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Resumo

A Leucemia Mieloide Cronica (LMC) é uma neoplasia mieloproliferativa originada, em 95% dos casos, por uma anorma-
lidade citogenética que se caracteriza pela translocagao reciproca entre os cromossomos 9 e 22 (9; 22) (q34; q11), resul-
tando no cromossomo Philadelphia (Ph). Considerando que a cura da LMC sé é possivel com um transplante de medula
6ssea bem-sucedido e que existem casos de resisténcia ao inibidor de tirosina quinase Mesilato de Imatinibe, farmaco
de primeira escolha para o tratamento, é importante que se conheca detalhadamente os genes e proteinas alterados na
LMC, favorecendo a efetividade de estratégias terapéuticas, a otimizagdo do diagndstico e a detec¢do de doenca residual
minima. Dentre as novas abordagens terapéuticas para a LMC estd a terapia génica, que dependendo do gene alvo, pode
também ser eficiente para o tratamento de outras neoplasias. Dentro deste contexto, os objetivos do trabalho foram:
realizar a clonagem molecular de um fragmento de DNA do gene EZH?2, alvo promissor da terapia génica, que provoca
alteracao epigenética na LMC e em diversas neoplasias; bem como contribuir para outros trabalhos de manipulagao génica
interespécies, os quais tem grande contribuicdo para a area da satde. Para isso, o gene EZH?2 foi isolado a partir do DNA
gendmico de sangue periférico de pacientes com LMC e posteriormente clonado em sistemas procariotos. Dessa forma,
foram realizados, definidos e comprovados os procedimentos de manipulagao génica interespécies e discutido o futuro da
biotecnologia no auxilio a pesquisas e a tratamentos, com foco na LMC.

Palavras-chave: Biotecnologia. Leucemia Mieloide Cronica. Clonagem Molecular. Terapia Génica.

Abstract

Chronic myeloid leukemia (CML) is a myeloproliferative neoplasia, caused in 95 % of the cases by a cytogenetic abnormality
characterized by the reciprocal translocation between chromosomes 9 and 22 (9; 22) (q34; q11), resulting in Philadelphia
chromosome (Ph).Considering that CML cure is only possible with a successful bone marrow transplantation and that there
are resistance cases to the tyrosine kinase inhibitor Imatinib Mesylate, prescribed in first line drug treatment; it is important
to know in detail the genes and proteins that are possibly altered in CML, favoring effective therapeutic strategies, optimized
diagnosis and minimal residual disease detection. Among the new therapeutic approaches to CML is gene therapy, which,
depending on the target gene, can be efficient to other neoplasms treatment. In this context, the aims of this work were:
to proceed the molecular cloning of a DNA fragment from EZH2 gene, potential target for gene therapy, that promotes
epigenetic alteration in CML and in many neoplasms; as well as to contribute to studies related to interspecies gene transfer
that have high contribution to health. For this reason, the EZH2 gene was isolated from peripheral blood genomic DNA
from CML patients and cloned in prokaryotic systems. Therefore, in this study, we proceed, defined and proved the interspe-
cies gene transfer procedures and discussed the future of biotechnology in researches and treatments, especially in CML.
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INTRODUCAO

A biotecnologia, que pela sua origem grega
significa o conjunto de teorias e técnicas que
permitem o aproveitamento do conhecimento
cientifico aplicado a vida, é a ciéncia que aplica
sistemas biolégicos, organismos vivos ou seus
derivados, para criar ou modificar produtos e
processos, abrangendo desde as técnicas simples
e tradicionais como o processo de fermentacao
até as técnicas de manipulacao genética, estabe-
lecidas apds os avangos da biologia molecular'-2.

Na drea da saude ela contribui de forma
efetiva para o diagndstico, tratamento e o estu-
do de diversas doencas, tendo como uma das
ferramentas principais de trabalho a tecnologia
do DNA recombinante, uma vez que permite a
producdo de biofarmacos, o desenvolvimento
de vacinas de DNA, a producdo de reagentes
para diagndstico, o estudo da protedbmica e o
estabelecimento de novas terapias, como a te-
rapia molecular ou génica e a terapia celular’ 3.

