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RESUMO

O câncer de mama é a doença mais comum nas mulheres e a segunda principal 
causa de morte. Os principais fatores de risco incluem a idade, raça, fatores hormonais
e ambientais. A incidência aumenta com a idade, sobrepeso, histórico familiar de 
antecedentes de câncer de mama, status da menstruação e doença benigna da 
mama. Assim como o câncer de mama, o diabetes é outro problema de saúde e 
compartilha alguns fatores de risco com o câncer de mama, como por exemplo, a
idade e a obesidade. O foco desse estudo foi avaliar como um fármaco utilizado no 
tratamento do diabetes, o liraglutida, atua no perfil de metilação do gene ADAM33 no
câncer de mama. Para isso, três linhagens tumorais de mama MCF7, MDA-MB-231 e 
MDA-MB-436 foram cultivadas com o composto desmetilante 5-aza- -desoxicitidina e
com liraglutida. Em seguida, o DNA foi extraído, tratado com bissulfito de sódio, e
submetido ao MSP (PCR de metilação específica) para posterior amplificação da ilha 
de CpG 1 do gene ADAM33. Após a clonagem e sequenciamento, foi possível 
observar que houve diferença nos perfis de metilação das linhagens tratadas com 
liraglutida, semelhante ao que fora observado com o 5-Aza, corroborando com os 
resultados preliminares do MSP. A linhagem MCF7 possui 89,9% de metilação e após
tratada com 5-Aza apresentou 71,2%, enquanto tratada com liraglutida 78,9%. A 
linhagem MDA-MB-231 possui 92,2% de metilação e após tratada com 5-Aza 
apresentou 54,5% enquanto tratada com liraglutida mostrou 54,7% de metilação. Já a 
linhagem MDA-MB-436 possuía 89,2% de metilação, e após tratamento com 5-Aza 
apresentou 84,6%, e após tratamento com liraglutida apresentou 75,3% de metilação
global para o gene ADAM33. Verificando os possíveis fatores de transcrição que 
seriam influenciados nas regiões aparentemente reguladas, foi possível observar que 
os fatores homeobox FOXA1, GATA3, NUDR e HNFP, e os FT associados ao 
tratamento com liraglutida NKX25, FOXA1, DEAF-1, NKX6 e HMGA-1 tem relatados 
sua importância em câncer de mama e outras doenças contribuindo assim, para uma 
alteração na expressão de ADAM33 por estas células tumorais. Esses resultados são 
os primeiros da literatura a demonstrar que um fármaco utilizado para outra doença 
provoca alterações epigenéticas, em especial a desmetilação do DNA em um gene 
relevantemente regulado em câncer de mama, abrindo novas fronteiras na 
investigação clínica e molecular de como os fármacos possuem influência global,
retardando ou promovendo o surgimento de outras co-morbidades.

Palavras-chave: Câncer de mama; ADAM33; Liraglutida.



ABSTRACT

Breast cancer is the most common disease in women and the second leading 
cause of death. The main risk factors include age, race, hormonal and environmental 
factors. The incidence increases with age, overweight, breast cancer family’s history,
menstruation status and benign breast disease. Like breast cancer, diabetes is another 
health problem and shares some risk factors for breast cancer, such as age and 
obesity. The focus of this study was to evaluate how a drug used in the treatment of 
diabetes, liraglutide, acts on the methylation profile of the ADAM33 gene in breast 
cancer. For this, three breast tumor lines MCF7, MDA-MB-231 and MDA-MB-436 were 
cultured with the demethylating compound 5-aza- -deoxycytidine and with liraglutide. 
After that, the DNA was extracted, treated with sodium bisulfite, and submitted to MSP 
(specific methylation PCR) for further amplification of the CpG 1 island of the ADAM33 
gene. After cloning and sequencing, it was possible to observe that there was a 
difference in the methylation profiles of liraglutide-treated lines, similar to that observed 
with 5-Aza, corroborating with the preliminary results of MSP. The MCF7 strain had 
89.9% methylation, and after 5-Aza treatment presented 71.2%, while treated with 
liraglutide 78.9%. The MDA-MB-231 lineage had 92.2% methylation and after 5-Aza 
treatment showed 54.5% while treated with liraglutide showed 54.7% methylation. The 
MDA-MB-436 line had 89.2% methylation, and after 5-Aza treatment presented 84.6%, 
and after treatment with liraglutide presented 75.3% of global methylation of ADAM33
gene. It was possible to observe that the homeobox FOXA1, GATA3, NUDR and HNFP 
factors and the FT associated with treatment with liraglutide NKX25, FOXA1, DEAF-1, 
NKX6 and HMGA-1 has reported its importance in breast cancer and other diseases 
thus contributing to a change in the expression of ADAM33 by these tumor cells. These 
results are the first in the literature to demonstrate that a drug used for another disease 
causes epigenetic changes, especially DNA demethylation in a gene that is relevantly 
regulated in breast cancer, opening new frontiers in clinical and molecular investigation 
of how drugs have a global influence, delaying or promoting the emergence of other 
comorbidities in parallel.

Key words: Breast cancer; ADAM33; Liraglutide. 
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1. INTRODUÇÃO

O câncer de mama é a doença maligna mais comum entre as mulheres de todo 

o mundo. Informações sobre a incidência e a mortalidade do câncer de mama são

essenciais para o planejamento de medidas de saúde (Organização Mundial da 

Saúde, WHO 2017). De acordo com o (Agencia Internacional de Pesquisa sobre 

Câncer, GLOBOCAN 2012) o câncer de mama representa 25,1% de todos os 

cânceres sendo o mais comum entre mulheres. O câncer de pulmão é  o câncer mais 

comum no mundo (1,8 milhão de casos, 12,9%) seguido pelo câncer de mama em 

mulheres que é considerado o segundo tipo de câncer mais comum (1,7 milhão de 

casos, totalizando 11,9%), classificado como a quinta causa de morte (522.000, 6,4%

óbitos) no mundo, seguido pelo câncer colorretal (1,4 milhão de casos, 694.000 

mortes), próstata (1,1 milhão de casos, 307.000 mortes), estômago (951.000 casos, 

723.000 mortes) e câncer de fígado (782.000 casos com 745.000 mortes). Esses seis 

cânceres correspondem por 55% da incidência global (FERLAY et al., 2015). No 

entanto, as taxas de incidência variam quase quatro vezes, com maior incidência 

documentada nas regiões de maior renda (92 por 100.000 na América do Norte) e 

menor incidência documentada em regiões de baixa renda (27 por 100.000 na África 

Central e Ásia Oriental). Nos Estados Unidos, o câncer de mama é responsável por 

14% dos cânceres identificados. Uma em cada oito mulheres americanas será 

diagnosticada com câncer de mama em sua vida, com o maior percentual ocorrendo 

entre 55 e 64 anos (WINTERS et al., 2017).

Embora a incidência deste tipo de câncer nos países desenvolvidos seja maior,

as taxas de mortalidade são menores, enquanto as taxas de mortalidade se mantêm

maiores nos países menos desenvolvidos. Os planos para o controle e a prevenção 

desse câncer constituem uma alta prioridade para os formuladores de políticas de

saúde; além disso, é necessário aumentar a conscientização sobre fatores de risco e 

a detecção precoce em países menos desenvolvidos (GHONCHEH, M.; 2016).

No Brasil, são estimados 59.700 casos novos de câncer de mama para cada

ano do biênio 2018-2019, com um risco estimado de 56,33 casos a cada 100 mil 

mulheres. Os cânceres de próstata (68 mil) em homens e mama (60 mil) em mulheres 

são os mais frequentes. À exceção do câncer de pele não melanoma, os tipos de 

câncer mais incidentes em homens são próstata (31,7%), pulmão (8,7%), intestino 
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(8,1%), estômago (6,3%) e cavidade oral (5,2%). Nas mulheres, os cânceres de mama 

(29,5%), intestino (9,4%), colo do útero (8,1%), pulmão (6,2%) e tireoide (4,0%) estão 

entre os principais. Sem considerar os tumores de pele não melanoma, esse tipo de 

câncer também é o primeiro mais frequente nas mulheres das Regiões Sul (73,07/100 

mil), Sudeste (69,50/100 mil), Centro-Oeste (51,96/100 mil) e Nordeste (40,36/100 

mil). Na Região Norte, é o segundo tumor mais incidente (19,21/100 mil) (INCA, 2018).

Atualmente, é preocupante a elevada taxa de prevalência das doenças não-

transmissíveis no mundo. Os principais motivos deste aumento são o aumento da 

expectativa de vida, a exposição a fatores de risco e as mudanças no estilo de vida. 

Estudos mostram que o câncer é uma das doenças mais importantes no mundo e se 

prevê para 2030, o número de diagnósticos de câncer de mama em todo o mundo 

deverá aumentar para quase 3,2 milhões por ano (Sociedade Americana do Câncer, 

AMERICAN CANCER SOCIETY, 2016).
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2. REVISÃO DE LITERATURA  

2.1 MECANISMOS MOLECULARES DO CÂNCER

Vários mecanismos moleculares estão associados ao desenvolvimento e 

estabelecimento das neoplasias. Dentre estes, as alterações nos oncogenes e nos

supressores de tumor são preocupações diferentes do ponto de vista das pesquisas 

da gênese do câncer. Os efeitos sobre o comportamento celular pode ser o resultado 

de mutações em qualquer classe de genes, porque a maioria dos mecanismos de 

controle nas células envolvem componentes inibitórios (supressores de tumor) e 

estimuladores (proto-oncogenes). Mas do ponto de vista de uma célula tumoral,

ambas as alterações têm o mesmo objetivo (SIMPSON et al., 2005).

        Hanahan e Weinberg (2011) propuseram características do câncer que 

compreendem seis capacidades biológicas adquiridas durante o desenvolvimento de 

tumores humanos em várias etapas. As características distintas constituem um 

princípio organizador para racionalizar as complexidades da doença neoplásica. Eles

incluem: a manutenção da sinalização proliferativa, inibição dos supressores de 

crescimento, a resistência à morte celular, a imortalidade replicativa, indução da

angiogênese e ativação da invasão e metástases. Essas características diferenciadas 

conferem ao câncer a capacidade de realizar um crescimento tumoral independente 

de estímulos próprios e a disseminação metastática.

2.1.1 Transição Epitélio Mesênquima (TEM)

A Transição Epitélio-Mesênquima (TEM) não é um processo único de células 

tumorais. Sua importância é relatada em cenários biológicos diferentes como na 

implantação do embrião, na embriogênese e na organogênese; na cicatrização de 

feridas, regeneração de tecidos e fibrose; e na tumorigênese, na progressão de um

carcinoma in situ a um invasivo, e também na resistência à apoptose e aos fármacos 

quimioterápicos (KALLURI; WEINBERG, 2009; MICALIZZI; FARABAUGH; FORD, 

2010; MORENO-JAIME et al., 2016). No fenômeno complexo da disseminação de 

células tumorais, um dos primeiros eventos importantes é a perda da maioria das 

características epiteliais, através de mudanças drásticas no citoesqueleto, como

danos aos microtúbulos pela formação de às proteínas
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associadas a estes. Esta série de eventos é conhecida como transição epitélio-

mesênquima, que é um processo no qual as células tipo epiteliais sofrem alterações 

bioquímicas para se tornarem células do tipo mesênquima. As junções intercelulares 

são perdidas e, portanto, as células tornam-se alongadas e despolarizadas, o que

permite que eles se movam através da matriz extracelular (MORENO-JAIME et al., 

2016). De fato, a maioria das mortes (90%) em pacientes com câncer de mama é 

causada por invasão e metástase, características relacionadas à TEM (FEDELE, 

2017).

O processo de metástase desencadeado pela TEM é um importante fator que 

contribui para as mortes pelo câncer de mama. A disseminação das neoplasias é

geralmente distribuída em etapas inter-relacionadas, começando com a invasão local,

extravasamento e posterior disseminação pela via circulatória e/ou pelo sistema 

linfático para órgãos distantes. Consequentemente, as células tumorais se aderem 

aos leitos capilares dentro do órgão alvo, proliferam e promovem a angiogênese.

Enquanto essas etapas estão sendo realizadas, as células tumorais devem sobreviver 

na circulação, evadir aos ataques imunológicos, aderir aos capilares e extravasar para 

então colonizar os órgãos distantes (SCULLY et al., 2012; PADUCH, 2016; CHEN et 

al., 2018). A invasão é o primeiro passo de processo metastático e requer mudanças 

na adesão célula-célula, bem como na adesão celular à matriz extracelular (MEC). A

aderência das células tumorais à MEC é mediada principalmente por integrinas, que 

formam heterodímeros transmembrana (MEGO; MANI; CRISTOFANILLI, 2010). As

integrinas são receptores transmembrana encontrados ligados aos componentes da

MEC, como fibronectina, laminina, colágeno, fibrinogênio e vitronectina sendo a

invasão favorecida pela degradação proteolítica da MEC por diferentes proteínas,

como por exemplo, através das metaloproteinases (MMP) e do sistema ativador do 

plasminogênio uroquinase (uPA) (SCULLY et al., 2012).

Um importante grupo de mediadores moleculares de adesão célula-célula é a 

família das caderinas. A invasão é frequentemente acompanhada por uma mudança 

na expressão das caderinas, com diminuição da E-caderina, uma caderina epitelial, e

aumento da regulação da N-caderina, que está intimamente associada às células 

mesenquimais. Também foi relatado que a E-caderina mantém as junções célula-

célula, enquanto a regulação negativa da E-caderina provou ser um fator determinante 

no crescimento de células de câncer de mama metastático (YILMAZ; CHRISTOFORI, 

2010; WENDT et al., 2011).
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Durante a disseminação metastática, as células de um tumor primário podem 

invadir os tecidos circundantes como células individuais ou coletivamente. A migração 

de células tumorais individuais ocorre por dois modos interconversíveis: migração 

alongada ou mesenquimal e a migração arredondada ou amebóide, sendo dependes

das condições microambientais (FIGURA 1) (REYMOND; D’ÁGUA; RIDLEY, 2013).

