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RESUMO

A proteina ADAM33 é membro de uma familia de glicoproteinas transmembranicas
formadas por multidominios. O nome desta familia protéica faz mencao aos seus
dominios disintegrina e metaloproteinase (ADAM — a disentegrin and
metalloproteinase). As proteinas que fazem parte desta familia sdo capazes de
promover interacées célula-célula e célula-matriz extracelular, através de seu
dominio disintegrina, e de atuar na clivagem proteolitica de citocinas, fatores de
crescimento e seus respectivos receptores, através do dominio metaloproteinase.
As propriedades dos membros da familia ADAM, de atuar na protedlise e adesao
celular, as tornam candidatas a mediar ambos, remodelamento de matriz
extracelular e mudancas na adesao celular que caracterizam certos processos
patolégicos no desenvolvimento tumoral. Além disso, a atividade catalitica de
liberagdo de citocinas e fatores de crescimento parece direcionar a migracao celular
e controlar varias vias de sinalizagdo ativadas no cancer, além de que distintas
ADAMs podem modular a migracao celular mediada por integrinas. Ja foi visto que
um dos membros desta familia, a ADAM23 apresenta hipermetilacdo da regido
promotora de seu gene com conseqguente silenciamento génico e este evento parece
estar correlacionado com a progressao tumoral e metastase no cancer de mama.
Neste trabalho, damos continuidade ao estudo da participacdo desta familia de
proteinas no cancer de mama, analisando o padrdo de expressdo com relacdo a
presenca de metilacdo na regido promotora do gene ADAM33. A andlise da
expressdao de ADAM33 em linhagens tumorais de mama por RT-PCR revelou uma
reducao significativa da expressao deste gene com relagdo a linhagem normal de
célula epitelial de mama, sendo que em 65% das linhagens tumorais o gene
encontra-se desligado. O silenciamento génico acarretou na auséncia da proteina
ADAM33 confirmada por um ensaio de Western Blotting. O uso do agente
desmetilante 5-aza-2’-deoxicitidina sugeriu o envolvimento da metilagdo na
regulacao da expressao deste gene. Utilizando a metodologia do tratamento de DNA
com bissulfito de sédio seguida de sequienciamento, foi possivel confirmar que o
silenciamento génico se da, na maioria dos casos, devido a presenca de metilacdo
em ilhas de CpG na regidao promotora deste gene. Com estes dados, foi possivel
analisar o padrdo de metilacdo em amostras de tumores primarios de mama através
da técnica de MSP. A presenca de metilacdo na regido promotora do gene ADAM33
foi detectada em 39,7% das amostras. A correlagdo entre o padrdo de metilagéo e
os dados clinico-patolégicos das pacientes nao apresentou associacao
estatisticamente significativa para as variaveis: grau tumoral (SBR), estadio clinico
(TNM), tamanho do tumor, presengca de RE, RP e ERBB2, acometimento de
linfonodos, metastase e recidiva, porém a diferenca apareceu quando comparados
os tipos de tumor: carcinoma ductal invasivo e carcinoma lobular invasivo. A
frequéncia de metilagdo em carcinomas lobulares invasivos foi de 76,2%
comparados com 25,5% em carcinomas ductais invasivos, o que da uma diferenca
estatisticamente significativa com p=0,0002. O desligamento do gene ADAM33 pode
estar relacionado com a caracteristica destes tumores de apresentarem aparéncia
histol6gica descoesiva com falta de adesao entre as células.

Palavras-chave: ADAM33. Cancer de mama. Metilagdo. MSP.



ABSTRACT

The ADAM33 protein is member of a transmembrane glicoproteins family composed
by multidomains. This protein family name makes mention to its domains disintegrin
and metalloproteinase (ADAM - a disentegrin and metalloproteinase). The ADAM
proteins are capable to promote cell-cell and cell-extracellular matrix interactions,
through their disintegrin domain, and to act in cytokines, growth factors and their
respective receptors proteolitical cliveage, through the metalloproteinase domain.
The ADAM family members properties, of acting in proteolisis and cellular adhesion,
turn them candidates to mediate both, extracellular matrix remodeling and changes in
cellular adhesion that characterize certain pathological processes in cancer
development. Besides, the shedding activity of cytokines and growth factors seems
to address the cellular migration and to control several signaling pathways activated
in cancer, in addition different ADAMs can modulate the cellular migration mediated
by integrins. It was already seen that one of this family members, ADAM23 presents
promoter’s hypermethylation with consequent gene silencing, and this event seems
to be correlated with tumour progression and metastasis in breast cancer. In the
present work, we give continuity to the study of this protein family’s participation in
breast cancer, analyzing the expression pattern and the relationship with ADAM33
promoter’s methylation. The expression analysis of ADAMS33 in tumour breast
lineages through RT-PCR revealed that 65% of tumour cell lines the gene were
silenced, a significant downregulation of this gene with regard to the normal breast
cell line. The gene regulation caused ADAM33 protein absence confirmed by
Western Blotting assay. The demethylating agent 5-aza-2’-deoxicitidine suggested
the methylation involvement into downregulation of this gene. Using DNA sequencing
sodium bissulfite methodology, it was possible to confirm that gene silencing, in most
of cases, is due to ADAM33 CpG islands hypermethylation. With these data, it was
possible to analyze the methylation status in breast primary tumour samples through
MSP. The ADAM33 promoter hypermethylation was detected in 39,7% of samples.
The correlation between methylation pattern and the patients' clinical-pathological
data didn't present statistical significative association at the variables: tumoral degree
(SBR), clinical stage (TNM), tumor size, RE, RP and ERBB2 presence, limph node
attempt , metastasis and reincidence, however the difference appeared when
compared the tumor types: invasive ductal carcinoma and invasive lobular
carcinoma. The methylation frequency in invasive lobular carcinomas was 76,2%
compared with 25,5% in invasive ductal carcinomas, what gives a statistical
significant difference with p=0,0002. The ADAM33 gene silencing can be related with
the hystological discoesive appearance characteristic of this kind of tumor with lack of
cellular adhesion.

Key words: ADAM33. Breast cancer. Methylation. MSP.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER DE MAMA

O céancer é o maior problema publico de saude em muitos paises.
Atualmente, uma em cada quatro mortes nos Estados Unidos da América (EUA) é
devida ao cancer (JEMAL et al., 2008). Em 2005, de um total de 58 milhGes de
mortes ocorridas no mundo, o cancer foi responsavel por 7,6 milhdes, o que
representou 13% de todas as mortes. Os principais tipos de cancer com maior
mortalidade foram: de pulmao (1,3 milhdo); de estdbmago (cerca de 1 milhdo); de
figado (662 mil); de célon (655 mil); e de mama (502 mil) (INSTITUTO NACIONAL
DO CANCER - INCA, 2008).

O cancer de mama é o segundo tipo de cancer mais frequiente no mundo e o
mais comum entre as mulheres. Para o ano de 2008 foram estimadas
aproximadamente 40.930 mortes decorrentes de cancer de mama nos EUA. Entre
as mulheres americanas, a probabilidade de desenvolver cancer de mama em algum
momento da vida é de uma em cada oito mulheres (13%) e o0 risco de Obito
decorrente deste tipo de tumor é de uma em cada trés (33%) mulheres (JEMAL et
al., 2008). No Brasil, o cancer de mama é o tipo de cancer que mais causa morte
entre as mulheres, sendo a segunda causa de morte por doenca no sexo feminino.
O numero de casos novos de cancer de mama esperados para o Brasil em 2008 é
de 49.400, com um risco estimado de 51 casos a cada 100 mil mulheres (INCA,
2008).

O cancer de mama é uma doenca extremamente heterogénea e apresenta
uma grande variabilidade clinica e histopatolégica. Sua etiologia também é complexa
sendo influenciada tanto por fatores exégenos, como dieta, consumo de alcool, uso
de contraceptivos orais entre outros, como por fatores endégenos, como as taxas
hormonais e predisposi¢cao genética (RADICE e REDAELLI, 2003). Outros fatores de
risco que influenciam o desenvolvimento desta doenca incluem: a idade avancgada, a
menarca precoce (antes dos 12 anos), a menopausa tardia (apdés os 50 anos), a
nuliparidade ou a primeira gravidez apds os 30 anos, a localizacdo geografica (pais
de origem) e o status s6cio-econémico (INCA, 2008).

O prognéstico desta doenca € relativamente bom se diagnosticado em

estadios iniciais, sendo a sobrevida média global ap6s 5 anos na populagdo mundial
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em torno de 61% (INCA, 2008). O acometimento dos linfonodos axilares, o tamanho
do tumor, o tipo histoldégico, o grau histolégico, 0 grau nuclear, os niveis de
progesterona e estrégeno, a velocidade de proliferacdo tumoral e a competéncia
imunoldgica do portador da doenga constituem os principais parametros empregados
para a determinacdo do prognéstico do cancer de mama (FARIA, 1999;
BRASILEIRO FILHO, 2000; VIANA, MARTINS e GEBER, 2001). A constatacao de
linfonodos axilares afetados ratifica o potencial de metastizacdo do tumor. A
dimensao do tumor esta associada, em geral, a sobrevida dos pacientes e ao nivel
de comprometimento axilar. Certos tipos histolégicos fornecem um prognéstico
favoravel, como os carcinomas tubular, coléide e papilar, ou o0 oposto, como o
carcinoma inflamatério, considerado o tipo histolégico de pior progndéstico. A partir da
analise da diferenciacdo histolégica do tumor em relacdo as células mamarias
normais (ANEXO 1), os tumores foram divididos em grau |, bem diferenciado; grau Il,
moderadamente diferenciado e grau lll, indiferenciado (quanto mais diferenciado,
melhor o prognéstico). Tumores com receptores hormonais positivos (estrégeno e
progesterona) sado geralmente mais diferenciados e apresentam um melhor
progndstico (FARIA, 1999; BRASILEIRO FILHO, 2000; VIANA, MARTINS e GEBER,
2001).

A metastase representa a principal causa de morte para pacientes com
cancer de mama. Aproximadamente 10 a 15% das pacientes com tumor de mama
apresentam doencas agressivas que recidivam em até 3 anos ap6s o diagndstico
inicial da doenga. Entretanto, ndo € incomum o aparecimento de metdstases em
sitios distantes 10 ou mais anos apés a identificagdo do tumor priméario (STEEG,
2004). Os sitios mais comuns de formacdo de metastases sdo 0ssos, pulmao e
figado (LEE, 1983). De acordo com a Sociedade Americana de Cancer (ACS),
guando diagnosticado em estadios iniciais, o cancer de mama pode ser tratado com
cirurgia conservadora e as taxas de sobrevida livre de doengca em 5 anos para
pacientes com doenca local e sem envolvimento metastatico dos linfonodos axilares
sdo superiores a 95%. Em caso de espalhamento regional da doenca, as taxas de
sobrevida diminuem para 83%. Entretanto, quando ha presenca de metastases em
outros 6rgaos, as taxas de sobrevida diminuem drasticamente, reduzindo-se a
aproximadamente 26% (JEMAL et al., 2008).

Existem diversos tratamentos contra o cancer de mama, que incluem as

cirurgias (tumorectomia, quadrantectomia, mastectomia), a radioterapia e a
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quimioterapia. Recentemente, tem sido investigada uma possivel aplicacdo da
imunoterapia e da modulacdo da resposta bioldégica neste contexto (VIANA,
MARTINS e GEBER, 2001). Os métodos de diagnostico também sao numerosos.
Combinando-se o auto-exame, o exame clinico palpatério, a mamografia, a
termografia de placa e a ecografia tem-se uma acuidade de até 95% no diagndstico
da doenca. Para confirmagdo do diagndstico, devem-se efetuar outros exames e
testes, incluindo a biépsia, que determina o tipo especifico de cancer, e, por
conseguinte, os tratamentos especificos (VIANA, MARTINS e GEBER, 2001). Esta
combinacao de métodos possibilita a detec¢do de carcinomas menores que 1 cm, no
entanto tem um custo bastante elevado (ABRAO, 1995). Entretanto, 70% dos casos
de cancer de mama sao diagnosticados tardiamente no Brasil, dificultando muito o
tratamento e a cura (HOSPITAL A. C. CAMARGO, 2006). Para avaliar a presenca de
doenca metastatica, utilizam-se exames complementares que incluem o Raio-X de
térax, a cintilografia 6ssea e a tomografia computadorizada (VANPOZNAK e
SEIDMAN, 2002).

A maior parte dos casos de cancer de mama pertence a classe dos
carcinomas que se originam na regidao final dos ductos que se associam as
estruturas acinares. Esta regido € designada de unidade terminal ducto-lobular
(TDLU). As TDLUs (FIGURA 1) sédo consideradas as unidades funcionais da mama
(WARRI, SAARINEN, MAKELA, 2006). Clinicamente, este tipo de cancer pode
apresentar desde formas nao invasivas, ou “in situ”, cuja proliferacao celular esta
restrita a membrana basal, até formas em estadios mais avangados, ou invasivas,
cuja proliferacdo invade a membrana basal e o tecido adjacente, e até formas
altamente metastaticas, atingindo outros tecidos (FIGURA 2) (NAKHLIS E
MORROW, 2003; YUAN et al., 2005).
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1.2 TIPOS DE CANCER DE MAMA

Os sarcomas, correspondentes a menos de 1% das neoplasias malignas
que comprometem as mamas, sdo, em geral, assintomaticos, podem atingir grandes
dimensdes e tem origem nos tecidos conjuntivos. Habitualmente, estdo vinculados a
metastase via hematogénica, sendo os pulmdes e os 0ssos 0s principais alvos
(VIANA, MARTINS e GEBER, 2001).

Os carcinomas (tumores malignos de origem epitelial) sdo classificados,
quanto a localizagao e extensao, em carcinoma in situ e invasor e, de acordo com a
origem, séo classificados em ductal ou lobular (MENKE et al., 2006). A terminologia
“ductal” e “lobular” ainda é usada por razdes historicas, mas hoje ndo ha evidéncias
que sugerem que estes tumores sao derivados de células epiteliais ductais ou
lobulares. Desta maneira, as diferencas na sua morfologia sdo adequadas para
refletir as diferencas nos mecanismos de carcinogénese ao invés da origem
anatémica das lesdes (TURASHVILI et al., 2007).

A principal diferenga entre os carcinomas in situ e invasor esta no fato de
qgue o primeiro origina-se dentro dos ductos como uma proliferacao atipica do epitélio
ductal, que, eventualmente preenche e oblitera os ductos com células neoplasicas.
Sempre que o tumor permanecer limitado pela membrana basal do ducto, esse se
constitui em um carcinoma intraductal (n&o infiltrante). Enquanto o do tipo invasor
infiltra o estroma, independentemente da coexisténcia do componente in situ
(MENKE et al. 2006).

O carcinoma ductal in situ representa a forma inicial, ndo invasiva e com
bom prognéstico. A mamografia aparecem como microcalcificagdes lineares,
ramificadas ou em pequenos agrupamentos heterogéneos (FARIA, 1999;
BRASILEIRO FILHO, 2000; VIANA, MARTINS e GEBER, 2001). Estudos apontam
que aproximadamente 25 a 30% dos casos sem intervencao cirurgica (mastectomia),
que apresentam focos microscépicos deste carcinoma, podem desenvolver, em um
intervalo de 15 anos, o carcinoma invasivo (PAGE e ANDERSON, 1987).

O carcinoma lobular in situ corresponde de dez a 30% dos carcinomas in
situ e representa um fator de alto risco para o desenvolvimento do cancer invasor de
mama (FARIA, 1999; BRASILEIRO FILHO, 2000). Caracteriza-se pela hiperplasia
lobular anormal e multicentricidade (existéncia de um carcinoma em um quadrante

distinto daquele onde esta o tumor principal). Ocorre, em geral, na area central da
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mama e no quadrante superior externo. Cerca de 50% desta neoplasia se
desenvolve na mama oposta a biopsiada (FARIA, 1999).

O carcinoma ductal invasivo (IDC), correspondente a 75% dos carcinomas
de mama, pode apresentar: (1) regides de necrose, de microcalcificacdo, de
carcinoma in situ; (2) estroma geralmente fibroso; (3) massa palpavel endurecida,
com dois a trés centimetros, em média (FARIA, 1999; BRASILEIRO FILHO, 2000).
Em geral, cerca de dois tercos dos casos ja possui metastases ganglionares na
ocasiao do diagnostico (PAGE e ANDERSON, 1987; FARIA, 1999).

Todos os IDCs sao caracterizados pela formacao de tabulos ou ductos que
se infiliram através do parénquima de suporte da mama (YODER et al., 2007). As
caracteristicas citolégicas variam muito, podendo ser encontradas desde células
pequenas com nucleos homogéneos até células grandes com nucleos irregulares e
hipercromaticos. Nas margens da massa tumoral, as células neoplasicas infiltram-se
para dentro do estroma e do tecido fibroadiposo e, com freqiiéncia, ha uma invasao
dos espacos perivasculares e perineurais, bem como dos vasos sangiineos e
linfaticos (MENKE et al., 2007). Aproximadamente 20% dos IDCs podem ser
categorizados em subtipos especificos tais como tubular, medular, mucinoso,
papilar, micropapilar ou metaplasico. Cada subtipo é definido por caracteristicas
histopatolégicas e citoldégicas unicas. Os 80% restantes de IDCs ndo sao sub-
classificados, sendo chamados carcinomas ductais “sem outra especificagdo”.
Comparados com carcinoma ductal sem outra especificacdo, os subtipos tubular,
papilar e medular apresentam melhor progndéstico, enquanto os subtipos
micropapilar e metaplasico sao de pior prognéstico (YODER et al., 2007).

As caracteristicas genémicas dos IDCs estao mais fortemente associadas ao
grau histolégico (SBR) do que ao subtipo histolégico. Os IDCs de grau 1 possuem
relativamente poucas alteracbes cromossomais, com maior freqléncia de
aberrac6es ocorrendo como perdas genémicas em 169 e ganhos genémicos em 1q.
Outras alteracdes incluem ganhos genémicos em 8q, 11q, 16p e 17q, e perdas
gendmicas em 1p, 8p, 119, 13q e 22q. Aspectos adicionais de IDCs de baixo grau
sao: tendéncia a ser dipléide, apresentar baixa atividade mitética, ser tipicamente
receptor de estrogeno (ER) positivo, na maioria das vezes nao possuir amplificacao
de ERBBZ e frequientemente superexpressar ciclina D1 (YODER et al., 2007).

Em contraste com tumores de baixo grau, IDCs de alto grau (grau 3 SBR)

possuem mais extensas e complexas alteracbes genéticas. As alteracées mais
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notaveis sao ganhos genémicos em 8q, 179 e 20q, freqliientemente perdas em 17p e
perdas pouco freqlentes em 16qg. Outras alteracbes gendmicas comumente
relatadas em IDCs grau 3 sdo ganhos em 1qg (numa propor¢cdo bem menor do que
em tumores de grau 1), e perdas em 1p, 19p e 19q. IDCs de graus elevados tendem
a ser ER negativos, apresentam freqlientemente perda de funcdo de TP53,
usualmente superexpressam MYC e ERBB2, apresentam aneuploidia e tém um alto
indice mitético (YODER et al., 2007).

O carcinoma lobular invasivo (ILC) representa cerca de 10% dos casos de
cancer de mama, possui bom prognostico e sobrevida de dez anos em 80 a 90% dos
casos. Apresenta-se como uma massa palpavel ou lesdo mal definida e difusa,
sendo, neste caso, dificilmente detectada por mamografia. Em aproximadamente
60% dos casos verifica-se associacdo desse carcinoma ao carcinoma lobular in situ
(FARIA, 1999; BRASILEIRO FILHO, 2000). Os aspectos histopatolégicos que
descrevem os exemplos classicos de lesdes lobulares sao populacdes de pequenas
células aberrantes com pequenos nudcleos, acinos individuais e falta de coesao entre
as células. Os nucléolos geralmente ndo sdo visiveis, as mitoses sao raras ou
esparsas na maioria dos casos. O padrao de crescimento € distinto, com arranjo
linear de células locadas entre feixes de colageno formando as chamadas ‘“filas
indianas”. Estes arranjos freqlientemente se orientam envolta de estruturas fixas tais
como ductos de maneira espiralada (MARTINEZ e AZZOPARDI (1979) e FISCHER
et al. (1975) apud HANBY e HUGHES, 2008).

A principal caracteristica molecular especifica de carcinomas lobulares
invasivos e carcinomas lobulares in situ € a perda ou hipo-expressao de E-caderina
(CDHT1). A perda de expressao ocorre pela combinagdo de perda de heterozigose,
mutacao génica ou silenciamento do promotor que levam a inativacao bialélica do
gene. O restante do perfil molecular dos ILCs é distintivo, porém nao é inteiramente
unico. Eles séo tipicamente negativos para EGFR1 e ERBB2 e positivos para
citoqueratinas 1, 5, 10 e 14, ER e PR. Porém, é importante observar que alguns
carcinomas ductais apresentam este mesmo perfil (ARPINO et al., 2004). Estudos
citogenéticos mostram que os ILCs possuem poucas alteragcées quando comparados
com outro tipo de cancer de mama. As modificacdes classicas séo a perda de 16q e
ganho de 1p e, em termos de numeros gerais de modificacoes, ILCs se assemelham
a carcinomas ductais de grau 1. Estudos moleculares recentes sugerem que existem
outras modificacdes especificas e caracteristicas observadas em ILCs, sendo uma
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delas a amplificagdo do gene do receptor de fator de crescimento de fibroblastos no
locus complexo 8p11.2 (HANBY e HUGHES, 2008).

Existem também associacées de distintas caracteristicas bioldgicas nos
ILCs, incluindo um risco aumentado de doenca bilateral, multifocalidade com lesdes
descontinuas, propensdo aumentada a metastases para colon intestinal e
propagacgao para sitios incomuns, dos quais 0s componentes gastrintestinais sdo os
preferidos (HANBY e HUGHES, 2008).

Os carcinomas lobulares invasivos acometem mais comumente mulheres de
idade igual ou superior a 50 anos e estdo correlacionados estatisticamente ao abuso
de alcool, como fator de risco. Muitos autores estabelecem subtipos de carcinoma
lobular invasivo, sendo eles: sélido, alveolar, pleomérfico e tubular. Estes subtipos
podem aparecer puros ou associados. Como um grupo, estas lesdGes variantes
apresentam pior prognéstico do que a forma classica (HANBY e HUGHES, 2008).

O Carcinoma Inflamatério constitui de 1 a 3% dos canceres de mama e
sua apresentacao clinica caracteriza-se pelo predominio dos fendbmenos
inflamatérios da pele da mama (flogose, eritema, aumento da temperatura local e
nitido edema com espessamento cutaneo). E uma das formas mais agressivas de
cancer de mama. Essa apresentacdo clinica resulta da embolizagdo tumoral em
vasos linfaticos dérmicos. O quadro pode evoluir para lesdes ulcerativas. A maioria
das pacientes possui um carcinoma invasivo subjacente, geralmente de volume
grande e de localizagdo central. De fato, tal carcinoma ndo representa um tipo
histolégico, e sim uma entidade clinica. Normalmente, o tipo histolégico de origem é
o carcinoma ductal invasor e, raramente, um carcinoma lobular invasor e mucinoso
(MENKE et al., 2007).

A Doenca de Paget representa 0,7 a 4% dos canceres de mama.
Caracteriza-se por alteracdo unilateral do mamilo e/ou da aréola, que pode incluir
vesiculas areolares recorrentes, eczema eritematoso crénico, lesdo psoriatica e até
uma lesdo erosiva. Prurido e aumento da sensibilidade sédo frequentes. Em
praticamente todos os casos, € encontrada lesdo maligna subjacente: carcinoma
intraductal em 65% e carcinoma ductal invasivo em 30% das vezes.
Aproximadamente 60% das pacientes com doenca de Paget apresentam massa
palpavel, e as demais, geralmente, ttm mamografias alteradas. Na microscopia
observam-se células claras grandes com nucleos atipicos, denominadas células de
Paget, concentradas na membrana basal da epiderme. A origem dessas células é
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controversa. A teoria mais aceita € a de que a célula migraria de um tumor
intraparenquimatoso, através dos ductos, até o epitélio papilar. Outra hipbtese
sugere o inverso: que a célula maligna se originaria da propria epiderme. O
progndstico depende da presenca ou ndo de lesédo subjacente (MENKE et al., 2007).

O tumor Filodes, antigamente chamado de cistossarcoma filodes, € uma
neoplasia composta por elementos epiteliais e mesenquimais de comportamento
bastante variavel. Nao é muito freqlente, representando 2 a 3% dos tumores
fibroepiteliais. Apresenta maior freqiiéncia entre os 30 e 40 anos de idade.
Macroscopicamente, o tumor € arredondado, bem-circunscrito e firme, apresentando
didmetros que variam de menos de 5 até 20 cm, apresenta areas sélidas e
degeneracao cistica, pode haver necrose e hemorragia. Microscopicamente,
apresenta hipercelularidade estromal e elementos glandulares benignos. A
recorréncia local € encontrada em aproximadamente 20% dos casos, com taxas
similares para lesdes benignas e malignas. Metastases a distancia ocorrem em
menos de 5% de todos os tumores filodes e em aproximadamente 25% dos
classificados histologicamente como malignos. As metastases sao de origem
estromal, preferentemente heméticas, e quase ndo ha disseminagéo para linfonodos
regionais (MENKE et al., 2007).

1.3 ESTADIAMENTO DO CANCER E SISTEMA TNM

A determinacdo do estadio do cancer de mama baseia-se em conceitos de
localizacdo da doenca e tamanho do tumor, acometimento de linfonodos regionais e
presenca de metastases a distancia. Os tumores de mama sao classificados usando
os critérios estipulados pelo sistema de classificacdo TNM criado pela AJCC (The
American Joint Committee on Cancer) e UICC (Union Internationale Contre le
Cancer). Este sistema (ANEXO 1) baseia-se no tamanho do tumor (T), no
envolvimento de linfonodos (N) e na presenca de metastases distantes (M) (STYBLO
e WOOD, 1998). A Tabela 1 mostra resumidamente a classificacdo dos tumores pelo
sistema TNM.
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TABELA 1 - CLASSIFICAGAO DOS TUMORES EM ESTADIOS

T N M

Estadio 0 Tis NO MO
Estadio | T1 NO MO
Estadio Il A T0 N1 MO
T1 N1 MO

T2 NO MO

Estadio Il B T2 N1 MO
T3 NO MO

Estadio Ill A T0 N2 MO
T1 N2 MO

T2 N2 MO

T3 N1/N2 MO

Estadio Il B T4 NO/N1/N2 MO
Estadio Ill C Qualquer T N3 MO
Estadio IV Qualquer T Qualquer N M1

Fonte: INCA, 2006.

O TNM atual ressalta a importancia do numero de linfonodos acometidos no
carcinoma mamario diagnosticado e a importancia na precisdo do diagnéstico. A
presenga de metastases em linfonodos axilares e o tamanho do tumor sdo os
principais fatores prognésticos, porém, em aproximadamente 30% dos casos sem
acometimento de linfonodos a paciente vem a oObito por causa da doenca,
ressaltando a necessidade de identificacdo de fatores prognésticos adicionais
(RADICE e REDAELLI, 20083).

