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RESUMO

CXCL12 (ou Fator-1 derivado da célula do estroma) e seu receptor CXCR4 sao co-
expressos em diversos tecidos e dao origem a muitos processos durante o
desenvolvimento embrionario. Através de uma alteracdo na regulacdo de transcricdo
do gene CXCL12 ocorre uma sinalizacdo tanto autécrina quanto paracrina em
células tumorais alterando seu potencial metastatico. Apesar de seus mecanismos
ainda ndo serem totalmente elucidados, ha evidéncias de que o gene CXCL12 pode
ser regulado pela agédo do gene ESR1. Neste estudo avaliamos o perfil de expresséo
do gene CXCL12 em linhagens tumorais de mama por RT-PCR e o padrédo de
metilacdo dos genes CXCL12 e ESR1 nas amostras de tumores primarios
provenientes do Hospital Nossa das Gracas, Curitiba, utilizando a técnica de MSP
(methylation specific PCR). Duas ilhas de CpG do gene CXCL12 foram avaliadas e
comparados com os dados clinico-patolégicos dos tumores. Os dados de MSP
mostraram que 13% (para ilha 2) e 44% (para ilha 4) das amostras encontram-se
com a regidao promotora de CXCL12 hipermetilada; enquanto 41% das amostras de
tumores primarios de mama apresentaram a regido promotora de ESR1
hipermetilada. A hipermetilacdo do gene ESR1 contribuiu para a auséncia da
proteina ERa (p < 0.0001). Este estudo também demonstrou que a metilacdo de
ESR1 esta significantemente correlacionada com a hipermetilagdo de CXCL12 nas
amostras brasileiras avaliadas (p = 0.012). Este € o primeiro trabalho mostrando o
envolvimento da regulagéo epigenética dos genes CXCL12 e ESR1 e sua correlagdo
com os dados clinico-patoldgicos de tumores primarios de cancer de mama. Nossos
resultados apontam valores significativos para o grau histolégico avancado, a
presenca de metédstases e morte, sendo, portanto de fundamental importancia sua
avaliacdo como fator de progndstico e prevencdo do cancer de mama.

Palavras chaves: cancer de mama, Fator-1 derivado da célula do estroma (SDF-
1(/CXCL12), epigenética, metilacdo do DNA, ERa.
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ABSTRACT

CXCL12 (or Stromal cell-derived factor-1o and its receptor CXCR4 are co-expressed
in various tissues and give rise to many processes during its development. Through
CXCL12 dysregulation the autocrine signalling can modulate several cancers
metastatic potentials. Yet this mechanisms is unknown, it had been shown that
ESR1can act in CXCL12 regulation. In this study, we used breast cancer cell lines to
verify expression of CXCL12 and ESR1 as described in the literature. Using
methylation-specific PCR (MSP), we analysed the methylation status of ERc, and
CXCL12 genes in primary breast tumours samples. Two islands for CXCL12
methylation were analysed and the clinicopathological data compared. MSP showed
hypermethylation in the CXCL12 promoter region in 13% (for island 2) and 44% (for
island 4) of primary breast tumours. In analyses of ESR1 promoter 41% of breast
tumour was hypermethylated. In addition, the levels of ERa protein expression
diminished with the frequency of ESR1 methylation (p < 0.0001). The study also
demonstrated that ESR1 methylation occurs in high frequency together CXCL12
island 4 (p = 0.012). This is the first work showing the involvement of the epigenetic
regulation of the CXCL12 and ESR1 genes correlation in the primary breast tumours
of Brazilian’s women in agreement these patients had advanced histological degree,
presence of metastasis and death, and that therefore this correlation could be used
for prognosis and prevention of breast cancer disease.

Keywords: breast cancer, Stromal Cell-derived Factor 1-o (SDF-1a/CXCL12),
epigenetics, DNA methylation, ERa
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1. INTRODUCAO

1.1. O CANCER

O cancer corresponde a segunda causa de morte por doenca no Brasil,
perdendo apenas para as doencas cardiovasculares. Para o ano de 2020 espera-se
que o namero de casos novos anuais seja da ordem de 15 milhdes no mundo [1].
Nos anos de 2008 e 2009 estimam-se cerca de 470 mil novos casos da doenga em
todo o mundo. A neoplasia com maior incidéncia na populacéo brasileira devera ser
o cancer de pele ndo melanoma, com 115.010 casos novos. Em seguida, aparece o
cancer de préstata, com 49.530 novos casos; o cancer de mama, com 49.400 novos
casos e o cancer de pulméo, com 27.270 novos casos [2]. O cancer de mama
permanece como 0 segundo tipo de cancer mais frequente no mundo e o primeiro
entre as mulheres sendo que seu nimero estimado para o ano de 2008 no Brasil foi

de 48.930, com um risco estimado de 52 casos a cada 100 mil mulheres.

1.1.2. A Mama Normal
A glandula mamaria se origina a partir de uma invaginacdo ectodérmica
embrionéria, que forma um rudimento mamario, do qual se estendem ductos que
colonizam a mama até a maioridade [3]. E composta por um estroma fibrogorduroso
e por ductos ocos que se ramificam formando uma estrutura “arbérea” [4]. Voltada
para a face luminal existe uma camada interna de células epiteliais luminais. Ao
redor delas, ocorre uma camada externa de células mioepiteliais, capazes de
contrair em resposta a ocitocina, durante a lactacdo, e de secretar a lamina basal
que separa 0 parénquima mamario do estroma [3]. As células epiteliais luminais e
mioepiteliais revestem os ductos mamarios e, por tal razdo, sao também designadas
de células ductais. Em geral, grande parte dos tumores de mama sao carcinomas
gue envolvem a linhagem epitelial luminal. O fato de a linhagem mioepitelial
expressar a maioria dos genes supressores de tumor pode contribuir para que néo
seja facilmente transformada [5].
As células lobulares originam estruturas acinares secretérias ao final dos
ductos e, durante a gravidez e a lactacao, tais células sao capazes de produzir as
proteinas do leite [6]. A regido final dos ductos que se associa a estruturas acinares

! As referéncias desta dissertacio foram inseridas através do programa EndNote X1.
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€ designado de unidade terminal ducto-lobular (TDLU). As TDLUs sao consideradas
as unidades funcionais da mama [7].

Do nascimento até a puberdade, os ductos mamarios crescem e se
ramificam vagarosamente, sob influéncia das células do estroma, uma vez que,
neste momento, tais células ndo expressam o receptor de estrogeno a (REa).

No inicio da puberdade a glandula maméaria sofre uma rapida proliferacéo e
diferenciacdo e forma estruturas designadas de TEBs (terminal end buds). Os TEBs
ocorrem no final dos ductos em crescimento, sdo altamente proliferativos e
controlam o desenvolvimento e a ramificacdo dos ductos nesta fase. Quando os
ductos estdo completamente formados, os TEBs se transformam em TDLUs (ver
figura 1 abaixo). Os TEBs sao estruturas temporarias, formadas pelas células cap,

consideradas células-tronco por originar células mioepiteliais e epiteliais luminais [6].
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FIGURA 1: ESTRUTURA DA GLANDULA MAMARIA.

Nota: As TDLUs sdo compostas por células ductais e acredita-se que nestas unidades surge a
maioria dos tumores de mama. O estroma é composto por tecido adiposo e fibroblastos. A mama
normal é caracterizada pela presenca de duas linhagens: epitelial luminal e mioepitelial.

FONTE: Adaptado de DIMRI, BAND, BAND, 2005 [8].

Os TEBs, assim como as TDLUs séo as principais areas do epitélio mamario
responsivas aos hormoénios [3, 7]. Além disso, supde-se que nestas estruturas
existam células-tronco que podem estar sujeitas a sofrer lesbes pré-malignas e
desencadear o cancer. A glandula mamaria completa seu desenvolvimento na

primeira gravidez, sob influéncia hormonal, que induz a inibicAo da proliferacao
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celular, diminuindo a expressdo de ESR1 (receptor de estrégeno) e PGR (receptor
de progesterona) e ativando genes especificos, como os que codificam as proteinas
do leite [7].

Apés a fase de lactacdo ou amamentacdo ocorrem apoptose e
remodelamento tecidual, de forma que a glandula mamaria readquire uma

morfologia semelhante a de uma mulher nulipara [7].

1.2. CANCER DE MAMA

A incidéncia desse tipo de neoplasia aumentou expressivamente nos Ultimos
vinte anos. Isso decorre, em parte, da mudanca do padrdo reprodutivo feminino
ocorrido nos ultimos cinquenta anos; da reducao da taxa de natalidade; dos habitos
alimentares da populacao, dentre outros [1].

Estudos prévios mostram que os fatores hormonais estdo associados ao
aumento do risco do cancer de mama e a ingestdo tanto de anticoncepcionais orais
(CO), como da terapia de reposicdo hormonal devem ter, sempre, a relagéo risco —
beneficio bem avaliado. Outros fatores de risco, comuns a outros tipos de cancer
também estdo associados ao cancer de mama como a obesidade pés — menopausa
e exposicao a radiacdo ionizante. Porém a prevencao primaria deste cancer ainda
nao € totalmente possivel, pois fatores de risco ligados a vida reprodutiva da mulher
e caracteristicas genéticas estdo envolvidos em sua etiologia.

Apesar de ser considerado um cancer de relativamente bom prognéstico, se
diagnosticado e tratado oportunamente, as taxas de mortalidade para o cancer de
mama continuam elevadas no mundo todo, muito provavelmente porque a doenca
ainda seja diagnosticada frequentemente em estadios avangados [1].

A progressédo do cancer de mama pode ser afetada por diversos fatores
expressos nas células tumorais e por fatores micro-ambientais envolvidos na sua

progresséo tecidual.

1.2.1. Tipos de Céancer de Mama

Os sarcomas (neoplasias de origem mesenquimal) correspondentes a
menos de 1% das neoplasias malignas que comprometem as mamas, sao em geral,
assintomaticos, podendo atingir grandes dimensdes e se originar nos tecidos
conjuntivos. Habitualmente estédo vinculadas & metéstases via hematogénica, sendo

0s pulmdes e 0s 0ss0s 0s principais alvos [9].
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Os carcinomas (tumores malignos de mama de origem epitelial) séo
classificados, quanto a sua localizacdo e extensdo, em carcinoma in situ e invasor e,
de acordo com a origem, séo classificados em ductal ou lobular [10, 11].

A principal diferenca entre os carcinomas in situ e invasor esta no fato de
gue o primeiro corresponde a uma proliferacao epitelial maligna limitada aos ductos
mamarios, enquanto o Ultimo infiltra o estroma, independentemente da coexisténcia
do componente in situ [9-11].

O carcinoma ductal in situ representa a forma inicial, ndo invasiva com bom
prognostico. A mamografia aparecem como microcalcificacdes lineares, ramificadas
ou em pequenos agrupamentos heterogéneos [9-12]. Estudos apontam que
aproximadamente 25 a 30% dos casos sem intervencdo cirargica (mastectomia),
gue apresentam focos microscopicos deste carcinoma, podem desenvolver, em um
intervalo de 15 anos, o carcinoma invasivo [13].

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 céncer invasor de
mama [9, 11, 12]. Caracteriza-se pela hiperplasia lobular anormal e multicentricidade
(existéncia de um carcinoma em um quadrante distinto daquele onde esta o tumor
principal). Cerca de 50% desta neoplasia se desenvolve na mama oposta a
biopsiada [12].

O carcinoma ductal invasivo, 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 [9-12]. Em geral, cerca de dois tercos dos casos ja
possui metéastases ganglionares na ocasido do diagnéstico [12, 13].

O carcinoma lobular invasivo se origina em |6bulos, representa cerca de
10% dos casos, possui bom progndstico 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, dificiilmente detectada por mamografia. Em aproximadamente
60% dos casos verifica-se associacdo desse carcinoma ao carcinoma lobular in situ
[9-12].

1.2.2. Fatores de Risco
Certa proporcdo de pessoas pode desenvolver a moléstia quando expostas
a fatores extrinsecos (fatores ambientais, habitos de vida, radiacbes, agentes
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quimicos, tabagismo, alcoolismo entre outros) ou intrinsecos (fatores genéticos).
Estes fatores sdo capazes de danificar a molécula de DNA das células, e se o
sistema de reparo estiver comprometido, este dano persistira [1, 13].

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de mama

estao listados na tabela 1 que segue e descritos logo abaixo:

TABELA 1 - FATORES DE RISCO DO CANCER DA MAMA.

Risco Relativo Fatores de Risco

Idade superior a 50 anos; histéria familiar:
antecedentes familiares de primeiro grau e
histéria de cancer na pré-menopausa; doencas
genéticas: sindrome de Li-Fraumeni (mutacfes
do gene TP53 em células germinativas) e
hiperplasia atipica.

Risco elevado (risco relativo 4
vezes maior)

Qualquer antecedente familiar de cancer de
mama; estimulacdo estrogénica prolongada:
menopausa tardia (depois dos 55 anos), primeira
gestacao tardia (apds 30 anos); histéria pessoal
de cancer do ovario ou do endométrio; exposi¢ao
a radiacdo ionizante e hiperplasia ductal sem
atipia.

Risco moderadamente
elevado (risco relativo 2 a 4
vezes maior)

Menarca antes dos 12 anos; reposi¢do hormonal
na menopausa; contraceptivos hormonais;
ingestdo de &lcool; dieta rica em gordura na
adolescéncia e histéria de doenca benigna da
mama.

Risco baixo (risco relativo 1 a
2 vezes maior)

FONTE: INCA [1] e adaptado de PAGE et al., 2000 [13].

A menarca precoce (antes dos doze anos) tem sido associada a um
aumento de dez a 20% no risco de desenvolver cancer de mama, provavelmente em
funcdo do inicio precoce do ciclo menstrual, que aumenta o tempo de exposi¢do do
epitélio mamario ao estrégeno e a progesterona [2, 13]. Da mesma forma, com a
menopausa tardia (Ultima menstruacdo apds os 54 anos) ha um consequente
aumento no numero de ciclos ovulatérios [9, 14]. Apés a menopausa 0s hiveis de
hormbénios ovarianos caem, reduzindo a proliferacdo das células mamarias e,
consequentemente, diminuindo a probabilidade destas serem transformadas por
agentes carcinogénicos [14].

Mulheres que tiveram a primeira gestacao tardia (apés os 30 anos) ou as

gue nao tiveram filhos (nuliparas) possuem risco duplicado em relacdo a mulher que
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engravida mais vezes. Mulheres que engravidam pela primeira vez apos os 35 anos
apresentam um risco maior do que as nuliparas [14, 15].

A administracdo de hormbnios exdgenos apds a menopausa também eleva
0 risco, assim como a terapia de reposicao hormonal (HRT). Acima de cinco, dez ou
15 anos de reposicdo aumenta para duas, seis e 12 vezes o nimero de casos para
cada mil mulheres, respectivamente. O uso apenas de estrdgeno aumenta
aproximadamente 2,2% o risco, por ano de uso [14]. A terapia combinada com
estrogeno e progesterona aumenta para 30% o risco apos cinco anos de uso [5, 15].

O uso de contraceptivos orais (COs) aumenta em 24% o risco de céancer,
mas esse risco diminui quando o uso é descontinuado, de maneira que, apos dez
anos nao existe um risco excessivo de desenvolver cancer de mama. Ressalta-se,
no entanto, que o uso de COs por mulheres jovens, especialmente com menos de
20 anos, acarreta um aumento maior do risco do que mulheres mais velhas [14].

O consumo de alcool também eleva o risco do cancer de mama. O
acetaldeido, resultante do metabolismo do &alcool, € um carcinbgeno que pode
promover o desenvolvimento do tumor [14]. Além disso, o alcool estimula uma série
de alteracbes, tais como o aumento a exposicdo de andrégenos enddgenos,
aumento dos niveis de estrogenos na pré e pos-menopausa, deficiéncias
nutricionais, producao de espécies oxigénio reativas (EROS) que podem explicar o
aumento do risco de desenvolvimento de cancer de mama [1, 14]. Mulheres na pos-
menopausa, que consomem bastante alcool e possuem uma dieta pobre em folato
tém risco aumentado de desenvolver tumores receptor de estrogeno negativos (RE-
). O folato parece ter efeito protetivo em mulheres usuarias de alcool [16, 17].

A dieta também pode ter efeito protetivo ou pode promover o
desenvolvimento do cancer. O consumo de carne bem passada tem sido associada
ao aumento do risco, provavelmente em funcao da producdo de aminas aromaticas
heterociclicas (HAAs). Os acidos graxos insaturados ou uma dieta rica em vegetais e
frutas ricos em antioxidantes, reduzem o risco [7]. A obesidade pds-menopausa
aumenta o risco de cancer de mama. Isto pode decorrer do fato de que o tecido
adiposo é fonte de estrogenos [14].

A atividade fisica possui efeito protetivo, reduzindo para 3% 0 risco em
adolescentes para cada hora de atividade fisica que realizam. Isto acontece em
funcdo da atividade fisica adiar o inicio da menarca e alterar os niveis de hormdnios

bio-disponiveis [1, 14].
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A historia familiar, os altos niveis de prolactina, exposicado a radiacao, idade
avancada, mutacées nos genes BRCA e TP53?, dentre outros, também aumentam o

risco de desenvolvimento de cancer de mama [11].

1.2.3 Sinais Clinicos

Alguns dos sintomas verificados no cancer de mama incluem: (1) nédulo
palpavel na mama e/ou nas axilas; (2) secrecdo mamilar; (3) deformidades no
formato da mama por retracdes da pele; (3) alteracdes da coloracao, superficie ou
textura da pele da mama ou do mamilo; (4) mudanca do tamanho ou do formato do

seio; dentre outros [10].

1.2.4. Progndstico

O acometimento dos linfonodos axilares, o tamanho do tumor, o tipo
histolégico, o grau histolégico, o grau nuclear, os niveis de progesterona e
estrogeno, a velocidade de proliferacdo tumoral e a competéncia imunolégica do
portador da doenca constituem 0s principais parametros empregados para a
determinacado do prognéstico do cancer de mama [9, 11, 12].

A constatacdo de linfonodos axilares afetados ratifica o potencial de
metastatizacdo do tumor. A dimensdo do tumor esta associada, em geral, a
sobrevida dos pacientes e ao nivel de comprometimento axilar. Certos tipos
histologicos fornecem um prognéstico favoravel, como os carcinomas tubulares,
coléides e papilares, ou o oposto, como o carcinoma inflamatério, considerados o
tipo histoldgico de pior progndstico. A partir da andlise da diferenciacao histoldgica
do tumor em relacdo as células mamarias normais, os tumores foram divididos em
grau |, bem diferenciados; grau Il, moderadamente diferenciado e grau Ill,
indiferenciado, sendo que quanto mais diferenciado, melhor o prognéstico. Tumores
com receptores hormonais positivos (estrdgeno e progesterona) sdo geralmente
mais diferenciados e apresentam um melhor prognéstico. Os tumores com elevados
niveis de receptores hormonais (estrogénio e progesterona) sdo geralmente
associados a uma melhor taxa de sobrevida e € um indicio de que o alvo principal de
metastases sd0 0s 0Ss0s; enquanto que niveis reduzidos destes receptores estdo

vinculados a menor sobrevida e a maior ocorréncia de metastases hepéticas e

2 Os genes est#o citados de acordo com a nomenclatura internacional oficial. Disponivel no endereco:
www.genename.org/cgi-bin/hgnc_search.pl
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cerebrais. A ocorréncia de necrose tumoral esta atrelada a tumores mais hostis e a

um pior prognostico [9, 12].

1.2.5. Diagnéstico

A avaliacdo adequada do cancer € fundamental para o planejamento do
tratamento apropriado e para a determinacdo do progndstico. Para tanto, faz-se
necessario ponderar os riscos e definir os exames necessarios [9].

O diagnéstico precoce do cancer de mama é fundamental para o sucesso do
tratamento e a cura da doenca. Quando o tumor é detectado em estadios iniciais a
taxa de cura da doenca € superior a 90%. No Brasil, aproximadamente 70% dos
casos de cancer de mama ainda sao diagnosticados tardiamente [10]. Exames de
deteccdo precoce (como a mamografia e o auto-exame mensal das mamas)
permitem avistar a doenca em seus estagios iniciais, favorecendo o tratamento. Para
confirmagdo do diagndstico, deve-se efetuar outros exames e testes, incluindo a
biépsia. Através desta técnica, determina-se o tipo especifico de cancer, e, por
conseguinte, os exames especificos [9].

Na atualidade, os métodos de deteccdo comumente usados incluem o auto-
exame das mamas, a mamografia e o ultra-som. A mamografia de alta resolucéo
(MAR) é apontada como o principal método diagnostico do cancer de mama em
estagio inicial, capaz de detectar alteracdes ainda ndo palpaveis, favorecendo,
assim, o tratamento precoce, mais efetivo, menos agressivo, com melhores
resultados estéticos e eventos adversos reduzidos. Recomenda-se a mamografia
anual para mulheres acima de 40 anos [10]. O ultra-som apresenta baixa
especificidade e altos indices de falsos positivos e de falsos negativos. E um exame
que complementa a mamografia, auxiliando na caracterizacdo dos tumores sélidos e
cisticos, sendo também empregada para guiar puncdes citoldgicas ou histologicas
[9, 10]. A prética de auto-exame é conveniente, pois cerca de 90% das patologias
mamarias sdo detectadas nas fases iniciais pelas proprias pacientes [1].

1.3. MARCADORES MOLECULARES NO CANCER DE MAMA

No cancer de mama, dentre os principais marcadores moleculares estao o
oncogene ERBB2 e os genes dos receptores de horménios esterdides (receptor de
estrogeno e receptor de progesterona).
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1.3.1. ERBB2

O gene ERBB2, localizado na regido 17921, produz a proteina denominada
de HER2/neu ou p185°® e é super expresso em aproximadamente 20% a 25% dos
carcinomas ductais de mama (podendo chegar a 40% em pacientes com linfonodo
positivo). Esse oncogene codifica uma glicoproteina transmembrana contendo 185
kDa semelhante ao receptor do fator de crescimento epidérmico e possui atividade
tirosina-quinase em sua porcao carboxi-terminal [18]. Em geral, mulheres com
carcinoma invasivo HER2 positivo possuem uma doenca mais agressiva, com uma
probabilidade maior de reincidéncia, um pior prognéstico e uma sobrevida menor,
guando comparadas com as mulheres HER2 negativo [18, 19].

Em 1992, foi desenvolvido o anticorpo monoclonal Herceptin, também
designado de trastuzumab, que se liga com grande afinidade ao dominio extracelular
do HER-2, impedindo a sinalizacdo de crescimento desencadeada pelo HER-2. O
tratamento apenas com Herceptin produziu resposta anti-tumoral em 15-20% das
pacientes com metastase de carcinoma de mama e, em associacdo a outros
quimioterapicos (doxorrubicina, ciclofosfamida ou paclitaxel), o Herceptin aumentou

a eficacia da quimioterapia, com aumento geral da sobrevida [14, 19].

1.3.2. ESR1 (gene do receptor de estrogeno)

O gene ESR1 esta localizado na regido 6g25.1 e codifica a proteina do
receptor de estrégeno (RE). Sua acdo molecular é mediada por duas isoformas, a
alfa (REa) e a beta (REB) que apresentam um alto grau de homologia de
aminoacidos. A andlise dos efeitos especificos mediados pelo estrogeno em
camundongos para REa e RE, juntamente com a observacdo de que essas duas
isoformas apresentam padrbes de expressao distintos e sO parcialmente
sobrepostos, sugerem que esses dois receptores desempenham diferentes papéis
biolégicos.

O estrégeno é um conjunto de hormonios esteroidais sexual que exerce
importantes fungbes bioldégicas em tecidos alvos como os 6rgéos reprodutivos. Entre
esses tecidos, o crescimento da glandula mamaria, do endométrio durante a
gestacdo e o ciclo menstrual sdo dependentes de estrogeno. Além dos efeitos
proliferativos em células normais, o estrogeno € considerado um estimulante para a
iniciacdo e promocao de tumores nesses orgdos [20]. Em 1896 George Beatson ja

mostrava que a ooforectomia bilateral resultava em remissao de tumores de mama
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inoperaveis [21]. Estudos epidemioldégicos mostram que a prolongada exposicdo ao
estrégeno como 0 que ocorre na menarca precoce, menopausa tardia e terapia de
reposicdo hormonal, podem ser fatores de risco de cancer de mama e utero [17, 19].
A estimulacdo da proliferacdo celular mediada pela exposicdo prolongada aos
estrogenos aumenta a probabilidade de erros espontaneos na replicacdo do DNA. O
crescimento estimulado pelos estrégenos em células normais ou tumorais requer a
presenca de seus receptores. Tem sido demonstrado que aproximadamente 2/3 dos
tumores de mama humanos expressam altas concentracdes de REs quando
comparadas com tecido normal (Early Breast Cancer Trialists’ Colaborative Group
1998). O status de expressdo de RE € relacionado a uma variedade de
caracteristicas histolégicas no cancer de mama. A maioria dos tumores de baixo
grau histolégico sdao RE positivo, mas, por outro lado, tumores que apresentam
evidéncia histolégica de pouca diferenciacdo celular sdo geralmente RE negativo
[22]. Tumores que apresentam pouca ou nenhuma expressdao de RE tem os
fenétipos mais agressivos. Existem 2 subtipos de receptores de estrégeno, REa e
REB que pertencem a superfamilia de receptores nucleares, estrutura e modo de
acdo similares [23]. A ligacdo do estrégeno envolve ativacdo mediada pelo ligante a
receptores nucleares REa e REPB, 0s quais interagem diretamente como elementos
de resposta ao estrogeno (ERE) na regido promotora e ou ativadora dos genes alvo
e recrutam varios co-ativadores para mediar a regulagdo transcricional [24]. A
regulacdo do RE ndo é limitada a ligacdo direta do seu ligante. Ela pode ser
influenciada por uma série de outros fatores que incluem o fator de crescimento
epidermal (EGF) e o fator 1 de crescimento semelhante a insulina (IGF-1), vias
mitogénicas e segundos mensageiros ciclicos como AMP e também a dopamina
[24].

Clinicamente, a terapia endécrina com drogas anti-estrégenos ou inibidores
da aromatase séo utilizados nos casos em que os tumores apresentam RE positivo
(70% dos casos de cancer de mama)[25]. Resumidamente existem trés maneiras
pelas quais os processos dependentes de estrégeno podem ser interrompidos: o
primeiro método interfere com a ligacdo do estrégeno ao seu receptor RE ou em
promotores dos genes que ele regula. Moduladores seletivos de RE como tamoxifen
e raloxifeno atuam desta maneira. O segundo método é reduzir ou eliminar a

expressdo de RE. Isso é exemplificado pelo fulvestrant, que atua diminuindo a
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expressdo do gene ERS1. E o terceiro método reduz a quantidade de estrégeno
interferindo na sua producao, seja pela retirada dos ovarios nas mulheres na pré-
menopausa ou seja pela utilizacdo de inibidores da aromatase (sistema de enzimas
que convertem em diversos pontos como a testosterona ou o DHEA em 17 B
estradiol) [25]. Especificamente o anti-estrogeno tamoxifen liga-se ao receptor
tornando-o nao funcional, enquanto os inibidores de aromatase (como o anatrazol e
letrozol por exemplo) reduzem os niveis de estrogenos. A maioria dos tumores RE
positivo sao inicialmente responsivos ao tamoxifen e quando os pacientes tornam-se
resistentes a esta droga, utiliza-se os inibidores de aromatase. Entretanto existem
pacientes que tornam-se resistentes a essas duas abordagens de tratamento [23,
25].

Os inibidores da aromatase interferem na habilidade do organismo em
produzir estrégenos a partir de andrégenos suprimindo a atividade da enzima
aromatase. Antes da menopausa a aromatase ovariana é responsavel pela maioria
do estrégeno circulante e seletivamente sensivel a mudancas nos niveis de
horménio luteinizante [25]. Depois da menopausa, a aromatase presente no tecido
gorduroso e musculos sao responsaveis pela maioria do estrégeno circulante. A
aromatase € altamente sensivel ao estrdgeno nos tecido, tais como mama, utero,
vagina, 0ssos, cérebro, coracdo e vasos sanguineos que produzem esse hormonio
de modo autécrino. O promotor do gene da aromatase na mama é menos sensivel
do que o promotor desse gene nos ovarios e as flutuagdes dos niveis de horménio
luteinizante, mas mais sensivel ao aumento de citocinas inflamatorias [25].

Os mecanismos que envolvem a resisténcia hormonal no cancer de mama
sdo complexos e ainda pouco compreendidos. Infelizmente os tumores de mama RE
negativos sdo extremamente agressivos € 0 mecanismo para isso ainda €
desconhecido. Um dos motivos propostos para a agressividade desses tumores esta
relacionada com a protease catepsina D que estaria envolvida na inativacdo de RE
[26]. Existem evidéncias de sinalizacdo cruzada entre varios fatores de crescimento

especialmente o receptor do fator de crescimento epidermal /HER2 [27].