A farmacologia busca a cada dia, desenvol-
ver farmacos que resultem em uma terapéutica
efetiva e com menos efeitos colaterais, e para
isso tém tido como alvo moléculas especificas
(citocinas, quimiocinas, fatores de transcricao
e moléculas expressas na superficie celular)
que tenham papel funcional na patogénese das
doencas”.

Neste contexto, a terapia génica, que con-
siste na transferéncia de material genético para
as células de um individuo com objetivo tera-
péutico, é uma alternativa biotecnolégica pro-
missora para restabelecer as respostas celulares
normais de uma célula. Essa alternativa tem
sido abordada nao s6 em doencas hereditarias
monogénicas, como naquelas em que diver-
sas vias metabodlicas estdao alteradas, como as
neoplasias’.

O silenciamento génico por RNA de interfe-
réncia — RNAI, por exemplo, € uma promissora
vertente da terapia génica, surgindo como uma
alternativa no tratamento das doencgas neopla-
sicas e que visa retardar o desenvolvimento do
tumor de forma menos invasiva e mais eficiente,
aproveitando-se de um mecanismo biolégico
pré-existente no organismo® °.

O RNAi é um mecanismo celular de regu-
lagdo genética que suprime a expressao de um
gene a partir de moléculas de RNA dupla fita
(RNAdf) complementares a um RNA mensa-
geiro alvo (RNAm alvo)”- 8. Naturalmente esse
mecanismo tem por funcdo combater RNA’s
anémalos, transposons e virus em organismos
eucariotos’. Pelo mesmo mecanismo, a introdu-
¢ao de moléculas de RNAdf sintetizadas in vitro
pode inibir um oncogene e reverter a apoptose
em células tumorais'®.

A Leucemia Mieloide Cronica (LMC) é uma
neoplasia mieloproliferativa originada, em 95%
dos casos, por uma anormalidade citogenética
que se caracteriza pela translocacao reciproca
entre os cromossomos 9 e 22 1(9; 22) (q34; q11),
resultando em um pequeno cromossomo 22
(22g-) conhecido como cromossomo Philadel-
phia (Ph) e em um derivativo do cromossomo 9
(9g+). O proto-oncogene ABL (Abelson Leuke-
mia virus) do cromossomo 9 é fundido com o
gene BCR (Breakpoint Cluster Region) no cro-
mossomo 22, formando o oncogene conhecido
como BCR-ABL, que expressa constitutivamente
uma proteina alterada, com atividade de tiro-
sina quinase'" > 3. A proteina tirosina quina-
se formada ativa vias metabdlicas nas células
progenitoras da medula éssea, promovendo
hematopoese exacerbada e alteragcdes como re-
dugao da dependéncia de fatores de crescimen-
to, interacao anormal com a matriz extracelular
da medula 6ssea e resisténcia a apoptose; todos
dependentes do oncogene BCR-ABL' .

O gene Enhancer of Zest Homolog 2 (EZH?2)
é localizado no cromossomo 7 e codifica uma
proteina envolvida na regulacao epigenética.
Esta proteina apresenta-se desregulada e mu-
tada na neoplasia prostatica, nos linfomas
ndao-Hodgkins, na leucemia mieloide cronica,
nos carcinomas mamario, endometrial e de
bexiga, no adenocarcinoma pancredtico e no
melanoma cutaneo; evidenciando a importancia
das alteragoes epigenéticas na carcinogénese'.
Na LMC, foi demonstrado que o recrutamento
de EZH2, para reprimir a expressdo de genes
supressores tumorais, € realizado por uma pro-
teina chamada PRAME (Preferentially Expressed



Antigen of Melanoma), a qual é expressa grada-
tivamente com a progressao da doenga'.

