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RESUMO

Geraldo MV. Identificacao de genes diferencialmente metilados em
linhagens tumorais de mama através do tratamento com agente
desmetilante e a construcao de bibliotecas subtrativas de cDNA. Sao
Paulo; 2006. [Dissertacao de Mestrado — Fundagao Anténio Prudente]

Uma das areas mais promissoras na pesquisa sobre o cancer de mama é a
identificacdo de marcadores moleculares que possam ser utilizados na
detecgao precoce da doenga, na predicao do progndstico do paciente ou no
desenvolvimento de abordagens terapéuticas alternativas, reduzindo, assim,
as taxas de mortalidade e morbidade associadas a doenca. Alteractes
epigenéticas tém sido associadas a tumorigénese, e a metilagdo do DNA é
um dos mecanismos epigenéticos mais estudados. A metilagdo do DNA esta
associada ao silenciamento génico e alteragdes no padrdao de metilagdo tém
sido utilizadas com freqiiéncia na caracterizacdo de genes relacionados ao
cancer, assim como marcador tumoral para o diagnéstico e prognostico da
doenca. Neste trabalho, nés identificamos genes possivelmente silenciados
por metilacdo do DNA em linhagens celulares tumorais de mama, como uma
forma de aumentar o numero de marcadores moleculares disponiveis para o
cancer de mama. Para tanto, 3 linhagens celulares tumorais de mama (MCF-
7, MDA-MB-231, MDA-MB-435) foram tratadas com o agente desmetilante
5-aza-2’-deoxicitidina, capaz de induzir a expressdao de genes silenciados
por metilacdo do DNA. RNA total extraido de culturas celulares submetidas
ou ndao ao tratamento com o agente desmetilante foi utilizado para a
construcdo de bibliotecas subtrativas de cDNA utilizando a metodologia de
RaSH (Rapid Subtraction Hybridization). Duas bibliotecas diferentes foram
construidas para cada linhagem celular: uma utilizando como tester cDNA
sintetizado a partir de RNA extraido da linhagem celular tratada com o

agente desmetilante, e contendo genes induzidos pelo tratamento; e a outra,



utilizando como tester cDNA da linhagem celular ndo submetida ao
tratamento, e que foi utilizada como controle da subtragcdo. Um total de 2367
seqliéncias foram geradas a partir de 3 bibliotecas subtraidas utilizando o
cDNA das linhagens MCF-7, MDA-MB-435 e MDA-MB-231 tratadas como
tester. A comparagdo entre cada biblioteca subtrativa e seu experimento
controle possibilitou a exclusdo de um total de 50 genes candidatos falso-
positivos. A comparagao das sequéncias oriundas dessas bibliotecas com
seqliéncias depositadas em bancos de dados publicos, permitiu a
identificacdo de 533 genes induzidos pelo tratamento e possivelmente
regulados por metilacdo. Para a identificacdo de genes induzidos na
linhagem MDA-MB-231, foi realizado um experimento de Northern Blot
Reverso, e 4 genes que apresentaram inducao superior a 3 vezes foram
escolhidos para validagao por PCR em Tempo Real. Ao todo, 41 candidatos
foram selecionados para validagao experimental por PCR em Tempo Real
utilizando o cDNA sintetizado a partir do mesmo RNA utilizado para a
construcao das bibliotecas de RaSH. Dos 37 genes para os quais foi
possivel padronizar a reacao de PCR em Tempo Real, 5 genes mostraram
aumento da expressdao de pelo menos 2 vezes apdés o tratamento
(Sequestosome 1, SQSTM1; Superoxide dismutase 2, SOD2; Connective
Tissue Growth Factor, CTGF; Small Ubiquitin-like Modifier 2, SUMO2 e
Fibronectin 1, FN1). Uma andlise preliminar do padrao de expressao destes
genes em 18 amostras de tumores de mama revelou a reducdo da
expressdao do gene SUMO2 em 10 amostras tumorais de mama quando

comparadas a um pool de amostras de mama normal.



SUMMARY

Geraldo MV. Identification of differentially methylated genes in breast
tumor cell lines through treatment with demethylating agent and
generation of cDNA subtracted libraries. Sdo Paulo; 2006. [Dissertagéo
de Mestrado-Fundacao Antonio Prudente]

One of the most promising areas in breast cancer research is the
identification of molecular markers that can be used for early detection of the
disease, for predicting patient prognosis and for the development of
alternative therapeutic approaches, reducing, in this way, the mortality and
morbidity associated with the disease. Epigenetic alterations have been
frequently associated with tumorigenesis, and DNA methylation is one of the
most studied epigenetic mechanism. DNA methylation is associated with
gene silencing and changes in the DNA methylation pattern have been
frequently used in the characterization of cancer-related genes, as well as a
tumor marker for disease diagnosis and prognosis. In this work, we have
identified genes putatively silenced by DNA methylation in breast tumor cell
lines, as a way to enlarge the number of molecular markers available for
breast cancer. For this purpose, 3 breast tumor cell lines (MCF-7, MDA-MB-
435 and MDA-MB-231) were treated with the demethylating agent 5-aza-2'-
deoxycytidine (5aza-dC), which can induce the expression of genes silenced
by DNA methylation. Total RNA extracted from cell cultures submitted or not
to the treatment with the demethylating agent was used to construct
subtractive cDNA libraries using the RaSH (Rapid Subtraction Hybridization)
methodology. Two different libraries were constructed for each cell line: one
using as tester cDNA synthesized from RNA extracted from the cell line
treated with the demethylating agent and containg the genes induced by the
treatment; and the other using as tester cDNA from the cell line not submitted

to the treatment and that was used as control for the subtraction. A total of



2367 sequences were generated from 3 cDNA libraries subtracted using
cDNA from the treated MCF-7, MDA-MB-435 and MDA-MB-231 cell lines as
tester. Comparison between each subtractive library and its control allowed
the exclusion of a total of 50 false-positives candidate genes. Comparison of
the sequences generated from these libraries with sequences submitted to
public databases allowed the identification of 533 genes induced by the
treatment and possibly regulated by DNA methylation. For the identification
of induced genes in the MDA-MB-231 cell line, a reverse Northern blot
experiment was carried out, and 4 genes with a more than three-fold
induction were selected for validation by Real Time PCR. In all, 41
candidates were selected for experimental validation by Real Time PCR,
using cDNA synthesized from the same RNA source used fro the
construction of the RaSH libraries. From the 37 genes for which it was
possible to carry on Real Time PCR analysis, 5 genes showed more than 2-
fold induction upon treatment (Sequestosome 1, SQSTM1; Superoxide
dismutase 2, SOD2; Connective Tissue Growth Factor, CTGF; Small
Ubiquitin-like Modifier 2, SUMOZ2 e Fibronectin 1, FN1). A preliminary
analysis of the expression pattern of these genes in 18 breast tumor samples
revealed reduced expression of the SUMOZ2 gene, in 10 breast tumor

samples when compared to a pool of normal breast samples.
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1 INTRODUCAO

1.1 O CANCER DE MAMA

Dentre os diversos tipos de cancer, 0 de mama tem alta incidéncia no
Brasil, sendo uma das principais causas de morte entre as mulheres. Dos
472.050 novos casos de cancer previstos para o Brasil no ano de 2006,
sendo 237.480 em mulheres, o cancer de mama sera o segundo mais
incidente entre a populacao feminina, sendo responsavel por 48.930 novos
casos (Tabela 1) (Ministério da Saude 2005). A incidéncia deste tipo de
cancer se elevou de forma constante até a década de 80, com discreto
aumento desde entdo, devido ao uso mais freqUente da mamografia para o
rastreamento da doencga. Por outro lado, a mortalidade de pacientes com
esse tipo de cancer apresentou um declinio consideravel para mulheres com
menos de 50 anos, principalmente devido as medidas de prevencao e de
tratamento adotadas (STYBLO e WOOD 1998). Exames periddicos de
mamografia e a implementacéo da terapia adjuvante, como, por exemplo, 0
tamoxifeno, permanecem como ferramentas fundamentais para o
diagnoéstico precoce e o0 aumento na sobrevida das pacientes,

respectivamente.



Tabela 1 - Estimativas para o ano 2006 das taxas brutas de incidéncia por
100.000 e de numero de casos novos por cancer, em mulheres, segundo
localizag&@o primaria.

Localizagdo Primaria Estimativa de Casos Novos
Neoplasia Maligna Total Taxa Bruta
Mama Feminina 48.930 51,66
Traquéia, Brénquio e Pulméo 9.320 9,82
Estdmago 8.230 8,65
Colo do Utero 19.260 20,31
Célon e Reto 13.970 14,73
Esoéfago 2.610 2,74
Leucemias 4.220 4,45
Cavidade Oral 3.410 3,58
Pele Melanoma 3.050 3,16
QOutras Localizacbes 63.320 66,78
Subtotal 176.320 185,95
Pele Nao Melanoma 61.160 64,53
Todas as Neoplasias 237.480 250,45

Fonte: Ministério da Saude (2005)

O céncer de mama apresenta grande heterogeneidade clinica e
histopatolégica. Esta complexidade é gerada pela influéncia de diversos
fatores, tanto exdgenos (dieta e, ainda alvo de muita controvérsia, o uso de
contraceptivos orais), quanto endogenos (predisposicdo genética e taxas
hormonais) (BIECHE e LIDEREAU 1995). A ocorréncia de menarca precoce,
menopausa depois dos 50 anos de idade, nuliparidade ou primeira gravidez
apos os 30 anos de idade também parecem ser fatores importantes para a
complexidade clinica e histopatolégica desta doencga. Além destes fatores, o
consumo habitual de alcool parece estar associado ao risco aumentado do
desenvolvimento do cancer de mama (RAHMAN e STRATTON 1998; BOYD
1999).

Os principais tipos histolégicos dos tumores de mama sao os

carcinomas lobulares e ductais, manifestando-se na forma in situ, na qual o



tumor permanece confinado ao tecido mamadrio ou, em estadios mais
avangados, rompendo a membrana basal e invadindo os tecidos adjacentes.
O carcinoma ductal invasivo responde pela grande maioria (50 a 80%) dos
casos de cancer de mama, seguido pelo carcinoma lobular invasivo, que
responde por 5 a 15% dos casos. A Figura 1 representa esquematicamente
a anatomia da mama feminina e as principais estruturas relacionadas ao

cancer.

Costelas

Ductos

Lébulos

Fonte: Esquema modificado de http://www.cancervic.org.au/canceri/prevent/breasthealth/.

Fotomicrografias obtidas de seg¢des de tumores de mama coradas com Hematoxilina-
Eosina, gentilimente fornecidas pela Dra. Dirce M. Carraro, do Laboratério de Biologia
Molecular do Hospital do Cancer A.C. Camargo (Aumento 40 vezes).

Legenda: (A) exemplo de carcinoma ductal in situ e (B) carcinoma ductal invasivo.

Figura 1 - Esquema representando a anatomia da mama feminina e as

principais estruturas afetadas pelo cancer de mama.



Os métodos diagndésticos ja estdo muito avancados e, no geral,
combinam o auto-exame, 0 exame clinico palpatorio, a ultra-sonografia e a
mamografia, chegando juntos a uma acuidade de até 95%. Apesar disso, no
Brasil, 70% dos casos de cancer de mama ainda sdo diagnosticados
tardiamente, o que dificulta muito a cura da doenca (Hospital do Cancer
2006). Uma das principais razées da demora no diagnéstico € o alto custo
financeiro dos exames. Além disso, outros fatores podem aumentar o
numero de pacientes com tumores diagnosticados tardia ou erroneamente.
Como exemplo, o exame de mamografia (o principal método de
rastreamento do cancer de mama na populagédo brasileira), além de gerar
certo desconforto para a paciente, pode ndo detectar uma fragcdo de
tumores. Isto porque sua sensibilidade é extremamente variavel, de 46% a
88%, dependendo de diversos fatores, como tamanho e localizagédo da
lesdo, densidade do tecido mamario, qualidade dos recursos técnicos e
habilidade de interpretacéo do radiologista (Ministério da Saude 2005). Ainda
assim, o uso da mamografia € essencial na detecgédo precoce do cancer de
mama. Atualmente, a ultra-sonografia mamaéria € uma alternativa mais
sensivel que a mamografia, porém requer equipamento especial de alta
resolucao, de preferéncia associado a Doppler colorido, assim como médico
especializado na execucao e interpretacao das imagens. O que a torna mais
cara sendo, portanto, utilizada como exame de confirmagcdao dos exames de
mamografia ou em casos onde a mamografia nado atinge precisao
satisfatéria, como em casos de mulheres jovens, com tecido mamario denso.

O exame clinico palpatorio, quando realizado por médico ou enfermeiro



treinados, pode detectar tumores de até 1cm, se superficiais (Ministério da
Saude 2005). A sensibilidade varia entre 57% a 83% em mulheres de 50 a
59. O auto-exame das mamas nao substitui o0 exame clinico palpatério e néo
é recomendado pelo INCa como estratégia Unica de rastreamento do cancer
de mama.

O tratamento da doencga envolve principalmente a ressecg¢ao cirurgica
do tumor, a quimioterapia e a radioterapia, sendo estes associados, ou nao,
a horménioterapia, de acordo com caracteristicas moleculares do tumor. Os
tipos de cirurgia mais utilizados sdo a cirurgia conservadora e a mastectomia
radical, com possivel reconstrucdo da mama com tecidos autélogos. A
quimioterapia contra o cancer de mama inclui uma variedade de agentes
citotéxicos e hormonais usados principalmente para o controle rapido da
massa tumoral, tratamento paliativo de carcinomas metastaticos e
tratamento de tumores insensiveis a horménios. Os agentes citotoxicos mais
utilizados incluem drogas alquilantes, antimetabdlitos, alcaldides de vinca,
antraciclinas e taxanos. Individualmente, estes quimioterdpicos produzem
respostas efetivas em 20 a 80% dos pacientes com cancer de mama
metastéatico, sendo que respostas completas sédo raras e menos de 20% dos
pacientes que atingem estas respostas as mantém em 5 anos.

O sistema TNM (Tumor-Node-Metastasis) € utilizado para avaliar o
tumor tanto clinica quanto anatomo-patologicamente, com o intuito de
estabelecer o correto estadiamento da doenca. Assim, sao analisadas trés
caracteristicas clinicas: (T) tamanho e localizagdo do tumor primario; (N) a

presenca e, se houver, o numero de linfonodos comprometidos por



metéstases e (M) presenca de metastases a distancia (STYBLO e WOOD
1998). O tamanho do tumor tem sido utilizado como fator progndstico
secundario, dado que apenas 15% dos tumores com menos de 1,1cm de
didmetro apresentam comprometimento linfonodal axilar, enquanto mais de
60% dos tumores com mais de 5,5cm apresentam envolvimento de
linfonodos axilares (STYBLO e WOOD 1998).

De modo semelhante a maioria dos pacientes que desenvolvem
tumores sélidos, na maioria das pacientes com cancer de mama a causa de
morte se deve a doenga metastatica que se desenvolve a partir do tumor
primario. A disseminacdo de células tumorais a Orgaos distantes pode
ocorrer tanto por via sanguinea quanto por via linfatica. Linfonodos axilares
comprometidos sdo considerados o principal fator de risco para a
propagacao metastatica sistémica e alguns oncologistas acreditam que
mulheres com linfonodos comprometidos devem sofrer terapia adjuvante. O
namero de linfonodos comprometidos por metastases e a presenca de
metéstases a distancia sdo os fatores prognésticos mais importantes no
cancer de mama. Tumores de mama diagnosticados antes da disseminagao
metastéatica apresentam chances de cura elevadas. No entanto, em tumores
metastaticos as taxas de sobrevida decaem significativamente, dependendo
dos sitios secundarios atingidos (LEE e WELCH 1997; WELCH et al. 2000;
YANG et al. 2004). Nos E.U.A., entre 1995 e 2001, pacientes diagnosticados
com cancer de mama in situ, ou seja, confinado ao tecido mamario
apresentaram 98% de taxa de sobrevida em 5 anos, enquanto pacientes

com cancer de mama com metastases detectadas ao diagndstico



apresentaram queda significativa da taxa para apenas 26% (JEMAL et al.
2006) (Figura 2). Assim, torna-se clara a importancia do desenvolvimento de
metodologias sensiveis que permitam o diagnostico precoce da doenga.

O estadiamento pelo sistema TNM, combinado a outros aspectos
anatomo-patologicos € moleculares, possibilitam a definicdo de um pior ou
um melhor prognostico. O grau de diferenciacao celular, a presenca de
nucleos aberrantes, a freqiéncia de mitoses e a presenca de mitoses
atipicas, o tecido de origem do tumor primario e o grau de invasao das
células neoplasicas no tecido adjacente sao alguns dos critérios histologicos
utilizados como fatores progndésticos. Caracteristicas moleculares do tumor,
como a expressao de receptores de estrégeno e progesterona, do oncogene
c-erbB2, e das proteinas Ki-67 e PCNA podem revelar a natureza
proliferativa do tumor, sendo entdo utilizados como marcadores moleculares
de progndstico, além de possibilitar também o tratamento diferencial para
cada paciente. A expressao de receptores de estrdgeno e progesterona pelo
tumor indica, por exemplo, a sensibilidade do mesmo a hormdénioterapia,
possibilitando o tratamento com o Tamoxifeno (Hexal). Tumores com
amplificacdo do oncogene c-erbB2 podem ser tratados com anticorpo
monoclonal especifico anti-c-erbB2, o Herceptin® (Trastuzumab,

Genentech), aumentando as chances de sobrevida da paciente.
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Fonte: American Cancer Society-ACS (2006)
Figura 2 - Taxas de sobrevida em 5 anos de acordo com o estadiamento ao
diagndstico, durante o periodo de 1995 a 2001, nos E.U.A.

1.2 ALTERACOES GENETICAS E EPIGENETICAS NO CANCER

Sabe-se que o cancer € causado pela proliferagcdo anormal das
células, formando, em um primeiro momento, um tumor localizado. Ao
sofrerem modificagdes adicionais em suas propriedades de adesao ao
substrato e de invasao, estas células tornam-se capazes de invadir tecidos
adjacentes e, ao atingir a corrente sanglinea, podem colonizar tecidos
distantes, originando as metastases a distancia. A perda do controle do ciclo
celular € uma conseqtiéncia de alteracdes que ocorrem no material genético
das células tumorais. Os genes afetados por essas alteragdes e envolvidos
no processo de formacdo de tumores ja estdo bem caracterizados e,

funcionalmente, podem ser divididos em duas classes: 0s proto-oncogenes e



0S genes supressores de tumor. A aquisicdo de caracteristicas associadas
com a progressdo tumoral e formagcdo de metastases tambéem &
consequéncia de alteragbes que ocorrem no conteudo genético das células
que compdem o tumor localizado. No entanto, muito pouco se sabe sobre 0s
genes que controlam estes processos.

Os genes envolvidos na formagcado e progressao tumoral podem ser
afetados por varios tipos de alteragcdes genéticas que incluem mutacdes
pontuais (substituicoes, delecbes e insercbes) e cromossdmicas
(duplicagbes, translocagcbes e delegdes). Alteragcdes epigenéticas, que
alteram a expressdao génica sem modificar a sequéncia de DNA
propriamente dita, também tém sido associadas com o surgimento de
patologias de origem tumoral, sendo a metilagdo um dos mecanismos mais
estudados.

A metilagdo € uma alteragdo epigenética caracteristica de genomas
eucariotos e um dos principais mecanismos de regulacao da expressao
génica. A metilacdo do DNA ¢é constituida pela adicdo de radicais metil ao
carbono 5 de uma citosina localizada a montante de uma guanina, formando
um dinucleotideo CpG. A adicdo de grupamentos metil € realizada por
enzimas denominadas DNA Metiltransferases ou DNMTs (ATTWOOD et al.
2002).

A distribuicao de regides ricas em dinucleotideos CpG no genoma dos
vertebrados nao é randdémica. Regides ricas em dinucleotideos CpGs,
denominadas “llhas de CpG”, compdem aproximadamente 1-2% do genoma.

A maioria das llhas de CpG s&o encontradas proximas as regides
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promotoras dos genes e em células normais ndo estdo metiladas (JONES e
BAYLIN 2002). O restante dos dinucleotideos CpGs encontram-se fora das
llhas de CpG e estéo freqientemente metilados.

De um modo geral, a presenca de metilacdo em seqléncias
promotoras ou regulatérias esta correlacionada com a repressdao da
expressao génica. A metilacdo do DNA pode ser detectada, por exemplo,
nos promotores de genes regulados por “imprinting” e no processo de
inativacdo do cromossomo X. Além disso, a metilagdo também estd
associada com outros fatores, como envelhecimento, processos
inflamatorios crénicos e infecgbes virais (USHIJIMA e OKOCHI-TAKADA
2005).

Diferentes mecanismos foram propostos para explicar o papel da
metilagdo na diminuigdo da atividade transcricional. Em um primeiro modelo
foi proposto que os residuos de citosina metilados poderiam interferir
diretamente na interacdo de fatores de transcricio aos seus sitios de
ligagdo, uma vez que o grupo metil se projeta no sulco maior da dupla fita de
DNA (GREGER et al. 1989). Além desta interferéncia direta, foi proposto que
proteinas que se ligam a residuos metilados (MBPs - Methylcytosine Binding
Proteins) presentes nos sitios de ligacdo dos fatores de transcricao estariam
competindo pela ligagdo com os proprios fatores de transcricdo
(CHRISTMAN 2002). Finalmente, sabe-se que as MBPs podem recrutar
complexos protéicos contendo co-repressores e histona deacetilases e, com
base nessa interacdo, foi proposto que a ligacao destes complexos ao DNA

levaria a uma mudanga na estrutura de cromatina, impedindo a transcricao
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(HERMAN 1994). Nenhum dos modelos propostos € exclusivo e, muito
provavelmente todos esses modelos estdo atuando simultaneamente na
repressao da expressao génica por metilacao.

