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RESUMO

O cancer de mama é o segundo tipo de cancer mais frequente no mundo e a
principal causa de morte entre as mulheres. Alteracdes na regulacdo da expressao
génica por eventos epigenéticos sdo mecanismos comuns neste tipo de cancer.
MMP14 e MMP2 sdo enzimas pertencentes ao grupo das metaloproteases, capazes
de degradar o colageno, um dos principais constituintes da matriz extracelular. Sua
funcdo € amplamente descrita por atuar no mecanismo de metastases em diversos
tipos de cancer. Dados recentes demonstraram que a linhagem tumoral de mama
MCF7 possui o gene MMP2 regulado por metilacdo do DNA. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o perfil de metilacdo do promotor dos genes MMP14 e MMP2 em
um painel de linhagens tumorais para posterior aplicacao dos resultados em tumores
primarios de mama utilizando a técnica de MSP (methylation specific PCR). Para
isso, amostras de DNA foram isoladas das linhagens tumorais MDA-MB-231, MDA-
MB-435, MCF7 e HB4a (linhagem controle normal) e tratadas com bissulfito de
sédio. A ilha de CpG contendo 383 pares de bases do promotor do gene MMP2 das
linhagens foi amplificada por PCR, purificada em gel de agarose 1%, ligada ao vetor
PGEMT®easy e eletroporado em estirpe de E. coli DH10B. Oito clones
recombinantes para cada linhagem foram selecionados por a-complementacao,
confirmados por PCR, purificados e submetidos a técnica de sequenciamento
utilizando Big Dye Terminator v3.1. N&o foi possivel a amplificacdo concomitante das
ilhas de CpG do gene MMP14, e novos iniciadores devem ser planejados. Os
resultados mostraram que a linhagem normal HB4a, que expressa o gene MMP2,
apresentou 18,1% de metilacdo global enquanto as linhagens tumorais que nao
expressam MMP2, MCF7 e MDA-MB-231, mostraram 87,7% e 86,2% de metilagdo
global, respectivamente. O perfil de metilacdo das linhagens tumorais permitiu
planejar a localizacdo dos iniciadores para a técnica de MSP capazes de distinguir
as amostras metiladas das ndo metiladas. Entretanto, a reacdes de PCR utilizando
esses iniciadores ndo ocorreram como esperado. Por isso, em continuidade ao
estudo foi realizada a clonagem e o sequenciamento da ilha de CpG do gene MMP2
a partir de amostras de tumores primarios de mama sendo que uma das amostras
com expressdo positiva da proteina MMP2 apresentou-se altamente metilado
(92,8%). Portanto, podemos concluir que a metilacdo do DNA pode nédo ser o Unico
mecanismo epigenético de regulacdo do gene MMP2. Os resultados obtidos
demonstram que o gene MMP2 n&o pode ser avaliado por MSP em amostras de
tumores devido a sua heterogeneidade no perfil de metilacdo, ndo correspondente a
expressao do gene. Resultados como esse ainda nao foram descritos na literatura e
fardo parte de novos estudos para compreensao do envolvimento de MMP2 no
cancer de mama.

Palavras-chave: Cancer de mama. Epigenética. MMP2. Metilagdo do DNA.



ABSTRACT

Breast cancer is the most frequently diagnosed cancer and the leading cause of
woman death in the world. Alterations on the regulation of gene expression by
epigenetic events are common mechanisms in breast cancer. MMP2 and MMP14 are
metalloprotease family enzymes which are capable of degrading collagen, a major
constituent of the extracellular matrix. This function is widely described by acting on
the mechanism of metastasis in many cancers. Recent data have shown that the
MCF7 breast tumor line has MMP2 gene regulated by DNA methylation. The aim of
this study was to evaluate the profile of promoter methylation of MMP2 and MMP14
genes in tumor cell lines for subsequent application of the results in primary breast
tumors using the MSP technique (methylation specific PCR). DNA samples were
isolated from tumor cell lines MDA-MB-231, MDA-MB-435, MCF7 and HB4a (normal
control) and treated with sodium bisulfite. The MMP2 gene promoter has 383 bp of
CpG island which was amplified from cell lines by PCR, purified on agarose gel 1%
and cloned in vector pGEMT Easy ®. Eight recombinant clones for each cell line
were selected by a-complementation, confirmed by PCR, purified and subjected to
sequencing technique using Big Dye Terminator v3.1. It was not possible the MMP14
gene amplification and new primers should be designed. The results showed that
HB4a (normal control) which expresses MMP2 gene had 18.1% of global
methylation, while MCF7 and MDA-MB-231 that did not express MMP2 gene showed
87.7% and 86.2% of overall methylation, respectively. The methylation profile of
tumor cell lines allowed us to plan the location of primers for MSP technique capable
of distinguishing methylated from unmethylated samples. However, the
standardization of these primers was not successful, then we continued the study by
cloning and sequencing the MMP2 gene promoter from primary breast tumors
samples to confirm the tumor methylation profile. One of the tumor samples with
positive expression of the protein MMP2 showed high methylation (92.8%).
Therefore, we conclude that DNA methylation may not be the only epigenetic
mechanism of MMP2 gene regulation. The results showed that MMP2 gene can not
be assessed by MSP in tumor samples due to its heterogeneity in methylation profile,
not corresponding to the expression of the gene. Results like this have not yet been
described in the literature and will be part of further studies to understand the
involvement of MMP2 in breast cancer.

Keywords: Breast cancer. Epigenetics. MMP2. DNA methylation.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER DE MAMA

O cancer ja € a principal causa de morte nos paises desenvolvidos e a
segunda causa de morte nos paises em desenvolvimento (JEMAL et al., 2011). O
crescente aumento no numero de casos de cancer nas ultimas décadas nos paises
economicamente desenvolvidos ou em desenvolvimento tem sido atribuido ao
crescimento e envelhecimento da populacdo e também por estilos de vida que
aumentam as chances da doenca, tais como o tabagismo, vida sedentaria e habitos
alimentares inadequados, principalmente nos paises ocidentais (JEMAL et al.,
2011).

O cancer de mama ja atingiu o topo da lista entre os mais frequentes no
mundo entre as mulheres com aproximadamente 1,3 milhdes de casos e 458.400
mortes ocorridas em 2008 (JEMAL et al., 2011). Além disso, € uma das principais
causas de morte de mulheres nos paises industrializados, principalmente de
mulheres com idade entre 30 e 50 anos (ARTACHO-CORDON et al., 2012). No
Brasil, segundo dados do INCA, foram estimados 52.680 novos casos para 2012
com um risco estimado de 50 a 90 casos a cada 100 mil mulheres (INCA 2012).

No cancer de mama ndo € o tumor primario que causa a morte das
pacientes, mas sim, a distribuicdo de células tumorais a distancia, as chamadas
metastases (WEIGELT et al., 2005). Os principais alvos de metastase nesse tipo de
cancer sdo 0s 0ssos, pulmdes, figado e cérebro. Portanto, estes 6rgaos, quando
acometidos, s&o responséaveis pela alta taxa de mortalidade (ARTACHO-CORDON
et al., 2012). Ainda nao é possivel avaliar o risco de metastases, e por causa disso,
mais de 80% das pacientes com cancer de mama recebem terapia adjuvante. No
entanto, 40% destas apresentam recidiva e morte em decorréncia das metastases
(WEIGELT et al., 2005).

Fatores ambientais e estilo de vida tém relevante importancia no
desenvolvimento do cancer de mama, uma vez que a incidéncia e mortalidade por
essa neoplasia apresentam variacdo em relacdo a distribuicdo geografica e ao

status socioecondmico. Popula¢cdes com maior nivel socioecondmico, paises do



ocidente e mulheres residentes em areas urbanas apresentam maiores taxas de
incidéncia e mortalidade (TRICHOPOULOS et al., 2008; INCA, 2012).

As taxas de incidéncia de cancer de mama também s&o influenciadas,
dentre outros fatores, pelo género, idade, historia reprodutiva da mulher,
predisposi¢cao genética, doenca benigna prévia, estilo de vida e exposi¢cdo da mama
a radiacdo (MCPHERSON et al., 2000; TRICHOPOULOS et al., 2008).

A incidéncia desse tipo de cancer aumenta com a idade, dobrando sua taxa
a cada 10 anos até a menopausa, quando essa taxa reduz relativamente
(MCPHERSON et al., 2000). Com relacdo a historia reprodutiva da mulher, a
menarca precoce, menopausa tardia, nuliparidade, idade avancada de primeira
gestacdo e uso de contraceptivos orais estdo associados ao aumento do risco ao
cancer. Adicionalmente, a predisposicdo genética pode elevar o risco ao cancer de
mama, por exemplo, pelas mutacdes nos genes BRCAl1 e BRCA2 que sdao
responsaveis por uma propor¢ao consideravel dos tumores malignos de mama de
carater familiar (MCPHERSON et al., 2000; TRICHOPOULOS et al., 2008).

Duas teorias tentam explicar a origem dos carcinomas mamarios. Em uma
delas, o cancer de mama tém sua origem em uma célula Unica do epitélio glandular
mamario que adquire uma ou mais mutacbes em genes que controlam programas
essenciais, como proliferagcdo, morte e diferenciacdo celular. Por apresentar
vantagem seletiva, a célula transformada € selecionada e passa por uma expansao
clonal, sendo que cada uma de suas células-filha tem o potencial de adquirir novas
alteracdes moleculares. A progressao da neoplasia continua até a formacdo de uma
massa tumoral com assinatura de expressdo génica especifica. Os sucessivos
eventos de alteragdo molecular, selecdo e expanséo clonal levam a um acumulo de
modificacdes genéticas e epigenéticas, induzindo a progressao tumoral (AXELROD
et al., 2006).