Dentro do complexo repressivo 2 (PRC2),
EZH2 interage e modula as enzimas DNA me-
tiltransferase DNMT1, DNMT3a e DNMT3b,
regulando a ligacdo destas a promotores gé-
nicos e reprimindo a transcricdo. Ela também
possui atividade de histona metiltransferase ao
metilar a lisina (K)-27 da histona H3 (H3K27),
modificando a conformagao da cromatina e pro-
movendo repressao génica. Além disso, ainda
interage com as histonas desacetilases (HDAC)
1 e 2 através da proteina EED (embrionic ecto-
derm development) e pode metilar a lisina 9 da
histona 3 (H3K9)'® 17,

A proteina EZH2 é necessaria na medula
Ossea para progressao de células pro-B em cé-
lulas pre-B e células B imaturas, com possivel
funcao nas fases iniciais da diferenciacao das
células B. Muitos grupos tém demonstrado que
EZH2 participa na manutengao das células-tron-
co hematopoiéticas e das células progenitoras.
Por estar hiperexpressa em células-tronco, ela
pode contribuir para aquisicao da capacidade
de auto-renovacao, para o potencial de repopu-
lacdo e para resisténcia ao estresse replicativo'®.

Considerando que, a cura da LMC s¢6 é
possivel com um transplante de medula 6ssea
bem-sucedido e que existem casos de resistén-
cia ao inibidor de tirosina quinase Mesilato de
Imatinibe, farmaco de primeira escolha para o
tratamento, é importante que se conheca deta-
Ilhadamente os genes e proteinas alterados na
LMC, como EZH?2. Isso favorecerad o desenvol-
vimento de novas estratégias terapéuticas, a oti-
mizacao do diagnéstico e a detecgao de doenca
residual minima. Dentre as novas abordagens
terapéuticas para o tratamento da LMC esta a
terapia génica, que dependendo do gene alvo,
pode também ser eficiente para o tratamento de
outras neoplasias'? ' 19,

Toda neoplasia caracteriza-se pelo acimulo
de mutagées em um longo periodo de tempo,
que juntas, induzem a célula a um comporta-
mento fenotipico anémalo. A célula adquire
novas vias metabdlicas, passa a expressar certas
proteinas e a inibir o papel de outras, de forma

que a analise dos aspectos moleculares e bioqui-
micos proprios das linhagens neoplasicas abre
caminho para a classificagao funcional dos
tumores, para o diagndstico e para o desenvol-
vimento de novas drogas, capazes de modular
genes e moléculas especificas; individualizando
a terapéutica, tornando-a mais eficaz e com
menos efeitos colaterais'.

Este trabalho teve como objetivo realizar a
clonagem molecular de um fragmento do gene
EZH?2, alvo promissor da terapia génica, em
vetores de clonagem plasmidiais, contribuindo
para outros trabalhos de manipulacao génica
interespécies e para a discussao sobre o futuro
da biotecnologia no auxilio a pesquisas e a tra-
tamentos e/ou a alternativas terapéuticas, como
o RNAI, com foco na LMC.

MATERIAL E METODOS

1) Isolamento génico

A extracao de DNA total foi procedida con-
forme o protocolo do kit QIAMP® DNA Blood
Mini Kit, da empresa QIAGEN®, a partir de
amostras de buffy coat estocadas no laboratério
de Biologia Molecular do Centro Universita-
rio Lusiada (Registro 493/12, data de aprovagao:
12/03/2012), provenientes de pacientes com
LMC.

A partir do DNA total extraido do buffy-coat
da amostra nomeada J-H, prosseguiu-se a ampli-
ficacdo génica por meio da técnica de Reacao
em Cadeia da Polimerase — PCR, com o seguinte
protocolo: 5 pL de buffer 5x (INVITROGEN®);
2 pL do DNA total extraido; 3 pL do primer re-
verso; 3 pL do primer forward; 2 puL do mix de
dNTP’s (solugdo com 5 pL de dATP, de dCTP,
ddTTP e de dGTP; 10mM) (INVITROGEN®);
1,5 uL de MgCI2 (INVITROGEN®) e por l-
timo 0,5 pL da enzima Taqg DNA Polimerase
(INVITROGEN®). O volume final foi ajustado
para 50 pL com a adicdo de 34 pL de dgua ultra
pura (INVITROGEN®).

