi o aumento do
contetido de ShmC em células tratadas com 5-aza-CdR, em condicdes replicativas (Fig. 14),
nos levando a repensar a atuacdo dessa droga por intermédio da via de demetilagc@o passiva,
proposta por muitos autores, uma vez que esse tratamento promoveu alteragdo em um dos
intermedidrios da via ativa (ShmC). Os graficos 3D de imagens representativas foram plotados
usando o software Image J para demonstrar as mudancas observadas no perfil de ShmC

(Fig.13).

Control 4 h VPA1lmM 4h VPA 20 mM 4 h

Control 28 h VPA 1 mM 4424 h S-aza-CdR 28 h

Figura 13. O efeito do VPA e 5-aza-CdR sobre ShmC em células com o ciclo celular parado em
G1. Os tratamentos com VPA induziram aumento nos niveis globais de ShmC em comparagdo com
controle ndo tratado; jd em resposta a 5-aza-CdR as células ndo apresentaram nenhuma alteracdo. ShmC
estd evidenciada por Alexa 647 (vermelho). A barra de escala indica 20 um. As imagens sao
representativas de um total de dois experimentos. Os graficos 3D tracados das respectivas imagens
representativas revelaram intensidade de fluorescéncia com base em uma escala de intensidade de 8 bits
(0-110).
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Control 4 h

1 mM VPA 4h

20 mM VPA 4h

Control 18 h

5-aza-CdR 18 h

Figura 14. Abundancia de imunofluorescéncia para ShmC em células Hel.a sincronizadas,
tratadas com VPA e 5-aza-CdR e coletadas na fase S. Os tratamentos com VPA e 5-aza-CdR
induziram aumento na abundancia de ShmC em compara¢do com controle ndo tratado. As células,
foram sincronizadas, tratadas com as drogas e pulsadas durante 1 h com 10 mM de BrdU. DNA em
sintese evidenciado com FITC (verde). ShmC evidenciada por Alexa 647 (vermelho). A barra de escala
indica 50 um. As imagens sio representativas de um total de dois experimentos.



49

Resultados

8.9.1 VPA e 5-aza-CdR ndo provocam mudangas visivelmente detectdveis na abundancia de

5fC e 5caC

Control 4 h 1 mM VPA4h 20 mM VPA 4 h

Control 28 h 1 mM VPA4 +24h 5-aza-CdR 28 h

Control 4 h 1 mM VPA 4 h 20 mM VPA 4 h

Control 28 h 1 mM VPA4+24h 5-aza-CdR 28 h

Figura 15. Sinais de imunofluorescéncia para 5fC (I) e 5caC (II) em células HeLa nao
proliferativas, tratadas com VPA e 5-aza-CdR e coletadas na fase G1. Nenhuma alteracio visivel
foi observada para ambos derivados de citosina metilada quando comparado ao controle ndo tratado. O
anticorpo secunddrio foi conjugado com Alexa 647. A barra de escala indica 20 um (I) e 25 um (II).
As imagens sao representativas de um total de dois experimentos.
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9. Discussao

Virios sdo os mecanismos de acdo do VPA, seja atuando como inibidor de HDAC
(Milutinovic et al. 2007, Dong et al. 2010, Wang et al. 2010), seja na demetilacdo global do
DNA (Veronezi et al. 2017), ou ainda na metilagdo e/ou demetilagc@o de histonas (Tung & Winn
2010, Marinova et al. 2011, Ganai et al. 2015), contribuindo para processos de remodelac¢ao da
cromatina (Felisbino et al. 2011). O mecanismo referente a remog¢ao de SmC do DNA ¢ ainda
pouco compreendido (Barreto et al. 2007, Thomson et al. 2013). E nessa perspectiva que o
presente trabalho se insere, objetivando investigar por quais vias, ativa ou passiva, ocorreria a
perda de SmC do DNA, induzida por VPA, em células HeLa. Para tal, estudou-se esse processo
ao longo do ciclo celular, ou melhor, em condi¢des comparativas entre células cujo ciclo se
encontrava parado na fase Gl e células proliferativas, coletadas na fase S. Como etapa
preliminar de estudo, buscou-se compreender a dinamica de acdo do VPA sobre a demetilagdo
do DNA em diferentes fases do ciclo celular. Foram assim investigados os efeitos do VPA na
proliferacdo celular e na progressao do ciclo celular de células HeLa.