1.3.3. PGR (receptor de progesterona)
O gene receptor de progesterona (PGR) esta localizado na regido 11922 e
codifica a proteina do receptor de progesterona (RP) e é importante para o

desenvolvimento da glandula mamaria e do aparelho reprodutor feminino. Este
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receptor possui duas isoformas, RPA e RPB sendo ambas o resultado da transcricdo
alternativa entre 2 promotores de iniciacdo e traducdo a partir de codons AUG
diferentes. Estruturalmente, RPB difere de RPA somente porque B possui 165 amino
acidos a mais na regido N-terminal [28] e funcionalmente quanto a atividade
biolégica. Estudos tem revelado, que em casos de tumores com prognéstico ruim a
razdo entre RPA e RPB é alterada com predominancia de RPA e perda de RPB
nesses tumores [28].

O RPA é o principal ativador transcricional da isoforma RPB [29]. O receptor
de progesterona promove a proliferacdo celular e pode ser expresso tanto em
tecidos normais quanto em neoplasicos [30]. 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 RPA [31]. A perda
de expressdo deste receptor e do RE constitui um potencial mecanismo de
resisténcia a terapia hormonal e, em ambos os casos, a hipermetilagdo do promotor
desses genes tem papel importante neste contexto [30].

Andlises recentes em mais de 44000 pacientes tem demonstrado que
tumores de mama ERa positivo/receptor de progesterona (RP) negativo e ERa/PR
positivo sdo clinica e biologicamente subgrupos distintos [32]. Os autores criaram a
hipétese de que a negatividade de RP pode refletir em uma interacéo direta entre a
expressdo de RP e a sinalizacdo elevada por fatores de crescimento até mais do
gue a perda de funcionalidade de ERa.

O gene do RP possui uma ilha de CpG no primeiro exon, e a metilacdo dessa
regido tem sido demonstrada em 40% dos tumores de mama com auséncia deste
receptor e em linhagens tumorais RP negativo [31, 33]. Dados recentes mostraram
gue tanto RE quanto RP podem revelar a contribui¢cdes importantes na definicdo de
tumores mais ou menos responsivos dividindo-os em subgrupos. A negatividade de
ambos pode ocorrer por hipermetilacio do DNA e a maioria dos tumores
apresentam metilagéo de RP [31].

1.4. MECANISMOS MOLECULARES DO CANCER
O cancer é caracterizado por uma sucessao de alteracdes em varios genes.
As primeiras etapas - iniciacdo e promocao - sdo decisivas para o estabelecimento

da doenca e incluem modificacdes em genes atrelados a regulacéo do ciclo celular.
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Ao se multiplicar, cada alteracéo € transmitida ao grupo de células descendentes,
determinando um crescimento clonal, de maneira que, em um dado momento, tém-
se uma populacdo de células alteradas, as quais escapam ao controle que regula a
proliferacdo celular e comecam a invadir tecidos e 6rgéos vizinhos, conferindo o
carater de progresséo da doenga maligna [34, 35].

Segundo Hanahan e Weinberg [36], existem seis alteracdes celulares
comuns a maioria, ou até mesmo, a todos os tipos de cancer, a saber:

e Auto-suficiéncia em fatores de crescimento: as células tumorais sdo capazes de
sintetizar fatores de crescimento proprios, e, desta maneira, escapam do controle do
organismo;

e Insensibilidade a fatores inibitérios de crescimento: 0s mecanismos que impedem
a multiplicacéo celular podem ser evitados pela sintese de moléculas promotoras da
divisao celular, e também, pela hiperexpresséo de oncogenes;

e Evasdo a apoptose: em alguns tumores a hiperexpressao do oncogene BAD
(mais conhecido como BCL-2 um elemento anti-apoptético) e a inativacdo do TP53
(p53) séo estratégias que permitem o escape do processo fisiolégico da apoptose;

e Potencial replicativo ilimitado: algumas células conseguem se multiplicar
infinitamente, tornando-se “imortais”. Essa imortalizacdo é verificada na maioria dos
tumores e, pode decorrer, por exemplo, da expressédo da enzima telomerase;

e Angiogénese sustentada: o tumor € capaz de promover a formacdo de novos
vasos sanglineos para obtencao de oxigénio e nutrientes;

e Invasdo tecidual/metastase: alguns estudos apontam as moléculas de adesao
intercelular e as proteases como 0s principais elementos envolvidos no processo de
desagregacdo da massa tumoral e migracdo para outros tecidos, via circulacéo
sanguinea.

Embora estejam disponiveis variadas técnicas de diagnostico, um tumor
sélido é clinicamente detectavel quando possui cerca de 1g (a menor massa
detectavel), o que corresponde a uma populacéo de células em torno de 10° [37].
Esse tumor ja completou uma parte importante do seu ciclo vital, este € um grande
impedimento no tratamento do cancer e mostra a necessidade do desenvolvimento
de marcadores moleculares para diagnosticos visando detectar o cancer

precocemente.



Introducdo 28

1.5. EPIGENETICA

O termo epigenética foi introduzido na década de 1940 por Conrad e
Waddington e inicialmente foi definido como o processo no qual a informacéo
genética de um organismo interage com o ambiente, definindo seu fenoétipo [38].

Atualmente, a epigenética € caracterizada como um fenbmeno que envolve
a alteracdo herdavel da expressao génica que nao implica uma alteracdo da
sequéncia de nucleotideos e sim, uma modificacdo da conformacdo do DNA [39]. A
heranca epigenética envolve a transmissdo (de uma célula a célula-filha ou de
geracao a geracao) da informacéo nao codificada pela sequéncia de DNA [40].

Dois principais mecanismos (figura 2) que acarretam a alteracdo da estrutura
tridimensional da molécula de DNA compreendem a modificagdo covalente do DNA
e/ou das histonas [39, 41]
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FIGURA 2 - ESQUEMA DAS PRINCIPAIS MODIFICACOES EPIGENETICAS.

Nota: Em eucariotos, 146 pb de DNA gendmico envolvem um octdmero 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 modificacBes epigenéticas, embora herdaveis, sdo reversiveis, podem
ocorrer ao nivel de DNA e/ou de histonas e afetam a organizacdo da cromatina, bem como a
expressdo de genes.

FONTE: RODENHISER; MANN, 2006 [42].

1.5.1. Modificagdes covalentes das histonas

As modificacbes pOs-traducionais das histonas incluem a acetilacéo,
metilacdo, fosforilacdo, poli-ADP ribosilagdo, ubiquitinizagcdo, entre outros. Tais
alteracdes covalentes ocorrem nas extremidades amino-terminais destas proteinas
gue emergem dos nucleossomos. Uma vez que as histonas sao modificadas, estas

sao reconhecidas por complexos de remodelamento de cromatina que, entdo, as
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modificam, tornando-a acessivel ou nao aos fatores de transcricdo (figura 3) [43].

RNA polymerase Il Transcrig&o produtiva

_g;i “i¥

N

methylation

Figura 3: MECANISMOS EPIGENETICOS IMPLICADOS NA ATIVACAO OU REPRESSAO DA
TRANSCRICAO EM UM PROMOTOR DE UM GENE.

Legenda: A figura de cima mostra o DNA desmetilado (auséncia de bolinhas vermelhas), e as
modificacdes poés-traducionais das histonas que sdo histona H3 com a lisina metilada (MeH3K4),
histona H3 com a lisina 9 acetilada (AcH3K?9) e histona 4 com a lisina 12 acetilada (AcH4K12). Essas
modificacdes proporcionam uma estrutura conformacional acessivel para a RNA polimerase Il e
consequente transcricdo ativa. A figura abaixo mostra a metilacdo do DNA (bolinhas vermelhas)
interagindo com as proteinas MeCP2, auséncias das modificac6es das histonas da figura acima e
metilacdo da histona 3 na lisina 9. Essas alteracdes promovem a compactacdo da cromatina e
auséncia de transcricao.

Fonte: Matouk e Marsden, 2008 [43].

Dentre os processos de modificacdo das histonas o melhor caracterizado é o
de acetilacdo/desacetilacdo, o qual € regulado pelas enzimas acetiltransferases
(HATSs) e desacetilases (HDACs). As HATs catalisam a adicdo do grupo acetil da
molécula doadora acetil-coenzima A (acetil-CoA) aos residuos de lisina das
histonas, o que neutraliza a carga positiva das extremidades destas proteinas,
enfraquecendo as interacdes eletrostaticas entre os nucleossomos, bem como entre
as histonas e o DNA [41, 44, 45]. Dessa forma, a cromatina adota uma configuracéo
mais aberta e, consequentemente, torna-se acessivel a maquinaria de transcricdo
celular [41]. Embora a acetilacdo das histonas promova uma descondensacéo
parcial dos dominios cromoss6micos, tal configuracdo apenas denota uma regido
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transcricionalmente competente, sem estar, necessariamente, correlacionada com a
ativacao da transcricao per se [46]. As HDACSs, por sua vez, desacetilam as histonas
que, entdo, ligam-se fortemente ao DNA, tornando a cromatina condensada e
transcricionalmente repressiva [39, 44]. Em funcdo de sua acdo, as HATs séao
consideradas co-ativadoras da transcricdo, enquanto as HDACs sao consideradas
co-repressoras da transcrigao [47].

Tem sido colocado como hipétese a existéncia de um complexo “codigo das
histonas”, o qual pressupfe que a modificacdo de um residuo de sua extremidade
amino-terminal afeta as modificacbes subseqiientes na mesma proteina ou em
histonas proximas, determinando o que se denomina de cooperatividade de
modificacbes. A fosforilacao da H3-S10, por exemplo, concomitante a acetilacdo da
H3-K-14, impede a metilacdo da H3-K9 [44].

1.5.2. Modificagcédo do DNA: metilacao

A metilacdo do DNA envolve a adi¢do covalente do grupo metil (CHsz), que
advém do doador S-adenosilmetionina, ao carbono 5’ da citosina, formando a quinta
base do DNA humano, a 5-metilcitosina, identificada em 1948 [15]. As citosinas
metiladas correspondem a 0,75-1% do total de bases do DNA [48].

Em geral, as citosinas adjacentes a uma guanina (no contexto 5° CG 3’),
portanto, pertencentes aos dinucleotideos CpGs (a letra p entre as bases C e G
denota o grupo fosfato), sdo passiveis de serem metiladas [49]. A maioria dos
dinucleotideos CpGs foram progressivamente eliminados do genoma de eucariotos
superiores durante a evolucdo em funcédo do processo de deaminacdo espontanea
gue converte citosinas metiladas em timina [15, 50]. Grande parte dos
dinucleotideos CpGs remanescentes (cerca de 70% a 90%), que ndo estdo
presentes em ilhas de CpGs, encontram-se metilados no homem e na maioria dos
vertebrados [15, 50, 51]. Os dinucleotideos sao encontrados em maiores
concentragdes nas ilhas de CpG, as quais estdo geralmente presentes na regiao
5'UTR dos genes, especialmente no promotor e no primeiro exon. As ilhas séo
regibes com cerca de 1 kb de tamanho, que ocorrem em média a cada 100 kb e
possuem frequencia de dinucleotideos CpG aproximadamente 10 vezes maior que 0
restante do genoma. Estas possuem uma razdo de CpG para GpC de pelo menos
60% e ocorrem em mais da metade dos genes em humanos [15, 49, 50].

Tem sido proposto duas hipéteses para o papel evolucionario da metilagéao.
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Em primeiro lugar, em virtude da quantidade de genes e o aumento da
complexidade biolégica dos organismos ao longo da evolucdo, a eficiéncia do
controle transcricional teve que ser aprimorada. Ou seja, um possivel mecanismo
adicional deste controle seria desempenhado pela metilagdo do DNA, que, permitiria
aos vertebrados acumular e utlizar genes extras importantes para seu
desenvolvimento [49]. A outra teoria admite que a metilacdo poderia silenciar
elementos genéticos parasiticos, como o genoma de virus; e mdveis, como 0s
transposons, atuando como um mecanismo de defesa celular contra DNAs
estranhos [15]. A metilacdo é catalisada por um grupo de enzimas, denominadas de
DNA metilases, ou DNA metiltransferases (DNMTSs). Dentre elas citam-se: DNMT1,
DNMT2 e DNMT3, com suas isoformas. A DNMT1 reconhece preferencialmente
substratos de DNA que se apresentam metilados em apenas uma fita (0 que se
denomina de DNA hemi-metilado), possibilitando que, durante a replicacdo, ocorra a
propagacéo do padrdo de metilacao as fitas recém sintetizadas [49, 52]. Assim, esta
enzima garante a manutencdo da metilacdo poés-replicacdo por produzir
dinucleotideos CpGs simetricamente metilados na dupla fita de DNA [51, 53].

A DNMT2 possui um dominio catalitico sem atividade de DNMT em humano
e, consequentemente, ndo apresenta capacidade de metilacéo [33, 54].

A DNMT3a e DNMT3b metilam com igual eficiéncia o DNA hemi-metilado e
ndo metilado, in vitro e in vivo, sdo altamente expressos em células tronco-
embrionarias e, sdo encontrados em niveis relativamente baixos nos tecidos
somaticos adultos [33, 54].

Estas enzimas atuam no processo de metilacdo de novo, adicionando
grupos metil em locais do DNA em que nao existe metilacdo, mesmo na fita oposta
[55]. O padrdo de metilacdo resultante da acdo da DNMT3 é estabelecido durante a
embriogénese [47].

Nem todas as regifes do genoma sao igualmente acessiveis as DNMTs. A
DNMT3b, por exemplo, parece metilar preferencialmente regides de cromatina
inativa, como as seqléncias presentes na regido pericentromérica e as ilhas de CpG
do cromossomo X inativo. Provavelmente, para assegurar uma eficiente metilacéo
global do genoma sao necessarias alteracdes da estrutura da cromatina para que as
DNMTs possam ter acesso ao DNA [49].

Ao contrario das DNMTSs, as desmetilases atuam ativamente promovendo a
desmetilacdo do DNA. A 5-metilcitosina glicosilase, por exemplo, remove a citosina
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metilada do DNA e, através do mecanismo de reparo do DNA o residuo de citosina
ndo metilado € novamente adicionado [56].

A metilagdo do DNA esta vinculada ao mecanismo de silenciamento génico.
Geralmente, nas células normais, os dinucleotideos CpGs presentes nas ilhas de
CpG sédo desmetilados e a maioria da metilacéo ocorre nos dinucleotideos presentes
em DNA nao-codificante [15]. Excecdes a esta regra envolvem 0s genes presentes
no cromossomo X inativo das mulheres, que possuem as ilhas de CpG metilados; e
em genes imprintados, em que apenas o alelo materno ou paterno é expresso [49,
54, 57]. A metilacdo da citosina pode afetar a expressdo dos genes por impedir
estericamente a ligacao de fatores de transcricdo a seus sitios de reconhecimento
presentes na regido reguladora de seus respectivos genes. Por exemplo, a
metilacédo inibe a ligacdo dos fatores de transcricdo AP-2, myc, E2F e NF-k(3, que
reconhecem sequencias que apresentam dinucleotideos CpGs. A inativacdo génica
também pode decorrer do recrutamento de complexos contendo repressores
transcricionais e HDACs ao DNA metilado [55]. A MeCP2, por exemplo, possui um
dominio de interacdo com as citosinas metiladas e também se associa com o co-
repressor transcricional Sin3, o qual pode se ligar diretamente as HDACs 1 e 2 [54].
Tem sido verificado, inclusive, que as DNMTs podem suprimir a atividade
transcricional dos genes por recrutar diretamente histonas desacetilases [47].

Os padroes de metilacdo sdo estabelecidos nas fases iniciais do
desenvolvimento embrionario pelas metilases de novo DNMT3a e DNMT3b e sdo
copiados nas células soméaticas pela DNMT1 de manutencao [33, 49]. ApOs ocorrer
a fertilizacao, inicia-se uma onda de desmetilacdo durante a clivagem, seguido pela
metilacdo de novo do genoma principalmente apés a implantacdo do blastocisto e,
esse processo pode continuar lentamente durante o restante do desenvolvimento
[58]. Acredita-se que esse processo de desmetilacdo-remetilagcdo converte o0s
padrbes de metilacdo especificos dos gametas para os especificos de tecidos
soméaticos [49]. Assim, com a diferenciacdo do embrioblasto, genes tecidos
especificos sdo desmetilados de maneira tecido-especifica, enquanto os genes
constitutivos permanecem desmetilados [33, 59].

1.5.3. Metilagédo e cancer
Acredita-se que 0s mecanismos epigenéticos sdo importantes para a

iniciacdo da tumorigénese e a manutencao do estado alterado das células tumorais
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[44]. Embora o padrédo de metilacdo seja estabelecido durante o desenvolvimento
embrionéario e seja mantido durante a vida do individuo, sabe-se que a idade, bem
como a dieta, podem modificar esse padrdo, comprometendo o controle normal da
expressdo dos genes e levando a instabilidade genética [44]. Uma dieta pobre em
folato, por exemplo, tem sido associada a inducéo de cancer de figado vinculado a
hipometilagdo genémica e aumento da expressdo de oncogenes, como 0 KRAS e
MYC [58, 60].

A neoplasia é epigeneticamente caracterizada pela desmetilacdo global do
DNA, com hipermetilacdo localizada de genes especificos, que acarretam,
respectivamente, a instabilidade cromossémica e a inativacao transcricional génica,
contribuindo com a progressdo do cancer ou com o aumento da frequencia de
tumores [44, 51, 57, 61].

A avaliacdo do nivel total de 5-metilcitosina ap6s analise por Southern
Blotting do DNA tumoral digerido com enzimas sensiveis & metilacdo forneceu a
primeira evidéncia de que o genoma das células neoplasicas encontra-se
hipometilado em relacdo as células normais [62]. Isto € valido especialmente para
tumores solidos, como é o caso do cancer coloretal, que apresenta reducédo de dez a
30% do contetdo de 5-metilcitosina e no cancer de mama, no qual a hipometilacdo
foi mais evidente, pois neste se observa uma reducao superior a 50% [51].

Muitos dos efeitos globais da desmetilacdo decorrem da ativacdo de
elementos transponiveis, normalmente silenciados, e de seqiéncias retrovirais
presentes no genoma humano. A reativagdo de promotores associados a esses
elementos poderiam globalmente afetar a transcricdo e modificar a expressao génica
[51]. Além disso, a presenca de transposons nao metilados poderiam contribuir para
a ocorréncia de mutacdes gendmicas e recombinagdes cromossémicas andémalas
[51]. A expressdo bialélica de genes imprintados resultante da hipometilacéo
também pode favorecer o desenvolvimento de tumores [51, 63]. A LOI (loss of
imprinting) do gene IGF-2 (fator de crescimento tipo insulina-2), por exemplo, torna
os individuos mais susceptiveis ao desenvolvimento do cancer coloretal [51].

A partir da metade da década de 80, a relacdo entre a hipermetilacdo e o
cancer adquiriu destaque. O silenciamento génico decorrente da metilagéo aberrante
foi demonstrado em 1986 com a calcitonina, a qual € um marcador para o cancer de
pulmao de pequenas células [64].

Em virtude de a metilacdo poder acarretar a inativacdo génica, a hipétese
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two-hight-hit de Knudson (1971) foi reavaliada. Essa teoria admite que, somente
guando os dois alelos do gene supressor de tumor estiverem inativados € que se
verifica uma consequéncia fenotipica devido a perda de funcdo deste gene. Em
principio, considerava-se que somente eventos genéticos, como a mutacdo ou a
delecdo, inativariam os dois alelos, mas, atualmente admite-se que um gene
supressor de tumor pode ser inativado por uma combinacdo de modificacdes
genéticas e epigenéticas. Assim, a mutagdo em um alelo concomitante a
hipermetilacdo do outro pode acarretar a inativacao do gene [48, 57].

O silenciamento epigenético pode predispor a eventos mutacionais durante a
progressdo do cancer, por exemplo, através da inativacdo de genes de reparo do
DNA. O gene de reparo MHL1 é freqlentemente hipermetilado em tumores que
possuem instabilidade de microssatélite, como o coloretal [57]. O gene de reparo
MGMT também é silenciado por hipermetilagdo em tumores, como o de cdlon,
pulmao, linféide, entre outros [57, 61].

A hipermetilacdo pode também silenciar genes supressores de tumor, como
o gene VHL (Von Hippel-Lindau), no carcinoma de rim [54, 65] Rb, no retinoblastoma
APC, no carcinoma coloretal [54], etc.

Entre os diferentes tipos de cancer constata-se uma variacao dos niveis de
metilacdo dos genes, como é o caso do GSTP1 que se encontra metilado em 90%
dos tumores de prostata, mas é amplamente desmetilado na leucemia mieldide
aguda [66].

Existem alguns modelos propostos para explicar a via da metilagdo de novo
no promotor de genes supressores de tumor. Em células precursoras de cancer, a
perda de fatores de transcricdo ou a super-expressao de repressores transcricionais
poderiam alterar a configuracdo da cromatina ao redor da regido promotora,
predispondo a inativacdo do promotor. Nas duas situacbes, a metilacdo €
considerada um evento secundario. Outra hipétese, ao contrario, admite que a
metilacdo de novo € um evento primario, dependente da super-expressdo das
DNMTSs [53].

A metilagdo pode influenciar a tumorigenicidade por aumentar a
probabilidade de ocorréncia de mutacdes de transicdo C™*->T, como verificado com
o0 gene TP53, em que 50% das mutacdes pontuais ocorrem nas citosinas metiladas
[57]. Tais mutacdes de transi¢cdo ocorrem em fungéo dos residuos de 5-metilcitosina
serem mais susceptiveis a deaminacéo [33, 54, 67]. A deaminacao da citosina forma
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a uracila, a qual é rapidamente reconhecida e reparada pela uracil DNA glicosilase
(UDG); mas, a deaminagdo da 5-metilcitosina gera timina, que, por ocorrer
naturalmente no DNA é mais dificil de ser detectada e reparada pela timina DNA
glicosilase (TDG) [54].

Véarios genes envolvidos com a regulacdo do ciclo celular, apoptose,
resisténcia aos medicamentos; detoxificacdo; diferenciacdo; angiogénese e
metastase podem ser hipermetilados no cancer [66]. No cancer de mama 0s genes
p16I"“*® ESR1, PGR, CDH1, TIMP-3 e BRCAI1, sdo os mais frequentemente
metilados [68].

1.5.4. Terapéutica anti-tumoral e metilagéo

O estudo da metilacdo pode ser muito Gtil para o diagnéstico precoce e para
definicdo do tratamento de varios tipos de tumores. O perfil de metilacdo permite
distinguir entre tipos e sub-tipos de tumores e auxilia na escolha do agente
guimioterapéutico para o tratamento. A metilacdo do gene de reparo MGMT, por
exemplo, aumenta a sensibilidade dos gliomas ao tratamento com agentes
alquilantes [66, 69].

Como a metilacdo das ilhas de CpG é mais frequente nas células tumorais,
pois, como dito anteriormente, em geral, nas células normais os dinucleotideos
encontram-se desmetilados; a metilacdo pode ser um alvo importante na terapia
anti-tumoral [70]. Além disso, ao contrario das alteracdes genéticas, a possibilidade
de reverter as modificacBes epigenéticas torna viavel o tratamento epigenético do
cancer [44, 71].

Dentre as substancias empregadas na terapia do cancer estdo os inibidores
de metilacdo, que incluem os analogos e ndo andlogos de nucleosideos. Os
primeiros podem ser divididos em analogos ribonucleosideos (como a 5-azacitidina,
5-Aza-CR, e a zebularina) ou desoxirribonucleosideos (5-aza-2’-desoxicitidina, 5-
Aza-CdR, e a 5-fluoro-2’-desoxicitidina, 5-F-CdR). Ambos possuem o carbono 5 do
anel da citosina modificado e sdo metabolizados por quinases que 0s convertem a
nucleotideos trifosfato para posterior incorporacdo ao RNA ou DNA, respectivamente
[44].

O principal anélogo de citidina usado no tratamento do cancer é o 5-Aza-
CdR. Este é capaz de inibir a metilagio do DNA mesmo em concentracdes

micromolares, mas, apresenta-se instavel em solucfes aquosas, dificultando sua
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administracao [44, 72]. Apesar de serem amplamente empregados no tratamento
anti-cancer, apresentam efeitos toxicos e podem ser mutagénico in vivo [73]. Além
disso, demonstrou-se que € capaz de ativar transcricionalmente genes sem
promotores metilados e de promover modificacdo da estrutura da cromatina,
aumentando a acetilacdo e a metilacao da Lys4 da histona H3 [73].

O mecanismo de inibicado de metilagdo desta droga é idéntico ao da 5-Aza-
CR. O dominio catalitico da DNMT reage com o carbono 6 do anel da droga,
formando um complexo covalente. Em seguida, ocorre a adicdo do grupo metil ao
carbono 5 do analogo de citidina. Entretanto, em funcao da auséncia do hidrogénio
nesta posicdo, a DNMT ndo é liberada e permanece associada ao complexo [44,
74]. Apesar da DNMT1 também estar sujeita a degradacdo proteossomal apés
tratamento com 5-Aza-CdR, admite-se que a principal forma de inibicdo da acéo
desta enzima decorre da incorporacdo no complexo covalente droga-DNMT [44].

1.6. QUIMIOCINAS

As quimiocinas, também designadas de citocinas quimiotaticas [75]
constituem um grupo de pequenas proteinas solUveis e altamente basicas, cujo peso
molecular varia de oito a dez kDa [75, 76] com algumas excec¢Oes, como a
linfotactina (Lptn) que possui 16 kDa e a fractalcina ou neurotactina, com 38 kDa
[77].

As quimiocinas foram inicialmente descritas na década de 70 e na década
seguinte, estas foram incluidas em um grupo de proteinas primeiramente
denominado de small inducible cytokine gene family [78] e, posteriormente,
designado de citocinas quimiotaticas. Em 2000 foi definida uma nomenclatura para
estas moléculas, que consiste da familia, seguida da letra “L” ou “R”, para denotar
ligante ou receptor, respectivamente, e por Ultimo, um nimero de identificacdo que

indica a ordem de descoberta [79, 80].

1.6.1 As quimiocinas e sua classificagédo

Estima-se a ocorréncia de aproximadamente 50 quimiocinas e mais de 20
receptores em humanos [81]. Tradicionalmente, tais moléculas séo divididas em
quatro grupos de acordo com o arranjo dos dois primeiros (dos quatro) residuos
conservados de cisteina, adjacentes a extremidade amino-terminal [76, 82] como
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pode ser visualizado na figura 4 abaixo.
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FIGURA 4- REPRESENTACAO DAS FAMILIAS DE QUIMIOCINAS.

A esquerda esta repesentado a familia a qual as quimiocinas pertencem e a direita um modelo
esquematico. As quimiocinas podem ser divididas dentro de quatro familias: CXC, CC, XC e CX3C. A
familia CXC é subdividida de acordo com a presenca ou ndo do motivo ELR (glutamato, leucina,
arginina).

FONTE: Laurence et al. 2005 [75].

As quimiocinas CXC (ou alfa) apresentam um aminoacido entre duas
cisteinas. As quimiocinas CC, ou beta, possuem duas cisteinas adjacentes. A
guimiocina XC (ou gama) ndo possui a primeira e a terceira, das quatro cisteinas
conservadas e seu Unico representante € a linfotactina (Lptn). A quimiocina CX3C
(ou delta) como a fractalcina ou neurotactina, apresenta trés aminoacidos entre as
cisteinas, um dominio transmembrana tipo-mucina e pode ser encontrada nas
formas sollvel e/ou ligada a membrana [77, 83].

Para nomear as quimiocinas adiciona-se a letra “L”, referente a ligante apés
a familia e um nimero de identificacdo. Por exemplo, CXCL12 é uma quimiocina
pertencente a familia CXC, niamero 12. O mesmo vale para o0 receptor, pois a
sistematica esta baseada na estrutura de seu ligante [82]. Os grupos de quimiocinas
podem possuir mais de um ligante para 0 mesmo receptor, sendo considerada uma

relacéo intercruzada (figura 5).
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Figura 5 — RECEPTORES DE QUIMIOCINAS E SEUS RESPECTIVOS LIGANTES.

Nota: Os receptores CXCR1/3, CCR1/5, CCR7/8, CCR10 e XCR1 se ligam a varias quimiocinas. Os
receptores CCR6, CCR9, CX;CR1, CXCR4/6 possuem um ligante Gnico. Duff e D6 sao considerados
deceptores, pois quando interagem com seus ligantes ndo desencadeiam a transducdo de sinais,
atuando como feedback negativo.

FONTE: BALKWILL, F [76].; SLETTENAAR, V.1.[82].