A necessidade de apontar as pacientes que tém um risco aumentado de
recorréncia da doenca e uma pior evolucao clinica tem conduzido muitos estudos
voltados para a identificagdo de novos fatores progndsticos para o cancer de mama.
Atualmente, uma das areas mais promissoras na pesquisa contra o cancer é a
identificacdo de marcadores moleculares tumorais que possam ser utilizados como

ferramentas no diagnéstico, prognostico e tratamento de pacientes com cancer.



30

1.4 MARCADORES MOLECULARES DO CANCER DE MAMA

As caracteristicas moleculares dos diversos tumores estdo sendo estudadas
e exploradas com o objetivo de se determinar o risco de desenvolvimento da
doenca, o prognéstico global e a resposta aos tratamentos (quimioterapia e
radioterapia). Alguns exemplos de genes envolvidos no processo de tumorigénese
da mama e que estdo sendo utilizados como marcadores moleculares séo: o
oncogene ERBB2, os receptores de horménios esterdides (receptor de estrégeno e
receptor de progesterona), o gene supressor de tumor TP53, o receptor de acido
retindico B, o gene PDGF (Platellet Derived Growth Factor), o gene VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) (KEEN e DAVIDSON, 2003).

O gene ERBB2, também denominado HER-2 ou neu, localizado no
cromossomo 1721, estd superexpresso em aproximadamente 20% a 25% dos
carcinomas ductais de mama, mas estes indices podem aumentar para 40% em
casos de pacientes com invasdo de linfonodos (linfonodo positivas — L+). Esse
oncogene codifica uma glicoproteina transmembrana contendo 185 kDa,
denominada de p185°®°, que é semelhante ao receptor do fator de crescimento
epidérmico e possui atividade tirosina-quinase em sua porcao carboxi-terminal
(SILVA, SADDI, MOMOTUK, 2002). Em geral, mulheres com carcinoma invasivo
ERBB2 positivo possuem uma doencga mais agressiva, com uma probabilidade maior
de reincidéncia, um pior prognéstico e uma sobrevida menor, quando comparadas
com as mulheres ERBB2 negativo (HENRY e HAYES, 2006).

Em 1992, foi desenvolvido o anticorpo monoclonal Herceptin, também
designado de trastuzumab, que se liga com grande afinidade ao dominio extracelular
do ERBB2, impedindo a sinalizacdo de crescimento desencadeada pelo ERBB2. O
tratamento apenas com Herceptin produziu resposta anti-tumoral em 15-20% das
pacientes com metastase de carcinoma de mama e, em associagcdo aos outros
quimioterapicos (doxorrubicina, ciclofosfamida ou paclitaxel), o Herceptin aumentou
a eficacia da quimioterapia, com aumento geral da sobrevida (OLIVEIRA, SANTOS,
KANAMURA, ALVES, 2003).

O receptor de estrogeno também é importante no contexto do cancer de
mama, por mediar os efeitos do estrogeno. Dois tercos de todos os tumores sao
receptor de estrégeno positivo (ER+) (GRUVBERGER et al., 2001). Tumores mais

agressivos, com pouca diferenciacdo celular, apresentam pouca ou nenhuma
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expressao de RE (MILLIS, 1980; CLARKE et al., 1994). Os receptores de estrégeno,
apos ligacao ao estrégeno, mudam de conformacgéo e se ligam diretamente ao DNA,
controlando a transcricdo de genes especificos (LEADER, WANG, FU, PESTELL,
2006). A expressao génica do ER é controlada por mecanismos epigenéticos que
incluem a metilacdo do seu promotor e a compactacdo da cromatina pela
acetilacdo/desacetilagéo das histonas (LEADER, WANG, FU, PESTELL, 2006).

Clinicamente, a terapia enddcrina com drogas anti-estrégenos ou inibidores
da aromatase sdo utilizadas nos casos em que os tumores apresentam ER+. Assim
o anti-estrégeno tamoxifen liga-se ao receptor tornando-o nao funcional, enquanto
os inibidores de aromatase reduzem os niveis de estrogenos. A maioria dos tumores
ER+ séao inicialmente responsivos ao tamoxifen. Os inibidores de aromatase tais
como o anatrazol e letrozol sdo especialmente usados em pacientes que se tornam
resistentes ao tamoxifen. Entretanto existem pacientes que se tornam resistentes a
essas duas abordagens de tratamento (IKEDA e INOUE, 2004).

O gene receptor de progesterona (PR), importante para o desenvolvimento
da glandula mamaria e do aparelho reprodutor feminino, codifica duas isoformas,
hPRA, com 79 kDa, e hPRB, com 109 kDa (LINHARES et al., 2005). hPRB é um
ativador transcricional mais forte que a hPRA, enquanto este atua como inibidor do
hPRB e de outros receptores, como o ER, receptor de glicocorticdide, andrégeno e
mineralocorticéide (GRAHAM et al., 2005). O ER ¢é o principal ativador transcricional
da isoforma hPRB. O PR promove a proliferacao celular e pode ser expresso em
tecidos normais e neoplasicos (LIU, ZHANG, ZHANG, YANG, 2004). Normalmente,
em tecidos normais, as células expressam as duas isoformas em niveis
equivalentes; enquanto que, em tumores, predomina a expressao de uma isoforma,
geralmente a hPRA. Pacientes com cancer de mama, linfonodo positivas, e que
expressam predominantemente hPRA possuem pior prognéstico e respondem
menos ao tratamento com hormdnios que mulheres com maior expressao de hPRB.
No entanto, casos com hiperexpressdao de hPRB podem ser mais resistentes a
quimioterapia (GRAHAM et al., 2005). A perda de expressao deste receptor e do ER
constitui um potencial mecanismo de resisténcia a terapia hormonal e, em ambos os
casos, a hipermetilacdo do promotor desses genes tém papel importante neste
contexto (LIU, ZHANG, ZHANG, YANG, 2004).

Além desses marcadores moleculares ja estabelecidos para o cancer de

mama, novos genes com potencial diagndstico e prognédstico tém sido amplamente
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estudados. Podemos citar algumas integrinas, como a integrina o634 que parece ter
um valor prognéstico quando analisada em conjunto com a laminina-5; o gene PLAU
(uPA), que possui expressdo elevada em tumores de mama e parece estar
associado a um pior prognéstico, e o gene PTGS2 (COX2) cuja expressao esta
associada a um pior prognéstico e a uma menor sobrevida global livre de doenca
(KEEN e DAVIDSON, 20083).

1.5 EPIGENETICA E CANCER

As alteracdes genéticas que levam ao cancer incluem amplificagcdo génica,
dele¢des, mutacdes de ponto, perda de heterozigose e rearranjos cromossémicos.
Além dessas, tem-se destacado o estudo de alteracdes epigenéticas (BAYLIN, 2002;
ANTEQUERA, 2003).

Epigenética é o termo aplicado a mudancas herdaveis na expressdao de um
gene sem alteracdo na sequéncia de DNA. Nos ultimos anos, diversos trabalhos
indicam que as mudancas epigenéticas tém um papel essencial na tumorigénese. As
principais alteragdes epigenéticas que ocorrem durante o desenvolvimento de um
tumor sdo anormalidades na metilagdo (hipermetilacdo) de genes supressores de
tumor e modificacbes das histonas na cromatina (MOMPARLER, 2003), além de
hipometilacdo gendmica global, hipometilacdo gene-especifica de oncogenes e
perda de “imprinting” (FEINBERG, OHLSSON e HENIKOFF, 2006).

Dois principais mecanismos epigenéticos (FIGURA 3) que acarretam na
alteragdo da estrutura tridimensional da molécula de DNA, com conseqlentes
mudancas na expressao génica, compreendem a modificagdo covalente do DNA
e/ou das histonas (VERMA e SRIVASTAVA, 2002; WAGGONER, 2007).
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Figura 3. Esquema das principais modificagbes epigenéticas.

Fonte: RODENHISER e MANN, 2006.

Nota: Em eucariotos, 146 pb de DNA genémico envolve um octadmero de histonas (composto de duas
copias das histonas H2A, H2B, H3 e H4) para formar a unidade basica da cromatina, os
nucleossomos. A cromatina, por sua vez, € condensada para formar uma estrutura ainda mais
compacta, o cromossomo. As modificagdes epigenéticas, embora herdaveis, sdo reversiveis, ocorrem
ao nivel de DNA e/ou de histonas e regulam a organizagao da cromatina, bem como a expresséao de
genes.

A metilacdo no carbono 5 de citosinas dos dinucleotideos CpG (FIGURA 4)
€ uma caracteristica de genomas eucaridticos e é um dos principais mecanismos
epigenéticos de regulacdo da expressao génica. A transferéncia do grupo metil ao
carbono 5 da citosina € catalisada pelas DNA metiltransferases (DNMTs).
Aproximadamente 60 - 90% dos dinucleotideos CpG dispersos pelo genoma sao
metilados enquanto que as regides ricas em CpG denominadas “llhas de CpG” sao
desmetiladas (NAKAO, 2001). Gardiner-Garden e Frommer (1987) definem uma ilha
de CpG como uma regido de DNA maior que 200 pb que contém pelo menos 50%
de G+C e uma razdo entre o observado e o esperado da frequéncia de
dinucleotideos CG maior ou igual a 0,6. Estima-se que 60% dos genes humanos sao
associados a ilhas de CpG. Por analises computacionais do genoma humano
calcula-se que existam aproximadamente 29 mil ilhas de CpG (VENTER et al.,
2001). A localizacao destas llhas de CpG n&o é randdmica no genoma, localizando-
se preferencialmente na regido promotora dos genes. Sabe-se que estas ilhas sao
encontradas nas proximidades de genes de expressao constitutiva e em 40% das
regides promotoras de genes que apresentam expressao tecido-especifica (NAKAO,
2001).
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Figura 4. Representagao do dinucleotideo CpG e do grupamento metila a ser inserido no carbono 5
da citosina (5-metilcitosina).
Fonte: Modificado de DESIGNED UNIVERSE, 2006.

A presenga de ilhas de CpG foi correlacionada com a estrutura génica
guando observou-se que as regides do genoma acessiveis a nucleases, e, portanto,
ativas transcricionalmente, continham DNA hipometilado. Este dado associado ao
fato de que, estas ilhas se localizam preferencialmente na regido promotora dos
genes, sugeriu um papel importante destas regidées na regulagdo da expressao
génica. De modo geral, a presenca de metilacdo nas ilhas de CpG das sequéncias
promotoras dos genes pode ser correlacionada com o silenciamento génico
(FIGURA 5) (ESTELLER, 2002).
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Figura 5. Representacdo esquematica da metilagdo como mecanismo de inativagdo génica.

Fonte: Modificado de ESTELLER, 2002.

Nota: As caixas amarelas representam os éxons do gene, os circulos representam dinucleotideos
CpG. Os circulos pretos representam a presenca do grupamento metil na citosina, os circulos
brancos denotam auséncia deste.

Varios mecanismos foram propostos para explicar o papel da metilacao na
diminuicdo da atividade transcricional. Em um primeiro modelo foi proposto que os
residuos de citosina metilados poderiam interferir diretamente na interacao de
fatores de transcricdo aos seus sitios de ligacao, uma vez que o grupo metil se
projeta no sulco maior da dupla fita de DNA. Além desta interferéncia direta, um
segundo modelo propde que a metilagdo dos dinucleotideos CpG tenha
consequéncia direta no posicionamento nucleossomal precedendo a montagem
desta estrutura. Dessa forma, a estrutura nucleossémica compactada silencia mais
eficientemente a transcricdo do que a estrutura convencional da cromatina
(ESTELLER, 2005). Atualmente, sabe-se que a informacao armazenada por ilhas de
CpG hipermetiladas é, em parte, interpretada por proteinas que se ligam a residuos
metilados Methyl Binding Domain Proteins (MBDs). As MBDs sao importantes
“tradutoras” entre a metilacdo do DNA e genes modificadores de histonas que
estabelecem um ambiente de cromatina transcricionalmente inativo (ESTELLER,
2007). Sabe-se que as MBDs podem recrutar complexos protéicos contendo co-
repressores e histonas deacetilases (HDACs) e, com base nessa interacao, foi

proposto que a ligagdo destes complexos ao DNA levaria a uma mudanga na



36

estrutura da cromatina impedindo a transcrigdo (YANG, YAN e DAVIDSON, 2001).

A maioria das modificacbes nas histonas ocorre nas suas caudas amino-
terminais. Varias modificacbes sdo compativeis com o silenciamento génico. Em
geral, a desacetilacdo das histonas leva ao silenciamento génico, enquanto a
acetilacdo leva a ativacao génica. Deste modo, ilhas de CpG hipermetiladas séo
conhecidas por exibir um codigo de modificacdo de histonas, caracterizado
especialmente por hipoacetilacdo e metilagdo, que deve ser lido por fatores
nucleares (JENUWEIN, 2001 e TURNER, 2002 apud ESTELLER, 2007). Outras
conexdes encontradas foram que as DNMTs também sdo capazes de recrutar
HDACs, enquanto de outro lado, ambas DNMTs e MBDs recrutam histona
metiltransferases (HMTs) que modificam a lisina 9 da histona H3 (ESTELLER, 2007).

A metilacao do DNA esta envolvida em varios processos biolégicos normais,
como o “imprinting” genémico e a inativagcao do cromossomo X. Mutacées em genes
que afetam o padréo global de metilagdo podem dar origem a véarias doengas, como
€ 0 caso da sindrome do X fragil que pode ser causada pela metilagdo de novo da
regiao 5 nao transcrita do gene FMR1, o que gera, em determinadas condi¢cbes, um
sitio fragil no cromossomo X. Em niveis mais globais, a Sindrome ICF
(Immunodeficiency, centromeric region instability and facial anomalies) é causada
por mutagcdes no gene da DNMT3b, que € uma enzima essencial no estabelecimento
dos padrées de metilacdo. Varias sindromes herdadas também sédo geradas devido
a falta do “imprinting” gendémico, como é o caso da sindrome de Angelman, a
sindrome de Prader-Willi e a sindrome de Beckwith-Wiedemann (BWS) (EGGER et
al., 2004).

Alteracbes nos padrdes normais de metilacdo sdo aspectos comuns em
células transformadas. Varios estudos revelaram que alteragbes no padrdao de
metilacdo sdo eventos primarios no processo de tumorigénese e contribuem
diretamente para transformagéo das células normais (PRADHAN e ESTEVE, 2003).
A possivel associacao entre metilagcao e cancer surgiu da observacao de que grande
parte dos genes supressores de tumor continha ilhas de CpG nas suas regides
promotoras e geralmente apresentavam alteracdes nos padrées de metilacdo nas
células transformadas em relacao ao tecido normal (TEODORIDIS, 2004). Analises
do padrao global de metilacado em células tumorais sugerem que diferentes tipos de
tumores apresentam padrdes de metilacdo especificos e, no geral, foi visto que em

processo de transformacdo maligna, regides normalmente metiladas, como
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elementos repetitivos, perdem substancialmente a metilacdo e se tornam
hipometiladas, enquanto que genes que contém ilhas de CpG normalmente nao
metiladas, como é o caso de alguns genes supressores de tumor, sao silenciados
em decorréncia de um aumento na densidade de metilagdo de seus promotores
(CLARK e MELKI, 2002). A andlise do padrdo global de metilacdo em diferentes
tipos de tumores tem demonstrado que a metilagdo de algumas ilhas de CpG
acontece em varios tipos de tumores enquanto outras sdao metiladas apenas em
tipos de tumores especificos (PARRELLA et al., 2004).

Estudos envolvendo inibidores de metilacao in vivo e in vitro e analises de
camundongos deficientes em DNA-metiltransferases indicam a importdncia da
hipometilacdo na tumorigénese (EHRLICH, 2002). Foi proposto que a hipometilacao
contribui para a malignidade da célula por estar agindo diretamente na ativacado de
certos oncogenes, como € o caso do THRA (ERBAT) e do BCL2 em leucemia
linfocitica crénica (LIPSANEN, 1988), e por estar agindo também na ativacdo de
retrotransposons latentes, como o Long Interspersed Nuclear Elements (LINE) e/ou
na instabilidade cromossémica (EHRLICH, 2002).

A hipermetilagdo de regides especificas na célula tumoral contribui na
progressado da doenca por estar relacionada principalmente com o seu potencial na
inativagdo génica. As regides que se tornam metiladas sdo, normalmente, ilhas de
CpG de promotores de certos genes envolvidos na regulacdo do ciclo celular, no
reparo de DNA, na resisténcia a drogas, na detoxificacdo, na diferenciacao celular,
na apoptose e no desenvolvimento de metastase (CLARK e MELKI, 2002). Desta
maneira, uma alteracdo epigenética pode levar a lesdes genéticas, um evento de
hipermetilagdo que muda todo o ambiente molecular da célula. Isso € bem comum
quando o silenciamento ocorre em genes de reparo como MMR (DNA Mismatch
Repair), fazendo com que aconteca o acumulo de mutacées no DNA, principalmente
em genes regulatérios chave que conseqguentemente vao evoluir para o cancer
(ESTELLER, 2007).

A primeira constatacado da presenca de metilagdo em ilhas de CpG de um
gene supressor de tumor humano foi feita por Greger et al., em 1989, quando
estudavam o gene de retinoblastoma. Desde entdo, as descricoes de inativacédo
génica por metilagdo em células tumorais vém crescendo na literatura. Entre os
genes regulatorios normalmente metilados em células tumorais além do gene RB1

em retinoblastomas (como citado anteriormente), também o gene VHL em
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carcinomas esporadicos de células renais, 0 H19 em tumores de Wilm’s, o CDKN2B
(p15) em leucemias e 0 CDKN2A (p16) em varias linhagens tumorais (BEN-KAUS et
al., 2005).

Em tumores de mama, muitos estudos tém analisado o perfil de metilacdo
durante a formacao e progressao da doenca. Entre os genes comumente metilados
nesses tumores podemos citar o receptor de estrogeno (ER), Progesterona (PR), a
E-caderina, o RASSF1, o SCGB3A1 (HIN1), o TWISTT1, a ciclina D2, o RARB, o
THRB, o BRCA1 e o GSTP1 (LIU, ZHANG, ZHANG, YANG, 2004; BAE et al., 2004;
ESTELLER, 2005).

Diferente das mutacbes de ponto e cromossbmicas, as mudancas
epigenéticas sao reversiveis, aumentando a possibilidade do desenvolvimento de
terapias baseadas na restauracao do estado normal de genes associados ao cancer.
Tem sido proposta a agédo anti-tumoral de agentes desmetilantes, principalmente os
derivados da molécula 2’-deoxicitidina, assim como de inibidores de histona
deacetilases tais como SAHA (suberoylanilide hidroxamic acid), partindo do principio
de que estes agentes podem reativar a expressao de genes supressores de tumor e
da observacao de que estes agentes podem restaurar a sensibilidade de tumores a
alguns agentes quimioterapicos (EGGER et al, 2004; ESTELLER, 2005). Os
agentes desmetilantes sdo moléculas fosforiladas, analogas a nucleotideos e sao
incorporados a fita do DNA durante a replicacdo. Uma vez incorporados, eles
complexam com as DNMTs e as inativam impedindo a metilagdo do DNA
(ESTELLER, 2005). Apesar de alguns desses agentes, tais como 5-aza-2’-
deoxicitidina ja estarem sendo usados clinicamente, é preciso ter muita cautela
sobre seus efeitos, tendo em vista que as modificacoes epigenéticas causadas por
estas drogas sao globais e podem levar a ativacdo de muitos genes nao sendo
possivel prever seu efeito final no organismo do paciente. Enfim, poderia ser
possivel o desenvolvimento de terapia epigenética para modificacdes epigenéticas
chave ou gene-especificas, usando, por exemplo, fatores de transcricao projetados
para um alvo especifico ou microRNA (FEINBERG, OHLSSON e HENNIKOFF,
2006).

Além das possibilidades terapéuticas, a identificacdo de mudancgas no
padrdao de metilagdo em tumores pode gerar marcadores moleculares para o
diagndstico e prognostico do cancer (BROCK, 2001). Uma vantagem clara do estudo

da metilacdo de genes como marcadores moleculares em tumores é que, para cada



39

cancer, a hiper ou hipometilacdo acontece sempre na mesma regiao de um
determinado gene, ao contrario das mutacdes, que ocorrem em qualquer por¢ao dos
genes e podem ser de diferentes tipos. Além disso, a hipermetilacdo pode ser
detectada mesmo em meio a um grande numero de células normais, enquanto
outras alteracbes genéticas como as perdas de heterozigose (LOH) ou delecdes
homozigoticas ndo sao detectadas nesse contexto (ESTELLER, 2002). A relevancia
disso tem sido reforcada pelo emprego de tecnologia genO6mica para estudo
diferencial da metilacdo de genes em larga escala, através de analise de
microarranjo de amostras de tecidos normais e de cancer. Esses trabalhos
correlacionam perfis de metilacdo alterados em determinados dinucleotideos CpG
com a progressdo para a doenga maligna (ADORJAN et al., 2002) e associam a
hipometilacao global a um pior progndstico ou recorréncia apos o tratamento (WEI et
al.,, 2002). No novo modelo do progenitor epigenético do cancer, proposto por
Feinberg, Ohlsson e Hennikoff (2006) ressalta-se a importancia dos marcadores
moleculares epigenéticos na deteccao precoce do cancer, tendo em vista que as
alteracoes epigenéticas ocorreriam nos estagios iniciais da progressao tumoral,
provavelmente fornecendo a identidade das diferentes células-tronco progenitoras
de cancer, as quais sofreriam expansao clonal (origem policlonal do cancer). Dessa
forma, seria possivel diagnosticar um cancer por alteragdes epigenéticas
especificas, encontradas nos fluidos corporais, por exemplo, antes mesmo do tumor

se instalar.

1.6 FAMILIA ADAM E CANCER

A Familia ADAM (A Disintegrin And Metaloproteinase), também chamada
de MDC (Metaloproteinase-like, Disintegrin-like, Cysteine-rich), € um subgrupo da
superfamilia de metaloproteinases dependentes de zinco e € composta, até o
momento, por 40 membros que foram descritos em vertebrados e em varias outras
espécies incluindo Drosophila melanogaster, Caenorhabditis elegans e Xenopus
laevi. Porém, ndo ha relatos na literatura da descricdo dos membros desta familia
em Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae ou em plantas. Em fungos foram
descritas duas novas ADAMs em Aspergillus fumigatus (LAVENS et al., 2005) e o

fungo Schizosaccharomyces pombe possui uma proteina que parece ser uma forma
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progenitora de proteinas da familia ADAM Z98844. Além disso, até o momento,
apenas 24 dos membros desta familia foram descritos em humanos (UNIVERSITY
OF VIRGINIA SCHOOL OF MEDICINE, 2005).

Sabe-se que as proteinas que fazem parte desta familia sdo capazes de
promover interacdes célula-célula e célula-matriz extracelular e de atuar na clivagem
proteolitica de citocinas, fatores de crescimento e seus respectivos receptores. Os
membros da familia ADAM estdo envolvidos em processos biolégicos complexos
como, por exemplo, a miogénese, a adipogénese, a neurogénese e a fertilizacdo
(PRIMAKOFF e MYLES, 2000; SEALS e COURTNEIDGE, 2003). O envolvimento de
alguns membros da familia em processos patolégicos, como inflamacao, artrite
reumatoéide, hipertrofia cardiaca, asma, Alzheimer e cancer, também ja foi descrito.
Além disso, a utilizacao de inibidores de ADAMs como terapia em varias doencas ja
foi proposto (MOSS e BARTSCH, 2004).

As proteinas que fazem parte da Familia ADAM s&o glicoproteinas
transmembranas ou secretadas. Muitos membros possuem varias isoformas que sao
produtos de processamento alternativo (splicing), os quais podem exercer a mesma
funcdo ou funcbes distintas na célula (principalmente as isoformas secretadas)
(PRIMAKOFF e MYLES, 2000; SEALS e COURTNEIDGE, 2003).

Os membros desta familia sdo proteinas formadas por multidominios
(Figura 6). Entre eles estdo os dominios metaloproteinase, que tem a fungéo de
clivagem proteolitica, e o dominio disintegrina, que tem funcao de adesao celular. Os
outros dominios que formam a proteina sdo: uma sequéncia sinal, que direciona a
proteina ao seu sitio de atividade; um pré-dominio, que tem funcédo de bloquear a
atividade de protease; uma regido rica em cisteina que conecta as ADAMs a
moléculas de superficie celular, podendo interagir com sindecans, que podem
facilitar interagdes célula-célula e célula—matriz, possuindo também funcédo de
adesao; um dominio EGF-like, com fungcdo supostamente de fusdo de membranas
(ITO et al,, 2007); um dominio transmembrana, que ancora a proteina @ membrana
da célula; e uma cauda citoplasmatica que atua como sinalizador intracelular sendo
passivel de fosforilagdo (PRIMAKOFF e MYLES, 2000; SEALS e COURTNEIDGE,
2003).
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Figura 6. Representacdo esquematica de uma proteina da Familia ADAM contendo seus dominios.
Fonte: Modificado de SEALS e COURTNEIDGE, 20083.

Tipicamente o pré-dominio mantém a atividade enzimética destas proteinas
inativa e sua remocgao ativa o dominio de metaloproteinase, além disso, este dominio
tem uma fungcdo secundaria de chaperonina que parece realizar o enovelamento
correto da proteina. A remocao do pré-dominio é feita através da acdo de
convertases, como a furina, ou através de auto-catalise (SEALS e COURTNEIDGE,
2003).

O dominio de metaloproteinase para ser ativo depende da presenca da
sequéncia consenso de aminoacidos HEXGHXXGXXHD. Em metaloproteinases de
matriz (MMPs), os trés residuos de histidina (H) deste sitio constituem os trés
ligantes de zinco e o residuo de acido glutdmico (E) € o sitio ativo. Apesar da
conservacao deste sitio catalitico, a caracteristica estrutural distinta de cada membro
da familia deve determinar a especificidade de seu substrato e de seus inibidores.
Algumas proteinas da familia ADAM possuem este dominio inativo por apresentarem
um ou mais residuos de aminoacidos diferentes nesta regido, incompativeis com a
atividade enzimatica. Esse é o caso das ADAMs 2-7, 11, 14, 16, 18, 22, 23, 27 e 29.
Os membros, 1, 8-10, 12, 13, 15-17, 19-21, 24-26, 28, 30 e 33, que possuem a
seqUéncia consenso ativa de metaloproteinase tém um papel biolégico importante
no processamento (clivagem, ativacao e liberacdo de ectodominios) de proteinas da
superficie celular (atividade de sheddase) e protedlise de componentes da matriz
extracelular. Estes processos sao criticos no remodelamento da superficie celular,
na regulacdo da disponibilidade de fatores de crescimento e na modulacdo da
capacidade das células de responderem a estimulos extracelulares
(STAMENKOVIC, 2000).
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O dominio de disintegrina tem funcdo de adesao tanto célula-célula como
célula-matriz extracelular e age como ligante de integrinas na superficie celular
(LENDECKEL et al., 2004). As disintegrinas foram, inicialmente, descritas como
proteinas sollveis e pequenas. Estas moléculas sdo componentes do veneno de
cobra Viperidae que interferem eficientemente com a agregacéao de plaquetas pela
sua ligagdo com a integrina a11bp3, via seqiiéncia RGD, resultando no impedimento
da ligacao das plaquetas com seus ligantes naturais, como o fibrinogénio (SAGANE,
1999). O dominio de ligacdo a integrina nos membros da familia ADAM possui
aproximadamente 90 aminoacidos e algumas ADAMs apresentam uma seqiiéncia
de tripeptideo (arginina, lisina, acido aspartico - RGD) caracteristica que é exposta
em um Joop flexivel da estrutura protéica e determina, junto com as regides
adjacentes, a especificidade e afinidade das ADAMs as diferentes integrinas. Porém,
existem algumas integrinas que nao reconhecem RGD, mas se ligam a residuos de
acido aspartico na proteina (BECK et al., 2005).