No modelo da célula-tronco de cancer (cancer stem cell - CSC), os tumores
sdo organizados em uma hierarquia celular em que as células-tronco sdo as Unicas
células com potencial de proliferacdo ilimitada e com a capacidade de impulsionar o
crescimento e progressao tumoral. Segundo esse modelo, os canceres se originam
a partir da transformacao maligna de uma célula-tronco adulta. Isto leva a expanséo
clonal das células progenitoras que sofrem outras alteragbes genéticas e/ou
epigenéticas para se tornarem totalmente transformadas. Dessa forma, os tumores

contém um componente celular que retém as propriedades fundamentais de células-



tronco que iniciam e conduzem a carcinogénese (CHARAFE-JAUFFRET et al.,
2009).

As hiperplasias epiteliais de mama séo caracterizadas pela proliferacao de
células epiteliais para o interior de ductos ou l6bulos mamarios e sao classificadas
com base no padrdo citolégico e de crescimento arquitetural das células. Os mais
incidentes sdo o do tipo ductal, o qual corresponde a cerca de 80% dos tumores
diagnosticados, e os lobulares, com aproximadamente 15% (SCHMITT e GOBBI,
2006; BOMBONATI e SGROI, 2011).

O carcinoma de mama in situ constitui um conjunto de lesdes da mama
caracterizado pela proliferacdo epitelial maligna restrita aos ductos ou lIébulos
mamarios e, portanto, totalmente limitadas pela lamina basal (SCHMITT e GOBBI,
2006). O grupo dos carcinomas invasivos € caracterizado por uma profunda
heterogeneidade histomorfologica e clinica (BOMBONATI e SGROI, 2010) e inclui
todos os carcinomas mamarios que infiltram o estroma, independentemente da
coexisténcia de componente in situ. O carcinoma ductal invasivo é o tipo mais
frequente de cancer de mama e apresenta comportamento agressivo (SCHMITT e
GOBBI, 2006).

1.2 MECANISMOS MOLECULARES DO CANCER

O tumor consiste de uma comunidade de células tumorais heterogéneas e
de células estromais localizadas na matriz extracelular, nutridas por um sistema
vascular (AZNAVOORIAN et al., 1990). A heterogeneidade e complexidade do
microambiente tumoral tem grande importancia no desenvolvimento, crescimento,
formacdo de metédstases e até mesmo na resisténcia a terapia de muitos tipos de
cancer (OHTANI, 1998).

O microambiente tumoral tem um papel critico como regulador na
progressao tumoral por seu contato direto com as células tumorais, atuando como
uma fonte importante de fatores de crescimento, motilidade, angiogénicos e entre
outros que afetam significantemente a biologia tumoral (BISSELL et al., 2002). O
estroma nos tumores € composto por membrana basal, leucdcitos, capilares neo

formados, fibroblastos e pela matriz extracelular (MEC) localizada em torno das



células tumorais (KASPAR et al., 2006). Além disso, quando comparado com 0s
tecidos normais, o estroma de tumores apresenta infiltrados celulares imunes,
aumento de colageno | e deposicao de fibrina (RUDNICK e KUPERWASSER, 2012).

A progressao do cancer € um processo complexo que pode ser dividido em
etapas que envolvem diversas modificacbes, sendo que as principais estdo no
controle do ciclo celular (PARK e LEE, 2003). Hanahan e Weinberg et al., 2000
sugeriram que seis alteracfes sdo fundamentais na progressao de um cancer, sao
elas: 1. Auto-suficiéncia de sinais de crescimento; 2. Insensibilidade aos sinais
inibitérios de crescimento; 3. Evasdo da morte celular programada (apoptose); 4.
Potencial replicativo ilimitado; 5. Angiogénese sustentada; 6. Invasédo tecidual e
metastase. Cada passo é critico para o desenvolvimento de células hiperplasicas até
um tumor avancado que tem a capacidade de formar metastases para locais
distantes (HANAHAN e WEINBERG, 2000).

Em algum momento durante o desenvolvimento da maioria dos tipos de
cancer humanos, a massa do tumor primario pode gerar algumas células que
passam a invadir tecidos adjacentes e depois adquirem a capacidade de migracéo
para locais distantes, aonde podem se estabelecer para formar novas colonias,
denominadas metastases (HANAHAN e WEINBERG, 2000). Do ponto de vista
clinico, as metastases sdo consideradas um dos mais importantes estagios da
tumorigénese, uma vez que correspondem a mais de 90% das mortes por cancer
(WEIGELT et al., 2005).

O processo metastéatico envolve as células tumorais, as células inflamatorias
e do estroma. Inicialmente ha uma transi¢do epitelial-mesenquimal (TEM) com a
perda de expresséo de E-caderina, uma molécula de adesao, que confere as células
tumorais caracteristicas fibroblasticas e, consequentemente, o aumento de sua
motilidade (KALLURI e WEINBERG, 2009). Como parte do processo metastatico,
além do aumento da motilidade das células tumorais, é necessaria a destruicdo da
matriz extracelular préxima a essas células, abrindo um caminho para sua passagem
(STAMENKOVIC, 2000).

A capacidade que uma massa tumoral adquire para escapar do tumor
primario e colonizar um novo ambiente também exige estratégias que envolvem
mudancas na jungéo fisica das células com seu microambiente e também a ativagéo
de diversas proteases extracelulares (HANAHAN e WEINBERG, 2000). Durante a

progressdo do cancer, a matriz extracelular passa por constante remodelamento,
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tanto pela degradacdo de moléculas pré-existentes, quanto pela sintese de novos
componentes (KASPAR et al, 2006) sendo o crescimento tumoral influenciado
também pelo estroma, principalmente pelos fibroblastos, e ndo apenas pelas células
malignas propriamente ditas (KALLURI e ZEISBERG, 2006).

O remodelamento da matriz extracelular € um mecanismo essencial em
varios processos fisioldgicos e patolégicos, como no desenvolvimento e proliferacédo
de tecido em formacéo, diferenciacédo de células, bem como invasédo e metastase de
células neoplasicas. Além disso, a transformacdo da MEC é um regulador das
interagcbes estroma-epiteliais durante a formacdo de tumores malignos
(GROBLEWSKA et al., 2012).

1.3 MARCADORES MOLECULARES NO CANCER DE MAMA

O tratamento do cancer de mama sofreu varias mudancas nas ultimas
décadas devido a descoberta de biomarcadores especificos de diagnostico e
prognostico que permitem a aplicacao de terapias individualizadas para os diferentes
subgrupos moleculares. Estes subgrupos mostram diferencas especificas em
relacdo ao comportamento clinico-biolégico (WEIGEL e DOWSETT, 2010). Alguns
exemplos de genes envolvidos no processo da tumorigénese da mama e que Sao
usados como marcadores moleculares de diagnéstico sdo os receptores de
hormonios esterdides (receptor de estrogeno - RE e receptor de progesterona - RP),
0 oncogene ERBB2 e o gene supressor de tumor TP53 (HARRIS, 1996).

O estrégeno € um horménio esteroidal que atua como estimulo proliferativo
em células normais dos oOrgaos proliferativos, sendo considerado um estimulante
para a iniciagdo e promocao de tumores nestes 6rgados (FABIAN e KIMLER, 2007).
O grau de expressao do RE é, sem duvida, o mais importante marcador molecular
no cancer da mama, uma vez que fornece o indice de sensibilidade ao tratamento
enddcrino e esta relacionado a uma variedade de caracteristicas histoldgicas nesse
tipo de cancer. Tumores de pacientes que apresentam RE positivo, 0s quais
correspondem a cerca de 80% dos casos de cancer de mama, utilizam o horménio
estrdgeno como o principal estimulo de crescimento. Por este motivo, o RE é alvo

direto das terapias hormonais, sendo a auséncia ou presenca da sua expressao um
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ponto decisivo no tratamento (WEIGEL e DOWSETT, 2010). Sabe-se que boa parte
das pacientes que apresentam resisténcia aos tratamentos adjuvantes se da, em
parte, pela inativagdo do gene que codifica para RE (ESR1) por metilagdo da sua
regido promotora. Este dado tem sido descrito para diferentes populacdes (GAUDET
et al., 2009; MIRZA et al., 2009), inclusive em pacientes brasileiras (RAMOS et al.,
2010).

O gene do RP (PGR) também tém papel fundamental da tumorigénese do
cancer de mama promovendo a proliferacdo celular. Este receptor pode ser
expresso tanto em tecidos normais quanto em neoplasicos (LIU et al., 2004). A
perda de expressdo de RP e RE constitui um potencial mecanismo de resisténcia a
terapia hormonal e, em ambos 0s casos, a inativacdo da expressdo desses genes
por mecanismos epigenéticos tem um importante papel neste contexto (LIU et al.,
2004; DUNNWALD et al., 2007).

O gene ERBB2 ¢ altamente expresso em aproximadamente 20% a 25% dos
carcinomas ductais de mama (COUTURIER et al., 2008) e codifica para a proteina
denominada HER2, neu ou c-erb, a qual é semelhante ao receptor do fator de
crescimento epidérmico. Em geral, mulheres com carcinoma invasivo HER2 positivo
possuem uma doenca mais agressiva, com pior progndéstico e maior probabilidade
de recidiva, com sobrevida global menor quando comparadas com as mulheres
HER2 negativas (HENRY e HAYES, 2006; WEIGEL e DOWSETT, 2010). Entretanto,
a superexpressdo de HER2 em tumores primarios de mama beneficia as pacientes
com a terapia anti-HER2 (WEIGEL e DOWSETT, 2010), que consiste no anticorpo
monoclonal Herceptin® (trastuzumab) que se liga ao HER2, impedindo a sinalizagao
de crescimento (CARTER et al., 1992).