A familia CXC, por sua vez, pode ser subdividida em dois grupos de acordo
com a presenca ou auséncia do motivo ELR (&cido glutamico-leucina-arginina) entre
a regido N-terminal e o primeiro residuo de cisteina [75, 80] (figura 4 acima). Este
residuo tem sido descrito como importante na interagcdo ligante vs receptor em
neutrofilos [84]. Quimiocinas ELR'CXC s&o caracterizadas como angiogénicas,
sendo capazes de estimular a quimiotaxia das células endoteliais; e as ELR'CXC
como angiostaticas [85, 86]. Embora a CXCL12 seja caracterizada como
homeostética e pertenca ao grupo ELR’, sua funcdo tem sido relacionada com a
neovascularizagao in vivo.

Ainda dentro desta divisdo, as quimiocinas podem ser classificadas quanto a
sua estrutura e funcdo e padréo de expressdo. Quanto a funcdo e expressao,

podemos dividi-las em homeostéticas e inflamatdrias. As quimiocinas homeostéticas
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sdo constitutivamente expressas em determinados tipos de células e tecidos, e
desencadeiam um papel vital no desenvolvimento e manutencdo. Ja as quimiocinas
inflamatérias ndo sdo constitutivamente expressas, mas induziveis por estimulos

inflamatérios [85].

1.6.2. Caracteristicas estruturais das quimiocinas

As quimiocinas sdo caracterizadas por possuir motivos especificos de
cisteina, sendo que, a maioria delas possui quatro residuos deste aminoacido
formando duas pontes dissulfeto: Cysl-Cys3 e Cys2-Cys4, as quais limitam a
flexibilidade da extremidade amino-terminal [78, 87].

Tais moléculas apresentam estruturas muito similares, com um curto
dominio amino-terminal (com seis a 10 aminoacidos) antes da primeira cisteina e
apos a segunda cisteina ocorre um loop, denominado de N-loop (figura 6), com
aproximadamente dez residuos, que, em muitos casos, é seguido por uma hélice 39
(estado helicoidal menos frequente caracterizado por pontes de hidrogénio
intramoleculares). Logo apés a hélice 31p ocorrem trés folhas betas antiparalelas
(formando uma folha beta-pregueada) conectadas por loops flexiveis, contendo de
trés a quatro residuos (loop 30s, entre e a primeira e a segunda folha beta; 40s,
entre a segunda e a terceira e 50s, entre a ultima folha e a por¢é@o carboxi-terminal).
Nos loops 30s e 50s ocorrem o terceiro e 0 quarto residuos conservados de cisteina
caracteristicos destas moléculas. Por fim, segue a extremidade carboxi com uma
alfa-hélice apresentando de 20 a 30 aminoécidos [78, 81].

A estrutura tridimensional das quimiocinas é estabilizada pelas duas pontes
dissulfeto e por interacdes hidrofébicas entre a hélice carboxi-terminal e uma porcao
da folha beta-pregueada [78, 81].
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FIGURA 6 — ESTRUTURA TRIDIMENSIONAL DAS QUIMIOCINAS.
FONTE: FERNANDEZ e LOLIS [78].

Pela extremidade carboxi-terminal as quimiocinas podem se ligar a
glicosaminoglicanos e a outras moléculas carregadas negativamente, como as
glicoproteinas presentes na matriz extracelular ou outras moléculas presentes na
superficie celular [77, 85].

Os receptores de quimiocinas apresentam sete dominios hidrofébicos
transmembrana em alfa-hélice (7-TMR) e também sao designados de receptores
acoplados as proteinas G (GPCRs), em funcdo de seu mecanismo de sinalizacéo,
gue envolve a ligacdo dos loops intracelulares a proteina G heterotrimérica (apy). No
segundo loop intracelular existe a sequencia DRYLAIVHA, ou uma variagcdo desta,
gue integra o motivo DRY (asparatato-arginina-tirosina) e que é importante para a
sinalizacdo ap6s interacdo com o ligante [78, 87].

Em cada loop extracelular ocorre uma cisteina e o terminal carboxi dos
receptores contém residuos de serina e treonina, que sdo passiveis de serem
fosforilados apds interacdo ligante-receptor e estdo envolvidos na transducao de
sinais bem como na dessensibilizagcdo do receptor [77, 83, 88]. Sado conhecidos
cinco receptores para as quimiocinas CXC (CXCR1-5) e dez para as quimiocinas CC
(CCR1-10) [77].
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1.6.3. Interacéo receptor-ligante e a sinalizagéo intracelular

Ha duas hipbteses aventadas para o mecanismo de interacdo quimiocina-
receptor sendo: (1) ligacdo do dominio central (regido que compreende as trés
folhas-beta) da quimiocina aos loops extracelulares do receptor e (2) ligacdo do
dominio amino-terminal da quimiocina com um “pacote helicoidal”, formado pelas
hélices transmembrana, do receptor [81].

Em geral, uma quimiocina pode se ligar a varios receptores e um receptor
pode ter varias quimiocinas ligantes, estabelecendo uma relacdo denominada de
intercruzante [89]. No entanto, essa redundancia somente ocorre entre ligante e
receptores pertencentes a mesma familia, ou seja, um receptor CC pode se ligar a
diferentes quimiocinas CC, e vice-versa [90]. Além disso, essa promiscuidade nao &
regra e uma relagdo monogamica entre ligante e receptor pode ser verificado, por
exemplo, e com os pares: CCL25-CCR9, CCL20-CCR®6, fractalcina-CX3CR1 [88] e
CXCR4-CXCL12, embora dados bem recentes tem descrito que CXCL12 também
poderia se ligar a CXCR7 [91], um novo receptor identificado. Tal redundéancia
também pode ser verificada entre as quimiocinas e sua célula-alvo, pois uma dada
populacdo de leucdcitos possui receptores para diferentes quimiocinas. Este
mecanismo permite que, quando uma quimiocina ou um receptor falhar, um novo
conjunto de quimiocinas e de receptores pode manter as principais funcoes
bioldgicas [92]. Ressalta-se, no entanto, que os diferentes ligantes que interagem
com um receptor comum possuem, em geral, distintas propriedades, como por
exemplo, diferente (a) afinidade pelo receptor, (b) capacidade de ligacdo a
glicosaminoglicanos, (c) habilidade de induzir a dessensibilizagdo do receptor, (d)
tempo de meia-vida e (e) distribuicdo espacial (enquanto uma quimiocina é expressa
na matrix extracelular, outra é expressa no endotélio, por exemplo) [93].

A interacdo do ligante com o receptor desencadeia a ativacdo do mesmo.
Neste caso, o ligante estabiliza ou induz a uma mudanca de conformacdo do
receptor expondo a-hélices e sitios fundamentais para a ligacdo da proteina G,
ativando-a [87]. Esta, em seu estado inativo, encontra-se na forma heterotrimérica
(aBy), ligada ao GDP (guanosina difosfato). A subunidade a possui atividade
GTPase e interage diretamente a loops intracelulares do receptor e a subunidade 3,
a qual forma um complexo com a subunidade y. Com a interacdo ligante-receptor
altera-se a conformagdo da subunidade o, diminuindo a sua afinidade pelo GDP

[88]. Ap6s a dissociacdo do GDP e acoplamento do GTP (guanosina trifosfato) a
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subunidade a, esta assume sua conformacgao ativa e entdo se separa do receptor e
do complexo heterodimérico By. Em seguida, inibe a atividade da adenilil ciclase,
reduzindo os niveis de AMPc (adenosina monofosfato ciclico) intracelular, e, ativa
efetores como a fosfolipase C B1 e B2, levando a hidrdlise do fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato (PIP2), formagéao do fosfatidilinositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG)
[94]. Estes dois Ultimos sdo mensageiros lipidicos secundarios que provocam
elevacdes transitorias da concentracdo de calcio citosélico (acarretando, por sua
vez, a ativacdo de leucdcitos, por exemplo) e ativam proteinas quinases, como a
proteina quinase C (PKC), respectivamente [95]. As quinases, por sua vez,
fosforilam moléculas efetoras, como as proteinas quinases ativadas por mitdgenos
(MAPKS) [77] ativando, na maioria dos casos, a via ERK1/2 [88].

Com a clivagem do fosfato terminal do GTP, a subunidade o da proteina G se
dissocia do efetor, liga-se novamente ao complexo By e ao receptor. Assim a
proteina G assume sua forma heterotrimérica inativa, podendo receber um novo
estimulo e reiniciar outro ciclo [87, 94, 96]. A fosforilacdo dependente do agonista
(ligante) que ocorre na porcdo carboxi-terminal do receptor desencadeia a
dessensibilizacéo e a internalizagdo do mesmo, interrompendo a continuidade dos

estimulos [97].

1.7. PRINCIPAIS FUNC@ES

As quimiocinas foram inicialmente descritas por sua capacidade de regular
seletivamente o recrutamento e o trafico de leucécitos. Atualmente, sabe-se que as
qguimiocinas participam de outros processos, COmo em respostas imunes, doengas
infecciosas, no desenvolvimento de varios sistemas e 6rgdos, além de atuar no
desenvolvimento e na progressao do cancer [98].

As quimiocinas também tém sido descritas como reguladoras na resposta
inflamatdria [90], em doencgas auto-imunes e na infec¢édo pelo HIV. Para que o virus
da imunodeficiéncia humana possa infectar os linfocitos ou macréfagos € necessaria
a ligacao da proteina de superficie CD4 e de receptores de quimiocinas que atuam
como co-receptores [99]. Os virus que apresentam tropismo pelos linfocitos T (HIV-1
T-tropico) utilizam geralmente o receptor CXCR4, enquanto aqueles com tropismo

pelos macréfagos (HIV-1 M-tropico) geralmente utilizam o receptor CCR5 [99]. No
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entanto, outro receptor, o0 CCR8 (cujo ligante é a quimiocina CCL1), também medeia
a infeccao celular de HIV-1 M-tropico ou T-tropico [96].

Em funcado dos receptores de quimiocinas exercerem um papel fundamental
no processo de infeccdo do HIV, bem como a evidéncia de que a interacdo destes
com suas quimiocinas bloqueia a entrada do virus nas células-alvo, torna estas

moléculas alvos importantes no tratamento da AIDS [96, 98, 99].

1.7.1. Quimiocinas e Céancer

As quimiocinas podem ser secretadas por células tumorais, células
adjacentes ao tumor e em locais de metastases sendo muito importantes no
contexto do cancer [83].

Em muitos tipos de tumores pode ser verificada a ocorréncia de infiltrados
leucocitarios nas regides tumoral e peritumoral. Entre os tipos de leucdcitos estdo os
linfécitos T, as células dendriticas (CD), as células natural killer, e alguns eosindfilos
e neutrofilos; mas, os leucdcitos de maior relevancia séo os mondécitos, que migram
da circulacdo para o tumor, estabelecendo uma populacdo de macrofagos
associados ao tumor (TAMs) [83, 100, 101].

As implicacBes dos leucdcitos no cancer sao divergentes. Em principio, tais
células poderiam reconhecer e atuar contra as células tumorais, mas, poderiam
também fornecer sinais que favorecem o desenvolvimento tumoral [85, 89, 102].

Algumas quimiocinas atraem células do sistema inato que exercem funcao
anti-tumoral. A CCL20, por exemplo, recruta, via receptor CCR6, CDs que
desencadeiam uma resposta anti-tumoral dependente de células T. Apds contato
com o antigeno tumoral, essas células sdo ativadas e passam a expressar outros
receptores de quimiocinas que estimulam sua migracdo a oOrgdos linféides
secundarios, onde iniciam a resposta imune [85, 100].

No entanto, podem existir casos em que as células de defesa recrutadas
pelas quimiocinas atuam a favor do tumor. Este € o caso dos TAMs, que, a0 mesmo
tempo que participam de processos de apresentacdo de antigeno, fagocitose,
secrecédo de citocinas pelos Tyl e citotoxicidade; podem viabilizar o estabelecimento
e 0 crescimento tumoral por expressar fatores de crescimento e angiogénicos,
metaloproteinases [85, 102]. Isto é frequentemente observado em carcinomas de
mama, em que elevadas quantidades de TAMs estdo associadas a tumores de alto

grau, mais agressivos e consequentemente de pior prognéstico.
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Além deste efeito indireto das quimiocinas no desenvolvimento do cancer,
estas podem atuar direto no tumor. Um grande ndimero de células tumorais expressa
receptores de quimiocinas em sua superficie celular, que, quando ativados,
desencadeiam vias de sinalizacdo intracelular envolvidas na sobrevivéncia,
proliferacdo, invasdo e crescimento tumoral [85, 89]. Além disso, muitas células
tumorais sdo capazes de secretar quimiocinas, que atuam de forma autédcrina sobre
a massa tumoral. Em ambos o0s casos, considera-se que as quimiocinas possuem
um efeito direto nas células tumorais [102].

De forma paréacrina, as quimiocinas também conferem vantagens de
crescimento ao tumor via angiogénese, a qual é estimulada por fatores que induzem,
como o VEGF (fator de crescimento endotelial vascular), ou inibem, como a
angiostatina, este processo. Admite-se também que as quimiocinas podem regular a
migracdo de células tumorais a locais metastaticos especificos, onde encontram
condi¢bes que favorecem sua viabilidade. Nesse caso, 0s locais onde a metéstase
sera formada devem apresentar elevada expressao de quimiocinas e estas devem
induzir a migracao das células tumorais que expressam seu receptor correspondente
[100, 102].

Muitas células tumorais sdo capazes de secretar quimiocinas angiogénicas
(ELR+). Embora CXCL12 ndo seja uma quimiocina ELR, € fortemente angiogénica,
especialmente no cancer de mama, podendo induzir a migracéo e proliferacdo de
células endoteliais e estimular a formacdo de vasos [86, 102]. Muller et al. [103]
mostraram que, no cancer de mama, os 6rgaos-alvo de metastase expressam altos
niveis da quimiocina CXCL12, e induzem a movimentacdo especifica das células
tumorais de mama que expressam 0 receptor correspondente a esta quimiocina, o
CXCR4. Também se verificou que o receptor CXCR4 é altamente expresso em
tecidos tumorais mamarios, mas nao no tecido normal de mama, e que seu ligante
CXCL12, da mesma forma, encontra-se altamente expresso na medula 4ssea,
pulméo e linfonodos, locais onde se observa maior ocorréncia de metastases neste
tipo de cancer. Observou-se, inclusive, que a neutralizagdo com anticorpos
monoclonais contra o CXCR4 acarretou a reducdo de metastases das células
tumorais de mama para o pulméao e linfonodos em camundongos.

Além do mais, uma vez que as células tumorais interagem com a CXCL12,
via seu receptor, ocorre a inducdo da sinalizagdo intracelular que aumentam as

propriedades metastaticas, de crescimento e de sobrevivéncia das células anormais
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[104]. De fato, as quimiocinas e seus receptores parecem favorecer a proliferacao e
a sobrevivéncia das células tumorais mesmo sob condi¢cbes de estresse. Em
condicdes de hipdxia observa-se 0 aumento da expressdo do CXCR4, que favorece
o crescimento do tumor [105]. Além disso, diversos estudos tem demonstrado que
0s genes das quimiocinas poderiam ser regulados por mecanismos epigenéticos em
diferentes tipos de cancer. Um recente trabalho realizado com linhagens de
carcinoma de colon, demonstrou que o gene da quimiocina CXCL12 era regulado
epigeneticamente [106].

1.7.2. CXCL12 ou SDFla

A quimiocina CXCL12, ou SDF1la (de acordo com a nomenclatura antiga) é
codificada por um gene presente na regido 10qll (figura 7)°. Trés variantes
derivadas de processamentos transcricionais alternativos tém sido caracterizadas
(tabela 2).
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FIGURA 7 - LOCALIZACAO DO GENE CXCL12 NO CROMOSSOMO.

O CXCL12 esta localizado no braco longo do cromossomo 10, na posicao ql1.21, representado pelo
traco vermelho na figura.

FONTE: UCSC GENOME BROWSER ON HUMAN ASSEMBLY.

TABELA 2-DADOS REFERENTES AOS VARIANTES TRANSCRICIONAIS DO CXCL12

VARIANTE TRANSCRICIONAL 1 2 3
GENBANK ENTRY NM_199168.2 NM_000609.4 NM_001033886.1
NUMERO DE PARES DE BASES 1937 3542 471

NUMERO DE AMINOACIDOS DA

- 89 93 119
PROTEINA CODIFICADA

FONTE: UNIGENE (ver nota 3).

Possui trés isoformas principais isoformas sendo a CXCL12a a forma
predominante contendo 89 amino&cidos; CXCL12B quais a diferem por 4
aminoacidos na regido C-terminal por processamento alternativo; e a isoforma
CXCL12y encontrada principalmente em cérebro e coracbes de ratos apos injurias

isquémicas. Todas derivam de eventos de processamento partindo dos primeiros 3

® Dados disponiveis em: <http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez /query.fcgi?db=unigene
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exons usando 4 exons diferentes [107]. Danos ao DNA como irradiacdo e compostos
guimicos causam um aumento na expressao de CXCL12 na medula de ratos e em
culturas celulares [108]. Camundongos knockout para os genes CXCL12/CXCR4
demonstram ter um papel importante no desenvolvimento embrionario. CXCL12
deficientes morrem no Utero com defeitos severos do septo cardiaco e um mau
desenvolvimento da medula 6ssea. Ja a delecdo do CXCR4 resulta em disturbios
circulatérios, imunes e hematopoiéticos [109].

O CXCL12 é expresso em varios tecidos, rins, pele, cérebro, musculatura
esquelética, mas, sua expressdo € marcadamente acentuada especialmente em
linfonodos, pulmdes, figado e medula 6ssea [110]. Tal ligante € também altamente
expresso por fibroblastos do estroma, associados ao carcinoma, 0s quais exibem
caracteristicas de miofibroblastos, uma vez que apresentam expressdo aumentada
de Actina de Mdusculo Liso-a (a-SMA) e capacidade de induzir a contracdo da matriz
de colageno [111, 112]. Ainda nédo foi esclarecido se as células do carcinoma
promovem a inducdo da conversdo dos fibroblastos pré-existentes no estroma
mamario ou de seus progenitores a miofibroblastos [112] e, da mesma forma, se 0s
miofibroblastos ou seus
progenitores poderiam ser recrutados de fora da massa tumoral [113]. Admite-se
gque os fibroblastos associados ao carcinoma poderiam sofrer alteracdes
epigenéticas, acarretando a formacao de TGF-B autécrino, que poderia converter
fibroblastos a miofibroblastos [111]. Além disso, sabe-se que a regido do estroma
possui elevada taxa de alteracBes genéticas (perda de heterozigosidade e mutacdes
somaticas) e, considera-se que o acumulo dessas modificacbes poderia contribuir

para ativar os fibroblastos associados ao carcinoma [111].
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1.8. JUSTIFICATIVA

Sabe-se que uma vez estabelecida a massa tumoral no 6érgdo primario,
certas células sao capazes de ultrapassar seus limites geograficos originais e se
instalar em outros locais, via circulacdo sanguinea, pela liberacdo de proteases [5,
114]. Muitos estudos apontam a existéncia de uma migragéo direcionada das células
cancerosas a 6rgaos especificos, o que explicaria a maior ocorréncia de metastases
enderecadas ao pulméo, figado e o0ssos, nos casos de cancer de mama [11, 12,
115].

Algumas investigacdes tém demonstrado que as quimiocinas e seus
receptores atuam no processo de migracdo das células cancerosas, de maneira que
foi verificada a ocorréncia de quimiocinas expressas em Orgaos-alvo nas quais se
ligam especificamente receptores de quimiocinas expressos em células tumorais
[103].

Algumas células ndo-neoplasicas presentes no microambiente tumoral, por
exemplo, secretam a quimiocina SDF-1, renomeada como CXCL12, a qual por
intermédio do receptor CXCR4, é capaz de atrair células cancerosas. O CXCR4 é
fundamental para o desenvolvimento metastatico para 6rgdos onde o CXCL12 esta
expresso, além disso, alguns trabalhos indicam seu envolvimento com a
disseminacdo e progressao de diversos tumores [97, 107, 116, 117]. O gene
CXCL12 € hiperexpresso em fibroblastos estromais no local do tumor e nas células
do tumor sua expressdo € ausente, mostrando assim a interacdo CXCR4/CXCL12
na progresséo local do tumor [113, 118]. Em 1995, Shirozu et al. mapearam o gene
da quimiocina CXCL12 e constataram a auséncia de uma regido TATA box e a
presenca de dinucleotideos CpG. Outro estudo importante com este gene
determinou a localizacdo de uma regidao promotora [119].

Este trabalho teve inicio em nosso laboratério com o estudo da regulacéo
epigenética do gene CXCR4 em céancer de mama pela mestre Mariana Grochoski.
Com intuito de avaliarmos se o gene CXCL12 também poderia ser regulado por
epigenética, nés iniciamos este projeto realizando analises de expressao em
linhagens de cancer de mama. Linhagens que ndo possuiam a expressao do gene
CXCL12 foram submetidas ao tratamento com o composto 5-aza-CdR (detalhes em
material e métodos) e voltaram a expressar 0 gene de interesse. A partir desta
evidéncia, iniciamos o trabalho apds a andlise da regidao promotora, de escolha de
uma ilha de CpG para estudo, tratamento das amostras, clonagem e
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sequenciamento. Entretanto, um estudo concomitante neste mesmo tipo de cancer
realizado por Wendt, et al. (2007) [120] avaliou o perfil de metilacdo deste gene por
MSP em 15 tumores primarios de mama sem, no entanto, correlacionar com 0s
dados clinicos das amostras avaliadas. Além disso, foram sequenciadas uma
linhagem normal (MCF10A) e duas tumorais (MDA-MB-231 e MCF-7) para o
desenho dos iniciadores em uma regido diferencialmente metilada. Outras cinco
linhagens também foram avaliadas quanto ao MSP, entre elas a MDA-MB-435. A
regido avaliada pelo grupo de Wendt, et al.[120] no entanto, ndo coincidia com a
regido por nés primariamente escolhida. Sendo assim, incluimos a andlise desta
outra ilha com intuito de avaliarmos se o padrédo de metilagdo encontrado por este
grupo [120] em uma populacdo americana, seria também representativo nas nossas
amostras brasileiras.

Uma anélise minuciosa da regido 5’ em relagdo ao inicio da transcricdo
(TSS) do gene CXCL12 nos mostrou a presenca de um importante sitio ERE
proximo a regido foco do nosso estudo. Esta caracteristica nos indicou a escolha
desta ilha uma vez que a importancia do gene ESR1 (receptor de estrégeno) ja esta
bem estabelecida pela literatura tanto para a proliferacdo de diversos tecidos quanto
para a conduta quanto ao tratamento de pacientes portadoras de cancer de mama
de acordo com a auséncia ou presenca da expressdo deste gene. Outra evidéncia
importante foram os dados tedricos determinados por Hall e Korach (2003) [121] que
demostravam que o gene CXCL12 poderia ser regulado via receptor de estrégeno.
Além disso, em um trabalho realizado pela aluna de iniciagdo cientifica Simone
Foggiatto em nosso
laboratdrio, (resultados repetidos para confirmacao), mostravam relacdo entre a
hipermetilacdo do gene ESR1, com consequente auséncia da proteina nas amostras
tumorais do nosso estudo. Diversos valores significativos com os dados clinico-
patolégicos foram encontrados. Sendo assim, nossos objetivos encontram-se

descritos a seguir.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS
Avaliar a participagdo da metilagdo no controle da expressdo do gene
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CXCL12 em linhagens tumorais de mama para posterior correlacédo dos achados de

metilacdo em tumores primarios com aspectos clinico-patolégicos.

2.1.2 Objetivos especificos

» Avaliar através de RT-PCR o padrao de expressao do gene CXCL12 em
linhagens normais e tumorais de mama.

= Clonar e sequenciar a Illha de CpG 4 da regidao promotora do gene CXCL12
identificando os dinucleotideos CG diferencialmente metilados em linhagens
normais e tumorais de mama

= Através da técnica de MSP (Methylation Specific PCR) estudar o padrdo de
metilacdo da ilha de CpG do gene CXCL12 em amostras de tumores
primarios de mama provenientes Hospital Nossa Senhora das Gragas,
estocadas no 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 metilacdo das amostras tumorais com os dados
clinico-patolégicos das pacientes a fim de determinar o envolvimento desta
ilha de CpG na progresséao tumoral em mama.

= Correlacionar com os resultados de metilacdo por MSP do gene do receptor
de estrégeno alfa (ESR1) com dados clinico-patolégicos e avaliar sua
provavel correlagdo com o perfil de metilacdo das ilhas de CpG do gene
CXCL12 avaliadas nesse estudo.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL BIOLOGICO

O material biologico utilizado no estudo foram linhagens celulares humanas
de cancer de mama e tumores priméarios de mama. As linhagens foram cedidas pelo
Instituto Ludwig de Pesquisa para o Cancer em Sédo Paulo e foram: MDA-MB-435,
MDA-MB-436, MCF-7, PMC42, e nas linhagens normais HB4a (imortalizada por
virus SV40) [122] e HB4aC3.6, que € uma linhagem HB4a modificada com altos
niveis de expressao de ERBB2 (HER2) [18]. A utilizacdo do painel de células se

justifica do ponto de vista metodolégico pela disponibilidade de grandes quantidades



Material e Métodos 5(Q

de material, assim como pela auséncia de contaminacdo com células normais.

As amostras de tumores de mama foram gentilmente cedidas pela Dra. Enilze
S. F. Ribeiro e pelo Dr. Iglenir Jodo Cavalli, responséaveis pelo Banco de Tumores do
Laboratorio 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) e aprovagdo 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 Gragas, Curitiba-PR
(proveniéncia das amostras sob responsabilidade do Dr. Rubens Silveira Lima).

Todas as amostras foram analisadas por anatomopatologistas dos
Laboratoérios do Hospital Nossa Senhora das Gracas ou do Hospital de Clinicas. Os
resultados obtidos aqui descritos foram coletados dos laudos das pacientes e estédo
de acordo com critérios estabelecidos na literatura. Alguns desses dados sédo
derivados de avaliacao subjetiva da observacdo das amostras por microscopia 6tica
(tipo e grau histologico, percentagem de células visualizadas com marcadores de
imunohistoquimica).

Todas as amostras analisadas foram do sexo feminino, com idade média de
57.8 + 14,7 anos (27 a 84 anos). Os tipos histolégicos foram: carcinoma ductal
invasivo (IDC) n = 51 (das 69 amostras) (73,9%) e carcinoma lobular invasivo (ILC),
n = 18 (26,1%). A presenca de linfonodos positivos foi de 35 (51,5%) e negativos de
33 (48,5%). O grau histolégico foi determinado de acordo com o critério de Bloom-
Richardson [123] (quanto maior o grau, maior a perda de diferenciacao celular, mais
avancado esta o tumor, ou seja, mais tardio ocorreu o diagnéstico da doenca) e
foram Grau | 27, 6%, Grau Il 47,8% e Grau Ill em 24.6%. O estadiamento
denominado TNM (Tamanho, numero de linfoNodos acometidos e presenca de
Metastases) foi feito de acordo com a classificacdo oficial [124]. Os testes de
marcadores moleculares feitos por imunohistoquimica (IHC) foram mostrados nos
laudos em percentagem de células coradas. A partir dos dados obtidos dos laudos
médicos, nés dividimos os resultados de receptor de estrogeno alfa (RE) em escores
(de acordo com o numero de células que apresentaram coloracdo com o marcador).
O escore 0 significa que até 10% de células estavam coradas. O escore 1, 10 a
30%, o escore 2 de 30 a 50% e o escore 3 mais do que 50% de células coradas. Os
dados de HER2 (ERBB2) foram obtidos utilizando-se o protocolo de IHC
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HercepTestTM (DAKO A/S, Grostrup, Dinamarca). Este protocolo é subjetivo e
dividido de 0 a 3 de acordo com o nimero de células coradas visualizadas. E de
rotina que os resultados a partir de +2 sejam confirmados por ensaio de hibridizacéo
in situ com fluorescéncia (FISH) utilizando sonda para RNA mensageiro do gene
ERBB2, para confirmar o resultado. Este cuidado na obtengédo deste resultado de
HER2 é devido ao fato de que este marcador é de pior prognéstico para a paciente,
e nesses casos, 0 médico pode optar pelo tratamento com anticorpo monoclonal
Herceptin. Outros dados clinico-patolégicos (tamanho do tumor, recorréncia local,
metastases e morte) encontram-se detalhados na tabela 6 do item resultados (e na

tabela 10 do anexo).

