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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo descrever, através de uma revisédo
bibliogréfica, aspectos importantes da metilagdo do DNA e analisar a influéncia da
metilacdo na expressdo de metaloproteases da matriz (MMP). Também foi
investigada a influéncia da metilagio em MMPs com diferentes processos
patolégicos. A metilacdo € uma alteracdo epigenética que consiste em uma
modificacdo covalente do DNA na qual um grupamento metil (CH3) é transferido da
S-adenosilmetionina para o carbono 5 de uma citosina que geralmente precede uma
guanina (dinucleotideo CpG). A metilacdo do DNA ocorre em células diferenciadas e
tem uma importante funcéo na regulacédo da expressao genética e no silenciamento
de elementos repetitivos no genoma. As MMPs sdo uma grande familia de enzimas
endopeptidases que coletivamente tem a capacidade de degradar praticamente toda
a matriz extarcelular, membrana basal e seus componentes, sendo responsaveis
pela remodelacdo e degradacdo da matriz extracelular. As MMPs desempenham
papel importante em varios processos de remodelacdo fisiologica e patoldgica.
Metilacdo em genes que transcrevem MMPs parecem exercer um importante papel
em diversos processos patoldgicos e esta associada com diferentes doencas,

inclusive o cancer.

Palavras-chave: Metilacdo; Metaloproteases da Matriz; Patologias.
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1. INTRODUGCAO

Epigenética € o estudo das modificacbes do DNA e das histonas
(cromatina); tais modificacGes sdo herdaveis e ndo alteram a sequiéncia de bases do
DNA. A metilagdo consiste em uma modificagdo covalente do DNA na qual um
grupamento metil (CH3) é transferido da S-adenosilmetionina para o carbono 5 de
uma citosina que geralmente precede uma guanina (dinucleotideo CpG), pela acéo
de uma familia de enzimas que recebem o nome de DNA-metiltransferases (DNMT).

A metilagdo do DNA ocorre quase exclusivamente em dinucleotideos CpG
em células diferenciadas e tem uma importante funcdo na regulacao da expressao
genética e no silenciamento de elementos repetitivos no genoma. Os dinucleotideos
CpG aparecem esparsos pelos genomas eucariotos ou agrupados em regides
definidas como ilhas CpG. A literatura nos mostra que a maioria dos dinucleotideos
CpG esparsos estdo metilados, ao contrario das ilhas CpG que estdo desmetiladas.

Metilacdo do DNA controla varias funcdes do genoma. Entre estas funcdes
citamos: recombinacdo durante meiose e mitose, controle da replicagao, controle de
DNAs “parasitas” que se inserem no genoma humano (ex.: DNA viral), estabilizacao
e manutencdo da expressao genética, regulacao da diferenciacdo celular, inativagéo
do cromossomo X, sendo essencial durante a morfogénese para que ocorra
desenvolvimento normal.

Aberracdo no padrédo de metilacdo do promotor de um gene pode levar a
perda de funcdo deste gene e pode ser muito mais freqiente que a mutacao
genética.

As metaloproteases da matriz (MMPs) sdo uma grande familia de enzimas
endopeptidases que coletivamente tem a capacidade de degradar praticamente toda
a matriz extracelular, membrana basal e seus componentes, sendo, portanto,
responsaveis pelo metabolismo da matriz extracelular e contribuindo para
degradacéao e remodelacéao do colageno de tecidos injuriados.

Metilacbes em genes que transcrevem MMPs podem estar associadas a
diferentes patologias. Por exemplo, a literatura demonstra que a hipometilacdo do
gene da MMP-3 tem sido associada com a degradacédo de cartilagem durante a
osteoartrite. Dessa forma, faz-se necessarios estudos para determinar a influencia

de metilacdo na expressao génica de diferentes MMPs.



1.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo descrever, através de uma reviséo
bibliografica, aspectos importantes do processo da metilacdo do DNA e analisar sua
influéncia na expressédo de metaloproteases da matriz, bem como sua associacao

com processos patologicos.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar uma reviséo bibliogréafica sobre a metilagdo do DNA,;
Analisar, através de revisao bibliografica a influéncia dessa metilacdo na expresséo

das metaloproteases da matriz e sua associacdo com processos patoldgicos.



2. METODOLOGIA

Neste trabalho foi feita uma reviséo bibliografica sobre a metilagdo do DNA,
seu papel no controle da expressédo de metaloproteases da matriz e a influéncia da
metilacdo em MMPs com diferentes processos patoldgicos. As bases consultadas
foram: Pubmed e Science Direct. As palavras chaves utilizadas foram: “epigenetic’
(epigenética), “methylation” (metilacdo), “MMP”, “TIMP”, “cancer’ (cancer),
“pathological processes” (processos patologicos) sendo pesquisadas isoladamente

e agrupadas. Utilizamos, ainda, outras fontes bibliograficas como livros e sites.