O processo de metilagcdo pode silenciar genes fundamentais para a
manutencao do correto funcionamento da célula. Foi observado que grande
parte dos genes supressores de tumor e outros genes associados ao cancer
contém llhas de CpG nas suas sequiéncias regulatérias, que apresentam,
geralmente, padrao de metilacao alterado em células tumorais (BAYLIN et
al. 1998; SCHMUTTE e JONES 1998). Um esquema representativo do papel
da metilagdo na regido promotora estd mostrado na Figura 3. Este padréo de
metilagdo alterado pode ser encontrado em, virtualmente, todos os tipos de
neoplasias humanas (JONES e BAYLIN 2002). Ha uma crescente lista de
genes supressores de tumor que séo silenciados por hipermetilacdo de seus
promotores em tumores e, em muitos destes genes, esta hipermetilagdo € a
Unica causa aparente para o seu silenciamento. Além destes mecanismos, a
5-metil-citosina pode sofrer deaminacao hidrolitica, sendo convertida a uma
timina. Estas mutagdes pontuais sdo freqientemente observadas no gene
supressor de tumor TP53 (MAGEWU e JONES 1994) e em muitos outros

genes de funcdes importantes como Rb e c-H-ras-1 (GHAZI et al. 1990).
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Fonte: Modificado de ESTELLER et al. (2002)
Legenda: As barras cor-de-laranja representam os exons do gene; circulos brancos e
circulos pretos representam dinucleotideos CpG ndo metilados e metilados

respectivamente.
Figura 3 - Metilagdo de DNA na Ilha de CpG presente na regido promotora

de um gene.

Além da hipermetilagdo de regides promotoras, uma diminui¢cao global
da metilacado (hipometilagdo) tem sido observada em tumores. GAMA-SOSA
et al. (1983), verificaram uma reducéo global de 10-20% no conteudo de 5-
metilcitosina no genoma de varios tipos de tumores quando comparados ao
tecido normal correspondente. A perda de metilacdo ou a hipometilacdo de
seqliéncias de DNA pode afetar diferentes tipos de seqtiéncias repetitivas
tais como os retrotransposons, 0s retrovirus endégenos e as repeticdes de
DNA do tipo satélite, estando, nestes casos, associada a instabilidade
cromossémica. Além disso, a perda da metilacdo também parece estar
associada com a re-expressao de certos genes que estao silenciados em

células normais. Por exemplo, o gene que codifica para a Ornitina
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descarboxilase e os proto-oncogenes erb-A1 e BCL-2 se mostraram
hipometilados em leucemia linfocitica cronica (LIPSANEN et al. 1988). A
ativacdo do gene MAGE-1, que codifica um antigeno tumoral freqliente em
melanomas, também parece estar relacionada com a auséncia de metilacao
na sua regiao promotora (DE SMET et al. 1996).

A hipermetilagdo ficaria, portanto, restrita apenas localmente, a
promotores génicos de um pequeno numero de genes envolvidos de fato
com a tumorigénese. No entanto, FRIGOLA et al. (2006) relataram metilagao
aberrante em uma extensa regido do cromossomo 2, com redugao ou
auséncia de expressdo dos genes presentes na respectiva banda
cromossémica. A metilagdo aberrante se estende por uma regido que
abrange cerca de 4Mb e é associada com metilagcdo global dos residuos de
lisina 9 da histona H3. Interessantemente, alguns dos genes presentes nesta
banda cromossGmica nao apresentaram expressao detectavel, apesar de
nao apresentarem hipermetilacdo na llha de CpG presente em sua regiao
promotora. Além disso, genes sem llha de CpG em sua regido promotora
situados entre duas regides com densa metilagdo tém maior redugdo da
expressao do que aqueles situados na periferia destas regides. Assim, esse
trabalho sugere que a metilacdo de uma determinada regido do genoma
pode provocar nao so6 o silenciamento “pontual”, ou seja, do gene alvo, como
também de seus genes vizinhos, desencadeando a compactacao da
cromatina de toda a regidao e tornando o DNA inacessivel para fatores de
transcricdo, inclusive para genes sem metilacdo em sua regiao promotora

(Figura 4).
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Fonte: Modificado de FRIGOLA et al. (2006)

Legenda: Possiveis alteragdes epigenéticas relacionadas com a transformagao maligna. (A)
Nivel génico, onde metilacdo de DNA e de residuos de Lisina na histona H3 resultam em
silenciamento génico. (B) Nivel periférico, onde o silenciamento epigenético em extensas
regides (LRES) resulta em silenciamento de genes com e sem metilagdo na regido
promotora. (C) Nivel cromossémico, onde regides extensas sdo suprimidas, convertendo
eucromatina (transcricionalmente ativa) em heterocromatina (transcricionalmente inativa),
resultando em aparente perda de heterosigosidade (LOH). M, metilagdo da lisina 9 da
histona H3; circulos cheios, dinucleotideo CpG metilado; circulos vazios, dinucleotideos
CpG desmetilados.

Figura 4 - Silenciamento epigenético no cancer.

Apesar dos numerosos estudos envolvendo metilagdo de DNA, o
mecanismo responsavel pela hipermetilagdo de determinados genes em

detrimento de outros, que permanecem protegidos de metilacdo, ainda é
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desconhecido. As primeiras evidéncias sdao provenientes de trabalhos que
relatam o processo de inducdo de densa metilacdo a partir de regiées que
apresentavam alguns dinucleotideos CpG esparsos metilados (USHIJIMA e
OKOCHI-TAKADA 2005). STIRZAKER et al. (2004), ao introduzir em
linhagens celulares tumorais de prostata o gene GSTP1 com promotor
totalmente desmetilado, notaram baixa freqliéncia de metilacdo apds
manutencdo das linhagens em cultura por 22 dias, enquanto a mesma
construcdo, metilada esparsamente in vitro com metilase Hpall, encontrava-
se densamente metilada ap6s o mesmo periodo de tempo. Este tipo de
metilagdo em poucos dinucleotideos CpG da regidao promotora funcionaria
como um precursor para o aumento da freqiiéncia de metilagéo nesta regiao.
No entanto, a transcricdo génica ativa po6de impedir a metilacdo desta
construgéo, mesmo quando esta se encontra esparsamente metilada (SONG
et al. 2002; STIRZAKER et al. 2004). DE SMET et al. (2004) descreveram a
ocorréncia de re-metilagcdo do promotor do gene MAGE-A1 em casos onde
havia o impedimento de atividade transcricional ou auséncia de fatores de
transcricdo especificos. Uma evidéncia disto pode ser observada em
analises globais para a identificagdo de genes metilados em cancer, onde
muitos dos genes que apresentam metilacdo em llhas de CpG tém baixa ou
nenhuma expressao detectada nas linhagens celulares normais (KANEDA et
al. 2002). Assim, a diminuicdo da transcricdo génica também pode ser um
dos mecanismos responsaveis pela inducdo de metilacdo da regido

promotora.



16

1.3 METILACAO DE DNA E O CANCER DE MAMA

A metilagdo de DNA ja foi associada direta e indiretamente a
regulacao de mais de 40 genes em cancer de mama (WIDSCHWENDTER e
JONES 2002). Por exemplo, a auséncia de atividade do gene p16™“
devido a hipermetilacdo de sua regido promotora, foi relatada como um
evento inicial na tumorigénese do cancer de mama, sendo observada em
mais de 20% dos tumores de mama (PARRY e PETERS 1996). A
hipermetilagdo do gene p16™* parece ser um evento anterior ao processo
de tumorigénese, dado que, em células epiteliais mamarias humanas em
cultura (HMEC), as variantes que possuem hipermetilagdo do mesmo em
sua regidao promotora possuem concomitantemente maior instabilidade
cromossbémica e maior potencial angiogénico e inibitério de apoptose, sendo
estas potenciais precursoras da progressao tumoral (LIU et al. 1998;
GATELY 2000; HOWE et al. 2001; TLSTY et al. 2004).

Segundo HANAHAN e WEINBERG (2000) uma célula tumoral deve
adquirir “novas habilidades” (hallmarks) para a transformacao maligna. Estes
hallmarks podem ser divididas em seis classes: (i) potencial ilimitado de
replicagao; (ii) auto-suficiéncia de fatores de crescimento; (iii) insensibilidade
a sinais antiproliferativos; (iv) evasdo da morte celular programada; (v)
angiogénese sustentada e (vi) invasdo de tecidos e metastase. A metilagéo
aberrante de genes relacionados com qualquer uma destas seis classes

pode ser encontrada no cancer de mama, contribuindo para a aquisicao das
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caracteristicas tumorais (WIDSCHWENDTER e JONES 2002). Como
exemplo, a hipermetilacdo aberrante da llha de CpG na regido promotora do
gene CCND2, envolvido no controle do ciclo celular, é encontrada em
aproximadamente metade dos casos de cancer de mama (EVRON et al.
2001). Esta hipermetilacdo aberrante esta relacionada com a auséncia de
expressao deste gene e pode, segundo os autores, possibilitar a aquisicao
de potencial ilimitado de replicacdo ao tumor de mama. A hipermetilacao da
regiao promotora do gene CCNDZ2 também foi encontrada em carcinomas
ductais in situ, sugerindo a mesma como um evento inicial na tumorigénese
da mama. Outros exemplos do envolvimento da metilagdo aberrante na
aquisicao de cada uma destes hallmarks da célula tumoral da mama estéao

resumidos na Tabela 2.



Tabela 2. Metilacdo e Cancer de Mama. Alguns exemplos do envolvimento da metilagdo aberrante de DNA no
processo de aquisi¢cdo de “novas habilidades” (hallmarks) no cancer de mama.

Gene Metilagao e Céncer de Mama Hallmarks Referéncia

hipermetilagcdo em aproximadamente metade dos
CCND2 tumores de mama, além de ser encontrada em Potencial ilimitado de replicagéao Evron, 2001
carcinomas in situ

metilagao aberrante da regido promotora do gene

GSTP1 GSTP1 em cerca de 30% dos tumores primarios Potencial ilimitado de replicagao Esteller, 1998
de mama
TGFBRII silenciamento por metilacdo em células tumorais Insensibilidade a sinais inibitérios Kalkhoven et al. 1995

de mama ER’, insensiveis a TGF-B de proliferagao

Tratamento com 5-aza-dC leva a transcrigao e

acumulo de TGF-B8 Ammanamanchi, 1998

Dammann, 2001

RASSFIA hipermetilado em 42-65% de tumores primarios de Auto-guﬂmenma em sinais de Burbee, 2001
mama crescimento .
Honorio, 2003
hipermetilado em cerca de 40% dos tumores de
PR mama negativos para PR a]em de ,munas . Auto-;uf|0|en0|a em sinais de Lapidus, 1996
linhagens celulares tumorais também negativas crescimento
para PR

hipermetilado em carcinomas pouco diferenciados

E-Cad em estagio avangado e desmetilada em tecido Invasao tecidual € formagao de

Graff, 2000

s metéstases
mamario normal
Silenciado por metilagao aberrante em seu
Maspina promotor génico em linhagens celulares tumorais Angiogénese sustentada Domman, 2000

de mama

Tratamento com 5-aza-dC leva a restauragao da
transcricdo de Maspina na linhagem MCF-7
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1.4 METILACAO DE DNA COMO MARCADOR MOLECULAR DO

CANCER DE MAMA

E questionavel se o rastreamento do cancer de mama somente por
mamografia reduz eficazmente a mortalidade (OLSEN e GOTZSCHE 2001;
MIETTINEN et al. 2002). Metodologias baseadas em andlises do DNA
podem ser ferramentas Uteis para a detecgdo precoce do cancer de mama,
dado que o DNA extraido de soro, plasma e outros fluidos corpéreos pode
ser facilmente amplificado por PCR além de ser potencialmente mais
sensivel que os testes convencionais.

A descoberta de que DNA nu pode estar presente na corrente
sanglinea e outros fluidos corp6reos despertou muito interesse para o
desenvolvimento de diagndstico e prognéstico molecular (MULLER et al.
2003). Muitos estudos detectaram alteragcées génicas especificas de tumor
em DNA recuperado a partir de plasma de pacientes com cancer. O DNA
presente na corrente sanglinea e outros fluidos corpéreos pode revelar
mutagdes oncogénicas, alteracdes de regides satélites, rearranjos génicos e
cromossémicos, além de alteracdes epigenéticas (ANKER et al. 1999).

A deteccdo de metilacdo nas llhas de CpG possui muitas vantagens
sobre outras alteragcbes de DNA que podem ser detectadas em cancer
(WIDSCHWENDTER e JONES 2002). O DNA metilado é facilmente
detectado na presenca de vasto excesso de DNA nao metilado, sendo o

limiar de detecgdo de 1 alelo metilado entre 1000 copias ndo metiladas,



20

utilizando a tecnologia de MSP (HERMAN et al. 1996), e 10000 cépias nao
metiladas através da técnica de MethyLight (EADS et al. 2000).

Em especial, a utilizacdo da metilagdo diferencial como marcador
tumoral é vantajosa, dado que, ao contrario das diferentes alteragdes
genéticas que ocorrem em diversas regides do gene, as alteracbes no
padrao de metilagdo sdo de um Unico tipo e ocorrem sempre na mesma
regiao. Além disso, a metilacao diferencial pode ser detectada mesmo em
meio a um grande numero de células normais, 0 que ndao acontece com
alteragdes genéticas como perda de heterozigosidade (LOH), delecbes
homozig6ticas ou mesmo mutagdes pontuais.

A deteccao de alteragbes epigenéticas em fluidos corporeos pode ser
uma alternativa diagndstica menos invasiva e mais sensivel quando
comparada aos métodos convencionais. Uma série de estudos relata a
facilidade de identificacdo de metilacdo aberrante em DNA genbmico
extraido de células presentes em plasma, muco, urina, aspirado de ductos
mamarios entre outros fluidos. PALMISANO et al. (2000) detectaram
metilagdo aberrante dos genes p16 e MGMT em 100% das amostras de
muco em pacientes de cancer de pulmdo até trés anos antes do seu
diagnéstico clinico, mostrando que alteragbes moleculares podem ser
detectadas previamente as alteracbes clinico-patolégicas. Em cancer de

mama, a metilacdo aberrante do gene p16™#

pbde ser detectada em 8
(23%) dos 34 tumores analisados por SILVA et al. (1999), dos quais cinco
(14%) apresentaram niveis de metilacdo detectaveis no plasma dos

pacientes com cancer de mama. KRASSENSTEIN et al. (2004) utilizaram a
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técnica de MSP para analisar o padrdo de metilagcdo da regido promotora
dos genes GSTP1, RARB2, p16™* p14*f" RASSF1A e DAP-kinase em
fluido aspirado de mamilo e amostras tumorais de pacientes com cancer de
mama e detectaram hipermetilacdo de pelo menos um dos genes em todas
(100%) as amostras de tumor e a metilacdo do mesmo gene em 82% das
amostras de aspirado do mamilo, detectada inclusive em estagios iniciais da
progressao tumoral. Além disso, a metilacao aberrante dos genes RASSF1A
e APC em DNA extraido de soro de pacientes com cancer de mama pbde
ser considerada, em analise multivariada, um marcador prognostico forte e
independente (MULLER et al. 2003). EVRON et al. (2001) identificaram
metilagdo aberrante nos genes Ciclina D2, RAR-beta e Twist em 17 de 20
amostras de fluido aspirado do mamilo de pacientes com carcinoma ductal
invasivo, 2 de 7 amostras de carcinoma ductal in situ e apenas 5 de 45
amostras de doadoras saudaveis. Interessantemente, duas destas mulheres
saudaveis vieram a ser diagnosticadas com cancer de mama
posteriormente, demonstrando a deteccdo precoce da lesdo no fluido

aspirado de mamilo antes mesmo dos sintomas clinicos.

1.5 UTILIZACAO DE AGENTES DESMETILANTES NA
IDENTIFICACAO DE GENES DIFERENCIALMENTE METILADOS

EM TUMORES

AlteracGes no padrao de metilagao tém sido amplamente utilizadas na

identificacdo de novos genes envolvidos no processo de formacao e
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progressao tumoral. Além disso, através do emprego da tecnologia
gendmica para o estudo diferencial da metilagdo de genes em larga escala,
tem sido possivel correlacionar alteragbes globais no padrédo de metilacao
com a progressdo para a doenga maligna, assim como com um pior
prognostico ou recorréncia da doenga apdés o tratamento.

A identificacdo de novas regides promotoras diferencialmente
metiladas presentes no genoma tumoral € um passo importante para o
entendimento do papel da metilacdo do DNA na tumorigénese e para o
estabelecimento de um diagnéstico precoce e de um tratamento efetivo do
cancer. Um farmaco sintetizado ha cerca de 40 anos, descrito por SORM et
al. (1964), revolucionou o estudo do processo de metilagdo do DNA. A 5-
aza-2’-deoxicitidina € um analogo da citosina e, quando incorporada ao
DNA, se liga irreversivelmente a DNA-Metiltransferase (DNMT), impedindo a
acao desta enzima no processo de divisdo celular (COLOT e ROSSIGNOL
1999) (Figura 5). Desta forma, o tratamento com 5-aza-2’-deoxicitidina €
capaz de reduzir significativamente os niveis de metilagdo existentes
induzindo a expressao de genes regulados por metilacao. O tratamento de
culturas de linhagens tumorais com esta droga pode, portanto, revelar genes
silenciados pela metilacdo durante os processos de formacao e progressao
tumoral e, consequientemente, resultar na identificacdo de novos marcadores
moleculares tumorais. A identificacdo em larga escala de genes
diferencialmente metilados pode ser realizada combinando-se o tratamento

de linhagens tumorais com agentes desmetilantes a utilizacdo de
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metodologias pré-estabelecidas para analise global do padrdo de expressao
génica.

YAMASHITA et al. (2002) utilizaram a tecnologia de microarrays de
cDNA para a identificacdo de genes supressores de tumor comumente
inativados por metilagdo em carcinoma epidermdide de eséfago. O
tratamento com 5-aza-2’-deoxicitidina foi utilizado com a finalidade de
reativar genes epigeneticamente silenciados em trés linhagens tumorais.
Alteracdes no perfil de expressao génica foram detectadas e quantificadas
através da hibridizacdo do RNA extraido das trés linhagens antes e apds o
tratamento com o agente desmetilante em uma Iamina de vidro contendo
12.599 clones de cDNA. Ao todo mais de 565 genes mostraram-se
reativados e hiper-expressos nas trés linhagens ap6s o tratamento com a
droga. Um total de 58 genes conhecidos, cuja re-expressao foi detectada em
pelo menos duas das trés linhagens tratadas, foram selecionados para uma
caracterizagdo mais detalhada. Desses 58 genes, 44 (76%) apresentam
llhas de CpG na regiao promotora sendo que destes, 25 genes foram
selecionados para validagdo experimental por RT-PCR. A re-indugdo de
todos estes 25 genes apds o tratamento foi confirmada e o padrdo de
metilacao da regidao promotora de 22 destes genes em linhagens celulares
tumorais foi analisado através do tratamento com Bissulfito de Sédio seguido
de sequenciamento. O tratamento com Bissulfito de Sodio converte apenas
as citosinas desprovidas de metilacdo em uracilas e o seqlienciamento da
regido permite a caracterizacao do seu padrdao de metilacdo. Dos 22 genes

analisados, 13 apresentaram alto grau de metilagdo em suas regides
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promotoras. A presenca de metilagdo foi, entdo, avaliada em amostras
tumorais e 10 dentre os 13 genes inicialmente avaliados se mostraram
diferencialmente metilados em tumores de es6fago. Em estudos de analise

funcional, 3 destes genes apresentaram atividade supressora de tumor.
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Fonte: Modificado de CHRISTMAN (2002)
Figura 5 - Estruturas das moléculas de citidina e seu analogo 5-azacitidina.

FUKAI et al. (2003) também utilizaram o agente desmetilante 5-aza-
2’-citidina e plataformas de microarray de cDNA para a identificacdo de
genes silenciados por metilacdo em linhagens celulares de hepatoma.
Dentre os 557 genes analisados, 14 mostraram inducao de expressao de
mais de 5 vezes apos o tratamento. O trabalho resultou na identificagdo de
hipermetilacdo do gene Hepatocyte growth factor activator inhibitor
2/placental bikunin (HAI2/PB) em linhagens celulares tumorais e amostras
de tumor. Chiba 2005 analisaram o padrdo de metilacdo dos outros 13
genes identificados por FUKAI et al. (2003) sendo que destes, 4 nao
possuiam llhas de CpG em sua regidao promotora, 4 apresentavam llhas de

CpG totalmente desmetiladas e 5 apresentavam metilacdo aberrante em
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muitas linhagens celulares e amostras tumorais, todas derivadas de
hepatoma. Amostras de figado normal analisadas ndo apresentaram
hipermetilagcdo na regido promotora destes 5 ultimos genes descritos.

YUAN et al. (2004), ap6s o tratamento com 5-aza-2’-citidina de uma
linhagem de céancer de pulmdo de células ndo pequenas (NCI-H522),
descreveram a expressao diferencial de 73 genes. Destes, 30 genes foram
escolhidos para validagdo em outras linhagens celulares tratadas e nao
tratadas com 5-aza-2’-citidina. O gene Hint/PCKI-1, o qual encontrava-se
silenciado, apresentou reativagdo de expressao apos tratamento com 5-aza-
2’-citidina também em outras linhagens de céncer de pulmé&o. Ensaios de
analise funcional demonstraram atividade supressora de tumor para este
gene. A super-expressdao do gene nas linhagens NIC-H522 e NIC-H358
resultou em reducdo do potencial de proliferacao celular. Camundongos do
tipo “nude” inoculados com a linhagem NIC-H358 transfectada com o gene
Hint/PCKI-1 apresentaram tumores com crescimento significativamente mais
lento.