FIGURA 1- DISSEMINAÇÃO METASTÁTICA

FONTE: Adaptado de REYMOND et al. (2013)

Nota:   As células tumorais entram na corrente sanguínea em um processo chamado de intravasamento
(1), no qual as células migram através das junções das células endoteliais (CE). As células tumorais
deixam a circulação em um processo chamado extravasamento (2) e envolve a interação específica de 
células cancerígenas com as CE através da adesão celular; e então transmigram através da barreira 
endotelial. Depois disso elas invadem a membrana basal (3) que envolve os vasos sanguíneos e as
células podem entrar em um estado de dormência ou proliferar dentro deste novo microambiente, onde 
algumas delas darão origem às micrometástases e depois às macrometástases.

          Os novos focos tumorais, conhecidos como micrometástases, precisam 

sobreviver e proliferar no novo ambiente para formar macrometástases clinicamente 

detectáveis (CHIANG, 2008; KIENAST et al., 2009). Diversas vias moleculares 

caracterizam diferentes tipos de invasão e migração, como a migração de células 

individuais (por exemplo, migração de ameboides) ou a migração de células coletivas. 

Enquanto a TEM parece ser crucial na migração de células mesenquimais a ativação 

de RhoGTPases desempenha um papel importante na migração de células 

ameboides individuais (MEGO; MANI; CRISTOFANILLI, 2010).

A TEM é uma via crítica no movimento de células migratórias únicas.             

Este processo começa com a desintegração da célula-célula que perde marcadores 

1)

22)

3)
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epiteliais, tais como a E-caderina; e aumenta a expressão de marcadores 

mesenquimais, tais como a vimentina. Após a perda de adesão celular, a polaridade 

celular é alterada a partir da polaridade apical-basal à polaridade frontal-posterior, 

para iniciar a migração de células através de mudanças na actina cortical e fibras de

actina que induzem a remodelação do citoesqueleto. Enzimas proteolíticas como 

MMPs que degradam a matriz, são ativadas e a adesão da matriz celular é modificada

(IWATSUKI et al., 2010; YILMAZ; CHRISTOFORI, 2010). O papel da TEM no câncer 

já está bem estabelecido, e supõe-se que seja um componente essencial para a 

metástase. Uma vez que as células tumorais alcançaram o local de metástase à 

distância, elas retomam o fenótipo do tumor primário através da reversão do processo,

chamado transição mesênquima-epitélio (TME). Portanto, os passos do TEM parecem 

ser reversíveis, indicando a existência de componentes dinâmicos na progressão dos

tumores (CHRISTIANSEN; RAJASEKARAN, 2006; MORENO-JAIME et al., 2016).

2.2 PROTEÍNAS DA FAMÍLIA ADAM

A família de proteínas de membrana ADAMs (a desintegrin and

metalloproteases) pertence a uma grande superfamília dependente do zinco chamada 

metzincinas e são encontradas em mamíferos e invertebrados (VAN GOOR et 

al.,2009). A família ADAM é composta por 34 membros (ADAM1-ADAM34) e todos os 

membros ADAM são glicoproteínas zimogênios transmembranas do tipo 1, que 

incluem 8 domínios distintos. Estes domínios incluem um domínio sinal, um pró-

domínio, um domínio de metaloproteinase, um domínio de ligação de desintegrina ou 

integrina, uma região rica em cisteína, um fator de crescimento epidérmico (EGF), 

uma sequência transmembrana e uma extremidade C terminal intracelular (FIGURA

2) (WOLFSBERG et al., 1995; MOCHIZUKI E OKADA, 2007; STASIKOWSKA-

KANICKA et al., 2016). As proteínas da família ADAM estão envolvidas em clivagens 

de ectodomínios de diversos fatores de crescimento, citocinas, receptores e moléculas 

de adesão (PENNINGTON, 2008; NIVES, G.; ZIGRINO, P.; 2016). 
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FIGURA 2- REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DE UMA PROTEÍNA DA FAMÍLIA ADAM, 

CONTENDO SEUS DOMÍNIOS

FONTE: University of Helsinki (2017)

Nota:  É possível observar a presença do pró-domínio, um domínio de metaloproteinase, um domínio 
de ligação de desintegrina ou integrina, uma região rica em cisteína, um fator de crescimento 
epidérmico (EGF), uma sequência transmembrana e uma extremidade C terminal intracelular

A literatura destaca uma importante participação das proteínas da família 

ADAM nos processos de formação e progressão tumoral através de sua função 

integrina e metaloprotease. Vários membros da família de proteínas ADAM (ADAM9, 

ADAM10, ADAM12, ADAM15, ADAM17, ADAM23) e ADAM33 já foram implicadas na 

patogênese e progressão do câncer, o que ocorre via clivagem de diferentes 

componentes, migração celular e no controle de várias sinalizações envolvidas no 

desenvolvimento tumor (O’SHEA et al., 2003; COSTA et al., 2004; ZHONG et al.,

2008; SENISKI et al., 2009; TOQUET et al., 2012a, 2012b; MULLOOLY et al., 2015; 

MANICA et al., 2017).

2.2.1 Proteína ADAM33

A proteína ADAM33 é um membro da família de múltiplos domínios de 

glicoproteínas transmembranares. Os membros da família ADAM têm atividades 

diferentes, como proteólise e adesão, o que os torna bons candidatos para mediar o

remodelamento da matriz extracelular e as alterações na adesão celular que 

caracterizam certas patologias e o desenvolvimento do câncer. Além disso, alguns 
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autores sugerem que a ADAM33 relacionam-se com doenças de pele e hiper-

reatividade brônquica e na psoríase (EERDEWEGH et al., 2002; DENG et al., 2010).

A proteína ADAM33 contém todos os domínios característicos da família 

ADAM, incluindo uma sequência consenso de ligação ao zinco no sítio catalítico, que 

é ativo em todas as isoformas dessa proteína. A proteína imatura de 

aproximadamente 120 kDa é processada a uma forma madura glicosilada de 

aproximadamente 100 kDa (GARLISI et al., 2003; POWELL et al., 2004). Estudos

mostraram a presença de uma forma solúvel da ADAM33 (sADAM33), de 55 kDa no 

meio extracelular em lavado bronco-alveolar  com aparente  capacidade de promover 

a angiogênese (PUXEDDU et al., 2008). Diversos polimorfismos do gene ADAM33

têm sido fortemente relacionados à asma (EERDEWEGH et al., 2002) e essas 

evidências têm sido confirmadas em diversos estudos (CAKEBREAD et al., 2004; 

HAITCHI et al., 2005; HOLGATE et al., 2005; PARKER et al., 2009; KOBOLDT et al.,

2012). Os polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) do gene ADAM33 em crianças 

e adultos podem modificar a susceptibilidade individual para o desenvolvimento da 

asma de forma mais severa (EERDEWEGH et al., 2002; HOLGATE et al., 2005; 

HAITCHI et al., 2005; DAVIES, 2009). Além disso, detectaram uma associação entre 

SNPs do gene ADAM33 e a progressão da aterosclerose em pacientes com doença 

arterial coronariana (HOLLOWAY et al., 2010). Sua atuação estaria relacionada com 

o processo de inibição da migração de células da musculatura lisa e isso poderia 

promover o desenvolvimento de placas ateroscleróticas instáveis.

Um estudo de Stasikowska et al. (2016) e Topal et al. (2012) revelaram um 

aumento significativo na imunoexpressão de ADAM33 em câncer de laringe,

sugerindo um importante papel da ADAM33 na patogênese desse tipo de câncer.

Além disso, a super produção de ADAM33 nas células vasculares do câncer de laringe 

pode estar associada aos efeitos angiogênicos dessa proteína, possivelmente 

envolvidos no desenvolvimento de tumores e metástases (O.STASIKOWSKA-

-DANILEWICZ; DANILEWICZ., 2016). Yang et al. (2010)

mostraram que a regulação do gene ADAM33 em fibroblastos pulmonares de

asmáticos envolve mecanismos epigenéticos, como a modificação de histonas e a

condensação de cromatina, mas não de metilação do DNA, sendo que estes 

mecanismos parecem ser controlados pelo fator de transformação do crescimento 

(TGF- ). Embora a ADAM33 tenha sido associada ao remodelamento de tecidos em 

doenças pulmonares, seu papel na tumorigênese ainda é amplamente desconhecido.
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Estudo desenvolvido com câncer de mama mostrou que a metilação da região 

promotora do gene ADAM33 está relacionada com a diminuição da proteína e está 

frequentemente silenciada nos tumores do tipo lobulares, contribuindo para o padrão 

metastático das células tumorais de mama (SENISKI et al., 2009), enquanto a 

presença da proteína proporcionaria fenótipos menos agressivos aos tumores ductais 

(MANICA et al., 2017). 

2.2.2 Fatores De Transcrição Na Região Promotora Do Gene ADAM33

A região promotora do gene ADAM33 contém ilhas de CpG que são 

regulatórias da expressão (SENISKI et al., 2009). Nesta mesma região, há diversas 

regiões nas quais podem se ligar vários fatores de transcrição, que podem de alguma 

maneira interferir na expressão do gene, favorecendo ou inibindo. Entre eles, se 

encontram o HOXB6, que funciona como o fator de transcrição que participa do 

desenvolvimento do pulmão e da pele. Quando sua expressão fica alterada, esse 

evento é associado à leucemia mieloide aguda e ao câncer colorretal (VIDER et al.,

2000; GIAMPAOLO et al., 2002).  O FT NKX2-5 atua no desenvolvimento do músculo 

cardíaco, e as miocardiopatias relatam a alteração da sua expressão (XU et al., 2017)

além de hipotireoidismo (VIDER et al., 2017). Outro FT, o CDX2,  participa como 

regulador de genes específicos do intestino, atuando na sua diferenciação, e sua 

expressão defeituosa propicia a inflamação intestinal e tumorigênese em cânceres de 

cólon e hepático (SHAH et al., 2017). Todos os FT anteriores são considerados como

homeobox, ou seja, consistem de fatores que se ligam a uma região de domínio no 

DNA de determinado gene, contendo cerca de 180 pares de bases e que participam 

no desenvolvimento dos organismos e determinam a identidade de segmentos 

individuais do embrião em sua etapa inicial, promovendo à célula progenitora sua

identidade espacial e posicional. Outro fator importante encontrado foi o SATB1, 

responsável por recrutar fatores de remodelamento da cromatina e com isso controlar 

a sua estrutura e a expressão gênica. Patologias associadas a alteração deste fator 

são os carcinoma de esôfago e genes essenciais para a maturação de células T 

imunes CD8 nos timócitos (GONG et al., 2009; SONG et al., 2017). Também foram 

observados como possíveis ligantes os fatores FOXA1, GATA3, DEAF-1 e HINFP que 

estão envolvidos no desenvolvimento embrionário, estabelecimento de expressão 

gênica tecido-específica e regulação da expressão gênica em tecidos diferenciados.
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O FOXA1 é considerado como um ativador transcricional para albumina e transferrina

hepáticas. Entre as doenças envolvidas com a desregulação deste fator está o câncer 

de mama luminal, já que entre suas vias relacionadas estão os efetores diretos de 

p53; estando também relacionado a outros carcinomas esofágicos e pulmonares (LIN

et al., 2002; MALIK et al., 2010). O GATA3 é um importante fator no desenvolvimento 

de células T, e desempenha um papel importante na biologia de células endoteliais;

sendo as doenças associadas a sua expressão defeituosa o hipoparatiroidismo, a

surdez neurossensorial e a doença renal (GARCIA-CLOSAS et al., 2007; ZHANG et

al., 2009; HOU et al., 2017). O FT DEAF-1 atua sobre genes em que as proteínas se 

unem ao seu próprio promotor, tal como receptor de estrógeno, e ao de vários genes 

alvo. Alterações nesse FT estão relacionados com convulsões e desordens do 

desenvolvimento intelectual (RAJAB et al., 2015). Sua ação também interfere na 

proliferação de células epiteliais e ramificações laterais em glândulas mamárias

(HUGGENVIK et al., 1998; BARKER et al., 2008). O fator de transcrição HINFP 

interatua com a proteína 2 de união a metil-CpG (MBD), que tem afinidade pelo DNA 

metilado, e além disso, é um componente do complexo de histona deacetilase MeCP1 

(HDAC), desenvolvendo um papel de metilação no DNA e na repressão da 

transcrição. Achados em pesquisas anteriores o relacionam com a metilação e o 

silenciamento do promotor em linhagens celulares de câncer de próstata (PULUKURI; 

RAO, 2006). E finalmente os NKX6-1 e HMGA-1 estão envolvidos com  a codificação 

de proteínas e a regulação gênica, além de estar associados com o Diabetes mellitus,

pois são necessários para o desenvolvimento das cél -se ao 

promotor e regular o gene da insulina, enquanto o HMGA-1 é um regulador chave da 

expressão gênica do receptor da insulina (CHIEFARI et al., 2011).

2.3 FATORES DE RISCO PARA O CÂNCER DE MAMA E SUA RELAÇÃO 
COM O DIABETES          

O Câncer de Mama é um tipo de câncer multifatorial, que envolve fatores 

biológicos, endócrinos, de comportamento e de estilo de vida, envelhecimento, fatores 

relacionados à vida reprodutiva da mulher, histórico familiar, alta densidade do tecido 

mamário (razão entre o tecido glandular e o tecido adiposo da mama) (FERLAY et al., 

2015). Existe uma forte e importante relação entre o câncer de mama e o diabetes,

mostrando que ambos podem ocorrer simultaneamente, principalmente quando se 
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leva em consideração de que, para cada 5 Kg/m2 de aumento do IMC (índice de massa 

corporal) na mulher, se observa um aumento de 12% na incidência do câncer de 

mama pós-menopausa (MUNSELL et al., 2014). Esse aumento da incidência da

neoplasia mamária em mulheres obesas pode ser atribuído principalmente à maior 

síntese de estradiol, a partir da aromatase expressa no tecido adiposo, enzima 

responsável pela conversão de androgênios em estrogênio (KHANDEKAR; COHEN; 

SPIEGELMAN, 2011). Além disso, os adipócitos produzem várias adipocinas, como a 

leptina e citocinas inflamatórias, que podem influenciar a atividade da aromatase e a 

proliferação celular dependente de estrogênio (FIGURA 3).