3. REVISAO DA LITERATURA
3.1 EPIGENETICA

O termo epigenética surgiu na metade do século 20 apds estudos
correlacionando bases genéticas e embriolégicas. CONRAD WADDINGTON,
estudioso dessas duas ciéncias, foi o primeiro a perceber a relagdo entre elas e
acreditou que deveriam de alguma forma ser estudadas em conjunto (1942). Surgiu
entdo a epigenética, nome derivado do termo grego epigenesis que descreve uma
teoria da biologia do desenvolvimento que propde que embrides em estagios iniciais
séo indiferenciados. A importancia dos estudos de WADDINGTON reside na relacao
estabelecida entre genes, atividade genética e desenvolvimento, durante um periodo
no qual o intercambio das informagdes geradas por geneticistas e pesquisadores da
biologia do desenvolvimento ndo acontecia adequadamente.

Com o tempo, tornou-se claro que alguns aspectos fundamentais do
desenvolvimento precisavam de explicagcdes. Um deles era entender como células
diferenciadas como fibroblastos ou linfécitos mantinham estaveis seus fendtipos
apos a divisao celular. Isso significava que genes relacionados com a especializacédo
de determinados fendtipos celulares permaneciam “ligados” enquanto outros genes,
ativos em outros tipos celulares, deveriam permanecer “desligados” e, de maneira
I6gica, esses controles celulares teriam que ser herdados apods a divisdo da célula.

Tradicionalmente heranca refere-se a transmissao de genes de uma geragao
a outra ou de uma célula-mae para uma célula-filha, a chamada heranca mitética
gue ocorre em células de organismos superiores. Mas a partir do instante que se
entende que o mecanismo de ‘liga-desliga” genes também €& herdado, torna-se
necessario acrescentar a esta definicho o conceito da heranca da atividade
genética. Em células tronco de organismos superiores a heranca da atividade
genética assume proporcbes ainda mais complexas, ja que estas representam
células indiferenciadas que se dividem produzindo outra célula indiferenciada ou se
dividem produzindo células ja diferenciadas. No caso das células tronco da medula
O0ssea uma variedade de tipos celulares sanguineos sdo produzidos, e nessa
situacao esta claro que ocorre uma troca de atividade genética associada com a

divisdo celular.



Um outro exemplo € o cromossomo X de fémeas de mamiferos eutérios. No
desenvolvimento inicial dessas fémeas um dos cromossomos X é aleatoriamente
inativo em todas as células, enquanto o outro cromossomo X se mantém ativo. Se
esses dois cromossomos possuem praticamente a mesma sequéncia de DNA e
residem no mesmo local, entdo se acredita que a diferenca na atividade genética
deva ser intrinseca ao proprio cromossomo e independente da sequéncia de bases
presentes. A inativacdo do cromossomo X também difere entre as células sendo ora
inativado o herdado materno, ora o herdado paterno. Assim, fica evidente que ocorre
uma troca na inativacdo do cromossomo X durante o desenvolvimento inicial e esta
troca é aleatoria, permanente e herdavel em células que sofrerdo mitose.

Se a herdabilidade ocorre, e ndo esta envolvida com sequéncia de bases no
DNA, qual o mecanismo pelo qual isto acontece? A explicagdo poderia residir em
alteracdes quimicas associadas a histonas e DNA. A primeira sugestdo de que uma
modificacdo quimica em bases do DNA poderia desempenhar importante papel
biologico foi publicado em 1969 por GRIFFITH e MAHLER. Em 1975, estudos
independentes mostraram um modelo molecular para a troca de atividade genética e
também a herdabilidade da atividade ou inatividade genética. Os autores RIGGS
(1975) e HOLLIDAY e PUGH (1975) sugeriram que a metilacdo da molécula de DNA
poderia ter fortes efeitos na expressdo genética, e as alteracbes no padréo de
metilacdo do DNA poderiam explicar como genes estdo “ligados” ou “desligados” em
diferentes tipos celulares e como o sistema “liga-desliga” dos genes ocorre durante o
desenvolvimento.

A identificacdo de uma enzima capaz de reconhecer DNA hemimetilado apos
a replicacdo e nao atuar em DNA ndo metilado esclareceu a questdo sobre o
mecanismo para a herdabilidade do DNA metilado e ndo metilado e ainda, a
herdabilidade de um padrédo de atividade genética. Outro estudo sobre metilacédo de
DNA concluido por SAGER e KITCHIN (1975) propd6s que ocorrem enzimas em
organismos eucariotos que digerem DNA n&o modificado. Eles exploraram a
possibilidade de muitos exemplos de eliminacdo cromossdémica ou silenciamento de
genes ocorrerem por esse mecanismo.

Um pouco mais tarde, foi mostrado também por outros autores que a

progresséo de tumores malignos poderia estar associada com mudanc¢as no padrao



de metilacdo do DNA da célula tumoral, devido a aberrantes alteracbes na
distribuicdo de 5-metil-citosina em células cancerosas, 0 que resultaria na mudanca
da expressao genética. Entretanto, a palavra epigenética ndo foi usada em nenhum
dos trabalhos sobre metilacdo de DNA e expressao genética possivelmente porque
esse termo ja tinha sido utilizado em trabalhos com contextos diferentes e o termo
ainda permanecia indefinido.