Os seguintes primers para EZH2 (NG_032043.1)
foram utilizados: 5'-CTGACTGGCATTCCACAGAC-3
(forward) e 5'-AAGTGTAGTGGCTCATCCGC-3’
(reverso), ambos sintetizados pela empresa
INVITROGEN® 18,
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No termociclador (GeneAmp® PCR System
— Applied Biosystems®), a reacao da PCR foi
submetida as seguintes alternancias de tempera-
turas/tempo, sequencialmente: 94°C por 5 min,
95°C por 1 min, 60°C por 2 min, 72°C por 3
min, 72°C por 15 min, e 4°C por tempo infinito.

O procedimento foi feito em duplicata, sen-
do os amplicons denominados J-HI e J-HII. Para
comprovar a amplificacdo foi realizada uma ele-
troforese em gel de agarose 1% (1,0 g de agarose
foi liquefeito em 100 mL de tampao Tris-acido
bérico — EDTA na diluicao de 0,5X) suplemen-
tado com brometo de etidio (INVITROGEN®).

2) Clonagem bacteriana

Do gel de eletroforese foi excisada a banda
de interesse e eluido o DNA, segundo o proto-
colo do kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System (PROMEGA®), de maneira a retirar inter-
ferentes do processo da clonagem, como bandas
inespecificas, sais, primers e nucleotideos.

Para construcao da molécula de DNA re-
combinante, foi preparada uma mistura de li-
gacao entre o inserto (DNA isolado) e um plas-
mideo bacteriano comercial (vetor), conforme
protocolo do kit TOPO®TA Cloning. Uma vez
construida a molécula de DNA recombinante,
por eletroporacdo 1,5 pL da mistura de ligagao
foi incorporada a uma suspensao de 40 plL de
bactérias Escherichia coli eletrocompetentes, da
linhagem DH5a0, gendtipo: F'/ endA1 hsdR17
(rK- mK+) gInV44 thi-1 recA1 gyrA (Nalr) relAl
A(lacZYA-argF)U169 deoR (®80dlac A(LacZ)
M15). Imediatamente apds o processo de ele-
troporagao, as células transformadas foram res-
suspendidas em 1T mL de meio de cultura LB
liquido, para sua recuperagao, e incubadas a
37°C, em shaker, a 180 rpm, por 1 hora, para ex-
pressdo dos genes de resisténcia a antibidticos.

Para o plaqueamento, foi utilizado o meio de
cultura LB-ampicilina (amp’) sélido, preparado
com 1 % de triptona, 1 % de NaCl, 0,5 % de ex-
trato de levedura e 2 % de agar, avolumado para
100 mL com agua destilada. Para esterilizacao,
este foi autoclavado por 15 mina 121°C. Apés o
resfriamento, até aproximadamente 50 a 60 °C,
este foi suplementado com uma concentracao

final de 100 pg/mL do antibiético ampicilina.
Este meio foi utilizado na preparagao de placas
de cultura. Apés a solidificacdo do meio na
placa, foram adicionados os seguintes compo-
nentes: 100 pL de isopropil-3-D-tiogalactopi-
ranosideo (IPTG) na concentracao de 100 mM;
20 pL de X-gal na concentracao de 50 mg/mL
e 200 pL da cultura de células recém-eletropo-
radas. As placas foram incubadas a 37°C, em
estufa, por 16 a 24 h (overnight).

Uma vez que o vetor TOPO® apresenta o
sistema de selecdo azul e branco, apés a incu-
bacdo overnight, selecionamos os clones que
passariam para a etapa de analise de restrigao,
inoculando seis coldnias brancas aleatérias
em tubos de ensaio contendo 1 mL de meio
LB liquido e suplementado com ampicilina
(pré-inéculo). Os tubos do pré-inéculo foram
identificados como JT1, JT2, JT3, JT4, JT5 e JTé6.
Incubamos overnight a 37°C.