Embora existam relatos de que o VPA induza inibi¢do da viabilidade celular (Han
et al. 2013) e supressdo da proliferacao em células HelLa (Tsai et al. 2013, Feng et al. 2016),
nas condicdes experimentais do presente estudo nio se detectou reducao na viabilidade celular.
Admite-se que isso se deva aos tratamentos mais curtos pelo VPA realizados na presente
investigacdo (1 e 20 mM por 4 h), enquanto nos experimentos de Han et al. (2013) as células
HeLa foram tratadas com VPA 4 a 10 mM por 24 h ou 72 h e nos estudos de Tsai et al. (2013)
e Feng et al. (2016) as células foram tratadas com VPA 1 mM e 2,5 mM por 72 h. Ainda,
segundo Tsai et al. (2013), o VPA promove mais efeitos sobre a progressdo do ciclo celular do
que sobre a proliferacao celular, mesmo com o tratamento por 72 h, o que se confirmou com
os resultados obtidos apds o tratamento curto aqui realizado. O fato de ndo ocorrer inibi¢ao da
sobrevivéncia celular com o tratamento por 5-aza-CdR 5 uM (conhecido controle de
demetilagdo passiva do DNA) por 28 h, pode estar respaldado em fato semelhante relatado para
células HeLa tratadas com esta droga nas concentracdes de 0,05 uM a 10 uM por periodo mais
longo (48 h), somente acontecendo reduc¢do quando as células eram tratadas acima de 10 dias

com doses > 1 uM (Palli et al. 2008).
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Mesmo ndo se observando inibicdo no crescimento celular nas doses e tempo de
tratamento pelo VPA testados, identificou-se que o0 mesmo exerce efeito sobre a progressao do
ciclo celular, atuando com retencao das células na fase G2 de modo dose-dependente. Ao se
retornar as células tratadas por 4 h com VPA, ao meio sem droga por mais 24 h nio se observou
alterac@o no ndmero de células na fase G2, confirmando que a atuacdo do VPA resulta numa
parada reversivel do ciclo celular, de modo semelhante ao proposto para células de cancer de
mama (Marchion et al. 2005). Para 5-aza-CdR ja foi demonstrado que promova parada na fase
G2 do ciclo de células HelLa, quando foram usadas concentragdes acima de 1 uM a curto ou
longo prazo (Palli et al. 2008).

Em outros estudos ha relatos de que células HeLa tratadas por 24h com VPA nas
concentracdes de 1 a 3 mM tiveram parada na fase G1, enquanto o VPA 10 mM induziu parada
em fase G2 /M (Han et al. 2013). Em trés linhagens de céincer cervical de diferentes origens
moleculares e genéticas observou-se em células HeLa (1 mM, 2,5 mM e 5 mM) e CasKi (5
mM) que o VPA induzia parada em G1 enquanto em células HT-3 (2,5 mM) a indug¢do ocorria
na fase G2 (Feng et al. 2016). Em 2013 Tsai et al. observaram haver em células HeLa tratadas
com VPA 4 mM por 72 h, um aumento de células na fase G2. Destaca-se, pois, que os efeitos
do VPA no ciclo celular de células HeLLa mostram-se diferentes frente a diferentes condi¢des
experimentais. Sugere-se entdo, que o VPA atue por diferentes mecanismos na promog¢ao de
parada no ciclo, dependendo do tipo celular, da dose e do tempo de tratamento com a droga.