FIGURA 3 - DIFERENTES MECANISMOS DE DEPENDÊNCIA DE ESTROGÊNIO PARA CÂNCER 

DE MAMA RELACIONADOS A HORMÔNIOS EM MULHERES PRÉ E PÓS-MENOPAUSA

FONTE: Adaptado de MACCIO; MADEDDU (2011)

Nota: Em mulheres na pré-menopausa, o principal local de síntese de estrogênio é o ovário. Em 
mulheres na pós-menopausa, o tecido adiposo é a principal fonte de estrogênio circulante.
Abreviaturas: IGFs, Fator de Crescimento;
E, estradiol; A, aromatase.

O tecido adiposo que suporta e envolve o tecido glandular mamário 

desempenha um papel central e inclui uma mistura de adipócitos maduros, 

fibroblastos indiferenciados e macrófagos. Alterações na distribuição de fibroblastos 

podem regular a síntese local de estrogênio, o que influencia o desenvolvimento do 

tumor mamário. É importante ter em mente que os fibroblastos, em termos de 
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quantidade, coincidem com os dos adipócitos e que ambos os componentes 

influenciam uns aos outros em sua capacidade funcional peculiar (ZHAO et al., 1995).

Em estudos com células em cultura, a leptina também promove diretamente a 

proliferação celular e a angiogênese, enquanto inibe a apoptose. Estudos 

populacionais associam a leptina elevada ao aumento da incidência de câncer 

colorretal, câncer de mama na pós-menopausa e, potencialmente de outros tipos de 

cânceres (GUO et al., 2012). Outro hormônio derivado do tecido adiposo é a

adiponectina, estudos in vitro e in vivo demonstraram os efeitos anti-inflamatórios,

inibitórios tumorais e de sensibilização à insulina por adiponectina. A adiponectina 

reduzida pode promover o desenvolvimento de câncer através do aumento da 

resistência à insulina e inflamação, ou por alterações na sinalização celular que 

aumentam a proliferação e a angiogênese (CHAO; PAGE, 2008; LUO et al., 2014; LU 

et al., 2015; HAMMARSTEN et al., 2018; MEAKIN et al., 2018). Vários estudos 

prospectivos relacionam à diminuição da adiponectina com o aumento do câncer de 

cólon (BECKER; DOSSUS; KAAKS, 2009).

Estudos múltiplos de metanálises sugeriram uma ligação entre o diabetes e 

uma variedade de diferentes tipos de câncer, incluindo câncer colorretal, endométrio,

pancreático, bexiga, fígado, próstata, incluindo o Linfoma de Hodking (LNH) (CHAO; 

PAGE, 2008; LUO et al., 2014; HAMMARSTEN et al., 2018; MEAKIN et al., 2018). O

diabetes ainda possui alguns agravantes que o relacionam diretamente com o câncer, 

uma vez que existem mecanismos fisiopatológicos inter-relacionados que incluem a

hiperinsulinemia, hiperglicemia e inflamação, que têm sido implicados no aumento do 

risco de câncer, através de sua influência em processos neoplásicos (GARG et al.,

2014). A resistência à insulina, a hiperinsulinemia (endógena por resistência à insulina 

ou exógena devido à insulina administradas) e os níveis elevados de fator de 

crescimento similar a Insulina (IGF-1) reduzem a apoptose. Também se sabe que a

insulina tem propriedades mitógenas, em particular, tanto o fígado quanto o pâncreas,

estão expostos a um nível elevado de insulina produzida endogenamente. Acredita-

se que os efeitos da insulina e da hiperinsulinemia na tumorigênese são mediados 

pelo receptor de insulina, que é expresso em tecidos normais e nos tumores, e a

desregulação dessas vias de sinalização durante a resistência à insulina e a 

hiperinsulinemia poderiam resultar na proliferação celular e poderia aumentar a 

progressão da doença (FRASCA et al., 2008; GODSLAND, 2010; GARG et al., 2014).
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O IGF-1 e seu receptor também foram implicados no desenvolvimento de 

câncer por ativação de vias de sobrevivência e proliferação celular. A insulina inibe a 

produção da proteína de ligação ao IGF-1 (IGFBP) e possivelmente IGFBP-2, levando 

a um aumento nos níveis de IGF-1 livre, ou seja, a forma ativa do fator de crescimento. 

Esta forma ativa de IGF-1 estaria então disponível para se ligar a receptores de IGF-

1, os quais, como os receptores de insulina, são expressos em grandes quantidades 

também por tecidos tumorais. Esta ligação inicia uma via de sinalização nas células 

cancerosas que favorece o crescimento do tumor, ativa a mitogênese e inibe a 

apoptose (HE et al., 2017; SCHMID; GHIRLANDA; NIESSEN, 2017).

Existem agora evidências consideráveis de que esses hormônios e as redes de 

transdução de sinais que eles regulam, têm papéis importantes na neoplasia, e o

aumento da incidência de diabetes leva a uma crescente diversidade de tratamentos 

farmacológicos que são principalmente destinadas a aumentar os níveis de insulina 

ou reduzir a glicose circulante, e que em alguns casos, apresentam efeitos na 

proliferação celular.

Estes fármacos para o diabetes podem resultar em efeitos diretos ou indiretos 

sobre a resistência à insulina e os níveis de insulina circulantes ou outros mecanismos,

como é o caso do cloridrato de metformina (disponível em marcas genéricas). A

metformina é uma biguanida oral, bem estabelecida como o tratamento de primeira 

linha do DM2 (Diabetes mellitus tipo 2) que reduz a glicemia inibindo a gliconeogênese 

hepática e diminuindo os níveis circulantes de insulina. Os análogos da insulina 

humana recombinante (IH), as tiazolidinedionas (TZD), as sulfoniluréias (SU) estão 

entre as classes mais antigas de medicamentos disponíveis para o tratamento do 

DM2, e que consistem de inibidores do co-transportador sódio-glicose tipo 2 (SGLT2) 

que bloqueariam a reabsorção renal de glicose, causando glicosúria.

As atuais e novas terapias baseadas em hormônios produzidos pelo intestino

em resposta à ingestão de alimentos ou às incretinas que são uma classe 

relativamente nova de medicamentos para tratar o DM2. As terapias com incretinas

são divididas em dois grandes grupos, agonistas do receptor do peptídeo 1 

semelhante ao glucagon (GLP-1RA) e inibidores da dipeptidil peptidase-4 (DPP4)

entre eles a exenatida (Byeta®) e a liraglutida (NovoNordisk ) (BAGGIO; DRUCKER, 

2007; YEE et al., 2007; YANG et al., 2010; NÚÑEZ et al., 2013; LUO et al., 2014; 

TSILIDIS et al., 2014; KOWALL et al., 2015).
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2.3.1 A Função Do GLP-1 e Seus Análogos

As incretinas são hormônios secretados pelo trato gastrointestinal para a 

circulação em resposta à ingestão de nutrientes que promovem a secreção de insulina 

estimulada pela glicose (KREYMANN et al., 1987). Esse fenômeno representa

aproximadamente 50% a 70% do total de insulina secretada após a ingesta de glicose. 

A administração oral de glicose está associada a um aumento dos níveis de insulina 

no plasma em comparação com a mesma quantidade de glucose administrada por via 

intravenosa (MCINTYRE; HOLDSWORTH; TURNER, 1964).

O primeiro hormônio incretina identificado isolado a partir de extratos de células

K de intestino delgado (delgado proximal) foi inicialmente denominado de polipeptídeo

insulinotrópico dependente de glucose (GIP), em função da sua capacidade de inibir 

a secreção de ácido gástrico em cães. A descoberta de um segundo hormônio 

incretina, o peptídeo-1 semelhante ao glucagon (GLP-1), foi realizado a partir

clonagem e sequenciamento de genes pró-glucagon de mamíferos (BAGGIO; 

DRUCKER, 2007). Além do glucagon, o gene pró-glucagon também codifica 2 

peptídeos 50% homólogos ao glucagon e, por conseguinte, eram apropriadamente 

denominados peptídeos do tipo glucagon-1 e peptídeo do tipo glucagon-2. Com base 

na sua homologia com o glucagon, ambos os peptídeos foram analisados para 

determinar a sua atividade insulinotrópica, mas apenas o GLP-1 foi capaz de estimular 

a secreção de insulina. O GLP-1 é um produto proteolítico pós-translacional tecido 

específico do gene pró-glucagon, liberado pelas células-L intestinais (delgado distal e 

colon proximal) em resposta à ingestão de nutrientes e melhora a secreção de insulina 

estimulada pela glicose (KREYMANN et al., 1987; MOJSOV; WEIR; HABENER, 

1987). As células-L endócrinas intestinais estão localizadas no íleo distal e no cólon, 

no entanto, essas células podem ser encontradas em todas as regiões do intestino 

humano. Seu subtipo epitelial aberto entra em contato direto com os nutrientes 

luminais através de sua superfície apical, tecido neural e vascular, através de sua 

superfície basolateral. Consequentemente, a secreção de GLP-1 a partir de células L 

intestinais é estimulada por uma variedade de fatores nutrientes, neuronais e 

endócrinos (MORTENSEN et al., 2003; THEODORAKIS, 2005; BAGGIO; DRUCKER, 

2007).

A meia-vida do GLP-1 bioativo na circulação é inferior a dois minutos devido à 

rápida inativação pela enzima proteolítica DPP-4 ubíqua. A DPP-4, também conhecida 
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como cluster de diferenciação 26 (CD26), é uma serina protease que cliva 

especificamente os dipeptídeos a partir do extremo amino de oligopeptídeos ou 

proteínas que contêm um resíduo de alanina ou prolina na posição 2, modificando ou 

inibindo a sua atividade. O GLP-1, que contém um penúltimo resíduo de alanina é, 

portanto, um substrato para a DPP-4, é rapidamente metabolizado em GLP-1-NH2

(MENTLEIN; GALLWITZ; SCHMIDT, 1993; CHO; FUJITA; KIEFFER, 2014).

Assim, vários agonistas do receptor de GLP-1 foram desenvolvidos para 

fornecer ações estendidas in vivo. Estes agonistas do receptor de GLP-1 podem ser 

categorizados como de curta duração, proporcionando a ativação do receptor de vida 

curta (tal como exenatida e lixisenatida) ou compostos de atuação prolongada (por 

exemplo, albiglutide, dulaglutida, exenatida de ação prolongada e liraglutida), que 

ativam continuamente o receptor de GLP-1 na dose recomendada. As diferenças 

farmacocinéticas entre esses medicamentos levam a diferenças importantes em seus 

perfis farmacodinâmicos (FIGURA 4).

FIGURA 4 - ESTRATÉGIAS EMPREGADAS PARA DESENVOLVER AGONISTAS DO RECEPTOR 

DE GLP-1 COM MEIA-VIDA IN VIVO PROLONGADA

FONTE: Adaptado de MEIER (2012)
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Nota: A sequência de aminoácidos N-terminal do GLP-1 humano nativo é mostrada em verde claro 
(centro) e o local de clivagem por DPP4 é indicado. Os painéis mostram estratégias empregadas para 
desenvolver: a) exenatida e lixisenatida; b) taspoglutide; c) albiglutide e dulaglutide; d) liraglutide e e)
exenatide-LAR. Abreviaturas: DPP4, dipeptidil peptidase 4; GLP-1, peptídeo do tipo glucagon 1; LAR, 
liberação de ação prolongada.

Agonistas do receptor de GLP-1 de curta duração primeiramente reduzem os 

níveis de glucose no sangue pós-prandial por inibição do esvaziamento gástrico, 

enquanto que os compostos de ação prolongada, têm um efeito mais forte sobre os 

níveis de glucose em jejum, que é mediada predominantemente através de suas 

ações insulinotrópicas e glucagonostáticas (MEIER, 2012).

2.3.2 Ações e Efeitos da Liraglutida

A liraglutida (Victoza, NovoNordisk ) é um análogo do peptídeo-1 semelhante 

ao glucagon (GLP-1) de ação prolongada, com 97% de similaridade ao GLP-1 nativo,

ligado de forma não covalente a albumina e resistente a DPP4. Seu perfil 

farmacocinético é estendido ao da molécula do GLP-1, para uma dose uma vez ao dia 

porque tem uma meia-vida mais longa do que a exenatida. A liraglutida foi produzida 

pela adição de um espaçador de ácido alfa-glutâmico acoplado a um grupo de ácido 

graxo C16, e pela substituição do aminoácido lisina pela arginina na posição 34

(FIGURA 5), com um ácido palmítico acoplado a sua estrutura química que garante 

uma meia-vida de até 13 horas na circulação devido à ligação não covalente à 

albumina, e, assim, possibilitando uma única dose diária deste medicamento 

(DRUCKER, 2007; MACUT et al., 2017).

FIGURA 5 - ESTRUTURA QUÍMICA DA LIRAGLUTIDA.
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FONTE: Adaptado de NAUCK (2016)

Nota: Esta possui 97% de homologia com o GLP-1, cuja diferença está na adição do ácido palmítico 
na lisina de posição 26, o que aumenta o tempo da liraglutida no organismo por se ligar à albumina, e 
pela troca da lisina pela arginina na posição 34. A DPP-4 é uma enzima responsável pela degradação 
da GLP-1 (flecha vermelha) e sua atividade é diminuída na liraglutida devido à ligação à albumina. 

Entre as vantagens da liraglutida como a secreção de insulina dependente de 

glicose de uma maneira resistente à degradação, estudos mostram que a liraglutida

promove a perda de peso e suprimem o apetite por causa do retardo do esvaziamento 

gástrico, e podendo subsequentemente melhorar a resistência insulínica pela ativação 

da proteína quinase ativada por AMP (AMPK), que promovem a translocação do 

transportador de glicose tipo 4 para a membrana plasmática e, aumentando assim, a

captação de glicose. A liraglutida também reduz as concentrações plasmáticas de 

glucagon; e em ensaios pré-clínicos mostraram que a liraglutida reduz a esteatose 

hepática e ovário policístico em mulheres obesas. Embora seja atualmente utilizado

apenas para o tratamento de pessoas com diabetes e pacientes com obesidade, estes 

dados representam uma opção atrativa para o tratamento de outras patologias. A 

exemplo da exenatida que mostrou certa diminuição da proliferação celular, com 

efeitos pró-apoptóticos e seletivos em células tumorais, especialmente em linhagens 

tumorais de mama, a liraglutida poderia apresentar efeitos semelhantes ainda não 

estudados (LIGUMSKY et al., 2012; YAMAZAKI; SATOH; WATANABE, 2014; 

SAUNDERS et al., 2018).