1.4 EPIGENETICA

O termo epigenética define as interacfes entre 0 genoma e 0 ambiente que
levam a formacgéo do fenotipo (WADDINGTON, 1942). Atualmente a epigenética é
empregada para descrever todas as mudancas reversiveis (FEINBERG e TYCKO,
2004) e herdaveis no genoma que nao alteram a sequéncia de nucleotideos do DNA
(MOMPARLER, 2003; NOWSHEEN et al., 2012). As trés principais alteracbes
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epigenéticas conhecidas sdo a metilacdo do DNA, as modificagBes pos-traducionais
das histonas e os RNAs nao codificadores (ncCRNAs). Todos atuam de alguma forma
na regulacao e modificacao da expresséo génica (NOWSHEEN et al., 2012).

A metilacdo do DNA é o processo epigenético mais bem conhecido e
estudado, e devido a sua importancia para esse trabalho é o tema que serd
detalhado a seguir.

Uma das modificacbes epigenéticas melhor descrita em eucariontes € a
metilacdo do DNA, que € uma modificacdo quimica covalente resultante da
metilacdo do carbono 5 de citosinas adjacentes as guaninas, os chamados
dinucleotideos CpG (BIRD, 2002). A metilacdo ocorre quando um grupo metil
oriundo da 5-adenosilmetionina (SAM — doador universal de metil) é adicionado a
posicdo 5 do anel pirimidico da citosina (C), gerando a 5-metilcitosina (m°C),
processo este catalisado pelas enzimas DNA Metiltransferases (DNMTs) (AUCLAIR
e WEBER, 2012).

Padrdes de metilagdo do DNA sédo estabelecidos no inicio da génese do
embrido e sdo delicadamente monitorados durante o desenvolvimento (NOWSHEEN
et al., 2012). Nas células normais, a metilacdo ocorre predominantemente em
regibes repetitivas do genoma, como as regibes satélites, os elementos de
transposons e retrovirus. A metilacdo do DNA € o mecanismo mais comum e estavel
de inativacdo epigenética de um gene (NOWSHEEN et al., 2012), fundamental no
silenciamento da expressdo génica e na manutencdo da estabilidade da estrutura
cromossOmica, tendo em vista a existéncia da grande quantidade de DNA repetitivo
presente no genoma humano (REIK, 2007).

A metilagdo do DNA ocorre quase exclusivamente no contexto de
dinucleotideos CpG, que sdo pouco frequentes no genoma, exceto em sequéncias
curtas de DNA denominadas 'llhas de CpG' que possuem alta densidade desses
dinucleotideos (AUCLAIR e WEBER, 2012). Quando uma regido apresenta um
tamanho maior do que 0,5 kb de DNA e contem mais do que 55% de nucleotideos
C + G é denominada como ilha de CpG (GARDINER-GARDEN, 1987). As ilhas de
CpG encontram-se geralmente posicionadas nas regides 5 dos genes, ou seja,
associadas as suas regides promotoras e reguladoras (ANTEQUERA, 2003;
AUCLAIR e WEBER, 2012). A maioria das ilhas de CpG encontra-se ndo metilada
em todos os estagios do desenvolvimento de todos os tipos de tecido
(ANTEQUERA, 2003). Nos casos em que ocorre metilagcdo da ilha de CpG, ha a
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repressdo da transcricdo deste gene, que pode ocorrer através da inibicdo da
ligacdo dos fatores de transcricdo ou por mudanca na estrutura da cromatina (BIRD,
2002; NOWSHEEN et al., 2012).

Os perfis de metilacdo do DNA sao perturbados em muitas doencas, em
particular todos os tipos de céancer, que mostram tanto uma ampla hipometilacado do
genoma como uma hipermetilagdo incomum de genes supressores de tumores ou
de RNA nédo-codificantes (AUCLAIR e WEBER, 2012). Em tecidos tumorais, genes
supressores de tumor sdo muitas vezes inativados epigeneticamente por metilacao,
guando comparados com o tecido normal (NOWSHEEN et al., 2012). A metilacdo de
ilhas de CpG desempenha um importante papel na regulagéo transcricional, a qual
geralmente é alterada em processos patolégicos (DAWSON e KOUZARIDES, 2012).

Mais recentemente as ilhas de CpG também tém sido descritas como
elementos importantes na regulacdo de MMP2, bem como de outras MMPs. A
hipometilacdo ja foi descrita como ativadora de MMP2 em céancer de préstata
(SHUKEIR e PAKNESHAN et al., 2006) e as modificagdes no perfil de metilacdo do
DNA do gene MMP2 ja foram descritas em linhagem de cancer de mama
(CHERNOV et al., 2009). A avaliacdo de aspectos epigenéticos em tumores de
mama poderd ajudar a elucidar a biologia e heterogeneidade dessa doenca
(NOWSHEEN et al., 2012).

1.5 METALOPROTEASES DE MATRIZ — MMPS

A migracdo de células tumorais estd associada a degradacdo da matriz
extracelular. Este processo é um acontecimento critico e essencial durante a
invasdo de tecidos e metastases, permitindo que as ceélulas tumorais invadam os
tecidos adjacentes. Proteases produzidas pelo tumor e pelas células do estroma séo
as responsaveis pela degradacdo da MEC e sua expressdao é normalmente
associada a um progndstico ruim (ARTACHO-CORDON et al., 2012). Entre elas
destacam-se as metaloproteases de matriz (MMPSs) que sdo endopeptidases zinco-
dependentes que atuam na clivagem de diversos substratos constituintes da MEC
(STAMENKOVIC, 2000).
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A atividade das MMPs é regulada fisiologicamente de maneira intrinseca
para evitar perturbagbes na arquitetura tecidual. Nos diversos tipos de cancer, esta
atividade torna-se desregulada, inclusive no cancer de mama (ARTACHO-CORDON
et al., 2012). Estudos demonstram que essas enzimas Sao altamente expressas nos
estagios iniciais de invasdo tumoral e estdo envolvidas nas etapas iniciais da
carcinogénese mamaria (STAMENKOVIC, 2000; ARTACHO-CORDON et al., 2012).

MT1-MMP, também conhecida como MMP-14, € uma enzima proteolitica
gue parece ser importante para a degradacao das proteinas da matriz extracelular e
ativacdo de MMPs, tais como pro-MMP-2, pr6-MMP-13 e pr6-MMP-8 (HOTARY, et
al., 2003; SABEH et al., 2004; BARBOLINA e STACK, 2008). Suas funcdes tém sido
descritas na invasao celular, migracdo, angiogénese e progressao tumoral em
diversos tipos de cancer (SEIKI, 2003; JIANG et al., 2006; MYLONA et al., 2007). A
proteina MMP-14 é a primeira MMP descrita como ancorada a superficie celular e
esta diretamente envolvida na locomocao celular e degradacdo da matriz através da
ativacdo de MMPs soluveis. A MMP-14 interage com a proteina MMP-2, ativando-a e
promovendo a invasdo de células no estroma, sendo intrinsecamente relacionadas
com a tumorigénese e a formacao de metastases (EGEBLAD e WERB, 2002). Altos
niveis de expressao de MMP-14 foram encontrados em diversos tipos de cancer,
inclusive em tumores mamarios agressivos, estando associados a uma menor
sobrevida das pacientes (JIANG et al., 2006).

A enzima MMP-2 é uma metaloprotease descrita como um dos principais
orquestradores da remodelagem da MEC, atuando na degradacéao final das fibras de
colageno libertando as células tumorais a partir da rede circundante (ARTACHO-
CORDON et al., 2012). MMP-2 é uma colagenase tipo IV, ou gelatinase, secretada
na forma de zimogénio (proMMP-2), que requer clivagem pds-traducional
extracelular para ganhar atividade biol6gica (MOHAMMAD et al., 2012; ROBERTS et
al., 2002). Também conhecida como gelatinase A, é a mais amplamente distribuida
das MMPs e é expressa constitutivamente pela maioria das células, incluindo células
endoteliais e epiteliais (FODA e ZUCKER, 2001).

Tumores malignos com altos niveis de expressdo dessa enzima possuem
elevado risco de metastases e diminuicdo do tempo de sobrevida (QUARANTA et
al., 2007; TALVENSAARI-MATTILA et al., 2003). Partyka e colaboradores (2012)
demonstraram uma expresséo elevada dessa enzima em tecidos de pacientes com

cancer gastrico metastatico, confirmando sua participacdo nos processos
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neoplasicos e invasivos (PARTYKA et al., 2012). Por estas razdes, a MMP-2 tem
sido associada a um pior progndstico em cancer de mama, destacando-se 0
potencial dessa molécula como marcador clinico, um biomarcador de
desenvolvimento de metastases (SHAH et al., 2009; SULLU et al., 2011; ARTACHO-
CORDON et al., 2012).