KARPF et al. (2004) utilizaram a mesma estratégia para analisar
qualitativamente o painel de genes reativados apds tratamento com 5-aza-
dC em 3 linhagens celulares de adenocarcinoma de colon e cultura de
células epiteliais de tecido mamario humano (HMEC). Cerca de 5,3% do
total de 25.940 genes analisados apresentou diferencas no padrdo de
expressao apos o tratamento em pelo menos uma das linhagens analisadas.
Interessantemente, genes envolvidos com proliferacdo e diferenciacao

celular, apresentacdo de antigenos, via de sinalizagdo de interferon, assim
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como antigenos Cancer/Testis (CT), encontravam-se freqlientemente
reativados apds tratamento com agente desmetilante.

Vale ressaltar ainda o trabalho realizado por SHI et al. (2003) que,
numa andlise conjunta da expressao génica, metilacdo do DNA e de
proteinas que interagem com DNA, deu os primeiros passos na dissec¢cao
dos mecanismos epigenéticos de silenciamento génico. Uma linhagem de
cancer de ovario foi submetida ao tratamento combinado ou individual com
5-aza-dC e um inibidor da enzima Histona Deacetilase (HDAC), a
Tricostatina A (TSA). Os genes que apresentaram indugdo da expressao
puderam ser divididos em trés classes distintas: grupo 1, re-induzidos apos
desmetilacdo de seus promotores génicos; grupo 2A, cujos promotores
encontravam-se desmetilados na amostra ndo tratada e foram re-induzidos
apoés tratamento apenas com TSA ou TSA + 5-aza-dC, e grupo 2B, que
contém a maioria dos genes reativados neste trabalho e que foram re-
induzidos independentemente do tratamento com 5-aza-dC, TSA ou a
combinagdo das duas drogas. Assim, 0s autores sugerem que o grupo 1
seja fortemente regulado por metilacdo de DNA, o grupo 2A seja regulado
pela compactacdo da cromatina por HDACs, e o grupo 2B tenha sua
reativacao como efeito indireto do tratamento.

Uma série de estudos utilizando a mesma estratégia foi publicada nos
ultimos anos, relatando o sucesso na identificacdo de genes regulados por
mecanismos epigenéticos. Um resumo destes estudos estd mostrado na

Tabela 3.



Tabela 3 - O tratamento de Linhagens celulares tumorais com 5aza-2’-deoxicitidina para a identificagdo de genes diferencialmente

metilados.

Linhagens celulares tratadas Genes analisados Valor

tumor de origem if. exp.(%, tota

Autores Tratamento ( de origem) dif % / . lﬂiff Plataforma

Suzuki et al. 2002 200nM 5AZA e/ou 300nM TSA (Ro’gcer colorretal) 74(0,74%)  ~10000  nd. microarray (m)
Yuan et al. 2004 1 UM 5AZA (,\é%ﬁ’:;zge pulméo) 73 (6,2%) 1176 >5  microarray (m)
Chen et al. 2004 1 UM 5AZA gg:]c?efcli?zstémago) 101 n.d. nd.  microarray (I)
Takai et al. 2005 5 umol/L 5AZA + 2,5 pmol/L SAHA gg’r’]‘fe":ade endoméio) 676 (3%)  ~22200  >2  microarray ()
Yamashita et al. 2006 1 uM 5AZA AGS, MKN28, MKN45 e KATOIII 1430 (3,6%) ~39000 >4 microarray (l)

(cancer de estémago)

(5AZA) 5-aza-2-deoxicitidina; (TSA) Tricostatina A; (SAHA) Suberoilanilida bis-hidroxamida; (I) lamina de vidro; (m) membrana; (n.d.) nao disponivel
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1.6 ANALISE GLOBAL DA EXPRESSAO GENICA

Diversas metodologias foram desenvolvidas para a identificagdo em
larga escala de genes diferencialmente expressos. Dentre as mais utilizadas,
a técnica de microarray fornece uma poderosa plataforma de analise do
padrdo de expressao de milhares de genes simultaneamente, possibilitando
a comparacao entre diferentes amostras, podendo ser estas representativas
de diferentes estagios do desenvolvimento, diferentes tipos celulares ou
histologicos, diferentes sensibilidades a drogas ou entre tecidos normais e
patologias. Muitos trabalhos na literatura relatam o uso de microarrays na
pesquisa do cancer de mama. VAN 'T VEER et al. (2002) analisaram
amostras de tumores primarios de 98 pacientes através da técnica de
microarray visando identificar uma assinatura molecular com forte valor
preditivo para recaidas em pacientes com auséncia de células tumorais nos
linfonodos regionais ao diagnéstico. Um conjunto de aproximadamente 5000
genes pbde dividi-os em dois grupos, de melhor e de pior prognéstico. Além
disso, o grupo também foi capaz de determinar uma assinatura molecular
capaz de identificar os pacientes portadores de tumores com mutacées em
BRCAT.

Apesar do sucesso da utilizacdo da técnica na identificagdo de genes
diferencialmente expressos, a utilizagcdo de laminas de microarray possui
algumas limitagbes. A quantidade de genes analisados se restringe ao painel
génico fixado na lamina. Além disso, a producao de laminas de microarrays

de cDNA ¢é laboriosa e demanda alto investimento financeiro para a
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aquisicao de scanners e do robd utilizado para a fixagdo do DNA na lamina.
E necessaria a participacdo de profissionais especializados para a
realizacdo da normalizacdo e andlise estatistica dos dados gerados pelas
hibridizagcdes e ha grande dificuldade na comparagdo entre experimentos
diferentes.

Outra metodologia que permite a analise do padrao de expressao em
larga escala foi desenvolvida por VELCULESCU et al. (1995). A técnica de
SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) baseia-se na quantificacdo de
tags, ou seja, pequenas sequéncias de 14 nucleotideos exclusivas de cada
transcrito, oriundas de bibliotecas construidas a partir de mRNA proveniente
dos tecidos a serem estudados. Assim, uma amostra de tecido tem o painel
de genes expressos representados por tags e, por conseqiiéncia, 0 numero
de vezes que determinada tag aparece em cada amostra reflete sua
expressao relativa. A expressao génica de duas amostras pode entéo ser
comparada utilizando um programa computacional que identifica e registra o
namero de vezes que determinada sequiéncia aparece na amostra. Outras
vantagens desta técnica sdo o possivel cruzamento de dados de
experimentos diferentes e a criagcdo de bancos de dados publicos de
seqliéncias expressa em bibliotecas de SAGE. ABBA et al. (2005),
analisando bibliotecas de SAGE construidas a partir de tumores de mama
positivos e negativos para o receptor de estrogeno (RE), identificaram um
grupo de genes capaz de separar amostras RE" e RE. Além disso, o
trabalho ajudou a dissecar o painel de genes diferencialmente expressos

entre as bibliotecas, classificando-os segundo sua funcdo biolégica e
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revelando as principais classes de genes afetadas pela expressdo do
Receptor de Estrogeno. Além disso, identificaram 220 Elementos
Responsivos ao Estrogeno (ERE) na regido promotora de 163 dos 473
genes hiper-expressos em tumores RE'. No entanto a construgcdo de
bibliotecas de SAGE, além de extremamente laboriosa e, por conseqiéncia
disto, ter chances aumentadas de introducdo de artefatos, demanda a
utiizacdo de um programa computacional especializado para o
processamento dos dados gerados.

Assim, alternativas para a identificacdo em larga escala de genes
diferencialmente expressos tornam-se necessarias. Nesse contexto, técnicas
de subtracdo s&o promissoras e particularmente atrativas para a
identificacdo de genes diferencialmente expressos, sem a necessidade de
conhecimento prévio de suas caracteristicas funcionais ou bioquimicas, bem
como de utilizagdo de ferramentas computacionais. Dentre elas, destacam-
se as metodologias de SSH (DIATCHENKO et al. 1996) e de RaSH (JIANG

et al. 2000).

1.7 TECNICAS DE HIBRIDIZACAO SUBTRATIVA DE cDNA

A técnica de SSH (Supression Subtractive Hybridization) foi
desenvolvida por DIATCHENKO et al. (1996) e consiste em analisar a
expressdo diferencial entre duas amostras de cDNA, subtraindo os
transcritos comuns e isolando transcritos presentes exclusivamente em uma

das amostras. A técnica permite, por exemplo, a analise de células



31

submetidas a diferentes condi¢des de cultura (antes e depois do tratamento
com drogas ou outros fatores) ou sincronizadas em diferentes etapas do
ciclo celular, possibilitando a clonagem de genes diferencialmente expressos
para posterior sequienciamento, identificacao e caracterizacao.

Nesta técnica, duas amostras de cDNA sao sintetizadas a partir de
mRNA. Uma das amostras, denominada tester, € originada a partir do RNA
da linhagem celular ou tecido cujos genes se quer identificar e a outra
amostra, denominada driver, é construida a partir do RNA da linhagem
celular ou tecido utilizado para a comparagdo e cujos genes devem ser
subtraidos. Sequéncias adaptadoras séo ligadas apenas a extremidade das
moléculas de cDNA derivados da amostra tester. Em seguida, as moléculas
de cDNA da amostra tester sdo desnaturadas e renaturadas na presenga de
um excesso de moléculas da amostra de cDNA driver. Trés tipos de
moléculas hibridas sdo formadas ap6s a renaturacao: tester-tester, tester-
driver e driver-driver. As moléculas tester-tester representam transcritos
expressos exclusivamente na amostra de interesse, as moléculas tester-
driver representam transcritos comuns as duas amostras e as moléculas
driver-driver correspondem a transcritos expressos apenas na amostra
utilizada para comparacao. As moléculas tester-tester sao seletivamente
amplificados em uma reacdo de PCR contendo primers correspondentes a
seqliéncia adaptadora ligada apenas na extremidade das moléculas de
cDNA derivadas da amostra tester. O produto dessa reacao de PCR ¢é entado
clonado, gerando uma biblioteca subtraida enriquecida para genes

diferencialmente expressos na amostra em estudo. A comparagao de
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seqUéncias oriundas da biblioteca subtraida com sequéncias depositadas
em bancos de dados publicos permite entdo revelar a identidade dos genes
diferencialmente expressos.

A técnica de RaSH (Rapid Subtractive Hybridization) (JIANG et al.
2000) foi desenvolvida a partir de uma adaptacdo da técnica SSH. Duas
amostras de cDNA fester e driver sao sintetizadas a partir de mRNA. As
moléculas de cDNA de ambas as amostras sdo digeridas com enzimas de
restricao para gerar fragmentos de menor tamanho e, ao contrario da técnica
de SSH, sequUéncias adaptadoras sao ligadas as extremidades das
moléculas de cDNA de ambas as amostras. Apés a ligagdo dos adaptadores
€ realizada uma reagdo de PCR utilizando primers complementares a
seqliéncia contida nos adaptadores. Essa etapa permite a obtencdo de uma
maior massa dos fragmentos representados em ambas as amostras de
cDNA, faciltando a etapa de subtragdo. As sequéncias adaptadoras
possuem o sitio para a enzima de restricdo Xhol. Somente os produtos de
PCR originados a partir da amostra tester sao digeridos com a enzima Xhol,
gerando extremidades coesivas. Apés a digestdo com a enzima de restricao,
os produtos de PCR da amostra tester sdo desnaturados e renaturados na
presenca de um excesso de fragmentos amplificados a partir da amostra
driver. Como descrito anteriormente para a técnica de SSH, trés tipos de
fragmentos hibridos sdo formados, mas apenas os hibridos tester-tester sao
selecionados através de clonagem em vetor com extremidades coesivas,
previamente digerido com a enzima Xhol. Um esquema ilustrativo da técnica

de RaSH esta representado na Figura 6.
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Legenda: As bibliotecas de cDNA dupla-fita sdo obtidas das linhagens tratada e nao tratada
com 5-azacitidina. Adaptadores com sitio para enzima de restrigdo séo ligados as duas
bibliotecas. Somente a biblioteca utilizada como tester sofre digestdo com enzima de
restricao correspondente. A biblioteca tester é hibridizada com excesso da biblioteca driver.
Assim, transcritos presentes nas duas bibliotecas formam hibridos. Somente transcritos
presentes somente na biblioteca tester apresentardo os sitios complementares nas duas
extremidades e poderao ser clonados e posteriormente seqlenciados.

Figura 6 - Esquema representando a técnica de RaSH.
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A técnica de RaSH apresenta vantagens como reduc¢do no custo e
tempo de preparo da biblioteca subtraida, além da facilidade na execugao
dos experimentos e maior eficacia de subtracdo. JIANG et al. (2000)
utilizaram a técnica para analisar o padrao de expressao diferencial de
células de melanoma humano tratadas com IFN-B e Mezereina, um ativador
de proteina quinase C. Uma biblioteca de cDNA tester foi construida a partir
de RNA polyA+ extraido de células tratadas com a droga e a biblioteca driver
foi construida a partir de material de células nao tratadas. A técnica de RaSH
subtraiu as seqléncias presentes nas duas bibliotecas identificando, dentre
os 70 genes analisados, 23 (33%) diferencialmente expressos e associados
ao tratamento. Outros estudos, utilizando a técnica de RaSH, mostraram a
identificacdo e confirmacdo por Northern Blot Reverso de 15 genes com
expressao elevada (SU et al. 2002) e 10 com expressao diminuida (SU et al.
2003) em astrocitos contaminados com HIV-1. Comparando duas linhagens
celulares de melanoma humano com potenciais metastaticos diferentes,
BOUKERCHE et al. (2004) também através da técnica de RaSH e validagéao
por Northern Reverso, identificaram 8 genes diferencialmente expressos em
linhagens celulares de alto potencial metastatico, sendo 2 deles
desconhecidos e outros 2 cuja participacao na progressao tumoral ainda nao
havia sido descrita. A técnica de RaSH também foi utilizada na identificacao
do gene HuUBPA43 como diferencialmente expresso em melanomas em
funcéo do tratamento com IFN-B e Mezereina (KANG et al. 2001), e também
na identificacdo de genes induzidos por soforose, um ativador de celulases

em Hypocrea jecorina (SCHMOLL et al. 2004; SCHMOLL e KUBICEK 2005).
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Os dados apresentados demonstram a grande utilidade da técnica de RaSH
na identificagdo de genes diferencialmente expressos entre amostras de
origem diversas sob diferentes contextos.

A metodologia de RaSH nao necessita de programas computacionais
para a identificacdo e validacao dos genes diferencialmente expressos.
Neste caso, estas etapas podem ser realizadas com a utilizacdo do Northern
Blot Reverso, o qual baseia-se na fixagdo de fragmentos amplificados a
partir dos clones gerados pelo RaSH em membranas de Nylon e a
subsequente hibridizagdo com cDNA das amostras analisadas marcado
radioativamente. Os fragmentos que apresentarem diferencas de expressao
podem ser recuperados e sequenciados. Por outro lado, o seqiienciamento
direto dos clones gerados pelo RaSH e a andlise das seqiiéncias geradas
podem facilitar o processo de selegdo de genes para a validagao
experimental.

O objetivo do presente estudo consistiu na utilizagdo da técnica de
RaSH em associacdo ao tratamento com agente desmetilante visando a
identificacdo, em larga escala, de genes diferencialmente metilados em
linhagens celulares tumorais de mama. A identificacdo destes genes
certamente contribui para um melhor entendimento sobre a biologia dos

tumores assim como para a identificacdo de novos marcadores tumorais.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Identificar genes diferencialmente metilados em linhagens celulares

tumorais de mama através de tratamento com agente desmetilante seguido

de anadlise global da expressdo génica através da técnica de RaSH e

validacao por PCR em Tempo Real.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Induzir a re-expressao génica de genes silenciados por metilagdo em
3 linhagens celulares tumorais de mama através de tratamento com o
agente desmetilante 5-aza 2’-deoxicitidina.

Identificar os genes cuja expressao foi induzida pelo tratamento com
5-aza 2’-deoxicitidina através da construcdo de 6 bibliotecas
subtrativas de cDNA derivadas de RNA total das 3 linhagens
celulares, antes e apds o tratamento, utilizando para tanto a técnica
de RaSH.

Realizar o sequenciamento de 300 clones de cada uma das 6
bibliotecas subtrativas e analisar as sequéncias geradas a fim de
identificar genes expressos exclusivamente nas Dbibliotecas

subtrativas das linhagens tratadas com 5-aza 2’-deoxicitidina.
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e Validar experimentalmente o padrdo de expressdo dos genes
induzidos por 5-aza 2’ deoxicitidina utilizando para tanto a técnica de
PCR em Tempo Real partindo de RNA total das linhagens celulares
antes e apds o tratamento com o agente desmetilante.

e Avaliar a expresséo dos genes validados em 18 amostras tumorais de

mama em relagcao a um pool de amostras de tecido mamario normal
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 LINHAGENS CELULARES TUMORAIS

As linhagens celulares tumorais utilizadas foram obtidas
comercialmente (ATCC, American Type Culture Collection). As trés
linhagens celulares tumorais s&o provenientes de carcinoma ductal invasivo
e foram isoladas a partir de sitio metastatico. A linhagem MCF-7 (ATCC,
HTB-22), foi isolada de uma mulher de 69 anos (SOULE et al. 1973). A
linhagem MDA-MB-435 (ATCC, HTB-129), foi isolada de uma mulher de 31
anos (ENGEL et al. 1978). A linhagem MDA-MB-231 (ATCC, HTB-26), foi

isolada de uma mulher de 51 anos (CAILLEAU et al. 1978).

3.2 AMOSTRAS TECIDUAIS DE CARCINOMA MAMARIO

HUMANO

As amostras teciduais de carcinoma mamario humano de diferentes
estadios clinicos (segundo o sistema de Classificacago TNM dos tumores
malignos da Unido Internacional contra o Cancer) provenientes do Banco de
Tumores do Hospital do Cancer A.C. Camargo e do Hospital do Cancer
Alfredo Abrdo — MS (fornecidos pelo Prof. Dr. Ismael Guerreiro da Silva,
Laboratorio de Ginecologia Molecular — UNIFESP) foram mantidos a -70°C

em solucdo RNA/ater™ (Ambion) para posterior obtencdo do RNA total. O
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Termo de Consentimento de doagéo, seguindo as normas institucionais dos
hospitais envolvidos foi obtido de todos os pacientes. A Tabela 4 contém um
resumo dos dados clinico-patologicos das amostras tumorias de mama.

Tabela 4 — Distribuicdo dos dados clinico-patolégicos das 18 amostras de

tumores primarios de mama de pacientes do Hospital do Cancer Alfredo
Abrao e do Hospital do Cancer A. C. Camargo.

Amostra Data Diag TNM T N M Linf  N.Linf RE RP Quim
51T 15.03.04 1 1 0 0 0 0/15 1 1 N/R
110T 17.09.04 1 1 0 0 0 0/10 0 0 N/R
51 26.04.01 2a 2 1 0 1 1/23 1 1 N/R
60 08.05.03 1 1 0 0 0 0/15 0 0 N/R
64 06.09.01 1 1 0 0 0 0/23 1 0 N/R
12T 09.12.03 2b 2 1 0 1 14/16 - - N/R
91T 06.07.04 1 1 0 0 0 0/9 1 0 N/R
40T 19.02.04 2b 3 0 0 0 - - - N/R
57T 24.03.04 2b 3 0 0 0 - 0 0 N/R
80T 03.06.04 1 1 0 0 0 0/13 1 1 N/R
56T 22.03.04 3a 3 1 0 1 14/15 1 0 N/R
50T 15.03.04 3b 4 1 0 1 4/6 1 1 N/R
123T 26.10.04 2a 1 1 0 1 12/14 1 1 N/R
52T 17.03.04 3b 4 1 0 1 3/7 - - N/R
126T 03.11.04 4 4 1 1 1 9/14 - - N/R
15T 15.12.03 4 4 1 1 1 11/13 - - N/R
39T 18.02.04 4 4 1 1 1 19/19 - - N/R

42 16.04.02 4 2 X 1 1 15/24 - - N/R

(Amostra) Identificagdo da amostra no laboratério; (Data Diag) data na qual o tumor foi
diagnosticado; (TNM) estadio clinico do tumor segundo a Classificagao TNM; (T) tamanho
do tumor; (N) presenga de linfonodos comprometidos, sendo x=ndo pbdde ser realizado na
paciente; (M) presenca de metastase em sitios secundarios; (Linf) presenga de linfonodos
comprometidos ou ndo, sendo O=negativo e 1=positivo; (N.Linf) nimero de linfonodos
comprometidos dentre os analisados em cada paciente; (RE) status do receptor de
estrégeno, sendo O=negativo e 1=positivo; (RP) status do receptor de progesterona, sendo
O=negativo e 1=positivo; (-) parametro ndo foi analisado na paciente ou ndo se encontra
disponivel no prontuario; (Quim) Tratamento quimioterdpico neo-adjuvante, sendo
R=realizado e N/R=nao realizado.

3.3 CONDICOES DE CULTURA E MANUTENCAO DAS

LINHAGENS CELULARES

As linhagens de carcinoma mamario humano foram cultivadas a

temperatura de 37°C em frascos plasticos descartaveis em atmosfera de 2%
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COg2/ 98% ar, para a manutencao do pH préximo ao fisioldgico. As diferentes
linhagens foram mantidas em meio de cultura RPMI (desenvolvido no
“Roswell Park Memorial Institute”) (Gibco) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (Cultilab Materiais para Cultura de Células), 1,2 g/L de

bicarbonato de sodio, 25 mg/L de ampicilina e 100mg/L de estreptomicina.