Até entdo os modelos propostos para metilacdo de DNA néo tinham
evidéncias experimentais. Foi no final da década de 70 que as evidéncias
comecaram a surgir. Contudo, o termo epigenética ainda néo estava definida, mas
os estudos relacionados a modificacdes do DNA e atividade genética continuaram
até que em 1987 um artigo introduziu a palavra “epimutacdo” para descrever
alteracbes herdaveis em genes que ndo apresentavam diferencas na sequéncia do
DNA (HOLLIDAY, 1987). Esta publicacdo foi importante para o inicio do uso da
epigenética a qual explodiu na década de 90. Nesse periodo o imprinting genémico
foi descoberto e novas definicbes de epigenética foram necesséarias. Duas
definicbes, sugeridas em 1994, excluiam um ou outro aspecto, mas ja estavam mais
pautadas em evidéncias experimentais.

Muito progresso foi feito nas duas Ultimas décadas do século 20
relacionando-se metilagdo de DNA e expressdo genética numa variedade de
contextos biolégicos e o estudo experimental da epigenética foi estabelecido.
Modificacdo do DNA n&o é o Unico objeto de estudo da epigenética, pois as histonas
também podem sofrer modificagcbes, dentre elas, metilacdo, fosforilacdo e
acetilago.

Dessa maneira, podemos definir epigenética como sendo o estudo das
modificacdes do DNA e das histonas (cromatina) que sdo herdaveis e ndo alteram a
sequéncia de bases do DNA (HENIKOFF; MATZKE, 1997). O epigenoma €
dindmico e varia de célula para célula dentro de um mesmo organismo multicelular.
Atualmente as pesquisas envolvendo metilacdo de DNA tém focado o estudo de
genes relacionados ao desenvolvimento do cancer. Contudo € crescente o interesse
por estudos envolvendo doencgas inflamatérias e ultimamente o fator envelhecimento

tém sido investigado.



3.2. METILACAO DA MOLECULA DE DNA

A metilagcdo consiste em uma modificagdo covalente do DNA na qual um
grupamento metil (CH3) é transferido da S-adenosilmetionina para o carbono 5 de
uma citosina que geralmente precede uma guanina (dinucleotideo CpG), pela acéo
de uma familia de enzimas que recebem o nome de DNA-metiltransferases (DNMT)
(Figura 1).

As DNA metil-transferases estdo divididas em duas classes de
representantes: aquelas envolvidas na metilacdo de fitas hemimetiladas do DNA
(Figura 2), conhecidas como metilases de manuten¢gdo como a DNMT1, e um outro
grupo responsavel pela maioria dos processos de metilacdo de novo, que ocorrem
em sitios sem nenhum tipo de indicacdo de metilagdo, ou seja sem a presenca de
metilacdo prévia, como as DNMT2, DNMT3A e DNMT3B (BESTOR, 2000). Os
doadores de radical metil sdo obtidos da dieta e sdo principalmente o folato, a
metionina, a colina e a vitamina B12 (WATERLAND; JIRTLE, 2003; WATERLAND,
2006).

P CHa
5-Methylcytosine
o A

Figura 1. Esquema do processo de formacgédo da 5-Metilcitosina (m5C) pela DNA
metil transferase.

Fonte: Expert Reviews in Molecular Medicine, 2002. Cambrigde University Press.
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Figura 2. Esquema mostrando a aquisi¢cdo de radical metil pelas fitas-filhas.

Fonte: Epigenetics, 2006, Cold Spring Harbor Laboratory Press.

Um outro grupo de enzimas € responsavel pela demetilacdo do DNA. O
processo denominado de demetilacdo ativa envolve as demetilases e parece ser
necessario para ativar genes especificos ou apagar a marca epigenética durante o
desenvolvimento ou em respostas a perturbacdes ambientais. A demetilacdo ainda
pode ser passiva, quando ndao ha envolvimento de demetilases e ocorre quando a
manutencao pelas metiltransferases sao inativas durante o ciclo celular (ZHU, 2009).
Assim o nivel e padrdo de 5-meC sdo determinados por ambos os processos de
metilacdo e demetilacdo, e as enzimas envolvidas nesses processos devem estar

altamente reguladas.



3.2.1. ILHAS DE CpG

A metilacdo do DNA ocorre quase exclusivamente em dinucleotideos CpG em
células diferenciadas e tem uma importante funcdo na regulacdo da expressao
genética e no silenciamento de elementos repetitivos no genoma (FEINBERG;
TYCKO, 2004), sendo ela randébmica ou sitio especifica, sendo freqliente em
genomas de eucariotos (POOLE, et al., 2001). Curiosamente, os pesquisadores do
primeiro epigenoma recentemente sequenciado e publicado na revista Nature
(LISTER et al., 2009) observaram que em células embrionérias indiferenciadas a
porcentagem de metilacgdo em CpA, CpT ou CpC é alta e isto poderia estar
relacionado com a pluripoténcia destas células.