As integrinas sdo uma superfamilia de receptores de adesao celular que
reconhecem ligantes de matriz extracelular, ligantes de superficie celular e ligantes
soluveis. Elas sdo compostas por heterodimeros de subunidades a e B
transmembrana, com dominios extracelulares de cada subunidade contribuindo com
o sitio de ligacdo. Quando o ligante estd acoplado ao receptor, as integrinas
transduzem o sinal para dentro da célula, ou ainda podem receber sinais
intracelulares que regulam sua afinidade ao ligante. Desta forma, elas servem como
uma conexao transmembrana entre contatos extracelulares (outras células e matriz
extracelular) e os microfilamentos de actina do citoesqueleto, cujo comportamento é
regulado e modulado pelas integrinas. Esses comportamentos celulares podem ser
de adeséo, proliferacao, sobrevivéncia ou apoptose, formato, polaridade, mobilidade,
haptotaxia, expressao génica e diferenciagcao, na maioria ditados pelo citoesqueleto.
Portanto, integrinas servem como ambos, sensores do ambiente molecular em que
se encontra a célula e efetores que conduzem forcas motoras exercidas pelo
citoesqueleto e pelo ambiente dinamico (TAKADA et al., 2007).

Consistente com suas propriedades de ligacdo com a matriz extracelular,
nao é surpreendente que as integrinas exercam um papel crucial durante todos os
estagios da metastase, incluindo migracéo celular, invasao e colonizacéo de tecidos
alvo. Modelos animais tém sido usados para demonstrar o requerimento de

integrinas durante a atividade metastatica na disseminacao de tumores primarios de
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mama para tecidos secundarios tais como pulmao. Metastases pulmonares de um
modelo experimental xenoenxerto de cancer de mama humano, por exemplo, foi
revelado serem enfraquecidas apds administracao sistémica de anticorpo inibitério
anti-B1 integrina. Similarmente, a administracdo de um peptideo desenhado para
bloquear os receptores a5p1 e avp3 se apresentou inibitéria para o crescimento e
metastase de células invasivas de tumor de mama humano (WHITE et al., 2007).

Os resultados do trabalho de Huang et al. (2005) indicam que distintas
ADAMs podem modular a migragao celular mediada por integrinas especificas sendo
que pode ser um padrdo imposto, ao menos em parte, por seus dominios
disintegrinas. Sumariamente, os estudos sobre a interacao funcional entre ADAMs e
integrinas indicam que as ADAMs podem modular, inibir ou auxiliar a migragcao
celular pelas integrinas independentemente da sua atividade metaloproteinase.

A disponibilidade de fatores de crescimento e seus receptores, assim como
as interacdes célula-célula e célula-matriz sdo importantes nos processos de
proliferacao celular, adesao e migracao (GIANCOTTI e RUOSLAHTI, 1999). Esses
processos, por sua vez, estdo diretamente relacionados com processos de formacao
e progressao tumoral e com a formacado de metastases. As propriedades dos
membros da familia ADAM, de atuar na protedlise e adesédo celular, as tornam
candidatas a mediar ambos, remodelamento de matriz extracelular e mudancas na
adesao celular que caracterizam certos processos patolégicos no desenvolvimento
tumoral. Além disso, a atividade catalitica de liberacdo de citocinas e fatores de
crescimento parece direcionar a migracao celular e controlar varias vias de
sinalizagéo ativadas no cancer (ARRIBAS e BECH-SERRA, 2006). Por todas estas
evidéncias, observamos atualmente um aumento na literatura correlacionando a
participacdo de alguns membros desta familia tanto no desenvolvimento quanto na
progressao tumoral.

O gene ADAMT11 foi originalmente identificado como um gene supressor de
tumor em céncer de mama (KATAGIRI, 1995) e a participacdo de varios membros
da familia ADAM (ADAMs 9, 10, 11 e 15) parece estar diretamente relacionada com
aspectos patolégicos de tumores hematolégicos (WU, 1997). O gene ADAM10
apresenta a sua expressdo aumentada em feocromocitomas e neuroblastomas e a
expressao dos genes das ADAMs 9, 10 e 17 é regulada por hormdnios andrégenos
na linhagem celular de tumor de préstata LNCaP (MCCULLOCH, 2000). Outro
membro desta familia génica, a ADAM17, tem um papel importante na progressao
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tumoral pela sua participagédo na ativagéo proteolitica de precursores de fatores de
crescimento de relevancia no cancer como, por exemplo, o TNF-a (MOSS et al.,
2001). Outro estudo realizado por Fabre-Lafay et al. (2005) sugeriu o papel desta
ADAM no processamento da Nectina-4, um novo marcador molecular sorolégico de
cancer de mama. Além disso, a ADAM12 e a ADAM9 foram correlacionadas com a
agressividade de tumores de figado e correlacionadas nestes tumores com a
expressao e atividade da MMP2 (metaloproteinase de matriz 2) (LE PABIC, 2003). A
proteina ADAM12 também foi encontrada hiper-expressa em tumores de mama
(KVEIBORG et al.,, 2005). Como descrito, um aumento de expressao de grande
parte das ADAMs mais amplamente expressas, como as ADAMs 9, 10, 12 e 17, tem
sido relatado numa variedade de tumores, mas mesmo com essa evidéncia ha
pouca compreensado da possivel contribuicdo da superexpressdo das ADAMs no
desenvolvimento tumoral. Quando possivel, experimentos funcionais indicam que a
superexpressdao de certas ADAMs favorece a progressdo tumoral e pode ser
clinicamente significativa, em contrapartida, até o0 momento nenhuma mutagéao nos
genes da familia ADAM foi encontrada em correlagdo com tumores (ARRIBAS e
BECH-SERRA, 2006).

Outro foco de estudo das proteinas ADAM no cancer é sua atividade
catalitica, através da qual elas podem atuar na desregulacao de vias de sinalizacao
celular que caracterizam a progressao tumoral, como é o caso das ADAMs 10 e 17,
que sao capazes de clivar Notch. Notch esta envolvido numa via de sinalizacédo
evolucionariamente conservada que controla a diferenciagéo celular e tem um papel
critico durante o desenvolvimento tumoral e angiogénese. Para a ativacao de Notch
€ necessaria a liberacdo do ectodominio para que o dominio intracelular seja
translocado ao ndcleo onde sua interacdo com fatores de transcricdo leva a
regulacao da expressao génica (ARRIBAS e BECH-SERRA, 2006).

Outro exemplo de desregulacdo de vias sinalizadoras é a ativacdo do
receptor do fator de crescimento endotelial (EGFR, também conhecido como HER).
Este receptor pertence a familia de receptores acoplados a tirosina quinase e induz
mudancas na expressao de genes que agem coordenados para regular diferentes
aspectos do comportamento celular relevantes no desenvolvimento tumoral. Os
ligantes de EGFR sao um vasto grupo de proteinas transmembranicas que podem
ser liberados da superficie celular pela atividade catalitica de ADAMs, principalmente
ADAMs 10 e 17 que foram as mais estudadas neste contexto. Ja existem
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especulacbes acerca de inibidores da liberacdo dos ligantes de EGFR como
tratamento anticancer para o bloqueio da via de EGFR, entre outras especulacoes
de usar as ADAMs como alvo de terapias contra o cancer (ARRIBAS e BECH-
SERRA, 2006). A Figura 7 faz um resumo geral sobre a participacao das ADAMs no

cancer.
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Figura 7. Uma visao geral das ADAMs na biologia do cancer.

Fonte: MOCHIZUKI e OKADA, 2007.

Legenda: Cinco diferentes vias podem estar envolvidas na mediacdo da proliferacdo celular e
progress@o do cancer pelas ADAMs. (1) Pro-ADAMs sdo ativadas por furinas ou metaloproteinases
de matriz. (2) A atividade de sheddase das ADAMs é estimulada por fatores externos (por exemplo,
12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetato — TPA), levando a liberagcdo de ligantes de superficie celular
tais como fator de crescimento epidérmico ligante de heparina (HP-EGF) e TGF-a. Este processo
possivelmente envolve as vias da proteina quinase C (PKC) e MAP quinase. Deste modo, fatores de
crescimento sollveis como HP-EGF ativam receptores de fatores de crescimento epidérmico nas
células de forma autdcrina e paracrina. (3) A interagdo dos dominios disintegrina e dominio rico em
cisteina das ADAMs com integrinas ou sindecans nas células pode ajuda-las a clivar os substratos
(ex. matriz extracelular — ECM). (4) As ADAMs modulam interagbes matriz extracelular—integrinas, e
deste modo elas podem indiretamente promover sinais de proliferacdo através das integrinas. (5) As
ADAMs podem processar outras moléculas indeterminadas ancoradas & membrana como as
quimiocinas, citocinas e seus receptores, 0os quais sdo relacionados a proliferagdo celular e a
progressdo tumoral. CR, dominio rico em cisteina; CT, cauda citoplasmatica; Dis, dominio
desintegrina; E, dominio similar ao fator de crescimento epidérmico, MP, dominio metaloproteinase;
Pro, dominio pro-peptideo; TM, dominio transmembrana.
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No cancer de mama, especificamente, a modulacao de varias ADAMs ja foi
constatada. Os niveis de RNAm das ADAMs 9, 15 e 17 estdo aumentados em
amostras cirargicas de cancer de mama. ADAM12, que é um gene modulador de
apoptose, como ja dito, estd superexpresso em amostras de cancer de mama,
enquanto lesbes nao-malignas de mama expressam baixas quantidades desta
metaloproteinase. A superexpressdao da forma soluvel da ADAM12 (variante de
splicing soluvel) acelera o desenvolvimento do tumor por deter a apoptose das
células tumorais. Estudos in vitro demonstraram que a superexpressdo de ADAM17
em células de céancer de mama aumenta suas propriedades invasoras e
proliferativas. Inversamente, a inibicdo desta proteinase reverte o fenétipo maligno
em células tumorais de mama por prevenir a liberagdo de TGF-a e anfiregulina. De
fato, a razao entre os niveis de proteina ativa/pro-proteina aumenta do tecido de
mama normal, para tumor primario de mama e para metastases linfonodais. A forma
ativa da ADAM28, superexpressa em células tumorais de mama, contribui para a
regulacao da proliferacao celular através da clivagem de IGFBP-3, intensificando a
biodisponibilidade de IGF-1. Além dessas correlacdes ja estipuladas entre ADAMs e
cancer de mama, algumas destas proteinas poderiam servir como marcadores de
resposta terapéutica. Os niveis aumentados de RNAm das ADAMs 9 e 11 em
tumores estdo de fato associados com melhor resposta ao tratamento com
tamoxifen e a producdo da proteina ADAM9 é um indicador de mau prognéstico
(ROCKS et al., 2008).

Em resumo, cada vez mais evidéncias s&o encontradas sobre uma
importante participagdo das proteinas da familia ADAM nos processos de formacao
e progressao tumoral. Apesar disso, até 0 momento, poucos estudos existentes na
literatura avaliam de forma sistematica o padrdao de expressao génica dos diferentes
membros da familia ADAM em diferentes tipos de tumores e correlacionam a
expressdao génica com fatores reguladores de expressdao como, por exemplo, a
metilacao.

No Instituto Ludwig de Pesquisa, o Laboratory of Molecular Biology and
Genomics (LMBG) coordenado pela Dra. Anamaria A. Camargo, Co-orientadora do
presente trabalho, realizou estudos da metilagdo do promotor do gene ADAM23 em
linhagens de tumor de mama. Verificou-se que o promotor do gene ADAM23 esta
diferencialmente metilado em linhagens tumorais de cérebro e de mama. Em

linhagens tumorais de mama verificou-se que 8 de 12 (66,7%) amostras
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apresentaram metilagdo no promotor deste gene e a mesma porcentagem de
metilagdo foi observada em tumores primarios. Também foi verificado que a
presenca de metilagdo no promotor desse gene esta associada com a auséncia de
expressdao do RNA mensageiro e da proteina (COSTA et al., 2004). Além disso, foi
observado que tumores em estadios mais avancados apresentam um maior grau de
metilacdo no promotor do gene ADAM23 indicando que a expressdo deste gene
deve estar sendo inibida durante a progressao tumoral. Outros dados ainda nao
publicados (trabalho submetido) indicam que o gene ADAM23 parece ser silenciado
por metilacdo em pacientes que apresentaram metastases a distdncia e
consequentemente diminuicao da sobrevida livre de doenca. Como Cal et al. (2000)
verificaram que a proteina ADAM23 atua como uma molécula de adesao interagindo
com a integrina B3, € possivel que o silenciamento deste gene esteja relacionado

com alteragcdes nas propriedades adesivas e migratérias das células tumorais.

1.7 ADAM33

O gene ADAM 33 humano foi inicialmente descrito por Yoshinaka et al. em
2002. Este gene esta localizado no cromossomo 20p13, possui uma fase aberta de
leitura de 2442 pares de base e codifica um transcrito de 22 exons, sendo a isoforma
(o) mais completa (variante 1/ NM_025220) composta de 813 aminoacidos. A outra
isoforma (B) presente no NCBI é a variante 2 (NM_153202) que possui 26
aminoacidos a menos que a variante 1, codificados pelo exon 17, localizado entre os
dominios rico em cisteina e EGF-like. Ambas isoformas possuem todos os dominios
que caracterizam os membros desta familia, incluindo a seqtiéncia consenso do sitio
catalitico de ligacdo ao zinco (YOSHINAKA et al, 2002). Além dessas duas
isoformas, Powell et al. (2004) mostraram a existéncia de varias variantes de splicing
da ADAM33 aos niveis de RNAm e proteina. Neste trabalho, foi criada a hipétese de
que os varios polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs) mapeados nos introns
do gene ADAMS33 poderiam regular o splicing alternativo da ADAMS33, o que
explicaria as muitas isoformas diferentes da proteina identificadas por Western
Blotting que condiziam com os mRNAs amplificados por RT-PCR.

A ADAM33 humana apresenta alta homologia (70%) com a ADAM33 de
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camundongo (MADAMS33), com as ADAMs 8, 12, 15 e 19 humana, e com a ADAM13
de Xenopus laevi (xADAM13) (YOSHINAKA et al., 2002). Esta ADAM é expressa em
varios tecidos adultos normais como fibroblastos pulmonares, coracao, musculo liso
de brénquios, no sistema nervoso central, placenta, pulméo, bexiga, veias, glandula
mamaria e prostata, entre outras, além de se mostrar super expressa em tecidos
lesados em processo de reparo como em Ulceras duodenais, 0 que sugere relacao
com resposta inflamatéria (UMLAND et al., 2003). A mADAM33 assim como seu
ortélogo, a xADAM13 foram relacionados com o desenvolvimento embrionario,
sugerindo um papel da hADAM33 na embriogénese (YOSHINAKA et al., 2002).

A proteina ADAMB3 contém todos os dominios caracteristicos da familia
ADAM, incluindo a seqiiéncia consenso de ligacao ao zinco no sitio catalitico, que é
ativo nas isoformas que o contém. A proteina imatura de aproximadamente 120 kDa
(quando purificada sob condi¢cbes reduzidas) é processada a uma forma madura
glicosilada de aproximadamente 100 kDa (isolada nas mesmas condi¢des), cujo
dominio catalitico se torna ativo através da clivagem do pré-dominio realizada por
mecanismos dependentes de catalise por furinas. A proteina ADAM33 contém 5
sitios potenciais para glicosilacao, sendo, 2 sitios dentro do pro-dominio, 2 sitios no
dominio catalitico e um sitio no dominio disintegrina. Andlises do conteudo de
oligossacarideos da ADAM33 indicam que a proteina imatura contém
oligossacarideos hibridos. Ja na proteina madura, alguns, mas talvez nem todos os
oligossacarideos sdo processados em formas complexas (GARLISI et al., 2003).
Nem todas as isoformas protéicas encontradas por Powell et al. (2004) se
apresentam glicosiladas. Porém, uma mesma isoforma da proteina pode apresentar
diferentes padrdées de migracdo em SDS-PAGE por apresentar glicosilacao
diferenciada em células diferentes ou até mesmo numa unica célula (GARLISI et al.,
2003; PROSISE et al., 2004).

Quanto a localizacao da proteina ADAM33, pelo menos 10% dela esta
localizada na membrana plasmatica, incluindo ambas as formas imatura e madura.
O restante da proteina (~84%) produzida pela célula fica dentro do citoplasma
encontrada preferencialmente no reticulo endoplasmatico e no complexo de Golgi.
Existem também algumas isoformas que sado secretadas (GARLISI et al., 20083;
POWELL et al., 2004).

A presenca do sitio catalitico ativo tanto em humanos como em

camundongos sugere que a proteina ADAM33 tenha papel na regulacao de eventos
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fisiologicos e talvez patolégicos (GARLISI et al., 2002; YOSHINAKA et al., 2002).
Zou et al. (2004) caracterizaram bioquimicamente pela primeira vez uma atividade
catalitica da ADAM33 humana. Foi demonstrado que ADAM33 esta envolvida mais
especificamente no processamento da proteina ligante de KIT (KL-1). O gene KIT é
um oncogene altamente expresso em LMA (Leucemia miel6ide aguda) e € ativado
pela interacdo com seu ligante, principalmente, quando este estd ancorado a
membrana plasmatica das células (ASHMAN, 1999).

A estrutura protéica do sitio catalitico da ADAM33 foi resolvida por
cristalizacdo e raio-X e foram demonstradas as presencas do fon Zn?, que
desempenha uma fungédo essencial na atividade catalitica da metaloproteinase, e do
fon Ca®* para estabilidade estrutural. A Figura 8 mostra um esquema do dominio
catalitico complexado ao inibidor marimastat (ORTH et al., 2004).
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Figura 8. Estrutura do dominio catalitico da proteina ADAM33 complexada com marimastat.
Fonte: ORTH et al., 2004.
Nota: Os polipeptideos terminais estao indicados com N e C. As pontes dissulfeto estdo em laranja, o

ion Zinco catalitico esta em pink, o ion Célcio em rosa. O inibidor marimastat estd mostrado em
estrutura de bola e bastao.

Assim como outras ADAMs, a ADAMB33 parece estar relacionada com
adesdo celular. Bridges et al. (2005) mostraram em um estudo com as integrinas
o4p1, 04B7, e a9B1, a interagdo exclusiva da ADAM33 com a integrina a9B1. Esta
integrina é expressa em neutréfilos (mediando eventos de adesdo que facilitam a

migracao transendotelial destas células), em epitélio das vias aéreas, na camada
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basal do epitélio escamoso, na musculatura lisa, na musculatura esquelética, em
hepatécitos e monécitos (ETO et al, 2002). Em camundongos knock-out, foi
constatado que a integrina a9p1 exerce uma fungdao critica na linfangiogénese, e tem
como ligantes especificos tenascina, VCAM-I, osteopontina, uPAR, plasmina,
angiostatina, ADAM, VEGF-C, VEGF-D (TAKADA et al., 2007). ADAM33 também
possui a habilidade de inibir a migracdo celular mediada pela integrina a5pB1
(HUANG et al, 2005). Apesar da caracterizacdo destas interacbes ADAM33-
integrinas, sdo necessarios mais estudos envolvendo a ADAM33 em eventos de
adesao para esclarecer seu papel nestes processos.

Diferentes polimorfismos no gene ADAM33 estdo significativamente
associados com a suscetibilidade ao desenvolvimento de asma e a
hiperresponsividade dos bronquios em diferentes etnias. Varios polimorfismos em
um unico nucleotideo (SNPs) foram encontrados e afetam tanto regibes nao
traduzidas, como regides codificantes para os diferentes dominios da proteina.
Apenas um SNP afetando a sequiiéncia de aminoacido foi localizado no sitio
catalitico e pode supostamente afetar a ligacdo ao substrato e subsequientemente
afetar os parametros enzimaticos da molécula. Outro SNP que pode estar afetando a
atividade enzimatica da ADAMB33 esta localizado no pr6-dominio e deve afetar a
ativagdo do sitio catalitico (VAN EERDEWEGH et al., 2002; CHAE, 2003; ORTH et
al., 2004).

Os SNPs localizados nos introns e na regido 3’ nado traduzida parecem
afetar o splicing alternativo, a eficiéncia do splicing e o turnover do mRNA. Foi
sugerido que a aparente importancia deste gene nas patologias associadas a asma
esta relacionada com alguns polimorfismos que devem acelerar a proliferagao das
células musculares, dos fibroblastos e dos miofibroblastos, e subsequentemente
devem induzir as mudancas no remodelamento das vias aéreas do pulméo de
pacientes asmaticos. Estas suposicdes sao suportadas pelo perfil de expressao
celular assim como pelo perfil de expressado protéico da ADAM33 nos tecidos
relacionados (CHENG et al., 2004).

Foi sugerido que a ADAMB3S3 afete os processos de asma tendo um papel na
alteracdo da expressdo de fatores de crescimento, na regulagcdo da clivagem
proteolitica de citocinas, ou estar relacionada com a resposta imune mediada por
células Th2 (SHAPIRO e OWEN, 2002). Martin e Jo (2008) discutem que pela
ADAM33 ser uma proteina de superficie celular que medeia adeséo e sinalizacao
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celular, sua relevancia deve ser maior para o remodelamento do que para funcdes
contrateis. Sendo assim, é possivel que a ADAMS33 esteja envolvida no
remodelamento da musculatura lisa dirigido por alérgenos, hipétese que precisaria
de um modelo mais crénico para ser demonstrada (MARTIN e JO, 2008). Todas
estas suposicdes sobre o papel da ADAM33 na patofisiologia da asma precisam ser
elucidadas, inclusive o mecanismo pelo qual os SNPs estdo associados com a
doenca, desregulando a funcéo protéica. Neste contexto, Del Mastro et al. (2007)
estudaram o SNP BC+1, que é um dos mais associados com asma, localizado na
regidao 5 dentro do intron BC, onde estdo localizadas também sequéncias nao
codificadoras que contém elementos regulatérios da transcricdo. Neste trabalho, Del
Mastro et al. (2007) provaram que o sitio polimérfico BC+1 do gene € capaz de
suprimir a transcricdo de um gene repérter in vitro, o que, in vivo, pode significar uma
regulacédo de splicing alternativo. Powell et al. (2004) sugeriram o envolvimento dos
SNPs no splicing alternativo do RNAm do gene ADAM33 e encontraram diversos
transcritos e proteinas diferentes em culturas primarias de fibroblastos das vias
aéreas de pacientes asmaticos. Todas estas isoformas da ADAM33, tanto ao nivel
de RNAm quanto ao nivel protéico, foram encontradas por Haitchi et al. (2005) em
todos os grupos estudados (vias aéreas normais, asmaticas e embribnicas) sem
diferengas significativas. Porém, num trabalho mais recente sobre a expressdo de
ADAMS33 correlacionada com a severidade da doenca, Foley et al. (2007)
encontraram uma expressao significativamente aumentada ao nivel de RNAm em
asma moderada e asma severa, comparativamente com asma branda e controles. A
diferenca de resultados poderia ser explicada pela escolha das amostras
diferenciando os pacientes asmaticos em 3 grupos, asma branda, moderada e
severa (FOLEY et al., 2007).

Em outro trabalho envolvendo expressao do gene ADAMS33, foi feita uma
investigacado da relacdo entre a expressao deste gene em células de musculatura
lisa de vias aéreas e o microambiente de inflamacdo alérgica, de onde foi
demonstrada a regulagao negativa da expressdo de ADAM33 isoformas o e B por
INF-y ao nivel transcricional. INF-y esta envolvido com o reparo das células epiteliais
dos brénquios, apesar de sua expressao ser baixa em asma. Porém, pacientes em
terapia de corticosterdides apresentam aumento de células positivas para INF-y.

Este achado sugere que a anormalidade na migracao e proliferacado de ASM cells
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proposta no remodelamento das vias aéreas pode ser parcialmente um resultado da
perda do efeito inibitério de INF-y sobre a ADAM33 (ITO et al., 2007).

Apesar de todos os trabalhos ja publicados sobre o envolvimento da
ADAM33 com asma, Chen et al. (2006) ndo encontraram nenhum aspecto fenotipico
da asma afetado significativamente pela perda do gene ADAM33 em camundongos
knock-out, incluindo hiperresponsividade das vias aéreas, apds sensibilizacdo com
alérgenos e desafio com acetilcolina. Alem disso, esses camundongos nasceram e
se desenvolveram normalmente e nado apresentaram infertilidade nem
anormalidades morfolégicas em nenhum 6rgao até os 8 meses de idade, ou seja,
ADAMB33 néao é essencial para o crescimento e desenvolvimento, nem modula asma
alérgica em camundongos (CHEN et al., 2006).

Recentemente, um estudo demonstrou o envolvimento de SNPs no gene
ADAM33 com psoriase, uma doenca crénica inflamatéria e hiperproliferativa da pele
(LESUEUR et al, 2007). O mesmo grupo havia confirmado anteriormente a
presenca de um lécus de susceptibilidade a psoriase no cromossomo 20p13 em
familias francesas (LESUEUR et al., 2007 apud LESUEUR et al., 2007). No trabalho
mais recente, foi dada continuidade ao estudo anterior efetuando o mapeamento fino
da regiao de 17Mb usando um estudo de caso baseado em familia, onde eles
descreveram a identificacdo do gene ADAM33 como um novo gene de
susceptibilidade a psoriase (LESUEUR et al., 2007). Esses achados podem ser uma
fonte de informacbes importantes para a compreensdo do papel fisiolégico da
proteina ADAMB33, sendo que varios SNPs tém sido encontrados em associacao
com asma e hiper-responsividade dos brénquios em Caucasianos, em afro-
americanos e hispanicos, ressaltando que também ja foi relatada correlacdo entre
SNPs no gene ADAM33 e rinite alérgica em populagéo japonesa devido ao pélen do
cedro japonés (CHENG et al.,, 2004). Este primeiro relato de associagdo entre
ADAMS33 e psoriase confirma que vias bioldégicas comuns podem estar envolvidas na
etiologia da psoriase e outras doencas imunes clinicamente distintas (LESUEUR et
al., 2007).

ADAMS33 foi recentemente descrito e muitos estudos visam verificar a
existéncia de polimorfismos neste gene e sua correlacdo com processos asmaticos,
porém pouco se sabe sobre sua atividade no desenvolvimento e na progressao
tumoral. Até o momento, o Unico estudo que correlaciona o gene ADAMS33 com
cancer é o de Schwartzbaum et al. (2005) que mostra uma relacéo inversa entre os
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polimorfismos associados com asma e o glioblastoma multiforme.