Poucos marcadores moleculares estdo disponiveis para prever o risco de
metastases em pacientes com cancer de mama (ARTACHO-CORDON et al., 2012).
Novos marcadores de progndstico poderiam auxiliar a identificar as pacientes que
estdo em maior risco de desenvolvimento de metéstases, o que pode permitir aos
oncologistas a adaptacdo de estratégias de tratamentos (WEIGELT et al., 2005).
Nesse sentido, o campo da epigenética e o desenvolvimento de marcadores
moleculares epigenéticos tem ganhado relevante atencdo uma vez que podem
contribuir para o diagnéstico e prognéstico do cancer, uma vez que possuem alta
sensibilidade e especificidade (NOWSHEEN et al., 2012).

Nesse contexto, existem fortes evidéncias do envolvimento da regulacdo da
expressdo dos genes MMP14 e MMP2 por mecanismos epigenéticos, como a
metilacdo do DNA. Diante disso, esse trabalho pretendeu aprimorar o estudo do
perfil de metilacdo do promotor desses genes, tanto em linhagens tumorais de

mama, como também em tumores primarios de mama.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar o perfil de metilacdo do promotor do gene MMP14 em linhagens
tumorais de mama e aprimorar o estudo do perfil de metilacdo do promotor do gene
MMP2 em linhagens tumorais de mama e em tumores primarios de mama utilizando

a técnica de MSP (methylation specific PCR).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Clonar e sequenciar as ilhas de CpG do gene MMP14 de linhagens tumorais
de mama apods tratamento de DNA com o reagente bissulfito de sddio e
correlacionar com o perfil de expressao nessas linhagens.

e Clonar e sequenciar a ilha de CpG do gene MMP2 de linhagens tumorais de
mama apoés tratamento de DNA com o reagente bissulfito de sédio e
correlacionar com o perfil de expressao nessas linhagens.

e Avaliar o silenciamento epigenético do gene MMP2 em tumores primarios de
mama utilizando a técnica de MSP (methylation specific PCR) e correlacionar

com o perfil de expressao da proteina MMP-2 por imunohistoquimica
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LINHAGENS CELULARES

As linhagens tumorais de mama utilizadas neste projeto foram a MCF7, MDA-
MB-231 e MDA-MB 435. A linhagem HB4a (células de epitélio maméario
imortalizadas por SV40) foi utilizada como controle normal. Os cultivos das linhagens
foram realizados em meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado com soro fetal bovino

10% (Gibco) seguindo o protocolo sugerido pela empresa ATCC.

3.2 AMOSTRAS DE TUMORES DE MAMA

Foram utilizadas trés amostras de DNA de tumores primarios de mama
gentilmente cedidas pela Dra. Enilze M. F. Ribeiro e pelo Dr. Iglenir J. Cavalli,
responsaveis pelo Banco de Tumores do Laboratério de Citogenética Humana e
Oncogenética do Departamento de Genética do Setor de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Parana. Todas as amostras catalogadas neste Banco de
Tumores sdo provenientes do Hospital de Clinicas da UFPR (HC-UFPR) e do
Hospital Nossa Senhora das Gracas (HNSG), cujo responsavel é o Dr. Rubens
Silveira de Lima. As amostras foram obtidas mediante consentimento informado dos
pacientes e aprovacdo do Comité de Etica, Processo n° 25000.007020/2003-93;
registro no CONEP: 7220 e parecer n° 251/2003 de 20/02/2003 do HNSG, Curitiba-
PR.

3.3 ELETROFORESE EM GEIS DE POLIACRILAMIDA 8% E AGAROSE 1%

Os produtos das reacdes de PCR e de MSP foram avaliados em géis de
poliacrilamida (visto que é um método mais sensivel). Os géis de poliacrilamida 8%

sdo preparados utilizando-se uma solucdo de acrilamida e bis-acrilamida na
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propor¢cédo 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 reagédo. A
revelacdo dos resultados foi feita pela impregnacdo com nitrato de prata segundo o
método de Sanguinetti et al. (SANGUINETTI et al., 1994). Demais produtos foram

aplicados em eletroforese de gel de agarose 1% corado com brometo de etideo 0,2

pg/ml.

3.4 EXTRACAO DE DNA

A extracdo do DNA genbmico das linhagens foi realizada utilizando o
protocolo All prep DNA/RNA (Qiagen) que proporciona a extracdo simultanea destas
moléculas de modo qualitativo e satisfatério. A extracdo de DNA plasmidial foi feita
utilizando o kit QiaPrep Spin miniprep (Qiagen). As amostras de DNA obtidas foram
quantificadas em espectrofotbmetro Nanodrop e submetidas a eletroforese em gel

de agarose 0,8%, corado com brometo de etideo.

3.5 TRATAMENTO DE DNA COM BISSULFITO DE SODIO

O tratamento com bissulfito de sédio dos DNAs das linhagens e tumores foi
realizado através do protocolo Epitec (Qiagen). A eficiéncia dessa técnica foi
verificada através de uma reagdo de nested-PCR (duas reacBes com diferentes
condicdes de estringéncia) para a sequéncia satélite SATR-1 (ANEXO 1). A escolha
desta regido foi em virtude da mesma ser hipometilada em amostras tumorais de
cancer de mama (COSTA et al., 2006).
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3.6 AMPLIFICACAO DAS ILHAS DE CPG DO GENE MMP14

O DNA das linhagens celulares utilizadas para o estudo da regido promotora
de MMP14 foi isolado e tratado com bissulfito de s6dio como descrito anteriormente.
As tentativas de amplificacdo das ilhas de CpG foram realizadas utilizando-se os
pares de iniciadores para o gene MMP14 descritos no Anexo Il. Foram feitas duas
reacoes de PCR utilizando o mesmo par de iniciadores com condi¢bes de

estringéncia diferentes, onde as condi¢cdes de amplificacdo foram variadas (ANEXO

).

3.7 CLONAGEM E SEQUENCIAMENTO DA ILHA DE CpG DO GENE MMP2

As linhagens celulares HB4a, MDA-MB-231 e MCF7 foram utilizadas para o
estudo da regido promotora de MMP2 em virtude de seus padrdes de expressao.
Para isso, o DNA das linhagens foi isolado e tratado com bissulfito de s6dio como
descrito anteriormente. A amplificacdo da ilha de CpG foi realizada utilizando-se o
par de iniciadores descritos no Anexo lll, e os produtos amplificados foram
purificados de gel de agarose 1% utilizando o protocolo Quick Gel Extration Kit
Protocols (Qiagen). Em seguida, o fragmento foi ligado ao vetor pGEMT®easy
(Promega), e este foi eletroporado em estirpe de E. coli DH10B. Os clones
recombinantes (positivos) foram selecionados por a-complementacdo. De cada
linhagem avaliada, foram selecionados pelo menos oito clones positivos para
permitir uma abordagem suficiente de alelos na preparacdo. Estes clones foram
confirmados por PCR de colonia e submetidos a extracdo de DNA plasmidial
utilizando o kit QiaPrep Spin miniprep (Qiagen). Cerca de 400 ng de cada
preparacdo foram sequenciados utilizando-se o kit BigDye terminator v3.1 e
sequenciados no equipamento ABI 3110.

Para a amplificacdo da ilha de CpG do gene MMP2 nos tumores primarios

de mama, o iniciador reverso foi substituido (ANEXO Ill), em virtude de termos
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constatado melhor amplificacdo do fragmento desejado. Os procedimentos de

clonagem e sequenciamento foram os mesmos descritos anteriormente.

3.8 ANALISE DA METILACAO EM TUMORES PRIMARIOS DE MAMA POR PCR
METILACAO ESPECIFICA (MSP)

As regibes diferencialmente metiladas nas linhagens tumorais foram
escolhidas para o desenho de iniciadores. Para isto, devem ser consideradas duas
condi¢cbes (1) o padréo de expressdo do gene — definido por RT-PCR (resultados
nao descritos); e (2) os resultados de sequenciamento.

Na técnica de MSP consideramos as modificagbes da sequéncia a ser
analisada apos o tratamento do DNA com o bissulfito de sédio. Deste modo, os
iniciadores sdo desenhados sobre CGs determinados como diferencialmente
metilados, levando-se em consideracdo o padrédo de expressédo da linhagem e a
conversao de cada nucleotideo pelo bissulfito de sodio dado pelo sequenciamento.
Assim, duas reacdes de PCR sdao realizadas para uma mesma amostra, sendo uma
para a condicdo metilada e outra para a condicdo ndo metilada, cada uma com seu
par especifico de iniciador (HERMAN et al., 1996).

Foram testados dois pares de iniciadores para cada condi¢éo - metilada e nao
metilada - que estdo descritos no Anexo IV. Em todas as reacdes foram utilizados os
DNAs das linhagens HB4a (controle positivo para reacdo U e negativo para reacéo
M) e MCF7 (controle negativo para reacdo U e positivo para reagdo M) como
controles internos da reacéao de PCR.

Todas as reacdes foram realizadas em um volume final de 20 yL contendo
solucdo tampéo 1 X, 1,5 mM MgCl,, 200 yM dNTP, 8 pmoles de cada iniciador
(universal e reverso), 1U de Taq Platinum (Invitrogen) e entre 0,5 a 1,0 yL de DNA
tratado com bissulfito de sodio. As condi¢cdes de amplificacao utilizadas na tentativa
de padronizacdo das reacdes tiveram as temperaturas e tempos de anelamento

variados, bem como o nimero de ciclos (ANEXO [V).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE IN SILICO DO GENE MMP14

A regido de DNA contendo 4120 pares de bases na regido promotora foi
avaliada quanto a presenca de ilhas de CpG utilizando o programa Methprimer
(http://www.urogene.org/methprimer/index1.html). Nesta analise foram encontradas
trés ilhas de CpG sendo que a ilha 1 possui 347 pb, a ilha 2 tem 132 pb e ailha 3
contém 458 pb que podem ser visualizadas na Figura 1. Uma vez que as ilhas séo
relativamente pequenas e préximas, decidiu-se pela tentativa de amplificacdo das

trés ilhas concomitantemente.
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FIGURA 1 - ILHAS DE CpG DO GENE MMP14. Gréfico representativo das ilhas de CpG
presentes na regido promotora dentro da regido avaliada (2 kb a montante e 2 kb jusante da
regido 5 UTR do gene MMP14).