Os pré-inéculos que se tornaram turvos (JTT,
JT2,JT3, JT4, JT5 e JT6), ou seja, que apresen-
taram proliferacdo bacteriana; foram submeti-
dos ao processo de extracao plasmidial e a um
tratamento com a enzima de restricio EcoRlI
(INVITROGEN®): 1,5 pL de buffer 10 x; 2 pL
de DNA plasmidial; 0,5 pL de enzima EcoRl; e,
agua Milli-Q autoclavada para completar até o
volume final 15 pL. A mistura foi incubada em
banho-maria a 37 °C por 2 horas e submetida a
eletroforese em gel de agarose a 1% para andlise
de restricao e confirmacao da clonagem.

RESULTADOS

Ap0s a primeira etapa do trabalho, onde foi
realizada a extracao de DNA total, um fragmento
de 380 pb, representando o gene EZH?2, foi efeti-
vamente amplificado por PCR nas duplicatas da
amostra J-H: J-HI e J-HII. Essa amplificagao foi
confirmada pela visualizagao sob luz ultraviole-
ta de uma banda com tamanho de 380 pb apds
corrida eletroforética em gel de agarose a 1%
suplementado com brometo de etidio (Figura 1).

A molécula recombinante foi inserida nas
bactérias DH5a eletrocompetentes através do
método de eletroporacdo, que apresentou uma
constancia de 4,3 de eficiéncia de transformacao.



Apb6s incubacdo das células transformadas,
formaram-se col6nias azuis e brancas na pla-
ca, indicando que a transformacgao celular foi
bem-sucedida, uma vez que sé células com
plasmideo, que confere resisténcia a ampicilina,
cresceriam na placa.

Figura 1. Perfis de fragmentos de DNA amplifi-
cados por PCR analisados em gel de agarose 1%
suplementado com brometo de etidio visualizado
sob luz ultravioleta em fotodocumentador.

Legenda:

1) Marcador de peso molecular 1 kb Plus DNA Ladder.
2) 42 pL da amostra J-I com 380 pb.

3) 42 pL da amostra J-11 com 380 pb.

Ap0s o processo de extragao de DNA plas-
midial dos pré-inéculos contendo crescimentos
celulares dos clones brancos, o DNA tratado
com a enzima de restricdo EcoRI, apresentou-se
apenas parcialmente digerido em todas as amos-
tras (de JT1 a JT6) (Figura 2).

Figura 2. Perfis de fragmentos de DNA tratados
com enzima de restricdo FcoRl, analisados em
gel de agarose 1% suplementado com brometo de
etidio visualizado sob luz ultravioleta em fotodo-
cumentador, apds 40 min de corrida eletroforética.
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Legenda:

1) Marcador de peso molecular 1 kb Plus DNA Ladder.
2) Amostra JT1: plasmideo digerido e inserto.

3) Amostra JT2: plasmideo digerido e inserto.

4) Amostra JT3: plasmideo digerido; sem inserto.
5) Amostra JT4: plasmideo digerido, sem inserto.
6) Amostra JT5: plasmideo digerido e inserto.

7) Amostra JT6: plasmideo digerido e inserto.

—_ = D D —

A digestao foi parcial possivelmente pela bai-
xa concentragdo de enzima utilizada. No entanto,
a repeticao do processo de digestao na amostra
JT1, utilizando uma concentracao ideal de enzi-
ma, desencadeou uma digestao total (Figura 3).

Nas amostras JT3 e JT4 (Figura 2), porém,
nao houve nenhuma banda correspondente ao
inserto (aproximadamente 380 pb).

Nas amostras JT1, JT2, JT5 e JT6, as bandas
correspondentes ao plasmideo parcialmente di-
gerido e ao inserto sdo evidentes, comprovando
que foram obtidas bactérias eletrocompetentes
bastante eficientes; construida uma molécula
DNA recombinante; e, realizada a transforma-
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tivas terapéuticas
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¢ao bacteriana com sucesso, realizando assim
a clonagem molecular do oncogene humano
EZH?2 em células bacterianas.