O presente trabalho parece ser o primeiro estudo que visa, entre outros
objetivos correlacionar os achados de diminuicdo de expressdo de ADAM33 em
linhagens de tumor de mama e sua regulacao da expressao génica, via metilacao,
com a progressao tumoral em cancer de mama. O interesse para se estudar esse
gene veio da publicacdo de Costa et al. (2004) com o gene ADAM23. Como foi
constatada a importancia desse gene em cancer de mama foi feito um vasto estudo
em todos os membros da familia ADAM que tinham ilhas de CpG na regiao
promotora. Entre eles destacou-se o estudo de lerardi (2005) com o gene ADAM33
em sua tese de doutorado. Como ficaram em aberto véarias duvidas quanto ao seu
papel na tumorigénese do cancer de mama, este trabalho teve como objetivos a
continuidade detalhada do estudo do gene ADAM33 e a correlacao da regulacao da

sua expressao por metilacao e o cancer de mama.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a participacdo da metilacdo no controle da expressdao do gene
ADAMS33 em linhagens tumorais de mama para posterior correlacdo dos achados de

metilagdo em tumores primarios com aspectos clinico-patolégicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar através de RT-PCR o padrdao de expressdo génica de ADAM33 em
linhagens tumorais ainda nao testadas (em trabalho anterior) e linhagem
normal de mama

» Clonar e seqlenciar as llhas de CpG da regido promotora identificando os
dinucleotideos CG metilados e nao metilados em todas as linhagens de
estudo.

» Correlacionar o padrdo de metilacdo de uma ilha de CpG com o padrédo de
expressao génica encontrado nas linhagens tumorais e linhagem normal .

» Projetar iniciadores para utilizar a técnica de MSP (Methylation Specific PCR)
para estudar o padrdo de metilacdo do gene ADAMS33 diferencialmente
expresso em amostras de tumores primarios de mama provenientes do Banco
de Tumores do Laboratério de Citogenética Humana e Oncogenética do
departamento de Genética do setor de Ciéncias Biologicas da Universidade
Federal do Parana.

» Correlacionar os dados de metilagdo das amostras tumorais com os dados
clinico-patoldgicos das pacientes a fim de avaliar o envolvimento deste gene

nos processos de formagdo e progressao tumoral em mama.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAL BIOLOGICO

O material biologico utilizado no estudo foram linhagens celulares humanas
de tumor de mama cedidas pelo Instituto Ludwig de Pesquisa para o Cancer em Sao
Paulo: MDA-MB-231, MDA-MB-435, MDA-MB-436, MCF7, SK-BR-3, PMC42, HB4a,
gue € uma linhagem celular normal de mama imortalizada por virus SV40 (STAMPS
et al., 1994), HB4a C3.6, que é uma linhagem HB4a modificada que superexpressa
ERBB2 (HARRIS et al., 1999) e a linhagem ZR-75-31 adquirida do Banco de células
do Rio de Janeiro (BCRJ). A utilizacdo do painel de células se justifica do ponto de
vista metodoldgico pela disponibilidade de grandes quantidades de material, assim
como pela auséncia de contaminacdao com células normais. Do ponto de vista
teorico, o estudo da metilacdo diferencial nessas linhagens foi amparado por um
conhecimento ja bem consolidado pelo grupo do Instituto Ludwig em Sao Paulo.

Foram utilizadas 76 amostras de tumores primarios de mama, provenientes
de pacientes do sexo feminino, caucaséides, ndo aparentados e com idade média
igual a 58,1 + 14,78 anos. Das 76 pacientes 51 eram portadoras de carcinomas
ductais invasivos, 1 de carcinoma ductal "in situ”, 21 de carcinomas lobulares
invasivos e 3 pacientes portadoras de fibroadenomas (amostras ausentes de
malignidade utilizadas como controle negativo). As amostras tumorais foram
gentilmente cedidas pela Dra. Enilze S. F. Ribeiro e pelo Dr. Iglenir Jodo Cavalli,
responsaveis pelo Banco de Tumores do Laboratério de Citogenética Humana e
Oncogenética do Departamento de Genética do Setor de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal do Parana. Todas as amostras catalogadas neste Banco de
Tumores foram obtidas mediante consentimento informado dos pacientes (ANEXO
2) e aprovacdo do Comité de Etica, Processo n? 25000.007020/2003-93; registro no
CONEP: 7220 e parecer n® 251/2003, de 20/02/2003 do Hospital Nossa Senhora das
Gracas, Curitiba-PR (proveniéncia das amostras sob responsabilidade do Dr.
Rubens Silveira Lima).
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3.2 CULTIVO DE CELULAS

Os cultivos das linhagens foram realizados em meio RPMI1640 (Gibco)
suplementado com soro fetal bovino (SFB) 10% e antibiéticos, garamicina (40
Hg/mL) para evitar contaminagdo bacteriana, ciprofloxacina (10 yg/mL) para evitar
contaminacao por espécies do género Mycoplasma, anfotericina B (2,5 pg/mL) para
evitar contaminacdo por fungos e leveduras. Algumas linhagens receberam
suplementacdo de horménios como insulina (5 pg/mL) para as linhagens HB4a,
MDA-MB-435, MDA-MB-436, PMC42 e HB4a C3.6, e hidrocortisona (100 pg/mL) no
caso das linhagens HB4a, HB4aC3.6 e PMC42. As amostras contendo
aproximadamente 10° células foram retiradas do nitrogénio liquido, descongeladas a
37 °C e repassadas dos tubos criogénicos para uma garrafa pequena (24 cm?®)
contendo aproximadamente 4 mL de meio de cultura e acondicionadas na estufa
com tensdo de CO; a 5%. O meio de cultura foi regularmente trocado dependendo
da necessidade ou em dias alternados.

A confluéncia de aproximadamente 90% das células foi o indicativo para
expansdo da garrafa pequena para a média (80 cm?®). Neste processo, as células

foram tratadas com TrypLE™

Express (Gibco), em quantidade suficiente para cobrir
a superficie da garrafa onde as células estavam aderidas e incubadas por 3 a 5
minutos em estufa a 37 °C, depois deste tempo foi adicionado o dobro de meio de
cultura completo para inativagdo da tripsina. As células soltas foram entao
centrifugadas a 700 x g, o meio com tripsina foi descartado, as células foram
ressuspendidas em meio RPMI 1640 novo e completo, transferidas para a nova

garrafa e levadas a estufa de CO..

3.3 AVALIACAO DO PADRAO DE EXPRESSAO DO GENE ADAM33 EM
LINHAGENS TUMORAIS DE MAMA

A expressao do gene e da proteina ADAMB33 foi avaliada pelas técnicas de
RT-PCR e Western Blotting descritas a seguir.
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3.3.1 Extragdo de RNA

O RNA total foi isolado de um nimero aproximado de 4 x 10° células
utilizando TRIzol Reagent (Life Technologies, USA), segundo especificacbes do
fabricante. A extracdo do RNA utilizando esse reagente é uma adaptacdo do método
desenvolvido por Chomczynski e Sacchi (1987). O método consiste de lavagem
inicial das células na garrafa com PBS 1X (137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
Na,HPO4, 2 mM KH.PQO,), adicdo de TRIzol Reagent suficiente para cobrir a
superficie da garrafa onde as células estdo aderidas e incubacédo (para lise e
dissolucdo dos componentes celulares mantendo a integridade do RNA). O lisado de
células é entao distribuido em aliquotas de 1 mL para tubos contendo 250 pL de
cloroférmio para a extracdo do RNA total por inversdo vigorosa dos tubos. Apds
centrifugacéao a 4 °C e 8100 x g por 20 minutos para separacao das fases, é feita a
coleta da fase aquosa para um novo tubo. O RNA total é precipitado com 500 uL de
isopropanol por incubagéo a -20 °C por cerca de 18 horas. No dia seguinte, o0 RNA é
submetido a centrifugacdo por 5200 x g por 10 minutos e em seguida lavado com
etanol 75%, seco ao ar e solubilizado em agua tratada com DEPC 0,1% (Gibco).
Todo procedimento com RNA foi realizado em camara de fluxo laminar com uso de
luvas, touca e mascara. Todo material utilizado foi autoclavado duas vezes para
inibir a atividade residual de RNases. O material para eletroforese foi tratado
preventivamente como recomendado (SAMBROOK e RUSSEL, 2001).

A quantificagcdo do RNA total extraido foi feita em espectrofotbmetro com
comprimento de onda equivalente a 260 nm, considerando-se que 1 DOasonm
equivale a 40 ug/mL de RNA. A relacéo entre as leituras realizadas a 260 e 280 nm
foi utilizada como parametro na estimativa do grau de contaminacdo do RNA por
proteinas. O valor ideal dessa relacdo deve estar contido na faixa de 1,8 a 2,0. A
integridade dos RNAs extraidos foi verificada aplicando-se 1 ug de RNA total em gel
de agarose 1%, corado com brometo de etideo 0,2 ug/mL. Antes de ser aplicado, o
RNA foi preparado com tampao de amostra desnaturante contendo uréia (7M uréia e
30% glicerol). Todos os procedimentos foram realizados com material para uso
exclusivo de RNA. Assim sendo, foram considerados integros os RNAs que
apresentaram as bandas correspondentes aos RNAs ribossémicos 28S e 18S bem
evidentes, tendo a primeira o dobro da intensidade da segunda.
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3.3.2 Obtencéao da primeira fita de cDNA

Aproximadamente 500 ng de RNA total foram transcritos reversamente a
primeira fita de cDNA na presenca de 200 U da enzima transcriptase reversa
(Superscript Il, Gibco BRL), utilizando 25 pmoles do iniciador OLIGO dT em uma
reacdo com volume final de 20 uL contendo solucédo tampéao 1X, 25 U de inibidor de
Rnase (Promega) e 200 uM de dNTPs. Inicialmente, a mistura de RNA, agua e
iniciador foi incubada a 65 °C por 5 minutos para abertura de possiveis estruturas
secundarias. A reagdo de sintese de cDNA foi realizada a 42 °C por 60 minutos e a
72 °C por 15 minutos.

O gene de expressao constitutiva GAPDH foi utilizado como controle para
analisar a eficiéncia de sintese e qualidade do cDNA nas amostras. Para isso, 0s
iniciadores foram planejados entre os exons 7 e 8. Deste modo uma eventual
contaminacao com DNA genbémico seria detectada pela presenca de uma banda de
massa molecular correspondendo aos exéns e introns intercalados. Uma aliquota de
1 uL do cDNA foi utilizada em reagdo de RT-PCR com volume final de 20 uL
contendo 1X tampao de PCR (Invitrogen), 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 1U Taq
Platinum (Invitrogen) e 8 pmoles de iniciadores especificos. As condi¢cdes de
amplificacdo do gene de expressado constitutiva GAPDH foram: desnaturagdo do
cDNA por 5 minutos a 94°C e em seguida 35 ciclos de desnaturagdo a 94 °C por 45
segundos, anelamento a 63°C por 45 segundos e extensdo a 72 °C por 1 minuto. Ao
final da ciclagem as moléculas foram extendidas por 5 minutos a 72 °C. As
seqUéncias dos iniciadores utilizados para o gene de expressao constitutiva GAPDH
foram: GAPDH F 5° CTG CAC CAC CAA CTG CTT A 3 e GAPDH R 5 CAT GAC
GGC AGGTCAGGTC3'.

3.3.3 RT- PCR do gene ADAM33

Iniciadores especificos para o gene ADAM33 foram desenhados na regido
3’ da molécula de RNAm e foram utilizados em reacgdes de RT-PCR para avaliar o
padrdao de expressao génica. Os iniciadores foram desenhados com o auxilio do
programa Oligotech e posicionados nos éxons 19 e 22. As sequéncias dos
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iniciadores usados foram RTP331F 5 CAT GAC ACC TTC ATG CTG 3’ e RTP331R
5'ATC TTG GCA TCT GGA CTT G 3, o fragmento amplificado por estes iniciadores
tem 299 pares de bases. As reacdes foram realizadas em um volume final de 20 uL
contendo 1 pL de cDNA, 1X tampao de PCR (Invitrogen), 1,5 mM MgCly, 200 uM
dNTPs, 1 U Taqg Platinum (Invitrogen) e 8 pmoles dos iniciadores especificos. As
condi¢des da reagdo foram: desnaturagdo por 10 minutos a 95 °C e em seguida 38
ciclos de desnaturagdo a 94 °C por 45 segundos, anelamento 60 °C por 45
segundos e extensdo a 72 °C por 1 minuto. Ao final, as moléculas foram submetidas
a mais 5 minutos de extenséo a 72 °C.

3.3.4 Eletroforese em Géis de Poliacrilamida 8%

Os produtos das reacoes de RT-PCR foram analisados em gel de
poliacrilamida. Os géis de poliacrilamida 8% foram feitos utilizando-se uma solugao
de acrilamida e bis-acrilamida na proporcao 29:1, TEMED a 0,1% (Life
Technologies) como doador de elétrons da reacao e persulfato de aménio (APS) a
0,1% como catalisador da reacao. As eletroforeses foram conduzidas em aparato de
gel médio a 100 V por aproximadamente 1 hora. A revelagédo dos resultados foi feita
pela impregnagdao com nitrato de prata segundo o método de Sanguinetti et al.
(1994). Para revelar, cada gel de aproximadamente 56 cm? foi incubado por 10
minutos em 50 mL de solucao fixadora (0,75% de acido acético glacial, 10% de
etanol absoluto), sob agitacdo, a temperatura ambiente. A esta solucdo foi
adicionado 1 mL de nitrato de prata (10%) e o gel incubado por mais 10 minutos.
Apos impregnacao do DNA com prata, o fixador foi desprezado e o gel foi lavado
com 4gua filtrada em Millipore. Para revelacéo, foi adicionado 50 mL de solucao de
hidréxido de sdédio 3% e 0,7 mL de formaldeido 37% e incubado sob agitacéo até o
aparecimento de uma coloracdo castanho escura do DNA impregnado. Apés a
revelagéo, o gel foi incubado em 50 mL de solugéo fixadora por 10 minutos, lavado

com agua ultrapura e a seguir seco em papel celofane.
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3.3.5 Extracao de Proteinas

O extrato de proteinas foi feito a partir de 3 garrafas médias em confluéncia
total das células. Primeiramente cada garrafa foi lavada 2 vezes com PBS 1X (137
mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NaxHPO4, 2 mM KH,PO,4) para retirar 0 maximo
possivel de soro fetal bovino, as células entdo foram soltas com o auxilio de
raspador e centrifugadas a 700 x g para fazer um pellet Unico das 3 garrafas. Ao
pellet foram adicionados 200 pL de tampéo de lise (0,2% deoxycolato de sédio, 0,5%
Triton X 100 e 50 mM Tris HCI pH 7,4) e os inibidores de proteases PMSF 1mM,
fenantrolina 10 mM, NEM 1mM e lodoacetamida 10 mM. O material em lise foi
incubado no gelo por 40 minutos. Durante a incubacao a lise das células foi auxiliada
pela aspiracao repetitiva em seringa contendo agulha de calibre 12,7 X 0,33 mm. O
extrato foi clarificado por centrifugacdo a 4 °C por 18 minutos a 13700 x g e o
sobrenadante foi guardado a -20 °C. A qualidade das proteinas foi verificada por
eletroforese em gel de poliacrilamida 10% corado com Coomassie® Brilliant Blue R
(Sigma) e a quantificacdo das proteinas totais foi feita pelo método de BRADFORD
(1976).

3.3.6 Western Blotting

Aproximadamente 100 yg de proteinas totais de cada linhagem (HB4a —
controle positivo, MDA-MB-231, MDA-MB-435 n&o expressam ADAM33) foram
reduzidos com tampdo redutor 1X (50 mM TrisHCI pH 6,8, 200 mM -
mercaptoetanol, 2% SDS, 0,1% azul de bromofenol, 10% glicerol), desnaturados
pelo calor e resolvidos por SDS PAGE em gel de poliacrilamida 7,5% (LAEMLI et al.,
1970). Como marcador de massa molecular foi usado Rainbow Markers Senscience
RPN 756. Apds a eletroforese, as proteinas foram transferidas para membrana de
decafluoreto de polivinil (PVDF) em sistema submerso contendo tampédo de
transferéncia (25 mM Tris HCI, 192 mM Gilicina, 20% metanol, 0,037% SDS) por 1
hora a 100 volts. Para a imunodeteccao, a membrana foi bloqueada por 2 horas com
leite molico desnatado 5% dissolvido em TBS-Tween 0,1% (137 mM HCI, 2,7 mM
KCl, 24,8 mM Tris HCI, 0,1% Tween). Apds esse periodo, a membrana foi incubada
por cerca de 18 horas a 4 °C com anticorpo policlonal Anti-ADAM33 (Sigma) de
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concentragdo 1mg/mL numa diluigdo de 1:1000. O anticorpo primario foi retirado por
3 lavagens sucessivas com TBS-Tween 0,1%. O anticorpo secundario foi o Anti-
rabbit HRP (Sigma) de concentracado 1 mg/mL diluido 4000 vezes. Depois de 3
lavagens com TBS-T 0,1%, a membrana contendo a reacao antigeno-anticorpo foi
revelada com Super Signal® West Pico Chemiluminescent Substrate HRP (Pierce) e
detectado por exposicao a filme radiografico Kodak. Para normalizacdo, a membrana
foi tratada com hidroxido de sb6dio 1M para retirada dos anticorpos e usada
novamente para reagir com o anticorpo contra a proteina de expressao constitutiva
Anti-Hsp70 (Stressgene) de concentracdo 1 mg/mL diluido 1000 vezes, usando as
mesmas condicdes anteriores e revelada com anticorpo secundario Anti-mouse HRP
(Sigma) 1 mg/mL em diluicao de 1: 4000.

3.3.7 Tratamento das Linhagens Tumorais com o Agente Desmetilante 5-Aza-2"-
Deoxicitidina

Para confirmar o papel da metilacdo na regulacdo da expressdao do gene
ADAMS33, as linhagens MDA-MB-435, MDA-MB-231, MDA-MB-436 e ZR-75-31, que
apresentaram resultado negativo no RT-PCR, foram tratadas com o agente
desmetilante 5-aza-2"-deoxicitidina. Uma quantidade de 10° células foi adicionada a
uma garrafa pequena e cultivada por 48 horas. Ap6s este periodo as linhagens
foram tratadas com 1 uM do agente desmetilante 5-aza-2’-deoxicitidina. Apés um
periodo de 6 dias de tratamento, as células foram lavadas com PBS1X e o RNA total
foi extraido da mesma forma descrita no item 4.3.1.

A partir do RNA obtido das linhagens tratadas, o cDNA foi sintetizado e
reacdes de RT-PCR para ADAM33 foram realizadas conforme descrito no item 4.3.3.
Os produtos foram visualizados em gel de poliacrilamida 8% conforme descrito no
item 4.3.4.

3.4 CARACTERIZACAO DO PADRAO DE METILACAO DO PROMOTOR DO
GENE ADAM33 EM LINHAGENS TUMORAIS DE MAMA

Para a caracterizacao do perfil de metilagdo do promotor do gene ADAM33
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foi preciso: identificar e localizar ilha(s) de CpG na regido promotora, planejar
iniciadores flanqueando essa regiao para clonagem utilizando PCR nested, clonar os
fragmentos correspondentes a ilha de CpG obtida por PCR das diferentes linhagens
normal e tumorais em vetor de sequienciamento e, por fim, seqlienciar e analisar a

regidao de estudo.

3.4.1 Identificacao das llhas de CpG do gene ADAM33

A localizagdo do gene ADAMS33 no genoma humano foi feita através do
BLAST N contra o Nr e/ou HTGS do NCBI (NATIONAL CENTER FOR
BOTECHNOLOGY INFORMATION, 2006). O nucleotideo inicial foi determinado de
acordo com o definido pelos autores e a partir deste foi delimitada uma sequiéncia de
DNA de aproximadamente 2 kb anteriores e 1kb posterior a regidao 5° UTR (ou regido
promotora do gene de estudo). Com esta seqiiéncia, a presenca de ilhas de CpG foi
verificada através da ferramenta CpGplot disponivel na pagina do grupo EMBL
(EUROPEAN BIOINFORMATICS INSTITUTE — EBI, 2006). Esta andlise segue os
parametros estipulados pelo CpGplot que sdo os parametros que definem uma llha
de CpG descritos em 1987 por Gardiner-Garden e Fromer.

3.4.2 Desenho dos iniciadores

Foram desenhados dois pares de iniciadores para amplificacdo de cada
uma das duas ilhas de CpG encontradas. A Figura 9 mostra um esquema da regiao
promotora do gene ADAM33 e a localizacao dos iniciadores desenhados para cada
ilha estudada.
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Inicio da transcigdo

ATG

_2000 | +1000
- 1012 - 748 421 o1 483 +184 +324
llha2 CpG
— -
R2ilha332 -1102 FZilha332: -B57
. o | llha-1 CpG |
Riilha332: -1187 Flilha332: -577 —» -—
B33R2 -472 B33F2 nova +359
—® -+

BI3R1: 455 B33F1: +456

Figura 9. Esquema de um fragmento de 2000 pares de base da regiao promotora e 1000 pares de
base do inicio da regido codificante do gene ADAM33.

Nota: As setas indicam a posicao dos iniciadores usados para amplificar as ilhas de CpG por PCR
nested. Observacao: o esquema nao esta representado em escala.

Para amplificar regides promotoras ou sequiéncias de DNA tratadas com
bissulfito de sddio (técnica descrita e explicada a seguir no tépico 4.4.4), nas quais
se deseja verificar o padrao e a distribuicdo da metilacao, os iniciadores desenhados
nao devem conter nenhum dinucleotideo CpG. Essa caracteristica é importante para
que a reacao de PCR seja capaz de amplificar a regido em estudo, tanto em
amostras altamente metiladas, quanto em amostras desmetiladas. Por causa do
tratamento com bissulfito que faz a desmetilacado do DNA, na seqiéncia do iniciador
Forward (F) todas as citosinas sdo convertidas em timina e na sequéncia dos
iniciadores Reverse (R) todas as guaninas sao convertidas em adenina. Para tanto,
utilizamos um programa disponivel na internet chamado de Methprimer (2006) para
auxiliar no desenho dos iniciadores.

A llha-1 de CpG do gene ADAMS33 possui 742 pb e esta localizada entre os
nucleotideos - 421 e + 324. As regides utilizadas para o desenho dos iniciadores,
cujo fragmento amplificado possui 861 pb (localizado entre os nucleotideos - 472 e +
389), estdo mostradas na figura 10, no formato dado pelo programa Methprimer, que
converte o DNA normal ao DNA tratado com Bissulfito de Soédio (fita alinhada
abaixo). O gene ADAM33 tem o inicio de transcricdo na fita menos, portanto para

facilitar o entendimento apresentamos a regido promotora do gene na posicao 5’
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para 3. Nesse formato ndo é possivel alinhar os iniciadores porque eles foram

planejados na fita mais.

901

901

961

961

1021

1021

1081

1081

1141

1141

1201

1201

1261

1261

1321

1321

1381

1381

1441

1441

1501

1501

1561

1561

1621

1621

1681

1681

TGCTGCAT[HccTTTGCCCAGCAATGAAGCCCCCAAGACAGIlccAGCllcTTGCCTGAR
R A R A A A N R R s R S N NN
TGTTGTATTTTTTGTTTAGTAATGAAGTTTTTAAGATAGIHMGTAGT

CCTTCCTATCCTTGGGGGCACCCAGTGCAGGTGGATGACCHlacTCAACCTCliccAGGG
AR R R AR R R AR R R R AR R S R A N
GGGEIATTTACTCTACCTCCATCATTIATTTAATTTTlTTAGGG

cacccTliccecaccallceTaccanceaceeGACAGAGATllcccccaceacaccAlliic
R e R A R R R R RN L
TATTTTllcGGTAGGARGGTAGTAAGGAGGGGATAGAGATlGTTTTAGGAGAT TAG

AAGAT|lllcTccrecececancTreaccaGacacclilcccTTTeeccAcjccTeaT
R N A N R N R N RS N R L
AAGATTTTTTGGGGTTAATTTTAGTAGAGAGGIlGTTTTTGTTTAT T TTTAT

CCCACCA.C-GTCCTCCAAGAACCTTCCCAG.GTTCTCTCCTCCTCTCAGGAGTA
N e N N N R N N N A N N A R R
TTTATTA.T-GTTTTTTAAGAATTTTTTTAG.GTTTTTTTTTTTTTTTAGGAGTA

INeleJollehiohieINeINe | [clefelNelefelN [elohy (clefd [chioNfe |Neleleleld [0 |

e e R R e N R N R N s

GAGGTTTTTTGAGATIANGGcAGGGA e T TIlceTIlcTTAT Tl Goce T2

N reldlehieolite [olelo)NelohiodNelolololohy |Nelelele '€ (e [elelNehfele |Nele |
I leeeleelasszaaallalaalaaaasg el N 00 Nararlaraell [ aara=l 00011128+
GATTTTTTITTTITIlTTTAGTTTTATTTT T TAGGGClCElc TTIlcGacTeclATTH

| cloliololeleloNdele (¢ | [clelelolololohicleloloiNelelolNe Y [clelehminele [cle
MR R R RS ssaashad had LA EEEE A RN EEARR A EE s R R R AR R ESA N
BorrrrrrrATCC T TllcceTTTTTeeTTAGGT TTA GG TTGGlcG

cINelelele)Yele [cl¥e |Yelele [ele [chielele)Nelchielelelele [clel:VNelehfe |¥Nele |ef
FITET T+ P PP+ T+ LT PP+ PPl e++ L I+
INelefele)Nele [clNe |Yelele [ele [chielelelNelehielelelele [elel-VNelehn |¥VNele |e

+1
BcccreacecTecaclicccAlllceTliccilicAaTecacecTecGlicaccilicacTT
S I N R R N s N R N N R s A NS AN
BcrrrcaceTTGTATIGGTAIGGTIlicTIliTA2TTTAGTTTGGG A TlicAGTT

G.AGC.CTGCCTAGAGGC.AGGAGCTCACAGCTATGGGCTGGAGGCCC.GAGAGCT

s A R R A R A RN L A RN R
G.AGT.TTGTTTAGAGGT.AGGAGTTTATAGTTATGGGTTGGAGGTTT.GAGAGTT

.GGGGACCC.TTGCTGCTGCTGCTACTACTGCTGCTGCTCTGGCCAGTGCCAGG.CI
atng 0 I O T S S - I - O A B O I R N I O e R B B R N R R N
.GGGGATTT.TTGTTGTTGTTGTTATTATTGTTGTTGTTTTGGTTAGTGTTAGG.TI

| [clelehvclhgnoVNelehfeINelel  [ele [dlelelle (oolohieiNelelelelo)-NelelohyNele  [eh
AT b TP Tttt i L+t e DIl 44+
BecererTrTAAGGETGAGGA I cCIlccGTGIllTTTTeAGGGETAGG T TAGC G T

6GTGGTGGlcccaTceeTTCTeCTCAGAGC TG TCAG G2 cceTcTCAlicc
FEETTTTTAE TR e b e be PRl el el I+ 11 L[Telz]++]¢
GGTGGTGGlccGATGGGTTTTGTTTAGAGT Tillce T TACHlcAcGeTTTTAlGT
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1741 ccillccaccaTalllcccacTacGTCAGGGIITGGGGACTCTTTGGGGGGGTCTCTGGG
e R R N R R R NN R L A R
1741 TTcTATTATARMGTTAGTAGGTTAGGGTGGGGATTTTTTGGGGGGGTTTTIlTGGG

1801 AccTGcCCAGGGAcTcAAGTGTGCTTGGGCTGGCCCBGGCCMGACTTGCCCACACT
A AN AR R R A AR L S A R A N NN
1801 ATTTGTTTAGGGA s cc T "Ml A TTTGTTTATATT

1861 ccCliccToccAcTCBCTGGCARAGCAGAGGGCATGGCTCCCTCCCCCTGGGGCAGE
e A R R NN N AR A NN R A R AR R S S N R N N N
1861 crrllcTrerTATT T INTICCTARACTAGACCETATCCTTT TN T 1T TIlGGCGTAGT

Figura 10. Seqiéncia de DNA de um fragmento da regido 5’ do gene ADAM 33 contendo a ilha-1 de
CpG.