Nos estudos sobre ciclo celular, a sincronizacdo da fase celular € geralmente
necessdria para se obter populacdes de células sincronizadas enriquecidas em diferentes fases.
Virios métodos tém sido propostos para sincronizagdo, sendo um deles o que utiliza a
lovastatina, recomendado por reter muitos tipos de células na fase G1 (Shen et al. 2013,
Keyomarsi 1996). Apds a verificagdo por teste MTT de quais concentragdes dentre as propostas
na literatura, para promover a sincronizacao das células HeLLa em G1, causariam citotoxicidade,
deu-se continuidade as andlises excluindo-se a concentracao citotoxica de 80 uM. Essa anélise
se fez necessdria porque, embora a lovastatina seja uma ferramenta bioquimica muito boa para
sincronizar um nimero de diferentes linhagens de células, a sua aplicacdo para cada uma delas
deve ser avaliada uma vez que essa droga pode induzir apoptose (Javanmoghadam-Kamrani &
Keyomarsi 2008).

Usando-se a citometria de fluxo para verificar a porcentagem de células na fase G1,
apo6s tratamento com diferentes concentracdes de lovastatina, viu-se que essa frequéncia ndo
aumentava proporcionalmente com a concentragdo da droga, concluindo-se que a concentragao

ideal para a obtencao de células sincronizadas em G1 era de 20 uM por um periodo de 24 h, o
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que proporcionou 84% de células nessa fase. Segundo Keyomarsi (1996), a concentracdo da
lovastatina e a durag@o do tratamento de células que resultam em sincronizagdo € determinada
por monitoramento da taxa maxima de inibicdo da sintese de DNA em um minimo de
concentracdo da droga, pois se esse tratamento for estendido, pode resultar em citotoxicidade
ou apoptose em alguns tipos célulares.

A adi¢do de mevalonato no meio de cultivo de células tratadas com lovastatina foi
necessdria para inverter os efeitos inibidores de crescimento pela lovastatina (Keyomarsi 1996).
Ap6s essa adicao, a sintese de DNA foi retomada depois de um periodo de laténcia de 12-14 h.
As 16 h e 20 h apés a dessincronizagio em fase G1, a propor¢io de células na fase S atingiu
um nivel maximo para células HeLa. Esse periodo foi o mesmo j4 relatado para células HEC-
1-A e células JEC (Shen et al. 2013). Na sequéncia ocorreu uma diminui¢do na frequéncia de
células da fase S e aumento na fase G2, sendo um indicativo de saida das células da fase S e
entrada em G2. A partir desses resultados, foi padronizada a sincronizagdo das células HeLLa na
fase G1, tratando-as com lovastatina 20 uM por 24 h. Para se obter as células sincronizadas em
S, foi adicionado o 4cido mevaldnico e coletadas as células apds 18 h de tratamento, uma vez
que esse tempo se insere no intervalo ideal para obtencdo da maior quantidade de células nessa
fase.

Foi demonstrado no presente trabalho que em células HelLa o VPA tem um papel
fundamental na demetilagdo do DNA por via ativa, conforme havia sido proposto por Veronezi
et al. (2017) que utilizaram células ndo sincronizadas. Apds a sincronizacdo celular e
tratamentos com VPA como realizados no presente trabalho, comprovou-se aumento da
expressao dos genes para TET1 e TET2, bem como, diminui¢do na abundancia de SmC e
aumento dos niveis de ShmC, intermedidrio que estd relacionado com essa via, confirmando tal
mecanismo molecular. Tais fatos ocorreram mesmo com o bloqueio da proliferacdo celular.
Além disso o VPA também alterou diminuindo, o perfil de expressdo da DNMT1, enzima
referente a via passiva de demetilacio do DNA, o que € um argumento contra a ocorréncia de
demetilacdo somente por uma via ativa.

A reducdo significativa nos niveis de SmC com o tratamento por VPA em células
nao proliferativas e células em replicacao foi visualizada por imagens de imunofluorescéncia,
bem como por andlise da metilacio global do DNA baseado em Elisa e por meio da
quantificac@o de resultados obtidos p6s citometria de fluxo, este tltimo sendo utilizado também
para andlise de SmC em células ndo sincronizadas. Concomitante a esses achados, observou-se
o aumento na abundancia de ShmC nessas mesmas condi¢Oes do ciclo celular, utilizando-se

citometria de fluxo e imagens de fluorescéncia.
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Os resultados aqui relatados de que o VPA induz a demetilacio do DNA nas células
nio replicantes de maneira dose-dependente, também foram reportados em estudos que
envolveram a transfec¢do transiente de plasmideos metilados no interior celular, os quais
demonstraram a independéncia da replicacio de DNA para a demetilacdo, observada em
tratamentos com VPA, uma vez que tais plasmideos ndo foram replicados, mas tiveram seus
niveis de SmC reduzidos apds tratamento com a droga. Assim, o VPA pode potencialmente
reverter os padroes de metilacio do DNA em células que nao estdo em divisdo (Detich et al.
2003). Os presentes dados t€ém importantes implicacdes potenciais na reversao terapéutica de
metilacdo do DNA em tecidos nos quais nao haja mais divisao celular.