Fonte: Adaptado de Methprimer.

As trés ilhas de CpG contém 1020 pb (Figura 2) e englobam 90
dinucleotideos CG. Na Figura 2 pode ser visualizado a sequéncia das ilhas de CpG

analisadas e a localizacao dos iniciadores desenhados para a amplificacao.

Inicio ilha 1
121 AGCAGAAGAAAGATCAAAAACCGGAAAAGAGGAGAAGAGCAAACAGGCACTTTGAGGAAC
T o T - I S O B R B O I R T B R I
121 AGTAGAAGAAAGATTAAAAATCGGAAAAGAGGAGAAGAGTAAATAGGTATTTTGAGGAAT
PF14_NESTED

181 AATCCCCTTTAACTCCAAGCHBACAGEBBGTCTAGGAATTCAAGTTCAGTGCCTACHBAAG
R e R e A R R R R A R R AR AR
181 AATTTTTTTTAATTTTAAGTEEATAGEEGTTTAGGAATTTAAGTTTAGTGTTTATEBAAG

PY AR N)-V:V-Xele - - olele - - INeleleNelilele - - [elife - -:Xelololo)-Nelele! - - ielelelelel- -ele- - - - [el-Nelole
AR NN N R A A NN R N L R N N
241 ATAAAGGEETTTEEAGGGAGTGCEBGTCEBAT TTTAGGCEBTGCCT TG TEEBECAGTT
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TATATTGTTEBGTTGATTEBGTGGT T TEBGATTATGTTTT TE@TTTTAAGATT TTTTEET

TeTcTccTGCTCCCCCTGCTCABBC TEBcCACHEEBC TB8ccTcccT@BccT@@ccccaa

[ R I B R B N B I I o B B el o e B o B o R IR

TGTTTTTTGTTTTTTTTGTTTABE T TG TATEEBE T B8 T TTTEBGT T8 TTTA
MMP14 FN
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AGTAGTAGTTTTAGTTTEBAAGTAAGTGAGTTTTTEEGTTTTTTTEBCACTEEEET TBE T

Fim ilha 1
B8ccAcclBAGCCBBGGGGTCTCCTAGGGGACAGCCTCTAT TBGAGAGGAGGGCTTTTG
R N A A R N A NN R R R N
B8ccrccBBAGT TBBGGGGTTTTTTAGGGGATAGTTTTTAT TEBGAGAGGAGGGTTTTTG

Inicio ilha 2
GGATCTCEBCTGCTCAGGCCTGCAGGATTCCCCCTCCCTTTCTTTTTCCTCTTE@TCTCC
AR A A A N A A A A A R A A N N A R N N A A N A
GGATTTT@BTTGTTTAGGTTTGTAGGATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTE@TTTTT

AAACTTCCAGATEEATCCAACTTTTGCCEBCTTCCAACCAGCTGCCCCCACCCCCTCEBC
[ B A I I I I O e B e O I I I B I B I e B A I B e e R N e e R
AAATTTTTAGATEBATTTAATTTTTGT T@@TTTTTAAT TAGTTGTTTTTATTTT T TCEGT

Fim ilha 2
B8CE8~cTCTCCTTCCCATTCCTTCTTTTTTCCCAGTCCTTGGAAGAACTTTACAACTGG
A R A A R A N R R R AN NN A
B8B8~TTTTTTTTTTTATTTTTTTTTTTTTTTTAGT TTTTGGAAGAATTTTATAATTGG

Inicio ilha 3
cG@aacTccccCTTCCCBATTCCCTTGGGCTCTGCTCTCAGCTCTGGAACHBCCTGAT
R R N RS s N A N A A N A A A N A R A R R S R A NN
GGEBAATTTTTTTTTTT T@BATTTTTTTGGGTTTTGTTTTTAGTTTTGGAATE@TTTGAT

AAACATTTGGACTCEBcTCcAAACCCHBBECcTeTCC@BBccTCcCTR@TCATCEEEBAGAGTT
PRl e et el ercdttde [ [ oot oo+ | [£+++]]]]]]
AAATATTTGGATTTEETTTAAATT THEEET TGT TTEEGTTT T TR T TATGEEEBAGAGTT

TGTTGTTTCTTEBACTTCCCAGCTCTCCAGEBcTCTCCBBCBBCEBEE8CCcCcTc@BATGGG
N I N B B B R ke Rt e NN
TGTTGTTTTTTEEATTTTTTAGTTTTT TAGEETTTT T TEE TEECEEEE T T T T8~ GGG

B8crr@8cccrccc@@ccTcecccaceecTTCACHBCABBAGTCTGEBGCCAGGTGGGGE
R A N N R A N N A R RN
B8 rrTE8cTrTTTTEEGGTGGTTTAGGTTTTTAGHEGABEAGT T TGEBGTTAGGTGGGGG

TB8~cGeTGCABBGCBBACEBTCccacececacaceccc@rcTecc@Bacaceaccclic
O e e e AT B B N O B A B B B B B B
TE8AGGGTGCABRC TEEAGEETTTAGGGTTATAGTTTTEBTTTTT TEBAGAGGATT TBT

TGTGTCCCTACCEBcaTcCcCTCCRETEEA GGG TEBCACHECEBECEEEEC rcccBEBB T T T

N N I I I I I I I I e e e ol I o o o e B B S S S S

TGTGTTTTTATTEETATTTTTGCEE TEEAGGCTEETACEE B8 CBE88 T TEEBE T T

c@8racacacaanceTcTcCTTGTCAGCHBCCEBATEEcCEBccT@BCc TcccTcccecTa
e R O e I e e e I I A R R e I I B o I I o B I B RS A
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1081 TE@TATATATAAAGTTTTTTTTGTGAGTEEGCEEATEECTEEcCTE@TTcTTTTTTTTTA

1141 TCCCCACC-T.G.CCTTCAGGCCCTTTTTGTTGTTAATAGTTTTTCTGTGTTAAT
A R s A A A R AR RN
1141 TTTTTATT-T.G.TTTTTAGGTTTTTTTTGTTGTTAATAGTTTTTTTGTGTTAAT
RP14_NESTED Fim ilha 3

1201 TGCAGGGAGCCTGGGGGCGTCGCTTGGGGAATGGGGAGAGGGTCTGGTCCGGGGTGCCCT

R RN A R R R R R R R R A R R R L S A N R R RS
1201 TGTAGGGAGTTTGGGGGCGTCGTTTGGGGAATGGGGAGAGGGTTTGGTTCGGGGTGTTTT

FIGURA 2 - SEQUENCIA DAS ILHAS DE CpG DO GENE MMP14. Sequéncia de DNA
obtido com auxilio do programa Methprimer. Destacadas em vermelho as sequéncias e a
localizagcdo dos iniciadores testados. Estdo marcados na sequéncia os CGs presentes, a
posicéo das ilhas e 0 ATG (+1).
Fonte: Adaptado de Methprimer.

4.2 AMPLIFICACAO DAS ILHAS DE CpG DO GENE MMP14

Para esta técnica, o DNA cromossomal das linhagens celulares foi extraido e
tratado com bissulfito de sodio. Este tratamento consiste de uma etapa de
deaminacdo e depois dessulfonacédo de citosinas ndo metiladas transformando-as
em uracilas, e que apos o PCR sao substituidas por timinas. As citosinas metiladas
sdo protegidas deste processo, permanecendo como citosinas. Assim, ao final da
metodologia, € possivel diferenciar citosinas ndo metiladas das metiladas através da
técnica de sequenciamento.

Como controle interno do tratamento com bissulfito de soédio, o DNA foi
submetido a um PCR para a amplificacéo da regido satélite SATR-1. Esta regido foi
descrita em 2006 por Costa et al. como hipometilada, e se o DNA estiver
adequadamente tratado amplificard a regido denominada. Esta caracteristica
possibilitou seu uso como controle do tratamento com bissulfito de sodio nas
amostras utilizadas. Todos os DNAs tratados foram submetidos a este controle,
mostrando a eficiéncia do tratamento.

Os iniciadores para a amplificacao das ilhas de CpG do gene MMP14 foram
entdo submetidos a etapa de padronizacdo. Inicialmente, foram realizadas duas
reacoes de PCR utilizando o mesmo par de iniciadores, modificando apenas as
condicdes de amplificagdo, tais como tempo de extensdo e anelamento dos
iniciadores e a temperatura de estringéncia (ANEXO II). Diferentes tentativas de

padronizacdo foram realizadas, no entanto, ndo foi possivel a amplificacdo do
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fragmento como desejado. Entdo, um novo iniciador universal foi planejado e iniciou-
se a tentativa de padronizacdo, porém sem sucesso novamente. A Figura 3 mostra
uma das tentativas de amplificacdo, exemplificando a tentativa de padronizacao.
Diante disso, sera necessario o desenho de novos iniciadores para dar continuidade

ao estudo do perfil de metilacdo do promotor do gene MMP14.