Nota: A ilha-1 de CpG esta destacada em amarelo. As regides destacadas coloridas correspondem
as posicdes dos iniciadores desenhados, cujas seqiiéncias sdo B88F1: 5 AGG GAG TTA TGT TTT
TTG TTT TGT TAG 3, B88RH: 5 ATT ACC TAA ACC TTC CTA TCC TTA 3, BBBE8: 5 GGG TTA
GTT TAA GTA TAT TTG AG 3’, B33R2: 5° ACA CCC AAT ACA AAT AAA TAA CC 3. Em vermelho
estdo os dinucleotideos CpG. : significa conversdo de C para T pelo bissulfito de sédio. Esta
destacado na posi¢ao 1450 o inicio de transcrigao (+1) e em cinza o ATG.

A ilha-2 de CpG da regido promotora do gene ADAM33 esta localizada entre
os nucleotideos -1012 e -748 e o fragmento de 415 pares de base a ser amplificado
por PCR Nested esta localizado na regido entre os nucleotideos -1102 e -687
(FIGURA 11).

241 AAATTAGCCAGGHTGGTGG@AATGCCTGTAATCCCAGCTACTGGAGGCTGAGGCAG
R R R R AR A N R R R A R R R A RN
241 AAATTAGTTAGCHETGCTGClAATCTTTCTAATTTTAGTTAT TIllGCGAGGTTGAGGTAG

301 AAGAATCACTTGAATCTGGGAGGCAGAGGTTGCAGTGAGCCCAGATCATGCCATTGCACT

R AR R R R A R R R A R R AN NN N R R R
301 AAGAATTATTTGAATTTGGGAGGTAGAGGTTGTAGTGAGTTTAGATT

361 CCAGTCTGGGTAACAAGAGAGAAACTCTGTCTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGATTT

AN e A N R AR RN
361 [EEEEEECCTAATAAGAGAGAAATTTTGTTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGATTT

421 GCTTAAAAGTTAACATCTCIcCIlcGIcTcccTcATGCCTGTAATCCCAGHCTTT
Pl PR el ebedtfedtb bt [ Il eIl laee | ++:]]]
421 GTTTAAAAGTTAATATT T TG TIMGCHMGTGGTTTATGTTTGTAATTTTAGTTTT

481 GAGAGGC2cGlllccTGGATCAJAGATCAGGAGATTGAGACCATCCTGGCCAAAATGG

RN R R N R R N N NN
481 GAGAGGTI2cGIllcGTGGATTAIAGATTAGGAGATTGAGATTATTTTGGT TAAAATGG

541 TGAAACCTlircTcTGCcTAAAAATACAAAAGTTAGCTGGGGGTGGTAGClccTeTA

R R N R R N N R R RN A N
541 TGAAATTTTTTTTGTTAAAAATATAAAAGTTAGTTGGGGGTGGTAC T TTGTA

601 GTcccAGCTACT|ecacecTGAGGCAGGAGAAT|cTTGAACCAGGGAGTcAGGTTG

N N R A R R R A R R RN AR R R
601 GTTTTAGTTATTcGAGGTTGAGGTAGGAGAATTTTGAATTAGGGAGT|GAGGTTG
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661 CAGTGAGCCAAGATIEcEEcTccacTccaceCcTGCACAGAGGGAGACTCCATCTCA
S N RN e N R R N N R A
661 TAGTGAGTTAAGATETEETT6TATTTTAGTTTGClATAGAGGGAGATTTTATTTTA

721 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTTAACATCTCATCCAAATTT GCAC.AGTAGGAAAACAA

FEEEEEErrrrrrrrrr sttt bes bbb e+t bbbt
721 AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGTHAATATTITATTTAAATTTCTA TlACGTAGGAARATAA

781 AAGTTTAAAACATGAAACAGATGT TACTGAGGC.AAAGGGTCTCCCAGGCCTGGGAGTC

N A RN s N A A N A N N N N
781 AAGTTTAAAATATGAAATAGATGTTATTGAGGTAAAGGGTTTTTTAGGTTTGGGAGTT

841 TGCAGCTTTTATGCAATTCTGCCCTCTGGCCACIHBCcCAGGGAAGAAAGGTTGTCTCHlTC
A N R RN s AR R R R R S
841 TGTAGTTTTTATC N CINeE ™ T A GGGAAGAAAGGTTGTTTTIHETT

Figura 11. Seqéncia de DNA de um fragmento da regido 5’ do gene ADAM 33 contendo a ilha-2 de
CpG.

Nota: A ilha-2 de CpG esta destacada em amarelo. As regides destacadas coloridas correspondem

as posicdes dos iniciadores desenhados, cujas seqiiéncias sao [EllIESSNE: 5 GTG GTT AGA GGG

TAG AAT TG 3’; R1ilha83 2: 5° ATA CCT ATA ATC CCA ACT AC 3’; F2ilha88 2: 5 GTA AAT TTG

GAT GAG ATG TTA 3’; RZJIRa88I2: 5 CAT ACC ATT ACA CTC CAA TC 3. Em vermelho estio os

dinucleotideos CpG. : significa conversado de C para T pelo bissulfito de sédio.

3.4.3 Extracédo de DNA

O perfil de metilacdo da regido promotora do gene ADAMS33 foi avaliado
através de tratamento do DNA com bissulfito de sédio seguido de clonagem do
fragmento contendo a llha de CpG e seqtienciamento. Para tanto, o DNA genémico
das diferentes linhagens foi primeiramente extraido através do método de
fenol/cloroférmio (SAMBROOK e RUSSEL, 2001).

As linhagens celulares em estudo foram crescidas até confluéncia total em
garrafa média, concentradas por centrifugacao e digeridas em 4 mL de tampao TES
(1M Tris/HCI , 0,5M EDTA e 10% SDS) contendo 100 ug/mL de Proteinase K por
cerca de 18 horas. No dia seguinte, foi feita extracdo com 1 volume de
fenol/cloroférmio e ap6s a obtencdo de uma emulsdo homogénea a mistura foi
centrifugada a 700 x g por 10 minutos e o processo foi repetido até ser obtida uma
fase aquosa transparente livre de proteinas. Depois da recuperagédo da fase aquosa,
o DNA foi precipitado a -20 °C por cerca de 18 horas com 1/10 do volume de Acetato
de Sodio 3 M, pH 5,2 e 2 volumes de etanol absoluto. No dia seguinte, apds
centrifugacéao refrigerada a 4 °C a 8100 x g por 30 minutos, o precipitado de DNA foi
lavado com etanol 70%, seco em estufa a 37 °C, ressuspenso em agua ultrapura

estéril, transferido para tubos de 1,5 mL e armazenado a 8 °C. A qualidade e
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quantidade do DNA obtido foram avaliadas através de leituras em espectrofotometro
e gel de agarose 1% corado com brometo de etideo a 0,2 pg/mL.

3.4.4 Tratamento de DNA com Bissulfito de Sdodio

Os DNAs das linhagens devidamente quantificados em espectrofotémetro
Nanodrop (Instituto Ludwig) e dos tumores primarios de mama, quantificados no
espectrofotometro Gene Quantll foram submetidos ao tratamento com o bissulfito
de sddio. Este agente promove a deaminacao de citosinas ndo metiladas em uracila
(que apos a reacao de PCR sao convertidas em timinas), mantendo as citosinas
metiladas como citosinas ja que o grupamento metila protege contra a primeira etapa
da reacao de deaminacdo. O método empregado para tratar o DNA com bissulfito de
sbédio corresponde a uma adaptacdo do método de Jerénimo et al. (2001).
Inicialmente, aproximadamente 1 ug de DNA genémico foi misturado a 0,5 pg/uL de
DNA de esperma de salmao e a mistura foi desnaturada com 0,3 M de NaOH a 50
°C por 20 minutos. Apds a desnaturacdo seguiu-se a modificacdo do DNA com
bissulfito de sodio. Nesta etapa, o DNA foi incubado a 70 °C durante 3 horas com
500 pL de uma solugao alcalina de bissulfito de sédio/hidroquinona (2,5 M NaHSOs3,
350 mM NaOH e 125 mM CgHgO2). Em seguida, foi adicionado as amostras 1 mL de
resina (Wizard® PCR Preps DNA Purification Resin, Promega) e a mistura foi
passada em uma coluna de purificacdo (Wizard Minicolumns, Promega). Foi feita
uma lavagem das amostras com 4 mL de isopropanol 80%, seguido de tratamento
com NaOH 0,3 M para completa deaminacao do DNA, seguida de precipitagdo com
acetato de aménio 5 M e 350 uL de etanol absoluto. Na etapa de precipitacdo do
DNA, foi adicionado 1 pL de glicogénio 20mg/mL e o DNA modificado foi incubado a
-20 °C por um periodo de 16 a 20 horas. No dia seguinte, apds centrifugacao
durante 30 minutos a 15900 x g, lavagem com etanol 70% e secagem em estufa a
37 °C, o DNA foi ressuspendido em 30 uL de tampao TE (10 mM Tris HCI pH 8,0 e
1mM EDTA pH 8,0).

Utilizamos também EpiTect® Bissulfite kit (Qiagen) para o tratamento com
bissulfito de sddio dos DNAs das linhagens e DNAs tumorais, segundo protocolo
fornecido pelo fabricante.
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3.4.5 Reacao de PCR nested para clonagem da llha de CpG

As reagOes de PCR foram realizadas em um volume final de 25 pL por tubo
contendo 1x tampao de PCR, 3 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 1 U de Taq Platinum
(Invitrogen), 8 pmoles de iniciadores e 2 yL de DNA previamente tratado com
bissulfito de sédio. As reagdes nested foram realizadas nas mesmas condi¢cdes
utilizando de 1-5 uL do produto da primeira reagdo como molde. As reacdes foram
realizadas em condicées Touch Up com incremento de 2 °C na temperatura de
anelamento apo6s o primeiro ciclo e com aumento de mais 2 °C apds o sexto ciclo e
seguindo com esta temperatura de anelamento até o final da reacdo. Para a primeira
reacdo a temperatura inicial de anelamento foi 48 °C e para a reacdo nested a
temperatura inicial foi 55 °C. As condicées de amplificagcdo do fragmento, tanto na
primeira reacdo como na reacao nested, foram: desnaturacéao inicial do DNA por 12
minutos a 95 °C, seguida por 1 ciclo de desnaturagdo a 94 °C por 3 minutos,
temperatura inicial de anelamento por 3 minutos e extensédo a 72 °C por 2 minutos,
seguida por 5 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 3 minutos, segunda temperatura
de anelamento por 3 minutos e extensao a 72 °C por 2 minutos e, por fim, 35 ciclos
sucessivos de desnaturacao a 94 °C por 1 minuto, temperatura final de anelamento
por 1 minuto e extensdo a 72 °C por 1 minuto. Ao final da ciclagem, as moléculas
foram estendidas por 7 minutos a 72 °C. Os produtos amplificados foram

visualizados em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo 0,2 pg/mL.

3.4.6 Clonagem das llhas de CpG do gene ADAM33

Os fragmentos amplificados por PCR nested foram purificados em gel de
agarose 1,0% utilizando QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen) seguindo as
especificacées do fabricante. Para a clonagem dos fragmentos, foi utilizado um kit da
Invitrogen que contém o plasmideo pCR2.1®. Esse sistema faz a clonagem de
produtos de PCR que possuem adeninas nas extremidades 3’ que sao adicionadas
pela enzima Taq Polimerase formando extremidades coesivas durante a reagédo de
amplificacdo. O vetor linearizado possui timinas nas pontas 3’ (também na forma de
extremidades coesivas), proporcionando a complementagcdo e ligacdo. Foram
utilizados aproximadamente 30 ng de produto de PCR e 50 ng do vetor pCR2.1® o
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que equivale a uma razao molar de 1:3 (vetor:inserto) na reacao de ligacao, a qual foi
realizada segundo as instrugdes do fornecedor. O produto de ligagdo foi utilizado
para transformagcdo por eletroporacdo de bactérias Escherichia coli (DH10B)
eletrocompetentes estocadas em glicerol 15%. Neste processo, foi feita eletroporacao
em campo elétrico de 4 @m 330 uF em eletroporador (Gibco) de 1,5 puL do produto de
ligacdo em aliquota de 40 pL de DH10B eletrocompetente. As células
eletrocompetentes foram preparadas conforme protocolo (SAMBROOK e RUSSEL,
2001). Apds a eletroporacéo, as bactérias transformadas foram recuperadas em 1 mL
de meio SOC em agitador rotatério a 37 °C e 120 rpm durante 1 h e, finalmente,
selecionadas por alfa-complementacdo em placa de petri contendo meio LBAgar,
estreptomicina 20 pg/uL (para selegéo da estirpe de E. col)) ampicilina 250 pg/pL e
canamicina 50 pug/uL (marcas de selecéo do vetor), X-gal 25 uyg/mL e IPTG 45 ug/mL.
Para a selecdo dos clones a serem sequlenciados, foi realizada uma selecao de 12
colénias brancas de cada placa através de uma reacao de PCR, onde, em cada tubo
uma colénia selecionada foi palitada. As reacbes foram realizadas em um volume
final de 20 uL contendo 1X tampao de PCR (Invitrogen), 1,5 mM MgCl,, 200 uM
dNTPs, 1 U Taq polimerase (Gibco-BRL) e 8 pmoles de iniciadores especificos para
o inserto (iniciadores B33F2 e B33R2). As condi¢cdes da reacao foram: desnaturacéo
por 5 minutos a 94 °C e em seguida 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 45
segundos, 59 °C por 45 segundos e extensdo a 72 °C por 1 minuto. Ao final da
ciclagem as moléculas foram estendidas por 7 minutos a 72 °C. Os produtos foram

observados em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo 0,2 pg/mL.

3.4.7 Minipreparacao de Plasmideos

Das doze colbnias selecionadas para a PCR, oito colénias positivas tiveram
seu DNA plasmidial purificado por miniprep realizada com QIlAprep® Spin Miniprep
kit (Qiagen) segundo protocolo do fabricante. A qualidade e quantificacdo do DNA
plasmidial extraido foi feita visualmente por eletroforese em gel de agarose 1%
utilizando como padrao de concentragéo o vetor circular pPGEM a 100 ng.
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3.4.8 Reacao de Seqgluenciamento

Para cada fragmento clonado, 8 colbnias foram utilizadas, buscando
representatividade de alelos. O sequlienciamento dos fragmentos de DNA tratados
com bissulfito de sddio foi realizado segundo a técnica de terminacdo com
dideoxinucleotideos descrita por Sanger et al. (1977) e modificada por Karger et al.
(1991) utilizando-se o Kit Big Dye terminator (Applied Biosystems) num sistema de
10 yL contendo: 3 pL de Big Dye Terminator v3.0, 1 uL de Tampao Save Money
2,5X (200mM TrisHCI e 5mM MgCl,), 10 pmoles de iniciadores forward ou reverse
M13 (Invitrogen) e aproximadamente 250 ng de DNA plasmidial. As condi¢des das
reacdes foram: desnaturacdo por 1 minuto a 96 °C, seguida de 30 ciclos de
desnaturacao a 95 °C por 30 segundos e 60 °C por 2 minutos e 30 segundos para
anelamento e extensdo. Os produtos do sequienciamento foram submetidos a
eletroforese capilar no sequienciador automéatico de DNA ABI 377 (Applied
Biosystems).

3.5 ANALISE DO PERFIL DE METILAGAO ATRAVES DO METODO COBRA
(COMBINED BISSULFITE RESTRICTION ANALYSIS)

Nesta técnica, o DNA tratado com bissulfito de sédio tem a ilha de CpG do
gene ADAM33 amplificada por PCR nested (mesmo produto usado para clonagem)
e o produto de PCR ¢é digerido pela enzima BstU | que tem como sitio de restricao
CGCG. A presenca de metilacao nos dinucleotideos CpG preserva o sitio da enzima
apos o tratamento com bissulfito de sddio, ao passo que a auséncia de metilacao
modifica o sitio enzimatico (C é convertido em T apds este tratamento), impedindo a
digestao.

Para esta analise, 2 yL (~ 30 ng) do produto de PCR Nested (descrito no
item 4.4.5) purificado por extracdo do gel de agarose foram digeridos com 20
unidades da enzima de restricdo BstU | (New England Biolabs), num sistema de
reacdo de 20 pL contendo 1X Neb Buffer 2 (New England Biolabs). A digestéao
ocorreu a 60 °C por 4 horas e o produto de digestao foi revelado por eletroforese em
gel de poliacrilamida 12% como descrito no item 3.3.4.
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3.6 ANALISE DO PADRAO DE METILAGAO DO GENE ADAM33 EM TUMORES
PRIMARIOS DE MAMA PELA TECNICA DO TRATAMENTO DE DNA COM
BISSULFITO DE SODIO SEGUIDO DE PCR ESPECIFICO PARA METILAGAO
(MSP)

O estudo da metilacdo do promotor do gene ADAM33 em DNA de amostras
de tumores primarios de mama foi feito utilizando-se iniciadores desenhados
especificamente para a técnica de MSP (Methylation Specific PCR) descrita por
Herman et al. (1996). O desenho dos iniciadores para a regiao do DNA em estudo
somente pode ser realizado ap6s o0 sequenciamento da llha de CpG porque é
necessario o conhecimento dos dinucleotideos importantes no processo de
regulacdo da expressdo do gene, ou seja, os dinucleotideos que se apresentam
diferencialmente metilados nas linhagens normal (expressa o gene) e tumorais que
nao expressam o gene. Os iniciadores foram desenhados para a situagédo metilada
(gene silenciado por metilagdo) e para a situacao nao metilada (gene ativo). Os
iniciadores foram desenhados dentro da regiao rica em CpG e possuem pelo menos
um dinucleotideo CG diferencialmente metilado dentro da sua sequéncia. Foram
desenhados 5 pares de iniciadores de MSP, sendo 5 iniciadores para a situacéo
metilada (M) e 5 para a situacdo ndo metilada (U - unmethylated), (a fim de testar os
melhores pares para esta regido que sabidamente tem complicacbes na
padronizacao das reacdes). Na figura 12 esta representada uma porcao da ilha-1 de
CpG do gene ADAMS33 onde estdo destacadas as regides escolhidas para o
desenho dos iniciadores. Na Tabela 2 estdo as seqUéncias, temperaturas de
anelamento e os dinucleotideos englobados dos iniciadores para MSP melhor
padronizados e escolhidos para este trabalho.
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1501 GAGTIMTTGTTTAGAGGTAGGAGTTTATAGTTATGGGTTGGAGGT TTljlcAGAGTT
CGCTCA 5’ 3/ATCTCCAGCTCCTCAAATATC 5’'EDRMSS
CACTCA 5’ 3’/ATCTCCAACTCCTCAAATATC 5’EDRUSE

Figura 12. Porgao da ilha-1 de CpG do gene ADAM33 onde estdo destacadas as regides escolhidas
para o desenho dos iniciadores para MSP.

Nota: A linha de cima representa os nucleotideos normais desta regido e a linha de baixo representa

o DNA apos tratamento com bissulfito de sodio (Methprimer), embaixo de cada regidao escolhida para

o desenho dos iniciadores estao as seqliéncias dos mesmos. A regido grifada em amarelo foi a regido

amplificada pelos iniciadores escolhidos para este trabalho.

TABELA 2 - INICIADORES PARA MSP

. . Temperatura de Amplicom
Iniciador Seqliéncia CpGs
anelamento (°C) (pb)
ADFM47 5 GTT TGA GGT TGT ATC GGG TA 3' 66 47 o4
ADRM51 5'ACT CGC AAC TCC GACTCC G 3 66 51, 52, 53
ADFU47 5 GTTTGA GGT TGT ATTGGGTA 3 64 47 64
ADRU51 5'ACT CAC AACTCC AACTCCAZ 64 51, 52, 53

As reacbes de MSP foram padronizadas variando-se a temperatura e o
tempo de anelamento, a concentracao final de MgCl, na reagédo, 0 nimero e o tempo
de duracdo dos ciclos. As reacdes com os iniciadores U e M escolhidos pela
padronizagcdo foram realizadas em um volume final de 25 pL contendo solugao
tampao 1X; 3 mM de MgCl,; 200 puM de dNTPs; 8 pmoles de cada iniciador
(Forward e Reverse); 1 U de Taq Platinum (Invitrogen) e 0,5 a 3 uL de DNA tumoral
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tratado com bissulfito de sdédio. As condigcdes de amplificagcdo foram: 95°C por 10
minutos para a ativacdo da enzima seguido de 38 ciclos de desnaturacdo a 94 °C
por 45 segundos, temperatura de anelamento (Tabela 2) por 15 segundos e 45
segundos de extensdo a 72 °C; e uma extensao final de 5 minutos a 72 °C. Como
controles foram utilizados os DNAs das linhagens HB4a (ndo metilada) e MDA-MB-
435 (metilada). As reacbes foram analisadas em géis de poliacrilamida 8% corados

com nitrato de prata (como ja descrito no item 3.3.4).

3.7 CORRELACAO ENTRE O PADRAO DE METILACAO DO PROMOTOR DO
GENE ADAM33 NOS TUMORES PRIMARIOS DE MAMA E OS DADOS
CLINICO-PATOLOGICOS DAS PACIENTES

3.7.1 Obtencao dos Dados Clinico-patolégicos

Para cada um dos casos foram levantados os dados clinico-patolégicos
referentes as pacientes através da analise dos laudos das biépsias dos tumores
primarios e dos prontuérios do HSNG e do HC com o auxilio do Dr Rubens Silveira
Lima.

Os dados clinicos levantados foram: estadiamento do tumor segundo a
classificacdo TNM da Uniao Internacional contra o Cancer (UICC) (ANEXO 1),
tamanho do tumor, classificacdo do grau histolégico tumoral conforme SBR (Scarff-
Bloom-Richardson) (ANEXO 1), comprometimento linfonodal, presenga dos
marcadores moleculares ER (receptor de estrégeno), PR (receptor de progesterona)
e ERBB2, presenca de metastase no momento e no seguimento terapéutico da
paciente, o aparecimento de recidivas e 6bito.

3.7.2 Analise Estatistica dos Dados

A andlise da associacao entre as varidveis qualitativas foi realizada
utilizando o programa Statistical Package for Social Science (SPSS 12.0) através do
teste do qui-quadrado ou teste exato de Fischer. Foi estabelecido um erro de 5%, ou
seja, os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando
p<0,05.
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4 RESULTADOS

Este trabalho d& continuidade ao trabalho de tese de doutorado de Daniela
Filippini lerardi, apresentado em 2005 na Pés-Graduagdo em Oncologia, da
Fundagao Antonio Prudente em Sao Paulo e intitulada “Caracterizagcdo do Padrdo de
Expressdo e Metilagdo dos Genes ADAM 12 e 33 em Tumores de Mama e Sua
Correlagdo com Dados Clinico-Patologicos”.

Em seu trabalho, a Dra. Daniela fez a analise de expressao do gene
ADAM33 em vérias linhagens tumorais de mama, foi feita também a anadlise de
metilacdo de uma das ilhas (ilha-1) de CpG na regido promotora do gene e foram
desenhados iniciadores de MSP que foram utilizados em amostras tumorais, porém
os resultados nao apresentaram correlacio com os dados clinicos, nao
apresentando significancia estatistica. No presente trabalho, usamos algumas
linhagens diferentes das utilizadas anteriormente, sendo elas, HB4a — normal, MDA-
MB-231, HB4a C3.6 e ZR-75-31. Também foi desenhado um novo iniciador para a
amplificacédo da ilha-1 de CpG por PCR Nested, porque um dos iniciadores utilizados
no trabalho anterior estava sobreposto a um dinucleotideo CpG, o que dificultava
muito a amplificacdo do fragmento de DNA. Desenhamos também iniciadores para
amplificar outra ilha da regidao promotora do gene (ilha-2), a qual apenas foi usada
para fazer analise de metilacdo pela técnica de COBRA. Refizemos a analise de
metilagéo pela técnica de amplificagéo da regido promotora do gene por PCR nested
utilizando DNA genémico tratado com bissulfito de sédio seguida de clonagem do
inserto de interesse e sequenciamento, adicionamos a técnica COBRA para
enriguecer a analise do padrao de metilagdo das ilhas 1 e 2.

Apbs os dados de seqlienciamento, planejamos novos iniciadores para
MSP, ja que aparentemente os iniciadores do trabalho anterior foram desenhados
numa regiao que parece nao ter dinucleotideos significativos para regulacdo da
expressao do gene. Além disso, utilizamos amostras de tumores de um banco de
tumores diferente do trabalho de lerardi (2005).

A seguir estdo apresentados alguns resultados obtidos por lerardi em 2005,
nos quais nos baseamos para a realizacao deste, e em seguida os resultados

obtidos no presente trabalho.
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4.1 IDENTIFICACAO DE ILHAS DE CPG NA REGIAO PROMOTORA DO GENE
ADAM33

Foram identificadas pela Dra. Daniela duas ilhas de CpG pela ferramenta
CpGplot (EBI, 2006). A Figura 13 abaixo mostra o resultado da ferramenta de

bioinformatica.

Observed ve Expected
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Figura 13. Graficos representativos das ilhas de CpG presentes na regiao promotora (2kb a
montante 1 kb a jusante da regido 5 UTR) do gene ADAM33

Fonte: Modificado de EMBOSS (EBI, 2006).

Nota: Os requisitos para uma regido ser considerada uma ilha de CpG sao: a razdo observado/esperado da

quantidade de dinucleotideos CpG ser maior que 0,60; a porcentagem de G mais a porcentagem de C deve ser

maior que 50% e o tamanho da seqliéncia deve ser maior que 200 pares de base.

4.2 ESTUDO DA EXPRESSAO DO GENE ADAM33

No trabalho efetuado no Instituto Ludwig em Sao Paulo foi feita analise de
expressdao do gene ADAM33 por RT-PCR. Os dados mostravam que a reacao de

PCR apresentava muitas bandas inespecificas, por isso a técnica de Southern
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Blotting foi utilizada a partir do produto de PCR para identificacdo da banda
especifica de expressao do gene ADAM33. A seguir é apresentada a Figura 14 que
contém os resultados que foram utilizados como base do nosso trabalho.

12 3 4 5 &6 7 & 910 11 1213 14 1516 17 18 19 20 21

ADAM 33 — 28 hp

GAPDH — 290 hp

Figura 14. Southern Blotting a partir de reacdées de RT-PCR do gene ADAM33 (painel superior) e do
gene de expressao constitutiva GAPDH (painel inferior) no painel de linhagens tumorais
de mama.