Figura 3. Perfis de fragmentos de DNA tratados
com enzima de restricao EcoRl, pela segunda
vez, analisados em gel de agarose 1% suplemen-
tado com brometo de etidio visualizado sob luz
ultravioleta em fotodocumentador apés 50 min de
corrida eletroforética.

Legenda:

1) Marcador de peso molecular 1 kb Plus DNA Ladder.
2) Plasmideo recombinante nao digerido.

3) Amostra JT1: plasmideo completamente dige-
rido e inserto.

DISCUSSAOD

O presente trabalho demonstrou a real pos-
sibilidade, j& bem estabelecida na literatura, de
manipulacdo genética entre dois organismos
(procarioto e eucarioto), a qual é base para
qualquer trabalho biotecnolégico' 2.

Os primers utilizados, apresentados por
Mccabe et al. (2012) para amplificagdo e se-
quenciamento genético do gene EZH2 em seu
estudo, foram também especificos e eficien-
tes em nossos experimentos, amplificando um
fragmento que se inicia no nucleotideo 61911
e termina no nucleotideo 62290 do gene EZH2,
com 380 pb*.

Ap6s a clonagem, o crescimento tanto de co-
|6nias azuis, contendo plasmideo vazio, como
de coldnias brancas, contendo DNA recom-
binante com o inserto de EZH2, evidencia a
degradacgao de X-gal, formando um cromégeno
azul, em células que ndo receberam o inserto e,
portanto expressaram a enzima p-galactosidase;
enquanto nas colonias brancas ndao houve de-
gradacao de X-gal, por terem recebido o inserto,
que bloqueou a expressdao do gene Lac-Z e a
expressao da enzima B-galactosidase.

Mesmo utilizando-se da selecao azul e bran-
co, algumas amostras, JT3 e JT4, ndo apresen-
taram fragmentos correspondentes ao inserto.
Os plasmideos foram digeridos parcialmente,
indicando que nestas amostras o plasmideo
estava presente, o que conferiu resisténcia a
ampicilina, porém recircularizado (vazio). Isso é
corroborado ao compararmos o perfil de eletro-
forese dessas amostras (Figura 2) com o segundo
poco da figura 3, que apresenta a banda de um
plasmideo vazio totalmente digerido. Esse resul-
tado ocorreu, possivelmente, pela contaminagao
de colonias brancas com colonias satélites e
col6nias azuis no momento da realizacao do
pré-indculo.

Apesar da grande maioria dos estudos ja
desenvolverem experimentos em células de
mamiferos, o estudo em sistemas procariotos
tém suas vantagens: sdao simples, rapidos, de
baixo custo e eficientes, sendo uma maneira
de esclarecer possiveis questoes e orientar es-
tudos e pesquisas, antes da avaliagao direta em
sistemas eucaridticos”'.

Entre os proximos passos dessa clonagem,
estaria o sequenciamento do DNA recombinante
construido, a fim de investigar se o fragmento foi
inserido no sentido sense ou antissense. Ainda,
uma subclonagem do gene EZH2 em um vetor



de expressdo, para sintese proteica, aprofundaria
os estudos de estrutura, funcao, purificagao e
identificagao da proteina EZH2™" 1522,

Uma vez a estrutura da molécula de EZH2
bem estudada, ha potencial para que ela seja
utilizada no desenvolvimento de anticorpos
monoclonais especificos, visando o desenvol-
vimento de kits diagnésticos baseados em imu-
noensaios, para uma possivel aplicagao dessa
molécula como marcador tumoral'" ™22,

F importante ressaltar que a utilizacio do
produto transcricional do gene (RNAm) em tra-
balhos futuros é de grande importancia, pois € a
base para o desenvolvimento de pesquisas que
visam o bloqueio da expressdo de EZH2 por
meio da terapia génica, utilizando por exem-
plo a metodologia de silenciamento do RNA
de interferéncia (RNAI). A construcao de mo-
léculas de RNA de interferéncia contra o RNA
mensageiro de EZH2 seria promissora para o
entendimento dos mecanismos moleculares em
que ela estd envolvida e para uma possivel es-
tratégia terapéutica, associando o silenciamento
de EZH2 com a radioterapia ou com inibidores
de histona desacetilase'" '> 22,