MM 1 2 3 4

500 pb

FIGURA 3 - PADRONIZACAO DA REACAO DE PCR PARA AMPLIFICACAO DAS ILHAS
DE CPG DO GENE MMP14. MM: marcador de massa; (1) HB4a ; (2) MCF-7 ; (3) MDA-MB-
435; (4) MDA-MB-231. Fragmento esperado de 1011 pb.

4.3 ANALISE IN SILICO DO GENE MMP2

A regidao compreendendo 3306 pares de bases, que engloba desde a regido
promotora até o inicio do primeiro exon, foi avaliada para o gene MMP2 utilizando o
programa Methprimer. Sua regido promotora apresenta quatro ilhas de CpG, que

podem ser visualizadas na Figura 4 abaixo.
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FIGURA 4 - ILHAS DE CPG DO GENE MMP2. Gréfico representativo das ilhas de CpG
presentes na regido promotora dentro da regido avaliada (2 kb a montante e 2 kb jusante da
regido 5’ TSS do gene MMP?2).

Fonte: Adaptado de Methprimer.
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Consideramos, entao, a regiao de DNA ideal para avaliar o perfil de metilagao
do gene de acordo com os limites estipulados por Gardiner e Fromer et al. (1987)
que prediz que uma ilha de CpG precisa de pelo menos 500 pares de bases para
influenciar na expressao génica. A regido analisada nesse estudo, portanto, foi a ilha
de CpG 2, que contém 49 dinucleotideos CG ao longo da sequéncia de 383 pares
de bases (Figura 5). Esta ilha esté posicionada entre os nucleotideos - 251 e + 144 e
contém o inicio da transcricdo do gene (+1). Na Figura 5 pode ser visualizado a

sequéncia da ilha de CpG analisada e a localizacdo dos iniciadores para a

amplificagéo.
1 2 3 4
1921 GAGGCTGCGCATCTGGGGCTTTAAACATACAAAGGGATTGCCAGGACCTCEECEECERGE
[Pttt bbbt be e b bee e [+ ++[++]+

1921 GAGGTTGCGTATTTGGGGTTTTAAATATATAARCECATICTIACCATITCEECEECEECE
Nested Forward

5 6 7 8 9 10 11 12
1981 BoBBcEECcEEcGcoCTGCoCEEBRGCCCCBBGACCATCAGCEBCTCAGCEBBGGCARACCC
S e - e e T - e e e B A O O B

1981 BoBBcEBECEECGCeTTGCCEBBBGCGCTBBGATTATGAGTEBT TCAGTEBGGTARATTT

13 14 15 16 17 18 19
2041 cacGecacBBacecac@BcacccTBcacBBcaceccTCBECBBBBGAGCAGGCTCCAAC
HE I R I e B I I R I I B I B O I I e e i I B S I B B - N O
2041 TAGGTTATEEAGTTAGEEGATTTTEEGAGEBETAGTTTTCEETEEBEGAGTAGGTTTTAAT

20 21 26 27 282930
2101 CAGG.G.AGG.GCCACA.CAC.AGCCAG.ACCCC.GG.A-GGGCCAG
ST A e At et [ oo [ [+ rrsatt | [+ [+t 444] [ [ 20 ] ]
2101 TAGG.G.AGG.GTTATg.TAT.AGTTAG.ATTTT.GG.A-GGGTTAG
31 32 +1 34 35 36 37 38
2161 GGAG.CTA-GAGG.CTAATGGCC.GGG-CTCA.GGTCCCCTGAGGG.C
R N N N N N B et I e O IS I O B N B

2161 GGAG.TTA.ATGGAGG.TTZ—\ATGGTT.GGG-TTTA.GGTTTTTTGAGGG.T

39 40 41 4243 44 45
2221 TCTGTCTCCTGGGCTGCCTGCTGAGCCABECEECEECEEEECBETBECCCATCATCAAGT
AR R R R R el e o ol I A B EE R B R N
2221 TTTGTTTTTTGGGTTGTTTGTTGAGTTABETEETEETEEEETEBETEBErTTATTATTAAGT

46 47 48 49
2281 TccCBBcBBATGTEBCcCccCcCAAANBBGACAAAGAGTTGGCAGTGGTGAGTTGCTGCGCTG
ke NN A N R R R R AR RN R RN
2281 TTTTEECEEATGTEETTTTTAAAABBGATARAGAGTTG CGTTG

Nested Reverso

FIGURA 5 - ILHA DE CPG DO GENE MMP2 AMPLIFICADA POR PCR. Sequéncia de DNA
obtida com auxilio do programa Methprimer. Em verde encontram-se o0s iniciadores
desenhados para a PCR, em rosa destacam-se os CGs presentes na sequéncia e em azul,
destaca-se o ATG inicial (+1). Os sublinhados localizam os iniciadores utilizados por
Chernov et al, 2009.
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4.4 PERFIL DE METILACAO DA ILHA DE CPG DO GENE MMP2 EM LINHAGENS
TUMORAIS

Para avaliar o perfil de metilacdo do gene MMP2 as linhagens foram
cultivadas, o DNA cromossomal extraido, tratado com bissulfito de sodio e
submetido ao controle da regido satélite SATR-1.

Os iniciadores para a amplificacéo da ilha de CpG do gene MMP2 utilizados
nesse trabalho foram planejados e padronizados através de duas reacbes de PCR
utilizando o mesmo par de iniciadores com condi¢cdes de estringéncia diferentes
(ANEXO Ill). Através desta metodologia foi possivel a obtencdo de uma boa
guantidade de produto amplificado sendo possivel a continuidade para a proxima

etapa de purificagéo (Figura 6).

600 pb
383 pb

600 pb

FIGURA 6 - AMPLIFICACAO DA ILHA DE CpG DO GENE MMP2. MM: marcador de massa
100 pb, (1) HB4a (2) MM 100 pb. Fragmento de 383 pb pré-purificagédo.

Através da Figura 6 acima € possivel observar que a ilha foi eficientemente
amplificada estando apta a fase seguinte de purificacdo. A purificacéo foi realizada a
partir da extracdo do gel de agarose. Na Figura 7 abaixo, € possivel observar que a
técnica foi realizada adequadamente, obtendo produto suficiente para a ligacdo no

vetor de sequenciamento.

600 pb
383 pb

FIGURA 7 - PURIFICACAO DE DNA CONTENDO A ILHA DE CPG DO GENE MMP2. MM:
marcador de massa; CN: controle negativo, (1) HB4a; (2) MDA-MB-231, (3) MCF-7.
Fragmento de 383 pb apds a purificagéo.
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Os produtos purificados foram ligados ao vetor pGEMT®easy (Promega).
Este vetor proporciona a ligacdo através da complementacdo com suas timinas
terminais, uma vez que a Taq Polimerase insere adeninas na reacdo do PCR, além
da sua resisténcia ao antibiotico ampicilina, sendo possivel uma pré-selecdo dos
clones.

Apos a ligacdo ao vetor, o produto foi eletroporado em estirpe E. coli DH10B e
os clones recombinantes foram selecionados por a-complementacéo. Nesta técnica
€ possivel a selecdo dos clones que receberam o inserto apdés a eletroporacéo,
sendo diferenciadas em colbnias brancas das colbnias azuis - que ndo receberam o
inserto. Isso se d& pela transcrigdo de uma porgdo da enzima B-galactosidase do
plasmideo, que complementa a porcéo presente na bactéria, e essa enzima ativa é
capaz de degradar o substrato X-gal presente no meio, gerando um composto azul.
Quando o inserto esta presente, a transcricdo nao acontece e as colbnias
permanecem brancas.

Em seguida os clones foram transferidos para uma nova placa e submetidos
ao PCR de colbnia para a confirmacdo do inserto. Os clones que se mostraram
positivos foram crescidos em meio liquido por aproximadamente 16h e submetidos
ao protocolo de extragcdo de DNA plasmidial (miniprep) que pode ser visualizado na
Figura 8 abaixo.

(o, e T () g o 2 et
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FIGURA 8 — ISOLAMENTO DE DNA DE CLONES CONTENDO A ILHA DE CpG do DO
GENE MMP2. MM corresponde ao marcador de 200 ng/uL, 1 — 13. DNA plasmidial dos
clones selecionados.

Em seguida, o DNA plasmidial foi submetido a técnica de sequenciamento e
os resultados podem ser visualizados nas figuras abaixo.

Segundo os dados de sequenciamento obtidos para o gene MMP2 foi
possivel observar que a linhagem normal HB4a apresentou um percentil de
metilacdo de 18,1%. De acordo com estudos anteriores realizados pelo nosso grupo,

sabemos que a linhagem HB4a expressa MMP2. As linhagens tumorais MCF7 e



28

MDA-MB-231, que ndo expressam MMP2, mostraram 87,7% e 86,2 % de metilacdo
global respectivamente. Na Figura 9 abaixo constam os dados da metilagéo de cada

clone selecionado de cada linhagem.
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FIGURA 9. PERFIL DE METILACAO DO GENE MMP2 EM LINHAGENS TUMORAIS DE
MAMA. A) metilacdo individual e global da linhagem HB4a; B) metilagéo individual e global
da linhagem MCF7; C) metilacdo individual e global da linhagem MDA-MB-231. Cada
dinucleotideo estd4 representado por um circulo, sendo que os circulos em preto
representam os CGs metilados e os circulos brancos, os ndo metilados. Os tracos
correspondem a CGs indeterminados quanto ao seu perfil de metilacdo. A numeracao acima
dos circulos corresponde a numeracgéo dos CGs, e a direita aos clones sequenciados.