Legenda: 1- mama normal; 2- MDA-MB-134; 3- MDA-MB-415; 4- MDA-MB-175; 5- MDA-MB-436; 6-

MDA-MB-435; 7- MDA-MB-468; 8- MDA-MB-456; 9- BT-20; 10- ZR-75-30; 11- ZR-75-1; 12- CAMA-1;

13- GI101; 14- 734B; 15- CAL51; 16- MCF7; 17- SK-BR-7; 18- SKBR-5; 19- SK-BR-3; 20- PMC42 e

21- DU4475

Os resultados mostraram que 13 das 20 linhagens, ou seja, 65% das
linhagens tumorais ndao apresentam expressao do gene ADAM33 (correspondendo a
banda de 328 pb) quando comparadas com material obtido de mama normal. As
linhagens MDA-MB-436, MCF7, SK-BR-7 e PMC42 apresentaram diminuicdo da
expressao. A partir desses dados o objetivo deste trabalho foi determinar se essa
auséncia ou diminuicao de expressao se deve a presenga de metilacdo na regido
promotora do gene ADAM33. Para isso dispusemos das linhagens MDA-MB-436,
MDA-MB-435, MCF7, SK-BR-3 e PMC42 do trabalho anterior e acrescentamos a
esses dados resultados com as linhagens tumorais MDA-MB-231, HB4a C3.6 e ZR-
75-31. Para normalizar os resultados com linhagens ao invés de material de mama
normal, utilizamos uma linhagem imortalizada de células epiteliais de mama
considerada uma linhagem normal denominada HB4a (STAMPS et al., 1994).

Para acrescentar aos dados de expressao, as linhagens deste estudo foram
cultivadas (linhagens normal HB4a e tumorais de mama) e, seguido ao cultivo, foi
feita extracdo de RNA total usando a técnica do Trizol Reagent (Life Technologies
USA). A Figura 15 apresenta uma amostra representativa dos resultados de
purificacao de RNA total.
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Figura 15. RNA total extraido da linhagem HB4a.
Legenda: 1. 100 bp; 2 - 5. aliquotas de RNA extraido da linhagem HB4A.

A analise do gel mostra que a purificacdo obteve qualidade e quantidade
suficiente de RNA total. Isto porque o gel apresenta as bandas correspondentes aos
RNAs ribossémicos 28S e 18S bem evidentes, tendo a primeira o dobro da
intensidade da segunda.

A partir da anélise dos géis dos RNAs obtidos, foi feita quantificacao das
amostras com diluicdo e leitura de absorbancia em 260 e 280 nm. Na Tabela 3
abaixo sao mostrados os resultados obtidos.

TABELA 3 - QUANTIFICAGAO DOS RNAS EXTRAIDOS PELO
ESPECTROFOTOMETRO GENEQUANT Il (PHARMACIA BIOTECH)

Linhagem Abs Abs Abs Concentragéo Razéo
260nm 280nm 320nm (ng/uL) 260nm/280nm
HB4a 0,090 0,068 ND 222,9 1,32
MDA-MB-436 0,159 0,098 0,004 621,8 1,62
MCF7 0,126 0,084 0,008 473,6 1,5
MDA-MB-435 0,147 0,087 0,006 560,9 1,69
HB4a C3.6 0,048 0,033 0,008 158,0 1,45
ZR-75-31 0,497 0,244 0,011 1944,0 2,04

A relagao entre A260nm e A280nm (DO260/DO2g) fornece uma estimativa
da pureza dos acidos nucléicos. Solucdes puras de DNA e RNA possuem valores de
DO260/D0O2gp entre 1,8 e 2. Se existe contaminacao com fenol ou proteinas, a relacao
DO260/D0O2gp serda muito menor, e a precisdo nas quantidades de acidos nucléicos
sera baixa (SAMBROOK e RUSSEL, 2001). Sendo assim, sabe-se que essas
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concentracdes medidas sdo apenas uma estimativa, nao sendo preciso o volume da
solucdo de RNA que deve ser usado para conter em torno de 500 ng de RNA para
sintese de cDNA. Algumas das amostras analisadas pareciam estar puras e outras
ndo, os contaminantes presentes poderiam atrapalhar nas reagdes subsequentes,
mas nao foi o que se observou nos resultados posteriores.

Foram obtidas também outras leituras diferentes em outros equipamentos, o
que nos fez supor que poderiam ocorrer erros de leitura. Além disso, leituras de DNA
feitas no Instituto Ludwig em novembro de 2006 se mostraram muito precisas e
corretas, confirmando nossas suspeitas. Diante disso, prosseguimos com esses
dados para a sintese de cDNA e, como observado mais adiante, ndo tivemos
problemas com os resultados seguintes. Foi feita a sintese de cDNA utilizando o que
se estimou ser 500 ng de RNA total. Os resultados de RT-PCR do gene de
expressao constitutiva GAPDH com 35 ciclos de todas as linhagens mostraram o
fragmento esperado de 296pb como observado na Figura 16. Somente com a
linhagem ZR-75-31 foi observada a presenca de 2 bandas muito préximas, as quais
ainda ndo sabemos exatamente porque ocorrem. A banda menor poderia ser
inespecifica, mas esta especulacdo somente seria confirmada com um experimento

de Southern Blotting utilizando como sonda o gene GAPDH.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 16. RT-PCR do gene de expressao constitutiva GAPDH em linhagens de mama.
Legenda: 1.Marcador Molecular (banda de 300pb) 2.HB4a 3.PMC42, 4 MDA-MB-231, 5.MDA-MB-
435, 6.MDA-MB-436, 7.HB4aC3.6, 8.ZR-75-31, 9. MCF7, 10.SK-BR-3.

Os resultados de sintese de cDNA, representados pela RT-PCR do gene de
expressao constitutiva GAPDH, indicaram que as amostras de RNA estavam
adequadas qualitativamente nao apresentando contaminacao com DNA genémico
porque nao foi observada a banda de 489 pb que indicaria a presenca de
fragmentos contendo introns (DNA gendémico) na preparacdo. Com esses dados foi
dado prosseguimento a avaliagdo da expressao do gene ADAM33. Para isso foi feita
RT-PCR com todas as linhagens disponiveis no laboratério e o fragmento esperado
deveria conter 334pb (diferente do amplicom da Figura 14, pois o iniciador F foi
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redesenhado na tentativa de aumentar a especificidade da reacdo enquanto o
iniciador R foi 0 mesmo utilizado pela Dra. Daniela) (FIGURA 17).

Figura 17. RT-PCR do gene ADAM33 em linhagens de mama.
Legenda: 1. Marcador Molecular; 2. HB4a; 3. HB4a C3.6; 4.PMC42; 5. MDA-MB-436; 6.MDA-MB-
231; 7.MDA-MB-435; 8. MCF7; 9. SK-BR-3; 10.ZR7531. * banda inespecifica.

Os resultados obtidos neste trabalho sao parecidos aos obtidos
anteriormente por lerardi (2005), ou seja, a linhagen SK-BR-3 ndo apresenta
expressao do gene ADAM33 enquanto MCF7 e MDA-MB-436 parecem ter
diminuicdo da expressdo quando comparadas com HB4a. As novas linhagens
testadas MDA-MB-231 e ZR-75-31 se incluem nas linhagens sem expressao e
acrescentam dados para confirmar a diminuicdo da expressdo do gene ADAM33 em
linhagens tumorais de mama.

Para complementar o estudo de expressao do gene ADAMS33, foi utilizada
também a técnica de Western Blotting para verificar a presenca da proteina ADAM33
nos extratos protéicos de algumas das linhagens celulares. Foram utilizadas duas
linhagens com auséncia de expressao por RT-PCR MDA-MB-231 e MDA-MB-435 e
como controle positivo HB4a. Para esse fim foi preciso cultivar as células em
questao e fazer um extrato das proteinas totais das células. Na Figura 18 observa-se
que a integridade das proteinas extraidas foi mantida e a Tabela 4 mostra as
concentragdes obtidas dos extratos protéicos pelo método de Bradford (1976).
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Figura 18. Eletroforese SDS PAGE dos extratos protéicos das linhagens celulares corados com
Coomassie® Brilliant Blue R (Sigma).
Legenda: 1. Marcador de massa molecular; 2. HB4a; 3. MDA-MB-231; 4. MDA-MB-435.

TABELA 4 - CONCENTRACAO DE PROTEINAS TOTAIS DOS EXTRATOS DAS
LINHAGENS CELULARES DETERMINADA PELO METODO DE

BRADFORD (1976)
Linhagem Concentracao (ug/pL)
HB4a 5,03
MDA-MB-231 15,47
MDA-MB-435 19,59

A partir dos extratos protéicos, foi realizado Western Blotting com 100 pg de
proteinas das linhagens e marcacdo com Anticorpo Anti-ADAMS33 para observar a
presenca ou auséncia da proteina traduzida. A figura 19 mostra as bandas da
proteina de expressao constitutiva HSP70 utilizado como controle contendo 70 kDa
(abaixo). Quanto a proteina ADAM33, podem ser visualizadas duas bandas (~ 64
kDa e ~ 98 kDa — valores determinados graficamente) representando esta proteina
provavelmente em diferentes estados de glicosilagdo (GARLISI et al., 2003). A
reacdo antigeno - anticorpo foi positiva apenas para a linhagem HB4a que é o
controle positivo e ndo se observa nenhuma banda evidente nas linhagens MDA-
MB-231 e MDA-MB-435 que também nao apresentam expressao por RT-PCR.
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Figura 19. Western Blotting da proteina ADAM33 (acima) e da proteina de expressdo constitutiva
HSP70 (abaixo) em extratos protéicos das linhagens celulares.
Legenda: 1. HB4a; 2. MDA-MB-231; 3. MDA-MB-435.

A fim de avaliar se a diminuicdo ou auséncia de expressdao do gene sao
devidas a metilacdo do DNA, foi feito tratamento das culturas com o agente
desmetilante 5 aza-2’ deoxicitidina. Este composto € uma molécula fosforilada,
analoga a citosina que € incorporada a fita do DNA durante a replicacdo. Uma vez
incorporada, ela complexa com as DNMTs e a inativa impedindo a metilagdo do DNA
(BENDER et al., 1999). Quando a linhagem passa a expressar o gene em estudo
apoés o tratamento, ha um forte indicativo de que a regulacdo da expressao do gene
ocorre devido a metilagdo do DNA. lerardi (2005) em seu trabalho de doutorado fez
o tratamento da linhagem tumoral MCF7 que apresenta expressao diminuida do
gene ADAM33 e observou o retorno da expressao génica. No presente trabalho,
foram feitos os tratamentos das linhagens MDA-MB-231, MDA-MB-435 e MDA-MB-
436 cujo resultado foi a re-expressdo do gene ADAM33 como mostrado na Figura
20. A linhagem ZR-75-31 também foi submetida ao tratamento com 5 aza-2’
deoxicitidina, porém apds o tratamento a linhagem nao apresentou re-expressao do
gene ADAMS33, indicando que a regulacdo de expressao nesta linhagem pode se dar
por outro tipo de mecanismo, ou ainda significando que o tratamento nao foi eficaz.
Uma opcéo seria fazer o tratamento dessa linhagem com trichostatin A que atua
como inibidor das Histonas deacetilases, mantendo as histonas com o grupamento

acetil em sua cauda N-terminal e promovendo a expressao génica.
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MDAMB 231 normal
MDAMB 231 tratada
MDAMB 435 normal
MDAMB 435 tratada
MDAMB 436 normal
MDAMB 436 tratada

ZR 7531 normal
ZR 7531 tratada

ADAMS33 334 pb

GAPDH 296 pb

Figura 20. Re-expressdo do gene ADAM 33 apds o tratamento das linhagens com o agente
desmetilante 5-aza-2’-deoxicitidina.

4.3 SEQUENCIAMENTO DA REGIAO PROMOTORA DO GENE ADAM33 DE
LINHAGENS TUMORAIS DE MAMA, ANALISE DO PERFIL DE METILACAO E
SUA CORRELACAO COM A EXPRESSAO GENICA

Para iniciar a etapa de seqlenciamento da ilha-1 de CpG da regiao
promotora do gene ADAMS33 nas linhagens tumorais e comparar com a linhagem
normal, foi feito cultivo celular das linhagens tumorais e normal seguido de extracao
do DNA total pelo método do fenol - cloroférmio. A qualidade do material purificado
foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1% utilizando como controle DNA
de massa molecular padrao conhecida. A Figura 21 mostra o perfil de migracdo das

amostras de DNA purificado.
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Figura 21. DNA gendmico extraidos das linhagens celulares de mama.
Legenda: 1.Low DNA Mass Ladder (banda de cima equivale a 200 ng); 2.MDA-MB-436; 3.PMC42;
4 MDA-MB-231; 5.MDA-MB-435; 6.HB4a C3.6; 7.MCF7; 8.HB4a; 9.SK-BR-3; 10.ZR7531.
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As amostras no gel mostram que a purificagdo foi feita com qualidade e
quantidade significativa. A comparag¢do com o marcador de massa molecular mostra
que existe pelo menos 200 ng de DNA aplicado em cada /ane. Além disso, a
presenca de uma banda uUnica mostra a integridade do DNA purificado que, em
outras palavras, ndo se encontra danificado por quebras em multiplos pontos.

As amostras de DNA foram a seguir quantificadas por espectrofotometria
com leitura de razdo 260/280 nm (TABELA 5). A leitura foi realizada no Instituto
Ludwig em Sao Paulo em Equipamento de alta precisdo, o espectrofotometro Nano
Drop ND 1000.

TABELA 5 - QUANTIFICACAO DOS DNAS EXTRAIDOS DE LINHAGENS
TUMORAIS

Linhagem (amostra) Concentragdo (ng/uL) Raz&o 260nm/280nm Raz&o 260/230nm

PMC42 57,7 1,94 1,60
MDA-MB-436 70,4 1,92 1,23
MDA-MB-231 90,8 1,89 2,52
MDA-MB-435 91,2 1,92 2,52

HB4a 112,5 1,93 1,89
HB4a C3.6 135,2 1,90 2,34
MCF7 67,5 1,89 2,33
SK-BR-3 361,8 1,93 2,21
ZR-75-31* 238,7 0,49

* A linhagem ZR7531 foi quantificada no Gene Quantll.

O espectrofotometro Nano Drop ND 1000 tem maior precisdo do que o
GeneQuant I, além disso, ele utiliza apenas 2 L da amostra, evitando dessa forma
erros de diluicdo. Observa-se pela Razao 260nm/280nm que os DNAs estavam com
boa pureza. A razdo 260/230nm diz respeito a quantidade de sais na amostra e
quanto maior a razdo, melhor. Algumas das amostras estdo com uma concentracao
um pouco elevada de sais, porém pelos resultados posteriores observa-se que esse
fator ndo influenciou nos resultados.

Apo6s a quantificagdo, o DNA das linhagens foi submetido ao tratamento

com o agente deaminante bissulfito de sodio. Como controle de eficiéncia do
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tratamento, foi feita uma reacdo de PCR nested do gene SATR-1 (COSTA et al.,
2006) do qual se espera um fragmento de 690 pb se o tratamento com bissulfito foi
eficiente e se 0 DNA tratado encontra-se em quantidade suficiente para obter os
produtos de PCR. Na Figura 22 observamos que o tratamento foi eficiente. Todas as

amostras amplificaram o fragmento de DNA esperado.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

600 pb —m_ Pooe

Figura 22. Controle da eficiéncia do tratamento com bissulfito de sédio - fragmento do gene SATR-1
amplificado por PCR nested.

Legenda: 1. MM 100 bp; 2.NO (branco); 3.PMC 42; 4. MDA MB 436; 5.MDA MB 231; 6.MDA MB 435;

7.HB4A; 8.HB4A C 3.6; 9.MCF 7; 10.SKBR 3.

A partir do resultado acima foi realizada a reacdo de PCR nested para
amplificar uma parte da regidao 5 UTR (ilha-1) do gene ADAM33 que contém
dinucleotideos CpG. A Figura 23 mostra o fragmento de DNA esperado contendo
861pb.

12345678910

600 pb | 861 pb

Figura 23. llha-1 de CpG do gene ADAM33 amplificada por PCR nested.
Legenda: 1.MM 100bp; 2.HB4a; 3.PMC42; 4. MDA-MB-231; 5.MDA-MB-435; 6.HB4a C3.6; 7.SK-BR-
3; 8.ZR-75-31; 9.MCF7; 10.MDA-MB-436

As linhagens MDA-MB-436 e MCF7 apresentaram dificuldades para a
amplificacdo da ilha-1 por PCR nested, apenas foi possivel amplificar as ilhas-1
dessas duas linhagens com o uso de betaina a 1 M no sistema de PCR. A betaina
se liga ao DNA distendendo a fita e reduzindo a formagao de estruturas secundarias
em DNAs ricos em GC e, desse modo, facilitando o anelamento dos iniciadores e a
ligacdo da Taq Polimerase (HENKE et al., 1997).

Nao foi possivel amplificar a ilha-1 da linhagem ZR-75-31, nem com o uso

de betaina. Ainda ndo se sabe a causa disso, é possivel que essa regiao do DNA
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dessa linhagem esteja muito metilada impossibilitando o anelamento dos iniciadores
e a polimerizacdo pela enzima devido ao impedimento espacial e conformacional,
outra possibilidade é que o gene ADAM33 tenha sofrido delecéo na linhagem ZR-75-
31, o que poderia ser comprovado por Southern Blotting utilizando uma sonda para o
gene ADAM33.

Apés a amplificacdo do fragmento de DNA de 861 pb, foi feita purificacao
das bandas provenientes do PCR nested em gel de agarose 1% e o produto de PCR
purificado foi submetido a nova eletroforese para verificar a eficiéncia de purificagao
e quantificacao visual para a etapa seguinte de clonagem. Na Figura 24 observamos
que a purificacao foi eficiente.

1 2345678 910

600 pb 861 pb

Figura 24. Eletroforese dos produtos de PCR nested (fragmentos da ilha-1 do gene ADAMB33)
extraidos do gel de agarose.

Nota: DNA Mass Ladder (banda de cima equivale a 10 ng).

Legenda: 1. MM 100bp; 2. HB4a; 3. PMC42; 4. MDA-MB-231; 5. MDA-MB-435; 6. HB4a C3.6; 7. SK-

BR-3; 8. MCF7; 9. MDA-MB-436; 10.

Os fragmentos purificados foram utilizados em um protocolo de clonagem
utilizando um kit da Invitrogen que contém o plasmideo pCR2.1. A Figura 25 esta
mostrando um exemplo de amplificacdo do fragmento de 861 pb clonado. As bandas
foram obtidas por PCR a partir de colénias brancas, ou seja, selecdo de clones
recombinantes por alfa complementacdo (SAMBROOK e RUSSEL, 2001).

123456 78 91011 12 13 14

600 pb — 861 pb

Figura 25. PCR de colénia da ilha-1 do gene ADAMS33 clonada a partir da linhagem HB4a em DH10B.
Legenda: 1. MM 100bp; 2. NO (branco); 3 - 14. Col6nias 1 a 12.
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Com a confirmacao da clonagem, as colénias selecionadas foram cultivadas e
o DNA plasmidial foi purificado utilizando protocolo do Kit de purificacdo de
plasmideos (Qiagen). Na Figura 26 estdo mostrados alguns exemplos de
plasmideos obtidos a partir da clonagem da llha-1 de CpG da linhagem MCF7 em

gel de agarose apoés a purificacao.

Figura 26. DNA plasmidial extraido de 8 col6nias de DH10B transformadas com a ilha-1 de ADAM33
da linhagem MCF?7.
Legenda: 1.100ng de pGEM integro; 2 — 9. Plasmideos das colénias 1 a 8.

A Figura 26 mostra que o DNA plasmidial de cada col6nia apresentava boa
quantidade. A seguir, as amostras de DNA de todos os 8 clones de cada linhagem
tumoral foram submetidas a reacdao de sequienciamento utilizando protocolo do Kit
Big Dye terminator e sequenciador ABI Prism 377. No Anexo 3, a Tabela mostra a
situagdo (metilada ou ndo metilada) de cada dinucleotideo CG de cada colbnia
sequenciada, cujos dados foram utilizados para elaboracao dos graficos da figura 27
abaixo. Embaixo de cada gréfico esta a porcentagem total de metilagéo da ilha-1 de
cada linhagem celular. Os graficos mostram a porcentagem de metilagcdo encontrada
para cada dinucleotideo CG das oito col6nias de cada linhagem e abaixo de cada

gréafico esta a percentagem de metilagdo global da linhagem.
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A) Porcentagem de Metilacao — HB4a
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B) Porcentagem de Metilacao — HB4a C3.6
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C) Porcentagem de Metilacao MDA-MB-231
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D) Porcentagem de Metilacao — MDA-MB-435
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E) Porcentagem de Metilacao — MDA-MB-436
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F) Porcentagem de Metilacao — MCF7
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G) Porcentagem de Metilagcao — PMC42
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H) Porcentagem de Metilacao — SK-BR-3
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Figura 27. Graficos representativos das porcentagens de metilagdo de cada dinucleotideo CpG das
linhagens celulares.

Nota: O valor abaixo dos gréaficos corresponde a porcentagem de metilagdo global da respectiva
linhagem.

Legenda: A) HB4a; B) HB4a C3.6; C) MDA-MB-231; D) MDA-MB-435; E) MDA-MB-436; F) MCF7; G)
PMC42; H) SK-BR-3.

Com excecado da linhagem SK-BR-3, cujo perfil de metilacdo ndo tem
correlacdo com o resultado de expressao génica, todas as linhagens apresentaram
um perfil de metilacdo equivalente a expressado génica, ou seja, as linhagens que
nao apresentam expressao possuem grande percentual de metilagdo na ilha-1 de

CpG. Pelos resultados mostrados nos graficos de perfil de metilacao, comparando-
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se as linhagens que expressam (HB4a, HB4a C3.6, PMC42) o gene ADAM33 e as
linhagens que nao expressam ou tem expressdo diminuida do gene (MCF7, MDA-
MB-436, MDA-MB-435, MDA-MB-231), podemos observar que 0s principais
dinucleotideos que sao diferencialmente metilados e provavelmente regulam o
silenciamento do gene séo: 17, 18, 23, 26, 27, 30, 34, 35, 37, 38, 39, 41, 44, 46, 47,
48, 49, 50, 51, 52, 53, 58, 66, e 72.

Outra técnica utilizada para analisar o perfil de metilacdo da regido
promotora dos DNAs das linhagens foi a Combined Bissulfite Restriction Analysis
(COBRA). A Figura 28 mostra um mapa de restricao para a enzima BstU | da ilha-1
do gene ADAMS33.

110 pb 65 pb 186 pb 306 pb 34pb, 46pb 114 pb
| | | | I I
I 1 I I I

472 CGCG CGCG CGCGCG CGCG CGCG CGCGCG 389
- +
78 13,14 31,32,33 61,62 6566 69,70,71

Figura 28. Esquema representativo do mapa de restricdo do fragmento amplificado por PCR nested
contendo a ilha-1 de CpG do gene ADAM33.

A Figura 29 mostra o fragmento da ilha-1 do gene ADAM33 das linhagens
celulares digerido por BstU I. A técnica COBRA néao foi reprodutivel, o padrao de
bandas digeridas ndo se repete numa mesma linhagem. Isto pode ser devido a
heterogeneidade de distribuicio de metilacdo ao longo da ilha de CpG, como
descrito por Turker (2002).
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Figura 29. COBRA da ilha-1 do gene ADAM33.

Nota: As flechas vermelhas mostram o padrdo de digestdo de uma linhagem que ndo expressa o
gene ADAM33 (MDA-MB-231) e de uma linhagem que apresenta expressdo normal do gene (HB4a).
As flechas amarelas mostram bandas da linhagem PMC42 que néo estao presentes nas outras fotos.
Legenda: (A) 1. MM 100 bp; 2. HB4a; 3. PMC42; 4. MDA-MB-231; 5. MDA-MB-435; 6. MDA-MB-436;
7. MCF7; 8. SK-BR-3; 9. HB4a C3.6. (B) 1. MM 100bp; 2. ilha-1 integra PMC42; 3. ilha-1 digerida
PMC42; 4. ilha-1 integra SK-BR-3; 5. ilha-1 digerida SK-BR-3. (C) 1. MM 100 bp; 2. PMC42.

Os resultados de digestao corroboram a analise do seqlenciamento, no
qual observa-se que a maioria destes sitios (FIGURA 28) apresentam-se metilados
em quase todas as linhagens. Sendo assim, espera-se que todas as linhagens
apresentem bandas provenientes da digestao (cada qual com seu padrao particular)
e conclui-se que os dinucleotideos presentes nos sitios de restricao da enzima BstU
| ndo sao importantes para a regulagao génica. COBRA foi uma técnica suplementar
para confirmar o padrao de metilacdo do DNA. Geralmente essa técnica é utilizada
em tumores para analise de metilagédo, entretanto no nosso caso, como ja haviamos
previsto por nossos dados de sequencimento, isso nao foi possivel.

Foi analisado também, pelo método de COBRA, o perfil de metilagdo de
outra ilha de CpG da regiao promotora do gene ADAM33, a qual foi denominada de
ilha-2. Para essa analise, o fragmento de 417 pb da ilha-2 foi amplificado por PCR
nested. A Figura 30 mostra os produtos de PCR nested.

12 3456 7891011

Figura 30. Ilha-2 do gene ADAM33 amplificada por PCR nested.
Legenda: 1. MM 100bp; 2. NO (branco); 3. HB4a; 4. PMC42; 5. MDA-MB-231; 6. MDA-MB-436; 7.
MCF?7; 8. SK-BR-3; 9. HB4a C3.6; 10. ZR-75-31; 11. MDA-MB-435.
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Novamente pode-se observar que foi possivel amplificar as ilhas-2 de todas
as linhagens com excecao da linhagem ZR-75-31.

Na Figura 31 o fragmento amplificado da ilha-2 estd representado
esquematicamente com os sitios de restricdo da enzima BstU | e a figura 32 mostra
o resultado da digestdo da ilha-2 com o padrdo de bandas digeridas por BstU |
(COBRA) das linhagens analisadas.

101pb 141pb  ~ 8pb |, 87pb

| I 1 1 |
-1102 CGCG CGCGCG  CGCG - 687
34 10,11,12 16,17

Figura 31. Esquema representativo do mapa de restricdo do fragmento amplificado por PCR nested
contendo a ilha-2 de CpG do gene ADAM33.

Figura 32. COBRA da ilha-2 do gene ADAM33. 1. MM 100bp; 2. HB4a; 3. PMC42; 4. MDA-MB-231;
5. MDA-MB-435; 6. MDA-MB-436; 7. MCF7; 8. SK-BR-3; 9. HB4a C3.6.

Esta analise demonstrou que o padrao de digestao pela BstU | € o mesmo
para todas as linhagens celulares, o que n&o condiz com o padrdo de expressao.
Esse dado pode significar que a ilha-2 ndo é importante para o silenciamento do
gene, ou ainda que os dinucleotideos CpG dos sitios reconhecidos pela enzima néo
sao relevantes para a regulacado da expressao deste gene. Desta maneira, o estudo
da ilha-2 foi descartado.
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4.4 CORRELACAO DOS DADOS CLINICO-PATOLOGICOS COM OS
RESULTADOS DE METILACAO E EXPRESSAO DO GENE ADAM33 EM
AMOSTRAS DE TUMORES PRIMARIOS DE MAMA

4.4 1 Methylation Specific PCR (MSP)

Apés a analise com os DNAs das linhagens chegamos a conclusao de quais
dinucleotideos da ilha-1 de CpG seriam importantes para o silenciamento do gene
ADAMS33. Os iniciadores desenhados para os dinucleotideos 47, 51, 52 e 53 foram
utilizados para MSP, os quais foram o0s Unicos a apresentarem o0s resultados
esperados apls exaustiva padronizacdo com todas as combinacées dos 5 pares
desenhados para esta técnica. Para padronizacdo das reacbes de MSP, foram
utilizados os DNAs das linhagens tumorais tratados com bissulfito de sédio e o
resultado esperado seria que a banda correspondente ao amplicom de 64 pb fosse
amplificada apenas nas respectivas reacées M (DNA metilado) ou U (DNA néao
metilado) segundo o resultado do sequenciamento. A figura 33 abaixo mostra a
padronizacdo das reagdes U (unmethylated) e M (methylated) nas linhagens
tumorais. E possivel observar que os resultados desta técnica estdo de acordo com

os resultados do seqglienciamento.