Para contribuir para novas terapias, tem se levado em consideração o uso de 

fármacos já utilizados na prática clínica para outros fins, que possam apresentar 

efeitos antitumorais ou anti-metastáticos. Neste contexto, as medicações chamadas 

de análogos de GLP-1, como por exemplo, o exenatida (Byeta®, Lilly) ou exedin-4, 

poderiam ter importantes implicações clínicas na terapia do câncer de mama 

(LIGUMSKY et al., 2012). Em células hepáticas neoplásicas foram evidenciadas uma 

diminuição na taxa de proliferação e aumento na autofagia e senescência celular 

através do estímulo de TGF- KRAUSE et 

al., 2017). Por conseguinte, a terapia e a cirurgia contribuem para a diminuição dos 

tumores primários, contudo as medicações não têm apresentado efeitos sobre as 

células metastáticas. A alta incidência, agressividade e a letalidade de muitos tipos de 

cânceres, juntamente com os efeitos colaterais e a quimio-resistência das novas 

drogas antitumorais na clínica, representam um problema de saúde pública e abrem 

a possibilidade de reposição de drogas. Nesses casos uma medida comum é o 
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aumento da dosagem da medicação, acompanhado pelo aumento dos efeitos 

citotóxicos do tratamento. Além disso, o desenvolvimento de drogas anticâncer é 

particularmente longo e de alto custo, o que torna a reposição de drogas já existentes 

promissoras para o desenvolvimento de novos tratamentos. Neste contexto, o uso de 

medicações ou fármacos já utilizados para outras doenças seria uma alternativa 

viável, uma vez que dados como a farmacocinética e farmacodinâmica, toxicidade e 

excreção já são bem estabelecidos (LIANG et al., 2010; WÜRTH et al., 2016).

2.4 EPIGENÉTICA

A heterogeneidade intratumoral é o principal obstáculo para um tratamento 

efetivo do câncer de mama. Os mecanismos responsáveis pela criação da diversidade 

celular em uma neoplasia envolvem tanto fatores genéticos ou herdados, como 

aqueles provenientes do ambiente que atuam principalmente sobre a epigenética. A 

epigenética estuda eventos herdáveis que alteram a expressão gênica sem alterar a 

sequência do DNA (VERMA E SRIVASTAVA, 2002). A metilação do DNA é essencial 

para o desenvolvimento de vertebrados.

A expressão gênica é controlada dinamicamente pelos mecanismos 

epigenéticos através das modificações pós-traducionais das histonas, proteínas

associadas com a compactação da cromatina e do próprio DNA. Isso requer que todos 

estes elementos para a manutenção da estrutura da cromatina e a identidade da célula 

no contexto de um fenótipo celular normal. A alteração da regulação epigenética é um 

evento comum no câncer humano (SIMÕ-RIUDALBAS; ESTELLER, 2015).

Vários fatores influenciam na regulação epigenética de genes através de 

alterações na estrutura da cromatina, mas as modificações covalentes das histonas e 

do DNA são possivelmente os elementos mais importantes neste processo. 

2.4.1. Metilação do DNA 

Em 1975, a descrição de que a metilação do DNA poderia ser responsável pela 

manutenção estável de um padrão particular de expressão gênica contribuiu desde

então, para o reconhecimento da metilação do DNA como um dos principais 

cooperadores para a expressão gênica. Especificamente, a metilação do DNA 
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estabelece um estado silenciado da cromatina, colaborando com as proteínas 

modificadoras de nucleossomos (JAENISCH; BIRD, 2003).

A metilação do DNA é o evento epigenético mais estudado e atua em processos 

como a inativação do cromossomo X, o imprinting genômico, embriogênese, 

gametogênese e o silenciamento de elementos repetitivos de DNA. A metilação do 

DNA é uma modificação química covalente resultante da adição de um grupamento 

metil (-CH3) em citosinas seguidas por guaninas na sequência gênica, os chamados 

dinucleotídeos CpG (BIRD, 2002). A metilação do CpG é catalisada por enzimas 

denominadas DNA metiltransferases (DNMTs), e que, a partir da 5-adenosilmetionina 

(SAM), transferem o grupo metil à posição 5 do anel pirimídico da citosina (C)

(FIGURA 6) gerando a 5-metilcitosina (5mC) (BESTOR, 2000).

FIGURA 6 – METILAÇÃO DA CITOSINA

                           
FONTE: CHAKAROV et al. (2014)

Nota:  A metilação da citosina ocorre através da adição de um grupo metil (CH3) ao carbono localizado 
na posição 5 do anel aromático da citosina. A reação é catalisada pela enzima DNA metiltransferase 
(DNMT). Este processo ocorre tipicamente em sítios nos quais a citosina é seguida por guanina na 
sequência do DNA (sítios CpG).

Os dois principais grupos distintos de DNMTs conhecidos são as DNMT1, 

também denominadas de manutenção, uma vez que atuam predominantemente nos 

processos de divisão celular, fazendo cópias do padrão de metilação do DNA já 

existente; e as segundas estão divididas em DNMT3A e DNMT3B, também 

denominadas de novo, uma vez que o seu papel é centrado na adição de grupos metil 

nas sequências de DNA que ainda não foram modificadas (BESTOR, 2000).

As regiões que têm um elevado teor de G+C em relação à média do genoma 

são denominadas “Ilhas de CpG” (CGIs).  As ilhas de CpGs se encontram nas regiões

promotoras de 70% dos genes em humanos, sendo tipicamente menos metiladas em 

relação aos dinucleotídeos CpG encontrados ao longo do genoma (SAXONOV; 

BERG; BRUTLAG, 2006). Gardiner-Garden e Frommer (1987) definiram as “ilhas de 

CpG” como regiões de 200 pares de bases de DNA, tendo uma relação de G+C 
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superior a 50% e a razão entre CpG observado/esperado maior ou igual a 0,6 

(GARDINER-GARDEN; FROMMER, 1987). A maioria das ilhas de CpG permanecem 

não metiladas em todos os estágios do desenvolvimento de todos os tipos de tecidos, 

enquanto os dinucleotídeos CpG presentes ao longo do gene tornam-se metilados 

(MÜLLER; GRÜBER; ANTEQUERA, 2003).

Nos casos em que ocorre a metilação da CGI há repressão da transcrição do 

gene através da inibição da ligação dos fatores de transcrição ou pela mudança na 

estrutura da cromatina (BIRD, 2002). A ordem na qual esses fatos ocorrem pode variar 

e ainda não foi totalmente elucidada (DWORKIN; HUANG; TOLAND, 2009).

2.4.2 Alterações Epigenéticas e as Neoplasias

As alterações nos perfis de metilação estão associados ao desenvolvimento de 

diversas doenças, incluindo o câncer. Uma das maiores influências na gênese de 

tumores são as alterações no padrão de metilação do DNA, fazendo com que os 

ácidos nucleicos alterem sua estrutura e função, possibilitando a transcrição de 

sequências gênicas outrora não transcritas (TING; MCGARVEY; BAYLIN, 2006). No 

câncer, a metilação do DNA é profundamente alterada; nos tumores humanos há uma 

perda de metilação global e uma aquisição de padrões de hipermetilação em certos 

promotores, especialmente nos genes supressores tumorais, que levam sua 

inativação, uma das marcas típicas das células tumorais (ESTELLER, 2000). Em 

humanos, ocorre uma perda da metilação global, principalmente em proto-oncogenes, 

e a hipermetilação de genes com a função de supressores tumorais (TODD e WONG, 

1999). 

Além disso, estas mudanças na metilação do DNA estão associadas com a 

presença de um padrão aberrante de modificações de histonas (ESTELLER, 2007).

Estudos ainda mostram que, além das ilhas de CpG nas regiões regulatórias dos 

genes, a metilação de ilhas de CpG ao longo do corpo do gene, mais especificamente 

em introns, também provoca alteração na expressão gênica, possivelmente pela 

atração ou repulsão de fatores de transcrição e por modificações estruturais da 

cromatina (GOPALAKRISHNAN; VAN EMBURGH; ROBERTSON, 2008). Entretanto, 

os mecanismos que desencadeiam essas alterações epigenéticas ainda não foram 

completamente elucidados. Alguns genes comumente hipermetilados em câncer de 

mama estão envolvidos na evasão à apoptose (HOXA5, TWIST1) e senescência
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celular (CCND2, CDKN2A), enquanto outros regulam o reparo do DNA (BRCA1), 

crescimento (ESR1, PGR) e invasão tecidual (CDH1) (TAPIA et al., 2008; DWORKIN 

et al., 2009; JOVANOVIC et al., 2010; NASS et al., 2000; HSU et al., 2013). Uma das 

aplicações dos mecanismos epigenéticos para a clínica é a reversibilidade dos 

padrões uma vez estabelecidos com o uso de agentes desmetilantes. Uma medicação 

já utilizada na prática clínica para tratamento de síndromes mielodisplásicas (SABA, 

2007) e na análise do perfil epigenético in vitro é o 5-aza-2’-desoxicitidina (5-Aza) 

conhecido como decitabine e comercializado como Dacogen®. O 5-Aza pertence à

família dos aza-nucleosídeos, moléculas análogas da pirimidina que inibem a DNMT.

O seu mecanismo de ação biológica promove uma desmetilação progressiva pela sua

capacidade de se incorporar nas fitas de DNA recém-sintetizadas, e como possui 

similaridade com a citosina, forma ligações covalentes irreversíveis com os sítios 

ativos da DNMT. Essa inserção leva a uma diminuição da atividade de DNMT um

catalisador que permite a diferenciação continuar durante o processo de replicação,

portanto, impede a metilação dos genes. Isso é importante em síndromes

mielodisplásicas como a leucemia mieloide aguda (LMA), nas quais as células 

mieloides imaturas são frequentemente detidas nas primeiras formas de 

desenvolvimento (NAVADA et al., 2014).
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3. JUSTIFICATIVA

O Grupo de estudos em Epigenômica/CNPq estuda novos marcadores 

moleculares em câncer de mama desde de 2005, e o gene ADAM33 vem sendo um 

dos alvos de estudo. Em nosso primeiro trabalho, analisamos o gene ADAM33

utilizando um painel de linhagens tumorais de mama. O gene apresentou expressão 

diminuída devido a hipermetilação do promotor do gene ADAM33. A partir dos dados 

de sequenciamento de linhagens que expressam ou não o gene ADAM33, foram 

planejados iniciadores apropriados para utilizar a técnica de MSP (methylation specific

PCR) em tumores. Assim, foi possível realizar a mesma análise iniciada com as 

linhagens nos tumores primários de mama. Foi demonstrado uma diferença 

significativa nos carcinomas lobulares invasivos, onde 76,2% destes apresentavam o 

promotor do gene ADAM33 hipermetilado (p = 0,0002) (SENISKI et al., 2009). Além 

disso, existe uma expressão variada do gene ADAM33 nas linhagens tumorais de 

câncer de mama, das quais, todas são provenientes de carcinomas ductais invasores. 

Contudo, a validação da proteína ADAM33 como biomarcador molecular de câncer de 

mama dependia de sua utilização em imunohistoquímica. Para isso, em continuidade 

ao trabalho iniciado em 2009 com o gene ADAM33, foi realizada a clonagem de uma 

parte do gene. A partir da expressão de um domínio da proteína ADAM33 

recombinante foram produzidos anticorpos monoclonais contra a proteína ADAM33, e 

padronizada sua expressão em diferentes carcinomas mamários, mostrando que a 

presença da proteína seria um fator importante para a diminuição da agressividade 

dos tumores de mama (MANICA et al., 2017).

A biologia molecular vem auxiliando a desvendar os passos utilizados ou as 

vias de ativação intracelular que conduzem ao câncer de mama. Sabe-se a bastante 

tempo que não existe um caminho único, mas uma série complexa de acontecimentos 

moleculares que levam para vias distintas e divergentes em relação ao câncer de 

mama invasivo (SIMPSON et al., 2005). Contudo, os mecanismos de evasão celular 

das células tumorais aos tratamentos disponíveis na clínica, sobretudo nas células 

metastáticas, que não são sensíveis aos fármacos atualmente disponíveis, tem se 

tornado um dos objetivos dos estudos moleculares. Mesmo assim, o vislumbre de 

novas moléculas pela indústria farmacêutica principalmente na implementação nos 

estudos clínicos, é um fator limitante, seja pelo investimento, ou pela demora na 

determinação do seu uso. 
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Um dos trabalhos desenvolvidos no Laboratório de Epigenética procurou 

avaliar se a liraglutida poderia também contribuir para alteração do perfil epigenético 

de genes relacionados com a neoplasia mamária. Foi observado que a liraglutida 

diminuiu em aproximadamente 40% a migração das linhagens mesenquimais MDA-

MB-231 e MDA-MB-436. Em ambas as linhagens ocorreu aumento significativo da 

expressão CDH1, associado à desmetilação do promotor deste gene (TOLEDO, 

2017). Este gene é bem descrito na literatura como uma molécula de adesão epitelial, 

assim como a proteína ADAM33, e a sua perda contribui para migração das células 

tumorais. A partir dos trabalhos anteriores, sabia-se que a linhagem MDA-MB-231 não 

expressa o gene ADAM33, enquanto a linhagem MDA-MB-436 o expressa pouco. É 

sabido igualmente que estas linhagens após tratamento com 5-aza-2’-desoxicitidina 

ambas as linhagens apresentaram efeitos, ocorrendo a presença e o aumento da 

expressão, respectivamente (SENISKI et al, 2009). Em 2016 no trabalho de conclusão 

de curso de COSTA foi observado que a linhagem MDA-MB-231 passou a expressar 

o gene ADAM33 após tratamento com liraglutida (COSTA, 2016). Além disso, 

CHEQUIN et al. (em preparação) verificou que houve não só aumento de expressão 

do gene ADAM33, mas de vários genes relacionados com agressividade da linhagem 

tumoral. A partir destes resultados, foi proposto o projeto do presente mestrado, uma 

vez que haviam fortes indícios de que a liraglutida poderia influenciar no perfil de 

metilação da região promotora do gene ADAM33.

