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Identificação de genes diferencialmente

metilados em nasoangiofibroma juvenil pelo

método MS-AP-PCR.
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O nasoangiofibroma juvenil (JNA) é um tu-

mor benigno altamente vascularizado e local-

mente invasivo. Afeta a cavidade nasal e na-

sofaringe principalmente de indivíduos jovens

do sexo masculino com idade entre 14 a 25

anos. Soma menos que 0,5% dos tumores de

cabeça e pescoço, representando um novo

caso entre 150.000 indivíduos.  A metilação

do DNA é uma modificação epigenética que

resulta na base modificada 5-metilcitosina,

encontrada principalmente nas ilhas CpG. A

metilação está relacionada com o processo de

tumorigênese pelos seguintes eventos: hiper-

metilação das ilhas CpG dos genes supresso-

res de tumor, contribuindo para a perda da fun-

ção destes genes; hipometilação de proto-on-

cogênese, causando a hiperexpressão destes;

e a deaminação da 5-metilcitosina, que resulta

em uma mutação pontual . O objetivo deste

estudo é investigar a existência de genes dife-

rencialmente metilados que possam estar re-

lacionados com o desenvolvimento e progres-

são do JNA.

A técnica escolhida para a realização deste

trabalho foi a MS-AP-PCR (análise de metila-

ção pela digestão do DNA por enzimas de res-

trição e amplificação com oligonucleotídeos

arbitrários), que permite a identificação de frag-

mentos de DNA diferencialmente metilados.

Utilizando esta metodologia, foi possível identi-

ficar 18 fragmentos de DNA diferencialmente

metilados que foram isolados, clonados e se-

qüenciados. As seqüências obtidas foram uti-

lizadas para realizar a comparação por similari-

dade às seqüências depositadas nos bancos

de dados BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov) e BLAT

(genome.ucsc.edu).

Resumos de Teses

Quatro seqüências apresentaram similari-

dade a genes conhecidos: SOD1, MYT1,

ABCB1 (MDR/TAP) e CPAMD8. Três seqüências

apresentaram similaridade a genes sem Ref-

Seq. Os genes SOD1 e ABCB1 foram selecio-

nados para a realização da validação dos re-

sultados com as amostras de tumor e tecido

normal através dos ensaios MSP (PCR sensí-

vel à metilação) e PCR em tempo real (qPCR).

Não foi possível padronizar as reações de me-

tilação para o gene SOD1. Na análise do pa-

drão de metilação do gene ABCB1 por MSP,

observamos evidência de metilação em ape-

nas 4% (2/50) dos casos analisados. Entre-

tanto, a análise de expressão relativa do gene

ABCB1 por qPCR mostrou redução da expres-

são deste gene na maioria das amostras (70%)

de JNA analisadas.

Nossos dados sugerem que alteração no

padrão de metilação pode estar envolvida no

desenvolvimento do JNA. Além disso, nossos

dados indicam que a redução na expressão do

gene ABCB1 pode estar relacionada ao desen-

volvimento destes tumores. Entretanto, novos

estudos são necessários para validar os dados

obtidos pela análise de metilação diferencial e

também para melhor elucidar os mecanismos

moleculares que levam a redução na expres-

são do gene ABCB1 no JNA.
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Ao longo do processo de progressão tumo-

ral observa-se alteração na expressão de gli-

coconjugados contendo oligossacarídeos N-li-

gados. Uma das formas mais comuns de glico-

silação aberrante observada em células trans-

formadas e em tumores humanos é represen-

tada por (poli)lactosaminas presentes em oli-

gossacarídeos N-ligados. Estes glicanos são li-

gantes de galectina-3. Com o objetivo de iden-

tificar a expressão e distribuição dos ligantes de

galectina-3 associados a processos fisiopato-

lógicos, como a transformação maligna, desen-

volvemos uma proteína quimérica, a galectina-

3 conjugada à fosfatase alcalina (Gal-3/FA).

Observamos que a Gal-3/FA possui a mesma

especificidade da galectina-3 e que pode ser

usada como sonda em ensaios de overlay e

ensaios de imunoistoquímica.

Entre os ligantes de galectina-3 identifica-

mos a β1 integrina, mediador de processos

biológicos dependentes da interação célula-

matriz como a migração celular. Linhagens de

células de origem mesenquimal derivadas de

tumores induzidos com metilcolantreno de ani-

mais selvagens (linhagens S11 e S12) e nuli-

zigoto (linhagemE12) para o gene da galecti-

na-3 foram estabelecidas. Avaliamos a capa-

cidade migratória dessas células e os resulta-

dos mostraram que células que expressam ga-

lectina-3 são mais migratórias em superfícies

de laminina-1. Este dado sugere que a galec-

tina-3 seja um modulador positivo do processo

de migração celular em superfícies de lamini-

na-1. Porém, o mecanismo pelo qual a galec-

tina-3 medeia esse processo não é conhecido.

Células que possuem fenótipo mais migratório

apresentam um estado intermediário de ade-

são. Nós observamos que a galectina-3 se en-

contra nos complexos focais. Na presença de

galectina-3 observamos diminuição de FAK

fosforilado e recrutamento da fosfatase SHP-

2 para os complexos focais. A diminuição de

FAK fosforilado no lamelipódio leva ao turnover

dos complexos focais e ao aumento da migra-

ção celular. Analisamos também a via de sina-

lização e observamos que a galectina-3 não

ativa PAK. Contudo, o inibidor de PI3quinase,

wortmanina, inibiu o efeito pró-migratório de ga-

lectina-3. Esses dados reforçam a noção do

papel de galectina-3 na modulação do proces-

so de migração de fibroblastos transformados,

funcionando como uma molécula de-adesiva.