O sequenciamento das linhagens HB4a, MCF7 e MDA-MB-231 corroboram os
nossos resultados anteriores de expressdo do gene MMP2. Ou seja, a linhagem

normal HB4a expressa MMP2 e, portanto, possui baixo nivel de metilacdo no
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promotor do gene. Por outro lado, as linhagens tumorais MCF7 e MDA-MB-231, que

nao expressam MMP2, possuem um alto grau de metilacéo global.

4.5 ANALISE DA METILACAO DO PROMOTOR DO GENE MMP2 EM TUMORES
PRIMARIOS DE MAMA POR PCR METILACAO ESPECIFICA (MSP)

A partir dos resultados do perfil de metilagcdo do gene MMP2 nas linhagens
HB4a e MCF7, regides diferencialmente metiladas nessas linhagens tumorais foram
escolhidas para o desenho dos iniciadores, descritos na Tabela 2. Com o intuito de
distinguir as amostras tumorais metiladas das ndo metiladas, utilizou-se a técnica de
MSP (methylation specific PCR). Para isso, os iniciadores sdo desenhados em sitios
de dinucleotideos CG, levando-se em consideracdo a modificacdo dos nucleotideos
pelo bissulfito de sédio e o perfil de expressdo da linhagem. Sendo assim, séo
necessarios dois pares de iniciadores para a aplicacdo da técnica, um para a
condicdo metilada e outro para a condicdo ndo metilada.

O primeiro par de iniciadores para a condicdo metilada (M) foi desenhado
sobre os CGs 11 e 12 (universal) e 35, 36 e 37 (reverso). Enquanto para a condi¢céo
nao metilada (U), sobre os CGs 13, 14 e 15 (universal) e 35, 36 e 37 (reverso).
Iniciou-se, entdo, a padronizacdo da reacdo de MSP nas linhagens celulares HB4a e
MCF7, em ambas as condi¢des, metilado (M) e ndo metilado (U). Como a linhagem
HB4a expressava MMP2, esperava-se visualizar banda apenas para reacdo U e a
linhagem tumoral MCF7 que ndo expressava, esperava-se banda apenas para
reacdo M. As condi¢bes de amplificacdo foram variadas, tanto em temperatura e
tempo de anelamento, quanto na quantidade de ciclos (ANEXO 1V), porém, néo foi
possivel a padronizacdo como esperavamos.

Na Figura 8, esta exemplificada uma das tentativas de padronizagdo, onde
nao conseguimos amplificar os produtos de modo satisfatorio correspondentes para

cada condicao.
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MM CN CN 1

500 pb

FIGURA 10. PADRONIZACAO DA REACAO DE PCR MSP EM LINHAGENS TUMORAIS.
MM: marcador de massa; CN: controle negativo, (1) HB4a reacédo U; (2) HB4a reacdo M; (3)
MCEF-7 reacéo U; (4) MCF-7 reacdo M. Fragmentos esperados de 201 pb (M) e 170 pb (V).

Diante dos resultados negativos decidiu-se pelo desenho de novos
iniciadores, alterando-se a regido de anelamento. Esses novos pares de iniciadores
foram desenhados sobre os CGs 13 e 14 (universal) e 31 e 32 (reverso) para ambas
as condicdes. Novamente, houve a tentativa da padronizagdo dos iniciadores nas
linhagens celulares, porém, da mesma maneira que o primeiro par testado, néo foi
possivel esta padronizacédo impossibilitando a continuidade da técnica. Na Figura 11
esta exemplificada uma das tentativas de padronizacdo onde ndo conseguimos

amplificar os fragmentos correspondentes para cada condicao.

200 pb

FIGURA 11. PADRONIZACAO DA REACAO DE PCR MSP EM LINHAGENS TUMORAIS.
MM: marcador de massa; CN: controle negativo, (1) HB4a reacdo M; (2) MCF-7 reacédo M;
(3) HB4a reacédo U; (4) MCF-7 reacdo U. Fragmentos esperados de 133 pb (M) e 132 pb

(V).

A técnica de MSP pode avaliar rapidamente o estado de metilacdo de regides
ricas em CGs em grande numero de amostras necessitando de quantidades
pequenas de DNA (KU et al., 2011). Outra técnica que pode fornecer uma analise
mais direta que a de MSP é o sequenciamento. No entanto, o MSP pode fornecer
informacdo semelhante e tem as vantagens de ser mais simples e rapido,
necessitando apenas de uma reacdo de PCR e analise em eletroforese (HERMAN et
al., 1996). Portanto, utilizando essa técnica seria possivel avaliar o perfil de

metilacdo de um grande numero de amostras de tumores primarios de mama.
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Porém, diante dos nossos resultados, resolvemos dar continuidade clonando e
sequenciando algumas amostras de tumores primarios de mama para avaliarmos se
o perfil de metilacdo desses tumores correspondia ao observado nas linhagens e

compara-los com a expressao da enzima MMP-2 no tecido tumoral.

4.6 PERFIL DE METILACAO DA ILHA DE CpG DO GENE MMP2 EM AMOSTRAS
DE TUMORES PRIMARIOS DE MAMA

Para a analise do perfil de metilagdo dos tumores, o DNA das amostras foi
tratado com bissulfito de sddio como descrito em material e métodos. Como controle
interno, o DNA tratado foi submetido a um PCR para a amplificacdo da regiao
satélite SATR-1, que demonstrou a eficiéncia do tratamento. As trés amostras
tumorais foram escolhidas devido as caracteristicas anatomopatolégicas dos
tumores, confrontando com os dados de imunohistoquimica ja disponiveis em nosso
laboratorio. A regido de interesse foi amplificada e pode ser visualizado na Figura 12

abaixo.

FIGURA 12. AMPLIFICACAO DA ILHA DE CpG DO GENE MMP2 EM TUMORES DE
MAMA. MM: marcador de massa; (1) tumor 412; (2) tumor 505; (3) tumor 619. Fragmento de
365 pb pré-purificacao.

Na Figura 12, é possivel observar que as ilhas de CpG dos tumores foram
eficientemente amplificadas, estando aptas a fase seguinte de purificacdo. A

purificacdo foi realizada a partir da extracdo do gel de agarose e pode ser

visualizada na Figura 13.
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500 pb
P 365 pb

FIGURA 13. PURIFICACAO DA ILHA DE CpG DO GENE MMP2 EM TUMORES DE MAMA.
MM: marcador de massa; (1) tumor 412; (2) tumor 505; (3) tumor 619. Fragmento de 365 pb
pés purificacao.

Amostras tumorais apresentam certa peculiaridade quanto a amplificacdo e
purificacdo. Nem sempre € possivel se obter uma quantidade ideal de produto como
0 esperado para as linhagens celulares, outro fator determinante da dificuldade em
se realizar tal metodologia aos tumores. Embora os fragmentos obtidos apresentem
pouca quantidade, os mesmos foram submetidos a ligacdo ao vetor como tentativa
de clonagem, utilizando uma proporcdo superior ao volume final descrito no
protocolo. Estes clones entdo foram eletroporados, selecionados e purificados para

posterior sequenciamento que pode ser visualizado na Figura 14 abaixo.
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FIGURA 14. PERFIL DE METILAQAO DO GENE MMP2 EM TUMORES DE MAMA. A)
metilacdo individual e global do tumor 412; B) metilagéo individual e global do tumor 505; C)
metilacdo individual e global do tumor 619. Cada dinucleotideo esta representado por um
circulo, sendo os circulos pretos representando os CGs metilados e os circulos brancos, os
ndo metilados. Os tracos correspondem a CGs indeterminados quanto ao seu perfil de
metilacdo. A numeracgéo acima dos circulos corresponde a numeracdo dos CGs, e a direita
aos clones sequenciados. As setas localizam os iniciadores utilizados na primeira (azuis) e
na segunda (vermelhas) tentativas de padronizacao.

De cada tumor primario avaliado, apenas seis clones foram obtidos. Este
namero, embora seja inferior aos oito clones recomendados, nos mostram um perfil
que podemos considerar dentro dos padrdes de confiabilidade. No trabalho
desenvolvido em nosso laboratorio (Ramos, et al., 2012 — manuscrito em
submissdo) 44 amostras de tumores foram avaliados quanto ao padrao de
expressao tecidual em cortes histolégicos utilizando a técnica de imunohistoquimica.
Os resultados mostraram que os tumores 412 (A) e 619 (C) ndo revelaram a

presenca da proteina MMP-2 na marcacdo com O anticorpo, enquanto o tumor
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identificado como 505 (B) era positivo para a presenca de MMP-2. Considerando
nossos dados de sequenciamento destas amostras, esperdvamos que 0s tumores
gue possuem MMP-2 apresentassem uma baixa taxa de metilagcdo global enquanto
tumores que ndo possuem MMP-2 citosolico apresentassem uma alta taxa de
metilagéo global. Contudo, aliando os resultados obtidos no sequenciamento, foi
possivel observar que as amostras 412 e 619 com expressdo negativa para MMP-2
mostraram uma metilacdo global de 96,1% e 56,8%, respectivamente. Enquanto a
amostra 505, que tem expressao positiva para a proteina, apresentou 92,8% de
metilagéo (Figura 14). Ou seja, os resultados do sequenciamento dos tumores néo
corroboram com os dados de expresséo da proteina MMP2.