3.2. CULTIVO DE CELULAS

Os cultivos das linhagens foram realizados em meio RPMI1640 (Gibco)
suplementado com soro fetal bovino (SFB) 10% e antibioticos, garamicina (40 ug/ml)
para evitar contaminacdo bacteriana, ciprofloxacina (10 pg/ml) para evitar
contaminacao por espécies do género Mycoplasma, anfotericina B (2,5 ug/ml) para
evitar contaminacdo por fungos e leveduras. Algumas linhagens receberam
suplementacdo de horménios como insulina (5 pug/ml) (HB4a, MDA-MB-435, MDA-
MB-436, PMC42 e HB4aC3.6) e hidrocortisona (100 ug/ml) (HB4a, HB4aC3.6 e
PMC42). O inicio do cultivo é feito com amostras retiradas do estoque em nitrogénio
liquido contendo aproximadamente 10° células. Foi feito, descongelamento a 37°C e
as células foram repassadas dos tubos criogénicos para um tubo de 15 ml contendo
2 mL de meio RPMI 1640. Os tubos foram centrifugados a 700 x g por 3 min, 0
sobrenadante contendo DMSO (importante para integridade das células ao
congelamento) foi retirado e as células foram ressuspensas em 1 mL de meio RPMI
suplementado e transferidas para garrafa pequena (24 cm®) contendo 3 ml de meio
de cultura. Os frascos foram entéo incubados em estufa com tenséo de CO, a 5% e
a 37°C. O meio de cultura foi regularmente substituido em dias alternados
dependendo da linhagem e nimero de células mortas visualizadas.

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) (tripsina 0,25 %) 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. Ao observar que as células se
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soltaram foi adicionado o dobro de meio de cultura completo para diluicdo da
tripsina. As células desagregadas foram entdo transferidas para tubos de 15 mL e
centrifugadas a 700 x g por 3 min. O meio contendo tripsina foi descartado, as
células foram ressuspendidas em 1 mL de meio de cultivo RPMI-1640 novo e
completo, transferidas para a nova garrafa e incubadas na estufa de CO..

3.3. AVALIAGAO DO PADRAO DE EXPRESSAO DO GENE CXCL12 EM
LINHAGENS TUMORAIS DE MAMA

O nosso objetivo de estudar a ilha de CpG 4 por MSP nos tumores envolve a
etapa inicial de encontrar quais CGs sao diferencialmente metilados (metilados nas
linhagens que ndo expressam o gene de estudo e o inverso nas linhagens que
expressam o gene). O reconhecimento desses CGs permite planejar os iniciadores
para MSP. Para alcancar esse objetivo € necessario o conhecimento de quais
linhagens expressam o gene CXCL12. Por essa razao realizamos ensaio de RT-
PCR em todas as linhagens mesmo naquelas que ja haviam sido descritas na
literatura. Além disso, essas linhagens seriam mais tarde utilizadas como controle e
padronizacgéo dos iniciadores de MSP antes de utilizarmos os DNAs de tumores.

Para o ensaio de RT-PCR foram seguidas as etapas descritas abaixo.

3.3.1. Extragdo de RNA

O RNA total foi isolado de um numero 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, P. em 1987 [125]. O método consiste de lavagem
inicial das células na garrafa com PBS 1X (137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
Na;HPO,4, 2 mM KH;PO,), adicdo de TRIzol Reagent suficiente para cobrir a
superficie da garrafa onde as células estdo aderidas e incubacdo (para lise e
dissolucéo dos componentes celulares mantendo a integridade do RNA). O lisado de
células é entdo distribuido em aliquotas de 1 ml para tubos contendo 250 uL de
cloroférmio. Os tubos foram homogeneizados com agitacdo vigorosa e entdo
centrifugados a 4°C e 8100 x g por 20 min em centrifuga (em centrifuga tipo
Eppendorf) e a seguir a fase aquosa foi coletada para um novo tubo. O RNA total foi

precipitado com 500 pyL de isopropanol com incubacdo a -20°C por cerca de 18
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horas. ApGs esse periodo os tubos foram centrifugados por 8100 x g por 10 minutos,
e em seguida o RNA total precipitado foi lavado com etanol 75%, seco a temperatura
ambiente e solubilizado em aproximadamente 30 pyL de &gua tratada com DEPC
0,1% (Gibco). Todo procedimento utilizado nesta técnica foi realizado em camara de
fluxo laminar com uso de luvas, touca e mascara autoclavados duas vezes, assim
como todo o material utilizado. Esse procedimento tem como finalidade a inativagéo
de RNAses contaminantes. O material para eletroforese foi tratado preventivamente
como recomendado [126].

A quantificacdo do RNA total extraido foi feita em espectrofotbmetro com
comprimento de onda equivalente a 260 nm, considerando-se que 1 DOzsonm
equivale a 40 pg/ml de RNA. A relacdo 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 relagdo 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 pg/ml. Antes de ser aplicado, o
RNA foi preparado com tampdo de amostra desnaturante contendo uréia (7 M de
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.

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 I, Gibco BRL), utilizando 25 pmoles do iniciador OLIGO dT em uma
reacdo com volume final de 20 uL contendo solugédo tampéo 1X, 25 U de inibidor de
RNAse (Promega) e 200 uM de dNTPs. Inicialmente incubou-se a mistura de RNA,
agua e o iniciador a 65°C por cinco minutos para abertura de possiveis estruturas
secundarias. A reacdo de sintese de cDNA foi realizada a 42°C por 60 minutos
seguida de 72°C por 15 minutos.
O gene de expressdo constitutiva GAPDH foi utilizado como controle para
analisar a eficiéncia de sintese e qualidade do cDNA nas amostras. Eficiéncia
significa que existe quantidade de RNAm do gene alvo equivalente a que existia na
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célula e qualidade significando que o cDNA esta puro sem contaminacdo com DNA
gendbmico. Para isso, os iniciadores foram dos genes estudados foram planejados
sobre exons adjacentes. Deste modo, a presenca de uma banda de massa
molecular correspondendo a amplificacdo de fragmento contendo o intron
intercalado pode ser facilmente detectada.

A reacdo de RT-PCR foi realizada com 1 uL de cDNA (ndo se quantifica
cDNA porque qualquer valor obtido, ndo se aplicaria a quantidade do gene de
estudo diluido entre todos os genes expressos pela célula) em um volume final de
20 uL contendo tampé&o 1X de PCR (Invitrogen), 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 1U
Taq Platinum (Invitrogen) e 8 pmoles de iniciadores especificos. As condi¢Bes de
amplificacdo do gene de expressdo constitutiva GAPDH foram: desnaturagdo do
cDNA e ativacdo da Taq DNA polimerase por 10 minutos a 95°C e em seguida 35
ciclos de desnaturacdo a 94°C por 45 segundos, anelamento a 63°C por 45
segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto. Ao final desta ciclagem as moléculas
tiveram um tempo de extensdo extra de 5 minutos a 72°C. As sequencias dos
iniciadores utilizados para o0 gene de expressédo constitutiva GAPDH foram: GAPDH
universal 5 CTG CAC CAC CAA CTG CTT A e GAPDH reverso 5 CAT GAC GGC
AGG TCA GGT C.

3.3.3. RT-PCR do gene CXCL12

Iniciadores especificos para o gene CXCL12 foram desenhados na regido 3’
da molécula de RNAm e foram utilizados nas rea¢fes de RT-PCR para avaliar o
padrao de expressao génica. Os iniciadores foram planejados (com Tm adequado e
sem formacao estruturas secundérias estaveis ou de homodimeros) com o auxilio do
programa Oligotech (programa sem custo disponivel em
http://www.oligosetc.com/analysis.php) e posicionados entre os exons 2 e 3. As
sequencias dos iniciadores utilizados foram: RT-C12 universal CAA CGT CAA GCA
TCT CAA e reverso 5’AGC TGC AAT ATC ATA CCG TA, sendo que o fragmento
amplificado esperado por estes iniciadores era de 383 pares de bases. As reacodes
foram realizadas em um volume final de 20 uL contendo 1 uL de cDNA, tampéo 1X
de PCR (Invitrogen), 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 1 U Taq Platinum (Invitrogen) e
8 pmoles dos iniciadores especificos. As condicbes da reacdo foram: desnaturacao

por 10 minutos a 95°C e em seguida 38 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 45
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segundos, anelamento 58°C por 45 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto. Ao

final, as moléculas foram submetidas a mais 5 minutos de extensao a 72°C.

3.3.4. Eletroforese em Géis de Agarose 1% e de Poliacrilamida 8%

Os produtos das reacdes de RT-PCR, reacbes de nested-PCR, DNA obtido
das linhagens e dos tumores foram visualizados em géis de agarose 1% corado com
brometo de etideo 0.2 ug/ml. Os produtos das reacdes de MSP (a ser descrito no
item 3.6) foram primariamente avaliados em géis de poliacrilamida (por se tratar de
um método mais sensivel) e depois aplicados em eletroforese de gel de agarose 1%.

Os géis de poliacrilamida 8% foram feitos utilizando-se uma solucao de
acrilamida e bis-acrilamida na proporcao 29:1, TEMED a 0,1% (Life Technologies)
como doador de elétrons da reacdo e persulfato de aménio (APS) a 0,1% como
catalisador da reacao. As eletroforeses foram conduzidas em aparato de gel médio a
120 V por aproximadamente 1 hora. A revelagdo dos resultados foi feita pela
impregnacao com nitrato de prata segundo o método de Sanguinetti et al. [127].
Para a revelacdo, cada gel de aproximadamente 56 cm? foi incubado por trés
minutos em 50 mL de solucéo 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 foi incubado por mais 10 minutos.
Apos impregnacao do DNA com prata, o fixador foi desprezado e o gel foi lavado
com agua filtrada em Millipore (dgua ultra pura). Para revelagao, foi adicionado 50
mL de solucdo reveladora (hidroxido de sodio 3%) seguida de e 0,7 mL de
formaldeido 37%. O gel foi incubado sob agitacdo até o aparecimento de uma
coloracdo castanho escura ao DNA impregnado. Apos a revelacdo, o gel foi
incubado em 50 mL de solucao fixadora por 10 minutos, lavado com agua ultra pura
e a seguir seco em papel celofane transparente.

Este método de coloracdo € mais sensivel em relacdo a agarose, sendo
importante para a avaliacdo dos resultados tanto positivos quanto negativos das
amostras analisadas (brometo de etideo tem sensibilidade na ordem de nanograma
e a coloragao por prata na ordem de picograma de DNA).

3.3.5. Tratamento das Linhagens Tumorais com o Agente Desmetilante 5-Aza-2’-
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Desoxicitidina
Para confirmar o papel da metilagdo na regulacdo da expressado do gene
CXCL12, as linhagens MDA-MB-435, MDA-MB-436 e MDA-MB-231, que
apresentaram resultado negativo no RT-PCR, foram tratadas com o agente
desmetilante 5-aza-2'-desoxicitidina (Sigma). Uma quantidade de 10° células foi
adicionada a uma garrafa de 24 cm® e cultivada até a aderéncia confluente das
células. Foram feitas trocas diarias de meio de meio de cultura contendo 1 uM de 5-
aza-2’-desoxicitidina por aproximadamente uma semana. Apds este periodo de
tratamento, as células foram lavadas com PBS 1X e o RNA total foi extraido da
mesma forma descrita no item 3.3.1.
A partir do RNA obtido das linhagens tratadas, o cDNA foi sintetizado e
reacoes de RT-PCR para CXCL12 foram realizadas conforme descrito no item 3.3.3.
Os produtos foram visualizados em gel de poliacrilamida 8% e depois em géis de

agarose 1% conforme descrito no item 3.3.4.

3.4. CARACTERIZACAO DO PADRAO DE METILACAO DA ILHA DE CpG 4 DO

GENE CXCL12 EM LINHAGENS TUMORAIS DE MAMA

Wendt et al. (2007)[120]haviam determinado o perfil de metilacdo de uma
regido do promotor do gene CXCL12 (aqui por nés denominada de ilha 2) em
linhagens tumorais de mama MDA-MB-231 e MCF-7 (que sao linhagens que
dispomos). Com o perfil de metilacdo determinado e a evidéncia de regulacdo por
este mecanismo, estes autores planejaram iniciadores para methylation specific PCR
(MSP) em tumores primarios de mama. Em nosso trabalho nds utilizamos estes
dados para andlise de amostras de pacientes brasileiras. Entretanto n6s buscamos
alguma outra regido do promotor que fosse candidata para estudo, e assim ampliar o
conhecimento sobre o mecanismo de desligamento desse gene (levando em
consideracao que a regido promotora tem uma extensa area rica em CGSs).

Entdo buscamos identificar e localizar as ilhas de CpG na regido 5’ do sitio de
inicio de transcricdo (TSS), planejar iniciadores flanqueando a regido de interesse
para clonagem utilizando PCR nested, clonar os fragmentos correspondentes a ilha
de CpG obtida por PCR das diferentes linhagens normais e tumorais em vetor de
sequenciamento e, por fim, sequenciar e analisar a regiao de estudo.

3.4.1. Identificacéo das llhas de CpG do gene CXCL12
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A localizagédo do gene CXCL12 no genoma humano foi feita através do site
Unigene  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=unigene) e coletada a
sequencia de RNAmM a partir da sequencia referéncia NM_1991168.2. Ao seguir este
link foi escolhido novamente e apareceram todas as informacgdes sobre esse gene,
inclusive a sequencia. Para coletar a sequencia do gene foi escolhido o modo
FASTA na janela Display. A sequencia do RNAm do gene CXCL12 foi entédo colada
na janela principal do site Blat Search Genome (http://genome.ucsc.edu). Depois da
submissao da sequencia foi escolhida a opc¢ao browser onde aparece o cromossomo
e todas as informacdes ja existentes sobre o gene. Nessa janela escolhe-se CpG
islands full (no item regulation). Aparecem destacadas em verde, abaixo da
sequencia génica, se existirem, as ilhas de CpG do gene. Clicando nesse quadrado
tem-se a opcao de solicitar a sequencia de DNA. Optamos por 2 kb a montante e
1000 kb a jusante da regido TSS. Foi gerada uma sequencia de 5677 pb. Com esta
sequéncia, a presenca de ilhas de CpG foi verificada através da ferramenta CpGplot
disponivel na pagina do grupo European Bioinformatics Institute
(http://lwww.ebi.ac.uk/emboss/cpgplot). Este programa mostra as ilhas de CpG
seguindo os parametros estipulados por Gardiner-Garden e Fromer [128] que define
uma Ilha de CpG como uma sequencia = 200 pb de DNA com = 50% de C+G e = do
gue 0,6 de CpG observados/ CpG esperados. Foram identificadas cinco regides ou 5
ilhas de CpG (ver posteriormente nos resultados).

Para escolher uma outra regiao de estudo além daquela ja descrita Wendt
et al.(2007) [106] n6s submetemos esta regido contendo 5677 pb a programas de
busca de sitios consenso para fatores de transcricdo. Os programas foram o TESS
(http://lwww.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess/tess) também utilizado no trabalho de Garcia-
Moruja et al. (2005) [119] e o programa denominado Genomatix
(http://Amww.genomatix.de/)*. Com auxilio destes programas identificamos provaveis
sitios de ligacao para fatores de transcricdo dentro e fora das ilhas encontradas.
Nesta regido foi encontrada uma sequencia consenso ERE (elemento de resposta
ao estrdgeno), ou seja, um consenso de ligacdo para a proteina do receptor de
estrégeno alfa a 19 pb da ilha 4. Em virtude da presenca deste elemento ERE,
escolhemos a ilha de CpG 4 para o estudo de metilagao.

3.4.2. Desenho dos iniciadores

* Resultados completos encontram-se na tabela 7 do anexo.
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Neste estudo, apenas a ilha de CpG 4 foi amplificada, clonada e sequenciada.
Foram desenhados dois pares de iniciadores para amplificacao desta ilha.

Para amplificar a regido de interesse para estudo de metilagdo, o DNA deve
ser antes tratado com bissulfito de sédio (técnica descrita e explicada a seguir no
topico 3.4.4) e os iniciadores planejados ndo devem anelar em 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,
guanto em amostras desmetiladas. Uma vez que o tratamento com bissulfito de
sédio gera a deaminacdo das citosinas do DNA, deve ser considerado, durante o
desenho dos iniciadores, que na sequéncia universal todas as citosinas sé&o
convertidas em timina e na sequencia dos iniciadores reverso todas as guaninas séo
convertidas em adenina. Para tanto facilitar o processo de escolha da regido mais
adequada para o planejamento dos iniciadores, utilizamos um programa disponivel
na internet chamado Methprimer (http://www.urogene.org/methprimer/index1.html>)
que mostra a conversdo do DNA apés o tratamento com bissulfito [129].

A llha de CpG 4 do gene CXCL12 possui 297 pares de bases e esta
localizada entre os nucleotideos -1872 e -1575. Para obter esse fragmento clonado
foi utilizado PCR nested (porque o DNA apds o tratamento com bissulfito fica em
baixa concentracdo e rico em regiées com timinas). As regides utilizadas para o
desenho dos iniciadores da primeira reacdo amplificariam um fragmento de 499
pares de bases (entre os nucleotideos -1916 e -1578) e ndo pode ser visto em gel
por estar diluido entre diversos outros fragmentos amplificados. Isto ocorre porque
nas reacdes nested as temperaturas de anelamento na primeira etapa sao pouco
estringentes para garantir que, apesar da contaminacdo com milhdes de outros
fragmentos, também ocorra a amplificacdo do fragmento esperado. Na segunda
etapa as temperaturas foram aumentando a estringéncia para entdo amplificar
somente o fragmento de interesse (ver abaixo as condicbes de PCR utilizadas) de
338 pares de bases. A figura 8 abaixo mostra o0 DNA no formato dado pelo programa
Methprimer, (DNA tratado na fita alinhada abaixo) e os iniciadores planejados para
as 2 reacoes de PCR.

TGCTCTTAAAGAACTGAAGGCAGTGAGGTCCAGTGAAGAAGGCAGCCGTEBGGEBTCCCC
N R RN NN RN RN NN RN RN RN RN RN s b B R B
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TGTTTTTAAAGAATTGAAGGTAGTGAGGTTTAGTGAAGAAGGTAGTCGTEBGGBBTTTTT
Universal reacéo 1

1 2 3 4 5
AGGCCTTTGCTGGGCTGGGCEBGGGAGCCTGGCEBCTCACBEGCEBCAGEBCTGGGGCTC
(LI I O 0 O el U O N el B B Bt bt S YUV A B

AGGTTTTTGTTGGGTTGGGT-GGGAGTTTGGT-TTTAT-GT-TAG.TTGGGGTTT
Universal reacéo 2

6 7 8 9 10
BEGEGCCCTCTGGTGGEBGEECCTCCCTCCCEECTCCCAGAGCTCTGGCCAGCTCCATTC
pna Rl 00 N U Ry bl e Bt e NV H I I B E
CEGEGTTTTTTGGTGGEBGEETTTTTTTTTTEETTTTTAGAGTTTTGGTTAGTTTTATTT
11 12 13 14 15 16
CTGEBCAGCTGATGAAACCEBGGAGGGEBAAGGGGTCEBEEGGAAATCTACACCEBGGTG
s I N e AN R NN s SR N e YN

TTGBETAGTTGATGAAATTEBGGAGGGEBAAGGGGTTEBEBGGAAATTTATATTEEGGTG

17 18 19 20 21 22 23 24
GAGGGGEECCCTGGAGC TBBGAGATCEBACCCTGEEGGAGCEEEBEECAGCCTEBCTTGC

NI N A s N s R A R D N I Ehaannal D Rl Rl 1 1 B
GAGGGGEBTTTTGGAGT TBBGAGAT TBBATTTTGEEGGAGTEBEEEETAGTTTEETTTGT

25 26 27
CCTTAAATCTGGCCAAAGCAAABBCCATEECCTCTEEBCTTCTTCTTCTTCTTTTTTTCTT
e L I e e ket R I R A A AR
TTTTAAATTTGGTTAAAGTAAABBT TATEETTTTTEETTTTTTTTTITITTTTTTTTTTTT

TGCCACAAAATCAGGTGGGCAGCTGGACCTAGGATCTGTCCCAGAAGCCTGAAAGGCCCG

Bl ===z ==z ==z ++

TGTTATAAAATTAGGTGGGTAGTTGCGATTTAGGATTTGTTTTAGAAGTTTGAAAGGTTCG
Reverso reacao 2

CGTGGGCTGAGTCGAGGGCGAACCAGGGATTCAGGCCTGGCCGCTGCCCCTCCCGCAGGC

s DUUER NN N g NU N Sl N Rt NN N NN N U RS U Ehndd § EEEE] Ehadd 11 be
CGTGGGTTGAGTCGAGGGCGAATTAGGGATTTAGGTTTGGTCGTTGTTTTTTTCGTAGGC

GCCCTGAGGCCCCAGAACAGAAGCTACTGTGGCACCCATGGGGCCATCCCTTCCGCTAGT

e L A I T R TN T e U e N )

GTTTTGAGGTTTTAGAATAGAAGTTATTGTGGTATTTATGGGGTTATTTTTTTCGTTAGT
Reverso reacédo 1

Figura8. SEQUENCIA DO FRAGMENTO DE DNA DA REGIAO 5 TSS DO GENE CXCL12
CONTENDO A ILHA DE CpG 4.

A regido destacada em cinza corresponde a ilha de CpG 4 analisada neste trabalho (de acordo com o
programa CpGPlot). As regibes coloridas destacadas correspondem as posi¢cdes dos iniciadores
desenhados, cujas sequéncias em amarelo correspondem aos iniciadores C12-Ul: 5' GTA GTG AGG
TTT AGT GAA G, C12-R1: 5' CCA TAA ATA CCA CAA TAA CTT C e em verde, C12-U2: 5" AGG TTT
TTG TTG GGT TGG 3', C12-R2: 5' CAA ATC CTA AAT CCA ACT AC 3. Em cor de rosa estdo
representados os dinucleotideos CpG com sua numeracao ao longo da sequencia correspondente
acima ; : significa conversao de C para T pelo bissulfito de sodio.

3.4.3. Extracdo de DNA

O perfil de metilacdo da regido promotora do gene CXCL12 foi avaliado
através de tratamento do DNA com bissulfito de sodio seguido de clonagem do
fragmento contendo a llha de CpG e sequenciamento. Para tanto, o DNA gendmico
das diferentes linhagens foi primeiramente extraido através do método de
fenol/cloroférmio [126].
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As linhagens celulares em estudo foram crescidas até confluéncia total em
garrafa média, destacadas com tratamento com tripsina, concentradas por
centrifugacgéo, e digeridas em 4 ml de tampéo TES (1M Tris/HCI , 0,5M EDTA e 10%
SDS) contendo 100 ug/ml de Proteinase K por aproximadamente 18 horas. No dia
seguinte, foi realizada a extracdo do DNA com 1 volume de fenol/cloroférmio e apos
a obtencao de uma emulsdo homogénea a mistura foi centrifugada a 700 x g por 10
minutos. O processo foi repetido até ser obtida uma fase aquosa transparente livre
de proteinas. Depois da recuperacdo da fase aquosa para um novo tubo falcon o
DNA foi precipitado a -20°C por aproximadamente 18 horas com de acetato de sddio
3M (1/10 do volume total), pH 5,2 e 2 volumes de etanol absoluto. No dia seguinte,
apos centrifugacdo refrigerada a 4°C a 8100 x g por 30 minutos (em centrifuga
Hitashi); 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 6°C + 2°C. A quantidade e qualidade do DNA obtido foram avaliadas
através de leituras em espectrofotdmetro e gel de agarose 1% corado com brometo

de etideo a 0,2 ug/ml, respectivamente.

3.4.4. Tratamento de DNA com Bissulfito de Sédio.

Os DNAs das linhagens quantificados em espectrofotdmetro Nanodrop
(Instituto Ludwig) e dos tumores primarios de mama, quantificados no
espectrofotometro Gene Quantll foram submetidos ao tratamento com o bissulfito de
sédio. Este agente promove a deaminacdo de citosinas ndo metiladas
transformando-as em uracila (que apdés a reacdo de PCR sao convertidas em
timinas), mantendo as citosinas metiladas como citosinas jA& que o grupamento
metila protege contra a primeira etapa da reacdo de deaminacdo. O método
empregado para tratar o DNA com bissulfito de sédio corresponde a uma adaptacao
[130]. Inicialmente, aproximadamente 1 pg de DNA gendmico foi misturado a 0,5
pHg/uL de DNA de esperma de salméao (que atua como um carreador) e a mistura foi
desnaturada com 0,3 M de hidréxido de sédio a 50°C por 20 minutos. Apés a
desnaturacdo seguiu-se a modificagdo do DNA com bissulfito de so6dio. Nesta etapa,
o DNA foi incubado a 70°C durante 3 horas com 500 puL de uma solucéo alcalina de
bissulfito de sddio/hidroquinona (2,5 mM bissulfito de sodio, 350 mM hidréxido de
sédio e 125 mM de hidroquinona). Em seguida, foi adicionado as amostras 1 mL de

resina (Wizard® PCR Preps DNA Purification Resin, Promega) e a mistura foi
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transferida para uma coluna de purificacdo (Wizard Minicolumns, Promega) através
de um seringa de 5 mL. Foi feita uma lavagem das amostras na coluna com 4 mL de
isopropanol 80% com o auxilio da seringa. A seguir a coluna foi seca por
centrifugagéo por 3 min a 15900 x g e o DNA foi eluido com 45 yL de agua aquecida
a 80°C para um tubo tipo eppendorf de 1,5 mL novo. A seguir, para completa
deaminacdo do DNA, foi feito um tratamento com hidréxido de sédio 0,3 M, por
incubacédo a 5 min e em seguida foi feita precipitacdo com acetato de aménio 5 M e
350 pL de etanol absoluto. Na etapa de precipitacdo do DNA, foi adicionado 1 pL de
glicogénio 20 mg/mL e o DNA modificado foi incubado a -20°C por um periodo de 16
a 20 horas. No dia seguinte, apos centrifugacao durante 30 minutos a 15900 x g,
lavagem com etanol 70% gelado e secagem em estufa a 37°C, o DNA foi
ressuspenso em 30 pL de tampéo 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 sodio dos DNAs das linhagens e DNAs tumorais, segundo protocolo fornecido
pelo fabricante.

Para sabermos se o DNA foi eficazmente tratado por esta técnica, realizamos
a técnica de nested-PCR para a sequencia satélite SATR-1. Esta sequencia foi
caracterizada como hipometilada em amostras tumorais de cancer de mama, mas
ndo em amostras normais [131]. Esta caracteristica lhe é conferida pela alta taxa de
nucleotideos T na regido analisada, semelhante ao resultado com tratamento pelo
bissulfito de sodio. Assim, se as amostras forem eficazmente tratadas pelo
composto, apresentardo grandes quantidades de timinas e os iniciadores para a
sequencia SATR-1 se anelardo, caso contrario, os iniciadores ndo serao capazes de
se anelarem e, portanto, ndo havera a amplificacdo do fragmento. A reacdo de
nested para esta regido segue as mesmas condicdes para o gene CXCL12 (a ser
descrito no item 3.4.5), diferindo apenas nas temperaturas de anelamento sendo 48,
50 e 52°C para a primeira reacdo e 52, 54 e 56°C para a segunda reacdo. Os
iniciadores utilizados para a amplificagdo do controle SATR-1 foram: HIPO2
Universal-1 5 GTT ATATTATTT TTIT GTT TTT TTG, HIPO2 Reverso-1 5 ACATTT
CCT TAT AAT ATT ATT CC, HIPO2 Universal-2 5 TAT AGT GGT GGT GTA TAT
TTG e HIPO2 Reverso-2 5 CAC CTA ACC TAT AAT ATT TCT TC.

3.4.5. Reacao de PCR nested para clonagem da llha de CpG 4
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As reacdes de PCR foram realizadas em um volume final de 25 pL contendo
1x tampéo de PCR, 1,5 mM MgCl;, 200 pM dNTPs, 1 U de Taqg Platinum
(Invitrogen), 8 pmoles de iniciadores e 1 pL de DNA previamente tratado com
bissulfito de sédio. As reacdes nested foram realizadas nas mesmas condi¢cdes
utilizando de 1 pL do produto da primeira reacdo como molde. As reagcfes foram
realizadas em condigcbes Touch Up com incremento de 2°C na temperatura de
anelamento apds o primeiro ciclo e com aumento de mais 2°C ap0s o sexto ciclo e
seguindo com esta temperatura de anelamento até o final da reacdo. Os iniciadores
utilizados para a amplificacéo da ilha de CpG 4 do gene CXCL12 estdo descritos a
seguir: C12-Universal-1: 5° GTA GTG AGG TTT AGT GAA G, C12-Reverso-1: 5'
CCA TAA ATA CCA CAA TAA CTT C e Cl12-Universal-2: 5 AGG TTT TTG TTG
GGT TGG, C12-Reverso-2: 5° CAA ATC CTA AAT CCA ACT AC (ver figura 5
acima). Para a primeira reacao a temperatura inicial de anelamento foi 51 °C e para
a reacdo nested a temperatura inicial foi 53 °C. As condi¢des de amplificacdo do
fragmento, tanto na primeira reacdo como na reacao nested, foram: desnaturacao
inicial do DNA por 10 minutos a 94°C, seguida por 1 ciclo de desnaturacéo a 94°C
durante 3 minutos, temperatura inicial de anelamento por 3 minutos e extenséo a
72°C por 2 minutos. Cinco ciclos de desnaturacdo a 94°C durante 3 minutos,
segunda temperatura de anelamento por 3 minutos e extensdo a 72°C por 2
minutos. Por fim, 35 ciclos sucessivos de desnaturacdo 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 da llha de CpG 4 do gene CXCL12.