3.4 TRATAMENTO DAS LINHAGENS CELULARES COM

AGENTE DESMETILANTE

As linhagens celulares tumorais de mama foram tratadas com o
agente desmetilante 5-Aza-2-deoxicitidina (5Aza-dC) (SIGMA). 10° células
foram plagueadas em placas de 100 mm. 48h ap6s o plaqueamento as
células foram tratadas com 1 uM de 5-aza-dC. Apds 48h de tratamento, a
cultura foi lavada uma vez em PBS e novo meio de cultura foi adicionado as
células, as quais permaneceram em cultura por mais 48h para a extracao de

RNA.

3.5 EXTRACAO DE RNA TOTAL

O RNA total das linhagens celulares e dos tumores foi extraido
atraves da técnica de Sedimentacado em Cloreto de Césio (CHIRGWIN et al.
1979). Para extracdo de RNA total das linhagens celulares, as células foram
lisadas em 9ml de solugédo de lise (4M Isotiocianato de Guanidina, 25mM

Citrato de Sédio (pH7,0), 1M B-Mercaptoetanol). Em seguida, o lisado foi
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aplicado sobre 4ml de uma solugao de Cloreto de Césio (5,7M CsCl, 25mM
NaAc) e submetido a ultracentrifugagdo a 150.000xg em rotor SW 50.1, a
20°C por, aproximadamente, 18h em ultracentrifuga Beckman L8-80M
(Beckman Instruments). Apds a centrifugacao, o precipitado no fundo do
tubo foi solubilizado em agua bidestilada estéril tratada com Di-etil-
pirocarbonato (DEPC).

Os tecidos de carcinoma mamario humano obtidos foram macerados
manualmente em cadinhos de porcelana na presenca de nitrogénio liquido e,
posteriormente, submetidos aos procedimentos de extracao e purificacdo de
RNA total conforme descrito no paragrafo anterior.

A quantificacdo do RNA foi feita através da leitura de uma aliquota da
amostra em espectrofotbmetro com comprimento de onda equivalente a
260nm, considerando 1 Abs a 260nm equivale a 40mg/mL de RNA. A
relacdo entre as leituras realizadas a 260 e 280nm foi utilizada como
parametro na estimativa do grau de pureza do RNA. Para que fosse
considerado puro, o valor desta relacdo deveria ser préximo a 2,0. A
integridade do RNA total foi verificada atraveés de eletroforese em gel de

agarose.

3.6 HIBRIDIZAGAO DE SUBTRAGCAO RAPIDA - RaSH

A Hibridizagdo de Subtragdo Rapida foi realizada em colaboragéao

com o grupo do Dr. Wilson Araujo da Silva Jr da Faculdade de Medicina da
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Universidade de Sao Paulo - Campus de Ribeirdo Preto, conforme descrito
por JIANG et al. (2000) e descrito a seguir.
3.6.1 Sintese de cDNA dupla-fita

A sintese do cDNA dupla-fita foi realizada a partir de RNA total das
linhagens celulares acima descritas tratadas ou ndao com o agente
desmetilante. Para a sintese foi utilizado o kit Superscript™ Double-stranded
cDNA Synthesis (Invitrogen), seguindo as instrugcdes do fabricante.
Resumidamente, 1ug de RNA total foi misturado a 1uL de oligodT (0,5ug/ulL)
e a 4uL de HO DEPC, em um volume final de 12uL. Esta mistura foi
incubada a 70°C durante 10min e em seguida foi mantida em gelo. A mistura
foram adicionados 4uL de tampéao 5X First Strand Buffer, 2uL de 0,1M DTT,
1uL de dNTPs 10mM, e 1uL de H,O. Esta reacgdo foi incubada a 37°C
durante 2min e, em seguida, foi adicionada a mistura 3uL da enzima
Transcriptase Reversa Superscript Il (200U/uL), seguida de incubacao a
37°C durante 30min. Nova aliquota de 3uL da enzima Transcriptase Reversa
foi adicionada e a reagéao foi incubada a 37°C por mais 30min. A segunda fita
foi sintetizada adicionando-se 94uL de H,0 DEPC, 30uL de tampao 5X
Second Strand Buffer, 3,0uL de 10mM dNTPs, 1,0uL de E. coli DNA ligase
(10U/uL), 4,0uL de E. coli DNA polimerase (10U/uL) e 1,0uL de E. coli
RNase H (2U/uL). Esta reagédo foi incubada a 16°C durante 2h, seguida de
incubacdo em gelo. Dois microlitros de T4 polimerase (5U/uL) foram
adicionados a reacdo e, em seguida, foi realizada nova incubacdo a 16°C
por 5min. Dez microlitros de 0,5M EDTA (pH 8,0) foram adicionados. Uma

incubagdo a 70°C foi realizada durante 10min e, em seguida, 50uL de H20
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DEPC e 200uL de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1) foram
adicionados. A reagéao foi homogeneizada e centrifugada a 15300xg durante
5min. A fase aquosa foi, entdo separada e precipitada adicionando-se 1/10
do volume de acetato de sodio 3M (pH 5,2) e o dobro do volume de 100%

etanol.

3.6.2 Digestao da dupla-fita de cDNA e ligacao nos adaptadores

As amostras de cDNA dupla fita das linhagens celulares tratadas e
nao tratadas com o agente desmetilante foram digeridas utilizando-se 20U
da enzima de restricdo Mbol (Fermentas) por 3h a 37°C, com adicdo de
nova aliquota de 20U da enzima e incubacao durante toda a noite. Apos a
purificagdo do cDNA pelo método fenol/cloroférmio, seqiéncias adaptadoras
em uma concentragdo final de 10uM (XDPN-14 CTGATCACTCGAGA;
XDPN-12 GATCTCTCGAGT) contendo o sitio para a enzima de restricdo
Xhol foram adicionadas as amostras, que foram incubadas a 55°C por 1min
sendo entdo resfriadas 2°C a cada 2min até atingirem a temperatura de
14°C. Para a ligagdo dos adaptadores as extremidades dos cDNAs
digeridos, foram adicionadas a amostra 15U da enzima T4 ligase (New
England Biolabs) em volume final de 30puL, incubando-se durante toda a
noite a 14°C. O volume das reagdes foi completado para 100uL adicionando-
se 10mM Tris e 1ImM EDTA (pH 7,0). Um volume minimo de 40uL de cada
ligacéo diluida foi utilizado para amplificacdo por PCR com oligonucleotideo
desenhado com base nas seqUéncias dos adaptadores (XDPN-18

CTGATCACTCGAGAGATC). Visando a obtencdo de maior massa de
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produto amplificado foram realizadas 20 reagbes idénticas, utilizando-se:
1uL da reacdo de ligacdo diluida, 1X PCR Buffer, 1uM dNTPs, 10 uM do
oligonucleotideo XDPN-18 e 1U da enzima Taq polimerase (Phoneutria). As
reacoes foram submetidas a 1 ciclo de 5min a 72°C, seguido por 25 ciclos de
1min a 94°C, 1min a 55°C e 1min a 72°C e 1 ciclo de 3min a 72°C. Apds a
amplificacdo as 20 reagbes foram misturadas, e os fragmentos foram
analisados em gel 1% agarose. Para a purificacdo das reacdes de
amplificagdo, o volume final foi dividido em 4 tubos (250uL cada). A cada
tubo foi adicionado o mesmo volume de fenol: cloroférmio: alcool isoamilico
(25:24:1), sendo estes, em seguida, submetidos a centrifugagdo a 15300xg
durante 5min. A fase aquosa foi transferida para novo tubo e precipitada
através da adicao de 62,5uL de 10M Acetato de Amdnio, 3uL de Glicogénio
(20mg/mL) e 1TmL de 100% Etanol. Apés precipitagdo durante toda a noite a
-20°C, a amostra foi centrifugada por 20min a 15300xg e o pellet foi lavado
em seguida em 500uL de 70% Etanol. O mesmo procedimento foi realizado
3 vezes. Apés a purificacdo, as amostras foram quantificadas e 10ug dos
fragmentos derivados da amostra escolhida como fester foram digeridos
utilizando-se 20U da enzima Xhol (New England Biolabs) durante 2h seguida
de adicdo de mais 20U, e digestao por mais 2h. Apds a digestdao os
fragmentos foram purificados com fenol: cloroférmio:alcool isoamilico
(25:24:1) seguidos de precipitacdo na presenca de Etanol como descrito

anteriormente.

3.6.3 Hibridizacao e construcao das bibliotecas subtrativas
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Para cada linhagem celular utilizada, dois experimentos foram
realizados. No primeiro experimento, o cDNA derivado da linhagem tratada
com o agente desmetilante foi utilizado como tester e o cDNA da linhagem
nao tratada foi utilizado como driver. No segundo experimento, chamado
“Experimento Reverso”, o cDNA derivado da linhagem nao tratada foi usado
como tester e 0 cDNA derivado da linhagem tratada foi utilizado como driver.
Ao todo foram construidas 6 bibliotecas subtrativas. Um esquema ilustrativo
representando a estratégia utilizada esta mostrado na Figura 7.

Através deste desenho experimental, foi possivel a obtencao de um
painel de genes expressos exclusivamente nas linhagens celulares tratadas
com a droga (cuja expressao génica foi reativada apds tratamento) e outro
painel representando 0s genes expressos apenas nas linhagens nao
tratadas. Apds a comparacao entre os painéis génicos de cada uma das 6
bibliotecas, eventuais falhas na subtragdo puderam ser identificadas, como,
por exemplo, a presenga de genes tanto no painel da linhagem tratada
quanto no painel da linhagem nao tratada.

Para a hibridizacdo e construgdo da biblioteca subtrativa, 100ng de
cDNA tester, previamente digerido com enzima Xhol, foram hibridizados com
5ug de produto de PCR amplificado a partir do cDNA néo digerido derivado
da amostra driver. Os fragmentos foram misturados em 16,6uL de Solugao
de Hibridizacao constituida por 0,5M NaCl, 50mM Tris (pH 7,5), 0,2% SDS,
40% (vol/vol) Formamida. A mistura foi fervida por 5min e incubada por 48h
a 42°C. Depois da purificagcdo através do método fenol/cloroférmio, parte da

mistura (1uL) foi ligada a 1ug de vetor (pZErO — |, Invitrogen) previamente
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digerido com a enzima Xhol (New England Biolabs). Bactérias
eletrocompetentes (DH10B) foram transformadas com 2uL da ligacdo. Os
clones foram selecionados em placa contendo meio C.G. (Circle Grow) e

antibidtico Zeocina (Invitrogen).

5-Aza-dC 5-Aza-dC 5-Aza-dC
t\!/\ Z ‘/ Q 1 \;,‘; 2 ] Qj%‘ N ‘Iﬂ ; q
MCF-7 MDA-435 MDA-231
U RNA total U U RNA totalU U RNA totalU
cDNA cDNA cDNA cDNA cDNA cDNA
TesZriver Driver Tester Tes/l)river Driver Tester Test/ Drx Tester

] J

7 0 0 T

MCF-7-Mock Tester ~ MCF-7 5AZA Tester ~ 435-Mock Tester 435-5AZA Tester 231-Mock Tester 231-5AZA Tester

| Clonaaem. Transformacao e Seailienciamento dos aenes diferencialmente exoressos |

! ! ! !

_ Analise Qualitativa e Quantitativa —

Legenda: Cada linhagem foi cultivada na presenca ou auséncia de 5 aza 2" deoxicitidina.
Dois experimentos individuais foram realizados para cada linhagem. Um dos experimentos
utilizara a biblioteca tratada como tester e o outro utilizar4 como tester a biblioteca controle.
Genes diferencialmente expressos foram clonados, transformados e seqlienciados. Em
seguida, foram submetidos a analise quantitativa e qualitativa in silico.

Figura 7 - Estratégia adotada para a identificagdo de genes silenciados por

metilagdo e reativados pelo tratamento com 5-aza-dC.
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37 SELECAO DE CLONES PARA SEQUENCIAMENTO

Os clones foram selecionados randomicamente, amplificados por
PCR de colbénia utilizando primers complementares a sequéncia do vetor
pZErO — 1, sob condicbes pré-estabelecidas. Os fragmentos amplificados
foram sequenciados utilizando os mesmos primers usados para a
amplificagdo, segundo a técnica de terminagcdo com dideoxinucleotideos
(SANGER et al. 1977), utilizando-se o kit Big Dye Terminator (Applied
Biosystems), seguindo as instrucées do fabricante. Os produtos desta
reacao foram submetidos a eletroforese por capilaridade em sequenciador

automatico de DNA ABI 3100 (Applied Biosystems).

3.8 NORTHERN BLOT REVERSO

A técnica de “Northern Blot Reverso” foi realizada como descrito por

KANG et al. (1998), com pequenas alteracées como descrito a seguir.

3.8.1 Fixacao do DNA em membranas de Nylon

O produto obtido no PCR de col6nia foi fixado em duas membranas
de Nylon carregadas positivamente (HyBond N+, GE HealthCare), sendo
uma das membranas hibridizada com cDNA proveniente da amostra tratada
e a sua réplica com cDNA proveniente da amostra ndo tratada. 20uL da
reacdo de PCR de cada clone foram adicionados a 180uL de Solugao

Desnaturante (1,6N NaOH; 100mM EDTA) e incubados a temperatura
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ambiente por cerca de 10min. Este volume total foi aplicado nas membranas
previamente embebidas em 2X SSC (0,3M Cloreto de Sédio; 30mM Citrato
Trissodico Dihidratado, pH 7,0) com o auxilio do aparelho Vacuum Manifold
(BioRad) de 96 pogos. A membrana foi exposta a luz ultravioleta por cerca

de 3min para fixagcdo do DNA na mesma (etapa de crosslink).

3.8.2 Reacao de amplificacao de RNA para a sintese de cDNA marcado
com is6topo radioativo

RNA total extraido da linhagem celular MDA-MB-231 submetida ou
ndo ao tratamento foi amplificado segundo (WANG et al. 2000), visando o
aumento da massa de RNA e enriquecimento da amostra total com mRNA.
3ug de RNA total foram adicionados a mistura contendo oligodT (0,5ug)
(Integrated DNA Technologies) e volume final de 6uL. Esta mistura foi
aquecida a 70°C por 5min e depois resfriada em gelo. A primeira fita foi
sintetizada utilizando o kit SuperScript Il Reverse Transcriptase (Invitrogen),
com 4uL de tampao 5X First Strand Buffer, 3uL de template switch primer
(TS, 0,5 ug/pL), 2uL de 0,1M DTT, 1uL de inibidor de RNase (Invitrogen,
40U/puL), 2uL de 10mM dNTP e 2uL da enzima Transcriptase Reversa
Superscript Il (200U/pL ), em um volume final de 20uL. Apos incubacao a
42°C por 2h, a segunda fita foi sintetizada utilizando o kit Advantage cDNA
PCR (BD Biosciences), adicionando-se ao cDNA sintetizado, 65,3uL de H20,
10uL do tampao Advantage PCR Buffer, 2ul de 10mM dNTP, 0,7uL de
RNase H (2U/uL), 2uL da enzima DNA polimerase (Advantage Polymerase,

5U/uL), em um volume final de 100uL. A mistura foi incubada
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sucessivamente a: 37°C por 10min (digestdo do RNA), 94°C por 3min
(desnaturacao), 65°C por 5min (anelamento dos primers) e 75°C por 30min
(extensao da segunda fita). A reagao foi inativada através da adicdo de 5uL
de solucéo contendo 1M NaOH e 2mM EDTA e incubando-se a 65°C por
10min. A transcri¢ao in vitro de mRNA foi realizada utilizando o kit RiboMax
(Promega). O cDNA dupla fita foi adicionado a mistura contendo 7,5uL de
nucleotideos a 25mM (ATP, GTP, CTP e UTP), 5uL de 5X Reaction Buffer,
2,5uL de mistura contendo inibidor de RNase e T7 Phage Polymerase, em
um volume final de 25uL. A transcrigdo ocorreu durante incubacéo a 37°C
por um periodo de 5 a 6h. O RNA amplificado foi utilizado para a sintese de

cDNA e simultdnea marcagao com isétopo radioativo.

3.8.3 Marcacao de cDNA com isétopo radioativo

A marcagédo do cDNA das linhagens celulares com radioativo foi
realizada segundo KANG et al. (1998) com pequenas alteragbes. 6ug de
RNA amplificado conforme descrito no ltem 3.7.2 foram misturados a 9ug de
uma mistura de primers randémicos, em um volume final de 16pyL. Esta
mistura foi aquecida a 70°C por 10min sendo, em seguida, adicionados
8,0uL de tampao 5X First Strand Buffer, 4uL de 0,1M DTT, 5,0uL de dNTPs
(mistura de nucleotideos dATP, dTTP e dGTP a 25mM e dCTP a 10mM) e
0,5uL de inibidor de RNase (40U/uL). A seguir foi adicionado a mistura 10uL
de adCTP*, sendo esta aquecida a 43°C por 5min. Uma aliquota de 1L da
enzima Transcriptase Reversa SuperScript Il (200U/puL) foi adicionada. Ap6s

1h nova aliquota de 1uL de SuperScript II (200U/uL) foi adicionada seguida
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de nova incubagédo a 43°C por mais 1h. A reacao foi purificada utilizando
colunas de Sefarose G50 (GE HealthCare).

A sonda radioativa foi desnaturada por 5min e entao adicionada a um
tampao de hibridizacao (50% [vol/vol] Formamida; 5X Denhardt; 5X SSPE;
0,1% SDS; 1,5% Sulfato de Dextrano) e foi misturada a DNA de esperma de

salmao (100pg/mL) para subsequente hibridizacao.

3.8.4 Hibridizacao das membranas com sonda radioativa
As membranas foram pré-incubadas em solu¢ao de pré-hibridizagao
(50% [vol/vol] Formamida; 5X Denhardt; 5X SSPE; 0,1% SDS) por, no
minimo, 60min antes da incubagcado com a sonda marcada radioativamente.
A incubacdo com a sonda foi realizada durante toda a noite a 42°C.
Apoés a hibridizagdo, as membranas foram lavadas duas vezes em tampéao
de lavagem (SSC 2x; SDS 0,1%) a temperatura ambiente por 30min e trés

vezes em tampao de lavagem (SSC 0,1X; SDS 0,1%) a 56°C por 20min.

3.8.5 Deteccao do sinal radioativo

A detecgéo do sinal radioativo foi realizada através da sensibilizagéo
de uma tela de exposicdo composta por sais de eurdpio (Molecular
Dynamics, GE Healthcare). Estas telas sdo sensiveis a emissdes
radioativas, que sado armazenadas na forma de moléculas de fosfato
excitadas. Apos a sensibilizagdo, o rastreamento da tela foi realizado em

aparelho de Scanner Storm™ Phosphor Imager (Molecular Dynamics, GE
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Healthcare) e a analise dos resultados foi realizada com auxilio do programa
computacional ImageQuant for Windows NT versao 5.0.

O gene GAPDH foi utilizado como normalizador do experimento.
Diferentes diluicoes do produto amplificado a partir deste gene foram fixadas
nas membranas. Um fator de correcao foi calculado a partir da divisdo dos
valores densitométricos do gene GAPDH na membrana hibridizada com
cDNA proveniente da linhagem tratada pelos valores densitométricos do
mesmo na membrana com cDNA proveniente da linhagem néo tratada.
Assim, todos os valores obtidos dos spots na membrana hibridizada com
cDNA proveniente da linhagem tratada foram divididos por este fator de
corregao.

Ja o calculo da expressao génica diferencial foi realizado utilizando a
linhagem ndo tratada como amostra referéncia. Assim os valores
normalizados obtidos na membrana hibridizada com cDNA proveniente da
linhagem tratada foram divididos pelos valores obtidos na membrana
hibridizada com cDNA proveniente da linhagem n&o tratada. Ao final,

obtivemos a razao de expressao tratada/ ndo tratada.

3.9 ANALISE IN SILICO DAS BIBLIOTECAS SUBTRATIVAS

O laboratério do Dr. Wilson Araujo da Silva Jr. (Centro de Terapia
Celular - Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - USP) desenvolveu um
conjunto de softwares que possibilita a analise e comparagdo das

seqliéncias geradas a partir das bibliotecas subtrativas. As seqléncias
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geradas foram submetidas via Internet (http:/quarani.fmrp.usp.br/cqi-

bin/geap/index.cgi) e automaticamente analisadas por um conjunto de

programas computacionais (pipeline), de forma sequencial, conforme a
ordem: (i) Base-calling e identificacdo de regides de baixa qualidade; (ii)
Identificacdo de vetores e regides repetitivas, e (iii) Busca por similaridade
em bancos de dados publicos.

Primeiramente, as sequéncias submetidas foram analisados pelo
programa de base-calling PHREDPHRAP® (Washington University) para
extrair as seqUéncias de bases atribuindo um valor de qualidade a cada uma
delas de acordo com a sua resolugdo. Além disso, o programa
PHREDPHRAP® indica a localizagdo da regido de alta qualidade na
seqliéncia, com essa informagédo o sistema ird descartar a regido de baixa
qualidade e determinar se a sequéncia serd aceita. O critério adotado para
considerar a seqUéncia aceita € possuir no minimo 100 bases de alta
qualidade e o trim_cutoff adotado foi 0,05.

A presenca de sequéncias de vetor e primers foram verificadas
utilizando o programa cross_match, através do alinhamento destas
sequéncias consideradas de boa qualidade com bancos de dados internos.
As regides repetitivas foram entdo mascaradas utilizando o programa
RepeatMasker, com base de dados de sequiéncias repetitivas de mamiferos.