Os dinucleotideos CpG aparecem esparsos pelos genomas eucariotos ou
agrupados em regides definidas como ilhas CpG. A literatura nos mostra que a
maioria dos dinucleotideos CpG esparsos estao metilados, ao contrario das ilhas
CpG que estédo desmetiladas. Estas ilhas sédo frequentes em regides promotoras de
certos genes, incluindo genes housekeeping. Definindo, “lhas CpG” séo regides do
DNA maior que 200 pares de base contendo aproximadamente 50% de bases C e G
e com uma presenca esperada de aproximadamente 60% de dinucleotideos CpG
(LI; DAHIYA, 2002).

Mas recentes ensaios de microarray mostraram que 3-4% das ilhas CpG do
genoma humano sdo hipermetiladas numa variedade de tecidos sométicos e isto
estaria associado ao conteudo CpG desta ilha (WEBER et al., 2005; SHEN et al.,
2007; WEBER et al., 2007). Assim, promotores com percentual reduzido de ilhas
CpG sdo mais comumente vistos hipermetilados. WEBER et al. (2007),
denominaram essas sequéncias com CpG reduzidas de “ilhas CpG fracas”. De
acordo com esses pesquisadores um promotor denso em CpG, também chamado
de “ilha CpG forte”, contém uma area de 500 pb, com razdo C/G acima de 0,75 e
contedo de CpG acima de 55%. llhas CpG que apresentam um ou mais
parametros abaixo desses sdo chamadas de ilhas fracas. Ainda, uma ilha fraca pode
ser dividida em pequena ilha CpG se apresentar parametros minimos e ilha
intermediaria se apresentar parametros intermediarios.



3.3. METILACAO E CONTROLE GENOMICO

Metilagdo do DNA controla varias fungbes do genoma. Entre estas fungdes
citamos: recombinacédo durante meiose e mitose, controle da replicacédo, controle de
DNAs “parasitas” que se inserem no genoma humano (ex.: DNA viral), estabilizacéo
e manutencdo da expressao genética, regulacao da diferenciacdo celular, inativacéo
do cromossomo X, sendo essencial durante a morfogénese para que ocorra
desenvolvimento normal (WOLFFE; MATZKE, 1999; SUTER et al., 2004).
Entretanto, aberracdo no padrao de metilacdo do promotor de um gene pode levar a
perda de funcdo deste gene e pode ser muito mais frequiente que a mutagéo
genética.

A transcricdo genética pode ser fortemente inibida pela adicdo de radical
metil. A presenca de um “capuz” metil sobre uma citosina que precede uma guanina
pode inibir a ligacao de fatores de transcricdo que se ligam a estas regides. A figura
a seguir mostra como isto pode acontecer (Figura 3). A néo-ligacdo de fatores de
transcricdo aos seus sitios especificos resulta na auséncia de transcricdo genética.
Padrdao de hipermetilacdo aberrante em promotores de genes vem sendo
considerado um dos principais mecanismos associados com a inativacdao de genes
principalmente, supressores de tumores no cancer (FUKUSHIGE et al., 2009).

Proteinas chamadas MBPs (Methyl Binding Proteins) com afinidade pelo
grupo metil se ligam as regibes CpGs localizadas nas regides promotoras e
impedem o acesso dos fatores de transcricdo aos seus sitios (ATTWOOD et al.,
2002). As primeiras MBP foram isoladas no final dos anos 80 por BIRD et al. (1986).
Familia de proteina composta por pelo menos 5 membros sendo que as mais
estudadas sdao a MeCPl e MeCP2 (Methyl -cytosine binding protein)
(DHASARATHY; WADE, 2008). A MeCP1 que se liga ao grupo metil necessita de
multiplos sitios CpG proximos para se ligar e assim promover a condensacgado da
cromatina para a forma inativa, e a proteina MeCP2 pode se ligar a apenas um
simples sitio CpG, promovendo alteracées na cromatina semelhantes as promovidas

pela proteina MeCP1.



A B C

Figura 3. Mecanismo pelo qual a metilagcdo de DNA inibe a transcricdo génica. A.
Regido promotora demetilada permitindo a ligacdo dos fatores de transcricdo. B.
Metilacdo impedindo a ligagdo dos fatores de transcricdo. C. A presenca de
proteinas que se ligam a metilcitosina em ilhas CpG bloqueiam a ligacao dos
fatores de transcricao.

Fonte: ATTWOOD et al., 2002.

Aberracfes epigenéticas provocam sindromes (Prader-Willi [OMIM #176270],
Angelman [OMIM #105830], Beckwith-Wiedemann [OMIM #130650], Rett [OMIM
#312750]) e podem predispor ao céancer (LAIRD. 2003).