Os fragmentos amplificados por PCR nested foram purificados em gel de
agarose 1 % utilizando QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen) seguindo as
especificagcdes 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 sédo adicionadas
pela enzima Taq Polimerase formando extremidades coesivas durante a reagéo de
amplificacdo. O vetor linearizado possui timinas nas pontas 3’ (também na forma de
extremidades coesivas), proporcionando a complementacdo e ligagdo. Foram
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utilizados aproximadamente 30 ng de produto de PCR e 50 ng do vetor pCR2.1® o
gue equivale a uma razdo molar de 1:3 (vetor:inserto) na reacao de ligacéo, a qual foi
realizada segundo as instru¢bes do fornecedor. O produto de ligacdo foi utilizado
para transformacdo por eletroporacdo de bactérias Escherichia coli (DH10B)
eletrocompetentes estocadas em glicerol 15%. Neste processo, foi feita eletroporacao
em campo elétrico de 4 Qm 330 pF em eletroporador (Gibco) de 1,5 uL do produto de
ligagdo em aliquota de 40 pL de DH10B eletrocompetente. As células
eletrocompetentes foram preparadas conforme protocolo [126]. Apos a eletroporacao,
as bactérias transformadas foram recuperadas em 1 mL de meio SOC [126] em
agitador rotatério a 37°C e 120 rpm durante 1 hora e plaqueadas em meio LBAgar
contendo estreptomicina 20 ug/pL (para selegédo da estirpe de E. coli), ampicilina 250
Mg/uL e canamicina 50 ug/pL (marcas de selegéo do vetor), X-gal 25 pg/ml e IPTG 45
pg/ml (selecéo dos clones por alfa complementacédo). Para a selecdo dos clones a
serem sequenciados, foi realizada uma reacdo de PCR de 16 col6nias brancas de
cada placa que foram palitadas isoladamente em tubos com o0s reagentes. As
reacoes foram realizadas em um volume final de 20 uL contendo 1X tampé&o 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 (da nested 2). As condi¢cdes da
reacdo foram: desnaturacdo por 5 minutos a 94 °C e em seguida 30 ciclos de
desnaturacdo a 94°C por 45 segundos, 57°C por 45 segundos e extensao a 72°C por
1 minuto. Ao final da ciclagem as moléculas foram estendidas por 5 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. Mini-preparacéo de Plasmideos

Das 16 colonias selecionadas para a PCR, dez + duas colbnias positivas
tiveram seu DNA plasmidial purificado por mini-preparacao realizada com QIAprep®
Spin Miniprep kit (Qiagen) segundo protocolo do fabricante. A qualidade e
quantificagdo do DNA plasmidial extraido foi feita visualmente por eletroforese em
gel de agarose 1% utilizando como padrdo de concentracdo o vetor circular pPGEM®
(100 ng).

3.4.8. Reacao de Sequenciamento
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Para cada fragmento clonado no minimo oito col6nias foram utilizadas. Este
namero é utilizado porque mesmo em linhagens existe grande heterogeneidade
entre as células. Ou seja, algumas células podem ter sofrido metilacdo nos 2 alelos
ou em 1 alelo ou ainda, metilacdo em um alelo e delecdo no segundo alelo e assim
por diante [56]. Portanto, a literatura tem mostrado que 8 clones conduz a uma
razoavel representatividade de alelos. O sequenciamento dos clones foi realizado
segundo a técnica de terminacdo com dideoxinucleotideos descrita por Sanger em
1977 [132] e modificada por Karger et al. [133] utilizando-se o Kit Big Dye terminator
(Applied Biosystems) num sistema de 10 pL contendo: 3 puL de Big Dye Terminator
v3.0, 1 yL de Tampéo Save Money 2,5X (200 mM TrisHCI e 5 mM MgCly), 10
pmoles de iniciadores universal ou reverso M13 (Invitrogen) e aproximadamente 250
ng de DNA plasmidial. As condi¢cbes das reacdes foram: desnaturacdo por 1 minuto
a 95°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
sequenciamento foram submetidos a eletroforese capilar no sequenciador
automatico de DNA ABI 377 (Applied Biosystems).

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

Nesta técnica, o DNA tratado com bissulfito de sédio tem a ilha de CpG do
gene CXCL12 amplificada por PCR nested (mesmo produto usado para clonagem) e
o produto de PCR é digerido pela enzima BstUl que tem como sitio de restricdo
CGCG. A presenca de metilacdo nos dinucleotideos CpG preserva o sitio da enzima
apos o tratamento com bissulfito de sodio, ao passo que a auséncia de metilacdo
modifica o sitio enzimético (C é convertido em T apds este tratamento), impedindo a
digestao.

Para esta analise, 2 pyL (~ 30 ng) do produto de PCR Nested (descrito no
item 4.4.5) purificado por extracdo do gel de agarose foram digeridos com 10
unidades da enzima de restricdo BstUl (New England Biolabs), num sistema de
reacédo de 20 pL contendo 1X Neb Buffer 2 (New England Biolabs). A digestao
ocorreu a 60°C por 4 horas e o produto de digestéo foi revelado por eletroforese em
gel de poliacrilamida 12% como descrito no item 3.3.4.
3.6. ANALISE DO PADRAO DE METILA(;AO DO GENE CXCL12 EM TUMORES



Material e Métodos 65

PRIMARIOS DE MAMA PELA TECNICA DO TRATAMENTO DE DNA COM
BISSULFITO DE SODIO SEGUIDO DE PCR ESPECIFICO PARA METILA(;AO
(MSP)

O estudo da metilagdo da ilha de CpG 4 do gene CXCL12 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. em 1996 [65]. O desenho dos iniciadores para a regido do
DNA em estudo somente pode ser realizado ap6s o sequenciamento da ilha de CpG
porgue 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 (que expressa o gene de interesse)
e tumoral que nado expressa 0 gene. Os iniciadores foram desenhados para a
situacdo metilada (gene silenciado por metilacdo) e para a situacdo ndo metilada
(gene ativo) dentro da regido rica em CpG e possuem pelo menos um dinucleotideo
CG diferencialmente metilado na sua sequencia.

O estudo da ilha de CpG 2 (que ja havia sido previamente estudada em
outros trabalhos) para poder ser avaliada em nossas amostras precisou de uma
revisdo dos iniciadores. Na figura 9 e 10 abaixo esta representada a regido da ilha
de CpG 2 e CpG 4 (respectivamente) do gene CXCL12 onde estdo destacadas as
regides escolhidas para o desenho dos iniciadores. Na Tabela 3 encontram-se as
sequencias, temperaturas de anelamento e os dinucleotideos englobados dos

iniciadores para MSP.

AAGCEBBGGCAGGTGGEBBAGCTTGAGCCCCCABBCACAGAAAGCAGGACCCCCTEBGCTG
S L NN NN A NN R R AR R AR s
TAAGTEBBGGTAGGTGGBBAGTTTGAGTTTTTABBTATAGAAAGTAGGATTTTTTEBGTTG

CCTTGGGC.CCAC.CCAGCAGGCCCTC.CC.GGACTAACTTGTTTGCTTTTCATTG

N et U S U Bt UV R R AR AN A RN A AN
TTTTGGGTEETTATEBTTAGTAGGTTTTTBET TBBGGATTAATTTGTTTGTTTTTTATTG

GTTCTCATTCAGTTCCEEBCCATEBAAAGGCCCEBTCCEBCAGCTTTCCAGBEEEECCCCA
R E IV R NNt B U S B R e o bl |
GTTTTTATTTAGTTTT.TTAT.AAAGGTTT.TTT-TAGTTTTTTA-TTTTA

CTTTABBCCTAAGGTCCTCAGTCTCTCCAGTGGGGCCCTGTCACAGGGACAATAAGEEBGC

e NN e N N S R N NN N R N R RN ey
TTTTABBTTTAAGGTTTTTAGTTTTTTTAGTGGGGTTTTGTTATAGGGATAATAAGEEBGT

CCTCCAGC.G.T.CTCAGGCTG.GACCTCACTGCAGAC.GGCCAG.GTG.GGG

b N § e il el I O N U0 I e ) S I O O O e G N Rl s N
TTTTTAGTEBGEETEETTTAGGTTGEEGAT TTTATTGTAGATEBBGG T TAGBEGTGEEGGG

CCCAGBBGAGCCTGAGAAGGTCAAAGGCEEBGAGEBEBCACTGEBCC TEBGGAGCACAGAGGG
e L N N NN e R R e R S AR R AN
TTTAGBBGAGTTTGAGAAGGTTAAAGG TBBGAGEBBTATTGEETTTBEGGAGTATAGAGGG
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FM=GTTAAAGGTCGGAGCCTATTGC
FU=GAGTTTGAGAAGGTTAAAGGTTGG

AGBEGAGGAGGGGBBAAGGGGATGGGTGGGGGGTGCEECBBAGGGAG TEBEBEETCAGAG

FEALEERREET A0 E PR =+ 2+ 4] 2 ]
AGBEGAGGAGGGGBBAAGGGGATGGGTGGGGGGTGTEETBBAGGGAG TEBEBEET TAGAG

ACCC.GCCA.GCCAGCACT-GCTC.GGCC.CCCCTCAC_CCC.CCC.C

I++1::11:1: o

k) +]1 -l
ATTT.GTTA.GTTAGTATT-GTTT-GGTT-TTTTTTAT-TTT-TTT.T

TATA BOX like

CC.CCTGGCTCTCCCC-G.CC.G-CCTCCCAC.C.CACT.TCACT
SRRl L B B E R0 L st thnd Rannnnttl FREl Faashart I A

TT.TTTGGTTTTTTTTTTTAAAG.TT.G-TTTTTTAT“TATTTTTATT
RM=ACCAAAAATAAAAATACGACGAT
RU=CAAAAAATAAAAATACAACA
CTC.TCAGC.CATTGCC.CT-G.TC.GCCCC.ACC-CT-TC.CC.CC

R N R B R R R | et S bl [l [ o el 5 e
TTT-TTAGT.TATTGTT-TT-G.TT.GTTTT-ATT-TT-TT-TT-TT
ATG INICIO
BECCEECCEBCCEBEECCATGAABBCCAAGGTEBTGGTEBBTGCTGGTCCTEBETGCTGACC
Raatit b et s S S S N N R AR N R B NN B s

CETTEETTEETTEECETTATGAABBTTAAGGTEBTGGTEEBTGTTGGTTTTEEBTGTTGATC

GBECTCTGCCTCAGEBABEGTAAGTGEECTEBGEEGGGAGGCCCTGGEBAGGCTCTGGGE
sl R R N R RN NN e R R NN A A A AR
GEETTTTGTTTTAGEBABEGTAAGTGEBTTEEGBEGGGAGGTTTTGGEBBAGGTTTTGGGT

Figura9. ILHA DE CpG 2 DO GENE CXCL12 AVALIADA POR WENDT et al, 2006 [106].

A regido analisada neste trabalho situa-se entre o nucleotideo -493 ao +168 (destacado em cinza) em
relacdo ao sitio de inicio da transcricdo +1. As regifes coloridas destacadas correspondem a: em
verde estdo localizados os iniciadores de MSP para condicdo metilada e em azul para condicdo ndo
metilada segundo dados coletados da literatura [106] e revisados nesse trabalho. Em vermelho esta
destacada a regido similar a um TATA BOX do gene CXCL12. Em rosa o inicio do gene e em
amarelo destaca-se o inicio do sitio de transcricdo (+1) [119]. Em amarelo destaca-se o ATG
enquanto os dinucleotideos CG apresentam-se destacados em toda a seqiiéncia em tom de cinza
escuro. A linha de baixo contém a sequencia de DNA apds tratamento com bissulfito de sédio.

GCCTTTCAGGCTTCTGGGACAGATCCTAGGTCCAGCTGCCCACCTGATTTTGTGGCAAAG
N N N NN N e N N AR e AN RN NN N

GTTTTTTAGGTTTTTGGGATAGATTTTAGGTTTAGTTGTTTATTTGATTTTGTGGTAAAG
27 26 25

AAAAAAAGAAGAAGAAGAAGEBAGAGGEBATGGBETTTGCTTTGGCCAGAT TTAAGGGCA

NN RN NN RN b AN s FAN R AN N R NN NN

AAAAAAAGAAGAAGAAGAAGBBAGAGGEBATGGBEBTTTGTTTTGGTTAGATTTAAGGGTA

24 23 22 21 20 19 18 17
AGEBAGGCTGEBEEEEGCTCCBBCAGGGTEBGATCTCEBAGCTCCAGGGEBCCCCTCCAC
AR N N s N EEna DR N s D s A B A R D st A

AG.AGGTTG-GTTTT.TAGGGT-GATTTT-AGTTTTAGGG.TTTTTTTTT

RM= AACGAAACTACGCGCGACT
RU= AAACAAACAAAACTACA

16 15 14 13 12 11
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CEEGGTGTAGATTTCCEBEEGACCCCTTEECCCTCCEEGGTTTCATCAGCTGEECAGGAA

e UE N R R DR NN Ehanas | ERE | et Exnad VU AR ER IR D 00 D RaaR N U AN
TEEGGTGTAGATTTTTEEEEGATTTTTTEETTTTTTEECGTTTTATTAGTTGEETAGGAA
10 9 8 7 6
TGGAGCTGGCCAGAGCTCTGGGAGEBBGGGAGGGAGGEECEECCACCAGAGGGEECEBGAG
L N A R AN e RN NN e R AN N N hathad N )

TGGAGTTGGTTAGAGTTTTGGGAGEBGGGAGGGAGGEEBTEET TATTAGAGGGEETEEGAG

5 4 3 2 1
CCCCAGEECTGEEGCEEGTGAGBEGCCAGGCTCCCBBGCCCAGCCCAGCAAAGGCCTGEG
o el I e el B U e B U B sy EREN U EERA VR R DU ERA N RN

TTTTAG.TTG.GT.GTGAG.GTTAGGTTTTT-GTTTAGTTTAGTAAAGGTTTG

FM= GTCGTAGCGTTGGGGTT

FU= GTTGTAGTGTTGGGGTTT

Figura 10. ANALISE DA ILHA DE CpG 4 DO GENE CXCL12.

A linha de cima representa os nucleotideos normais desta regido e a linha de baixo representa o DNA
apoés tratamento com bissulfito de sédio embaixo de cada regido escolhida para o desenho dos
iniciadores [129] estdo as sequencias dos mesmos sendo que as sequencias em verde
correspondem a condicdo metilada e as em azul, as condi¢cdes ndo metiladas. Grifados em vermelho
estdo sinalizados os dinucleotideos presentes na sequencia dos iniciadores, considerando a sintese a
partir do tratamento com bissulfito de sédio.

TABELA 3 - INICIADORES PARA MSP

Tm de Amplicom
Iniciadores Sequéncia 5'-3’ anela- (s19)]
mento (°C)
C12 (4-MF  GTCGTAGCGTTGGGGTT 45
C12 (4-MR  AACGAAACTACGCGCGACT 64 21 22,23 €24 200
C12 (4}-UF  GTTGTAGTGTTGGGGTTT 4.5
C12 (4-UR  AAACAAACAAAACTACA 57.8 21,22 23e24 189
C12 2-MF  GTTAAAGGTCGGAGCGTATTGC 5¢6
C12(2-MR  ACGAAAAATAAAAATACGACGAT 595 33 34 e 35 237
C12 (2-UF  GAGTTTGAGAAGGTTAAAGGTTGG 5¢6
C12 (2-UR  CAAAAAATAAAAATACAACA 50 33 34 e 35 249

Nota: O ndmero entre parénteses equivale a ilha de CpG onde anelam os iniciadores. C12: gene de
estudo; M: metilado (forward-F ou reverso-R); U: ndo metilado (unmethylated) tanto para o iniciador
universal (ou forward-F) quanto para o reverso (R).

As reacdes de MSP foram padronizadas variando-se a temperatura e o tempo
de anelamento, a concentracéo final de MgCl, na reacdo e o tempo de duracdo dos
ciclos. As reacdes com os iniciadores U e M foram realizadas em um volume final de
20 pL contendo solugdo tampéo 1X; 2 mM de MgCl, para ailha 2 e 1,5 mM de MgCl,
para a llha 4; 200 yuM de dNTPs; 8 pmoles de cada iniciador (foward e reverso); 1 U
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de Taq Platinum (Invitrogen) e 0,5 a 2 yL de DNA tumoral tratado com bissulfito de
sodio. As condicdes de amplificacdo foram: 95°C por 10 minutos (para a ativacéo da
enzima), 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 45 segundos, temperatura de
anelamento (Tabela 3) entre 16 e 30 segundos e 45 segundos de extenséo a 72°C,
com uma extensao final de 5 minutos a 72°C. As reacdes foram realizadas com
todas as linhagens e depois como controle da reagcdo na etapa com o0s tumores
foram utilizados os DNAs das linhagens MCF-7 (ndo metilada) e MDA-MB-435
(metilada). As reacdes foram analisadas primariamente em géis de poliacrilamida
8% corados com nitrato de prata e posteriormente em gel de agarose 1% corado

com brometo de etideo 0,2 pyg/mL.

3.7. Analise Estatistica dos Dados

A andlise da associacdo entre as variaveis qualitativas foi realizada
utilizando o programa Prism 5 for Winsdows (GraphPad Prism 5.0) através do teste
do qui-quadrado (X?) ou teste exato de Fischer. Foi estabelecido um erro de 5%, ou
seja, os resultados foram considerados estatisticamente significativos quando p <
0,05.

4. RESULTADOS

4.1. ANALISE IN SiLICO DO GENE CXCL12

Para analisar a existéncia de ilhas de CpG na regido promotora do gene
CXCL12, utilizamos ferramentas disponiveis na Internet (descrito em 3.4.1) para
analisar a sequencia que englobava desde a regido promotora até o inicio do
primeiro exon (foram avaliados 2 kb a jusante e 1 kb a montante do inicio da
transcricdo do gene). Uma sequencia contendo 5677 pb foi obtida e foram
identificadas cinco ilhas de CpG como mostrado na Figura 11 exposto em formato
de grafico. Estes dados foram obtidos de acordo com o estipulado por Gardiner e
Fromer em 1987 [128]. O gréfico superior (A) mostra a razdo entre 0 numero

observado e o esperado de dinucleotideos CpG. Este niumero é dado pela férmula:

Esperado = __ (ndmero de citosinas x numero de guaninas)

Comprimento da ilha
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No gréfico (B) esta exposto em percentagem, o conteido de guaninas +
citosinas. E, no dltimo grafico (C), estdo representadas as ilhas de CpG
pertencentes a regido avaliada. O programa CpGPlot [134] define como ilha de CpG
a regido com mais de 200 pares de bases que contenham pelo menos 50% de G+C

e uma razao entre o observado e esperado igual ou superior a 0,6 [128].
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Figura 11. RESULTADO OBTIDO PELO PROGRAMA CpGPLOT .

Fonte: CpGPLOT.

(A) Representa a razdo entre o Observado/Esperado da frequéncia de dinucleotideos CG; (B) mostra
a percentagem de CG na regido analisada; e (C) denota a localizacdo das ilhas de CpG dentro da
regido avaliada.

Nota: Os graficos sdo representativos das ilhas de CpG presentes na regido promotora (2kb a
montante e 2 kb a jusante da regido 5’ TSS) do gene CXCL12. No terceiro gréfico podemos observar a
presenca das cinco ilhas na regido avaliada.

A sequencia de DNA de 3447 pb (contida dentro dos 5677 pb) contendo as 5
ilhas de CpG esta mostrada na figura 12. Destacamos as posicbes das ilhas e a
densidade de dinucleotideos CG em cada ilha. Estas ilhas estdo localizadas nos
nucleotideos +512 ao +853 para ailha 1, do -840 ao +506 para a ilha 2, do -1118 ao
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-893 para a ilha 3, do -1872 ao -1575 para a ilha 4 e do -2594 ao -2323 para a ilha
de CpG 5.

Transcription Start Site (TSS)

+1

] v o ©
of N J\ P QG) © oy 0y
lo - O e iy
W‘ &‘:‘ 3-3 T—E"-%\’ & ‘;_’);o :o
|and & island 4 island 3 island 2 island 1
|

putative promoter

200 nucleotides ‘

FIGURA 12: ANALISE DA REGIAO 5TSS DO GENE CXCL12 E A IDENTIFICACAO DE SUAS
ILHAS DE CpG.

Esquema representativo da regido 5'TSS analisada. Os tracos representam todos os dinucleotideos
presentes nesta regido. A numeracdo acima dos tracos mais intensos sinalizam a localizacdo de
inicio e término das cinco ilhas presentes. A regido denominada como putative promoter sinaliza a
localizacao identificada por Garcia-Moruja [119] com atividade do promotor. O nucleotideo +1 (inicio
do sitio de transcrigdo) encontra-se sinalizado na figura.

Nota: O esquema estd em escala.

O promotor do gene CXCL12 nao possui uma sequencia TATA box (sendo
portanto considerado como TATA less) e esta caracteristica € considerada comum
entre as quimiocinas [135]. Garcia-Moruja et al. [119], utilizando vetores construidos
com segmentos que variavam da posicao -1010 até +122, determinou a posicao
relativa do promotor e com o uso de ferramentas de bioinformatica (TESS e
TRANSFAC) foram identificados diversos sitios Spl (importantes para transcricao
em ilhas de CpG). Wendt et al. em carcinoma de mama [106] utilizando ensaios com
vetores contendo a proteina luciferase, concluiu que a posicdo referente ao
nucleotideo -493 ao +168 e possuia o promotor ativo. A procura de possiveis sitios
contendo fatores de regulacdo da transcricdo do gene CXCL12, utilizamos duas
ferramentas de bioinformatica (TESS e Matlnspector® [136]) que identificaram todos
0s provaveis sitios de fatores de transcricao (tabela 7 do anexo). Entre eles, estédo
oito elementos ERE (elementos responsivo ao estrogeno) (figura 13a) sendo que
guatro deles encontram-se dentro do primeiro exon, dois dentro da ilha 2; um a 19
pb a5 dailha4 e umab’ dailha5. Os fatores de transcricdo denominados de ERE
tem sido descritos como regulatorios da proliferacdo celular e com capacidade de
induzir a transcricdo de determinados genes-alvo [137]. A ilha de CpG 4 foi

® Programas disponiveis sob enderegos eletronicos: http://www.chil.upenn.edu/cgi-bin/tess/tess e
http://www.genomatix.de/
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escolhida para estudo de metilacdo em funcao da presenca do sitio ERE contendo o
consenso GACC (figura 13b) levando em consideracdo que dos outros sete sitios,
dois estdo dentro da ilha 2 que ja foi estudada e incluida no nosso trabalho e as
demais estdo em regides distantes e com consenso sem a sequencia GACC (tabela
7 do anexo) que parece ser essecial para pelo menos um half site [138].

A escolha de uma regido contendo um ERE teve como suporte também em
estudos realizados com estes elementos, mostrando que seriam capazes de
controlar a expressao génica mesmo estando posicionados em até 700 bases de
distancia de uma ilha [139]. Um outro trabalho tem relacionado que estes elementos

ERE poderiam controlar a expresséo do CXCL12 [137].

5 4 3 2 1

S 1 [ T L1 1 3
| T 1

Figura 13a. LOCALIZACAO DOS SIiTIOS ERE NA REGIAO 5TSS DO GENE CXCL12 .

Regido 5 TSS 5-3. As caixas representam as 5 ilhas de CpG localizadas pelo CpGPLot (ver
ndmeros acima das caixas). Os tracos em negrito representam a localizacdo das EREs. Tracos para
baixo significam que estdo na fita oposta. O traco vermelho corresponde a ERE localizada a 19
nucleotideos de distancia da ilha 4.

Fonte: a autora.

GATCCAGgtcgacggGtgg
5% CAGGCTTCTGGGACAGATCCTAGGTCCAGCTGCCCACCTGATTTTGTGGCA 3~

27 26 25
57 AAGAAAAAAAGAAGAAGAAGAAGEBAGAGGEBATGGEBTTTGC 3

-8-7-6-5-4-3-2 +2+3+4+5+6+7+8

Figura 13b. LOCALIZACAO DO SITIO ERE NA REGIAO 5’ DA ILHA 4.

A sequencia acima mostra os dinucleotideos encontrados pelo programa Genomatix destacada em
verde. Em amarelo a regido complementar. Em cinza o final da ilha de CpG 4. em cor de rosa os CpG
5 27, 26 e 25. A figura abaixo da sequencia mostra um consenso de ERE e os principais
nucleotideos essenciais para atividade funcional de uma ERE.

Fonte: GRUBER, CJ. et al. 2004 [138]
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Ao determinar a presenca da ERE provavelmente importante na regulacdo da
transcricdo do gene CXCL12, e por ainda nédo ter sido avaliada, realizamos a
identificacdo e analise desta ilha. Como levantamento estatistico populacional,
buscamos avaliar ambas as ilhas (ilha de CpG 2 e 4) utilizando a técnica de MSP
nas amostras brasileiras, com intuito de correlacionar com os dados das populacdes
americana e chinesa. Com intuito ainda de relacionarmos estes fatores a regulacdo
epigenética deste gene, avaliamos a regulacéo epigenética do gene ESR1 (receptor

de estrégeno) nestas mesmas amostras.

4.2 ANALISE DA EXPRESSAO DO GENE CXCL12 EM LINHAGENS TUMORAIS
DE MAMA

Para avaliar o padréo de expressao utilizamos a técnica de RT-PCR. Para
isso, o RNA total das linhagens tumorais foi extraido (item 3.3.1), avaliado
gualitativamente (por eletroforese em gel de agarose 1%) e quantitativamente
(dosagem em espectrofotometro). Na figura 14 abaixo, pode-se visualizar a
eletroforese de RNA de algumas amostras extraidas, com as bandas
correspondentes aos RNAs ribossomicos 28S e 18S bem evidentes, tendo a
primeira o dobro da intensidade da segunda e auséncia de contaminacdo com DNA

gendmico.

RNA 28S

RNA 18S

Figura 14 . RNA TOTAL EXTRAIDO DE LINHAGENS DE MAMA.

MM trata-se do marcador de massa molecular 100 bp. Acima da figura constam os nomes das
linhagens a que se refere a banda constante no gel e do lado direito as posicGes relativas das sub-
unidades do RNAr.

As concentragfes obtidas mediante a relacdo entre A260nm e A280nm

(DO260/D02g0) fornecem uma estimativa da pureza dos acidos nucléicos. Solugdes
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puras de DNA e RNA possuem valores de DOy0/DO32go entre 1,8 e 2. Se existe
contaminacao com fenol ou proteinas, a relacdo DO2s/DO2gp Sera muito menor, e a
precisdo nas quantidades de acidos nucléicos sera baixa [126]. Sendo assim, sabe-
se gue essas concentracdes medidas (ver tabela 4) 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. Apesar de algumas das amostras
analisadas ndo possuirem valores de pureza tdo elevados, os contaminantes
presentes ndo atrapalharam nas reacfes subsequentes, sendo possivel a

continuidade dos experimentos.

TABELA 4 - QUANTIFICACAO DOS RNAS EXTRAIDOS PELO
ESPECTROFOTOMETRO GENEQUANT Il (PHARMACIA BIOTECH)
Linhagem Abs 260nm Abs 280nm Concentracao (ng/uL) Razéo
(260nm/280nm)
HB4a 0,090 0,068 222,9 1,32
MDA-MB-436 0,159 0,098 621,8 1,62
MCF7 0,126 0,084 473,6 1,5
MDA-MB-435 0,147 0,087 560,9 1,69
HB4a C3.6 0,048 0,033 158,0 1,45
PMC42 0,147 0,087 488,5 1,69
MCF7 0,126 0,084 455,6 1,56

Apés a quantificacao, foram utilizados aproximadamente 500 ng de RNA total
em reacdes de transcricdo reversa com iniciadores oligodT, para a sintese de
primeira fita de cDNA (item 3.3.2). A eficiéncia destes cDNAs sintetizados foi
avaliada por PCR do gene constitutivo GAPDH. Os resultados de RT-PCR do gene
de expressdo constitutiva GAPDH (gliceraldeido 6-fosfato desidrogenase) com 35
ciclos de todas as linhagens mostraram o fragmento esperado de 296 pares de
bases como observado na figura 15 que segue:

GAPDH
300 pb (296 pb)



Resultados 74

Figura 15. PADRAO DE EXPRESSAO DO GENE CONSTITUTIVO GAPDH.