Para avaliar se a alteração da expressão do gene ADAM33 nas amostras de 

nosso estudo era influenciada pelo perfil de metilação do gene, inicialmente foi

realizada a técnica de MSP a partir do DNA tratado com bissulfito, na qual é possível 

diferenciar amostras não metiladas das metiladas de modo rápido e eficiente. Com 

essa técnica, foi possível determinar se de fato os CpGs 47, 51, 52 e 53, utilizados na 

sequência dos oligos iniciadores e presentes na região amplificada poderiam estar

desmetilados através da técnica adotada. Contudo, se este resultado fosse promissor, 

seria interessante investigar se outros CpGs próximos poderiam estar desmetilados.

Sendo assim, neste trabalho buscou-se avaliar o efeito do fármaco liraglutida 

(Victoza, NovoNordisk®) sobre as linhagens tumorais de mama, comparando com o 

composto 5-aza-2’-desoxicitidina, um conhecido agente desmetilante, e seus efeitos 

sobre a metilação de ADAM33 nas linhagens tumorais MCF-7, MDA-MB-231 e MDA-

MB-436.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar o perfil de metilação do gene 

ADAM33 em linhagens tumorais de mama quando submetidas a tratamento com 5-

aza-2’-desoxicitidina e liraglutida.

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1. Verificar alterações no perfil de metilação do gene ADAM33 nas linhagens

MCF-7, MDA-MB-231 e MDA-MB-436 nos diferentes tratamentos através de 

PCR específica para metilação - MSP (methylation specific PCR).

2. Avaliar o perfil de metilação do promotor do gene ADAM33 sobre tratamento 

com 5-aza-2’-desoxicitidina e liraglutida após sequenciamento.

3. Avaliar e compreender alteração do perfil de metilação após os tratamentos, 

buscando explicações para o evento epigenético a partir da análise in sílico dos 

fatores de transcrição relacionados com as diferentes linhagens.
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5. MATERIAL E MÉTODOS

5.1 CULTIVO CELULAR

O material biológico utilizado foram três linhagens celulares de tumor de 

mama cedidas pelo instituto Ludwig/SP MDA-MB-231; MDA-MB-436 e MCF-7. O 

cultivo foi realizado em meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado com soro fetal bovino 

(SFB) 10% inativado a 55°C e contendo garamicina 40 μg/ml. A linhagem MCF7 

recebeu suplementação de insulina (5 μg/mL) conforme protocolos da ATCC. As 

amostras contendo aproximadamente 106 células foram retiradas do nitrogênio 

líquido, descongeladas a 37°C e repassadas para uma garrafa de cultivo (25 cm3) 

contendo aproximadamente 4 mL de meio de cultura e acondicionadas em estufa com 

tensão de CO2 a 5%. O meio de cultura foi regularmente trocado em dias alternados, 

dependendo da necessidade de cada linhagem celular.

5.1.1. Tratamento com a liraglutida e com 5-aza-2’-desoxicitidina.

Para o tratamento com a liraglutida (Victoza®, Novo Nordisk), 300.000 células 

foram transferidas para 6 poços de placas de cultura, sendo 3 poços para tratamento 

com liraglutida e 3 poços para o controle, sem a droga. Após 24 horas, as células 

foram lavadas três vezes com tampão PBS 1X, para a retirada do SFB, sendo 

adicionados posteriormente 2 ml de meio RPMI com 0,1% SFB e, nos poços de 

tratamento, foi acrescentado liraglutida na concentração de 30 nM. Foram realizados 

os períodos de 24 e 48 horas de tratamento, sendo que o liraglutida foi adicionado a 

cada 24 horas. Para o tratamento com 5-aza-2’-desoxicitidina (5-Aza) (Sigma), em

torno de 5 x 105 células foram adicionadas a placas de 6 poços, e o meio de cultura

contendo 1 uM do reagente foi trocado diariamente durante 7 dias.

(PRYZBYLKOWSKI; OBAJIMI; KEEN, 2008).

5.2 EXTRAÇÃO DE DNA E RNA 

A extração de DNA e RNA das células após os tratamentos foi realizada a 

partir do protocolo All Prep DNA/RNA mini kit (Qiagen), de acordo com o manual do 
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fabricante. Este protocolo proporciona a extração simultânea das moléculas dos dois 

ácidos nucleicos de modo satisfatório e qualitativo.

5.3 ELETROFORESE EM GÉIS DE AGAROSE 1% E DE POLIACRILAMIDA 
8%.

Os produtos das reações de PCR foram analisados em gel de poliacrilamida 

8%, preparado a partir de uma solução de acrilamida e bisacrilamida (29:1), TEMED 

como doador de elétrons da reação e persulfato de amônio (APS) 20% como 

catalisador da reação (SANGUINETTI; DIAS NETO; SIMPSON, 1994). A eletroforese 

foi conduzida em aparato de gel médio a 80-120 V por aproximadamente uma hora 

em tampão TBE 1 X (ácido bórico 100 mM e EDTA 10 mM). Após a eletroforese, o gel 

foi incubado por três minutos em solução fixadora (0,75% de ácido acético, 10% de 

etanol absoluto) sob agitação suave. A esta solução foi adicionada 0,24% de nitrato 

de prata e o gel permaneceu sob agitação por mais dez minutos. Após impregnação 

do DNA com prata, o gel foi lavado com água destilada e a este adicionado o revelador 

(hidróxido de sódio 3% e formaldeído 0,5%) por mais cinco minutos, sob agitação 

contínua. Após a revelação das bandas, o gel foi lavado com água destilada duas 

vezes, e deixado por mais cinco minutos em solução fixadora, e em seguida o gel foi

seco em papel celofane.

Os produtos das reações de PCR foram visualizados em géis de agarose 1% 

corado com brometo de etídeo 0,2 μg/mL. 

5.4 TRATAMENTO COM BISSULFITO DE SÓDIO

Para análise de metilação, as amostras de DNA foram submetidas ao 

tratamento com bissulfito de sódio utilizando os reagentes do protocolo do kit EpiTec 

Bisulfite (Qiagen), de acordo com as especificações do fabricante. A eficiência dessa 

técnica no tratamento do DNA foi verificada por meio da nested-PCR, uma técnica, na 

qual reduz a amplificação inespecífica de bandas, utilizando os iniciadores da 

sequência satélite SATR-1 (COSTA et al., 2006). Os iniciadores utilizados para a 

amplificação da SATR-1 foram universal-1 5’ GTT ATA TTA TTT TTT GTT TTT TTG 

e reverso-1 5’ ACA TTT CCT TAT AAT ATT ATT CC; universal-2 5’ TAT AGT GGT 

GGT GTA TAT TTG e reverso-2 5’ CAC CTA ACC TAT AAT ATT TCT TC. A reação 
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de PCR foi de um volume final de 20 uL, contendo 1x de solução tampão; 1,5 mM de 

MgCl2; 0,2 mM de dNTPs; 0,3 de cada iniciador; 1U de Taq Normal (Invitrogen) e 

0,8 uL de DNA tratado com bissulfito de sódio. As condições de amplificação para a 

primeira e segunda reação (QUADRO 1).

QUADRO 1- CONDIÇÕES DAS REAÇÕES UTILIZADAS NAS REAÇÕES SATR1

                                          

FONTE: O autor (2018)

5.5 ANÁLISE DO PERFIL DE METILAÇÃO DO PROMOTOR DO GENE 
ADAM33 PELA TÉCNICA DE MSP

O estudo da metilação do promotor do gene ADAM33 foi realizado nas 

linhagens tratadas ou não com liraglutida e 5-Aza utilizando a técnica de MSP 

(Methylation Specific PCR) descrita por Herman et al., 1996. Os iniciadores foram 

desenhados para a situação metilada (gene silenciado por metilação) e para a 

situação não metilada (gene ativo) (SENISKI et al., 2009) sendo realizada uma reação 

de PCR para cada condição. A região de escolha para o desenho dos iniciadores foi

uma região rica em CpG e que possuem pelo menos um dinucleotídeo CG 

diferencialmente metilado dentro da sua sequência. Na (TABELA 1) estão as 

sequências, temperaturas de anelamento e os dinucleotídeos englobados dos 

iniciadores para MSP padronizados e escolhidos para este trabalho.

Reação 2

T Tempo

94 C

94 C

50 C

72 C

94 C

52 C

72 C

94 C

54 C

72 C

Reação 1

T Tempo

94 C

94 C

50 C

72 C

94 C

52 C

72 C

94 C

54 C

72 C

1x

5x

35x

1x

5x

35x
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TABELA 1 – INICIADORES PARA A REAÇÃO METILADA (M) E NÃO METILADA (U)

INICIADOR SEQUÊNCIA TEMPERATURA 
DE

ANELAMENTO 

CPGS FRAGMENTO  
(PB)

ADFM47

ADRM51

5` GTT TGA GGT TGT ATC GGG TA 

5`ACT CGC AAC TCC GAC TCC G 

64

64

47

51,52,53 64

ADFU47

ADRU51

5´ GTT TGA GGT TGT ATT GGG TA  

5`ACT CAC AAC TCC AAC TCC A

64

64

47

51,52,53 64

FONTE: Adaptado SENISKI et al., (2009)

As reações de MSP foram padronizadas por SENISKI et al., 2009 e reavaliadas 

neste trabalho. As condições das reações com os iniciadores U e M escolhidos

continham um volume final de 20 uL, e incluíam solução tampão 1X; 2,5 mM de MgCl2;

200 uM de dNTPs; 8 pmoles de cada iniciador; 1U de Taq Normal (Invitrogen) e 1 uL 

de DNA tratado com bissulfito de sódio. As condições de

5 minutos seguido de 35 ciclos de desnaturação a 94°C por 45 segundos, temperatura 

de anelamento (Tabela 1) por 15 segundos e 45 segundos de extensão a 72°C; e uma 

extensão final de 5 minutos a 72°C. As reações foram analisadas em géis de 

poliacrilamida 8% e posteriormente em gel de agarose 1,2%.

5.6 ANÁLISE DO PROMOTOR DO GENE ADAM33

Os iniciadores utilizados para este estudo foram os mesmos já padronizados 

para estudo das ilhas de CpG do gene ADAM33 (SENISKI et al., 2009). A figura 7

mostra um esquema da região promotora do gene e a localização dos iniciadores em 

estudo na ilha de CpG 1 (CGI1). Para amplificação da CGI1 foram utilizados dois pares 

iniciadores, uma vez que foram utilizados também na técnica de nested PCR. O 

primeiro par de iniciadores foram utilizados para uma reação de PCR de menor 

estringência e o segundo par para outra reação de PCR com maior estringência, 

utilizando como molde o produto da primeira reação de PCR. A sequência dos 

iniciadores foi a seguinte para a primeira reação PCR: iniciador universal B33F1 (5’ 

AGG GAG TTA TGT TTT TTG TTT TGT TAG) e iniciador reverso B33R1 (5’ ATT ACC 
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TAA ACC TTA CTA TCC TTA); para a segunda reação Nested, a sequência do 

iniciador universal B33F2 (5’ GGG TTA GTT TAA GTA TAT TTG AG), e o iniciador 

reverso B33R2 (5’ ACA CCC AAT ACA AAT AAA TAA CC).

FIGURA 7 - ESQUEMA DE UM FRAGMENTO DE 2000 PARES DE BASES ANTES DA REGIÃO 
PROMOTORA E 1000 PARES DE BASES APÓS O INÍCIO DA REGIÃO CODIFICANTE DO GENE 

ADAM33.

FONTE: SENISKI et al. (2009)

5.6.1 Reação de PCR nested da ilha de CpG

As reações de PCR foram realizadas em um volume final de 20 uL contendo

1x tampão de PCR, 1,5 mM de MgCl2, 0,2 uM dNTPs, 1U de Taq Platinum (Invitrogen), 

0,3 uM de iniciadores e 2 uL de DNA previamente tratado com bissulfito de sódio. As 

reações nested foram realizadas nas mesmas condições utilizando entre 1 e 5 uL do 

produto da primeira reação como molde. As reações foram realizadas em condições 

de touch up com incremento de 2°C na temperatura de anelamento após o primeiro 

ciclo e com aumento de mais 2°C após o sexto ciclo e seguindo com esta temperatura 

de anelamento até o final da reação. Para a primeira reação foram utilizados 95oC por 

5 minutos, seguidos de 1 ciclo de 94oC por 3 minutos, 48oC por 2 minutos, e 72oC por 

3 minutos. Em seguida, foram realizados 5 ciclos de 94oC por 3 minutos, 50oC por 2 

minutos, e 72oC por 3 minutos. Por fim, foram feitos 35 ciclos de 94oC a 3 minutos, 

52oC por 2 minutos e 72oC por 3 minutos. Para a reação nested, o produto de PCR foi 

gerado a partir de 2 uL da PCR 1 utilizada como molde, sob as condições 95oC por 5 
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minutos, seguidos de 1 ciclo de 94oC por 2 minutos, 55oC por 2 minutos, e 72oC por 3 

minutos. Em seguida, foram realizados 5 ciclos de 94oC por 2 minutos, 57oC por 1 

minuto, e 72oC por 2 minutos. Por fim, foram feitos 35 ciclos de 94oC a 3 minutos, 

59oC por 2 minutos e 72oC por 3 minutos, seguido de um último ciclo de 72oC por 5 

minutos. O produto esperado era de 860 pares de bases.

5.6.2 Purificação dos produtos de PCR 

Após eletroforese para a confirmar a amplificação, o fragmento de DNA a partir 

da eletroforese em gel de agarose foi submetido a purificação utilizando o protocolo 

PureLink Quick® Gel Extraction (Invitrogen) seguindo as recomendações do 

fabricante. O DNA foi eluído da coluna com tampão TES (10 mM Tris-HCl, pH 8.5). Ao 

final da purificação o produto foi submetido a uma nova eletroforese, e a partir da 

concentração de produto obtido, o fragmento foi utilizado para a ligação ao vetor de 

clonagem.

5.6.3 Ligação em vetor de clonagem

O fragmento de DNA anteriormente purificado foi inserido no vetor pGEM-T

®easy (Promega), vetor linearizado com pontas T em ambas  extremidades. O vetor 

e o fragmento de restrição são ligados covalentemente através de ligações 

r). Em um 

sistema de 10 uL foi adicionado o vetor, o inserto (± 300 ng do produto de PCR 

purificado), T4 ligase 1 uL e tampão 2x. Este sistema foi incubado pelo menos 4 horas 

a 4oC e em seguida foi eletroporado em estirpes de Escherichia coli DH10B 

eletrocompetentes.