E sabido que modificagdes na metilacio do DNA possam resultar em consequéncias
a longo prazo. Entdo investigou-se a persisténcia da demetilagdo do DNA induzida pelo VPA
em células sincronizadas ndo proliferativas. Para isso os preparados submetidos aos tratamentos
com a menor concentracdo do fairmaco foram retornados para um meio de cultura sem VPA.
Curiosamente, a abundancia das marcas de SmC foi totalmente revertida nas primeiras 24 h sob
este tratamento, o que difere do relato para células HeLa, porém em situacdo na qual as células
ndo eram sincronizadas € em condi¢des normais do ciclo (Veronezi et al. 2017). A fim de
compreender qual a extensao do periodo no qual o VPA mantém as modificagdes na metilacao
do DNA em condic¢des aqui estudadas, se faz necessdrio a realizacdo de ensaios com tempos
menores que 24 h de cultivo sem a droga. De qualquer forma, os presentes dados confirmam
que as alteragdes na metilacdo do DNA sejam reversiveis (Milutinovic et al. 2007).

O estudo do efeito do VPA na expressdao de DNMT1 e das TET 1 e 2, em diferentes
estagios do ciclo celular teve o propédsito de elucidar o mecanismo de mudancgas afetando a
metilacdo, induzidas pela droga. Em relac¢do ao tratamento com o VPA por 4 h, a expressao de
DNMT1 diminuiu significativamente para ambas condi¢des do ciclo celular. Em células ndo
proliferativas a resposta foi dose-dependente, entretanto um achado inesperado foi obtido em
células coletadas na fase S, quando se observou maior redu¢do de DNMTI apds tratamento
com a menor concentracao de VPA.

Assim, sugere-se a participagdo de componentes da via passiva (DNMT1) também
no processo da demetilacdo promovida pelo VPA. Os efeitos do VPA sobre a DNMT1 sao
muito varidveis. No hipocampo de camundongos adulto o VPA ndo induz altera¢des nos niveis
de DNMT1 (Aizawa & Yamamuro 2015). Em células epiteliais do cristalino humano tratadas
com VPA 20 uM por 3 dias, porém, relata-se aumento na expressao da DNMT1 (Palsamy et al.
2014); por outro lado, em cancer de mama e células leucémicas descreve-se reducdo na

expressao desse gene (Marchion et al. 2005, Lin et al. 2010).
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Usando diferentes metodologias em um modelo celular de cancer cervical, este
estudo, demonstrou-se que além de o VPA reduzir os niveis globais de 5-metilcitosina (5SmC),
ele também resulta em aumento dos niveis de ShmC independente da célula estar ou nao
replicando o conteido de DNA. Por outro lado, até agora, o tnico mecanismo biolégico
conhecido por gerar ShmC, 5fC, por oxidac¢do de SmC, envolve membros da familia de enzimas
TET (Wu & Zhung 2011) e esses por sua vez também foram influenciados em resposta ao VPA.
Observou-se uma elevacdo na expressao de TET1, investigada somente em células paradas em
G1 e em TET2 analisada em células nos dois estdgios (paradas e proliferativas).

Por outro lado, os presentes resultados sugerem que a TET2 possa desempenhar
papel importante no aumento de ShmC induzido por VPA devido a notdvel elevacdo da
quantidade de mRNA para esse gene usando-se uma maior concentracdo de VPA (20 mM).
Ensaios adicionais a nivel proteico para DNMT1, TET1 e TET2, poderao vir a acrescentar mais
informacdes sobre este achado.