MM trata-se do marcador de massa molecular 100 bp e a esquerda da figura encontra-se o tamanho
da banda referente ao marcador. controle neg. € equivalente ao controle negativo da reacéo de PCR.
Acima da figura constam os nomes das linhagens a que se refere a banda constante no gel. Do lado
direito consta 0 nome do gene e o tamanho do fragmento esperado.

A partir deste resultado pode-se concluir que o cDNA sintetizado possuia boa
gualidade, porque ndo visualizamos uma banda que correspondesse a
contaminacdo da preparacdo com DNA gendmico, e quantidade, porque a banda
obtida estad bem visualizada em gel de agarose.

Uma vez constatada qualidade e quantidade adequadas de cDNA, este foi
utilizado como molde em reacdes de RT-PCR para o gene CXCL12 (item 3.3.3) com
intuito de avaliar seu perfil de expressédo nas linhagens utilizadas neste trabalho
(Figura 16). O fragmento esperado para CXCL12 era 383 pb e néo foi visualizada

uma banda de 499 pares de bases que significaria uma contaminagdo com DNA

gendmico.
3
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Figura 16. RT-PCR DO GENE CXCL12 E DO GENE CONTROLE GAPDH EM LINHAGENS
NORMAIS E TUMORAIS DE MAMA.

As bandas correspondentes as linhagens analisadas por RT-PCR estdo nomeadas segundo a

indicagdo constante na figura. 100 bp indica o marcador de massa molecular sendo que o tamanho

do fragmento correspondente a altura do marcador esta sinalizada a esquerda. A seta abaixo da

figura sinaliza as linhagens normais. A indicacdo a direita corresponde ao gene constante na figura e

abaixo o tamanho do fragmento esperado.

A partir do RT-PCR podemos concluir que as linhagens HB4a (normal
imortalizada por SV40), HB4aC3.6 (derivada da HB4a que expressa grande
guantidade de ERBB2 ou Her2) e PMC42 apresentam niveis basais de expressao
do gene CXCL12. A linhagem MCF-7 (caracterizada como uma linhagem pouco

agressiva) expressa o gene de interesse e que as linhagens MDA-MB-435, MDA-
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MB-436 e MDA-MB-231 (caracterizada como altamente agressivas) ndo expressam
0 gene CXCL12. Os dados encontrados corroboram aos da literatura, sendo que as
linhagens tumorais MDA-MB-436 e PMC42, e as normais HB4a e HB4aC3.6 ainda
nao haviam sido descritas.

Um trabalho recentemente publicado demonstrou que ha regulagédo
epigenética do gene CXCL12 em linhagens de colon e mama [106, 120]. As
linhagens por eles avaliadas tratam-se da MDA-MB-435, MDA-MB-231 e MCF-7
também presentes em nosso estudo. Neste estudo realizado em 2007, a linhagem
MDA-MB-435 foi tratada com o agente desmetilante 5-aza-2’-desoxicitidina (5-aza-
CdR) e tornou a expressar o gene CXCL12. Com intuito de controlar nossos
experimentos e complementar estes dados tratamos em culturas essas linhagens
com o agente desmetilante 5-aza-CdR. Esse composto é uma molécula fosforilada,
analoga a citosina que é incorporada a fita do DNA durante a replicacdo. Uma vez
incorporada, a DNA metil transferase 1 (DNMT de manutencdo de metilagdo do
DNA) forma um complexo inativo com o0 analogo e permanece ligada ao DNA. O
resultado final é a deplecdo da enzima na célula e, consequentemente, desmetilacao
global do genoma [140]. Quando a linhagem passa a expressar o gene de estudo
apos o tratamento, ha um forte indicativo de que a regulacdo da expressdo desse
gene ocorre devido a metilacdo do DNA. Dentre as linhagens tratadas, apenas MDA-
MB-435 e MDA-MB-231 tornaram a expressar o gene de interesse (Figura 17). Esta
caracteristica pode ser um indicativo da regulacéo epigenética do gene CXCL12 nas
linhagens analisadas confirmados nesse trabalho. No entanto, outros mecanismos
podem estar envolvidos na regulacao epigenética dos genes, como por exemplo, a
acetilacdo ou metilacdo dos residuos de lisina das histonas como discutidos no item
1.5.1. Como a linhagem MDA-MB-436 nao voltou a expressar o gene CXCL12
acreditamos que estes outros mecanismos de regulagéo poderiam estar controlando

a transcri¢éo nesta linhagem [43].
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Figura 17. RE-EXPRESSAO DO GENE CXCL12 APOS O TRATAMENTO DAS LINHAGENS COM O
AGENTE DESMETILANTE 5-AZA-2"-DESOXICITIDINA.

Estdo mostradas as bandas pertencentes as linhagens que voltaram a expressar o gene de interesse
(MDA-MB-435 e MDA-MB-231) em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo. Abaixo estd o
gene controle GAPDH

Nota: MM 100 bp trata-se do marcador de massa molecular com seu tamanho correspondente a
esquerda. Negative control foi o controle negativo da reacdo de PCR. Mock é uma denominacao
utilizada em inglés para as linhagens que ndo foram submetidas ao tratamento.A direita da figura
encontra-se o gene CXCL12 e seu controle GAPDH junto ao tamanho do fragmento esperado para
esta reacao.

4.3 SEQUENCIAMENTO DA ILHA DE CpG 4 DO GENE CXCL12 DE LINHAGENS
TUMORAIS DE MAMA, ANALISE DO PERFIL DE METILAQAO E SUA
CORRELACAO COM A EXPRESSAO GENICA

A andlise do perfil de metilacdo da ilha de CpG 4 da regido promotora do
gene CXCL12 nas linhagens normais e tumorais foi feita através do sequenciamento

e confirmado pelo método de COBRA.

Para isto, o DNA das linhagens foi extraido pelo método do fenol: cloroférmio

(item 3.4.3) e a qualidade do material purificado foi avaliada por eletroforese em gel

de agarose 1% utilizando como controle DNA de massa molecular de concentragéo

conhecida. Na figura 18 abaixo, pode ser visualizada a qualidade das amostras
extraidas. O DNA das amostras encontra-se integro, observamos auséncia de

degradacéao, de contaminacao por RNA e a correta diluicdo das amostras.
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~200 ng

Figura 18. DNA GENOMICO EXTRAIDOS DAS LINHAGENS DE MAMA.
Low DNA equivale ao marcador de massa molecular de DNA, onde a banda superior equivale a ~200
ng. Acima da figura estdo denominadas as linhagens.

Comparando-se com o marcador de massa molecular podemos concluir que
existe pelo menos 200 ng de DNA aplicado em cada lane. As amostras de DNA
foram a seguir quantificadas por espectrofotometria com leitura de razdo 260/280 nm
(tabela 5).

TABELA 5- QUANTIFICACAO DOS DNAS EXTRAIDOS DE LINHAGENS TUMORAIS

Linhagem Concentragdo Razéo
(amostra) (ng/uL) 260nm/280nm
PMC-42 57,7 1,94
MDA-MB-436 70,4 1,92
MDA-MB-231 90,8 1,89
MDA-MB-435 91,2 1,92
HB4a 112,5 1,93
HB4a C3.6 135,2 1,90
MCF-7 67,5 1,89

Apés a quantificacdo, os DNAs das linhagens foram submetidos ao
tratamento com o agente deaminante bissulfito de sodio (item 3.4.4). Como controle
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de eficiéncia do tratamento, foi feita uma reacdo de PCR nested para a regiédo
satélite SATR-1[131], da qual se espera um fragmento de 690 pares de bases se o
tratamento com bissulfito foi eficiente e se o0 DNA tratado encontra-se em quantidade
suficiente para obter os produtos de PCR. Na Figura 19 pode-se observar a
eficiéncia do tratamento uma vez que todas as amostras amplificaram o fragmento

de DNA esperado.

Figura 19. CONTROLE DA EFICIENCIA DO TRATAMENTO COM BISSULFITO DE SODIO -
FRAGMENTO DO CONTROLE SATR-1 AMPLIFICADO POR PCR NESTED.

MM trata-se do marcador de massa molecular 100 bp e a esquerda da figura encontra-se o tamanho

da banda referente ao marcador. cont.neg. é equivalente ao controle negativo da reagdo de PCR.

Acima da figura constam os nomes das linhagens a que se refere a banda abaixo. Do lado direito

consta o nome do controle e o tamanho do fragmento esperado.

Uma vez constatada a eficiéncia do tratamento para o DNA das linhagens,
foi realizada a PCR nested da ilha de CpG 4 do gene CXCL12 com intuito de se
isolar e purificar o fragmento. A Figura 20 mostra o fragmento de DNA esperado

contendo 338 pares de bases.
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Figura 20. ILHA DE CpG 4 DO GENE CXCL12 AMPLIFICADA POR NESTED-PCR.

MM trata-se do marcador de massa molecular 100 bp e a esquerda da figura encontra-se o tamanho
da banda referente ao marcador. Controle neg. é equivalente ao controle negativo da reacéo de PCR.
Acima da figura encontram-se denominadas as linhagens utilizadas na reacdo. A direita consta o
gene e ailha avaliada.

Apos a amplificacdo do fragmento de DNA de 338 pares de bases, foi feita

purificacdo das bandas provenientes do PCR nested em gel de agarose 1% e o
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produto de PCR purificado foi submetido a nova eletroforese para verificar a
eficiéncia de purificacdo e quantificacdo visual para a etapa seguinte de clonagem.
Na Figura 21 abaixo a eficiéncia da purificacdo pode ser visualizada:
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Figura 21. PRODUTOS DE PCR NESTED PURIFICADOS.

MM trata-se do marcador de massa molecular 100 bp e a esquerda da figura encontra-se o tamanho
da banda referente ao marcador. Controle neg. € equivalente ao controle negativo da reacdo de PCR.
Acima da figura encontram-se denominadas as linhagens utilizadas na reacdo. A direita consta o
gene e ailha avaliada.

A partir do fragmento purificado, foi realizada a etapa de clonagem. Para
isto, utilizando um ensaio da Invitrogen® que contém o plasmideo pCR2.1 foi
realizada a ligacdo do fragmento purificado ao plasmideo sendo posteriormente
inserido em estirpe de E.coli DH10B (ver item 3.4.6). A Figura 22 abaixo mostra um
exemplo de amplificacdo do fragmento de 338 pb clonado. As bandas foram obtidas
por PCR a partir de col6nias brancas, ou seja, pela selecéo de clones recombinantes

por alfa complementacéo [126].
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(338 pb)

Figura 22. PCR DE COLONIA DA ILHA DE CpG 4 DO GENE CXCL12.

MM trata-se do marcador de massa molecular 100 bp e a esquerda da figura encontra-se o tamanho

da banda referente ao marcador. Acima da figura constam as dez coldnias de uma mesma linhagem

submetida a clonagem. Do lado direito consta o nome do gene e o tamanho do fragmento esperado.
Apés a confirmacédo da clonagem (através do fragmento esperado amplificado

por PCR), os clones selecionados foram cultivados e o DNA plasmidial foi purificado

através do método de lise alcalina (item 3.4.7). Na Figura 23 abaixo estdo

demonstrados alguns exemplos de plasmideos obtidos a partir da clonagem da llha
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de CpG 4 da linhagem HB4a em gel de agarose (ap6s a purificacéo).

=
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g

Colbnias 1- 8 HB4a

Figura 23. DNA PLASMIDIAL EXTRAIDO DE 8 COLONIAS DE DH10B TRANSFORMADAS.
O marcador utilizado foi o pGEM contendo 200 ng. Acima da figura constam as colénias de uma
mesma linhagem de onde foi extraido o DNA para o sequenciamento.

A Figura 23 acima demonstra que o DNA plasmidial de cada colbnia
apresentava boa quantidade para proceder a etapa seguinte de sequenciamento. As
amostras de DNA de 10 = 2 clones de cada linhagem foi submetido a reacédo
utilizando o protocolo do Kit Big Dye terminator e o sequenciador ABI Prism 377
(item 3.4.8). No Anexo, a tabela 8 mostra a situacdo (metilada ou ndo metilada) de
cada dinucleotideo CG de cada colbnia sequenciada. Esses dados foram utilizados
para elaboracdo dos graficos da figura 24 abaixo. Os graficos mostram a
percentagem de metilagdo encontrada para cada dinucleotideo CG das colbnias
avaliadas e abaixo de cada gréafico estd a percentagem de metilacdo global da
respectiva linhagem. A linhagem MDA-MB-231 foi excluida a partir da etapa de
clonagem do trabalho.
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B) Percentagem de Metilacdo — HB4aC3.6
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C) Percentagem de Metilagcdo — MCF-7
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D) Percentagem de Metilacdo — PMC-42
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E) Percentagem de Metilagdo — MDA-MB-435
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F) Percentagem de Metilacdo — MDA-MB-436
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Figura 24. GRAFICOS REPRESENTATIVOS DAS PERCENTAGENS DE METILACAO DE CADA
DINUCLEOTIDEO CpG DAS LINHAGENS CELULARES.

Os graficos estdo enumerados de A — F sendo intitulados com o nome da linhagem a qual pertencem.

Abaixo de cada grafico consta a percentagem de metilagdo global da cada linhagem avaliada. As

elipses em cor-de-rosa destacam a localizacdo dos iniciadores de MSP (item 3.6).

%ode Ml

Todas as linhagens apresentaram um perfil de metilagdo que corresponde
com a expressao génica. As linhagens que expressam (HB4a, HB4aC3.6, PMC42 e
MCF-7) o gene CXCL12 e as linhagens que ndo expressam ou tem a expressao
diminuida do gene (MDA-MB-436, MDA-MB-435), possuem dinucleotideos que sdo
diferencialmente metilados e provavelmente regulam o seu silenciamento e sao: 4,
5,9, 10, 12, 13, 21, 22, 23, 24, 25, 26 e 27.

Na figura 25 abaixo é possivel avaliar a metilacdo global de cada linhagem.
Relacionando com o perfil de expressdo (constante ao lado) podemos também
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concluir quais dinucleotideos seriam relevantes para a técnica de MSP. Apesar de
13 dinucleotideos CpG demonstrarem relevancia para a localizacdo dos iniciadores,
utiizando a ferramenta de bioinformatica Oligotech (que avalia a presenca de
possiveis homodimeros e nos fornece o valor de Tm) s6 foi possivel planejar os
iniciadores que englobam os dinucleotideos 4, 5, 21, 22, 23 e 24 . No esquema
abaixo é possivel visualizar a localizacdo destes iniciadores e quais nucleotideos
seriam avaliados tanto para reacdo de MSP para a situagcdo metilada (M) e né&o
metilada (U).
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FIGURA 25: PERFIL DE METILACAO GLOBAL DAS LINHAGENS AVALIADAS PARA A ILHA DE CpG 4 DO GENE CXCL12.

Em A esta representada a localizacédo dos dinucleotideos ao longo da sequencia. Cada trago corresponde a um dinucleotideo. Em B estdo numerados de 27
a 1 os CpG constantes na sequencia analisada correspondente as posi¢cées em A. A esquerda do esquema constam os nomes correspondentes de cada
linhagem, contendo os CpG avaliados globalmente quanto ao perfil de metilagdo encontrado. Os circulos sinalizam estes CpGs e a percentagem de
metilagcdo é dada pela regido escurecida. Circulos brancos correspondem aos CpGs 100% desmetilados e o trago corresponde & CGs indeterminados. A
direita encontra-se o perfil de expressao da respectiva linhagem juntamente com o valor numérico de metilagdo global encontrado. Abaixo do esquema estéo
sinalizadas as posi¢fes dos respectivos iniciadores sintetizados, tanto para a reacdo MSP U (unmethylated) e MSP M (methylated). Obs: Este esquema esta
em escala.
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Outra técnica utilizada para analisar o perfil de metilacdo da regido
promotora dos DNAs das linhagens foi a Combined Bisulfite Restriction Analysis
(COBRA). Os mesmos fragmentos purificados foram submetidos a digestdo com a
enzima BstU1 (item 3.5), que reconhece sitios CGCG e realiza a clivagem. Apds o
tratamento com bissulfito de sodio, se os dinucleotideos estiverem metilados, eles
permanecerao como CGCG por uma protecdo ao tratamento com bissulfito de sédio
que o grupamento metil Ihes confere. Caso estes dinucleotideos nao estejam
metilados, os mesmos serdo convertidos a TGTG ap0s o tratamento com bissulfito
de sodio e PCR, e a enzima, por conseguinte ndo reconhecera, nao ocorrendo a

clivagem. Os tamanhos de fragmentos esperados podem ser visualizados na figura

26 abaixo.

Pares de bases l l
150 l 220 l 338 |
CGC G CGCGCG |

Figura 26. ESQUEMA REPRESENTATIVO DOS FRAGMENTOS ESPERADOS PARA A TECNICA
DE COBRA DA ILHA DE CpG 4 DO GENE CXCL12.

Nota: Os numeros constantes acima da linha correspondem ao ndmero de bases presentes na

regido, e os CGs abaixo sinalizam aonde havera a clivagem caso os mesmos estejam metilados.

Para esta regido, esperavamos a ocorréncia de fragmentos correspondentes a: 64, 66, 114, 116, 158,

180, 222 e 224 pares de bases.

A Figura 27 a seguir ilustra o padréo de digestdo do fragmento da ilha-4 do
gene CXCL12 das linhagens celulares utilizadas neste trabalho.

200 pb

100 pb

Figura 27. COBRA DA ILHA DE CpG 4 DO GENE CXCL12.
As flechas verdes indicam as linhagens que sofreram digestdo pela enzima BstUl. As linhagens
correspondentes as bandas da figura encontram-se intituladas acima. Segue-se o nome da linhagem
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sem a digestdo e ao lado, a mesma linhagem submetida a reagdo com a enzima. MM 100 bp trata-se
do marcador de massa molecular 100 bp. A esquerda da figura encontram-se enumeradas as bandas
correspondentes ao marcador.

As linhagens HB4a, PMC42, MCF-7 e HB4aC3.6, que expressam 0 gene
CXCL12, ndo apresentaram as bandas correspondentes a digestdo como ja era o
esperado. Os dados obtidos pela técnica de sequenciamento também confirmaram
estes resultados.

Como visualizado pela técnica de RT-PCR, as linhagens MDA-MB-435 e
MDA-MB-436 ndo expressam o gene CXCL12. Portanto, para a técnica de COBRA
esperavamos a digestao destas linhagens. E as bandas correspondentes a digestao
esperada, através da andlise do sequenciamento foram obtidas.

Nesta técnica espera-se que as linhagens apresentem bandas provenientes
da digestao desencadeada pela enzima. No entanto, cada linhagem apresentara um
padrdo particular de tamanhos de fragmentos de acordo com os sitios disponiveis,
ndo possuindo, portanto, um consenso. Embora esta técnica tenha estado de acordo
com os dados de sequenciamento, alguns dos dinucleotideos presentes nos sitios
de restricdo da enzima BstUl ndo s&o importantes para a regulacdo génica sendo
seu uso restrito a uma técnica complementar aos dados de sequenciamento. Em

virtude disto, sua utilizacdo tem caido em desuso pela comunidade cientifica.

4.4 ANALISE DA METILACAO EM AMOSTRAS DE TUMORES PRIMARIOS DE
MAMA

4.4.1 Methylation Specific PCR (MSP)

A partir da andlise do sequenciamento dos DNAs das linhagens tumorais de
mama foi possivel concluir quais dinucleotideos da ilha de CpG 4 seriam importantes
para o silenciamento do gene CXCL12. Sendo assim, os iniciadores desenhados
para as reacfes de MSP poderiam englobar qualquer um destes dinucleotideos: 4,
5,9, 10, 12, 13, 21, 22, 23, 24, 25, 26 e 27. No entanto, apenas os dinucleotideos 4
e 5 (para iniciadores universais) e do 21, ao 24 (para os iniciadores reversos) foram
passiveis de construcdo de iniciadores para a reacao de MSP (visualizar figura 25
no item acima). A técnica de MSP é importante para o estudo da expressao de um

gene em amostras de tumores, j4 que para estes ndo se espera fazer a clonagem e
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sequenciamento da llha de CpG. 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 28 a seguir mostra o aspecto de alguns DNAs
tumorais extraidos. Percebe-se que quase todos apresentam um pouco de
degradacao, 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 genémico integro nas amostras. Essa degradacao
pode ser atribuida a estocagem inadequada das pecas tumorais. O ideal é o que se
faz no Hospital do Cancer em Sao Paulo, onde a estocagem das amostras é feita
em nitrogénio liquido com material resinoso especial imediatamente apés a cirurgia.
Por isso, essa degradacdo observada pode ser devido ao ndo congelamento das
pecas tumorais imediatamente apds a cirurgia ou ao transporte do hospital ao
laboratério, que nado foi feito em nitrogénio liquido como recomendado.
Provavelmente o conjunto destes fatores acabou atribuindo as amostras a perda de
integridade de suas macromoléculas, porém os experimentos demonstraram que a

degradacao nado impediu que a técnica de MSP funcionasse.

Amostras tumorais 1 -8

<
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~

Figura 28. DNAs EXTRAIDO DE TUMORES PRIMARIOS DE MAMA.
Low DNA equivale ao marcador de massa molecular, onde a banda superior equivale a ~200 ng.

Os DNAs extraidos foram entdo submetidos ao tratamento com bissulfito de
sédio. Assim como para o DNA tratado das linhagens, todos os DNAs tumorais



Resultados 88

tratados foram submetidos ao PCR controle para a sequencia satélite SATR-1 (item
3.4.4). A Figura 29 abaixo mostra o resultado de uma reacao padréo para verificacéo
da eficacia do tratamento com bissulfito de s6dio de alguns dos tumores analisados.
Na foto é possivel observar que todos os DNAs foram eficientemente tratados com o
composto.

Amostras tumorais 1 -8

700 pb

st SATR-1

(690 pb)

Figura 29. CONTROLE DA EFICIENCIA DO TRATAMENTO COM BISSULFITO DE SODIO -
FRAGMENTO DA REGIAO SATR-1 AMPLIFICADO POR NESTED PCR.

Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata. controle neg. é equivalente ao

controle negativo da reacdo de PCR. Do lado direito consta o nome do gene e o tamanho do

fragmento esperado. MM trata-se do marcador de massa molecular 100 bp e a esquerda da figura

encontra-se o tamanho da banda referente ao marcador.

A partir da eficiéncia verificada frente ao tratamento com bissulfito de sddio
nas amostras tumorais, partiu-se para a padronizacdo da técnica de MSP. Para a
padronizacdo é importante salientar a importancia da utilizacdo de linhagens, uma
vez que se espera que estas sejam homogéneas quanto a caracteristica celular.
Estas linhagens, avaliando os dados de RT-PCR e do sequenciamento irdo
apresentar as bandas correspondentes a condicao metilada ou ndo metilada, ou até
mesmo nas duas reag¢fes com intensidades distintas dependendo da percentagem
de metilacdo dos CpG abrangidos pelos iniciadores.

Os DNAs das amostras de tumores primarios de mama tratados com
bissulfito de sédio foram entdo submetidos as reacdes de MSP para as condi¢bes U
(unmethylated) e M (methylated) em ambas as ilhas. Para a ilha de CpG 2,
refizemos a andlise dos iniciadores, e observamos que 0s mesmos estavam escritos
de modo errado para ambas as reacdes. Apds as correcdes, tentamos
exaustivamente a padronizacdo da técnica, uma vez que a metodologia utilizada
pelos autores (do outro estudo) desta ilha ndo foi disponibilizada [106]. A reacéo

para a condicdo metilada foi padronizada e igualmente avaliada para as linhagens



Resultados 89

em comum e esperavamos uma banda correspondente a um amplicom de 237 pb.
No entanto, o padréo entre as linhagens para a condicdo ndo metilada nao era
reprodutivel, sendo que a cada reacdo os controles apresentavam a amplificacao de
fragmentos diferentes. Partindo disto, consideramos como andlise da condicdo n&o
metilada, apenas os resultados obtidos para a ilha de CpG 4.

Ja para a ilha de CpG 4, a padronizacdo da técnica foi congruente aos
resultados de RT-PCR e sequenciamento. Esperavamos que as linhagens que ndo
expressam 0O gene e apresentaram seu sequenciamento com dinucleotideos
desmetilados apresentassem a banda correspondente ao amplicom de 189 pb
(HB4a, HB4aC3.6, PMC42 e MCF-7). Enquanto as linhagens que ndo possuiam
expressdo do gene e/ou seu sequenciamento com dinucleotideos metilados
apresentassem a banda correspondente ao amplicon de 200 pb (MDA-MB-435,
MDA-MB-436 e MDA-MB-231).

As duas ilhas de CpG foram analisadas nesta técnica. Partindo do
pressuposto que as linhagens MDA-MB-231, MDA-MB-435 e MCF-7 coincidiam
entre nossos trabalhos, consideramos seus dados de expressdo e de MSP como
controle adicional em nossas amostras. Os resultados por nés encontrados
coincidem com os dados (quanto ao perfil de metilacdo de cada linhagem) do grupo
americano. Na figura 30 abaixo pode ser visualizada a padronizacdo da técnica de
MSP para as condi¢cbes U e M nas linhagens normais e tumorais.

Q
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CXCL12
200/pb U (189 pb)
CXCL12

Figura 30.PADRONIZACAO DA TECNICA MSP REACAO NAO METILADA (U = UNMETHYLATED)
E METILADA (M = METHYLATED) NAS LINHAGENS NORMAIS E TUMORAIS DE
MAMA.

Acima da figura constam as linhagens das bandas correspondentes no gel. MM 100 bp é o marcador

de massa molecular 100 bp e a esquerda € mostrado o tamanho correspondente a sua banda.

Contr.neg trata-se do controle negativo da reacio de MSP. A direita € mostrado o gene de interesse e

o tamanho do fragmento esperado. U trata-se da reacdo unmethylated e M trata-se da reacéo

methylated.
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Para a ilha de CpG 2 o padrédo de metilagdo encontrado foi o0 mesmo da ilha
de CpG 4. A padronizacdo para o gene do receptor de estrogeno também foi
executada (pela aluna de iniciacdo cientifica Simone Foggiatto) e pode ser
visualizada na figura 31 abaixo.
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Figura 31. PADRONIZACAO DA TECNICA MSP REACAO METILADA (M = METHYLATED) NAS

LINHAGENS NORMAIS E TUMORAIS DE MAMA PARA OS GENES CXCL12 E ESR1.
Acima da figura constam as linhagens das bandas correspondentes no gel. MM 100 bp é o marcador
de massa molecular 100 bp e a esquerda € mostrado o tamanho correspondente a sua banda.
Contr.neg trata-se do controle negativo da reacdo de MSP. A direita € mostrado o gene de interesse e
o tamanho do fragmento esperado.

As linhagens MDA-MB-436, MDA-MB-435 e MDA-MB-231 estdo metiladas
em ambas as ilhas avaliadas. Isso era de se esperar porque as linhagens de tumor
foram coletadas de liquido pleural de pacientes com metastases nos pulmdes. E,
portanto sdo células em estagio avancado em termos de potencial carcinogénico e
um grande numero de alteracdes de maxima perda de diferenciacdo celular e de
expressao génica sao esperadas.

Confirmados os resultados esperados nas linhagens, foram feitas as
reacbes com as amostras de tumores. Para esta analise utilizamos sempre um
controle positivo e um negativo. Para a condi¢cao U, a linhagem escolhida foi a MDA-
MB-435 que apresentava 84% de metilacdo global (a maior percentagem) como
controle negativo. Para a condicado M, a linhagem escolhida foi a MCF-7, com 5% de
metilacdo global como controle negativo. O inverso destas condigbes eram
considerados como controles positivos Estas linhagens também foram escolhidas
por coincidirem com o trabalho de Wendt et al.[120].

Todas as amostras de tumores apresentaram resultado positivo para a
reacdo U, sendo, portanto, utilizado como controle positivo para a presenca de DNA
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nas amostras avaliadas para as duas ilhas. A presenca dessa banda se deve a
heterogeneidade de células presentes em uma amostra tumoral que sempre possui
células normais, ou infiltrado inflamatério (para minimizar isso teria que ser sido feito
uma microdissecc¢éo dos tumores por um patologista antes da extracdo do DNA). Na
figura 32 estdo representadas as bandas referentes a reagcdo U nas amostras

tumorais numeradas de acordo com a tabela 10 presente no anexo:
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Figura 32. MSP DA REACAO NAO METILADA DA ILHA DE CpG 4 DO GENE CXCL12 NAS
AMOSTRAS DE TUMORES PRIMARIOS DE MAMA.