Ap6s o0 mascaramento de sequéncias de vetor e repetitivas, as
demais foram entdo alinhadas a seqéncias depositadas em bancos de
dados publicos de seqliéncias mitocondriais, bacterianas, de levedura, de

sequéncias de mRNA completas (RefSeq), Unigene e ESTs humanas,
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utiizando o programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/). Foi
considerada a melhor identididade encontrada. O alinhamento possibilitou a
identificacdo dos genes representados em cada uma das bibliotecas. Um
resumo de cada etapa e os valores de cutoff e e-value considerados para
cada analise estdo representados na Tabela 5. Desta forma, obtivemos o
painel de genes expressos exclusivamente nas linhagens tratadas com a
droga e outro painel representando 0s genes expressos apenas nas

linhagens néo tratadas.

Tabela 5 - Analise seqUencial realizada pelo pipeline desenvolvido pelo Dr.
Wilson Araujo da Silva Jr.

12 ETAPA - QUALIDADE DAS SEQUENCIAS SUBMETIDAS

Programa Utilizado trim_cutoff

phred 0,05

22 ETAPA - IDENTIFICACAO DE VETOR, PRIMER E REGIOES REPETITIVAS

Programa Utilizado  Banco de Dados minma tcC/;J toZvinscore
cross_match vetor/primer (Internos) 8 15
RepeatMasker Seqliéncias repetitivas - Mamiferos (Software) - -
32 ETAPA - BUSCA POR SIMILARIDADE

Programa Utilizado  Banco de Dados E-value
BLASTN Mitocondrial 1e-05
BLASTn Bacteriana 1e-30
BLASTn Levedura 1e-30
BLASTXx Ribossomal 1e-30
BLASTn Ref Seq 1e-30
BLASTn Unigene 1e-25
BLASTn ESTs (H. sapiens) 1e-25
BLASTXx Nao Redundante (H. sapiens) 1e-20

BLASTXx Nao Redundante (Outros) 1e-15
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3.10 SELECAO DE GENES PARA VALIDACAO EXPERIMENTAL

Para validacdo experimental foram selecionados genes expressos
exclusivamente nas linhagens tratadas, ou seja, genes identificados através
dos experimentos nos quais o cDNA das linhagens tratadas foi utilizado
como testere o cDNA das linhagens nao tratadas foi utilizado como driver.
O experimento reverso, no qual o cDNA da linhagem nao tratada foi usado
como tester e o da linhagem tratada como driver, foi utilizado para identificar
possiveis falhas na construcdo das bibliotecas subtrativas e excluir falso-
positivos, aumentando a confiabilidade da analise.

Primeiramente, os genes a serem selecionados foram avaliados
quanto a presenca de llhas de CpG nas suas regides promotoras. Para tanto
foi utilizada a interface grafica do genoma humano disponibilizada pela

Universidade de Santa Cruz na Califérnia (www.genome.ucsc.edu). O

programa de identificagdo de llhas de CpG analisa a sequiéncia base a base,
estipulando valores a cada dinucleotideo (+17 se for um CG, e -1 para
qualquer outro). Assim, seleciona automaticamente regides genémicas que
possuem alta pontuagdo (score) e que obedecam aos seguintes critérios
pré-definidos: (i) conteudo de GC de 50% ou mais; (ii) regido maior que
200pb e (iii) razdo entre o numero observado de CG e o ndmero esperado
de Gs e Cs for maior que 0,6. Desta forma foram selecionados no total 41
candidatos com llha de CpG em sua regido promotora para validagcao por

PCR em Tempo Real.
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3.11 VALIDACAO DOS GENES POR PCR EM TEMPO REAL

3.11.1 Sintese de cDNA fita simples

Para a validagdo dos genes candidatos por PCR em Tempo Real, foi
utilizado cDNA fita simples obtido a partir do mesmo RNA total utilizado para
a construcao das bibliotecas subtrativas, sendo, portanto proveniente do
mesmo tratamento com 5-aza 2’-deoxicitidina. A sintese do cDNA simples
fita foi realizada como descrito no item 3.6.1. 1ug de RNA total foi misturado
a 1uL de oligodT (0,5 pg/uL) (Integrated DNA Technologies) e a 4uL de H.O
DEPC, em volume final de 12uL. Esta mistura foi incubada a 70°C durante
10min e, em seguida, mantida no gelo. A mistura foram adicionados 4L de
tampao 5X First Strand Buffer, 2uL de 0,1M DTT, 1uyL de 10mM dNTPs, e
1uL de H2O. A reacao foi incubada a 37°C durante 2min e, em seguida, foi
adicionada a mistura 3uL de enzima Transcriptase Reversa Superscript Il
(200 U/uL; Invitrogen), seguida de incubacgdo a 37°C durante 30min. Nova
aliquota de 3uL de enzima Transcriptase Reversa foi adicionada e a reagao

foi incubada a 37°C por mais 30min.

3.11.2 Controle da qualidade do cDNA

Para avaliar a qualidade do cDNA sintetizado, foram realizadas
amplificacbes de PCR especificas para o gene de expressdo constitutiva
GAPDH (Gliceraldeido 3-Fosfato Desidrogenase). Cada reagao foi montada
de forma que apresentasse uma concentracao final de 1X para o tampéao de

reacao da enzima Taq (Invitrogen), 1,5mM de MgCl. (Invitrogen), 0,2mM de
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dNTP (Invitrogen), 0,2uM de cada um dos primers (“Forward’
ACCCACTCCTCCACCTTTGA e “Reverse”
CTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT), 0,5U da enzima Tag DNA Polimerase
(5U/ul, Invitrogen) e 1uL de cDNA template. Nas reacdes foi utilizado um
programa de 94°C por 2min, 35 ciclos de 94°C por 30seg, 56°C por 30seg e
72°C por 45seg e, apds os ciclos, 72°C por 6min. As reagbes foram
posteriormente analisadas em gel 1% agarose corado com Brometo de

Etideo.

3.11.3 Desenho de primers especificos

Para as reac¢des de PCR em Tempo Real, foram desenhados, com o
auxilio do programa PrimerExpress versao 3.0 (Applied Biosystems), um par
de primers especifico para cada candidato. Os parametros utilizados pelo
programa PrimerExpress para o desenho dos primers sao: amplificar
fragmentos cujo tamanho varie entre 50 e 150bp, apresentar quantidade de
CG entre 30 e 80%, nao possuir a capacidade de anelar entre si ou formar
estrutura secundaria estavel, apresentar temperatura de anelamento entre
58°C e 60°C. Além disso, os primers foram desenhados em exons diferentes
do gene candidato visando evitar uma co-amplificacdo de DNA genbmico
contaminante e sempre na extremidade 3° do gene, visando minimizar
artefatos gerados durante a sintese de cDNA. As seqléncias dos primers

desenhados para cada gene candidato estao representadas na Tabela 6.
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Tabela 6 - SeqUéncias dos primers desenhados para a validagéao
experimental. (Amp, tamanho do amplicon).

Candidato  N° Acesso Anotagdo Primers Amp (pb)
BM 0001 NM_003900 Homo sapiens sequestosome 1 (SQSTM1) ;‘;VV caadbesndiosil 63
BM 0002 NM_002276 Homo sapiens keratin 19 (KRT19) ;\ZV gg?gﬁézgliggii‘ézeeﬁc 66
suon s (SSRGS
swome orse EROSPE DTSS0S FucoooTorsomeoie:
BM0005 NM 033296 Homo sapiens T-cell activation protein (PGR1) ;";V g?ﬁg:ggfgf;fg:ﬁ;ﬁ 58
swows i coows [TE e s domusez. By wTesTeorireenes
ooy oz SeTOsRET e gt ugons B covemcereeier g
BM 0008 NM_001862 z—gén)?ssBe;plens cytochrome ¢ oxidase subunit Vb ;V;IV gigg;iiﬁlglig:g%?f; 76
BM0009 NM 005749 Homo sapiens transducer of ERBB2, 1 (TOBH) ;‘;VV gg?gg;f:gggfggf:;:m 100
R I
BM 0101 NM_005566 Homo sapiens lactate dehydrogenase A (LDHA) ;\gv 22f;Qliﬁgiﬁgiﬁgzgggggﬁii 82
w0z oz [T Ce [ ST
BM 0103 NM_014372 Homo sapiens ring finger protein 11 (RNF11) ;\gv fgg:;??g;;;giiigi‘ieep‘ 92
BM 0104 NM_003299 z-_ll_?:{rgc; )saplens tumor rejection antigen (gp96) 1 ;\gv ?g:;gig??gﬁ?gg;ﬁ’A 70
owos s SO O, SISO
BM 0106 NM_002894 r;énBoPss?plens retinoblastoma binding protein 6 ;V;IV :g;l:;fgg::f;;gig;;gc 87
R el e
BM 0108 NM_001253 z—g[r)ncosi?piens CDCS5 cell division cycle 5-like ;V;IV 1:;2?222?%2\22(121??;?AAGAT 81
w7
BMOTIO  N_00SG38 Hormo sapiens synalobrevindie 1 (SYBLY) [ GAMGAACCTOMAGCTOACTATIATEATO o
BM 201 NM_001901 z—gl%olziapiens connective tissue growth factor ;\gv S:ggé(zgiii;z%i/n(zﬁngAAAA 80
ey (ARSI L, Moy @
BM 203 NM_001908 y;)rrir;aﬁaplens cathepsin B (CTSB), transcript ;V;IV ggﬁgﬁigﬁ:ﬁ:é?ggfg;g::g 11
BM204  NM 004339 Homo sapiens pituitary tumor-transforming 1 Fw  GGACTACCCAGTTACAAGCGTCTT 89

interacting protein (PTTG1IP), Rev CCTCAAAGTTCACCCAACAAACTC
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Cont/ Tabela 6

Candidato  N° Acesso Anotagdo Primers Amp (pb)

oM205  NWLooogor TS S mereeluar adhoson e 1 P - SescseracoeTan o

U208 NM_188s41 (1 S s T Chsammracaonroseten 7S

B 207 0518 e o OACAAAGARGOGOATAAG o

BM208  NMLo00123 Lo e e e rev comtorreTTeTorameteor 118
i i TTGTCTTCCTGAGAGTGATTGGA

BM209  NM_ 022121 z—}IDoEmRopiaplens PERP, TP53 apoptosis effector ;v,:v ZGGGTGCAAggTSTéBGngTAcffc 103

Buzio  NLotets [EN SRR Tomane eCeBlor LY rerenacoracnoToTar 7

BM 301 NM_001256 Homo sapiens cell division cycle 27 (CDC27) ;\gv ZCGCACTACI;i(A;i?ZEEEISC}ZEZZCGAG 105

owior wworrea IO b s T | SOOMITTGRIG

BM402  NM_001349 Homo sapiens aspartyl-tRNA synthetase (DARS) ;‘;VV ;?H\Tciggi?géﬁgggiif;ym 92

i e [ o s [y SIS

B 404 Nw_0ozoze R SERIens fronect NI paneenpt et oncorenacn 113

BM405  NMLOO31B5 0 e letod proven MELS (RJPGMES) v OATGTIGAMAGOACGOANTATTS e
i itrilysi i TGAAGCA ACAGAGA

BM 406 NM_005765 z—}Lci%?'\i?;)lens pitrilysin metalloproteinase 1 ;\gv ciTcggAgfgggG:GngTC 82

U407 NML 014889 Homo sapiens MOZS pratein (OZ9) P TOAAGOTGOTGCOAGAOAM 7
i i TGACAAGGATGGCAATGGTTATA

BM 501 NM_006888 m;nscg’sgzifaﬂ)s(gilrﬁ?;ﬂlm(phOSphorylase ;\gv CiA?CAfSATCGTC;CCTTCG'I'(éTGATCA 120

BMS02  NMLOTdSTO (ome SR e e R g e omocscrmacaanTors o
i i i CACGAATTTTGCCGATATGGA

BMS03  NM_003505 gﬂgggsgﬁlﬁen;?;T%/&g:e(fprgg%l;f)s orpreten |I::iv‘elv TGGTGATTATTTTGATGACCTCTTG o4

3.11.4 Reacao de PCR quantitativa em Tempo Real

Para a quantificacdo do produto formado durante a reacdo de PCR

em Tempo Real foi utilizado o reagente SYBR® Green Dye (Applied

Biosystems). O corante SYBR® Green Dye possui afinidade pelo sulco

menor da dupla fita de DNA. Quando néo esta ligado ao DNA, emite uma

pequena fluorescéncia no comprimento de onda de 520mm, entretanto,

quando se liga a dupla fita de DNA, a fluorescéncia aumenta cerca de 100

vezes, permitindo entdo a deteccao do produto amplificado.
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As reacoes foram realizadas em volume final de 20uL, utilizando 5uL
de cDNA diluido 100 vezes a partir do volume final da sintese de cDNA
(~5ng), 5uL de primers com concentragao variando entre 200 e 800nM, de
acordo com o candidato, e 10uL do reagente 2X Master Mix SYBR® Green
(Applied Biosystems). As reagdes foram realizadas em termociclador ABI
Prism® 7300 Sequence Detection System (Applied Biosystems) nas
seguintes condi¢cdes: 50°C por 2min (etapa de ativagdo da enzima
AmpErase®, um controle do fabricante contra eventuais contaminagdes com
produto amplificado), 95°C por 10min (etapa de ativagdo da enzima DNA
polimerase Tag Gold), e 40 ciclos de 95°C por 15seg (etapa de
desnaturagdo) e 60°C por 1min (etapa de anelamento dos primers e
extensdo do amplicon). Apdés o término da reacdo, a especificidade da
reacao foi avaliada através da andlise da dissociagado do produto amplificado
e, quando necessario, através da analise do produto final destas reagdes em
gel de 8% poliacrilamida corado com prata.

O programa 7300 System SDS Software foi utilizado para a analise
dos dados obtidos. O programa gera um grafico onde estd plotada a
intensidade de fluorescéncia em funcdo do numero de ciclos de
amplificagdo. Um limiar (threshold) € definido manualmente, onde a
intensidade de fluorescéncia é estatisticamente diferente da fluorescéncia de
fundo (background) e a curva encontra-se na fase logaritmica de
amplificagdo. O ciclo da reagdo no qual a fluorescéncia da amostra
intercepta o threshold é chamado Ct (Cycle Threshold). Assim, a

comparacao entre a expressdo génica de diferentes amostras é realizada
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atravées da comparagédo entre os Cts. Amostras com Cts menores
apresentam maior quantidade do gene alvo no cDNA template inicial na
reacao.

A concentracao ideal de primers para as reacées de PCR em Tempo
Real foi obtida através de reacdes utilizando diferentes concentracdes de
primers e concentracao fixa de cDNA. Foi escolhida a menor concentragdo
que obtivesse maior fluorescéncia, sem a formacédo de dimeros e variagao
no Ct (Figura 8A). Pelo fato de ter sido escolhida a quantificagdo relativa
entre as amostras, a eficiéncia de amplificacdo do amplicon pelos primers
teve de ser calculada. Assim a eficiéncia foi calculada realizando-se reagdes
utilizando quatro diluicées seriadas de cDNA como template (1:1, 1:10, 1:100
e 1:1000, ver Figura 8B). Assim, foi construida uma curva-padrao, onde a
média dos Ct obtidos em cada concentracdo variava em func¢do do logaritmo
da concentracdo de cDNA. O coeficiente angular da reta obtida (a, em
y=ax+b) (Figura 8C) foi utilizado para calculo da eficiéncia de amplificagao
dos primers, obtida através da seguinte formula: ef = 10 (sendo ef =
eficiéncia, a = coeficiente angular da reta). Foram aceitos valores de

eficiéncia entre 1,70 e 2,30.
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Legenda: Padronizacdo das reagdes de PCR em Tempo Real do candidato BM 201. (A)

Diferentes concentracbes de primers testadas em concentracdo fixa de cDNA. (B)
Diferentes diluigbes seriadas de cDNA template (1:1, 1:10, 1:100, 1:1000). (C) Curva-padrao
obtida a partir das reagdes realizadas em B. (D) Curva de dissociagao utilizada para avaliar

a especificidade da reagao e a possivel formagao de dimeros de primers.

Figura 8 — Exemplo de padronizagdo das reagdes de PCR quantitativo em

tempo real.
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3.11.5Calculo da Expressao Génica Diferencial dos Candidatos
Selecionados para a Validacao Experimental

Os valores de Ct obtidos pelo programa computacional 7300 System
SDS (Applied Biosystems) foram utilizados para o calculo da expressao
génica diferencial entre as linhagens submetidas ou ndo ao tratamento,
assim como entre as amostras tumorais e 0 pool de amostras de tecido
mamario normal. No caso das linhagens, a expressao génica diferencial dos
candidatos foi verificada através de quantificagéo relativa, sendo a linhagem
nao tratada utilizada como amostra referéncia. A diferenca entre os valores
de Ct (ACt) entre as amostras, apés a normalizagdo com genes de
expressao estavel, reflete sua expressdo génica diferencial. As reacbes
foram realizadas sempre em duplicata e a média dos valores de Ct das
duplicatas foi utilizada para o calculo da expressdo génica diferencial. O
gene que codifica a proteina B-Actina foi utilizado como gene normalizador
(controle enddgeno) e o calculo da expresséo diferencial relativa (razdo)
entre as amostras foi realizado segundo PFAFFL (2001) utilizando a formula
descrita na Figura 9. Esta formula foi bastante adequada pois considera
eficiéncias de amplificacdo menores que 100% e diferentes entre o gene

alvo e o gene normalizador.
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Ef (Ct alvo mock —Ct alvo tratada )
gene alvo

(Ct enddgeno mock Ct endogeno tratada )

razao =
Eﬂontrole endégeno

Fonte: PFAFFL (2001)
Legenda: Ef, eficiéncia, alvo, gene em analise; enddgeno, gene normalizador.

Figura 9 - Formula proposta por PFAFFL (2001) para a quantificacao
relativa por PCR em Tempo Real.

A andlise da expressdao dos genes que apresentaram reativacao
maior que 2 vezes nas linhagens celulares foi realizada em 18 amostras de
tumores de mama e um pool de amostras de tecido mamario normal obtido
comercialmente (CLONTECH®). A quantificacdo foi realizada de modo
semelhante a quantificacao realizada nas linhagens celulares. A amostra de
tecido mamario normal foi utilizada como amostra de referéncia e a escolha
dos normalizadores ideais para o grupo de amostras analisado foi realizada
com auxilio da ferramenta geNorm®

(http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/), desenvolvida por

VANDESOMPELE et al. (2002) para o Microsoft Excel. Esta ferramenta
ajuda a selecionar os genes normalizadores mais estaveis para um
determinado grupo de amostras. A variacdo da expressdo dos
normalizadores nas amostras é realizada comparando-se cada normalizador
aos demais normalizadores, sempre aos pares. Assim o0 programa indica os
melhores e os piores normalizadores para o grupo de amostras em questao.
Além disso, o programa calcula um fator de normaliza¢do para cada amostra
individualmente, obtido através da média geométrica da expressao de cada

normalizador na mesma amostra. O programa permite ainda avaliar o
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impacto gerado pela adicdo de mais um normalizador ao grupo de amostras,
e por consequéncia, escolher o numero ideal de normalizadores para o
grupo de amostras analisado. Assim, a expressao dos genes HPRT, BCRP,
B-Actina e GAPDH foi analisada em todas as amotras tumorais e na amostra
normal. As sequéncias dos primers utilizados para amplificar os genes
normalizadores estdo representados na Tabela 7. O programa geNorm®
considerou os quatro genes testados como sendo bons normalizadores para
este grupo de amostras. Assim, os quatro genes foram utilizados para a
normalizagdo das reagdes de PCR em Tempo Real. O calculo da expressao
diferencial relativa (razao) entre as amostras tumorais e da amostra normal
foi realizado também conforme PFAFFL (2001), utilizando a férmula descrita

na Figura 9.

Tabela 7 - Sequéncias dos primers dos genes normalizadores utilizados.

Gene Normalizador Seqliéncia
B-Actina Fw: GGCACCCAGCACAATGAAG
Rev: CCGATCCACACGGAGTACTTG
Fw: GAACGTCTTGCTCGAGATGTGA

HPRT Rev:  TCCAGCAGGTCAGCAAAGAAT
Fw:  ACCCAGCTCCTCCACCTTTGA

GAFDH Rev:  CTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT

BCRP Fw:  CCTTCGACGTCAATAACAAGGAT

Rev: CCTGCGATGGCGTTCAC
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 TRATAMENTO DAS LINHAGENS CELULARES TUMORAIS E

CONSTRUCAO DAS BIBLIOTECAS SUBTRATIVAS

Trés linhagens celulares tumorais de mama, MCF-7, MDA-MB-435 e
MDA-MB-231 foram submetidas ao tratamento com o agente desmetilante 5-
aza-2’-deoxicitidina. Estas linhagens celulares apresentam diferentes
caracteristicas fenotipicas, mostrando desde caracteristicas menos
agressivas e mais proximas ao epitélio mamario normal, no caso da
linhagem MCF-7, até fendtipos mais agressivos e metastaticos, no caso das
linhagens MDA-MB-435 e MDA-MB-231, como mostrado na Tabela 8. A
escolha de trés linhagens celulares possibilitou a ampliagdo do painel génico
re-induzido pelo tratamento com o agente desmetilante, assim como a

identificacao de genes re-induzidos em mais de uma linhagem.
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Tabela 8 - Caracteristicas gerais das linhagens celulares utilizadas.

Linhagem o Potencial  Potencial . . Idade da
Celular NEATCC RE RP Invasivo®  Metastatico® Vimentina Paciente
MCF-7 HTB-22 + o+ + - - 69
MDA-MB-435 HTB-129 - - +++ ++++ + 31
MDA-MB-231 HTB-26 - - ++++ + + 51

RE: status do receptor de estrégeno; RP: status do receptor de progesterona; Expressao
génica do filamento intermediario vimentina, marcador de fendtipo mesenquimal, detectado
em ensaios de Northern Blot [Negativo (-), Positivo (+)].