Metilacdo no DNA é uma alteracdo freqiente em muitos tumores humanos e
tém crescido o numero de genes relacionados a tumores que apresentam metilacéo
da base citosina em sequéncias ricas em CG, normalmente ndo metiladas.
Metilacdo em regides ricas em CG pode ocorrer em genes implicados com
diferentes fungdes durante o desenvolvimento do céncer como supresséo do tumor
(p14, p15, p16, p73 e BRCAT), reparo do DNA (hMLH1 e MGMT), invasdo e
metastase (CDH1, ECAD, TIMP1, TIMP2, TIMP3 e DAPK) (RUSSO et al., 2005).

Além da dieta, outros fatores ambientais tém sido implicados na modulacéo
da metilagédo, incluindo poluentes, tais como os ions metélicos cromo (SHIAO et al.,
2005), cadmio (TAKIGUCHI et al., 2003) e niquel (SALNIKOW; COSTA, 2000), além
de medicamentos (VEURINK et al., 2005) e fungicidas (ANWAY et al., 2006) .

Existe uma forte semelhanca entre os mediadores quimicos que agem no
desenvolvimento do cancer e da inflamacéo, principalmente da inflamacéo crénica,
(VALINLUCK; SOWERS, 2007). A associacdo entre polimorfismos genéticos e
tumores ou doenca inflamatorias cronicas tem sido exaustivamente investigada e do
mesmo modo a associacao entre alteracBes epigenéticas, tumores e inflamacéo
deve ser estudada pois estas alteracdes podem propiciar o desenvolvimento de um

tumor e podem também modular a inflamacéo.



Como exemplo, a hipometilagdo do gene do receptor Toll-like-2 tem sido
associada com o aumento da resposta pro-inflamatéria durante infeccdo pulmonar
em pacientes com fibrose cistica (SHUTO et al., 2006) e também a hipometilagdo do
gene da MMP-3 tem sido associada com a degradacédo de cartilagem durante a
osteoartrite (ROACH et al., 2005).

3.4. METALOPROTEASE DA MATRIZ

As metaloproteases da matriz (MMPs) sdo uma grande familia de enzimas
endopeptidases que coletivamente tem a capacidade de degradar praticamente toda
a matriz extarcelular, membrana basal e seus componentes (BIKERDAL-HANSEN et
al., 1993).

As MMPs séo secretadas na forma de zimogeno e como um complexo
enzima-inibidor (STRICKLIN et al., 1983; EMONARD; GRIMAUD, 1990), sendo que
sua ativacdo se da em duas etapas. Inicialmente o zimégeno sofre clivagem
proteolitica que resulta na remoc¢ao da por¢cao amino-terminal. A clivagem pode ser
feita por varias enzimas como a tripsina, plasmina, catepsina B e elastase. Numa
segunda etapa, a enzima sofre autodigestdo que resulta na sua forma ativada (VAN
WART,; BIRKEDAL-HANSEN, 1990). Acredita-se que a ativacdo € causada pela
ruptura da ponte existente entre 0 aminoacido cisteina e o ion zinco, que bloqueia o
sitio ativo da molécula.

Outra caracteristica comum entre as metaloproteases € a dependéncia dos
ions zinco e calcio. A interagdo do zinco com dois residuos de histidina, presentes
no dominio catalitico da molécula, tem importancia crucial para o funcionamento
adequado das metaloproteases (SOUZA et al., 2000). Os dois atomos de calcio
conferem estabilidade a estrutura terciaria da proteina (DIOSZEGI et al., 1995).

A familia das metaloproteases é formada por pelo menos vinte e seis
membros em humanos que exibem similaridades estruturais e funcionais. Para ser
classificada como uma MMP, a proteina deve ter pelo menos um pré-dominio e um
dominio catalitico, ligado a um sitio de zinco. Adicional as MMPs possuem regides

ricas em prolinas e um dominio C-terminal hemopexin (Figura 4).
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Figura 4: Organizacao dos dominios das MMPs.
Fonte: N. SELA-PASSWELL et al. (2009) / Biochimica et Biophysica Acta

Todas as MMPs possuem um arranjo genético similar, sugerindo que elas
foram duplicadas de um gene ancestral comum. Pelo menos oito dos genes das
MMPs humanas, estdo no cromossomo 11, entre elas MMP-1, 3 e 8. Outros genes
de MMPs estao entre os cromossomos 1, 8, 12, 14, 16, 20 e 22 (SHAPIRO, 1998).

As metaloproteases da matriz se organizam em trés distintos e bem
conservados dominios estruturais: pré-peptidios amino terminal, dominio catalitico e
dominio Carboxi-terminal e apesar de possuirem grande semelhanca estrutural
apresentam diferentes subclasses, como: colagenases intersticiais, gelatinases,
estromelisinas, MMP de membrana, além da matrilisina, metaloelastase e

enamelisina. Esta classificacdo baseia-se na especificidade ao substrato



(KERRIGAN et al., 2000). A figura 5 mostra uma tabela resumindo os principais tipos
de MMP.

