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Introducao
Dentre 0s mecanismos participantes do chamado
“epigenoma”, estdo a metilagdo de DNA, a modificacdo de
histonas e os RNAs regulatérios ndo codificantes, que tém
um papel importante na regulacdo da expressao génica.
Diversos estudos tém demonstrado que 0S mecanismos
epigenéticos, incluindo a metilacdo do DNA, sao dinamicos
e podem ser alterados durante a vida por multiplos fatores
dentre os quais alguns que podem estar associados a
acao e a resposta a farmacos. Estas diferengas inter-
individuais no epigenoma podem alterar a agcdo e a
resposta a drogas. Além disso, as drogas podem alterar o
programa  epigenbmico podendo causar efeitos
farmacocinéticos e farmacodindmicos nao previstos. O
impacto que as drogas possuem na expressao génica tem
sido estudado por microarray de expressao génica. Com o
advento dessa tecnologia, novas oportunidades se abriram
para estudos epigenéticos, o que tem sido até hoje
estudado principalmente no cancer. No entanto, esses
métodos podem ser potencialmente desenvolvidos e

aplicados para mapear mudancas no epigenoma
relacionadas a resposta a drogas. Sabendo-se que
individuos possuem respostas diferentes aos

imunosupressores e que alteracdes epigenéticas podem
estar relacionadas com a regulacdo dessas respostas, a
proposta a proposta deste trabalho é realizar uma andlise
global in silico de genes e redes genicas significativamente
alterados pelo tratamento in vitro com drogas desmetilante
e imunossupressora, utilizando bancos de dados publicos
de bioinformética, com o objetivo de identificar
mecanismos de acdo em comum e o possivel efeito
epigenético do imunossupressor. A identificacdo dos
efeitos epigenébmicos das drogas, e da participacdo de
diferencas epigenéticas na variacdo da resposta intra e
inter-individual a elas deve aumentar nosso conhecimento
de seu mecanismo de acdo, permitindo uma melhor
particularizacéo dos tratamentos com drogas
imunossupressoras.

Resultados e Discusséo
A busca de genes alterados, pelo tratamento com AZA e
FK, no banco de dados connectivity map (CMAP),
identificou uma lista de genes de trés tratamentos distintos
com azacitidina (AZA 688, 672 e 690) e trés tratamentos
com tacrolimus (FK) (FK 39, 22a e 8). Nesta busca, foram
encontrados todos os genes regulados positivamente (Up)
e negativamente (Dn) em cada tratamento, com a dose de
16uM (AZA) e 1uM (FK), em diferentes tipos celulares
(PC3 e MCF7). Os resultados demostraram 16 genes Up
regulados e 343 genes Dn regulados que foram comuns
aos trés tratamentos com AZA. Foram encontrados 19
genes Up regulados e 16 genes Dn regulados que eram
comuns a todos os tratamentos com FK506 (Figura 1).
Apbés a obtencdo e cruzamento das listas de genes
alterados pelos tratamentos com AZA e FK506, foi
identificado um anico gene (gene X) em comum entre AZA
Dn e Fk Up. Este gene é um membro de uma grande

familia de proteinas associadas com a funcdo de
desmetilacéo de lisinas presentes na cauda N-terminal das
histonas. Neste estudo foi mostrado o gene X é
negativamente modulado pela desmetilacdo do DNA e
ativado pelo tratamento imunossupressor, sendo assim um

potencial candidato para validagdo, in vitro, apoés
tratamento com o0s agentes desmetilante e
imunossupressor.

Figura 1. - Numero de genes em comum alterados
positivamente (UP) e negativamente (DN) pelos
tratamentos (n=3) com agente desmetilante azacitidina
(AZA) e imunossupressor (FK), obtido no banco de dados
CMAP (www.broadinstitute.org/cmap).

Posteriormente, células MCF-7, tumor de cancer
de mama humana, correspondente a dois tratamentos de
cada droga avaliados no cMAP, foram cultivadas em meio
RPMI completo (contendo soro fetal bovino e antibiético),
mantidas a 37° C na estufa de CO,, e tratadas com
azacitidina (AZA) e tacrolimus (FK). A viabilidade foi
avaliada apés o periodo de 24 horas de tratamento das
células pelo método azul de tripan, e os resultados
mostraram que ndo houve acdo citotoxica das drogas nas
células, o percentual de morte observado foi de 1-2%.
Desta forma, RNA total foi extraido com Trizol, de acordo
com o fabricante e submetido a reacdo de transcricao
reversa para obtencdo do cDNA. Reacdes de PCR em
tempo real estdo sendo realizadas com primers
especificos para o gene selecionado e validacdo da
alteracdo do padréo de expressao conforme encontrado no
estudo in silico.

Conclusbes

Os resultados desse estudo demonstraram que o0
tratamento de células humanas com o0s agentes
desmetilante azacitidina, e imunossupressor tacrolimus,
alteraram a expressao de genes envolvidos com a funcdo
de desmetilagédo de lisinas presentes na cauda N-terminal
das histonas. A identificacdo e validacdo da expressdo
alterada desse gene in vitro permitirA uma melhor
compreensao do mecanismo de acao de
imunossupressores no epigenoma.
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