? Potencial invasivo analisado em ensaios de quimioinvasao através de membrana basal
reconstituivel, MATRIGEL™, em placas do tipo Transwell®.

® Potencial metastatico verificado através de ensaios de metastase espontédnea em
camundongo imunodeficiente do tipo nude.

Fonte: Modificada de PRICE et al. (1990); THOMPSON et al. (1992); BAE et al. (1993).

A linhagens celulares foram submetidas a 48h de tratamento com
1uM 5-aza-2’-deoxicitidina, seguido de 48h de incubacdo com novo meio
antes da extracdo de RNA. E importante considerar que as linhagens podem
apresentar diferentes sensibilidades ao tratamento. Assim a utilizagdo de
diferentes concentragbes e diferentes tempos de tratamento estaria
influenciando o painel de genes reativados. KARPF et al. (2004) relataram
que o prolongamento do tempo de tratamento de células HMEC provocou
um aumento de aproximadamente 3 vezes no numero de genes
diferencialmente expressos. O aumento da dose de 5-aza-dC de 0,5uM para
2uM no tratamento de células RKO também resultou num aumento de 3
vezes no painel de genes re-induzidos. Neste trabalho foram adotados o uso
da concentracdo de 1uM da droga e de tempo de tratamento fixo para
reduzir as variagdes do painel de genes re-induzidos, por exemplo pela alta
citotoxicidade da droga. A concentracdo de 1uyM de 5-aza-dC apresentou
niveis de toxicidade toleraveis pelas trés linhagens celulares submetidas ao

tratamento.
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A fim de reduzirmos o numero de genes re-induzidos sem llha de CpG
ou com llhas de CpG sem metilagdo na amostra analisada nao foi realizado
tratamento concomitante com Tricostatina A (TSA), um inibidor de Histona
Deacetilase (HDAC). Desta forma, hd maior probabilidade de identificagcéo
de genes efetivamente regulados pela metilacdo de seus promotores, e que
esta possa futuramente ser utilizada como marcador molecular para o
cancer de mama.

As linhagens celulares, MCF-7, MDA-MB-435 ¢ MDA-MB-231, foram
tratadas com a droga 5-aza-dC como descrito anteriormente, sendo que uma
amostra proveniente da mesma linhagem, a qual nao recebeu tratamento, foi
utilizada como amostra controle. Para a sele¢cao dos genes re-induzidos pelo
tratamento com 5-aza-dC foi utilizada a metodologia de Hibridizacdo de
Subtragdo Répida (RaSH). Esta metodologia permite a comparacao de duas
amostras excluindo genes expressos em ambas as amostras, tornando
possivel a identificacdo de genes expressos exclusivamente na amostra de
interesse. O RaSH apresenta vantagens em relagdo a outras metodologias
de subtragéo, como o SSH (DIATCHENKO et al. 1996) e o RDA (LISITSYN
et al. 1993), principalmente por apresentar apenas um passo de amplificagéo
por PCR, sendo possivel até a ndo realizacdo do mesmo. As estratégias que
utilizam arrays como plataforma para a andlise da expressao génica, tanto
em membrana quanto em laminas de vidro, podem avaliar um numero pré-
determinado de genes, limitando assim o painel analisado. O RaSH, ao

contrario, pode analisar todo painel transcrito nas amostras.
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Para cada linhagem celular foram construidas duas bibliotecas
subtrativas através da técnica de RaSH: uma delas utilizando cDNA da
cultura tratada como tester e a outra utilizando cDNA da cultura n&o tratada
como tester. A primeira contém os genes supostamente regulados por
metilacdo reativados apds tratamento com 5-Aza-dC, e a segunda foi
construida com o intuito de servir de controle da primeira, pois, caso a
subtracao seja eficiente, um mesmo gene nao pode estar presente nas duas
bibliotecas. Assim, ao todo, foram construidas 6 bibliotecas subtrativas
(Tabela 9).

Para a construcdo de cada biblioteca subtrativa, 25ug de RNA total
foram utilizados para a sintese da 12 e da 22 fita de cDNA, utilizando o kit
SuperScript Il Double-Stranded cDNA Synthesis (Invitrogen). A qualidade de
sintese foi verificada através de amplificacdo por PCR com primers
especificos para um gene constitutivo (GAPDH) (Figura 10A). Em seguida, o
cDNA sintetizado foi digerido com a enzima Sau3A1 e a ocorréncia de
digestao foi confirmada pela diferenca de migragdo entre a amostra digerida
e nao digerida, por eletroforese em gel de agarose (Figura 10B). Aos
fragmentos digeridos foi ligado um adaptador e a ligacdo deste foi
confirmada através de amplificagdo por PCR com primer especifico para o
adaptador (Figura 10C). Para a obtencdo de massa de DNA suficiente para
a subtracao foram realizadas 20 reagdes de PCR com primer especifico para
o adaptador. O produto dessas amplificagdes foi usado como amostra driver.
Uma aliquota de 10ug do produto amplificado foi digerida com a enzima

Xhol, e foi utilizada como amostra tester. Para confirmar a eficiéncia de
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digestdo com a enzima Xhol, uma aliquota da digestdo foi incubada na
presenca da enzima T4 Ligase (New England Biolabs). Apés a ligagéo, os
fragmentos foram analisados através de eletroforese em gel de agarose para
avaliar a formacao de concatameros dos fragmentos digeridos e desta forma
comprovar a digestdo com Xhol (Figura 10D). Para a subtragcdo, 100ng de
cDNA da amostra tester foram misturados a 5ug de cDNA da amostra driver
em Tampao de Hibridagéo, fervidos durante 5 minutos e incubados a 42°C
por 48 horas. Esta mistura foi entdo ligada no vetor pZErO - 1 (Invitrogen),
transformada em bactérias competentes e plaqueada em meio L.B. Low Salt
contendo Zeocina® (Invitrogen). Os clones foram isolados e seus insertos
foram amplificados por PCR. Os fragmentos amplificados foram analisados
através de eletroforese em gel de 1% agarose (Figura 10E) e submetidos a
reagbes de sequenciamento. As sequéncias obtidas foram submetidas, via
Internet, & pagina do Centro de Terapia Celular da Faculdade de Medicina

de Ribeirdao Preto — USP (http://quarani.fmrp.usp.br/cgi-bin/geap/index.cqi).

O protocolo original da metodologia de RaSH, descrito por JIANG et
al. (2000), utiliza 100ng de amostra tester e 3ug de amostra driver para a
subtracdo, proporcionando um excesso de 30 vezes mais driver. Neste
trabalho foram utilizados 5ug de amostra driver, impondo assim maior
estringéncia a subtragcdo. Cada molécula tester teria, portanto, 50 vezes
mais chances de hibridizar-se com moléculas driver do que com outras
moléculas tester. Com isso, pretendiamos diminuir a geracdo de falso-
positivos e obter maior certeza de que os genes identificados pelo RaSH

estariam presentes exclusivamente na amostra tester.



Tabela 9 - Bibliotecas subtrativas construidas para as linhagens MCF-7, MDA-MB-435 e MDA-MB-231 e sequiéncias
geradas.

MCF-7 MDA-MB-435 MDA-MB-231
MCF-7-5Aza- MCF-7-Mock- 435-5Aza- 435-Mock- 231-5Aza- 231-Mock-
Tester Tester Tester Tester Tester Tester
Tester Tester Nao Tester Tester Néo Tester Tester Néo
(100ng)  ratada (100ng)  tratada (100ng)  Iratada (100ng)  tratada (100ng) ~ |ratada (100ng)  tratada
Driver Nao Driver Tratada Driver Nao Driver Tratada Driver Nao Driver Tratada
(5,0ug) tratada (5,0ug) (5,0ug) tratada (5,0ug) (5,0ug) tratada (5,0ug)
Segiiéncias Seqliéncias Seqliéncias Seqliéncias Seqliéncias Seqliéncias
Baixa Baixa Baixa Baixa Baixa Baixa
Qualid 47 Qualid 85 Qualid 1 Qualid 2 Qualid 58 Quaid %
Vetor 22 Vetor 30 Vetor 17 Vetor 1 Vetor 16 Vetor 143
Rep 1 Rep 1 Rep 4 Rep 5 Rep 21 Rep 4
Cont Mit 1 Cont Mit 1 Cont Mit 10 Cont Mit 2 Cont Mit 23 Cont Mit 24
Cont Cont Cont Cont Cont .
Lev 0 Bac 0 Lev 3 Bac 1 Lev 1 Cont Rib 19
269 170 596 213
RefSeq (70) RefSeq 77 (55) RefSeq (121) RefSeq 70 (54) RefSeq (368) RefSeq (156)

UniGene 10 (8)

UniGene 9(9)

UniGene 19 (13)

UniGene 8(7)

UniGene 22 (22)

UniGene 13 (12)

EST 11(5) EST 9(5) EST 13 EST 26(11) EST 18 (16) EST 18 (15)
No No No No No No
match 78 match 5 match 5 match 3 match 7 match 6

00-5AZA-Tester, 01-5AZA- Tester e 02-5AZA- Tester representam bibliotecas construidas com cDNA amostra tratada utilizado como tester para MCF-7,
MDA-MB-435 e MDA-MB-231 respectivamente; 00-Mock- Tester, 01-Mock- Tester e 02-Mock-Tester representam bibliotecas construidas com cDNA
amostra nao tratada utilizado como tester para MCF-7, MDA-MB-435 e MDA-MB-231 respectivamente; Baixa Qualid, baixa qualidade; Cont Mit,
contaminante com DNA mitocondrial; Cont Lev, contaminante com DNA de levedura; Cont Bac, contaminante com DNA bacteriano. RefSeq,
alinhamento com sequéncia referéncia, UniGene, alinhamento com cluster UniGene, EST, alinhamento com sequéncias depositadas na forma de EST.

O numero representado entre parénteses corresponde ao nimero de transcritos diferentes.
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12fita 2%fita Ext

A100prTNTNT B

Né&o Trat Trat

N/D Dig N/D Dig 100bp

N&o Trat Trat N&o Trat Trat
SL Lig SL Lig - 100bp D

S/L Lig S/L Lig 100bp

Legenda: (A) Andlise da qualidade da sintese de cDNA através de reagdes de RT-PCR
com primers especificos para gene constitutivo GAPDH, utilizando como template cDNA das
linhagens celulares nao tratada (N) e tratada (T) apés a sintese da primeira fita (12), da
segunda fita (22) e apo6s a extragao com fenol cloroférmio (Ext). (B) Verificagdo da digestao
com a enzima de restricdo Sau3A1 através da comparagdo entre amostra digerida (Dig)
com aliquota separada antes da digestao (N/D). (C) Verificagao da ligagao dos adaptadores
através da amplificacdo com primer especifico para os adaptadores (XDPN-18) e a
subseqliente comparagado com aliquota separada antes da adigdo de enzima DNA Ligase
(S/L). (D) Verificagdo da digestao da amostra tester com Xhol através da adigdo de enzima
DNA Ligase e subseqiente comparagdo com aliquota que nao recebeu ligase (S/L). (E)
Avaliagdo da qualidade dos produtos amplificados a partir dos insertos dos clones obtidos
da transformacao. Todos os controles foram visualizados em gel de 1% agarose.

Figura 10 - Construcdo das bibliotecas subtrativas.
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4.2 ANALISE DAS SEQUENCIAS GERADAS

Ao contrario do protocolo original descrito por JIANG et al. (2000), o
qual utilizou o Northern Reverso para o screening dos clones gerados pelo
RaSH, o presente trabalho utilizou um sistema in silico, formado por um
conjunto de programas computacionais. O uso de um sistema in silico para a
analise dos clones gerados pela técnica de RaSH, ao invés do Northern
Reverso, possui muitas vantagens. A analise in silico possibilita a
identificacao de sequiéncias repetitivas e de seqliéncias contaminantes de
outros organismos, além de possibilitar o alinhamento do produto
amplificado com sequUéncias depositadas em bancos de dados publicos,
revelando sua anotacdo e sua provavel fungdo. Ao ser depositada, cada
sequéncia foi analisada, de forma sequencial, por diversos programas
computacionais. Inicialmente a qualidade da seqUéncia é analisada através
do programa PHREDPHRAP® (Washington University), excluindo
seqliéncias consideradas de ma qualidade. As seqliéncias consideradas de
boa qualidade foram entdo alinhadas a bancos de dados internos contendo
seqliéncias repetitivas, vetores e contaminantes de outros organismos. Em
caso de similaridade as seqliéncias foram excluidas. As seqliéncias que nao
apresentaram similaridade com nenhuma sequéncia do banco de dados
interno foram entdo alinhadas a bancos de dados publicos de sequiéncias
completas de mRNA (RefSeq) através do BLAST

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Da mesma forma, seqiéncias sem

similaridade com sequéncias completas de mRNA foram alinhadas contra os



73

bancos de dados Unigene
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=unigene) e de ESTs
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/index.html). Além da caracterizacao dos
transcritos, este conjunto de programas permite ainda comparar diferentes
experimentos e identificar com maior facilidade os transcritos comuns a dois
experimentos diferentes. Assim, foi possivel a comparacdo entre um
experimento e seu controle, facilitando a identificagdo de falso-positivos.
Outra vantagem desta ferramenta é a comparacao entre diferentes linhagens
celulares. Assim, foi possivel a identificagcdo e selegcdo de genes comuns a
duas ou mais linhagens (Figura 11).

No total 2367 sequUéncias foram geradas, sendo 1449 provenientes
das bibliotecas subtrativas das linhagens celulares tratadas com 5-aza-dC e
918 provenientes das bibliotecas subtrativas de linhagens celulares nao
tratadas. Para a linhagem MCF-7 foram geradas 663 seqiéncias, sendo 439
do experimento MCF-7-5AZA-tester e 224 do experimento MCF-7-Mock-
tester. As sequéncias foram submetidas, via Internet, a webpage do Centro
de Terapia Celular da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP. No
experimento MCF-7-5AZA-tester, 71 sequéncias foram recusadas por
apresentarem baixa qualidade de seqiéncia, algum tipo de contaminacao
(sequiéncias mitocondriais, bacterianas, de levedura) ou por apresentarem
somente sequéncias do vetor (para maiores informagdes ver Tabela 9). Das
368 seqliéncias restantes, quando alinhadas a sequiéncias depositadas em
bancos de dados publicos, 269 seqiiéncias apresentaram similaridade com

sequéncias completas de mRNA, representativas de 70 transcritos
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diferentes, sendo 61 deles exclusivos desta biblioteca (MCF-7-5AZA-tester).
Outras 10 sequéncias apresentaram similaridade com clusters de ESTs do
Unigene e 11 com ESTs humanas néo catalogadas no Unigene. Para o
experimento MCF-7-Mock-tester, 120 sequéncias foram excluidas também
por apresentarem baixa qualidade, seqléncias contaminantes ou
seqliéncias do vetor. Qutras 77 seqUéncias mostraram similaridade a
seqliéncias completas de mRNA, representando 55 transcritos diferentes,
outras 9 mostraram similaridade com clusters de Unigene e 9 com ESTs
humanas.

Para a linhagem MDA-MB-435, 242 sequéncias foram geradas para o
experimento 435-5AZA-tester, sendo 35 recusadas. 170 sequéncias
mostraram similaridade com RefSeqgs, representativas de 121 transcritos
diferentes, sendo 101 destes exclusivos da biblioteca subtrativa desta
linhagem. Outras 19 sequéncias apresentaram similaridade com clusters
Unigene e 13 apresentaram similaridade com ESTs. Para o experimento
435-Mock-tester, das 118 sequéncias geradas, 11 sequUéncias foram
recusadas, e 70 apresentaram similaridade com seqiéncias completas de
mRNA, representativas de 54 transcritos diferentes. Ja 8 sequéncias
apresentaram similaridade com clusters Unigene e 26 com ESTs.

Para a linhagem MDA-MB-231, 1344 seqiéncias foram geradas no
total, sendo 768 para o experimento 231-5AZA-tester. Destas, 58 foram
recusadas por apresentarem baixa qualidade e 61 foram recusadas por
apresentarem algum tipo de contaminacdo (com seqléncias de levedura,

mitocondriais ou ribossomais) ou apresentarem apenas sequéncias do vetor.
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596 sequUéncias apresentaram similaridade com sequéncias completas de
MRNA, representando 368 transcritos diferentes, sendo que destes 349 sdo
transcritos exclusivos desta biblioteca subtrativa. 22 sequéncias
apresentaram similaridade com clusters Unigene e 18 com ESTs. Das 576
seqliéncias geradas no experimento 231-Mock-tester, 213 apresentaram
similaridade com sequéncias completas de mRNA (156 transcritos
diferentes), 13 apresentaram similaridade com clusters Unigene e 18 com

ESTs.
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Figura 11 - Webpage utilizada para andlise in silico.

Como previamente descrito, a pagina possibilita também a
comparagao entre diferentes experimentos, visando identificar genes
comuns a dois ou mais experimentos (Figura 11C). Assim, comparando-se
um experimento com o seu reverso, por exemplo, MCF-7-5Aza-tester com
MCF-7-Mock-tester, foi possivel verificar a presenca de falsos positivos, ou
seja, seqléncias nao subtraidas da amostra de interesse. Para a linhagem
celular MCF-7, do total de 122 genes identificados, apenas 3 estavam
presentes tanto no experimento MCF-7-5Aza-tester quanto no MCF-7-Mock-
tester, confirmando a eficiéncia da subtragdo. A linhagem celular MDA-MB-

435 também apresentou apenas 3 transcritos, dos 172 identificados,
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comuns aos dois experimentos. Para a linhagem celular MDA-MB-231, 44,
dos 524 genes identificados, estavam presentes tanto no experimento 231-
S5AZA-tester como em seu reverso, 231-Mock-tester.

Utilizando este mesmo recurso da webpage, é possivel a identificagao
dos transcritos comuns entre as bibliotecas subtrativas das diferentes
linhagens. Assim, foi possivel a identificagdo de 1 transcrito reativado pelo
tratamento com 5-aza-dC nas trés linhagens celulares analisadas, 5 comuns
as linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 e 13 comuns as linhagens MDA-MB-
435 e MDA-MB-231. Nao foram identificados genes comuns entre as
biblioteca subtrativas das linhagens MCF-7 e MDA-MB-435. Estes dados

estdo esquematizados na Figura 12.
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MCF-7

MDA-MB-231 MDA-MB-435

Legenda: O esquema acima representa 0 niUmero de genes presentes no experimento que
utiliza cDNA da amostra tratada como tester na hibridizacdo de subtragdo. As interseccoes

entre os circulos representam seqiiéncias comuns a duas ou mais linhagens celulares.
Figura 12 - Analise global das sequéncias geradas pelos experimentos
5AZA-tester.

No total foram identificados 533 genes presentes exclusivamente nas
bibliotecas subtrativas que utilizaram cDNA da linhagem tratada com 5-aza-
dC como tester. Como em outras estratégias que utilizam bibliotecas para a
identificacdo de genes diferencialmente expressos em larga escala, é
possivel que este numero aumente a medida que mais clones sao
seqlienciados. Como exemplo, 61 genes re-induzidos pelo tratamento foram
identificados na biblioteca MCF-7-AZA-tester, para a qual foram
sequenciados 439 clones. Por outro lado, para a biblioteca 231-AZA-tester,
0s 768 clones sequienciados permitiram a identificacdo de 349 genes re-

induzidos pelo tratamento. O seqienciamento de um numero muito grande
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de colbnias poderia cobrir 0 painel real de genes reativados, mas elevaria o
custo e o tempo de realizagéo do trabalho.

Assim, a webpage do Centro de Terapia Celular da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto — USP possibilitou a identificacdo de um grande
namero de genes re-induzidos pelo tratamento com 5-aza-dC e,

possivelmente, regulados por metilagao.

43 SELECAO DE CANDIDATOS PARA VALIDAGAO
EXPERIMENTAL

A técnica de RaSH foi utilizada em cerca de uma dezena de trabalhos
desde seu desenvolvimento. Assim, ainda ndo ha muita informacao
disponivel na literatura sobre a eficiéncia desta metodologia. Mesmo
realizando-se a subtragdo em condi¢ces altamente estringentes e apos a
eliminacdo de genes presentes nas bibliotecas controles através da analise
in silico, os genes identificados pela técnica de RaSH ainda podem
corresponder a falso-positivos. De acordo com os autores que descreveram
a técnica (JIANG et al. 2000), apenas 23 (~33%) dos 70 clones que foram
gerados pelo RaSH e analisados por Northern Reverso apresentaram
diferenca de expressao superior a 1,8 vezes.

Assim, torna-se clara a necessidade de validagdo experimental dos
resultados obtidos pelo RaSH por outra metodologia. Neste trabalho o PCR
em Tempo Real foi escolhido para a validagdo experimental de genes

diferencialmente expressos selecionados através da técnica de RaSH.
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A partir do ndmero de acesso de cada transcrito foi obtida sua
sequéncia completa (FASTA), utilizando o Entrez Nucleotide Databases,
fornecido pelo  National Center for Biotechnology Information
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Esta sequéncia foi utilizada para a verificacao da
presenca de llhas de CpG na regidao promotora dos genes identificados,

atravées do programa BLAT (http://www.genome.ucsc.edu/cqi-bin/hgBlat)

(Figura 13). Cerca de 85,6% dos genes presentes nas bibliotecas subtrativas
construidas com cDNA proveniente da linhagem celular tratada usado como
tester, escolhidos randomicamente e analisados no programa BLAT,
possuem llha de CpG em sua regiao promotora. O numero obtido é superior
ao estimado, dado que segundo a literatura, aproximadamente 60% dos
genes no genoma humano possuem llha de CpG em sua regido promotora
(ATTWOOQOD et al. 2002; WIDSCHWENDTER e JONES, 2002). Assim, este
dado mostra que o tratamento com agente desmetilante foi eficiente no
enriquecimento de nossa amostra com genes possivelmente regulados por
metilagdo (Figura 14). Levando-se em consideracdo o fato de que uma
fracdo dos genes presentes nas bibliotecas de subtragcado ndo possui llhas de
CpG, fica clara a importancia da inspe¢ao manual dos candidatos, incluindo
a presenca da llha de CpG na regiao promotora do gene como critério de
selecao de candidatos para validacao.