Tabela 1. Nomenclatura e alguns substratos especificos dos principais grupos das metaloproteinases da matriz

Proteina MMP Alguns substratos especificos
Colagenases Colagenos I, Il e llI
Colagenase 1 MMP-1
Colagenase 2 MMP-8
Colagenase 3 MMP-13
Gelatinases Gelatina e colageno IV
Gelatinase A MMP-2
Gelatinase B MMP-9
Estromelisinas Fibronectina e proteoglicanas
Estromelisina 1 MMP-3
Estromelisina 2 MMP-10
Matrilisinas Fibronectina e colageno IV
Matrilisina 1 MMP-7
Matrilisina 2 MMP-26
MMP ligadas & membrana
MT1-MMP MMP-14 Colagenos |, Il e lll, gelatina e fibronectina
MT2-MMP MMP-15 Fibronectina e laminina
MT3-MMP MMP-16 Colageno lll e fibronectina
MT4-MMP MMP-17 Gelatina e fibronectina
MT5-MMP MMP-24 Proteoglicanas
MT6-MMP MMP-25 Gelatina

MMT: metaloproteinase da matriz, MT-MMP: MMT ligadas 4 membrana

Figura 5: Tabela com a nomenclatura e substratos especificos dos principais grupos
de MMPs.
Fonte: http://www.inca.gov.br/rbc/n_52/v03/pdf/revisdo.pdf

As MMPs séao secretadas por células inflamatérias em resposta a estimulos
como citocinas e lipopolisacarideos (BRIKEDAL-HANSEN, 1993) e desempenham
papel importante em varios processos de remodelagdo fisiol6gica, como no
desenvolvimento embrionario, na involucdo pos-parto, remodelacdo Ossea e
cicatrizacdo de feridas (WOESSNER, 1991). Alteracbes nas atividades das MMPs
tém sido relatadas em diversos processos patologicos, como destruicdo de
cartilagem e osso na artrite reumatoide (YE et al., 2007), osteoartrite (BARLAS et al.,
2008), infarto agudo do miocéardio (KOH et al., 2007), na inflamacdo através da
migracdo leucocitaria (KNAUPER et al., 1993), no crescimento e expansao de
tumores benignos e metastase (EGEBLAD; WERB, 2002; BASSET et al., 1997;



JOHNSEN et al., 1998), na doenca periodontal (SOUZA et al., 2003) e na
reabsorcéo 6ssea (OKADA et al., 1995).

As MMPs sédo sintetizadas em baixos niveis até sua transcricdo em células
inflamatorias ser induzida por sinais como lipopolisacarideos, citocinas, fatores de
crescimentos e estresse mecanico. A atividade das MMPs é regulada em mudltiplos
niveis, incluindo conversdo da pro-enzima na sua forma ativa, regulacdo da
transcricdo (como metilac&o), inibicdo por inibidores teciduais de MMPs, os TIMPs

(Tissue inhibitors of metalloproteinases).

3.4.1. TIMPs, INIBIDORES TECIDUAIS DAS MMPs

Os TIMPs, inibidores teciduais das MMPs, estéo distribuidos pelos tecidos e
fluidos e sdo secretados por diversos tipos celulares. Quatro membros da familia
dos TIMPs tém sido descritos e partilham sequiéncias estruturais homdélogas ao nivel
protéico (BAKER et al., 2002).

A estrutura dos TIMPs tem basicamente dois dominios: um dominio N-
terminal que consiste de seis residuos de cisteina conservados formando trés
pontes de dissulfureto, o qual possui atividade inibitéria de MMP, e um dominio C-
terminal, que possui seis residuos de cisteina conservados e trés pontes dissulfureto
(TUUTTILA et al.,1998).

Por definicdo, todos os membros da familia TIMP inibem a atividade das
MMPs, através da uma competicdo pelo ion de zinco entre o sitio ativo da MMP e
grupos amino e carbonil do dominio N-terminal dos TIMPs. No entanto, a inibi¢cdo
seletiva de alguns membros do MMPs tem sido observada, por exemplo: o TIMP-1
tem uma maior afinidade para a MMP-1 e -9, enquanto TIMP-2 tem afinidade para a
MMP-2 e -8. (STETLER-STEVENSON, 2008). Além disso, muitos MMPs e TIMPs
sao regulados na sua transcricdo por uma variedade de fatores de crescimento,
citocinas e quimiocinas (YAN; BOYD, 2007).

Embora inicialmente caracterizada pela sua capacidade de inibir a atividade
das MMPs, os TIMPs também apresentam atividades biologicas, tais como
regulamentacdo de uma série de processos celulares, incluindo o crescimento
celular, migracao e apoptose (MASSAROTTI et al., 2002).



De acordo com RIBEIRO et al. (2009), a expressado dos TIMPs é observada
durante a remodelacdo tecidual fisiolégica, contribuindo para a manutencdo do
equilibrio metabdlico e estrutural da matriz extracelular. Alteragdes nos niveis de
sintese entre TIMPs e MMPs podem levar a um desequilibrio na taxa de degradacéo
da matriz extracelular, podendo causar destruicdo anormal (MACNAUL et al., 1990),
e, dessa maneira, favorecer invasdes tumorais.