5.6.4 Preparo de células Eletrocompetentes

Para esta técnica, quatro colônias de Escherichia coli DH10B isoladas a partir 

de uma placa de LA (Luria Bertani ágar 15 g/L) contendo estreptomicina 20 ug/mL

foram crescidas em meio LB líquido por cerca de 16h a 37oC sob agitador rotário 180-

220 rpm. No dia seguinte, cerca de 1 mL deste pré-inóculo foi adicionado a um novo 
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frasco contendo 100 mL de meio SOB (Super Optimal Broth Medium) e antibiótico e

incubado novamente no agitador rotatório sob as mesmas condições 

aproximadamente 3 horas até atingir a densidade ótica (D.O) entre 0,5 a 0,6 em leitura 

de 600 nm. Após a leitura, o volume foi transferido para tubos de 50 mL e incubado

30 minutos no gelo. O volume então foi centrifugado a 5000 rpm por 5 minutos a 4oC,

o pellet de células foi ressuspenso com água ultrapura e este passo foi repetido mais 

uma vez. A última lavagem foi realizada com glicerol 15% sob a mesma condição de 

centrifugação. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspenso em 

glicerol 15%, e a bactéria armazenada em alíquotas de 40 uL em tubos do tipo 

eppendorf a -80oC.

5.6.5 Eletroporação de plasmídeos 

Cerca de 2 uL da ligação foi misturado com a bactéria eletrocompetente, 

transferidos para a cubeta de eletroporação e submetidos a um pulso padrão de 1800 

oms no eletroporador X-cell (BioRad). Após o choque, as células foram recuperadas

com 1 mL de meio LB por 1 hora a 37oC, sob agitação. Após a recuperação, as 

culturas foram crescidas em meio LA, contendo antibiótico estreptomicina 20 ug/mL, 

ampicilina 250 ug/mL, X-Gal 25 ug/mL e IPTG 45 ug/mL e incubadas a 37°C por 12/14 

horas. As colônias positivas foram selecionadas por alfa-complementação.

5.6.6 PCR de colônia e Purificação de DNA Plasmídial

Pelo menos 8 colônias brancas de cada ligação foram submetidas a reação de 

PCR para a confirmação da presença do inserto. As reações de PCR foram realizadas 

em um volume final de 10 uL, contendo tampão de PCR 1X (Invitrogen), MgCl2 a 1,5

mM, dNTPs a 200 uM, Taq polimerase a 1 U/uL (Invitrogen) e 8 pmoles de iniciadores 

específicos para o inserto estudado (B33 F2 e B33 R2). As condições da ciclagem 

para a reação foram: desnaturação inicial por 5 min a 9 C por 1 minuto, 

por 35 ciclos, e 

extensão final de 2 minutos. Os produtos foram observados em gel de poliacrilamida

corado com nitrato de prata.
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Após a confirmação da presença do inserto por PCR, o clone foi crescido em 

meio líquido LB, incubado a 37oC sob agitação de 180 – 220 rpm durante 14 a 16 

horas. Após seu crescimento, a cultura foi aliquotada em tubos de 1,5 ml e 

centrifugada a 8000 rpm por 3 minutos, e o precipitado submetido a extração do DNA 

plasmidial utilizando o protocolo do QIAprep spin (Qiagen) conforme especificações

do fabricante. 

5.7 SEQUENCIAMENTO DE DNA, PRECIPITAÇÃO E ANÁLISE DOS 
RESULTADOS

O sequenciamento dos plasmídeos foi realizado segundo a técnica de 

terminação com dideoxinucleotidos descrita por Sanger et al. (1977) e modificada por 

Karger et al (1991). Cerca de 500 ng de DNA plasmídial purificado foi utilizado para 

reação de sequenciamento pelo protocolo Big Dye Terminator (Applied Biosystems) 

em um sistema de 10 uL contendo: 1 uL de Big Dye Terminator v3.0, 1 ul de tampão 

Save Money 2,5 X (200 mM TrisHCl e 5 mM MgCl2), M13 

(Invitrogen). As condições de ciclagem foram: desnaturação inicial a 96 °C por 1 

minuto, seguido por 30 ciclos a desnaturação por 95°C por 30 segundos e 60°C por 2 

minutos 30 segundos de anelamento e extensão, e por fim 1 ciclo 10°C por 15 minutos.

Após a reação foi realizado a precipitação do DNA adicionando acetato de amônio a 

7,5 M a um volume final de 60 uL de etanol absoluto e incubado por pelo menos 15 

minutos -20oC. O precipitado foi centrifugado por 30 minutos, 10000 xg e o 

sobrenadante descartado e aos tubos foi adicionado 150 uL de etanol 70%, e 

novamente centrifugado por 30 minutos a 10000 xg. Os produtos do sequenciamento 

foram submetidos a eletroforese capilar no sequenciador automático ABI XL3500 

(Applied Biosystems). Os eletroesferogramas das reações foram posteriormente 

analisados utilizando o software livre BioEdit e a sequência de DNA foi analisada com 

software ClustalW, para comparação do padrão de metilação observado após as 

condições de tratamento propostos para cada linhagem.

5.8 ANÁLISE DOS FATORES DE TRANSCRIÇÃO PELO GENOMATIX 
(MATINSPECTOR)
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A partir da sequência de nucleotídeos do gene ADAM33, foram identificados os 

sítios de união aos fatores de transcrição TF utilizando o software Genomatix

(MatInspector ) (FIGURA 8), em uma ampla biblioteca de descrições de matriz. A

partir da obtenção dos resultados dos dinucleotídeos diferencialmente metilados sob 

as condições de tratamento, foi avaliado uma predição dos fatores de transcrição

potencialmente funcionais (TFBS), ancorados nas posições dos dinucleotídeos

metilados. Assim, de acordo com a distribuição foram explorados os possíveis lugares 

de união de ativadores e repressores que se uniam a sequência reguladora de DNA

especifica e as funções em diferentes contextos biológicos segundo os dados da 

literatura.

FIGURA 8- REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DO SOFTWARE GENOMATIX 

(MATINSPECTOR )

FONTE: Genomatix, MatInspector (2018)

Nota: Com a sequência gênica inserida para se avaliar os possíveis FT ligados nos CpGs 

diferencialmente metilados.
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6. RESULTADOS

6.1 TÉCNICA DE PCR METILAÇÃO ESPECÍFICA (MSP) 

Após as linhagens MCF7, MDA-MB-231 e MDA-MB-436 serem tratadas com 

liraglutida e posteriormente o DNA ser tratado com bissulfito de sódio, a região da ilha 

1 foi avaliada pela técnica de MSP. Os iniciadores (SENISKI et al., 2009) amplificaram

o DNA metilado ou não metilado representado pelos fragmentos M (methylated) ou U

(unmethylated), respectivamente, com um fragmento correspondente ao amplicom de 

64 pb. A (FIGURA 9) mostra a reação de amplificação das reações M e U utilizando

DNA tratado das linhagens MCF7, MDA-MB-231 e MDA-MB-436, onde se esperava

que as linhagens MCF7 e MDA-MB-231 apresentassem no controle positivo somente 

o fragmento M por não possuir expressão do gene ADAM33. O resultado obtido a 

partir da reação de MSP-PCR das linhagens MCF7 e MDA-MB-231 tratadas com 

liraglutida e 5-Aza demonstrou que após os tratamentos, o fragmento da condição não 

metilada apareceu após PCR e eletroforese em ambas as linhagens.

FIGURA 9 – PCR-MSP DO GENE ADAM33 NAS LINHAGENS MCF7, MDA-MB-231 E MDA-

MB-436.

          

                             

FONTE: O autor (2018)

Nota: A) Linha 1- MM 100 pb; 2 e 3 MCF7 U e M; 4 e 5 MCF7 U e M tratado com 5- Aza U e  M;6 e 7 
MCF7 tratado com Liraglutida U e M; 8 e 9 MCF7 Controle Negativo U e M.B) Linha 1- MM 100pb; 2 e 

A)

B)

C)
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3 MDA-MB-231 U e M; 4 e 5 MDA-MB-231 depois de tratamento com 5- Aza U e M; 6 e 7 MDA-MB-
231 depois de tratamento com Liraglutida U e M; 8 e 9 MDA-MB-231 Controle Negativo U e M. C) Linha 
1- MM 100 pb; 2 e 3 MDA-MB-436 U e M; 4 e 5 MDA-MB-436 depois do tratamento com 5- Aza U e M; 
6 e 7 MDA-MB-436 depois do tratamento com Liraglutida; 8 e 9 MDA-MB 436 Controle Negativo U e M 
Eletroforese em gel de agarose 1,2% corado com brometo de etídeo. 

O resultado surpreendente, é que as linhagens MCF7, MDA-MB-231 e MDA-

MB-436 tratadas com a liraglutida foram capazes de diminuir a metilação do gene 

ADAM33 em cultivo celular. Dados após tratamento com 5-Aza corroboram o que já 

foi observado por (SENISKI et al., 2009), mas os obtidos com a liraglutida são inéditos.

A partir dos resultados promissores obtidos pela técnica de MSP-PCR, decidiu-se 

prosseguir na realização da clonagem e sequenciamento, possibilitando uma 

visualização completa do perfil de metilação do gene da ADAM33.

6.2 AMPLIFICAÇÃO DA ILHA DE CPG 1 DO GENE ADAM33

Para avaliar como a liraglutida altera o padrão de metilação da região 

promotora da ADAM33, a CGI1 foi clonada a partir da obtenção do DNA das linhagens 

tumorais de mama tratadas com liraglutida e com 5-Aza. Inicialmente, o DNA extraído 

foi tratado com bissulfito de sódio, que converte as citosinas não metiladas em timinas, 

e este utilizado como molde na reação de PCR-nested (FIGURA 10)1.

FIGURA 10 -. PADRONIZAÇÃO DA PCR-NESTED PARA A LINHAGEM MDA-MB-231 CONTROLE E 

TRATADA COM 5-AZA.

FONTE: O autor (2017)
Nota:  Linha 1 marcador molecular 100 pb: 2- controle negativo; 3 MDA-MB-231 sem tratamento; 4 -
MDA-MB-231 tratada com 5-Aza. Eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etídeo.

1 Para fins de ilustração, apenas algumas amplificações foram adicionadas ao texto.

860 pb

100pb

MDA-MB-231  
MDA-MB-231 

  5´AZA  CN  MM
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          Esta estratégia de amplificação é utilizada quando a região a ser amplificada 

tem pouco número de cópias, e isso ocorre em nosso trabalho devido ao tratamento 

do DNA com o bissulfito de sódio proporcionar uma diminuição da concentração de 

DNA após tratamento

6.3 PURIFICAÇÃO DO PRODUTO DE PCR DA CGI1 DO GENE ADAM33

Pode-se observar o fragmento desejado a partir da reação de nested a

obtenção em qualidade e quantidades adequadas para dar seguimento à clonagem. 

Após a reação de padronização, o DNA tratado das linhagens foi novamente 

amplificado em volumes maiores e submetidos a purificação em gel de agarose

(FIGURA 11).

FIGURA 11 – PCR PRÉ-PURIFICAÇÃO

11.1) Purificação Agarose 0,8% 

11.1) a Linhagem MDA-MB-231 Controle            11.1) b Linhagem MDA-MB-231 5´AZA

860 pb

100pb

MM MDA-MB-231  5´AZA  CN   MM   CN
MDA-MB-231 

Controle

860 pb
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11.1) c Linhagem MDA-MB-231 VIC                    11.1) d Linhagem MCF7 Controle

11.1) e Linhagem MCF7 5´AZA                              11.1) f Linhagem MCF7 VIC

  CN  MM MDA-MB-231 VIC

860 pb

100pb

MCF-7 Controle  CN  MM

MM   MM  CN   CNMCF-7  5´AZA MCF-7  VIC

100pb

860 pb

860 pb

860 pb
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11.1) g Linhagem MDA-MB-436 Controle          11.1) h Linhagem MDA-MB-436 5´AZA

                                               
                                              11.1) i Linhagem MDA-MB-436 5´AZA

                                 
FONTE: O autor (2017)

Nota: A) Linha 1- marcador molecular 100 pb; 2-controle negativo da reação de PCR; 3- DNA 
amplificado a partir da linhagem MDA-MB-231 controle; B) Linha 1- marcador molecular 100 pb; 2-
controle negativo da reação de PCR; 3- DNA amplificado a partir da linhagem MDA-MB-231 5´Aza; C)
Linha 1- marcador molecular 100 pb; 2-controle negativo da reação de PCR; 3- DNA amplificado a 
partir da linhagem MDA-MB-231 tratado com VIC; D) Linha 1- marcador molecular 100 pb; 2-controle 
negativo ; 3- DNA amplificado a partir da linhagem MCF-7 controle; E) Linha 1- marcador molecular 
100 pb; 2-controle negativo; 3- DNA amplificado a partir da linhagem MCF-7 5´Aza; F) Linha 1-
marcador molecular 100 pb; 2- DNA amplificado a partir da linhagem MCF-7 VIC; 3- controle negativo; 
G) Linha 1- marcador molecular 100 pb; 2-controle negativo; 3- DNA amplificado a partir da linhagem 
MDA-MB-436 controle; H) Linha 1- marcador molecular 100 pb; 2-controle negativo; 3- DNA 
amplificado a partir da linhagem MDA-MB-436  5´Aza; I) Linha 1- marcador molecular 100 pb; 2-controle 
negativo; 3- DNA amplificado a partir da linhagem MDA-MB-436 tratado com VIC. Eletroforese em gel 
de agarose 0,8% corado com brometo de etídeo.

  MM   MM

  MM

CN   CN

  CN

MDA-MB-436 
Controle 

MDA-MB-436 
 5´AZA  

MDA-MB-436 
VIC 

100pb

100pb

860 pb

860 pb

860 pb
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Após da purificação, o produto resultante foi submetido à nova eletroforese para 

verificar a eficiência da purificação e quantificação visual para a etapa seguinte de 

clonagem. Na (FIGURA 12) se observa que a purificação foi eficiente. 