MM 100 bp é o marcador de massa molecular e a numeracdo a esquerda corresponde ao seu

tamanho do fragmento. NO é o controle negativo da reacdo de PCR. Contr.neg.MSP trata-se de uma

linhagem que ndo possui a banda correspondente a condigdo ndo metilada. Contr.pos.MSP trata-se

de uma linhagem que possui a banda correspondente a condicdo ndo metilada. Os ndmeros
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constantes acima dos géis correspondem ao numero das amostras de tumores primarios e estes
correspondem a tabela 10 presente no anexo. A direita da figura constam a qual ilha pertence o gel e
o tamanho do fragmento esperado.

Nas figuras que seguem, as duas ilhas estdo alinhadas uma acima da outra,
sendo a ilha de CpG 2 na porc¢éo superior e a ilha de CpG 4 na porcao inferior da
figura®. Todas as reacbes possuiam seus controles e na figura 33 abaixo estéo
representadas as bandas referentes a reagdo M nas amostras tumorais numeradas

de acordo com a tabela 10 presente no item anexo:
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CXCL1Z
300 bp Hha-2
(23’.“ pb)
CXCL12
200 bp Hha-4
{200 pb)

Tumeores primarios
13 14 15 16 17 18 9 20 21 22 23

CXCL12
iha-4
{200 pb}

Tumores primarios
25 26 27 28 29 30 3t 32 33 34

}

v Tumores primarios
36 37 38 39 40 41

Tumores primarios ;
43 44 45 46 47 48 49 50 51

® Os nimeros dos tumores da tese ndo sdo correspondentes aos niimeros dos tumores no artigo
cientifico para publicacao.
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Tumores primarios

CXCLi2
liha-2
{237 pb}

CXCL1Z
ilha-4
{200 pb)

Tumores primarios
59 60 61 62 €63 64 85 66 67 68 69

CXCL1Z

CXCLIZ

ilha-4
{200 ph}

Figura 33. MSP DO GENE CXCL12 NAS AMOSTRAS 1 A 69 DOS TUMORES PRIMARIOS DE

MAMA.

MM 100 bp é o marcador de massa molecular e a numeracao a esquerda corresponde ao tamanho
do fragmento. NO é o controle negativo da reacdo de PCR. Contr.neg.MSP trata-se de uma linhagem
gue ndo possui a banda correspondente a condicdo metilada. Contr.pos.MSP trata-se de uma
linhagem que possui a banda correspondente a condi¢cdo metilada. Os nimeros constantes acima
dos géis correspondem ao numero das amostras de tumores primarios e estes correspondem a
tabela 10 presente no anexo. A direita da figura estdo nomeados os géis a qual ilha pertencem e o
tamanho do fragmento esperado.

Nossos resultados mostram que poucas amostras tumorais apresentaram a
ilha 2 metilada do que esperdvamos quando comparado com os trabalhos ja
publicados [120, 141], e o inverso com a ilha 4. Portanto com intuito de aumentar a
credibilidade desses dados fizemos sequenciamento por amostragem da ilha 4 de 3
tumores (executada pela aluna de iniciacdo cientifica Renata Slowik). Escolhemos
os tumores nimero 6 (nenhuma ilha metilada), 5 (ilha 2 metilada) e 50 (as duas ilhas
metiladas). Os resultados do sequenciamento sdo mostrados na figura 34 abaixo e
confirmam os dados de MSP nos permitindo mais confianca no perfil de bandas
observado (as bandas ndo sdo artefatos de reacdo de PCR). O tumor numero 50
gue tem a banda da condicdo metilada para a ilha 4, apresentou os 27 CG metilados
na reacdo de sequenciamento, ou seja, estd mesmo completamente metilada assim

como nas linhagens que ndo expressam CXCL12.

—C000 O—CQ0 oO—O0— 00— 00— 00— O00—0—=C C © oo—00—o00—0—L—

—O00 O—CO0 O—O0—O -O——O0—O00—0—=0 C oO0—O00— OO0 0—0—0—
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Figura 34. SEQUENCIAMENTO DA ILHA DE CpG 4 DOS TUMORES PRIMARIOS DE MAMA.

Os numeros a esquerda correspondem aos tumores CP402 (6), CP408 (5) e CP559 (50)
(respectivamente, de cima para baixo) da tabela 10 do anexo.

Nota: Esta figura foi dividida em segmentos para uma melhor analise. O esquema completo podera
ser visualizado no item anexo.

A diferenga no padrado de metilagcdo entre as ilhas pertencentes a um mesmo

gene ja tem sido descrita como caracteristica particular de cada cancer. E sabido
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gue a regulacdo epigenética de um determinado gene pode ser mantida ou néo de
acordo com o tipo celular envolvido e que diferentes gradientes de quimiocinas
podem estar atuando nesta progresséao tumoral [103].

Analisando os resultados de MSP das amostras tumorais para as duas ilhas,
podemos concluir que ha diferencas entre a ocorréncia de metilacdo entre elas.
Apenas nove amostras, ou 13% mostraram-se metiladas para a ilha 2 enquanto 30
tumores, ou 44% apresentaram metilacdo para a ilha 4. E ainda, apenas quatro
amostras, ou 5,8%, encontram-se metiladas simultaneamente nas duas ilhas e
destas, apenas trés (4%) apresentaram metilacdo para ambas as ilhas e para o
receptor de estrogeno. O proximo passo seria a avaliacdo estatistica destes dados
frente as caracteristicas clinico-patolégicas das amostras dos tumores primarios

utilizados.

4.4.2 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS CLINICO-PATOLOGICOS
CORRELACIONADOS COM A METILACAO DA REGIAO PROMOTORA DO
GENE CXCL12 PARA AS ILHAS DE CpG 2 E 4.

Na tabela 10 do anexo encontram-se os detalhes dos dados clinico-
patoldgicos avaliados das pacientes cujos tumores foram utilizados neste estudo e
seus respectivos resultados de MSP. Na tabela 6, abaixo, estdo mostrados os dados
da analise estatistica e a correlacdo entre a metilacéo e as variaveis clinicas. Para a
ilha de CpG 2 os dados estédo alinhados na coluna (a) e para ilha de CpG 4, na
coluna (b). Dez pacientes apresentavam menos de 45 (14,5%) anos de idade no ato
cirdrgico e 59 (85,5%) apresentavam mais que 45. Das 69 amostras tumorais
malignas analisadas, 13 (19,7%) foram diagnosticadas com estadio I, 31 (47%) com
estadio Il, 22 (33,3%) com estadio Il e IV. O tamanho do tumor também foi avaliado
nas amostras, sendo que 19 (27,6%) foram classificadas como T1 (< 2 cm), 36
(52,2%) como T2 (tumor =22 cm <5 cm) e 14 (20,2%) como T3 (tumor > 5 cm) e T4
(tumor de qualquer tamanho com extensdo para parede toracica e/ou edema, ou
ulceracdo da pele, ou carcinoma inflamatério). Estas mesmas amostras foram
classificadas quanto ao grau de diferenciacédo histolégico (SBR), sendo um total de
19 amostras ou 27,6% consideradas de grau |, 36 ou 52,2% como grau Il e 14 ou
20,2% de grau lll, variando nos tipos histolégicos carcinoma ductal invasivo (CDI) -
que totaliza 73,9% das amostras - ou carcinoma lobular invasivo (CLI) — totalizando
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26,1% das pacientes. Estas amostras foram selecionadas por nao possuirem
diferentes tipos histologicos associados ao tumor, sendo consideradas como
“puramente” invasivas contendo por¢des in situ.

Trinta e cinco amostras tumorais ou 51,5% das pacientes apresentaram
linfonodos comprometidos. Além disso, foi verificado que 15 (22,5%) de 67 pacientes
apresentaram metastases a distancia e que 18 pacientes foram a 6bito (26,9%) em
decorréncia do cancer. Quinze pacientes tiveram recidivas, totalizando 22,4% das
amostras. Quanto aos receptores hormonais, 57 (83,8%) de 68 amostras
apresentaram positividade para receptor de estrogeno (RE) e 45 ou (78,9%) foram
positivas para receptor de progesterona (RP). A expressao de HER2 foi pesquisada
em 64 amostras, sendo que 20 ou 31,3% apresentaram resultado positivo.

De modo didatico, separamos a analise estatistica das duas ilhas de CpG
para avaliarmos os resultados obtidos. A frequencia de metilacdo apresentada na
ilha de CpG 2 foi de 9 em 69 amostras, totalizando 13 %, contra 40 % e 63 %
apresentados por Wendt e Zhou et al. [120, 141] respectivamente para esta mesma
regido. Dos dados clinico-patolégicos avaliados, nao obtivemos valores de p
significativos para as variaveis: idade (p=0.3378), estadio (p=0.7470), tamanho do
tumor (p=0.8764), SBR (p=0.3899), acometimento de linfonodos (p=0.7304),
presenca do receptor de progesterona (p=1.0000). A ocorréncia de metastases
(p=1.0000), ébito (p=1.0000) ou recidiva (p=0.5255) também ndo mostraram valores
significativos para p. Apesar de podermos concluir que a ocorréncia de metilagédo
nas amostras analisadas para a presenca do receptor de fator de crescimento HER2
(p=0.0587) e auséncia do receptor de estrogeno (p=0.1130) apresentar uma
tendéncia a significancia do valor de p, seria necessaria a inclusdo de novas
amostras para verificar esta possibilidade. Também nao houve diferenca estatistica
entre os tipos histolégicos (ductal ou lobular invasivo) incluidos nesta andlise
(p=1.0000).

Os resultados de MSP da ilha de CpG 4 resultou em 30 tumores metilados
das 69 amostras ou 44% no total. A andlise estatistica revelou que a variavel idade
(p=0.4958), estadio (p=0.0898), tamanho do tumor (p=0.6961), acometimento de
linfonodos (p=0.8116), presenca dos receptores HER2 (p=0.5902) ou progesterona
(p=1.0000), tipo histologico (p=0.4101) e recidivas locais (p=0.1649) néao
apresentaram valores de p significativos. No entanto, as variaveis referentes ao

receptor de estrégeno (p=0.0020), SBR (p=0.0483), ocorréncia de metastases
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(p=0.0212) e 6bito (p=0.0267) mostraram resultado estatistico significante.

Através destes resultados podemos observar que a ilha de CpG 4 é mais
frequentemente metilada nas amostras tumorais de pacientes brasileiras, ao
contrério da ilha de CpG 2, onde né&o foi observado nenhum valor significantemente
estatistico. ApGs esta analise e mediante as caracteristicas das amostras, podemos
concluir que ha também, além de diferencas entre as populacbes de células dos
diferentes tipos de canceres existentes (e sua regulacao epigenética), diferentes
regides em um mesmo gene sendo reguladas de maneiras diferentes em distintas

populacdes.

4.4.3. CORRELACAO ENTRE A HIPERMETILACAO DA ILHA DE CpG 4 E A

HIPERMETILACAO DO GENE ESR1 E SUAS POSSIVEIS CONTRIBUIC()ES

AOS VALORES ESTATISTICOS.

Em estudo realizado com a hipermetilagdo do promotor do gene ESR1, 28
tumores em um total de 69 amostras apresentaram a regido promotora
hipermetilada, totalizando 41%. A correlacdo com os dados clinico-patolégicos pode
ser visualizada na tabela 6 (dados c¢) abaixo. A hipermetilacdo do receptor de
estrégeno nao foi significantemente relacionada com a idade (p=0.1838), presenca
do receptor HER2 (p=0.4249), recidiva (p=0.3854) ou tipo histolégico (p=0.7829). No
entanto, os parametros estadio (p=0.0003), tamanho do tumor (p=0.0029),
acometimento de linfonodos (p=0.0288), presenca dos receptores hormonais:
estrogeno (p=0.0065) e progesterona (p=0.0072), a ocorréncia de metastases e
morte (p<0,0001) apresentaram valores significativos de p. Correlacionando o0s
dados obtidos por imunohistoquimica (IHC) e a frequencia de metilacdo entre as
amostras (ver figura 35 abaixo), n6s vimos que a medida que as amostras
apresentaram hipermetilacdo a quantidade de proteina expressa diminuia, sendo
esta relacdo significantemente estatistica (p < 0,0001) (ver item 3.1).
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Figura 35: CORRELACAO ENTRE A HIPERMETILACAO DO GENE ESR1 E A EXPRESSAO DO
SEU RECEPTOR POR IMUNOHISTOQUIMICA.

As barras pretas correspondem ao nimero de amostras metiladas do total. Frequency esta
relacionado com a taxa de metilagdo enquanto 0, 1, 2 e 3 sdo equivalentes ao escore.

O fato de haverem sitios que poderiam regular a transcricdo do gene CXCL12
na ilha 4, apesar do promotor ser identificado na ilha 2, e de que esta ilha n&o se
mostra relevante em nossas andlises, nos leva a investigar se a ilha 4 seria

importante para a regulacdo da transcricdo nas amostras brasileiras.



TABELA 6: CORRELAGCAO DOS GENES CXCL12 E ESR1 E OS DADOS CLINICO-PATOLOGICOS DOS 69 TUMORES PRIMARIOS:
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Variaveis Amostras (%0) CXCL12 metilagio (@) P’ CXCL12 metilagéo(b) p’ ESR1 metilagéo © P’
M (%) U (%) M (%) U (%) M (%) U (%)
1) Idade
< 45 9 (13) 0 10 (100) 3 (30) 7 (70) 2 (20) 8 (80)
>45 60 (83) 9 (15.3) 50 (84.7) 0.5578 27 (46) 32 (54) 0.4958 26 (44) 33 (56) 0.1838
2) Estadio
I 13 (19.7) 2 (15.4) 11 (84.6) 4 (31) 9 (69) 1(7.7) 12 (92.3)
I 31 (47) 5 (16.1) 26 (83.9) 0.7470 13 (42) 18 (58) 00898  10(32.3) 21 (67.7) 0.0003*
/v 22 (33.3) 2(9.1) 20 (90.9) 13 (59.1) 9 (40.9) 16 (72.7) 6 (27.3)
3) Tamanho do tumor
pT1 19 (27.6) 3 (15.8) 16 (84.2) 8 (42.1) 11 (57.9) 4 (21) 15 (79)
pT2 36 (52.2) 4(11.1) 32 (88.9) 08764  14(38.9) 22(61.1)  (ggos1  13(36.1) 23 (63.9) 0.0029*
pT3/pT4 14 (20.2) 2 (14.3) 12 (85.7) 7 (50) 7 (50) 11 (78.6) 3 (21.4)
4) SBR
| 19 (27.6) 4 (21.1) 15 (78.9) 6 (31.6) 13 (68.4) 2 (11) 17 (89)
I 33 (47.8) 3(9.1) 30(90.9)  (3ggp  13(39.4) 20(606) 483+ 14424 17(576)  0.0012*
I 17 (24.6) 2 (11.8) 15 (88.2) 11 (65) 6 (35) 12 (71) 5 (29)
5) Compr. de linfonodos
Positivo 35 (51.5) 4 (11.4) 31 (88.6) 16 (46) 19 (54) 19 (54.3) 16 (45.7)
Negativo 33 (48.5) 5 (15.1) 28 (84.9) 07304 144z 19(58) 08116 9573 24 (72.7y ~ 0:0288*
6) Receptor de Estrogeno (RE)
Positivo 57 (83.8) 5 (8.9) 52 (91.2) 22 (38.6) 35 (61.4) 20 (35.1) 37 (64.9)
Negativo 11 (16.2) 3(27.8) 8 (72.7) 0.1130 419 (90.9) 1(9.1) 0.0020" g (g1 ) 2 (18.2) 0.0065*



7) HER2

Positivo

Negativo

8) Receptor de Progesterona (RP)
Positivo

Negativo

9) Metastases
Positivo

Negativo

10) Recidiva
Positivo

Negativo

11) Morte

Positivo

Negativo

12) Tipo Histoldgico
Carcinoma Ductal Invasivo (CDI)

Carcinoma Lobular Invasivo (CLI)

20 (31.3)
44 (68.7)

45 (78.9)

12 (21.1)

15 (22.4)
52 (77.6)

5 (7.5)
62 (92.5)

18 (26.9)
49 (73.1)

51 (73.9)
18 (26.1)

4 (20)
3 (6.9)

6 (13.3)

1(8.3)

2 (13.3)
6 (11.5)

1 (20)
8 (13)

2 (25)
6 (12.2)

7 (13.7)
2 (11.1)

16 (80)
41 (93.1)

39 (86.7)

11 (91.7)

13 (86.7)
46 (88.5)

4 (80)
54 (87)

16 (75)
43 (87.8)

44 (86.3)
16 (88.9)

0.1915

1.0000

1.0000

0.5255

1.0000

1.0000

10 (50)
18 (41)

19 (57.8)

5 (42)

11 (10.3)
20 (38.5)

4 (80)
26 (58)

12 (66.7)
17 (34.7)

24 (47.1)
6 (33.3)

10 (50)
26 (59)

26 (42.2)

7 (58)

4 (86.7)
32 (61.1)

1 (20)
36 (42)

6 (33.3)
32 (65.3)

27 (52.9)
12 (66.7)

0.5902

1.0000

0.0212*

0.1649

0.0267*

0.4101

10 (50)
17 (38.6)

16 (36)

10 (83.3)

13 (86.7)
14 (26.9)

3 (60)
24 (38.7)

18 (100)
12 (24.5)

20 (39.2)
8 (44.4)

Resultados

10 (50)
27 (61.4)

29 (64)

2 (16.7)

2 (13.3)
38 (73.1)

2 (40)
38(61.3)

0
37 (75.5)

31 (60.8)
10 (55.6)

0.4249

0.0072*

< 0.0001*

0.3854

< 0.0001*

0.7829

a: corresponde a analise da ilha de CpG 2, b: corresponde a analise da ilha de CpG 4, c: corresponde a analise estatistica do gene ESR1, p: valor

de p estatistico para os testes de y° e teste exato de Fisher para as duas ilhas de CpG analisadas, M: resultados positivos para a reacdo metilada

(methylated), U: resultados positivos para a reagdo ndo-metilada (unmethylated), *: valores de p significativos (valores <0.05).
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5. DISCUSSAO

O desenvolvimento e a progressdo do cancer de mama sao influenciados
por propriedades intrinsecas e do ambiente das células tumorais (estroma). Sendo
gue existem multiplas moléculas de sinalizacdo entre esses dois ambientes, das
quais destacamos as quimiocinas. Muller et al. (2001) [103] mostraram pela primeira
vez que as metastases nao acontecem ou ndo sao direcionadas ao acaso e que
existe seletividade entre as células tumorais e seus alvos.

O céancer € o resultado de diversas alteracGes genéticas e epigenéticas. Ao
contrario da genética, a epigenética envolve mecanismos que modulam a expressao
génica. Nos ultimos 10 anos vem aumentando o interesse no conhecimento de como
essa modulacéo pode estar alterada no cancer [57].

Este projeto teve inicio com resultados de RT-PCR do gene CXCL12
porque nos mostraram que algumas linhagens tumorais de mama aparentemente
perderam a capacidade de expressar esse gene (Figura 16). Além disso, o gene
voltava a ser expresso quando tratado com agente desmetilante em cultura (Figura
17). A partir desses resultados propusemos que esse gene poderia sofrer regulacéao
da expresséao por metilacdo da regido promotora. Logo em seguida foram publicados
os resultados de Wendt et al (2007) [120] revelando os dados que nés ja haviamos
detectado. A partir disso resolvemos analisar do mesmo modo que esse trabalho
amostras tumorais de mama a que tinhamos disposicado e verificar se 0 mesmo perfil
de metilacdo se repetiria. Além disso, incluimos um estudo minucioso das ilhas de
CpG desse gene e o perfil de metilacdo do gene do receptor de estrogeno e buscar
a correlacao entre os dados obtidos.

A partir da andlise das ilhas de CpG identificamos a presenca de cinco ilhas
na regido promotora. A ilha de CpG 2 ja havia sido caracterizada como hipermetilada
em carcinoma de mama (e colon), sendo considerado como fator de progresséo
tumoral nas amostras americana [120] e chinesa [141]. No entanto, este gene por
possuir uma extensa regido considerada como promotora do gene, analisamos quais
outras ilhas poderiam influenciar a expressao do gene CXCL12.

Nossos resultados mostraram poucos alvos de proteinas fatores de
transcricdo além da ilha 2 exceto pela existéncia de um sitio ERE (elemento
responsivo ao estrogeno) proximo a ilha 4. Gruber et al. [138] ao analisarem a

sequencia desses sitios em diversos trabalhos, buscando um consenso comum
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encontraram a sequencia GGTCAnnnTGACC. Comparando com o ERE proximo a
ilha 4 GGcaggctgGACC observamos que existe um provavel half site. Além disso Lin
et al. [137] mostraram por andalise de microarray 1243 sitios de ligacdo para o
receptor de estrégeno alfa no genoma humano, e nessa longa lista esta presente o
gene CXCL12 . Além disso, n6s procuramos identificar outros genes que tivessem
um sitio ERE funcional proximo, mas, ndo inserido em uma ilha de CpG. Nossa
busca nos levou aos dados de Watanabe et al. [142] que criaram uma biblioteca de
genes responsivos a estrégeno. Entre os varios genes por eles avaliados,
destacamos o PITX2 que possui um ERE posicionado no nucleotideo -190 ao -205
(a 165 pares de bases da ilha de CpG mais proxima) e esse ERE foi fortemente
relacionado com a transcricdo deste gene. Sendo assim, podemos concluir que o
sitio ERE detectado préximo a ilha de CpG 4 pode estar envolvido na regulacédo da
transcricdo do gene CXCL12 através de uma interacdo com a ilha de CpG
adjacente.

Em busca de uma melhor compreensdo de como poderia ocorrer essa
interacdo encontramos os dados de Hall e Korach [121] que em 2003 propuseram
um modelo no qual o estrogeno se liga ao seu receptor, e o dimero ativado teria um
sitio de ligacdo no promotor do gene CXCL12 interferindo na sua transcricdo. A
proteina produzida teria efeitos autdcrinos e paracrinos, ou seja, a quimiocina
ligando-se ao receptor na célula alvo do estrégeno, fazendo feed back positivo ou
entdo se ligando ao seu receptor em outra célula ativando a via MAPK e conduzindo
a proliferacao celular. Esse modelo vem corroborar o trabalho de Wendt et al. [120]
gue mostrou que o silenciamento do gene CXCL12 esta relacionado com maior
potencial metastatico, ou seja, que as células do tumor primario que silenciam o
gene ficam em vantagem seletiva para sair em busca de um local secundario.

A ilha de CpG 4 encontra-se a 565 pb da provavel regido promotora
estudada por Garcia-Moruja et al. [119] e poderia ser especulada quanto a sua
influéncia na regulacdo da transcricdo. Entretanto, Antequera e Bird [50] discutem
em sua revisdo, que o numero de ilhas de CpG que possuem relacdo espacial com
TSS conhecidos nem sempre é 6bvia, tendo demonstrado alguns exemplos com
novos transcritos iniciando em ilhas de CpG distantes do promotor principal.

Diante dessas evidéncias parece plausivel supor um papel regulatério da
ilha 4 na expressdo de CXCL12. Analisando os resultados de MSP das amostras

tumorais para as duas ilhas, podemos concluir que héa diferencas entre a ocorréncia
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de metilagdo entre elas. Apenas nove amostras, ou 13% mostraram-se metiladas
para a ilha 2 enquanto 30 tumores, ou 44% apresentaram metilacéo para a ilha 4. E
ainda, apenas quatro amostras, ou 5,8%, encontram-se metiladas simultaneamente
nas duas ilhas.

Wendt et al. (2007) [120] demonstraram que ocorre regulacdo epigenética
do gene CXCL12 nas amostras americanas por eles avaliadas. No entanto, seu
trabalho nédo fez correlagcbes com os dados clinico-patoldgico das pacientes, além de
gue, apenas 15 amostras tumorais foram avaliadas quanto ao padrao de metilagéo.
Ja no trabalho desenvolvido por Zhou et al. [141] houve correlagdo com os dados
clinico-patoldgicos (em relacdo aos de IHC) das pacientes asiaticas. A provavel
baixa influéncia da ilha 2 na regulacdo do gene CXCL12 em nossas amostras pode
ser explicada pelas diferencas populacionais. Dados do IBGE’ mostram que a regi&o
metropolitana de Curitiba é composta por 81,7 % de brancos, 1,57% de mulatos, 1,7
% de negros e 0,9% de amerindios e orientais. Além disso, um estudo populacional
para avaliar a variabilidade do complexo principal de histocompatibilidade (MHC)
feito por Braun-Prado et al. (2000) [143] mostrou grande diversidade étnica inclusive
guando comparada com a populacdo européia e africana. Essas diferencas
populacionais podem estar causando as diferencas que ndés observamos para
regides preferencialmente envolvidas no desligamento do gene de estudo.

Nossos resultados mostraram que a hipermetilacdo da ilha 4 ocorre também
com maior frequencia em amostras com auséncia da proteina REa e hipermetilacdo
do gene ESR1 (ver tabela 6 no item resultados), demonstrando que a distancia de
um sitio de ligacdo de proteina ao DNA e uma ilha de CpG pode ser importante. O
ERE, nesse caso, localizado a 19 pb da ilha 4 poderia estar influenciando na
metilacdo adjacente e a suposta ligacdo do receptor de estrégeno ativado, poderia
ser atenuada ou até mesmo ausente. Essa sugestdo tem suporte em experimentos
de Curradi et al. [139] que demonstraram que em torno de 8 até 700 dinucleotideos
metilados podem inibir a regido promotora adjacente modificando a estrutura da
cromatina. Portanto, a hipermetilacdo da ilha 4 pode dificultar a ligacdo de ERa ao
seu sitio de ativagdo no DNA. Por outro lado, diversos trabalhos tem mostrado
também o inverso. A auséncia da proteina ERa. como fator prognéstico devido a falta

de ativacdo de seus alvos. Sabe-se que sessenta por cento dos tumores primarios

" Dados disponiveis em: http://ibge.gov.br
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de mama sdo ERa positivo e dois tercos dos tumores avancados respondem a
terapia com anti-estrégenos, como por exemplo o tamoxifen (Novaldex®). Entretanto
mais de um terco das pacientes ndo expressam ERa ao diagndstico. E um terco dos
tumores que sdo positivos ao diagndéstico perdem a expressdo de ERa durante a
progressao tumoral [33]. Essa perda de expresséao significa que as células do tumor
de mama nao sdo mais reguladas por estrégeno para seu crescimento e que nao ha
mais resposta a terapia endécrina. Isso resulta em maior agressividade do tumor e
pior progndstico da doenca. Isso porque outras vias de transducao de sinal para
proliferacdo sdo ativadas. Portanto, ERa € um elemento regulatério de crescimento
em cancer de mama, e sua expressao sao criticas para a progressao tumoral.

O primeiro trabalho a relatar que o gene ESR1 poderia sofrer inativacdo de
transcricdo por hipermetilacdo em linhagens e tumores primarios de mama foi
descrito por Lapidus et al.[29]. A partir disto, utilizando a técnica de MSP para
tecidos mamarios normais e linhagens tumorais que expressam ERa, a regido
promotora mostrou-se desmetilada, enquanto 35% a 70% dos tumores primarios
apresentaram a regido promotora de ESR1 metilado [144, 145]. Mirza et al. [146]
detectaram que 66% das amostras, em um total de 50, possuiam ESR1
hipermetiladas e Zhao et al. [147] encontraram 60% de metilacdo, em 138 tumores,
nas amostras da populagao chinesa avaliada. Portanto, a hipermetilacdo do gene de
ERa é um fator comum visto em diversos trabalhos e popula¢cdes e que parece ter
relevancia quanto a resposta ao tratamento hormonal.

Além dos provaveis efeitos sobre o tratamento do cancer de mama, o
silenciamento génico e consequente auséncia da proteina ERa, pode ter efeitos em
seus diversos genes-alvo de resposta como observado por Leu et al. [148]. Na
proposta de um modelo para explicar esse mecanismo, seus experimentos sugerem
gue o gene do receptor de progesterona (PGR), ou outro alvo hipotético contendo
um sitio ERE dentro da regido promotora e que seja dependente da ligacdo de ERq,
torna-se hipermetilada e silenciada por proteinas repressoras da transcricdo na
auséncia do ativador. Ou seja, quando o gene ESRL1 é inativado e a proteina ERa
esta ausente, todos 0s seus genes-alvos sao susceptiveis ao desligamento
epigenético. Esses dados vem de encontro com 0S nossos resultados.
Aparentemente, o desligamento do gene ESR1 por hipermetilagdo e consequente

auséncia ou diminuicdo da proteina ERa, € capaz de conduzir ao desligamento do
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gene CXCL12. E como consequencia, a auséncia da proteina CXCL12 sinaliza as
vias que conduzem essas células a progressdo do tumor para metastases em
tumores de grau histolégico (SBR) avancados, com RP negativo e na continuidade
da doenca ao aumento do niumero de mortes das pacientes.