Segundo a literatura, nos casos em que ocorre alta taxa de metilacdo da ilha
de CpG de determinado gene, ha a repressdo da sua transcricdo, ou seja, a
hipermetilacdo do DNA indica que genes estdo desligados (NOWSHEEN et al.,
2012). Contudo observamos que a metilacdo de quase 93% da amostra 505 n&o
corresponde com seu padrdo de expressdo positiva da MMP-2 obtida na
imunohistoquimica. Ainda se faz necessario a analise de mais amostras de tumores
porque talvez a nossa amostragem nao seja representativa entre a relacdo que
existe entre a metilacdo desse gene e sua expressdo, entretanto podemos sugerir
que pode existir uma provavel regulacdo por outros fatores epigenéticos na
expressao do gene MMP2.

Embora nossos resultados ainda demandem de uma anélise mais detalhada,
foi visualizado através da co-localizacdo dos iniciadores de MSP na sequéncia que a
dificuldade de padronizacéo era devido a auséncia de uma regido adequada para o
desenho destes iniciadores (ver setas na Figura 14). A posicdo ao qual eles se
encontram denotam o porqué de termos sempre obtidos mais fragmentos do que o
esperado para esta técnica tdo especifica, e que somente saberiamos esta
dificuldade partindo de um sequenciamento de uma amostra de tumor. Através
destes resultados também podemos observar que o desenho de iniciadores ideais
para a técnica de MSP nao serd possivel, uma vez que nao ha regides
diferencialmente metiladas entre amostras que expressam e ndo expressam 0 gene

MMP2, considerando, neste caso, os dados de imunohistoquimica.
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5 CONCLUSOES

Com este trabalho concluiu-se que os iniciadores planejados para o estudo do
perfil de metilagdo do promotor do gene MMP14 ndo estavam funcionando
adequadamente impossibilitando a continuidade de sua analise. Novos iniciadores
devem ser planejados para que a regido de interesse seja amplificada
adequadamente e possibilite o desenvolvimento do estudo desse promotor.

Também foi possivel concluir que, com relacdo ao gene MMP2, a linhagem
normal de mama HB4a possui um perfil de metilacdo global de aproximadamente
19%, condizente com seu padrédo de expresséo positiva. Da mesma forma, os perfis
de metilacdo das linhagens tumorais MCF7 e MDA-MB-231, superiores a 80%,
correspondem ao padréo génico de expressado negativa, corroborando os dados da
literatura que demonstram que o gene MMP2 é regulado por mecanismos
epigenéticos de metilacdo do DNA.

Através do sequenciamento do gene MMP2, iniciadores para a técnica de
MSP foram desenhados, no entanto, sua padronizacdo nao foi obtida embora
exaustivas tentativas fossem realizadas. Dado este que sO foi possivel ser
considerado a partir do sequenciamento da regido promotora de MMP2 em amostras
de tumores primarios, que demonstrou que esses iniciadores nao estavam
localizados em regifes adequadas. Com 0 sequenciamento das amostras tumorais,
também foi possivel observar que a relacdo entre metilacdo e expressdo génica do
gene MMP2 néo esta presente nos tumores. Este resultado aparentemente negativo
podera no futuro mostrar que, apesar deste gene ter sua regulacdo mediada pela
metilacdo do DNA, este ndo € o Unico fator, e que demais estudos envolvendo a
regulacdo de sua transcricdo sdo necessarios para a conclusdo de sua participagédo

na tumorigénese em cancer de mama metastatico.
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PARES DE INICIADORES E CONDICOES DAS REACOES UTILIZADOS NA REAGCAO

NESTED-PCR PARA AMPLIFICACAO DE SATR-1.

Par de iniciadores Condicdes

HIPO2 Universal-1
5 GTTATATTATITTITGTTTITTTIG 3

HIPO2 Reverso-1
5 ACATTT CCT TAT AATATTATTCC 3

Reacdo 1
95°C -5
94°C-3
48°C -3
72°C-2
94°C-3
50°C -3
72°C-2" -
94°C -1
52°C-1"
72°C -1 |
72°C-5%

5x

35x

HIPO2 Universal-2
5 TAT AGT GGT GGT GTATATTTG 3’

HIPO2 Reverso-2
5 CAC CTAACC TAT AATATTTCT TC 3.

Reacgéo 2
95°C -5
940°C -1’
50°C -3
72°C -2
94°C -3’
52°C -3
72°C -2
94 °C — 45"
54 °C — 40"
72°C -2
72°C -5

5x

35x
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e PARES DE INICIADORES E CONDIGOES DAS REACOES UTILIZADOS NA PADRONIZACAO
DA AMPLIFICACAO DAS ILHAS DE CpG DO GENE MMP14

Par de iniciadores Tamanho do Condi¢cbes testadas
fragmento
Reacéo 1 Reacéo 2
PF14_NESTED 95°C -5 95°C-%
5 TGA GGA ATAATT 94 °C — 45” 94 °C — 45
TTITTTTAATTTTAAGT 47 £ 5°C — 45" 48 +5°C — 45"
3 72°C -2 72°C -2
1011 pb 94°C - 45" | 94 °C — 45"
49+50C-45" [ 5x 50+5°C-45" [ 5x
72°C -2 = 72°C -2
RP14_NESTED 94 °C - 30” 94 °C — 30”
5 ATT AAC AAC AAA 51+5°C-45"  35x 52+5°C—-45" [ 35x
AAA AAC CTAAAAAC 3 72°C -2 _ 72°C -2
72°C-% 72°C -5
Reacdo 1 Reacéo 2
95°C -5 95°C -5
MMP14_FN 94 °C — 45” 94 °C — 45"
S5TGTTITTTIGTITTTT 44 + 3°C — 45" 45 +3°C — 45"
TIGTTITAYZ 72°C -2 72°C -2
823 pb 94 °C — 45” ] 94 °C — 45"
46+3°C-45 [ 5x 47+3°C-45 [ 5x
RP14_NESTED 72°C -2 - 72°C -2
5" ATT AAC AAC AAA 94 °C — 30” 94 °C - 30”
AAA AAC CTAAAAAC Y 48 +3°C-45" [ 35x 49 +3°C-45" ~ 35x
72°C -2 | 72°C -2
72°C-5% 72°C -5




42

ANEXO Il

PARES DE INICIADORES E CONDICOES DAS REAGOES UTILIZADOS NA AMPLIFICAGCAO DAS
ILHAS DE CpG DO GENE MMP2

Par de iniciadores Tamanho do Condicgdes

fragmento

Amostras linhagens Reacdo 1 Reacéo 2
celulares 95°C -5 95°C -5’
94 °C — 45 94 °C — 45
N2F_MMP2 52°C — 45" 54 °C — 45
5 AAG GGA TTG TTA GGA 72°C -2 72°C -2
TITG? 383 pb 94 °C — 45” ] 94 °C — 45 ]
54°C-45 [ 5x 56°C-45" [ 5x
72°C-2" - 72°C-20
N1R_MMP2 94 °C - 30" | 94 °C — 30" ]
5" AAC TCA CCA CTA CCA 56°C-45" [ 35 58 °C —45"  35x
ACTC?Z 72°C-2" | 72°C-2" |
72°C-% 72°C-%
Amostras tumorais Reacéo 1 Reacgéo 2
95°C -5 95°C -5
N2F_MMP2 94 °C — 45" 94 °C — 45
5 AAG GGATTG TTA GGA 52 °C - 45" 54 °C — 45”
TITG3 72°C -2 72°C -2
365 pb 94°C — 45" | 94°C — 45" |
54°C-45" [ 5x 56°C—-45" [ 5x
MMP2R1Ch 72°C-2" - 72°C-20
5 ACTCTT TATCCRTTT 94 °C — 30" | 94°C - 30" |
TAAAAAC 3 56°C -45" [~ 35x 58°C -45" [ 35x
(Chernov et al., 2009) 72°C-2" | 72°C-2" |
72°C -5 72°C -5
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ANEXO IV

e INICIADORES UTILIZADOS NA TECNICA DE MSP

Iniciadores Sequéncia 5’-3’ CpGs Tamanho do

fragmento

FM-MMP2 (1) TTATGAGTCGTTGAGTCGGGT 11,12

RM-MMP2 (1) TCAAAAAACCCGTAAACGCG 35,36e 37 201 pb

FU-MMP2 (1) TATTGAGTTAGTGGATTTTTGGA 13,14 e 15

RU-MMP2 (1) CTCAAAAAACCCATAAACACAC 35,36 e 37 170 pb

FM-MMP2 (2) AGGTTATCGAGTTAGCGG 13e14

RM-MMP2 (2) CATCGTAACGCTCCCTAA 31e32 133 pb

FU-MMP2 (2) AGGTTATTGAGTTAGTGG 13e 14

RU-MMP2 (2) ATCATAACACTCCCTAAC 31e32 132 pb

Nota: Considera-se o0 M junto ao nome dos iniciadores como Metilado e U como ndo metilado
(Unmethylated). F corresponde ao iniciador universal e R ao reverso. Dois pares de iniciadores foram

testados para cada condigéo.

e CONDICOES DE AMPLIFICACAO UTILIZADAS PARA A PADRONIZACAO DAS REACOES
DE MSP.

Iniciadores Condicbes

FM-MMP2/RM-MMP2 (1) 95°C -5’

94 °C - 40”
52+3°C-26+4" 35+3x

72°C -2

72°C -5
FU-MMP2/RU-MMP2 (1) 95°C -5

94 °C — 40

51+3°C-27+2

72°C -2

72°C -5
FM-MMP2/RM-MMP2 (2) 95°C -5’

94 °C - 40”
54+3°C-23x7" 33+2x

35+3x

72°C -2’

72°C -5’
FU-MMP2/RU-MMP2 (2) 95°C -5

94 °C — 40"

46 +1°C —28 + 3

72°C -2

72°C -5’

34 +£1x