FIGURA 12- ELETROFORESE DO PRODUTO DE PCR NESTED, DEPOIS DA 

PURIFICAÇÃO

                                     
Nota:  A partir da linhagem MDA-MB-231 tratada com 5-Aza. Linha 1 marcador molecular 100 pb; Linha 
2 controle negativo; 3 MDA-MB-231 5-Aza.

6.4 CLONAGEM E PCR DE COLÔNIA DO INSERTO DA ILHA DE CPG 1 
GENE ADAM33

Após a purificação, o produto de PCR foi ligado ao vetor. O vetor utilizado para 

clonar os fragmentos de PCR foi o plasmídeo pGEM-T®easy (Promega) que possui 

pontas T. Após a incubação, as ligações foram transformadas em células

eletrocompetentes, e os clones recombinantes foram selecionados através da -

complementação. Este processo permite selecionar clones com inserto, pois a

bactéria transformada terá o gene LacZ interrompido, ou seja, ausên -

galactosidase, gerando colônias brancas. Caso o inserto não seja adicionado, o gene 

LacZ estará funcional e pela presença galactosidase clivará o corante X-gal deixando

as colônias azuladas. Após a clonagem, 8 colônias foram submetidas a reação de 

100pb

860 pb

MDA-MB-231  
5´AZA  CN  MM
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PCR de colônia (FIGURA 13). A presença do fragmento de interesse na linhagem 

MDA-MB-231 tratados com 5-Aza.
FIGURA 13 - PCR DE COLÔNIA DOS CLONES SELECIONADOS

                                  
FONTE: O autor (2017)

Nota: Linhas 1; marcador molecular 100 pb; linhas 2 até 9, são colônias MDA-MB-231 tratadas com 5-
Aza e positivas para o inserto de 860 pares de bases; 10-12 colônias MDA-MB-231 negativas para o 
inserto. Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata.

6.5 PURIFICAÇÃO DO DNA PLASMIDIAL E SEQUENCIAMENTO DO 
INSERTO DA CGI1 DO GENE ADAM33

A partir da verificação da presença do inserto por PCR, as colônias foram 

crescidas em meio LB líquido para purificação do DNA plasmídial (FIGURA 14).

FIGURA 14 - MINIPREP DA LINHAGEM MDA-MB-231 TRATADOS COM 5-AZA

                  
FONTE: O autor (2017)

NOTA: Linha 1 pGEM 100 ng/uL; 3 a 10 - colônias submetidas a purificação. Eletroforese em gel de 
agarose 0,8% corado com brometo de etídeo.

Após a purificação do DNA plasmídial, este foi submetido a eletroforese em gel 

de agarose e posterior análise da concentração para a realização da técnica de 
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sequenciamento. Assim cada colônia foi sequenciada e os dados foram utilizados para 

a elaboração dos gráficos das (FIGURAS 15, 16 ,17). Acima de cada gráfico, é 

apresentada a porcentagem de metilação da ilha 1 que possui 77 CGs, de cada 

linhagem celular sob as diferentes condições. Os gráficos mostram o perfil de 

metilação encontrado para cada dinucleotídeo CG dos oito clones de cada linhagem. 

Pode-se observar que a linhagem MCF7 (FIGURA 15), apresentou a região

densamente metilada, em um valor global de 89,9%, corroborando assim os dados 

vistos por (SENISKI et al., 2009). Após o tratamento da linhagem MCF7 com o 5-Aza, 

é esperado que ele induza a uma diminuição na metilação global e isso foi observado 

na ilha CpG do gene ADAM33, decaindo o valor da metilação para 71,2% modificando 

assim alguns CGs dentro dessa sequência. Alguns dos dinucleotídeos que 

apresentaram uma importante diminuição da metilação foram os 3, 11, 16, 17, 19, 21, 

37, 64 e 72. A linhagem tratada com a liraglutida por sua vez, apresentou modificações 

no perfil de metilação de vários CGs, apresentando um perfil de metilação de 78,9% 

muito similar ao valor obtido com 5-Aza. Pode-se observar que nos CGs 10, 15, 65 e 

66 apresentou uma importante diminuição da taxa de metilação. 

FIGURA 15 – PERFIL DE METILAÇÃO DA LINHAGEM MCF7
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FONTE: O autor (2018)

NOTA:  Gráficos representativos das porcentagens de metilação de cada dinucleotídeo CpG contido 
na região promotora da ilha de CpG 1 do gene ADAM33. A) Linhagem Controle; B) Linhagem MCF7 
tratada com 5-Aza; C) Linhagem MCF7 Tratada com Liraglutida. Em risco vermelho, estão destacadas 
as regiões que foram escolhidas para o desenho dos iniciadores para a reação de MSP. 

A (FIGURA 16) demonstra o perfil de metilação da linhagem MDA-MB-231

controle, o qual se apresentou densamente metilada com valor de 91,2%, semelhante 

ao que foi observado por (SENISKI et al., 2009). A linhagem MDA-MB-231 quando foi 

submetida ao tratamento com 5-Aza induziu a diminuição no perfil de metilação, sendo 

que, em alguns CGs ocorreu a desmetilação total, tais como o 31, 36, 42, 43, 44, 48, 

54 e 55. O perfil de metilação global foi reduzido para 54,5%, ou seja, apresentou uma 

redução de 36% na metilação do gene ADAM33. Surpreendentemente, a linhagem 

MDA-MB-231 tratada com liraglutida (FIGURA 16 C) também produziu um perfil de 

desmetilação semelhante ao que foi mostrado com 5-Aza. Algumas regiões 

apresentaram desmetilação completa, baixando o perfil de metilação para 54,7%, 

estando praticamente idêntica a linhagem tratada com 5-Aza, um potente e conhecido 

agente desmetilante. Os CpGs desmetilados também foram semelhantes entre as 
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duas condições testadas, sendo os mais interessantes os CGs 28, 31, 32, 37, 38, 39, 

40, 41, 52 e 53. Ao que tudo indica, a liraglutida se mostrou como um agente 

desmetilante para o gene ADAM33, assim como o 5-Aza.

FIGURA 16 – PERFIL DE METILAÇÃO DA LINHAGEM MDA-MB-231

FONTE: O autor (2018)
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NOTA:  Gráficos representativos das porcentagens de metilação de cada dinucleotídeo CpG contido 
na região promotora da ilha de CpG 1 do gene ADAM33. A) Linhagem Controle MDA-MB-231; B)
Linhagem MDA-MB-231 tratada com 5-Aza; C) Linhagem MDA-MB-231 Tratada com liraglutida. Em 
risco verde, estão destacadas as regiões que foram escolhidas para o desenho dos iniciadores para a 
reação de MSP.

A linhagem controle MDA-MB-436 (FIGURA 17), também apresentou uma 

densa metilação de 88,6%. A linhagem MDA-MB-436 tratada com o 5-Aza, não 

mostrou alteração do perfil de metilação, tendo uma porcentagem de 84,6%, embora 

seja possível observar que há diminuição dos CpGs aonde se localizam os oligos já 

validados para a técnica de MSP, mais os CGs que diminuíram depois do tratamento 

foram 3, 4, 6, 46, 48 e 75. Ao que tudo indica, a MDA-MB-436 mostrou-se refratária 

ao tratamento com o agente desmetilante 5-Aza, casos já relatados na literatura. O 

mais curioso, contudo, foi que, quando a linhagem MDA-MB-436 foi tratada com 

liraglutida (FIGURA 17 C), o perfil de metilação diminuiu para 75,3%, uma redução de 

13% em relação do controle, sendo o mesmo não obtido com 5-Aza. Ainda foi possível 

observar que alguns CpGs como o 6, 35, 45, 48, 74 e 76 apresentaram valores de 

metilação abaixo de 50%. Este dado se mostra muito relevante uma vez que se 

considerarmos apenas a análise do MSP, está variação no perfil global não poderia 

ter sido observada, característica relevante quando se trata de uma medicação de 

amplo uso.

FIGURA 17 – PERFIL DE METILAÇÃO DA LINHAGEM MDA-MB 436.
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FONTE: O autor (2018)

NOTA: Gráficos representativos das porcentagens de metilação de cada dinucleotídeo CpG contido 
na região promotora da ilha de CpG 1 do gene ADAM33. A) Linhagem Controle MDA-MB-436; B)
Linhagem MDA-MB-436 tratada com 5-Aza; C) Linhagem MDA-MB-436 Tratada com Liraglutida. Em 
risco verde, estão destacadas as regiões que foram escolhidas para o desenho dos iniciadores para a 
reação de MSP.

Através destes resultados, a sequência do gene ADAM33 foi avaliada quanto 

aos possíveis locais de ligação aos fatores transcricionais regulatórios através do 

software Genomatix (MatInspector ). Foi possível observar que estas regiões se 

tratam de prováveis ligantes dos TFBS, através do análise e posição de cada CpG 

dentro da sequência. No total foram achados aproximadamente 200 TFBS, dos quais 

foi feita uma seleção daqueles que tinham uma especificidade com nosso motivo 

experimental. Dentre eles, destacam-se os fatores HOXF, NKX25, HOMEZ, CDX2 e 

TLX, os quais são considerados como homeobox. A região dos fatores FOXA1, 

GATA3, NUDR e HNFP estão envolvidos com a regulação e a proliferação de células 

epiteliais e ramos laterais na glândula mamária e se encontram diferencialmente 
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metilados. No tratamento com o liraglutida houveram diferenças nos CpGs em regiões 

associadas aos fatores NKX6 e HMGA-1 que estão envolvidos com a codificação de 

proteínas e a regulação gênica em câncer de mama, além de estar associados com o

Diabetes mellitus (CHIEFARI et al., 2011).
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7. DISCUSSÃO

           A metilação do DNA desempenha um papel vital nas células normais e 

alterações no seu perfil contribui para o aparecimento de doenças. A determinação do 

perfil de metilação nas células doentes é crucial para o desenvolvimento de novas

terapias. Indubitavelmente, a importância clínica dos marcadores epigenéticos 

desempenha um papel crucial na medicina de precisão para pacientes com câncer.

Alterações nos padrões de metilação do DNA são consideradas um evento precoce 

no desenvolvimento do tumor e surgiram como uma característica de muitos tipos de 

câncer, incluindo câncer de mama. A metilação do DNA aberrante tem sido 

frequentemente associada às características clínicas e histopatológicas de pacientes 

com câncer de mama, como estágio tumoral, positividade dos receptores hormonais, 

tempo de sobrevida ou mutações somáticas, bem como subtipos moleculares

(FLEISCHER et al., 2017). Este tipo de alteração desempenha um papel importante 

na regulação normal da expressão gênica e a perda de regulação pode contribuir 

significativamente para o início, desenvolvimento e progressão do câncer. Além disso 

são consideradas como aberrações epigenéticas, pois levam ao silenciamento de 

genes supressores de tumor e outros mediadores negativos do desenvolvimento 

neoplásico (SANDHU et al., 2014). Diferentes estudos contribuem para que a 

hipermetilação do DNA aberrante que produz o silenciamento epigenético ocorra em 

genes sensíveis à metilação, bem como para a hiperatividade da enzima DNMT, como

também é atribuído ao subtipo molecular basal do câncer de mama (ROLL et al., 

2008).

Os resultados obtidos mostraram que o liraglutida, assim como o 5-aza-2’-

desoxicitidina foi capaz de modificar o padrão de metilação do gene ADAM33, uma 

importante proteína de adesão celular, com alterações descritas no câncer de mama

e na asma. Para conferir a expressão do gene ADAM33 nas amostras de nosso 

estudo, foi importante começar pela técnica MSP uma vez que os iniciadores já 

estavam disponíveis. Àqueles iniciadores foram desenhados dentro de uma região 

rica em CpGs que possuíam pelo menos um dinucleotídeo CG diferencialmente 

metilado na linhagem normal, que expressa o gene; e tumorais que não expressam o 

gene. Com esta técnica é possível diferenciar amostras não metiladas das metiladas 

de modo rápido e eficiente que independem do sequenciamento. Esta técnica é

conhecida e considerada de boa viabilidade para estratégias baseadas em reações 
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de PCR, como MSP, para avaliar modificações de metilação em pequenas 

quantidades de materiais biológicos. A técnica de MSP também revolucionou as 

técnicas moleculares uma vez que eliminou os frequentes resultados falso-positivos 

devido à digestão parcial das enzimas sensíveis à metilação inerentes aos métodos 

anteriores de PCR para detectar a metilação (HERMAN et al., 1996).

O perfil de metilação das linhagens MCF7 e MDA-MB-231 tratadas com 

liraglutida e 5-Aza demonstrou que o fragmento da condição não metilada apareceu 

após PCR e eletroforese em ambas as linhagens (FIGURA 9). Na linhagem MDA-MB-

436, que já apresentava o fragmento para as ambas condições, permaneceu com o 

perfil semelhante. Embora a técnica de MSP seja de grande relevância e última 

determinação de alteração do padrão de metilação, esta técnica não evidencia todas

as alterações que possam estar ocorrendo na região analisada. Assim, em virtude do 

liraglutida mostrar-se aparentemente um regulador epigenético, foi dado início ao 

processo de amplificação, purificação e clonagem do gene ADAM33 nas três 

linhagens tumorais (MCF7, MDA-MB-231 e MDA-MB-436) com diferentes perfis 

moleculares. A linhagem MCF7 possui características epiteliais, expressa o receptor 

de estrogênio alfa (RE- e o receptor de progesterona (RP), além de possuir uma 

baixa capacidade invasiva. Já a linhagem MDA-MB-231 é chamada de triplo-negativo 

(TNBC), altamente agressiva, com capacidade invasiva pela degradação proteolítica 

da matriz extracelular, e pouco diferenciada, pois não possui expressão de receptor 

de estrogênio (RE) e receptor de progesterona (PR), bem como HER2 (receptor do 

fator de crescimento epidérmico humano), enquanto a linhagem MDA-MB-436 é uma 

linhagem triplo negativo com características de morfologia pleomórficas com 

componentes celulares multinucleares (KATHRYN; SIREESHA V; STANLEY, 2012; 

LEE; OESTERREICH; DAVIDSON, 2015).