Depreende-se, assim, que em células HelLa, o VPA possa inicialmente induzir a
demetilacdo passiva pela supressdo de DNMT 1. Além disso, induz a demetilagdo por via ativa,
independente da replicagdo; como resultado, o perfil de expressio de TET1 e TET2 e a
abundancia de um dos intermedidrios da via ativa de demetilacdo do DNA (5hmC), se tornam
notavelmente aumentados, levando a reduc¢do da metilacdo global do DNA. Um relato de que
o VPA possa agir nessas duas vias foi reportado para células epiteliais de cristalino humano.
Nesse caso foi demonstrada alteracao na expressdo das enzimas da via de demetilagdo passiva
do DNA (DNMT1, DNMT3a, DNMT3b) e da enzima da via de demetilacdo ativa do DNA,
TETI1 (Palsamy et al. 2014).

Apesar da abundancia de ShmC ter sido afetada pelo VPA nas células HeLLa em fase
nao proliferativa, a abundancia de 5fC e ScaC nao foi detectada. Essas duas modificagdes sao
relatadas como aparecendo naturalmente em baixa abundancia em outros tipos celulares,
podendo ser o motivo pelo qual ndo foi aqui possivel detectd-las. H4 também sugestdes de que
limita¢des no ensaio escolhido possam afetar sua detecgdo, e que, esses intermedidrios possam
ser removidos por BER, que depende altamente da proteina TDG (Ito et al. 2011, Kohli &
Zhang 2013, Thomson et al. 2013). Portanto, estudos adicionais referentes a proteina TDG se
fazem necessdrios, uma vez que ela estd associada a via ativa de demetilacio do DNA
promovendo a remogao da ScaC e 5fC.

Os presentes resultados comprovam ainda que a 5-aza-CdR remove marcas de SmC
do DNA através do “esgotamento” da manutencao da metiltransferase DNMT 1 na célula. Estes

efeitos somente apareceram em células cujo DNA estava em replicac¢do. Por outro lado, mesmo
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atuando na via passiva, a 5-aza-CdR induziu aumento de ShmC, um dos intermedidrios da via
ativa em células proliferativas. Mesmo com esse aumento, constatou-se regulacao negativa para
TET1 e TET2. Essa ndo associacao das TETs com a ShmC foi também relatada para células de
cancer retal, onde se observou uma diminuicdo da TET1 mas o aumento de ShmC, sugerindo
que isso esteja acontecendo através de um mecanismo ainda ndo elucidado, pois o préprio
mecanismo de atuagcdo das TETs ainda estd mal compreendido (Pastor et al. 2013, Kai et al.
2016).

O aumento de transcricdo de TET2 e o aumento da abundancia de derivados de
citosina metilada sdo também relatados em cancer hepatocelular (HCC) e fibroblastos de pele
humana em resposta a 5-aza-CR (Sajadian et al. 2015, Manzoni et al. 2016). Curiosamente,
apesar da 5-aza-CR compartilhar muitas semelhancas estruturais e funcionais com 5-aza-CdR,
o presente estudo mostrou que esta ultima nao afetou a expressdao dos genes que codificam as
enzimas da familia TET em nenhuma das fases do ciclo. Este resultado acha-se em
concordancia com os relatos de Chowdhury et al. (2015) para os niveis de transcricdao de TET]1,
TET2 e TET3 apds a exposi¢do a 5-aza-CdR em células de leucemia mieldide aguda.

Chowdhury et al. (2015) relatam que a 5-aza-CdR, em leucemia mieloide, reduz os
niveis globais de SmC e promove aumento nos niveis de ShmC, 5fC e 5caC, sem alterar as
TETs. Os mesmos autores argumentam que esse mecanismo pode ter explicacdo se as enzimas
TETs atuarem preferencialmente em CpG hemi-metiladas ao invés de dinucleétidos CpG
totalmente metilados, afirmando que ao serem gerados dinucleotideos hemi-metilados, a 5-aza-
CdR poderia promover um maior recrutamento das TETs sem ocasionar alteracOes nos seus
niveis, o que corroboraria os presentes achados de ndo alteracido na expressao dessas enzimas
em células HeLa. Além disso, o estudo de Chowdhury et al. (2015) comprovou pela primeira
vez o aumento de TETs ligadas ao DNA ap6s o tratamento com 5-aza-CdR, sugerindo alteracao
na dindmica das TETs e sua conseqiiente atividade enzimadtica ap6s administragdo da droga,
afirmando ser um dos fatores responsaveis pelo aumento da abundancia de ShmC e dos outros
derivados de SmC.