O desequilibrio entre as MMPs e os TIMPs tem sido relacionado a doencas
associadas a renovacdo ndao-controlada da matriz extracelular, como artrite,
doencas cardiovasculares, nefrites, desordens neuroldgicas e fibroses (RIBEIRO et
al., 2009) e pode desempenhar um papel significativo no fenoétipo invasivo dos
tumores malignos (WOJTOWICZ-PRAGA et al., 1997).

3.5. METILACAO, MMPs E PROCESSOS PATOLOGICOS

Para determinar se a metilagdo do DNA pode modular a expressédo de gene
das MMP, COUILARD et al. (2006) utilizou uma linhagem celular geneticamente
modificada para ambos os genes chaves da metiltransferase do DNA, DNMT-1 e
DNMT-3B. Os pesquisadores descobriram que as células silenciadas induziram a
expressdao de MMP-3, e ndo expressaram MMP-1 e MMP-2. Além disso, o
tratamento de células selvagens com inibidores de metilacdo, 5-aza-DC e
zebularina, também induziram a expressado de MMP-3. Por outro lado, a metilacéo in
vitro do promotor MMP-3 suprimiu sua atividade transcricional. Os autores
mostraram que a indugédo da expressdo da MMP-3 e MMP-10 por hipometilacao foi
célula-especifica, sugerindo que mudancas epigenéticas podem predispor a
expressao de MMPs.

ILIOPOULOS et al. (2007) demonstrou que 0os mecanismos epigenéticos que
regulam a expressdo de leptina em condrdcitos afetam a expressdao de MMP-13.
Enquanto, ROACH et al. (2005) forneceu a primeira evidéncia de que a degradacao
por condrdcitos em estagios avancados de osteoartrite podem resultar de mudancas
epigenéticas no status da metilacgdo de MMPs (MMP-3, MMP9 e MMP-13). Essas
mudancas séo transmitidas cronologicamente as células filhas, podendo contribuir

para o desenvolvimento da osteoartrite.



A possivel associacdo entre metilagdo e cancer surgiu da observacdo de que
grande parte dos genes supressores de tumor contem ilhas de CpG nas suas
regides promotoras e geralmente apresentavam alteragcbes nos padrbes de
metilacdo nas células transformadas em relacédo ao tecido normal (TEODORIDIS et
al., 2004).

Estudos mostram que a expressdao MMP-9 em tecidos do linfoma esta
relacionada como o estagio, a classe, ou o0 progndéstico do tumor e evidéncias
indicam que a metilacdo promovem a regulacdo da expressao génica da MMP-9.
Segundo CHICONE et al. (2002) ha uma correlacdo inversa entre o nivel de
metilagdo do promotor MMP-9 e o nivel da expressédo MMP-9 em linfoma. Quando
as células do linfoma séo tratadas com um inibidor da metilacdo do DNA, ocorre a
diminuicdo da metilagdo do promotor MMP-9 e aumento da secrecdao de RNA
mensageiro e da proteina. Experiéncias in vitro usando promotor metilado da MMP-
9, confirmaram o fato de que a metilagcdo do DNA exerce a supressao da atividade
transicional. Os resultados indicam que a metilacdo pode alterar a atividade
transcricional do promotor MMP-9 (CHICONE et al., 2002).

A MT1-MMP € um ativador de MMP-2 solavel. A atividade de ambas as
MMPs é regulamentado pelo seu inibidor fisiolégico TIMP-2. O equilibrio entre MT1-
MMP, MMP-2 e TIMP-2 desempenha um papel fundamental no comportamento
invasivo de varios tipos celulares. CHERNOV et al. (2009) analisando a epigenética
da expressao génica de MT1-MMP, MMP-2 e TIMP-2 em células altamente
migratorias de glioblastoma e em células de baixo potencial migratorio de carcinoma
de mama, determinou que o controle epigenético leva ao silenciamento da
transcricio de ambas as MMPs e inclui hipermetilacdo das regides CpG
correspondentes. O padrdo de regulacdo epigenética da TIMP-2 é distinto das
MMPs e envolve metilacdo e desmetilacdo das duas regides CpG de seu promotor.
Os autores sugerem que o controle epigenético desempenha um papel importante
tanto na regulacdo do equilibrio entre MT1-MMP, MMP-2 e TIMP-2, quanto no
comportamento invasivo do cancer. Em outro estudo CHERNOV et al. (2010) sugere
gue 0S mecanismos epigenéticos permitirem, em gliomas, um deposito de coldgeno
enriquecido com matriz e, em seguida, essa matriz € usada para migracao rapida do

cancer através do tecido cerebral.