Através da construcao de moléculas de
RNAI, por exemplo, foi elucidado que na LMC
o recrutamento de EZH2, para reprimir a ex-
pressdo de genes supressores tumorais com
TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand
ou Apo2l) é realizado por uma proteina cha-
mada PRAME (Preferentially Expressed Antigen
of Melanoma), a qual é expressa gradativamente
com a progressao da doenca'.

Pesquisas intensivas e desenvolvimento de
drogas estdio em andamento com o objetivo
de desenvolver moléculas pequenas inibit6-
rias da atividade de EZH2. Dados pré-clinicos
sugerem que o inibidor S-adenosilhomocisteina
hidrolase 3-deazaneplanocin A (DZnep) pode
provocar uma deplecdo nos niveis de EZH2 e re-
duzir os niveis globais de H3K27me32*. Porém,
este inibidor também reduz outros modifica-
dores de histona, sugerindo que esta molécula
atua como um inibidor global de metilacao de
histonas, destacando a importancia do desenvol-
vimento de inibidores de EHZ2 mais especificos.

Nesse sentido, ja existem alguns inibidores de
EZH2 em desenvolvimento, alguns em fase cli-
nica em linfomas de células B** 2.

Em um estudo, Xia e colaboradores (2012),
ao submeter linhagens celulares de carcinoma
de pulmao células ndo pequenas a um trata-
mento com silenciamento génico de EZH2 por
RNA de interferéncia (RNAI), observou blo-
queio do crescimento celular nas fases GO e
G1, atraso da progressao do ciclo celular, efetiva
inibicao da proliferacao celular, maior nime-
ro de células apoptéticas e redugao do tamanho
do tumor, quando comparado a um tratamen-
to isolado com radioterapia. O mesmo efeito
do RNAI sobre a proliferacao celular foi visto
em células de carcinoma mamario?.

Ainda, a reducao eficiente no crescimento
de muitos tipos de células tumorais através da
inibicao especifica de EZH2 por short hairpin
RNA faz dele um alvo terapéutico atrativo para
alguns tipos de cancer* 2°.

No entanto, mesmo diante do crescimento
e aperfeicoamento das técnicas biomoleculares
atualmente disponiveis, muito ainda precisa ser
feito antes da solidificacao da terapia génica
como uma substituta as intervencdes farmaco-
l6gicas na LMC. Evidéncias de mutagdes com
inativacao de EZH2 em doencas mieloides in-
dicam também uma possivel funcao de EZH?2
como supressor tumoral na linhagem mieloide,
o que significa que inibidores devem ser apli-
cados com cautela?.

Sao necessarios também estudos da expres-
sdo de EZH2 e de seus padroes de metilagao na
presenca do farmaco imatinibe, para o esclare-
cimento das vias moleculares envolvidas que se
mostram resistentes, nas quais a proteina EZH2
pode estar presente'.

CONCLUSAOQ

Diversas metodologias foram desenvolvidas ao
longo de anos pela biotecnologia e atualmente per-
mitem o desenvolvimento de farmacos jamais ima-
ginados, de estudos aprofundados e de diagnés-
ticos mais sensiveis; sem contar a superagao dos
métodos terapéuticos convencionais, gerando
perspectivas para curas até entdo inalcancaveis.
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A continuidade desse trabalho, com o de- anticorpos contra ela e isso poderia ser Gtil ndo

senvolvimento da proteina recombinante EZH2, s6 para o entendimento dos mecanismos mole-
ap6s sua clonagem em vetor de expressao, culares em que ela esta envolvida, mas para o
aprofundaria os estudos de sua estrutura, fun- desenvolvimento de métodos diagndsticos e de
¢do, purificacdo e identificagcdo, bem como de novas estratégias terapéuticas.
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