A reativacao da expressao de genes candidatos que ndao apresentam
llha de CpG em sua regiao promotora pode se dever a diferentes fatores: (i)
pela desmetilacdo e subseqiente reativacao da expressao génica de fatores

de transcricao; (ii) pela desmetilacao e reativagdo de outros genes situados



82

“upstream” na cascata metabdlica ativando a expressao génica do gene que
nao possui llha; (iii) alteragdes inespecificas devidas a processos bioldgicos
decorrentes da ativacdo de uma via de transducdo de sinais através da
desmetilacdo de um gene ou ainda (iv) a desmetilacdo de toda a regiao
cromossémica onde o gene candidato esta situado, a qual encontrava-se
silenciada por um evento epigenético denominado Long-Range Epigenetic

Silencing (LRES).
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Legenda: Interface grafica fornecida pelo programa BLAT (http://www.genome.ucsc.edu/cqi-

bin/hgBlat), mostrando a presenga de llha de CpG (apontada pela seta em vermelho) na

regido promotora do gene e, em alguns casos, invadindo os primeiros exons.

Figura 13 - Verificagdo da presenca de llha de CpG nos genes identificados

pela técnica de RaSH.

Além dos mecanismos acima descritos, KARPF et al. (1999) relataram
alteragdes do padréao de expressao de genes situados na via de sinalizagéo
de Interferon apo6s o tratamento com agente desmetilante. Apesar de nao
serem individualmente regulados por metilacdo em seus promotores, o0s
genes desta via sdo afetados indiretamente pelo tratamento com agente
desmetilante. LIANG et al. (2002) também relataram ativagdo de genes

situados na via de transducao de sinal de interferon apds tratamento de
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células de cancer de bexiga com 5-aza-dC. Assim, uma busca por genes
situados nessa via de transducdo foi realizada em nossas bibliotecas
subtrativas com o intuito de elimina-los de nossas analises. Os genes que
codificam Interferon-a, -B e -y, além de seus receptores, JAK-1 e -2, Tyk2,
STAT-1 e -2 nao estao presentes nas bibliotecas subtrativas geradas a partir
do tratamento das linhagens tumorais de mama com 5-aza-dC.

Para a validacdo experimental, foram selecionados 41 genes
candidatos, sendo 8 genes candidatos exclusivos da linhagem MCF-7, 7 da
linhagem MDA-MB-435, 10 da linhagem MDA-MB-231, além dos 5 genes em
comum entre as linhagens MCF-7 e MDA-MB-231, 10 em comum entre as
linhagens MDA-MB-435 e MDA-MB-231 e do unico gene re-induzido pelo
tratamento nas trés linhagens celulares. Os genes selecionados e suas

respectivas anotagdes estdo representados na Tabela 10.
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Legenda: Utilizando o programa BLAT, os genes re-induzido pelo tratamento foram
analisados quanto a presenga de llhas de CpG em sua regido promotora. Barras
hachuradas representam o total de genes analisados; barras brancas representam o
numero de genes com llha de CpG em sua regido promotora.

Figura 14 - Presenca de llhas de CpG na regido promotora nos genes
reativados por 5-aza-dC.
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4.4 UTILIZACAO DE NORTHERN REVERSO PARA SELECAO EM
LARGA ESCALA DE GENES CANDIDATOS PARA VALIDACAO

EXPERIMENTAL

O protocolo original da técnica de RaSH utiliza o Northern Reverso
como método de screening dos genes diferencialmente expressos
identificados pela subtragdo. A utilizagdo do Northern Reverso possibilita a
validagcao experimental em larga escala, o que n&o acontece com o uso da
webpage utilizada neste trabalho, onde cada candidato deve ser validado
individualmente, demandando maior tempo e trabalho manual. Com o intuito
de realizar a validag@o experimental em larga escala dos genes identificados
na linhagem MDA-MB-231 pela metodologia de RaSH, foi realizado também
um experimento de Northern Reverso. Para tal experimento, todos os
produtos amplificados dos clones gerados pela construgdo da biblioteca
subtrativa da linhagem MDA-MB-231 foram transferidos para membrana de
nylon e hibridizados com RNA marcado radioativamente da respectiva
linhagem celular tratada e nao tratada com 5-Aza-dC. O gene GAPDH foi
utiizado como normalizador deste experimento. Dos 368 transcritos
analisados (596 clones fixados), 42 (cerca de 11,4%) apresentaram
expressdo diferencial maior ou igual a 1,8 vezes, valor de cutoff utilizado
previamente por KANG et al. (1998). Quando confrontados a analise
realizada in silico pela andlise direta das sequUéncias, 2 destes 42 genes
correspondiam a contaminagdes com DNA mitocondrial, 2 correspondiam a

sequiéncias repetitivas, 3 correspondiam a sequéncias de baixa qualidade e
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1 correspondia a sequéncia do vetor, mostrando a praticidade e real
vantagem do uso da andlise in silico em relagcdo ao Northern Reverso. Essas
sequéncias foram entédo excluidas de nossas analises. Os quatro candidatos
que apresentaram expressao superior a 3 vezes foram selecionados para
validacao por PCR em Tempo Real (BM 201, 202, 203 e 204). Um exemplo

da hibridizagdo esta mostrado na Figura 15.



Tabela 10 - Genes selecionados para validagao experimental.
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Candidatos Repres.
Nome Descrigao Anotacao GeneOntology1 MCF 435 231
BM 001  Homo sapiens sequestosome 1 - SQSTM1 Metabolismo de proteinas, Catabolismo 4
BM 002 Homo sapiens keratin 19 - KRT19 Sem anotagdo 3
BM 004 Homo sapiens DKFZP56400463 protein Sem anotacao 5
BM 005 Homo sapiens T-cell activation protein - PGR1 Sem anotagao 4
BM 007 Homo sapiens guanine nucleotide binding protein, gamma 5 - GNG5 Comunicagéo Celular 5
BM 008 Homo sapiens cytochrome c oxidase subunit Vb - COX5B Processos fisioldgicos celulares 1
BM 009 Homo sapiens transducer of ERBB2, 1 - TOB1 Regulagao de processos fisioldgicos 1
BM 010  Homo sapiens cisplatin resistance related protein CRR9p - CRR9 Sem anotacao 1
BM 101  Homo sapiens lactate dehydrogenase A — LDHA Metabolismo 3
BM 102 Homo sapiens hypothetical protein MGC8721 Sem anotacao 4
BM 103  Homo sapiens ring finger protein 11 - RNF11 Metabolismo 3
BM 106  Homo sapiens retinoblastoma binding protein 6 - RBBP6 Regulagao de processos fisioldgicos 1
BM 107 Homo sapiens mitogen-activated protein kinase 9 - MAPK9 Metabolismo, resposta a estimulo 1
BM 108  Homo sapiens CDC5 cell division cycle 5-like (S. pombe) - CDC5L Sem anotagao 1
BM 109 Homo sapiens inosine monophosphate dehydrogenase 2 - IMPDH2 Metabolismo, processos fisioldgicos 1
BM 201 Homo sapiens connective tissue growth factor - CTGF Regulagao de proliferagao celular 4
BM 202 Homo sapiens SMT3 suppressor of mif two 3 homolog 2 - SUMO2 Metabolismo, processos fisioldgicos 1
BM 203 Homo sapiens cathepsin B - CTSB Metabolismo, processos fisioldgicos 20
BM 204 Homo sapiens pituitary tumor-transf. 1 interac. protein - PTTG1IP Processos fisioldgicos celulares 1
BM 205 Homo sapiens intercellular adhesion molecule 1 - ICAM1 Comunicagé&o celular 1
BM 206 Homo sapiens tumor differentially expressed 1 - TDE1 Sem anotagao 1
BM 207 Homo sapiens suppression of tumorigenicity 5 - ST5 Sem anotacao 1
BM 208 Homo sapiens excision repair cross-complementing - ERCC5 Sem anotagao 1
BM 209 Homo sapiens PERP, TP53 apoptosis effector - PERP Sem anotacao 3
BM 210  Homo sapiens thyroid hormone receptor interactor 4 - TRIP4 Regulagao de processos fisioldgicos 1
BM 301 Homo sapiens cell division cycle 27 - CDC27 Regulagéo do ciclo celular 3 3 1
BM 401 Homo sapiens membrane-associated ring finger 5 - MARCH5 Processos fisiologicos celulares 1 1
BM 402  Homo sapiens aspartyl-tRNA synthetase (DARS), mRNA Processos fisiolégicos celulares 1 1
BM 403  Homo sapiens serine (or cysteine) proteinase inhibitor - SERPINE2 Sem anotagéo 5 2
BM 404 Homo sapiens fibronectin 1 (FN1), transcript variant 1, mRNA Comunicagéo Celular 2 3
BM 405  Homo sapiens ATPase, membr. associated protein M8-9 - ATP6M8-9 Sem anotagdo 1 1
BM 406  Homo sapiens pitrilysin metalloproteinase 1 - PITRM1 Regulagéo de processos fisiologicos 1 1
BM 407 Homo sapiens MO25 protein (MO25), mRNA Sema anotagao 2 1
BM 104  Homo sapiens tumor rejection antigen (gp96) 1 - TRA1 metabolismo, resposta a estimulo 4 1
BM 105  Homo sapiens heat shock 90kDa protein 1, alpha — HSPCA metabolismo 3 2
BM 110  Homo sapiens synaptobrevin-like 1 - SYBL1 metabolismo, resposta a estimulo 2 1
BM 501 Homo sapiens calmodulin 1 (phosphorylase kinase, delta) - CALM1 Comunicagéo Celular 1 1
BM 502 Homo sapiens basic leucine zipper and W2 domains 1 - BZW1 Sem anotagédo 1 1
BM 503  Homo sapiens amyloid beta precursor prot. binding prot. - APPBP1 Metabolismo, comunicagéo celular 1 1
BM 003  Homo sapiens thyroid hormone receptor interactor 6 - TRIP6 Processos Fisiolégicos Celulares 5 1
BM 006 Homo sapiens superoxide dismutase 2, mitochondrial - SOD2 Resposta a Estimulo, Metabolismo 4 2

'GeneOntology (http://www.fatigo.org/)

A tabela mostra 0 nome do candidato, sua anotagdo de acordo com PubMed (Descrigao),
anotagdo de acordo com o Gene Ontology (Anotagdo GeneOntolgy) e o numero de
sequiéncias presentes na biblioteca (Repres).
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Legenda: Amostra representativa de clones originados da biblioteca 231-5AZA-tester
fixados em membranas de Nylon e hibridizados com cDNA marcado radioativamente
([32P]dCTP) proveniente da linhagem MDA-MB-231 tratada e nao tratada com 5-aza-dC.
Apos o tratamento, 42 genes apresentaram reativacdo da expressao maior ou igual a 1,8
vezes. Setas vermelhas indicam dois clones mostrando diferenca de expressao maior que 3
vezes como conseqiiéncia do tratamento. O gene GAPDH foi utilizado com normalizador.

Figura 15 - Analise em larga escala por Northern Reverso.

45 VALIDACAO EXPERIMENTAL ATRAVES DE PCR EM TEMPO

REAL

A técnica de PCR em Tempo Real € uma ferramenta muito sensivel e
possibilita analise a quantitativa da expressao génica. Assim, neste trabalho
foi realizada a quantificacdo relativa, onde a re-indugdo do gene pelo
tratamento foi calculada utilizando a linhagem celular ndo tratada com 5-aza-
dC como referéncia, normalizada pela expressao de um controle endégeno,
baseado na férmula proposta por PFAFFL (2001), descrita em Material e
Métodos.

Os primers foram desenhados com o auxilio do software

PrimerExpress versao 3.0 (Applied BioSystems) para cada candidato, como
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descrito em Material e Métodos. O método de deteccédo escolhido foi o
sistema SYBR® Green (Applied BioSystems) o qual baseia-se na
fluorescéncia emitida pelo corante ao intercalar-se em DNA dupla fita, a
medida em que ocorre a amplificacio do DNA. Devido a sua
inespecificidade, as reagdes utilizando SYBR® Green foram devidamente
padronizadas para cada gene candidato, a fim de se reduzir a ocorréncia de
amplificagdo inespecifica e a formacdo de dimeros de primers. Com o
propdsito de avaliar a eficiéncia de amplificacdo dos produtos pelos primers
desenhados e escolher a melhor concentracdo de cDNA template, a
expressao dos candidatos foi avaliada primeiramente em linhagem celular de
mama normal imortalizada (HB4A). Assim, foram escolhidas as
concentragdes ideais de primers e de cDNA nas quais obtivéssemos o maior
valor de fluorescéncia e maior especificidade de amplificacdo. A analise da
curva de dissociagao do produto amplificado e a visualizagdo do mesmo em
gel de poliacrilamida 8% possibilitaram a identificagdo de problemas na
reacdo de amplificacdo como, por exemplo, a presenca de amplificagéo
inespecifica, ou formacgéo de dimeros de primers. Dos 41 genes
candidatos selecionados para validagdo experimental, quatro candidatos
apresentaram problemas de amplificacdo (BM 103, 107, 205 e 405) e nao
puderam ter suas reacdes padronizadas.

Do total de 533 genes re-induzidos pelo tratamento com 5-aza-dC, 37
(~7%) foram testados nas linhagens celulares nas quais apresentaram re-
inducdo da expressado pela metodologia de RaSH. Assim, os candidatos

exclusivos de uma linhagem celular foram testados apenas nas amostras de
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cDNA provenientes desta linhagem, sendo que os genes candidatos comuns
a duas ou mais linhagens foram testados nas amostras de cDNA
provenientes das linhagens nas quais foi identificado.

Para a linhagem MCF-7, dos 8 candidatos testados, apenas um
(~12,5%) candidato (BM 001) apresentou inducao de expressao superior a 2
vezes na cultura tratada em relacdo a nao tratada, confirmando a re-indugcao
da expressao génica apds o tratamento. Nenhum candidato, dos 7 testados,
apresentou reativacdo de expressao superior a 2 vezes na linhagem MDA-
MB-435 tratada em relagdo a ndo tratada. Dois, dos 10 (~20%) candidatos
(BM 201 e BM 202) apresentaram expressao maior que 2 vezes na amostra
tratada em relagdo a nado tratada na linhagem MDA-MB-231. Dos cinco
genes testados nas linhagens MCF-7 e MDA-MB-231, o gene candidato BM
006 (~20%), apresentou re-inducdo de expressao superior a 2 vezes nas
duas linhagens celulares. O gene BM 404 também apresentou re-indugao da
expressao nas duas linhagens testadas, MDA-MB-435 e MDA-MB-231, num
total de 10 genes testados (10%).

Os cinco genes que apresentaram reativacdo de sua expressao acima
de 2 vezes nas linhagens celulares nas quais foram identificados como
diferencialmente expressos pelo RaSH (BM 001, 006, 201, 202 e 404) foram
testados também nas outras linhagens. Os valores da re-inducdo da
expressdo génica de todos os candidatos testados estdo mostrados na
Tabela 11 e na Figura 16.

Aparentemente ndo ha correlacdo entre a quantidade de seqiiéncias

de cada transcrito presentes na biblioteca de RaSH e a eficiéncia de
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subtracéo e por, consequéncia, a ocorréncia de falso-positivos na biblioteca
subtrativa. Como exemplo, genes representados por até cinco seqiéncias
(candidato BM 007, por exemplo) nao apresentaram re-indugdo da
expressao superior a 2 vezes quando analisado por PCR em Tempo Real
enquanto outros com apenas um unico clone (como exemplo o candidato
BM 202) apresentaram maior nivel de re-indugéo.

Ao todo, dos 37 candidatos testados, 5 (cerca de 13%) apresentaram
reativacdo da expressao acima de 2 vezes apdés tratamento com 5-aza-dC.
Estes resultados sdo comparaveis a resultados encontrados na literatura.
JIANG et al. (2000), ao analisarem o padrdo de expressao diferencial de
células de melanoma humano tratadas ou ndo com IFN-B e mezereina
verificaram, por experimentos de Northern Reverso, a expresséo diferencial
acima de 1,8 vezes, decorrente do tratamento, de 23 de 70 (~33%) clones
originados de bibliotecas subtrativas de RaSH, escolhidos randomicamente.
No entanto, no mesmo trabalho, ao aumentar o numero de clones
analisados, através da hibridizagcdo com as mesmas bibliotecas subtrativas
de 1000 clones de cDNA originadas do RaSH fixados em laminas de vidro e
400 clones em membranas, a porcentagem de genes diferencialmente
expressos diminuiu para 11% e 16%, respectivamente. Estes valores
aproximam-se dos valores obtidos no experimento de Northern Reverso
(~11,4%) e PCR em Tempo Real (~13%), ambos realizados neste projeto
Em um trabalho comparando duas linhagens celulares de melanoma
humano com potenciais metastaticos diferentes, BOUKERCHE et al. (2004)

ao analisarem clones gerados da construgdo de uma biblioteca subtrativa
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atraves de Northern Reverso, obtiveram diferenca de expressdo maior que 2
vezes somente em 8 de 72 (~11%) genes escolhidos. Em outro trabalho
utilizando a técnica de RaSH, de 224 clones originados de biblioteca
subtrativa de RaSH, 22 clones representando 20 genes (cerca de 9,8%)
apresentaram diferenca de expressao por Northern Reverso (SCHMOLL et

al. 2004).
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Tabela 11 - Reativacao da expressao génica apds tratamento com o agente
desmetilante 5-aza-dC.

Razao 5-aza-dC / Mock

Candidato
MCF-7 MDA-435 MDA-231

001 SQSTM1 4,91 1,24 2,31
002 KRT19 1,65
003 TRIP6 1,17 1,50
004 DKFZP56400463 1,02
005 PGR1 0,82
006 SOD2 7,14 6,84 3,14
007 GNG5 0,89
008 COX5B 1,41
009 TOB1 0,90
010 CRR9 1,52
101 LDHA 1,65
102 MGC8721 1,49
103 RNF11
104 TRA1 1,62 0,58
105 HSPCA 0,91
106 RBBP6 1,23
107 MAPK9
108 CDC5L 1,19
109 IMPDH2 0,45
110 SYBLA1 1,80 0,56
201 CTGF 0,00 43,66 55,32
202 SUMO2 1,17 0,83 2,12
203 CTSB 1,41
204 PTTG1IP 1,06
205 ICAM1
206 TDET1 0,88
207 ST5 1,05
208 ERCC5 1,35
209 PERP 0,99
210 TRIP4 0,68
301 cDhc27 0,90 0,56 0,66
401 MARCH5 0,94 0,72
402 DARS 0,81 0,62
403 SERPINE2 1,91 0,54
404 FNA1 3,32 6,12 14,93
405 ATP6MS8-9
406 PITRM1 0,82 0,66
407 MO25 0,72 0,73
501 CALM1 0,96 0,47
502 BZW1 1,13 0,94
503 APPBP1 0,64 0,56

A tabela mostra os valores da expressdao de cada gene candidato na linhagem celular
tratada em relagdo a linhagem celular nao tratada com 5-aza-dC. Os valores superiores a 2
vezes estdo destacados do texto.
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Legenda: A diferenga de expressao génica foi obtida com base na razdo entre a expressao na linhagem tratada e na linhagem nao tratada (mock),
obtidas em experimentos de PCR quantitativa em Tempo Real. Os candidatos foram testados no mesmo cDNA utilizado para a construgao da
biblioteca subtrativa de origem e nas outras linhagens apenas nos casos que apresentaram reativagao de expresso superior a 2 vezes. A linha cheia
representa razao (Tratada / Mock) igual a 1 e a linha tracejada representa o valor de cutoff adotado (>2).

Figura 16 - Reativacao da expressao génica apds tratamento com 5-aza-dC.
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4.6 OS GENES CANDIDATOS VALIDADOS

O gene SQSTM1 (p62, Sequestosome 1, candidato BM 001)
apresentou re-inducdo de sua expressao, através da metodologia de PCR
em Tempo Real, de 4,9 vezes na linhagem MCF-7 e 2,3 vezes na linhagem
MDA-MB-231 apdés o tratamento com agente desmetilante. Este gene
codifica uma proteina multifuncional que se liga a ubiquitina livre
(VADLAMUDI et al. 1996) e pode representar um mecanismo regulatério
mediado por ubiquitinacdo durante a proliferacdo e diferenciacdo celular
(LEE et al. 1998). Diversos tecidos humanos adultos apresentam expressao
constitutiva do gene SQSTM7 e a expressdao aumentada do mesmo foi
detectada em diversos tumores, entre eles tumores de préstata (KITAMURA
et al. 2006) e mama (THOMPSON et al. 2003). No entanto esses trabalhos
nao relatam a expressao alterada do gene SQSTMT1 na linhagem MCF-7,
uma das linhagens nas quais 0 mesmo apresentou re-inducdo em nossas
analises. Sabe-se que o SQSTM1 é regulado por PDEF (Prostate-Derived
ETs Factor) (THOMPSON et al. 2003), mas o papel da metilacdo na
regulacao de sua expressao permanece desconhecido, sendo possivel que
as diminuicdbes no nivel de metilagdo da regido promotora sejam
responsaveis pelo aumento da expressao observado em tumores

O gene SOD2 (Superoxide dismutase 2, BM 006) apresentou re-
inducdo de sua expressao superior a 2 vezes nas trés linhagens celulares
analisadas. Este gene codifica uma proteina mitocondrial responséavel pela

diminuicdo do estresse causado por espécies reativas de oxigénio (GUO et
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al. 2003). Camundongos “knock out’ para SODZ2 apresentaram maior
susceptibilidade a injuria causada por O, (WILLIAMS et al. 1998). O gene
SOD2 também parece estar envolvido na protecao contra apoptose induzida
por TNF-a (WONG et al. 1989) e apresenta expressao reduzida em muitos
tipos de céncer e linhagens celulares tumorais (LI et al. 1995; YAN et al.
1996; OBERLEY, 2001). Na linhagem de mieloma multiplo IM-9 o gene
SOD2 encontra-se hipermetilado (HODGE et al. 2005) e a transfecg¢do do
mesmo em linhagens de melanoma resulta na reversao do fenétipo tumoral
(HUANG et al. 1999). No entanto, ndo ha relatos de sua regulagao por
metilagdo em tumores de mama.