NO HB4a 231 C3.6 MCF7 PMC42 435 436 SKBR3
Mbp UM UM UMUM UMUM UM UM UM

80 pb
4
60 pb 64 pb

Figura 33. Padronizagédo da Técnica MSP nas linhagens tumorais.

Herman et al. (1996), ao descrever a técnica de MSP, relataram uma
sensibilidade de 0,1%, ou seja, seu método foi capaz de detectar até 1 alelo
metilado em meio a 1000 alelos ndo metilados. Para verificar se a mesma
sensibilidade estava sendo atingida em nossos experimentos com nNOSSOS
iniciadores especificos para o gene ADAM33, realizamos reagdes de MSP utilizando
diferentes diluicbes de DNA de linhagem tumoral que se apresentou totalmente
metilada nos dinucleotideos escolhidos para os iniciadores (com relacdo ao

resultado do seqlienciamento das 8 colbnias), sendo considerado entdo que essa
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linhagem possui teoricamente 100% dos alelos metilados. Foram feitas as seguintes
diluicbes 1:0 (100% de alelos metilados), 1:10 (10% de alelos metilados), 1:50 (2%
de alelos metilados), 1:100 (1% de alelos metilados), 1:250 (0,4% de alelos
metilados), 1:500 (0,2% de alelos metilados), 1:1000 (0,1% de alelos metilados) e
1:5000 (0,02% de alelos metilados). Obtivemos a sensibilidade de 0,1% de alelos
metilados (FIGURA 34), que é a mesma sensibilidade detectada por Herman et al.
(1996), o que significa que a técnica é capaz de detectar até 1 alelo metilado em
meio a 1000 alelos ndo-metilados.

1:100
1:250
1:500
1:1000
1:5000

o O
L -
-— b ol o

10bp NO

90 pb
. 64pb

60 pb

Figura 34. Teste de sensibilidade da técnica de MSP.
Nota: As proporgdes acima equivalem as diluigbes do DNA da linhagem MDA-MB-435 (totalmente
metilada nos CGs 47, 51, 52 e 53).

A técnica de MSP é importante para o estudo da expressdao de um gene em
amostras de tumores, jA que para estes ndo se espera fazer a clonagem e
sequenciamento da llha de CpG, nem RT-PCR (neste trabalho). Para analise de
correlacdo dos dados clinico-patolégicos com os resultados de metilacdo foram
utilizados tumores primarios de mama do Banco de Tumores do Laboratério de
Citogenética Humana e Oncogenética. Os DNAs desses tumores foram extraidos
pelo protocolo do fenol-cloroférmio pelo Laboratério de Citogenética Humana e
Oncogenética e alguns também pelo nosso laboratério (seguindo o mesmo protocolo
de extracdo de DNA de linhagens celulares). A Figura 35 mostra o aspecto de
alguns DNAs tumorais extraidos. Percebe-se que quase todos apresentam um
pouco de degradagdo, ou seja, o DNA possui quebras em pontos multiplos
apresentando um aspecto arrastado no gel, porém observa-se pela banda formada
acima do arrastado, que ainda existe DNA genbémico integro nas amostras. Essa
degradacdao pode ser atribuida a estocagem inadequada das pecgas tumorais.
Sabemos que no momento estdo estocadas adequadamente a -80 °C, sendo que o
ideal é o que se faz no Hospital do Cancer em Sao Paulo, onde a estocagem das

amostras € feita em nitrogénio liquido com material resinoso especial. Além disso,
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essa degradagcdo observada pode ser também devido ao ndo congelamento das
pecas tumorais imediatamente apds a cirurgia ou ao transporte do hospital ao
laboratério, que ndo é feito em nitrogénio liquido como recomendado.
Provavelmente o conjunto destes fatores acabou por levar as amostras a irem
perdendo a integridade de suas macromoléculas, porém o0s experimentos

demonstraram que a degradacgéao nao impediu que a técnica de MSP funcionasse.

Figura 35. Aspecto dos DNAs tumorais extraidos a partir de 8 amostras de tumores primarios das
pacientes em estudo.

Os DNAs extraidos foram entdo submetidos ao tratamento com bissulfito de
sédio. Apds o tratamento, todos os DNAs foram testados com a reagdo de PCR
nested para SATR-1. A Figura 36 mostra o resultado de uma reagao padrao para
verificacdo da eficacia do tratamento com bissulfito de so6dio de alguns dos tumores
analisados. Na foto € possivel observar que todos os DNAs foram eficientemente
tratados com o bissulfito de sédio.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 36. Controle da eficiéncia do tratamento com bissulfito de sédio - fragmento da regiao SATR-
1 amplificado por PCR nested

Legenda: 1. MM 100 bp; 2.NO (branco); 3. Amostra 1; 4. Amostra 2; 5. Amostra 3; 6. Amostra 4; 7.

Amostra 5; 8. Amostra 6; 9. Amostra 7; 10. Amostra 8.
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Os DNAs tumorais tratados com bissulfito de sodio foram entdo submetidos
as reacoes U e M de MSP. Todas as amostras apresentam resultado positivo (banda
correspondente a 64 pb) para a reacao U, isto se deve ao fato de que numa amostra
tumoral existem células normais que sao retiradas junto ao tumor durante a cirurgia,
e o0 padrao normal de metilagdo do gene ADAM33 nas células de mama é auséncia
de metilagdo. Utilizamos 3 amostras de fibroadenomas para representar tecido nao-
maligno de mama. Estas amostras se apresentam desmetiladas, ou seja, apenas a
reacao U é positiva (FIGURA 37).

NO 1 2 3

MpyUMUMUM UM
90 pb e '

8 . - — 64pb

60 pb =

Figura 37. MSP do gene ADAM33 em amostras de fibroadenomas.

Nota: 10 bp é o marcador de massa molecular.

Legenda: 1, 2 e 3 correspondem aos numeros das amostras de fibroadenomas. NO é o branco do
MSP. As letras U (unmethylated) e M (methylated) correspondem as reagées U e M respectivamente.

A seguir estdo todos os resultados obtidos por MSP separados por tipo de
tumor (ductal ou lobular) e grau histoldgico (SBR) (FIGURAS 38 a 44).

NO 4

10bp U M U M
90 pb — S

60 pb j%

— 64 pb

Figura 38. MSP do gene ADAM33 em amostra de carcinoma ductal in situ.

Nota: 10 bp é o marcador de massa molecular. As letras U (unmethylated) e M (methylated)
correspondem as reagdes U e M. NO é o branco do MSP e o nimero 4 corresponde ao nimero da
amostra tumoral.
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A)

64 pb
B)
NO 11 12 13 14 15 16
Wpy M UM UM UM UM UM UM
90 pb
—— 64 pb
60 pb

Figura 39. MSP do gene ADAM33 em amostras de carcinoma ductal invasivo de grau | (SBR).
Nota: 10 bp é o marcador de massa molecular. As letras U (unmethylated) e M (methylated)
correspondem as reagdes U e M. NO é o branco do MSP e os nimeros correspondem as amostras

de tumor.
Legenda: A) Amostras 5 a 10. B) Amostras 11 a 16.

A)
NO 17 18 19 20 21 22

ibp U M UM UM UM UM UM UM

B)
NO 23 24 25 26 27 28
Mbp y M UM UM UM UM UM UM
90 pb
64 pb
60 pb
C)
NO 29 30 31 32 33
1pp UM UM UM UM UM UM
90 pb
___ 64pb

60 pb
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D)

90 pb
64 pb

60 pb

Figura 40. MSP do gene ADAM33 em amostras de carcinoma ductal invasivo de grau Il (SBR).
Nota: 10 bp é o marcador de massa molecular. As letras U (unmethylated) e M (methylated)
correspondem as reagdes U e M. NO é o branco do MSP e os nimeros correspondem as amostras

de tumor.
Legenda: A) Amostras 17 a 22. B) Amostras 23 a 28. C) Amostras 29 a 33. D) Amostras 34 a 37.

A)
NO 39 40 41 42 43
ibbp UM UMUM UMUMUWM
90 pb
64 pb
60 pb
B)

C)

M0p UM UM UM umM UM UM

90 pb
—__ 64pb

60 pb

Figura 41. MSP do gene ADAM33 em amostras de carcinoma ductal invasivo de grau Ill (SBR).
Nota: 10 bp é o marcador de massa molecular. As letras U (unmethylated) e M (methylated)
correspondem as reagdes U e M. NO é o branco do MSP e os nimeros correspondem as amostras

de tumor.
Legenda: A) Amostras 39 a 43. B) Amostras 44 a 49. C) Amostras 50 a 54.
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B)
NO 61 62
10bp U M

90 pb

80 pb - > pb
Figura 42. MSP do gene ADAM33 em amostras de carcinoma lobular invasivo de grau | (SBR).
Nota: 10 bp é o marcador de massa molecular. As letras U (unmethylated) e M (methylated)
correspondem as reagdes U e M. NO é o branco do MSP e os nimeros correspondem as amostras

de tumor.
Legenda: A) Amostras 56 a 60. B) Amostras 61 e 62.

A)
NO 63 64 65 66 67 68

10bp
) pb —
60 pb
B)

NO 69 70 71 72 73
ibp U M UM UM UM UM

90 pb

60 pb
Figura 43. MSP do gene ADAM33 em amostras de carcinoma lobular invasivo de grau Il (SBR).
Nota: 10 bp é o marcador de massa molecular. As letras U (unmethylated) e M (methylated)
correspondem as reacdes U e M. NO é o branco do MSP e os nimeros correspondem as amostras

de tumor.
Legenda: A) Amostras 63 a 68. B) Amostras 69 a 73.

NO 74 75 76
10bp U M M UM UM

90 pb
64 pb
60 pb
Figura 44. MSP do gene ADAM33 em amostras de carcinoma lobular invasivo de grau Ill e grau

indeterminado (SBR).
Nota: 10 bp é o marcador de massa molecular. As letras U (unmethylated) e M (methylated)

correspondem as reacdes U e M. NO é o branco do MSP e os nimeros correspondem as amostras
de tumor 74 a 76.
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4.4.2 Andlise Estatistica dos Dados Clinico-patolégicos Correlacionados com a
Metilacao da Regidao Promotora do Gene ADAM33

A Tabela do Anexo 4 contém os dados clinicos das pacientes cujos tumores
foram analisados neste estudo e seus respectivos resultados de MSP. Na Tabela 6,
abaixo, estdo mostrados os dados da andlise estatistica e a correlacdo entre a
metilacdo e as variaveis clinicas. Das 73 amostras tumorais malignas analisadas, 14
(20,0%) foram diagnosticadas com estadio 1/0, 33 (47,1%) com estadio Il, 13 (18,6%)
com estadio Il e 10 (14,3%) com estadio IV, sendo que 3 amostras ndo foram
classificadas para esta variavel. O tamanho do tumor foi avaliado nas 73 amostras,
das quais 20 (27,4%) estao classificadas como T1 (tumor menor ou igual a 2 cm), 38
(52,1%) estao classificadas como T2 (tumor maior que 2 cm e menor ou igual a 5
cm), 8 (10,9%) estéo classificadas como T3 (tumor maior que 5 cm) e 7 (9,6%)
estao classificadas como T4 (tumor de qualquer tamanho com extensao para parede
toracica e/ou edema, ou ulceracdo da pele, ou carcinoma inflamatério). O
comprometimento linfonodal foi avaliado em 71 amostras, dentre as quais 37
(52,1%) apresentaram linfonodos comprometidos. Além disso, foi verificado que 14
(20,3%) de 69 pacientes apresentaram metastases a distdncia com obito. As
recidivas locais foram avaliadas em 69 amostras, aparecendo em 6 (8,7%)
pacientes. A avaliacdo da expressdo de receptores hormonais apresentou
positividade para Receptor de Estrogeno em 58 (82,9%) das 70 amostras avaliadas,
ja para receptor de progesterona, das 61 amostras determinadas, 46 (75,4%) sao
positivas. A expressdao de ERBBZ2 foi pesquisada em 65 amostras, sendo que 22
(33,8%) destas foram positivas.

A frequéncia de metilacdo nas amostras analisadas foi de 29 (39,7%) em
73. Esta frequéncia aumenta e se torna estatisticamente significativa (p=0,0002) nas
amostras de carcinomas lobulares invasivos, das quais 76,2% apresentam metilacao
da regidao promotora do gene ADAM33, comparando-se com as amostras de
carcinoma ductal invasivo que apresentam metilacdo em apenas 25,5% dos casos.
Este resultado pode ser melhor visualizado no grafico da Figura 45. Um aumento da
freqUuéncia de metilacdo também é observado nos tumores de tamanhos T3 e T4,
quando comparado aos tumores de tamanhos menores. As freqtiéncias de metilacao
nos tamanhos T1 (30,0%) e T2 (36,8%) foram constantes, enquanto que em T3/T4
foi observado uma frequiéncia de 60% de metilacdo que equivale a praticamente o
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dobro das freqléncias dos outros grupos, porém essas diferengcas nao foram
consideradas estatisticamente significativas (p=0,174). Outra varidvel que
apresentou uma freqiiéncia de metilacdo aumentada foi a presenca de recidivas
locais, cujas amostras positivas para esta variavel apresentaram uma freqiiéncia de
66,7% de metilacdo contra 36,5% de metilagdo das amostras negativas. Porém, esta
diferenga ndo obteve significancia estatistica (p=0,201).

Nao foram observadas em nossas amostras correlacbes estatisticamente
significativas entre a metilacdo na regido promotora do gene ADAM33 e o estadio
(p=0,641), o grau de diferenciacao histoldgico (SBR) (p=0,799), 0 comprometimento
de linfonodos (p=0,965), a ocorréncia de metastases a distancia (p=0,548), a
expressao de receptores hormonais (ER, p=0,751 e PR, p=0,678) nem do receptor
de fator de crescimento ERBB2 (p=0,378). As freqiiéncias de metilacdo para todas
estas variaveis ficaram em torno de 30 a 40%.



102

TABELA 6 - DISTRIBUICAO CATEGORICA DOS DADOS CLINICOS DAS
PACIENTES ANALISADAS E A FREQUENCIA DE METILACAO NA
REGIAO PROMOTORA DO GENE ADAM33 AVALIADAS PELO
TESTE DO QUI-QUADRADO OU TESTE EXATO DE FISCHER

Pacientes

Variavel Metilagcao p
Numero (%)
Sim Nao
Estadio
0/l 14 (20,0) 4 (28,6) 10 (71,4)
Il 33 (47,1) 14 (42,4) 19 (57,6) 0,641
m1Av 23 (32,9) 8 (34,8) 15 (65,2)
Tamanho do tumor
pT1/pTis 20 (27,4) 6 (30,0) 14 (70,0)
pT2 38 (52,1) 14 (36,8) 24 (63,2) 0,174
pT3/pT4 15 (20,5) 9 (60,0) 6 (40,0)
SBR
I 19 (27,1) 8 (42,1) 11 (57,9)
Il 33 (47,1) 14 (42,4) 19 (57,6) 0,799
11 18 (25,7) 6 (33,3) 12 (66,7)
Comprometimento de
linfonodos
Negativo 34 (47,9) 13 (38,2) 21 (61,8) 0.965
Positivo 37 (52,1) 15 (40,5) 22 (59,5)
Receptor de Estrégeno (ER)
Negativo 12 (17,1) 4 (33,3) 8 (66,7) 0.751
Positivo 58 (82,9) 24 (41,4) 34 (58,6)
ERBB2
Negativo 43 (66,2) 18 (41,9) 25 (58,1) 0.378
Positivo 22 (33,8) 6 (27,3) 16 (72,7)
Receptor de progesterona
(PR)
Negativo 15 (24,6) 4 (26,7) 11 (73,3) 0678
Positivo 46 (75,4) 17 (36,9) 29 (63,1)
Metastase/obito
Negativo 55 (79,7) 23 (41,8) 32 (58,2) 0.548
Positivo 14 (20,3) 4 (28,6) 10 (71,4)

Continua...
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Recidiva
Negativo 63 (91,3) 23 (36,5)
Positivo 6 (8,7) 4 (66,7)
Tipo de tumor
Carcinoma Ductal Invasivo 51 (70,8) 13 (25,5)
Carcinoma Lobular Invasivo 21 (29,2) 16 (76,2)
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Figura 45. Grafico de freqliéncia de metilagdo do promotor do gene ADAM33 em carcinomas ductais

e lobulares.

Nota: O asterisco mostra diferenca significativa na porcentagem de metilacdo entre os tipos de

tumores.

Legenda: IDC: carcinomas ductais invasivos, ILC: carcinomas lobulares invasivos.

Para nos certificarmos de que as variaveis estudadas nao apresentavam

correlacdo com a metilacdo dentro do grupo de tumores lobulares, que possuem

uma alta freqiiéncia de metilacdo, realizamos a analise estatistica das variaveis

apenas para as amostras de carcinoma lobular invasivo. A Tabela 7 abaixo mostra

os resultados desta analise, que nao encontrou significAncia estatistica para

nenhuma das variaveis.



104

TABELA 7 - DISTRIBUICAO CATEGORICA DOS DADOS CLINICOS DAS
PACIENTES COM CARCINOMA LOBULAR INVASIVO E A
FREQUENCIA DE METILACAO NA REGIAO PROMOTORA DO
GENE ADAM33 AVALIADAS PELO TESTE EXATO DE FISCHER

Pacientes Metilacao

Variavel . o ¢]
Numero (%) Sim Niio
Estadio
I/l 15 (78,9) 11 (73,3) 4 (26,7) 1.000
"/ v 4 (21,1) 3 (75,0) 1 (25,0) ’
Tamanho do tumor
pT1/pT2 15 (71,4) 11 (73,3) 4 (26,7) 1.000
pT3/pT4 6 (28,6) 5(83,3) 1(16,7) ’
SBR
I 7 (36,8) 5(71,4) 2 (28,6) 0603
[1/11 12 (63,2) 10 (83,3) 2(16,7) ’
Comprometimento de
linfonodos
Negativo 12 (57,1) 9 (75,0) 3 (25,0) 1.000
Positivo 9 (42,9) 7 (77,8) 2 (22,2) ’
Receptor de Estrogeno (ER)
Negativo 2(10,5) 2 (100) 0(0) 1.000
Positivo 17 (89,5) 13 (76,5) 4 (23,5) ’
ERBB2
Negativo 15 (88,2) 11 (73,3) 4 (26,7) 1.000
Positivo 2(11,8) 2 (100) 0(0) ’
Receptor de progesterona
(PR)
Negativo 3(21,4) 2 (66,7) 1(33,3) 1.000
Positivo 11 (78,6) 8 (72,7) 3 (27,3) ’
Metastase/obito
Negativo 15 (83,3) 12 (80,0) 3 (20,0) 0554
Positivo 3(16,7) 2 (66,7) 1(33,3) ’
Recidiva
Negativo 16 (84,2) 12 (75,0) 4 (25,0) 1.000

Positivo 3 (15,8) 3 (100) 0 (0)
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5. DISCUSSAO

No genoma de mamiferos, a metilagdo do DNA ocorre em residuos de
citosina de dinucleotideos CpG. Esta alteracao epigenética do DNA é herdavel, mas
nao altera a sequéncia de nucleotideos, em contraste com as modificacoes
genéticas. Desta forma, diferentes das alteracbes genéticas, as modificacdes
epigenéticas sdo potencialmente reversiveis. Acredita-se que a metilacdo do DNA
exerca uma funcao critica na expressdo génica através de varios mecanismos.
Primeiramente, a metilacdo de ilhas de CpG esta associada com a perda da
transcricdo do gene. Outro mecanismo € a susceptibilidade aumentada a
deaminacado da 5-metilcitosina e conseqliente mutacado de transicdo para timina. A
terceira forma de alteracdo da expressao génica seria a inducao génica alterada
possivelmente causada pela hipometilacdo (YANG, YAN e DAVIDSON, 2001).

O padrao de metilacdo tecido-especifico € estabelecido precocemente
durante o desenvolvimento através da acdo das enzimas DNA metiltransferases
(DNMTs). As ilhas de CpG apresentam-se geralmente desmetiladas em tecidos
adultos normais com excecdo dos genes transcricionalmente silenciados na
inativacdo do cromossomo X e dos genes imprintados (EGGER et al., 2004). Em
contrapartida, a maioria dos tecidos neoplasicos demonstram hipometilacdo
gendmica global e hipermetilagao localizada nos promotores de certos supressores
tumorais criticos e de genes reguladores de crescimento celular (CLARK e MELKI,
2002). O mecanismo responsavel pela metilacdo durante a tumorigénese ainda nao
foi esclarecido, mas sabe-se que a atividade da DNMT1 estd aumentada em células
tumorais (ROBERTSON et al., 2000).

As modificacbes da metilacdo podem levar em Ultima instancia a
instabilidade genética caracteristica do cancer de diversas maneiras: mutagdes de
transicao pela deaminacao hidrolitica da 5-metilcitosina a timina, metilagdo de genes
caretakers (como por exemplo genes de reparo do DNA, como MLHT1) com
consequente inativagcdo destes genes e a hipometilacdo global que torna o DNA
mais fragil (JONES e BAYLIN, 2002).

Muitas evidéncias tém demonstrado que a hipermetilacdo de ilhas de CpG
esta implicada em perda de expressao de varios genes criticos no cancer de mama.
Na sua maioria, os genes silenciados por metilacdo no cancer de mama podem ser

classificados em varias categorias que incluem: reguladores de ciclo celular,
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receptores esterdides, detoxificadores de carcindgenos, adesao celular e inibidores
de metaloproteinases de matriz (YANG, YAN e DAVIDSON, 2001).

O reconhecimento da importancia da metilacdo e outros eventos
epigenéticos na expressao génica e na malignidade do cancer de mama leva a
consideracdes de como essas descobertas podem ser aplicadas clinicamente. Duas
areas para serem exploradas neste sentido sdo o0 uso de marcadores moleculares
metilados para deteccdo e prognoéstico, e a aplicagao de inibidores de DNMT e
HDAC terapeuticamente para re-expressar supressores tumorais e genes inibidores
de crescimento celular silenciados (YANG, YAN e DAVIDSON, 2001).

A viabilidade de estratégias baseadas em PCR, como MSP, por exemplo,
para acessar modificacoes de metilacdo em pequenas quantidades de materiais
biolégicos aumenta a possibilidade de que a identificacdo de alelos metilados possa
servir como uma forma de acesso ao risco molecular ou ainda a detec¢ao da doenca
(HERMAN et al., 1996). Além disso, a possibilidade de detectar genes metilados em
soro, urina, fluido de lavagem broncoaoveolar e linfonodos de individuos com varios
tipos de cancer tem sido descrita (ESTELLER et al,, 1999b apud YANG, YAN e
DAVIDSON, 2001). Uma aplicacdo potencial no cancer de mama poderia ser a
deteccdo da metilacdo de marcadores moleculares usando fluido de lavagem de
ducto pelo mamilo ou aspirados de pungdo de mama, como hipdtese de que a
presenca da metilacado nestes marcadores poderia predizer um alto indicio de um
subseqliente desenvolvimento de cancer de mama. Outras aplicagées incluem
estadiamento molecular de linfonodos sentinela ou aspirados de medula éssea.
Esses estudos precisariam primeiramente do desenvolvimento de um painel de
metilacdo em marcadores moleculares que se apresentem desmetilados em tecido
normal que poderiam juntos identificar virtualmente todos os tipos de céncer de
mama (EVRON et al. apud YANG, YAN e DAVIDSON, 2001). Além do diagndéstico,
outras aplicacdes clinicas da metilacdo em marcadores moleculares sdo a predicao
do prognéstico e da resposta ao tratamento.

Uma das familias génicas que tem sido recentemente correlacionada com
processos cancerigenos, podendo seus membros atuar tanto como oncogenes
quanto como supressores de tumor (0os quais se enquadrariam em algumas
categorias citadas anteriormente), € a familia de glicoproteinas transmembranicas
ADAM.

Os membros desta familia sdo proteinas formadas por multidominios. Entre
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eles estdo os dominios metaloproteinase, que tem a funcao de clivagem proteolitica,
e 0 dominio disintegrina, que tem fungédo de adeséo celular. Os outros dominios que
formam a proteina sdo: uma sequéncia sinal, que direciona a proteina ao seu sitio
de atividade; um pré-dominio, que tem funcao de bloquear a atividade de protease
(PRIMAKOFF e MYLES, 2000; SEALS e COURTNEIDGE, 2003); uma regiao rica
em cisteina que conecta as ADAMs a moléculas de superficie celular, podendo
interagir com sindecans, que podem facilitar interacées célula-célula e célula—matriz,
possuindo também funcdo de adesdao; um dominio EGF-like, com funcao
supostamente de fusdo de membranas (ITO et al, 2007); um dominio
transmembrana, que ancora a proteina a membrana da célula; e uma cauda
citoplasmatica que atua como sinalizador intracelular sendo passivel de fosforilagao
(PRIMAKOFF e MYLES, 2000; SEALS e COURTNEIDGE, 20083).

Observamos atualmente um aumento na literatura correlacionando a
participacdo de alguns membros desta familia tanto no desenvolvimento quanto na
progressao tumoral. Esta correlagao se deve as propriedades dos seus membros de
atuar na protedlise e adesao celular, que as tornam candidatas a mediar ambos,
remodelamento de matriz extracelular e mudancas na adesao celular que
caracterizam certos processos patolégicos no desenvolvimento tumoral. Além disso,
a atividade catalitica de liberacdo de citocinas e fatores de crescimento parece
direcionar a migracao celular e controlar varias vias de sinalizagdo ativadas no
cancer (ARRIBAS e BECH-SERRA, 2006), além de que, distintas ADAMs podem
modular a migracao celular mediada por integrinas (HUANG et al., 2005).

Um dos membros desta familia, a ADAM23 foi estudada por Costa et al.
(2004) no contexto da presenga de metilacdo na regido promotora do gene
provocando o silenciamento da transcricdo da proteina ADAM23 no cancer de
mama. Neste trabalho, Costa et al. (2004) encontraram hipermetilacdo do promotor
do gene ADAMZ23 com maior freqiiéncia em estadios mais avancados de cancer de
mama. Estes dados e outros obtidos posteriormente por MSP sugerem que a
proteina ADAM23 atue como um marcador molecular de metastase (dados nao
publicados).

No presente trabalho, demos continuidade ao estudo da participacdo desta
familia de proteinas no cancer de mama, analisando o padrdo de expressao com
relacdo a presenca de metilacdo na regido promotora do gene ADAM33, cuja

proteina, segundo nosso conhecimento, até hoje foi correlacionada apenas com
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asma e doencas inflamatérias como psoriase e rinite alérgica.