Após clonagem, confirmação da presença do inserto nas colônias (FIGURA 

13), extração do DNA plasmidial (FIGURA 14) e sequenciamento (FIGURA 15-16-17),

foi possível afirmar que a taxa de metilação (após o tratamento com 5-Aza, um agente 

desmetilante comercial) diminuiu. Na linhagem MCF7, o gene ADAM33 após 

sequenciamento obteve os valores de 89,9% para a condição controle, 71,2% após o

tratamento com 5-Aza, enquanto que o tratamento com a liraglutida foi de 78,9%

(FIGURA 15). Para a linhagem MDA-MB-231 controle, a taxa global de metilação foi

de 91,2%, enquanto a linhagem após tratamento com 5-Aza foi de 54,5% (FIGURA 

16), estando de acordo com a técnica de MSP. Os resultados obtidos a partir dos 



64

tratamentos realizados com a liraglutida mostraram que o perfil de metilação global foi 

de 54,7%, desmetilando em torno de 36,5% em relação ao controle. Se considerarmos 

que a diminuição do perfil de metilação entre as duas condições testadas se 

assemelham, é possível inferir que a liraglutida poderia estar atuando como um agente 

desmetilante, com efeito similar ao 5-Aza. Ao que parece, o liraglutida possui um 

poderoso efeito desmetilante sobre o gene ADAM33 não específico, uma vez que o 

padrão se repetiu entre as duas linhagens. Já para a linhagem MDA-MB-436 a taxa 

global de metilação foi 88,6% para 84,6% com o 5-Aza e, com a liraglutida, foi de

75,3%. Se considerarmos a taxa de diminuição da metilação, podemos dizer que 

ocorreu uma desmetilação de 13% da região promotora do gene ADAM33 após o 

tratamento com liraglutida.

Se analisarmos individualmente os CpGs modificados pelos tratamentos, 

podemos observar que ocorreu uma desmetilação semelhante entre os CpGs da 

sequência promotora de ADAM33 quando submetida ao tratamento com 5-Aza e com 

a liraglutida e estes dados são inéditos na literatura. As linhagens tumorais embora 

apresentem heterogeneidade entre si, podem se comportar de maneiras diferentes 

diante de mesmos compostos adicionados, podendo a liraglutida estimular vias 

diferentes nas linhagens. O GLP-1 age de diferentes maneiras nos diferentes tipos de 

células, como por exemplo, ele é capaz de induzir a proliferação celular das células -

pancreáticas pela via do AMP cíclico, enquanto que nas células tumorais de mama, o 

GLP-1 ativa vias diferentes do AMPc, que podem levar à inibição da proliferação 

celular (LIGUMSKY et al., 2012).

Além disso, outros CpGs próximos também poderiam estar desmetilados

mostrando que este processo pode estar relacionado com a definição dada por 

(TURKER, 1999) de que certos promotores atuariam como ilhas de propagação da 

metilação. Se assim for, uma diminuição significativa na metilação da região 

promotora do gene ADAM33 levaria a uma perda desse equilíbrio e permitiria que a 

metilação do DNA se espalhasse para a região promotora a partir de focos pré-

existentes, permitindo sua transcrição. Esse modelo representaria o que foi descrito 

anos depois por (TURKER, 2002), em que a desmetilação proporcionaria a ligação de 

fatores repressores e daí então levariam a re-metilação do promotor, em um processo 

dinâmico.

O tratamento com 5-aza- -desoxicitidina na prática clínica tem se mostrado 

eficiente em tumores líquidos, mas refratário para os tumores sólidos, levando a 
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utilização limitada do composto para fins terapêuticos. Outros autores ainda 

descrevem que certas células passam a não responder mais aos efeitos ao tratamento 

com o composto, mostrando-se resistentes durante o tratamento. Esta resistência está

correlacionada com múltiplos mecanismos farmacológicos do metabolismo de 

nucleosídeos aberrantes, o que resulta em uma menor incorporação do 5-aza- -

desoxicitidina no DNA. O seu mecanismo de ação se inicia quando incorporado à

célula, sendo 5-aza- -desoxicitidina então fosforilado pela desoxicitidina quinase

(dCK) formando o derivado monofosforilado 5-aza-dCMP, que logo é então fosforilado 

para sua forma ativa 5-aza-dCTP, que é a forma que então se incorpora ao DNA e

leva a progressiva desmetilação. Existem diferentes metabólitos de 5-aza- -

desoxicitidina que também podem ser substratos para catabolizar enzimas, como a 

citidina desaminase (CDA), que catalisa a inativação de citidina e da desoxicitidina em 

uridina a desoxiuridina, diminuindo assim a quantidade de 5-aza-dCTP que pode ser 

formado; além do 5-aza- -desoxicitidina possuir uma meia-vida curta de minutos,

sendo rapidamente deaminado por CDA dentro das células. Portanto, sugere-se que 

a resistência das células ao tratamento possa ser devido à instabilidade genética 

espontânea e à instabilidade genética induzida pelo próprio 5-aza- -desoxicitidina

(QIN et al., 2009). Neste sentido, novos fármacos com ação desmetilante e efeito mais 

prolongado, como também insensíveis aos mecanismos de resistência poderiam 

auxiliar nos tratamentos dos pacientes oncológicos. Sobretudo se tal medicação 

apresentasse efeitos menos tóxicos que os próprios quimioterápicos ou mesmo o 

efeito tóxico do 5-Aza seriam extremamente importantes para o bem-estar do paciente 

durante o tratamento. 

Assim, como demonstrado aqui, a linhagens MCF7, MDA-MB-231 e MDA-MB-

436 tratadas com liraglutida apresentaram o perfil de metilação similar ao da linhagem

tratada com 5-Aza sugerindo que esse medicamento tem ação desmetilante sobre

promotores de certos genes alvo, dentre eles o ADAM33. Se isto ocorre também em 

outros genes, será alvo de futuros estudos em andamento no laboratório.

Para este trabalho também foi importante a análise dos FT, já que se trata de 

uma ilha de CpG localizada na região promotora do gene. Na análise de ambos 

tratamentos 5-Aza e liraglutida, foram achados TFBS em comum tais como HOXF, 

NKX25, HOMEZ, CDX2 e TLX, os quais são considerados como homeobox. Os FT

homeobox desempenham um papel vital no desenvolvimento anatômico de tecidos e 

órgãos durante o estágio inicial do desenvolvimento embrionário, assim como
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possuem um papel vital na proliferação de células tumorais. Estes FT específicos

atuam como parte de um sistema regulador do desenvolvimento, que proporciona às

células uma identidade específica (MISHRA; GUDA, 2017). O fator NKX25 atua em 

células de câncer de mama, e na homeostase da glucose por ser ativador 

transcricional de vários genes hepáticos (FU et al., 2016). Este fator é requerido para 

a união do receptor de estrógeno a outro fator, o GATA3, que é expresso em grande 

parte no epitélio luminal da mama normal e em tumores de mama positivos para RE 

(GARCIA-CLOSAS et al., 2007). Isto nos sugere que a sua presença a partir da 

desmetilação dos sítios de CpG poderia de certa forma fazer com que as linhagens 

MDA-MB-231 e MDA-MB-436, ambas consideradas linhagens triplos negativas (pela 

ausência de fatores de prognóstico tais como estrógeno e progesterona), a longo 

prazo, se tornariam menos invasivas e metastáticas, pela re-expressão do gene ESR1

(RE). Outro FT também encontrado, foi o SATB1, relatado como modificador

epigenético em sequências específicas dos genes alvo diretamente associados ao 

processo de metástase, regulando negativamente os genes supressores de tumor 

(HAN et al., 2008; PURBEY et al., 2009). O FT FOXA1 presente na região está

relacionado ao desenvolvimento embrionário tecido-específica. Seu recrutamento 

depende da distribuição da histona H3K5m1, em genes que são regulados pelo 

estrogênio, além de participar na regulação da apoptose inibindo a expressão do gene 

BCL2. Outro fator associado a ambos os tratamentos foi o DEAF-1. Este FT se liga às

sequências com múltiplas cópias de CG presentes no seu próprio promotor, e está 

envolvido com a regulação e a proliferação de células epiteliais e ramos laterais na 

glândula mamária. A literatura descreve já que normalmente se encontram 

hipermetilados (BARKER et al., 2008), e na possibilidade de estarem diferencialmente 

metilados após os tratamentos pode estar relacionado ao diabetes com o aumento da 

prevalência de câncer de mama, pela própria indução da proliferação do epitélio 

mamário.

Se considerarmos apenas o tratamento com o liraglutida houveram diferenças

nos CpGs em regiões associadas aos fatores NKX6 e HMGA-1, os quais estão 

ela sua 

capacidade de se unir ao promotor do gene de insulina, e na regulação da progressão 

metastática de células cancerígenas (BARKER et al., 2008). O fator HMGA-1 (High 

Mobility Group A) interage com trechos de DNA rico em AT, formando complexos 

estereoespecíficos e multiproteicos nas regiões promotoras de genes. Nas células 
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normais, a presença de HMGA-1 limita a embriogênese, sendo encontrado em altos 

níveis em células transformadas, e representando uma característica geral em 

doenças humanas, incluindo carcinomas derivados de tecidos de tireoide, próstata, 

colón e mama (PEGORARO et al., 2013). Já o NKX6-1 tem afinidade por sequências 

ricas em AT especificas em regiões promotoras de vários genes e sua ação seria 

bifuncional. A literatura relata que a hipermetilação do promotor do gene NKX6-1 tem

sido detectada em várias linhagens celulares de câncer de colo de útero e tecidos de 

carcinoma de células escamosas, impedindo assim sua expressão. Além disso, se 

atribui que presença de NKX6-1 inibiu a invasão e metástases do câncer, através da 

regulação epigenética da TEM (LI et al., 2016), sendo assim, a sua presença após o 

tratamento com liraglutida poderia contribuir para diminuição da malignidade 

associada às células tumorais avaliadas. 
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8. CONCLUSÕES

A presença de hipermetilação na região promotora do gene ADAM33 promove 

o seu silenciamento gênico, já observado pela ausência da expressão em diferentes 

linhagens avaliadas neste laboratório. Sobre as condições testadas, foi possível 

observar por MSP que as linhagens MCF7, MDA-MB-231 e MDA-MB-436 alteraram o

perfil de metilação quando foram tratadas com liraglutida, passando a apresentar o 

fragmento da condição não metilada, sugerindo uma ação semelhante entre liraglutida 

e o 5-Aza. Os resultados de sequenciamento mostraram uma diminuição no perfil 

global de metilação quando tratadas com 5-Aza da MCF7 para 71,2%, na MDA-MB-

231 para 54,5%, e na MDA-MB-436 para 84,6%, respectivamente. E estas mesmas 

linhagens quando tratadas com liraglutida apresentaram diminuição da metilação 

global da MCF7 para 78,9%, MDA-MB-231 para 54,7% e MDA-MB-436 para 75,3%,  

respectivamente. Os CpGs 3, 4, 6,11, 16, 17, 19, 21, 25, 28, 31, 32, 33, 35, 36, 37,

40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 48, 53, 54, 55, 68, 75 e 77 mostraram-se diferencialmente 

desmetilados quando são tratados com o 5-aza, e os CpGs 3,6, 10, 15, 22, 28, 31, 32,

33, 34, 35, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 45, 48, 52, 53, 55, 57, 58, 65, 66, 74, 75 e 76 somente 

quando tratados com liraglutida. Em ambas as condições, foram observadas 

diferenças nos CpGs 3, 9, 10, 15, 16, 19, 21, 22, 23, 28, 29, 30, 32, 35, 37, 38, 42, 43,

44, 46, 48, 54, 55, 57, 65, 68, 72, 74, 76 e 77.

A análise de genes diferencialmente metilados abrange as principais vias 

relacionadas à divisão celular, diferenciação, migração e outros processos biológicos, 

que são muito importantes no desenvolvimento e progressão do câncer. A análise dos 

FT presentes na região promotora de ADAM33 e sua provável regulação pela 

metilação do DNA nas linhagens avaliadas, há várias proteínas homeobox

importantes, como por exemplo, os HOXF, NKX25, HOMEZ, CDX2 e TLX. A região 

dos fatores FOXA1, GATA3, NUDR e HNFP estão envolvidos com a regulação e a

proliferação de células epiteliais e ramos laterais na glândula mamária e se encontram 

diferencialmente metilados. No tratamento com o liraglutida houveram diferenças nos 

CpGs em regiões associadas aos fatores NKX6 e HMGA-1, os quais estão associados 

-1 tem sido detectado em 

várias linhagens celulares de câncer de colo de útero e tecidos de carcinoma de 

células escamosas, e se atribui sua presença a inibição da invasão e metástases do 

câncer, através da regulação epigenética da TEM.  Sendo assim, a sua presença após 
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o tratamento com liraglutida poderia contribuir para diminuição da malignidade 

associada às células tumorais avaliadas. Estes resultados são inéditos na literatura, 

mostrando como um medicamento para um fim terapêutico diferente (diabetes) é 

capaz de proporcionar alteração no perfil de metilação de um gene relacionado ao 

câncer de mama.

A partir desses resultados, a liraglutida se mostrou capaz de atuar na reversão 

da hipermetilação das células tumorais de mama, podendo ser utilizado como um 

adjuvante na terapia do câncer de mama, porém mais estudos são necessários para 

verificar o potencial in vivo da liraglutida, assim como sua interação com outros 

fármacos.
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9. CONSIDERAÇÕES FINAIS

Por tudo isso apontado neste trabalho, nossa hipótese propõe que a partir do

tratamento com liraglutida, células tumorais com características de fenótipo 

mesenquimal e mais agressivo que possuem o gene ADAM33 metilado, e, portanto, 

sem a presença da proteína na membrana da célula, e ainda esta metilação seria 

capaz de impedir a ligação dos fatores de transcrição NKX6 e HMGA; passariam a 

desmetilar o gene ADAM33, e outras regiões do genoma, facilitando com que esses 

fatores de transcrição, consigam se aproximar da região promotora do gene ADAM33,

e promover a sua expressão, produzindo a proteína capaz de se mobilizar até a

membrana plasmática, desenvolvendo suas funções de comunicação célula-célula. A 

partir desse mecanismo então, essas células tumorais agora com a presença de 

ADAM33, perderiam o fenótipo mesenquimal e passariam ao fenótipo epitelial,

diminuindo sua agressividade e características invasivas e metastáticas (FIGURA 18).

FIGURA 18- REPRESENTAÇAO ESQUEMATICA HIPOTESES DE TRATAMENTO COM 

LIRAGLUTIDA

FONTE: O autor (2018)
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