O gene CTGF (Connective tissue growth factor, BM 201) apresentou
re-inducéo de expressao de 55,3 e 43,6 vezes nas linhagens MDA-MB-231 e
MDA-MB-435, respectivamente. Ndo foram dectados transcritos de mRNA
correspondentes a este gene na linhagem MCF-7, mesmo apéds o tratamento
com 5-aza-dC. A proteina codificada por este gene parece estar envolvida
diretamente na condrogénese e na ossificagdo, apresentando a habilidade
de promover proliferagdo, maturacao e hipertrofia de células de cartilagem
em cultura (TAKIGAWA et al. 2003). O gene CTGF apresenta expressao
aumentada em tecidos afetados por injuria ou patologias e areas fibro-
proliferativas e marcadamente reduzida em tumores de mama, havendo
correlacao estatistica com recorréncia local, pior prognéstico, metastase e
mortalidade (JIANG et al. 2004). Em linhagens celulares de hepatoma, a
expressdao de CTGF foi re-induzida por tratamento com 5-aza-dC e a

reducao de sua expressao pode ser atribuida a metilagao aberrante de seu
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promotor génico (CHIBA et al. 2005). Assim como em nosso trabalho,
(HISHIKAWA et al. 1999) ndo detectaram niveis de mRNA de CTGF na
linhagem tumoral MCF-7 e a sua super-expressdo deste gene na mesma
linhagem provocou altos indices de morte celular por apoptose, sugerindo
que CTGF pode atuar como um gene supressor de tumor.

O gene SUMO-2 (Small ubiquitin-like modifier 2, BM 202) apresentou
re-inducao e teve reativacdo acima de duas vezes (2,12 vezes) apenas na
linhagem MDA-MB-231. A proteina codificada por este gene faz parte de
uma familia, na qual estdo incluidas SUMO-1, -2 e -3, que realizam a
modificagdo péds-traducional de proteinas de maneira analoga a
ubiquitinagdo. Diferentemente da ultima, que direciona proteinas-alvo a sua
degradagéo, as proteinas da familia SUMO participam de muitos processos
celulares como transporte nuclear, regulacdo transcricional, apoptose e
estabilidade protéica (SU e LI 2002). Os genes SUMO-2 e -3 apresentam
entre si 95% de identidade e tém 46% e 48% de identidade com SUMO-1,
respectivamente (ROSENDORFF et al. 2006). A proteina SUMO-2 esta
geralmente relacionada com a repressao transcricional de co-repressores,
co-ativadores, histonas, enzimas modificadoras de histonas ou fatores de
transcricdo. Em experimentos nos quais foram realizadas mutacées que
reprimem ligacoes a proteinas SUMO, houve aumento de atividade dos
fatores de transcricdao Elk-1, Sp3, c-myb, c-jun e AP2 (ROSS et al. 2000;
SAPETSCHNIG et al. 2002; GILL 2003; GIRDWOOD et al. 2003; YANG e
SHARROCKS 2005). Nao ha relatos do envolvimento desta proteina com

patologias, como o céancer, por exemplo, mas seu papel repressor pode



97

regular a transcricAo de outros genes sabidamente relacionados a
tumorigénese. Até o momento ndo ha relatos do papel da metilacdo em sua
regulagéo.

O gene FN1 (Fibronectin 1, BM 404) apresentou re-inducao de
expressao 3,32 vezes superior na linhagem MCF-7, 6,11 vezes na linhagem
MDA-MB-435 e 14,93 vezes na linhagem MDA-MB-231. Este gene codifica
uma glicoproteina de alto peso molecular, a fibronectina. Representa cerca
de 1% das proteinas presentes no soro, além de ser o principal componente
da matriz extracelular presente no tecido mamario. Esta proteina esta
ausente ou com expressdo muito reduzida em diversas células
transformadas. Até o momento foi relatado o papel desta proteina na adesao
celular, morfologia, e arquitetura da superficie celular. Sua auséncia esta
relacionada a perda da inibicdo da proliferacdo por contato. Muitos tipos
celulares dependem da fibronectina para a ligagdo ao colageno. A
fibronectina é codificada por um Unico gene, em duas isoformas, uma celular
e transcrita por fibroblastos em cultura e células tumorais e identificada no
presente estudo, e outra produzida pelo figado e secretada ao plasma. O
gene FN1 apresenta densa metilagdo em linhagens celulares de hepatoma e
sofre reativagcdo da expressdo génica apds tratamento com 5-aza-dC
(CHIBA et al. 2005).

As alteracbes genéticas freqientes no cancer incluem mutacdes
pontuais, delecoes génicas e perda da heterosigosidade (LOH), além de
alteragces epigenéticas (COSTELLO e PLASS 2001). Os mecanismos

genéticos e epigenéticos poderiam contribuir, individualmente ou
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combinados, para o silenciamento de genes supressores de tumor, de
acordo com as seguintes combinagdes: (i) um dos alelos poderia sofrer
mutagdes pontuais, enquanto o outro alelo poderia sofrer hipermetilacdo de
sua regiao promotora; (ii) hipermetilagdo homozigética; (iii) delegcdo génica
de um dos alelos e metilagdo do outro; (iv) mutacdes ou delecdes
homozigoticas ou combinadas entre si. Assim, uma regido que apresenta
alta frequéncia de delegdes em tecidos tumorais pode sugerir a localizagao
de um importante gene supressor de tumor. A perda da expressao deste
supressor de tumor, seja por sua mutagao pontual, delecdo cromossémica
ou por silenciamento epigenético, poderia contribuir para a tumorigénese e
para a progressao tumoral (JONES e BAYLIN 2002).

A regido cromossomica dos genes candidatos validados foi ent&o
analisada quanto a recorréncia de aberragdes cromossdmicas frequientes no
cancer de mama, mais especificamente dele¢cdes e LOH. A webpage do
“Cancer Genome Anatomy Project” (CGAP,
http://cgap.nci.nih.gov/chromosomes/RecurrentAberrations)  possibilita a
analise de uma determinada regido cromossémica com alteragbes
recorrentes no cancer existentes na literatura. Através da pagina é possivel
realizar o rastreamento da literatura de acordo com o tipo de alteracéo
(numérica ou estrutural), por banda cromoss6mica ou por Cromossomo
individualmente, tipo de tecido e diferentes tipos de tumor, além de citar e
direcionar o usudario para o numero de casos onde a aberracdo foi

encontrada.
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A ocorréncia de monossomia envolvendo o cromossomo onde se
encontra o potencial supressor de tumor poderia ser um do passos na
tumorigénese, onde a auséncia deste cromossomo causaria LOH, e o
silenciamento epigenético causaria a perda do segundo alelo. A
monossomia do cromossomo 5, onde esta localizado o gene SQSTM7 (BM
001), foi relatada em 50 casos de cancer de mama, sendo 2 deles carcinoma
in situ e 48 casos de adenocarcinoma. O cromossomo 2, onde encontra-se o
gene FN1 (BM 404), encontra-se em monossomia em mais de 50 casos, a
maioria adenocarcinomas de mama, assim como O cromossomo 6, que
contém os genes SOD2 (BM 006) e CTGF (BM 201), e que também
encontra-se em monossomia em mais de 50 casos envolvendo
adenocarcinomas, tumores benignos epiteliais e lesdes ndo neoplasicas de
mama. Além disso, a perda de heterozigosidade (LOH) deste ultimo
cromossomo é encontrada em mais de 40% dos melanomas malignos
(HUANG et al. 1997). O cromossomo 17, onde se localiza o gene SUMO2
(BM 202), encontra-se em monossomia em mais de 100 casos envolvendo
adenocarcinomas, Phyllodes malignos, hiperplasias da mama, e carcinomas
in situ.

A busca por delecoes freqiientes nas bandas cromossémicas onde se
encontram os candidatos validados revelou a ocorréncia de delegcbes em
mais de 30 casos de cancer de mama na regido 69g25. Nesta banda
cromossémica localiza-s o gene SOD2 (BM 006) e dentre os tumores mais
frequentemente encontrados com delecdo nesta regido temos tumores

benignos epiteliais da mama, os quais respondem por mais de 50% dos
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casos, seguidos por carcinomas da mama. A banda 6923, onde se localiza o
gene CTGF (BM 201) encontra-se deletada em 15 casos na literatura, sendo
13 deles casos de adenocarcinomas do tecido mamario. A delegao da regiao
17925, onde esta localizado o gene SUMO2 (BM 202), foi observada em 2
casos de adenocarcinoma da mama. As regides 5935, onde esta localizado
0 gene SQSTM1 (BM 001) e 2934, onde localiza-se o gene FN1 (BM 404),
nao apresentam deleg¢des frequentes em tumores de mama. No entanto
outros tipos de aberracbes cromossémicas numéricas e estruturais também
relacionadas ao cancer foram relatadas nestas duas regides como, por
exemplo, trissomias e adigcbes. O resumo das aberragbes estruturais
recorrentes em tumores de mama na regido onde estédo situados os genes
validados esta representado na Tabela 12.

Tabela 12 - Aberragdes estruturais encontradas regides cromossémicas dos
cinco genes re-induzidos pelo tratamento com 5-aza-dC.

Gene Banda Anormalidade  Morfologia Topografia Casos

SQSTM1 5qg35 add(5)(q35) Adenocarcinoma Mama 4

SOD2 6025 add(6)(g25) Adenocarcinoma Mama 2
6g25 del(6)(q25) Adenocarcinoma Mama 3
6g25 del(6)(q25) Tumor Benigno Epitelial, NOS Mama 18
6q25 del(6)(q25) Tumor Benigno Epitelial, tipo especial = Mama 2
6g25 del(6)(q25) Carcinoma, NOS Mama 8

CTGF 6023 1(6;12)(g23;9q13) Adenocarcinoma Mama 2
6023 add(6)(g23) Adenocarcinoma Mama 4
6q23 del(6)(q21q23) Adenocarcinoma Mama 3
6q23 del(6)(q23) Adenocarcinoma Mama 10
6q23 del(6)(q23) Tumor Benigno Epitelial, tipo especial  Mama 2

SUMO2 17925 add(17)(g25) Adenocarcinoma Mama 3
17925 del(17)(q25) Adenocarcinoma Mama 2
17925 hsr(17)(g25) Adenocarcinoma Mama 3

FN1 2034 add(2)(g34) Leucemia Leucoblastica Aguda/Linfoma 4
2034 add(2)(g34) Leucemia Mieloblastica

As delegbes estdo destacadas em negrito italico. (del) delecdo; (add) adicdo; (t)
translocacao; (hsr) regides homogeneamente coradas; (NOS) nao especificado.
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Estes dados podem ser considerados indicios da participagdo destes
genes no cancer de mama. Porém, é importante frisar que células tumorais
geralmente apresentam grande numero de aberragfes estruturais e
numeéricas causadas simplesmente pelas disfungées em sua maquinaria de
replicagdo. Portanto, estudos mais detalhados destas regides no cancer de
mama sao de extrema importancia para o entendimento do real papel destes

genes no cancer.

4.7 ANALISE PRELIMINAR DA EXPRESSAO DOS GENES

VALIDADOS EM AMOSTRAS DE TUMORES PRIMARIOS DE MAMA

O estudo de expressao génica em linhagens celulares possui muitas
vantagens, como a facilidade de extracdo de RNA e DNA de boa qualidade,
possibilidade de cultura em diferentes condicbes e maior facilidade na
realizacdo de ensaios biolégicos in vitro e in vivo. Por outro lado, sabe-se
que células em cultura podem apresentar variacbes em seu perfil de
expressao génica devido a artefatos ocasionados pelo novo microambiente.
Diferentes condicbes de cultura e as sucessivas passagens as quais as
células sao submetidas podem formar diferentes tipos de pressao seletiva,
as quais podem gerar ndao s6 a perda de caracteristicas do tumor de origem
como também diferengas entre a mesma linhagem tumoral cultivada em dois
laboratérios diferentes. Fica, portanto, clara a necessidade de analise da
expressédo dos candidatos validados em amostras de tumores de pacientes

com cancer de mama.
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Para uma analise preliminar, o padrdo de expressdao dos cinco
candidatos validados em linhagens celulares foi analisado em 18 amostras
de tumor de mama, obtidas do Banco de Tumores do Hospital do Cancer
A.C. Camargo e do Hospital do Cancer Alfredo Abrao, comparado a um poo/
de 3 amostras de tecido mamario normal obtido comercialmente
(CLONTECH®). A partir desta analise pretendiamos apenas verificar se os
candidatos validados nas linhagens celulares possuiam expressao ausente
ou reduzida em tumores quando comparados com amostra de tecido
mamario normal, o que seria esperado de um marcador molecular silenciado
por metilagao.

As amostras de tumores de mama eram representativas dos 4
estadios clinicos da doenga: 6 amostras do estadio I, 5 amostras do estadio
II, 3 do estadio Ill e 4 do estadio IV. Na quantificacao relativa por PCR em
Tempo Real, cDNA proveniente de tecido mamario normal foi usado como
amostra referéncia. Os quatro genes de expressao constitutiva disponiveis
em nosso laboratorio (ACTB, GAPDH, BCRP e HPRT) foram utilizados como
normalizadores. A ferramenta computacional geNorm®, disponivel
gratuitamente na Internet (http:/medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm),
permite a analise de diversos controles endégenos dentro do painel de
amostras utilizado, possibilitando a escolha dos genes que melhor se
comportam como normalizadores para aquele grupo de amostras. Os quatro
genes foram considerados normalizadores adequados e um fator de
normalizacdo, baseado na média geométrica dos valores da expressao de

cada gene, foi calculado para cada uma das amostras. Os fatores de
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normalizacdo obtidos foram utilizados para o célculo dos valores de
expressao relativa (razdo tumor/normal), representados na Figura 17.

Os genes SQSTM1 e SOD2 apresentaram pouca variacdo de
expressao entre as amostras tumorais em relagdo ao tecido mamario
normal, sendo que o ultimo apresentou reducdo da expressao superior a 2
vezes em apenas uma amostra tumoral. J& os genes CTGF e FN1
apresentaram aumento de expressao superior a 2 vezes em 15/18 e 14/18
amostras analisadas, respectivamente. O gene SUMOQOZ2 apresentou redugao
em 17/18 amostras tumorais analisadas, sendo esta superior a duas vezes

em 10 destas amostras (cerca de 55,5%).
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Legenda: A expresséo dos genes BM 001, 006, 201, 202 e 404 foi quantificada por PCR em Tempo Real, em 18 amostras de tumor de mama de
diferentes estadios clinicos. A expressao dos genes candidatos nos tumores estdo representadas em relagao a tecido de mama normal (Razao Tumor/
Normal). Como controle endégeno, foi utilizado um fator de normalizagao calculado a partir da expressao dos genes HPRT, BCRP, 3-Actin e GAPDH.
O eixo Y esta representado em escala logaritmica (log10).

Figura 17 - Analise preliminar da expressao génica dos cinco genes validados em amostras tumorais de mama.
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A re-inducao dos genes SQSTM1, SOD2, CTGF e FN1 nas linhagens
celulares testadas, apds tratamento das mesmas com agente desmetilante,
nado indica, necessariamente, que 0s mesmos encontravam-se silenciados
por metilagdo na linhagem nao tratada e que o tratamento tenha provocado
sua re-ativacdo. Nas linhagens foi constatada apenas a re-inducdo da
expressao génica apds o tratamento. Assim, é possivel que estes genes
apresentassem nas linhagens pequenos niveis de metilacdo e expressao
génica ativa ou moderadamente ativa, podendo a desmetilacdo causada
pelo tratamento ter contribuido apenas para o aumento de sua expressao.
Portanto, a falta de correlacado dos niveis de expressao destes quatro genes
entre as linhagens celulares e as amostras tumorais pode ser resultado
simplesmente da auséncia de silenciamento por metilacdo nas primeiras.

Vale ressaltar ainda a diferenga entre linhagens celulares e amostras
tumorais quanto ao seu padrdo de metilagdo. Linhagens celulares podem
apresentar niveis elevados de metilagdo quando comparadas ao seu tumor
de origem (SMIRAGLIA et al. 2001). Os autores, ao analisarem o padrdo de
metilagdo de 1184 regides promotoras pela técnica de Restriction Landmark
Genomic Scanning (RLGS), de 114 amostras tumorais e 24 linhagens
celulares tumorais estabelecidas originadas de 8 tecidos tumorais diferentes,
descrevem o aumento da taxa de metilacdo em linhagens celulares. Os
resultados indicam graus elevados de metilacdo de no minimo 5 e no
maximo 93 vezes em linhagens celulares quando comparadas com seu
tumor de origem. Linhagens celulares de cancer de mama apresentam, por

exemplo, aumento de 43 vezes na metilagdo em relagdo ao tecido mamario



106

tumoral. Assim, segundo os autores, a maioria da metilagdo encontrada em
linhagens celulares seria derivada de artefatos gerados pela cultura in vitro e
devem ser analisadas com cautela.

Outro fator a ser relevado neste tipo de andlise é a influéncia que o
estroma exerce no tumor (BIRGERSDOTTER et al. 2005). Células que o
circundam, como fibroblastos, células endoteliais, células do sistema imune,
juntamente com a matriz extracelular sao participantes ativas na formacao,
crescimento e estimulacado do tumor. Estas células podem apresentar niveis
de expressao génica diferentes do gene em questéo, fornecendo assim uma
interpretacdo errbnea de sua expressdo. Portanto, devido a alta
sensibilidade da metodologia de PCR em Tempo Real, pode se tornar dificil
a visualizagdo da expressado génica diferencial em amostras passiveis de
possuir contaminagdo com células estromais. A microdisseccdo das
amostras tumorais por um profissional bem treinado pode excluir os
eventuais contaminantes estromais como linfécitos infiltrantes, células
normais da borda tumoral ou células endoteliais.

A falta de correlacdo entre os resultados apresentados nas linhagens
e aqueles apresentados em tumores para a maioria dos candidatos pode,
portanto, refletir a presenca de artefatos gerados simplesmente pela cultura
in vitro, pelos métodos de extracdo de RNA - os quais nado excluem células
normais contaminates - ou até pelas caracteristicas do tipo de célula
predominante na cultura celular e na amostra tumoral. E importante ressaltar

que este grupo de amostras tumorais € pequeno € um numero maior de
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amostras tumorais e tecidos normais poderia fornecer uma andlise mais
precisa do padréo de expressao destes genes.

Nao ha, na literatura, relatos do envolvimento do gene SUMOZ2 com a
tumorigénese e progressao tumoral. A inducdo do mesmo pelo tratamento
com 5-aza-dC e sua expressao reduzida nas amostras tumorais sugerem o
mesmo como um potencial marcador molecular de metilagdo para o cancer
de mama. Sendo assim, estudos mais detalhados devem ser realizados para
verificar a ocorréncia de correlacao significativa entre os niveis de expressao
deste gene e dados clinico-patolégicos como, por exemplo, o estadiamento
clinico, a sobrevida global e livre de doencga, surgimento de metastases
linfonodais e a distancia e a expressdo de marcadores classicos de
prognostico como o Receptor de Estrégeno e o oncogene c-erbB2.

O tratamento do DNA gendmico das linhagens celulares com o
Bissulfito de Sodio, seguido de sequienciamento da llha de CpG da regiao
promotora do gene SUMOZ2, podera revelar o padrdo de metilacdo nesta
regiao comprovando a participagcado da metilacdo na reducao da expresséo e
na re-indugédo provocada pela desmetilagdo de seu promotor. A andlise do
padrao de metilagdo em um grande numero de amostras tumorais de mama
possibilitara a verificacdo da ocorréncia de metilagao aberrante no cancer de
mama. A existéncia de correlacdo destes resultados com dados clinico-
patoldgicos possibilitara a utilizacdo da metilacdo como marcador molecular

desta doenca.
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CONCLUSOES

A andlise in silico das bibliotecas subtrativas e suas bibliotecas
reversas possibilitou a identificacdo e exclusdo de falso-positivos,
presentes tanto em amostras tratadas quanto em amostras nao
tratadas com agente desmetilante, além de gerar dados importantes,
como a comparagao entre 0s painéis de genes reativados nas
diferentes linhagens;

Mais de 2300 clones foram sequenciados e possibilitaram a
identificacdo de 533 genes possivelmente induzidos pelo tratamento
com 5aza-dC;

41 genes foram selecionados para a validacao experimental por PCR
em Tempo Real. 37 deles tiveram sua expressdo comparada entre as
linhagens tratada e nao tratada. Cinco (~13%) deles apresentaram
reativacao superior a 2 vezes (SQSTM1, SOD2, CTGF, SUMO2 e
FNTY);

O gene SUMOZ2 apresentou reducédo de expressdo em amostras de
tumores de mama quando comparada a expressdao em um pool de
amostras de tecido mamario normal, sendo este um possivel

candidato a marcador molecular de mama.
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