A proteina ADAMB3 contém todos os dominios caracteristicos da familia
ADAM, incluindo a seqiiéncia consenso de ligacao ao zinco no sitio catalitico, que é
ativo nas isoformas que o contém. A proteina imatura de aproximadamente 120 kDa
(quando purificada sob condicbes reduzidas) é processada a uma forma madura
glicosilada de aproximadamente 100 kDa (isolada nas mesmas condi¢des), cujo
dominio catalitico se torna ativo através da clivagem do pré-dominio realizada por
mecanismos dependentes de catalise por furinas. A fungao fisiolégica desta proteina
ainda nao foi determinada, mas em trabalho de caracterizacdo da atividade catalitica
da ADAMB33, ZOU et al. (2004) observaram que a proteina ADAMB33 cliva a proteina
ligante de KIT (KL-1 — também conhecida como SCF, do inglés Stem Cell Factor).
KIT é considerado um receptor de fator de crescimento e é ativado pelo seu ligante
SCF. Este par € importante na hematopoiese, melanogénese e fertilidade (ASHMAN,
1999). SCF pode ocorrer de diferentes formas, transmembrana ou soluvel e atua nos
multiplos niveis da hierarquia hematopoiética para promover sobrevivéncia celular,
proliferacao, diferenciacdo, adesao e ativagdo funcional. Sua maior atuacao ocorre
em mastdocitos. Nestas células o par KIT-SCF promove adesdo celular por dois
mecanismos distintos. No primeiro, a ligacao de SCF transmembrana do estroma ao
KIT presente na membrana da célula hematopoiética pode direcionar a fixacao. No
segundo, a sinalizacdo de SCF através de KIT foi demonstrada aumentar a avidez
de integrinas B1 de mastécitos, VLA-4 e VLA-5, pelo componente de matriz
extracelular fibronectina. Neste contexto, em melanoma humano, o potencial
metastatico esta correlacionado com a perda de expressao de KIT. Por outro lado, o
gene KIT é um oncogene altamente expresso em LMA (Leucemia mieldide aguda) e
tem um efeito positivo no crescimento de cancer de pulmao de pequenas células
(ASHMAN, 1999).

Em nosso trabalho, a andlise da expressdo de ADAMS33 em linhagens
tumorais de mama por RT-PCR revelou uma reducdo significativa da expressao
deste gene com relacdo a linhagem normal de célula epitelial de mama, sendo que
em 65% das linhagens tumorais (avaliadas por nés e por IERARDI, 2005) o gene
encontra-se desligado. O silenciamento génico acarretou na auséncia da proteina
ADAMBSS3 confirmada por ensaio de Western Blotting.

Aqui se faz necessaria uma discussao sobre os resultados encontrados na
técnica de Western Blotting, na qual a deteccdo da proteina ADAM33 na linhagem
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normal HB4a ndo se deu nos tamanhos esperados de 100 kDa (proteina madura
processada) e 120 kDa (proteina imatura), mas apareceram bandas de
aproximadamente 98 e 64 kDa. Garlisi et al. (2003) também observaram diferentes
tamanhos da proteina ADAM33 em diferentes linhagens celulares, além de terem
observado proteinas menores, de aproximadamente 58 kDa em células de
musculatura lisa bronquial e de aproximadamente 65 kDa na linhagem de fibroblasto
MRC-5. Essas disparidades sao provavelmente devidas a diferenca na glicosilagao
da proteina madura e a clivagem da ADAMB33 proxima a regidao transmembrana
(GARLISI et al., 2003).

Utilizando a metodologia do tratamento de DNA com bissulfito de sodio
seguida de seglienciamento, foi possivel verificar que o silenciamento génico se da,
na maioria dos casos, devido a presenca de metilacdo em ilhas de CpG na regiao
promotora deste gene. O uso do agente desmetilante 5-aza-2’-deoxicitidina
confirmou o envolvimento da metilacdo na regulacdo da expressao deste gene. Em
algumas linhagens, esta correlagao entre metilacao e silenciamento génico nao pode
ser estabelecida. Estes foram os casos das linhagens SK-BR-3 e ZR-75-31. A
linhagem SK-BR-3 ndo apresenta expressao do gene ADAM33, mas na analise do
sequenciamento ela se apresenta com uma baixa percentagem de metilacao global
(19,1%), sendo menor até do que a linhagem normal HB4a (30,8%). Isso significa
que deve haver outro mecanismo de regulacdo da expressdo deste gene nesta
célula, um dos quais poderia ser a desacetilacdo das histonas. A mesma falta de
expressao é apresentada pela linhagem ZR-75-31, porém desta linhagem nao foi
possivel nem amplificar as ilhas de CpG por PCR nested. As especulacbes acerca
deste caso sado de que poderia haver um impedimento estérico na regido promotora
do gene ADAM33 nesta linhagem, impossibilitando a chegada da Taq polimerase ou
ainda que o gene poderia ter sofrido delegao.

Com os dados do sequenciamento, que revelaram quais Sao o0s
dinucleotideos importantes para a regulacdo génica, foi possivel analisar o padrao
de metilagdo em cancer de mama através da técnica de MSP. Para determinar a
importancia da hipermetilagdo do gene ADAM33 como marcador molecular neste
tipo de cancer foram avaliadas 73 amostras de tumores primarios de mama, cujos
resultados foram correlacionados com paradmetros clinico-patologicos ja
estabelecidos para esta doenca. A presencga de hipermetilacdo na regido promotora
do gene ADAMS33 foi detectada em 39,7% das amostras. A correlacdo entre o
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padrdao de metilacdo e os dados clinico-patolégicos das pacientes ndao apresentou
associacao estatisticamente significativa para as varidveis: grau tumoral (SBR),
estadio clinico (TNM), tamanho do tumor, presenca de RE, RP e ERBB2,
acometimento de linfonodos, metastase e recidiva, porém a diferenca apareceu
quando comparados os tipos histolégicos de tumor: carcinoma ductal invasivo e
carcinoma lobular invasivo. A freqiéncia de metilagdo em carcinomas lobulares
invasivos foi de 76,2% comparados com 25,5% em carcinomas ductais invasivos, o
que da uma diferenca estatisticamente significativa com p=0,0002.

Os carcinomas lobulares possuem uma baixa freqiéncia na populagéo de
mulheres com cancer de mama, em torno de 10-15 %. Este tipo de tumor pode se
apresentar como uma massa palpavel assim como os carcinomas ductais ou entao
como lesdo mal definida e difusa, com multifocalidade e multicentricidade, o que
dificulta sua detecgao e diagnéstico inclusive pela mamografia (BIGLIA et al., 2007).
Em contraste com IDCs, carcinomas lobulares, tanto in situ como invasivos,
apresentam falta de coesdo entre as células na sua aparéncia histolégica, e
possuem morfologia celular singular, similar ao que se vé em linfomas, além disso
apresentam perda total de polaridade. A perda da expressao de E-caderina, a mais
importante proteina de adesdo no epitélio da mama, se reflete na morfologia
histolégica dos ILCs. A perda de adesao também poderia explicar porque ILCs
tendem a metastizar para localizacées mais remotas, tais como leptomeninges, trato
gastrointestinal e sistema reprodutor feminino, quando comparado com IDCs que
metastizam preferencialmente para pulmao, pleura, figado e ossos (YODER et al,,
2007). Nem todos os carcinomas lobulares apresentam perda completa de
expressao de E-caderina. Alguns casos de ILCs com baixos niveis de expressao de
E-caderina tém sido documentados, implicando que mutagcdes gendmicas ou
alteracoes de expressdao de RNA em outros genes envolvidos com adesédo célula-
célula devem existir nestes tumores (HARIGOPAL et al., 2005), sendo possivel que
ADAM33 seja um desses genes, considerando-se que ele tenha uma funcao de
adesdo assim como o gene ADAMZ23. A interacdo da ADAMS33 com integrinas
também sugere que ela possua fungao adesiva, ou seja, seu desligamento corrobora
com a caracteristica de falta de adesao entre as células nos ILCs.

Outro dado que poderia reforcar esta suspeita é a clivagem de SCF
(discutida acima) que, no caso desta clivagem promover a ativacdo de SCF,
ADAMB33 estaria indiretamente promovendo adeséao celular, ja que SCF se liga a KIT
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e faz adesao célula-matriz extracelular. Do contrario, se a clivagem de SCF acaba
por inativar o ligante de KIT, o desligamento de ADAM33 seria interessante para o
tumor manter ativo o oncogene KIT que estaria superexpresso e precisaria de seu
ligante para promover proliferacdo celular. Todas estas especulacbes ndo possuem
nenhuma comprovacao. Seriam necessarios estudos para comprovar ou eliminar
estas sugestdes da possivel funcédo da inativacdo do gene ADAM33 em céncer de
mama. Além disso, seriam necessarios estudos acerca da funcao fisiolégica da
proteina ADAM33, que permanece desconhecida.

Evidéncias substanciais demonstram a importdncia de mecanismos
epigenéticos na regulacao transcricional de supressores tumorais, supressores de
metastase e genes reguladores de crescimento celular criticos no cancer de mama.
Estes genes incluem aqueles que possuem funcdes cruciais no reparo do DNA, na
regulacdo do ciclo celular, no crescimento celular e na adesao célula-célula. Pelas
caracteristicas da proteina ADAM33 e das evidéncias discutidas, parece que o
produto deste gene auxilia a perda de coesdo entre as células nos carcinomas
lobulares invasivos, nos quais o gene ADAM33 é silenciado epigeneticamente.
Dessa forma, o gene ADAM33 poderia ser utilizado como um novo marcador para a
diferenciacao entre os carcinomas lobulares e ductais, sendo que ocasionalmente as
caracteristicas destes dois tipos de tumores se sobrepdem, principalmente nos
casos de carcinomas mistos. Diante disso, existe uma necessidade de se
encontrarem marcadores de utilidade clinica (imunohistoquimica, por exemplo) além
da E-caderina, para serem usados na diferenciacdo dos tipos de tumores ao
diagnéstico, sendo que até o momento existem poucos marcadores estudados neste
sentido (TURASHVILI et al., 2005; TURASHVILI et al., 2007). Estes marcadores
também seriam (teis na determinacao de metastases de carcinomas lobulares em
sitios menos comuns como o trato gastrintestinal, onde elas freqientemente séo
confundidas com tumores primarios e também em infiltrados lifonodais, onde a
distincdo entre células de carcinomas lobulares e células linféides pode ser dificil
(BIGLIA et al., 2007). Além da possivel utilidade na escolha do tratamento, ja que,
em relacdo aos carcinomas ductais, a resposta terapéutica dos carcinomas lobulares
¢é diferente, podendo ser menos responsivos a terapia neoadjuvante (TURASHVILI et
al., 2005).
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados deste estudo podemos concluir que:

1. O gene ADAM33 apresenta uma diminuicdo significativa de
expressao em linhagens tumorais de mama, estando totalmente
silenciado em 65% das linhagens analisadas;

2. A presenca de hipermetilacao na regiao promotora do gene ADAM33
promove o silenciamento génico aos niveis de RNAm e proteina na
maioria das linhagens estudadas que nao apresentaram expressao
génica;

3. Na&o ha relacdo entre a hipermetilacdo da regido promotora do gene
ADAM33 com as variaveis clinico-patolégicas: grau tumoral (SBR),
estadio clinico (TNM), tamanho do tumor, presenca de RE, RP e
ERBB2, acometimento de linfonodos, metastase e recidiva;

4. O silenciamento génico promovido pela hipermetilacdo da regiao
promotora do gene ADAMS33 pode ser indicativo de um novo
marcador molecular de carcinoams lobulares invasivos de mama,
pois foi observado em 76,2% dos carcinomas lobulares invasivos
analisados contra 25,5% dos carcinomas ductais invasivos,
apresentando significancia estatistica.
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ANEXO 1 - ESTADIAMENTO CLINICO

Para nortear as agbes de salude no cancer da mama, uniformizando as condutas, foram criados
critérios de estadiamento. Esses critérios procuram estabelecer uma relagéo entre a doencga e o seu
prognéstico e, para isso, 0os casos sdo colocados em grupos, estadiados de | a IV,formando uma
hierarquia importante para o médico que trata de cancer de mama. A Uni&do Internacional Contra o
Céncer (UICC), a partir dos anos 60, introduziu o sistema TNM (Tumor, Nodes, Metastasis, em inglés)
e periodicamente o vem revisando, a fim de incorporar os avangos no progndstico e no tratamento da
neoplasia. Outras classificagdes foram propostas, como o ABCD de Haagensen, que foi bastante
usada nas décadas de 60 e 70, e a da American Joint Committee on Cancer (AJCC). Esta ultima
acabou se fundindo com a classificagdo da UICC e passou a ser padrao no mundo inteiro.

CLASSIFICAGAO CLINICA - TNM

Baseia-se no didametro maximo do tumor (T), na presenga ou nao de linfonodos metastaticos na axila
(N) e nas metastases a distancia, ausentes ou nado (M). Para fins de orientacédo, transcrevemos a
classificagdo da UICC, 62 edigao, publicada em 2003 (Tabela17.1).Essa nova classificagao trouxe em
seu bojo os recentes conhecimentos adquiridos com a padronizacdo da técnica do linfonodo
sentinela, como o conceito de micrometastases e de células tumorais isoladas, incluindo, também,
omodo de detecgdo destas, se por imuno-histoquimica ou por métodos moleculares.Considerando a
classificagdo da UICC, sao estabelecidos grupos por estadio, constituindo a classificagcao clinica
{Tabela17.2).Ela s6 se aplica a carcinomas e a tumores primarios, virgens de tratamento.

Classificacao clinica (cTNM) 62 edicao (UICC), 2003

cT Tumor primario

Tx Tumor primario ndo pode ser avaliado
TO Nao ha evidéncia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ

Carcinoma ductal in situ

Carcinoma lobular in situ

Doenga de Paget da papila sem tumor associado
T1 Tumor menor ou igual a 2 cm

T1mic Carcinoma microinvasor

T1a Tumor maior que 0,1 cm e menor ou igual a 0,5 cm
T1b Tumor maior que 0,5 cm e menor ou igual a 1 cm
Tic Tumor maior que 1cm e menor ou igual a 2 cm
T2 Tumor maior que 2 cm e menor ou igual a 5 cm
T3 Tumor maior que 5 cm
T4 Tumor de qualquer tamanho com extensao para
T4a Parede toracica
T4b Edema ou ulceragao da pele
T4c 4a + 4b
T4d Carcinoma inflamatério

Obs.: Parede toracica inclui arcos costais, musculos intercostais e musculo serratil anterior, mas nao
o musculo peitoral. Doenca de Paget associada a tumor é classificada de acordo com o tamanho do
tumor.

cN Linfonodos regionais

NXx Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

NO Auséncia de metastase para linfonodos regionais

N1 Metastase para linfonodos axilares ipsilaterais méveis

N2
N2a Metastase para linfonodos axilares coalescentes ou aderidos a estruturas adjacentes
N2b Metastase clinicamente aparente na mamaria interna na auséncia de metastase axilar

N3

N3a Metastase para linfonodo infraclavicular
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N3b
N3c
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Metastase para linfonodo da mamaria interna e axilar
Metéastase para linfonodo supraclavicular

Metastase a distancia

Mx
MO
M1

Metastase a dist&ncia nao pode ser avaliada
Auséncia de metastase a distancia
Presenca de metastase a distancia

Classificacao patologica (pTNM) 62 edicao (UICC)

Tumor primario

Tumor primario ndo pode ser avaliado

Nao ha evidéncia de tumor primario

Carcinoma in situ

Carcinoma ductal in situ

Carcinoma lobular in situ

Doenga de Paget do mamilo sem tumor associado*
Tumor menor ou igual a 2 cm

pT

pTx
pTO
pTis

pT1

pT2
pT3
pT4

pT1mic

pTia
pTib
pTic

Carcinoma microinvasor

Tumor maior que 0,1 cm e menor ou igual a 0,5 cm
Tumor maior que 0,5 cm e menor ou igual a 1 cm
Tumor maior que 1 cm e menor ou igual a 2 cm

Tumor maior que 2 cm e menor ou igual a 5 cm
Tumor maior que 5 cm
Tumor de qualquer tamanho com extensao para

pT4a
pT4b
pT4c

Parede toracica
Edema ou ulceragao da pele
4a + 4b

*Doenga de Paget associada com tumor é classificada de acordo com o tamanho da leséo.
Linfonodos regionais

pN

pN1

pN2

pN3

pNx
pNO
pNO
pNO
pN1mi
pNia
pN1b

pN1ic

pN2a
pN2b
pN3a
ou
;NSb
ou

pN3c

Linfonodosregionaisndo podem ser avaliados

Ausénciade metastasepara linfonodos regionais

(i -/+)**

(MOL -/+)**

Micrometastase (maior que 0,2 mm e menor ou igual a 2 mm) em axila ou CMI

1 a 3 linfonodos axilares ipsilaterais comprometidos incluindo pelo menos uma
metastase maior que 2 mm

Linfonodos da mamaria interna com metastase microscopica identificada em linfonodo
sentinela, mas nédo clinicamente aparente

1 a 3 linfonodos axilares comprometidos incluindo pelo menos uma metastase maior
que 2 mm e linfonodos da mamaria interna com metastase microscopica sem
linfonodos sentinela, mas nao clinicamente aparente

4 a 9 linfonodos axilares comprometidos incluindo pelo menos uma metastase maior
que 2 mm

Linfonodos da mamaria interna clinicamente aparentes na auséncia de
comprometimento axilar

10 linfonodos axilares comprometidos incluindo pelo menos uma metastase maior que
2mm

Linfonodo infraclavicular ipsilateral comprometido
Linfonodos da mamaria interna clinicamente comprometidos na presencga de
comprometimento de linfonodos axilares

Mais de 3 linfonodos axilares comprometidos e linfonodos da mamaria interna com
metastase microscopica identificada em linfonodo sentinela, mas nao clinicamente
aparente

Linfonodo(s) supraclavicular ipsilateral comprometido

** Casos em que a metastase linfonodal consiste em apenas células tumorais isoladas ou formando
agrupamentos menores que 0,2 mm, que, em sua maioria, sdo detectados pela imunoistoquimica (i)
ou por biologia molecular (MOL), sado classificados como pNO, pois tipicamente ndo mostram
evidéncia de atividade metastatica.
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pM Metastase a distancia
pMx Metéastase a distancia ndo pode ser avaliada
pMO Auséncia de metastase a distancia
pM1 Presenca de metastase a distancia
Resumo
Classificagdo por estadios
Estadio 0 Tis NO MO Estadio IlIA TO N2 MO
Estadio | T1* NO MO T1* N2 MO
Estadio IIA TO N1 MO T2 N2 MO
T1* N1 MO T3 N1, N2 MO
T2 NO MO Estadio IIIB T4 NO,N1, N2, MO
Estadio 1B T2 N1 MO Estadio llIC Qualquer T N3 MO
T3 NO MO Estadio IV Qualquer T, Qualquer N M1

*T1 inclui T1 mic.

GRAU TUMORAL (SBR)

O estadiamento tumoral, especialmente quando realizado por patologistas treinados,
correlaciona-se bem com o prognéstico clinico. Os sistemas de estadiamento mais utilizados para o
cancer de mama séo a classificagdo de Scarff-Bloom-Richardson (SBR), o qual foi modificado pelo
grupo de Nottingham.

O grau de diferenciacdo é avaliado de acordo com a habilidade do tumor em originar
formacgoes tubulares, glandulares ou papilares. O pleomorfismo descreve a forma do ndcleo. O indice
mitoético avalia o nimero de mitoses encontrados na amostra do tumor. A soma dos pontos dos trés
componentes determina os graus: 1 (bem diferenciado), 2 (moderadamente diferenciado) e 3
(fracamente diferenciado). Pacientes com um escore de SBR de 3 apresentam um risco relativo de
4,4 comparado com aquelas com um escore de SBR de 1 para tempo livre de doenca por cinco anos.

O grau histolégico é aplicavel a todos os carcinomas mamarios. Ele tende a aumentar junto
com o tamanho tumoral e o acometimento linfonodal, com importante influéncia negativa no
prognéstico.

Fonte: MENKE, BIAZUS, XAVIER et al., 2007. p. 158, 163 a 165.
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO

Concordo em participar livremente deste estudo, entendo que serei
entrevistado e submetido a uma avaliacdo laboratorial (exame de sangue). E,
entendo que os riscos de minha participacdo nesta pesquisa sao minimos.

Entendo que minha participagao € inteiramente voluntaria, podendo me recusar a
responder qualquer questao ou retirar 0 meu consentimento em participar neste

estudo a qualquer hora, sem nenhum prejuizo ao meu tratamento atual ou futuro.

Eu, , apdés ter lido e

entendido todas as informacoes e esclarecido todas as minhas duvidas referentes a
este estudo, concordo voluntariamente em participar do mesmo. Atesto também o
recebimento das “Informacbes ao doador”, necessario para a minha compreensao

do estudo.

Data: [/ [/

Assinatura (do doador ou responsavel) ou impressao datiloscépica

Eu, Prof. Dr. Iglenir Jodo Cavalli, declaro que forneci todas as informacdes
referentes ao estudo ao doador.

Data: / [/

Prof. Dr. Iglenir Joao Cavalli
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ANEXO 3 — TABELA DE METILACAO DOS DINUCLEOTIDEOS CpG DA ILHA-1 DO GENE ADAM33
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NO

Fibro-

Idade

Tamanho

cresia | edEreme | Becfene (mm) Linfonodos RE RP ERBB2 Estadio recidiva metastase Obito MSP U | MSP M
1 CP163 44 12 - nd nd Nd nd - - - + -
2 CP179 18 48 Nd nd nd Nd nd + - - + -

3 CP235 15 28 - nd nd Nd nd - - - + -
amxtra ’incs?tu’ Pladc?gr?te T?_rrr;\?hr/]lr)]o Linfonodos RE RP ERBB2 Estadio recidiva metastase Obito MSP U | MSP M
4 CP025 79 Tis Nd nd nd Nd 0 nd nd nd + -
amﬁ:tra Q| plade T?{“,\fh"/‘l*)‘o Linfonodos | RE RP | ERBB2 | Estadio Recidiva | Metastase | Obito | MSP U | MSP M
5 CP162 49 T1 - + + Nd I - - - + +
6 CpP287 83 T1 - + + Nd I - - - + -

7 CP323 50 T2 - + nd - A - - - + -

8 CP332 30 T2 - + + + A - - - + -

9 CP402 68 T2 + + + - 1B - - - + -

10 CP408 60 T2 - + + - A - - - + -

11 CP425 72 T2 - + + + A - - - + -

12 CP456 75 T1 - + + + I - - - + +
13 CP460 66 T1 - + + + I - - - + -
14 CP471 52 T2 + + + - 1B - - - + +
15 CP515 63 T1 - + + - I - - - + -

16 CP528 42 T1 - + + - I - - - + -

Continua...
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am'g;tra Dl | phade T?{”,j‘,\’)l')‘o Linfonodos | RE RP | ERBB2 | Estadio Recidiva | Metastase | Obito | MSP U | MSP M
17 CP172 68 T2 + + + - v - + + + -
18 CP174 51 T3 + + + + \Y) - + + + -
19 CP197 66 T1 + - - + A - - - + -
20 CP271 47 T2 + + nd - IIB - - + + -
21 CP290 71 T1 Nd + nd - pT1,pNX,pMx - - - + +
22 CP314 74 T2 - + + + A - - - + -
23 CP337 62 T2 - + + - v - + + + -
24 CP341 73 T2 + + + - IIB - - - + -
25 CP365 39 T2 + + - - 1B - - - + -
26 CP366 63 T2 - + - + A - - - + -
27 CP413 83 T2 + + + - 1B - - - + +
28 CP487 68 T1 - + + - I - - - + -
29 CP497 45 T1 + + + - v - + - + -
30 CP520 71 T4 + + + + c - - - + +
31 CP527 53 T2 + - - + A - - - + -
32 CP532 56 T2 + + + - 1nc - - - + -
33 CP536 40 T2 + + + + e - - - + -
34 CP542 40 T2 + + + + A - - - + -
35 CP547 54 T2 + + + - A - - - + -
36 CP556 63 T2 - + + - A - - - + +
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37 CP562 49 T2 + + + + A - - - + -
38 CP427 55 T1 + + + + v - + nd + +
amostia| o | paade | Taman® | Linfonodos | RE RP | ERBB2 | Estadio | Recidiva | Metastase | Obito | MSPU | MSP M
39 CP243 48 T4 + + + - B nd + + + +
40 CP310 56 T1 + + + + 1A - - - + -
41 CP338 44 T2 - - - - 1A - - - + -
42 CP399 82 T2 + + + - 1B - - - + -
43 CP422 75 T4 - + + - \Y) + + + + -
44 CP424 63 T2 + + - - B ; - ; + +
45 CP432 66 T4 + + + - B - - - + -
46 CP434 59 T2 + - - - v - + + + -
47 CP470 67 T2 - + + - A - - - + -
48 CP505 72 T4 + - - + v + + + + -
49 CP525 45 T3 + + + - A - - - + +
50 CP537 69 T2 - - - + 1B + - - + +
51 CP539 55 T1 + - - + A - - - + -
52 CP545 27 T3 - - - - 1B - - - + -
53 CP558 51 T1 - + + + I - - - + -
54 CP559 79 T2 - - - + v - + + + -
55 CP430 54 T4 + - nd nd B - - - + ’
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| G| ldade Tom) | Linfonodos | RE RP | ERBB2 | Estadio | Recidiva | Metastase | Obito | MSPU | MSP M
56 | CP319 68 T2 - + + - A : - : . :
57 | CP3s9 84 T2 - nd nd nd 1A - - - + R
58 CP476 71 T3 + + nd nd nd nd nd nd + +
59 | CP4g5 59 T - + + - | : - : s :
60 | CP501 53 T - + + - | : - : s :
61 | CP300 65 T - + + - | R - : N R
62 | CP339 53 T2 + + nd - I - + + s R

amostia| il | paade | Taman® | Linfonodos | RE RP | ERBB2 | Estadio | Recidiva | Metastase | Obito | MSPU | MSP M
63 | CP256 55 T2 + + + - I8 : : - + R
64 | CP390 44 T - + + - | - - - . R
65 | CP420 52 T2 - + + - 1A : : - . .
66 | CPads 46 T3 . + + - A : : - . :
67 CP506 55 T3 + + + - v - + + + -
68 | CP535 79 T - + : - | - - - s :
69 CP297 76 T3 - + + - A + nd nd + +
70 | cpPat2 42 T2 - + nd - A - - - + R
71 | cps74 45 T2 + - - - nd - - - + +
72 | cPsss 66 T2 + + - - I - - - + +
73 CP529 46 T3 - + + + A - - - +
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am’g;tra o] pidade T?{”,j‘,{)l')‘o Linfonodos | RE RP | ERBB2 | Estadio Recidiva | Metastase | Obito | MSP U | MSP M
74 CP202 55 T2 + + nd nd 1B + +
75 CP196/nd 77 T4 nd + 113} + + + + +
76 | CP340/nd | 55 T2 . nd nd nd B nd nd nd N

Legenda: CD: carcinoma ductal; CDI carcinoma ductal invasivo; CLI: carcinoma lobular invasivo; G: grau histolégico (SBR); CP:
namero do cadastro da paciente no Banco de Tumores; TNM: classificacdo tumoral por tamanho, acometimento de linfonodos e
presenca de metastase; Tis: carcinoma in situ; RE: receptor de estrégeno; RP: receptor de progesterona; ERBB2: receptor de fator

de crescimento ERBB2; MSP: PCR especifico para Metilacdo; U: ndo metilado; M: metilado; nd: ndo determinado.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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