6. CONCLUSAO

Apesar de todas estas evidéncias, ndo podemos, contudo, afirmar se a
hipermetilagéo da ilha 4 poderia estar envolvida na mudanca estrutural da cromatina,
dificultando a ligacdo de ERa ao seu sitio alvo na ativacdo da transcricdo de
CXCL12 ou se, a auséncia da ERa devido a hipermetilagdo da regido promotora do
gene ESR1, frequentemente relacionada com resisténcia a terapia hormonal, pode
contribuir para o silenciamento epigenético do gene CXCL12. Entretanto, podemos
concluir com os nossos resultados que existe correlagdo entre a hipermetilacdo do
gene ESR1 e CXCL12 na ilha 4 em pacientes que tiveram grau histolégico
avancado, presenca de metastases e morte, e que essa correlacdo pode ser um
fator importante de prognéstico e prevenc¢ao no tratamento dessas pacientes.
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ESTADIAMENTO CLINICO

Para nortear as a¢6es de saude no cancer da mama, uniformizando as condutas, foram criados
critérios de estadiamento. Esses critérios procuram estabelecer uma relacéo entre a doenga e o
seu progndéstico e, para isso, 0s casos sao colocados em grupos, estadiados de | a IV,formando
uma hierarquia importante para o médico que trata de cancer de mama. A Unido Internacional
Contra o Céancer (UICC), a partir dos anos 60, introduziu o sistema TNM (Tumor, Nodes,
Metastasis, em inglés) e periodicamente o vem revisando, a fim de incorporar 0os avangos no
prognostico e no tratamento da neoplasia. Outras classificagbes 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 padrdo no mundo inteiro.

CLASSIFICACAO CLINICA - TNM

Baseia-se no didmetro méaximo do tumor (T), na presenca ou ndo de linfonodos
metastéticos na axila (N) e nas metastases a distancia, ausentes ou ndo (M). Para fins de
orientagdo, transcrevemos a classificagdo da UICC, 62 edicdo, publicada em 2003
(Tabelal7.1).Essa nova classificacéo 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 deteccdo destas, se por imuno-
histoquimica ou por métodos moleculares.Considerando a classificacdo da UICC, sao
estabelecidos grupos por estadio, constituindo a classificacdo clinica {Tabelal7.2).Ela s6 se
aplica a carcinomas e a tumores primarios, virgens de tratamento.

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

cT Tumor primario

TX Tumor primario ndo pode ser avaliado
T0 Nao ha evidéncia de tumor primério
Tis Carcinoma in situ

Carcinoma ductal in situ

Carcinoma lobular in situ

Doenca de Paget da papila sem tumor associado

T1 Tumor menor ou igual a 2 cm
T1lmic | Carcinoma microinvasor
Tla Tumor maior que 0,1 cm e menor ou igual a 0,5 cm
T1b Tumor maior que 0,5 cm e menor ou iguala 1 cm
Tlc Tumor maior que 1cm e menor ou igual a 2 cm
T2 Tumor maior que 2 cm e menor ou iguala 5 cm
T3 Tumor maior que 5 cm
T4 Tumor de qualquer tamanho com extenséo para
T4a Parede toracica
T4b Edema ou ulceracéo da pele
T4c 4a + 4b
T4d Carcinoma inflamatdrio

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

cN Linfonodos regionais

NX Linfonodos regionais n&o 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

N3b Metastase para linfonodo da mamadria interna e axilar

N3c Metastase para linfonodo supraclavicular

cM Metastase a distancia

MX Metastase a distAncia ndo pode ser avaliada
MO Auséncia de metastase a distancia
M1 Presenca de metéstase a distancia

Classificagao patologica (pTNM) 62 edicao (UICC)

pT Tumor primario

pTx Tumor primério ndo pode ser avaliado

pTO Nao ha evidéncia de tumor primério

pTis Carcinoma in situ

Carcinoma ductal in situ

Carcinoma lobular in situ

Doenca de Paget do mamilo sem tumor associado*

pT1l Tumor menor ou igual a 2 cm

pT1lmic | Carcinoma microinvasor

pTla Tumor maior que 0,1 cm e menor ou igual a 0,5 cm
pT1lb Tumor maior que 0,5 cm e menor ou iguala 1 cm
pTlc Tumor maior que 1 cm e menor ou iguala 2 cm

pT2 Tumor maior que 2 cm e menor ou iguala 5 cm

pT3 Tumor maior que 5 cm

pT4 Tumor de qualquer tamanho com extenséo para

pT4a Parede toracica

pT4b Edema ou ulceracéo da pele

pT4c 4a + 4b

*Doencga de Paget associada com tumor é classificada de acordo com o tamanho da lesao.

pN Linfonodos regionais
pNx Linfonodosregionaisndo podem ser avaliados
pNO Ausénciade metastasepara linfonodos regionais
pNO (i -/+)**
pNO (MOL -/+)**
pN1 pN1mi Micrometastase (maior que 0,2 mm e menor ou igual a 2 mm) em axila ou
CMI
pNla 1 a 3 linfonodos axilares ipsilaterais comprometidos incluindo pelo menos
uma metastase maior que 2 mm
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pN1b Linfonodos da mamaria interna com metéastase microscopica identificada em
linfonodo sentinela, mas n&o clinicamente aparente

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

pN2 pN2a 4 a 9 linfonodos axilares comprometidos incluindo pelo menos uma

metastase maior que 2 mm

pN2b Linfonodos da mamaria interna clinicamente aparentes na auséncia de
comprometimento axilar

pN3 pN3a 10 linfonodos axilares comprometidos incluindo pelo menos uma metastase

maior que 2 mm

ou

-- Linfonodo infraclavicular ipsilateral comprometido

pN3b Linfonodos da maméria interna clinicamente comprometidos na presenca de
comprometimento de linfonodos axilares

ou

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

pN3c 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), sé@o classificados como pNO, pois
tipicamente ndo mostram evidéncia de atividade metastatica.

pM Metéstase a distancia
pMx Metastase a distancia ndo pode ser avaliada
pMO Auséncia de metastase a distancia
pM1 Presenca de metéstase a distancia
Resumo
Classificacdo por estadios
Estéadio 0 Tis NO MO Estédio llIA TO N2 MO
Estéadio | T1* NO MO T1* N2 MO
Estadio 1A TO N1 MO T2 N2 MO
T1* N1 MO T3 N1, N2 MO
T2 NO MO Estédio 11IB T4 NO,N1, N2, MO
Estédio 11B T2 N1 MO Estédio 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 sdo a classificacdo de Scarff-Bloom-Richardson (SBR), o qual foi
modificado pelo grupo de Nottingham.

O grau de diferenciacéo é avaliado de acordo com a habilidade do tumor em originar

formacdes tubulares, glandulares ou papilares. O pleomorfismo descreve a forma do nucleo. O
indice mitdtico avalia o niumero de mitoses encontrados na amostra do tumor. A soma dos
pontos dos trés componentes determina os graus: 1 (bem diferenciado), 2 (moderadamente
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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 histologico 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 progndstico.

1. Fonte: Menke, C.H.; Biazus, J.V.; Xavier, N.L.; Cavalheiro, J.A.; Rabin, E.G.; Bittelbrunn, A.;
Cericatto, R. Rotinas em Mastologia. 2. ed. Porto Alegre: Artmed, 2007. p. 158, 163 a 165.
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Start
Detailed Information pos. End pos. | Strand | Sequence
Human and murine ETS1 factors 14 34 + cctgcaggGGAAgtcagcact
Human and murine ETS1 factors 203 223 + aggaggcCGGTagtgaggceac
Estrogen response elements 258 276 i tgcagccAAGGgcaagtgc
Core promoter motif ten elements 279 299 - ccatcccAGCGggggceggctg
Signal transducer and activator of transcription 444 462 - gcttttgaaGGAAatggat
Vertebrate TATA binding protein factor 519 535 - cacttTAAAaagacctg
Glucocorticoid responsive and related elements 561 579 - acacgagaccaTGTTcttt
Glucocorticoid responsive and related elements 577 595 + tgtgtacctcatGTGCtcc
Glucocorticoid responsive and related elements 577 595 - ggaGCACatgaggtacaca
Human and murine ETS1 factors 587 607 - aagctggAGGAaggagcacat
Estrogen response elements 703 721 - tggagccaagctCACCcgg
Human and murine ETS1 factors 840 860 + tgcctgacGGAAgtcagccaa
Human and murine ETS1 factors 1114 1134 - gacctgggGGAAgcacagaga
Estrogen response elements 1122 1140 i cttcccccAGGT cagttge
Core promoter initiator elements 1131 1141 + ggTCAGttgca
Human and murine ETS1 factors 1154 1174 - tggaatgaGGAAcctcggtct
Brachyury gene, mesoderm developmental factor 1228 1248 - tgagcgcggaGGTGtcacagt
Human and murine ETS1 factors 1229 1249 - atgagcgCGGAggtgtcacag
Signal transducer and activator of transcription 1283 1301 + gaccttacaGGAAcagaag
Vertebrate TATA binding protein factor 1309 1325 + agcaaTAAAaactagaa
Human and murine ETS1 factors 1331 1351 - ccccceccCGCAagtcatgggg
Estrogen response elements 1421 1439 - aagtgttAAGGacacagac
Core promoter motif ten elements 1483 1503 - caggaccAGCGcagctgagtc
Signal transducer and activator of transcription 1630 1648 - aagtttcctGCAAagagtt
Signal transducer and activator of transcription 1632 1650 + ctctttgcaGGAAacttca
Human and murine ETS1 factors 1633 1653 + tctttgcAGGAaacttcacag
Core promoter motif ten elements 1659 1679 + gaAGCTcagcggcectgagceca
Core promoter motif ten elements 1742 1762 + acAGCGcagcgagtttctctt
Signal transducer and activator of transcription 1755 1773 - ttctTTCGctgaagagaaa
Signal transducer and activator of transcription 1757 1775 + tctcTTCAgcgaaagaaaa
Human and murine ETS1 factors 1984 2004 + aagagacAGGAagacagcggc
Core promoter motif ten elements 2013 2033 - gcAGCGacgcggacctgggeg
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RNA polymerase Il transcription factor 11 B 2105 2111 + ccgCGCC

Signal transducer and activator of transcription 2146 2164 - ccgcTCCCtgcgaagcecga
Activator-, mediator- and TBP-dependent core promoter element for

RNA polymerase Il transcription from TATA-less promoters 2380 2390 - gcGCGGgaagg

RNA polymerase Il transcription factor 11 B 2385 2391 + ccgCGCC

Core promoter motif ten elements 2392 2412 + agtcccgAACGctctcttggg
Estrogen response elements 2432 2450 - gcagagcgAGGTcagceegg
Activator-, mediator- and TBP-dependent core promoter element for

RNA polymerase Il transcription from TATA-less promoters 2624 2634 + 09GCGGgagcc

Core promoter motif ten elements 2661 2681 + cccgecgAGCGceacttaccgt
RNA polymerase Il transcription factor 11 B 2740 2746 - ccgCGCC

Human and murine ETS1 factors 2779 2799 + cgggggCCGGacgccgagcegg
General transcription factor 11D, GTF2D 2816 2854 + agagtgaaagtgcggcggtgggaggcgegcGCCGggege
Vertebrate TATA binding protein factor 2847 2863 - ccctcTAAAgcgceeegg

Core promoter motif ten elements 2865 2885 + agAGCCaggcggggcggggcg
Activator-, mediator- and TBP-dependent core promoter element for

RNA polymerase Il transcription from TATA-less promoters 2900 2910 + 09GCGGgccecg
Glucocorticoid responsive and related elements 2992 3010 + tccgeteectctGTGCtee

Core promoter motif ten elements 3013 3033 - aggccggAGCGcactgcegcect
Estrogen response elements 3030 3048 - gcctgagaAGGTcaaaggc
Core promoter motif ten elements 3041 3061 - ggggcccAGCGgagcectgaga
Core promoter motif ten elements 3051 3071 - ccAGCGgtgcggggceccageg
Activator-, mediator- and TBP-dependent core promoter element for

RNA polymerase Il transcription from TATA-less promoters 3055 3065 - gtGCGGggcecc

Signal transducer and activator of transcription 3213 3231 + tcgatggcgGGAActgaat
Activator-, mediator- and TBP-dependent core promoter element for

RNA polymerase Il transcription from TATA-less promoters 3217 3227 + tgGCGGgaact

General transcription factor 11D, GTF2D 3256 3294 + ttagtcccgggcecggagggcectgetggeggtGGCGgecca
Core promoter initiator elements 3387 3397 - tcTCATtccecg

Human and murine ETS1 factors 3521 3541 - gagaggtcGGAAgtacaaagg
Core promoter initiator elements 3546 3556 - gcTCATttcac

Vertebrate TATA binding protein factor 3669 3685 + ctgtaag TAAGtccttt
Vertebrate TATA binding protein factor 3683 3699 - aagtactTAGGtttaaa
Human and murine ETS1 factors 3689 3709 - gtaaggcAGTAagtacttagg
Signal transducer and activator of transcription 3703 3721 + gcctTACCcaagaaaagct
Core promoter initiator elements 4026 4036 + ggTCAGtcgcce




Anexos 121

Activator-, mediator- and TBP-dependent core promoter element for

RNA polymerase Il transcription from TATA-less promoters 4124 4134 + agGCGGgagcg

Human and murine ETS1 factors 4152 4172 + agggctccGGAActccgetgg
Core promoter initiator elements 4349 4359 - CtTCAGttctt

Core promoter motif ten elements 4435 4455 - ccAGCGctgcggceeggtgage
Core promoter motif ten elements 4440 4460 - gagccccAGCGcetgeggeegg
Activator-, mediator- and TBP-dependent core promoter element for

RNA polymerase Il transcription from TATA-less promoters 4612 4622 + ctGCGGgagcce

Core promoter motif ten elements 4617 4637 + ggAGCCgcgcgceagcectecgcet
Human and murine ETS1 factors 4676 4696 - aaaaaagaAGAAgaagaagcg
Human and murine ETS1 factors 4679 4699 - agaaaaaaAGAAgaagaagaa
Estrogen response elements 4714 4732 i

Glucocorticoid responsive and related elements 4832 4850 - acagtagcttcTGTTctgg
Human and murine ETS1 factors 4862 4882 - cgactagcGGAAgggatggcc
Core promoter motif ten elements 4864 4884 - aacgactAGCGgaagggatgg
Vertebrate TATA binding protein factor 4880 4896 - aagtattTAACgaacga
Vertebrate TATA binding protein factor 4997 5013 + acgcaTAAAatacttag
Human and murine ETS1 factors 5025 5045 + atgctaggGGAAgatggagca
Vertebrate TATA binding protein factor 5064 5080 - ctattTAAAatcctaac
Vertebrate TATA binding protein factor 5069 5085 + gatttTAAAtagggtgg
Vertebrate TATA binding protein factor 5133 5149 - gotttTAAALtttcaatc
Vertebrate TATA binding protein factor 5138 5154 + aaattTAAAaccctggc
General transcription factor IlIC, GTF3C 5225 5235 + AGTTcgagacc

Human and murine ETS1 factors 5227 5247 - gttagccaGGAT(ggtctcgaa
Plant TATA binding protein factor 5453 5467 + aataTGTAaataaat

Plant TATA binding protein factor 5481 5495 + aataTGTAaataaaa
Estrogen response elements 5560 5578 - acatGTCAaaatggcctgg
Human and murine ETS1 factors 5620 5640 - aggggtggGGAActtcgctga

Legenda: Em cinza estéo sublinhados os sitios de ligagdo do elemento ERE, posicionados de acordo com a sequiéncia de 5776 pb avaliadas.
O sitio ERE localizado préximo a ilha de CpG 4 esté grifado em vermelho.
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TABELA 8 — RESULTADOS DE SEQUENCIAMENTO DOS 8 £ 2 CLONES DAS LINHAGENS AVALIADAS
Linhagem/colénia 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
HB4a 1 m m um um m um m um um um um um um um um
HB4a 2 m um um um um um um um um um um um um um um um
HB4a 3 m um ? um um um um um um um um um um m um m
HB4a 4 m m um um um um um m um m m um um um um um
HB4a 5 ? um um um um um um um um um um um um um um um
HB4a 6 m m um um um m um um um um um um um um um um
HB4a 7 m m um um um um um um um um um um um um um um
HB4a 8 m um um um um um um um um um m um um um um um
HB4a 9 m um um um um um um um um um um um um um um um
HB4a 10 m m um um um um um um um um um um um um um um
PMC-42 1 um m m m ? ? ? um um um um um um um um um
PMC-42 2 um um um m um um um um um um um um um um um um
PMC-42 3 ? m m um um ? m um um um um um um um um ?
PMC-42 4 m m m um um um um um um um um um um um um um
PMC-42 5 m m um um um um um um um um um um um um m um
PMC-42 6 m m um um ? um um um um um um um um um um um
PMC-42 7 m m um um ? ? m ? ? um um um um um m um
PMC-42 8 m m um ? um um um um um um um um um um um um
PMC-42 9 m m m um um um um um um um um um um um um um
HB4aC3.6 1 um um um um um um um um um um um um um um um um
HB4aC3.6 2 um um um um um um um um um um um um um um um um
HB4aC3.6 3 ? um um um um um um um um um um um um um um um
HB4aC3.6 4 m um um um um um um um um um um um um um um um
HB4aC3.6 5 ? ? um um um um um um um um um um um um um um
HB4aC3.6 6 m um um um um um um um um um um um um um um um
HB4aC3.6 7 m um um um um um um um um um um um um um um um
HB4aC3.6 8 um um um um um um um um um um um um um um um um
HB4aC3.6 9 ? ? um um um m m m um um um m um um m um
HB4aC3.6 10 um um um um um um um um um um um um um um um
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Continuacgéo...

linhagem/colbnia 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
HB4a 1 um um um um um um um um um um um
HB4a 2 um um m um um um um um um um um
HB4a 3 um um um um um um um um um um um
HB4a 4 um um um um m um um um um um m
HB4a 5 um m um um um um um um um um um
HB4a 6 um um um ? um um um um um um um
HB4a 7 um um um um um um um um um um um
HB4a 8 um um um um um um um um um um um
HB4a 9 um um um um um um um um um um um
HB4a 10 um um um um um um um um um um um
PMC-42 1 um um ? ? ? um ? um um um um
PMC-42 2 m um um um um um um um um um um
PMC-42 3 um um um um um um um um um um um
PMC-42 4 um um um um ? ? um m um um um
PMC-42 5 um um um um um um um um um um um
PMC-42 6 m ? ? ? um um um um um um um
PMC-42 7 um um um um um um um um um um ?
PMC-42 8 m um um um um um um um um um um
PMC-42 9 um um um um um um um um um um m
HB4aC3.6 1 um um m um um um um um um um um
HB4aC3.6 2 um um um um um um um um um um um
HB4aC3.6 3 um um um um um um um um um um um
HB4aC3.6 4 um um um um m um um um um um um
HB4aC3.6 5 um um um um um um um um um um um
HB4aC3.6 6 um um um um um um um um um m um
HB4aC3.6 7 um um um um um um um m um um um
HB4aC3.6 8 um um um um um um um um um um um
HB4aC3.6 9 um um um um um um um um um um m

HB4aC3.6 10 um um um um um um um um um um um
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Continuacgéo...

Linhagem/colénia 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
MDA-MB436 1 um m m m um m m m um um um um um um um um
MDA-MB436 2 m m m m m m m m um um um um um um um um
MDA-MB436 3 m m m m m m m m um um um um um m m um
MDA-MB436 4 m m m m m m m m m m m m m m m um
MDA-MB436 5 m m m m m m m m um m m um um m m m
MDA-MB436 6 um m m m m m m m um um m um um m um um
MDA-MB436 7 m m m m m um m m m m um um um m um um
MDA-MB436 8 m m m m m m m m m m m um um um um um
MDA-MB435 1 m m m m m m m m um m m m m m m m
MDA-MB435 2 m m ? m m m ? m um m m m m m m um
MDA-MB435 3 um m m m m m m m m um m m m m m m
MDA-MB435 4 m m um m m m m m m m m m m m m m
MDA-MB435 5 m m m m m m m m um m m m m m m m
MDA-MB435 6 m m m m m m m m m m m m m m m m
MDA-MB435 7 m m m m m m m m m m m m m m m m
MDA-MB435 8 m m um m m m m m m m m m m m m m
Linhagem/colénia 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
MDA-MB436 1 um m m m m m m m m m m
MDA-MB436 2 um m m m m m m m m m m
MDA-MB436 3 m m um m um m um m m m m
MDA-MB436 4 m m m m m m m um m m um
MDA-MB436 5 m m m m um m um m m um um
MDA-MB436 6 ? m ? m m m ? ? ? ? ?
MDA-MB436 7 um um m um m m um um m m m
MDA-MB436 8 m m m m m m m m m m um
MDA-MB435 1 m m m m m um um m m m um
MDA-MB435 2 m m m m um m um um m m um
MDA-MB435 3 m m um m um m m m m m m
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MDA-MB435 4 m m um um um m m m m um m
MDA-MB435 5 m m m m m um um m m m um
MDA-MB435 6 m m m m um m m m m um m
MDA-MB435 7 m m m m um m m m m um m
MDA-MB435 8 ? ? um um ? um m ? m um m
Continuacgéo...

Linhagem/coldnia 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
MCF7 1 m um um um um um um um um um um um um um um
MCF7 2 m m um um um um um um um um um um um um um
MCF7 3 m m um um um um um um um um um um um um um
MCF7 4 um um um um um um um um um um um um um um um
MCF7 5 m um ? um ? ? ? um um um um um um um um
MCF7 6 um um um um um um um um um um um um um um um
MCF7 7 m um um um um um um um ? um um um um um um
MCF7 8 m um ? um ? ? ? um um um um um um um um
Linhagem/colénia 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
MCF7 1 um um um um um um um um um um um um
MCF7 2 um um um um um um um um um um um um
MCF7 3 um um um um um um um um um um um um
MCF7 4 um um um um um um um um um um um um
MCF7 5 um ? um um um um um um um um um um
MCF7 6 um um um um um um um um um um um um
MCF7 7 um um um um um um ? um um um um um
MCF7 8 ? um um um um um um um um um um um

Legenda: m: dinucleotideo metilado; um: dinucleotideo nao metilado; ?: indeterminado. Os niameros na primeira linha da tabela correspondem
aos 27 CpGs que foram clonados e sequenciados da ilha 4 do gene CXCL12.



TABELA 9: RESULTADOS DE MSP E COMPARAGCAO COM OS DADOS CLINICO-PATOLOGICOS DAS AMOSTRAS TUMORAIS
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Idade score | Proteina | score | erb-B2
CDI - pacient | (TNM Proteina RE RP RP Metastas 5 C12 -
Amostra Gl e ) Linfonodo RE MSP M Estadio Recidiva e Obito C12-2 4
1 CP162 49 1 - + - |P25-30 + P30 nd | - - - - -
2 CP287 83 1 - + - P 70 + P50 nd [ - - - + +
3 CP323 50 T2 - + - P >30 nd nd - A - - - - -
4 CP332 30 T2 - + - P80 + P30 + A - - - - -
5 CP402 68 T2 + + - P 30 + P30 - IIB - - - + -
6 CP408 60 T2 - + - P>30 + P30 - A - - - - -
7 CP425 72 T2 - + - P>50 + P50 + A - - - - +
8 CP456 75 T1 - + - P>30 + P>30 + | - - - - -
9 CP460 66 1 - + + | P10-30 + P10-30 + | - - - + +
10 cP471 52 T2 + + - P>30 + P10 - IIB - - - - +
11 CP515 63 1 - + - P10-30 + P10-30 - | - - - - -
12 CP528 42 1 - + - P30 + P80 - | - - - - +
Idade
CDI - pacient | (TNM Proteina Score | Proteina | score erb-B2 Metastas 5 C12 -
Amostra Gll e ) Linfonodo RE MSP M RE RP RP Estadio Recidiva e Obito Cl2-2 4
13 CP172 68 2 + + + P>30 + P>30 - IV - + + - -
14 CP174 51 13 + + + P40 + P40 + Vi - + + - +
15 CP197 66 1 + - - N N. + A - - - + +
16 cP271 47 T2 + + - X nd X - IIB - - . - -
17 CP290 71 T1 nd + nd P10 Nd nd ; pTL,pNX,pM - - - - -
18 CP314 74 2 - + + P10-30 + P10 + A - - - - -
19 CP337 62 T2 - + - P80 + P80 - WY - + + - +
20 CP341 73 2 + + - P50 + P50 - IIB - - - - +
21 CP365 39 2 + + . | P10-30 N - IIB - - - - -
22 CP366 63 T2 - + - P30 N + A - - - - -
23 CP413 83 T2 + + - P10-30 + P10-30 - IIB - - - + -
24 CP487 68 T - + - P>30 + P10-30 - | - - - - -
25 CP497 45 1 + + + P>30 + P>30 - IV - + + - +
26 CP520 71 T4 + + - P>50 + P10 + e - - - - -
27 CP527 53 T2 + - - N N + N - - - - -




28 CP532 56 2 + + .| P10-30 + P70-80 } e ] ] o pexos T
29 CP536 40 2 + + - PS50 + PS50 + ne - - - - -
30 CP542 40 T2 + + - P30 + P50 + A - - - - -
31 CP547 54 T2 + + + P30 + P30-50 - A - - - - -
32 CP427 55 1 + + + X + X + v . + + - -
33 CP556 63 2 - + - P50 + P50 - A - - - - +
34 CP562 49 2 + + + P10-30 + P50 + A - - - - +
Idade score | Proteina | score | erb-B2
pacient | (TNM Proteina RE RP RP Metastas | Ci12-
Amostra | CDI - GllI e ) Linfonodo RE MSP M Estadio Recidiva e Obito C12-2 4
35 CP243 48 T4 + + + X + . B nd + + - -
36 CP310 56 T1 + + - P50 + + IIA - . - - +
37 CP338 44 2 - - + N . . A . i i - +
38 CP399 82 T2 + + + | P10-30 + P10 . B . . N - +
39 CP422 75 T4 - + - P>30 + P>30 - v + + + - +
40 CP424 63 T2 + + - P - N - IIB - - - - -
41 CP432 66 T4 + + + P5-10 + P10-30 - B - - . - -
42 CP434 59 2 + . + N . N . Y, . + . - +
43 CP470 67 T2 - + - P10-30 + P>30 - A - - - - -
44 CP505 72 T4 + - + N - N . Y, + + + - +
45 CP525 45 13 + + + | P10-30 + P10 + nA . + + + +
46 CP537 69 T2 - - + N - - IIB + - . - +
47 CP539 55 1 + . + N - + A - . . - +
48 CP545 27 T3 - - + N . + B - . . - +
49 CP558 51 1 - + . P10-30 + P50 - | . . . - -
50 CP559 79 2 - - + N - N + v . + + + +
51 CP430 54 T4 + : + X - X + B - + + - -

27
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Idade score | Proteina | score erb-B2
pacient | (TNM Proteina RE RP RP Metastas C12 -
Amostra | CLI- Gl e ) Linfonodo RE MSP M Estadio Recidiva e Obito C12-2 4
52 CP319 68 2 . + - P10-30 + P>30 - IIA - - - - -
53 CP389 84 ) ; nd - X nd X nd IA ; ; ; + -
54 CP476 71 13 + + - X nd X nd nd nd nd nd - -
55 CP485 59 1 - + - | P10-30 + P10-30 - | - - - - -
56 CP501 53 T1 - + - P>30 + P>30 ) [ - - - - -
57 CP300 65 1 . + - X + X . | + - - - +
58 CP339 53 T2 + + + X nd P10 - IIB - + + - -
Idade score | Proteina | score erb-B2
pacient | (TNM Proteina RE RP RP Metastas Ci12-
Amostra | CLI - Gl e ) Linfonodo RE MSP M Estadio Recidiva e Obito C12-2 4
59 CP256 55 2 + + - P80 + P80 - B . . . - -
60 CP390 44 T - + - P10-30 + P10-30 - | - - - - -
61 CP420 52 2 - + + P10-30 + P10 - IIA . . . - +
62 CP445 46 13 + + + P>30 + P>50 - A - + + - +
63 CP506 55 13 + + + P>30 + P>30 . Y, - + + - +
64 CP535 79 T1 - + - P5-10 - N - | - - - - -
65 CP412 42 T2 - + - X nd X - A - - - - -
66 CP297 76 13 - + + X + X - A + nd nd + -
67 CP574 45 2 + - + X . X . nd . . . - -
68 CP585 66 2 + + + X . X . I8 - - - - +
69 CP529 46 13 - + + P10-30 A - R + -

Legenda: CDI carcinoma ductal invasivo; CLI: carcinoma lobular invasivo; G: grau histologico (SBR); CP: nUmero do cadastro da paciente no
Banco de Tumores; RE: receptor de estrégeno; RP: receptor de progesterona; HER2: receptor de fator de crescimento HER-2; MSP: PCR
especifico para Metilagédo; 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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