Os inibidores teciduais de MMPs tém um efeito inibitério sobre o
desenvolvimento do tumor, crescimento e metastase. Pesquisa investigando a
influéncia da metilacdo no TIMP-3 em carcinoma de esOfago mostrou que a
hipermetilacdo foi associada com reducdo da sobrevida (NINOMIYA et al., 2008).
Niveis de expressao de TIMP-3 e de varias MMPs também foram analisados, sendo
gue a expressao de MMP-2, MMP-7 e MMP-9 no tumor foram significativamente
maiores que em tecido saudavel, enquanto a expressdo de TIMP-3 no tumor foi
significativamente inferior ao do tecido saudavel. Tumores que apresentavam
hipermetilacdo no gene da TIMP-3 expressam niveis mais baixos da proteina. Os
resultados demonstram que a hipermetilacdo de TIMP-3 est4d associado com
alteracao no nivel TIMP-3 e MMPs em carcinoma de es6fago e com a sobrevida dos
pacientes (NINOMIYA et al., 2008). Outro estudo mostrou que o aumento da
expressdo de TIMP-1 durante a transformacdo de melandcitos malignos esta
associada com desmetilacdo do gene (RICCA et al., 2009).

De modo geral, a andlise do padrdo global de metilacdo em diferentes tipos
de tumores tem demonstrado que a metilagdo de algumas ilhas de CpG acontece
em Vvarios tipos de tumores enquanto outras sdo metiladas apenas em tipos de
tumores especificos (PARRELLA et al., 2004). Estudos envolvendo inibidores de
metilagdo in vivo e in vitro e andlises de camundongos deficientes em DNA-
metiltransferases indicam a importancia da hipometilacdo na tumorigénese
(EHRLICH, 2002).

A hipermetilacdo de regibes especificas na célula tumoral contribui na
progresséo da doenca por estar relacionada principalmente com o seu potencial na
inativacdo génica. As regides que se tornam metiladas sdo, normalmente, ilhas de
CpG de promotores de certos genes envolvidos na regulacdo do ciclo celular, no
reparo de DNA, na resisténcia a drogas, na diferenciacéo celular, na apoptose e no
desenvolvimento de metastase (CLARK; MELKI, 2002).

Diferente das mutacdes de ponto e cromossOmicas, as mudancas
epigenéticas sao reversiveis, aumentando a possibilidade do desenvolvimento de
terapias baseadas na restauracdo do estado normal de genes associados a

doencas.



Tem sido proposta a agdo anti-tumoral de agentes desmetilantes,
principalmente os derivados da molécula 2-deoxicitidina, partindo do principio de
gue estes agentes podem reativar a expressao de genes supressores de tumor e da
observacdo de que estes agentes podem restaurar a sensibilidade de tumores a
alguns agentes quimioterapicos (EGGER et al, 2004; ESTELLER; ALMOUZNI,
2005). Os agentes desmetilantes sdo moléculas fosforiladas, analogas a
nucleotideos e sdo incorporados a fita do DNA durante a replicacdo. Uma vez
incorporados, eles complexam com as DNMTs e as inativam impedindo a metilagdo
do DNA (ESTELLER; ALMOUZNI, 2005). Apesar de alguns desses agentes, tais
como 5-aza-2’-deoxicitidina, ja estarem sendo usados clinicamente, é preciso ter
muita cautela sobre seus efeitos, tendo em vista que as modificacbes epigenéticas
causadas por estas drogas séo globais e podem levar a ativacdo de muitos genes.

Além das possibilidades terapéuticas, a identificacdo de mudancas no padrao
de metilacdo em tumores pode gerar marcadores moleculares para o diagndstico e
progndstico de muitas doencas. Uma vantagem clara do estudo da metilagcdo de
genes como marcadores moleculares é que normalmente a hiper ou hipometilacao
acontece sempre na mesma regido de um determinado gene, ao contrario das
mutacdes, que ocorrem em qualquer porcdo dos genes e podem ser de diferentes
tipos. Além disso, a hipermetilagdo pode ser detectada mesmo em meio a um
grande numero de células normais, enquanto outras alteracfes genéticas como as
perdas de heterozigose ou dele¢cdes homozigoéticas ndo séo facialmente detectadas
nesse contexto (ESTELLER et al., 2002).

Mudanca no perfil epigenético representa um mecanismo central no
desenvolvimento de muitas doencas humanas, incluindo o cancer. Dinucleotideos
CpG potencialmente “metilaveis” ndo estdo randomicamente distribuidos pelo
genoma, aparecem em regides isoladas ou em regides onde se concentram e s&o
denominados ilhas CpG. Geralmente estas ilhas estdo presentes no promotor de
muitos genes que normalmente estdo desmetilados em células normais
(ESTELLER, 2007). Em gene que transcrevem MMPs essas ilhas CpG apresentam

alteracdes no padréo de metilacéo e estdo associadas a diferentes patologias.



4. CONCLUSAO

A possivel associacdo entre metilacdo e alteracdo na expressdo de
metaloproteases, claramente influencia diversos processos patolégicos. A utilizacéo
de padroes de metilacdo de DNA em genes de metaloproteases como marcadores
genéticos € de um valor clinico inestimavel, uma vez que possibilitaria uma melhor
compreensao da doenca e estratégias de prevencao e terapéutica individualizadas

poderiam ser desenvolvidas.
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