Portanto, os relatos aqui evidenciados sdo sugestivos de um processo mais
complexo de demetilacio do DNA, tanto em resposta ao VPA quanto a 5-aza-CdR, ficando
evidente que eles ndo atuam através de um sistema “fechado”, por uma s6 via de demetilagao.
Entretanto, os efeitos que contribuem para a remocao da SmC, ndo aparentes em células HelLa
ndo proliferativas, tratadas com 5aza-CdR, sdo indicativos da dependéncia dessa droga para
com o processo de replicagdo do DNA atuando por intermédio da via passiva. Mesmo assim,

componentes da via ativa poderiam estar participando ou sendo afetados durante esse processo,



Discussdo 56

o que ja foi reportado em outras linhagens celulares, por mecanimos nao claramente elucidados
(Marchion et al. 2005, Lin et al. 2010).

Em contraste com a 5-aza-CdR, o VPA promove efeitos na demetilacdo do DNA,
em células HeLa, sem a dependéncia da proliferacao celular, em células que ainda estao com o
ciclo parado em GI1, confirmando assim a participacio do VPA no processo ativo de

demetilacdo, embora, componentes da via passiva também sejam afetados.
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10. Conclusoes

1. Em condigdes experimentais nas quais se procede tratamento de células HeLLa com VPA ndo
se manifesta reducdo na viabilidade celular, porém verifica-se efeito dose-dependente na

progressdo do ciclo celular, ocasionando reten¢do dessas células na fase G2 do ciclo celular.

2. O VPA exerce papel fundamental na demetilacio do DNA por via ativa, em células HelLa
sincronizadas. Isto, porque o tratamento com VPA promove aumento da expressdo génica de
enzimas da familia TET, diminuicdo na abundancia global de 5SmC e aumento nos niveis de
ShmC, intermediério no processo de demetilacio do DNA, ocasionado possivelmente por
acdo de TET2, em células paradas em G1 ou em proliferacao. No entanto, pelo fato do VPA
na concentracio de 1 mM poder reduzir, tanto em células paradas em Gl como nas
proliferativas, o perfil de expressdo da DNMT 1, enzima atuante na via passiva de demetilacdo

do DNA, conclui-se que ele possa também afetar essa via metabolica.

3. Uma vez que o VPA pode reduzir os padroes de metilacio do DNA de células HeLLa ndo
replicantes, de maneira dose-dependente, estd sendo salientada uma importante implica¢do
potencial de seu uso para a reversao terapéutica da metilacdo do DNA em tecidos nos quais

nao mais haja divisado celular.

4. Embora, como esperado, a 5-aza-CdR, usada como controle de demetilagcdo passiva do DNA,
reduza a expressao de DNMT1 e ndo afete a expressao génica de TET1 e TET2 em nenhuma
das fases do ciclo celular de células sincronizadas, ela induz aumento na abundancia de ShmC,
sugerindo que possa atuar em mecanismo proposto por Chowdhury et al. (2015), no qual a 5-
aza-CdR induz o recrutamento das TETs ao DNA, sem interferir nos niveis destas enzimas. A
5-aza-CdR promova demetilagdo do DNA em células sincronizadas por meio da via passiva,
na dependéncia das células estarem replicando o conteddo de DNA para que exerca seu efeito,
reduzindo a expressdo da DNMT1. Todavia, ela também atua na via ativa, por aumentar a

abundancia de ShmC.

5. O fato de que alteragdes na abundancia de 5fC e ScaC que fossem induzidas por VPA ou pela
5-aza-CdR em células cujo ciclo celular estivesse parado em G1, ndo tenham sido detectadas

possivelmente se deva pelos seus niveis muito baixos ou por atividade da proteina TDG.
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