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RESUMO

O céancer de mama é o tipo de cancer mais frequente entre as mulheres em todo
o mundo. A enzima MMP-2 € uma metaloprotease capaz de degradar o colageno
tipo IV, um dos principais constituintes da matriz extracelular (MEC). Sua funcéo
€ amplamente descrita por atuar no mecanismo de metastases em diversos tipos
de cancer. Estudos recentes demonstraram que a linhagem tumoral de mama
MCF7 possui o gene MMP2 regulado por metilagdo do DNA. Além disso, alguns
estudos tém demonstrado que a fibronectina, uma importante proteina
constituinte da MEC, é capaz de promover a expressao de MMP-2 em linhagens
tumorais de mama. Resultados recentes do nosso grupo mostraram que a
linhagem tumoral MCF7 quando tratada com fibronectina por 5 horas sofre 30%
de desmetilacdo da regiao promotora do gene MMP2. Entretanto, observou-se
também que tal processo foi transitorio, porque houve a remetilacao parcial do
promotor quando o estimulo foi retirado. Ainda, a fibronectina induziu o aumento
de uma marca de histona no promotor de MMP2 que sinaliza para a ativacéo da
transcricdo génica. Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi dar continuidade a
esse estudo, avaliando a regulacao epigenética do gene MMP2 em linhagens
tumorais de mama apoés o cultivo com fibronectina em diferentes tempos. Para
isso, células da linhagem MCF7 submetidas ao tratamento com fibronectina por
8, 12 e 24 horas, e da linhagem MDA-MB-436 por 24 horas, tiveram seus niveis
de expressao de MMP2, metilacdo do DNA e modificacbes de histonas do
promotor do gene avaliados. Na linhagem MCF7, o tratamento por 8, 12 e 24
horas foi capaz de promover o aumento da expressao de MMP2 em 7, 25 e 9
vezes, respectivamente, comparado com o controle, assim como a reducao da
metilacdo do promotor de 90% (controle) para 70%, 40% e 52%,
respectivamente. O tratamento por 24h também promoveu o0 aumento da marca
de ativacdo génica H3K4me3. Ainda, apdés 12h de cultivo com fibronectina, a
linhagem MCF7 aumentou sua capacidade migratoria. A fim de verificar se o
efeito observado néo era exclusivo da linhagem MCF7, foi incluida no estudo a
linhagem MDA-MB-436 que foi submetida ao tratamento por 24h, e apresentou
aumento na expressao génica de MMP2 (4 vezes) e reducdo da metilacdo do
promotor (de 90% para 22%). Por fim, as células tratadas foram mantidas em
cultivo sem a fibronectina para avaliar a estabilidade das modificagdes. Essas
células, chamadas de recultivo, apresentaram uma reducao na expressao génica
e aumento na metilacdo do promotor quando comparadas com as células logo
apos os tratamentos, confirmando o efeito transitorio da fibronectina nos eventos
epigenéticos, que ja tinha sido observado apds 5 horas de tratamento. Esses
dados corroboram e complementam os mecanismos observados pelo nosso
grupo de pesquisa e contribuem para a compreensdao dos mecanismos
epigenéticos que regulam a expressdo de um importante gene associado as
metastases tumorais.

Palavras-chave: Cancer de mama, MMP-2, epigenética, metilagdo do DNA.



ABSTRACT

Breast cancer is the most common cancer worldwide among women. The MMP-
2 enzyme is a metalloprotease capable of degrading type IV collagen, a major
constituent of the extracellular matrix (ECM). Its function is widely described by
acting in the mechanism of metastasis in various cancers. Recent data has
shown that the MCF7 breast tumor cell line has the MMP2 gene regulated by
DNA methylation. In addition, some studies have shown that fibronectin, an
important constituent of the extracellular matrix, is capable of promoting MMP-2
expression in breast tumor cell lines. Recent results from our group showed that
fibronectin was able to induce MMP2 expression by a 30% decrease in its
promoter methylation in MCF7 tumor cell line. However, it was also noted that
this process was transient, because a partial promoter remethylation was
observed when the stimulus was removed. Moreover, a histone marker for an
open chromatin conformation was significantly increased. Therefore, the aim of
this work was to continue evaluating the epigenetic regulation of the MMP2 gene
after cultivation of breast tumor cell lines with fibronectin at different times. To this
reason, MCF7 cells subjected to treatment with fibronectin for 8, 12 and 24 hours
and MDA-MB-436 cells subjected to treatment for 24 hours, were evaluated by
the levels of MMP2 expression, gene promoter DNA methylation and histone
modifications. In the MCF7 cell line, treatments for 8, 12 and 24 hours were able
to promote 7, 9 and 25-fold increase in MMP2 expression, respectively,
compared with the mock. In addition, promoter methylation was reduced from
90% (control) to 70%, 40% and 52%, respectively. Treatment for 24h also
promoted an increase of the histone open chromatin conformation marker
H3K4me3. Moreover, the migratory capacity of MCF7 cells treated for 12h was
increased. In order to confirm the fibronectin effect, the MDA-MB-436 cell line
was subjected to 24h fibronectin treatment, which showed an increase in MMP2
gene expression (4-fold) and a reduction of promoter methylation (from 90% to
22%). Finally, the treated cells were kept in culture without fibronectin to evaluate
the modifications stability. These cells (recultivation) showed a gene expression
reduction and promoter methylation increased when compared to the cells after
treatments, confirming the fibronectin transient effect observed after the 5h
treatment. These data support and complement the mechanisms observed by
our research group and contribute to understand the epigenetic mechanisms that
regulate the expression of an important gene associated with tumor metastasis.

Keywords: Breast cancer, MMP-2, epigenetics, DNA methylation.
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1 INTRODUCAO

1.1 O CANCER

O cancer é uma das principais causas de morte no mundo, responsavel
por 13% de todas as mortes (7,6 milhdes) em 2008 (FERLAY et al., 2010). Nos
Estados Unidos, o cancer € a segunda maior causa de morte (23% do total),
seguido das doencas cardiacas (SIEGEL et al., 2014).

Estimativas mundiais do projeto Globocan 2012, da Agéncia
Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC), apontaram em todo o mundo
14,1 milhdes de casos novos de cancer e um total de 8,2 milhées de mortes por
cancer em 2012. Em 2030, esperam-se 21,4 milhdes de casos novos de cancer
e 13,2 milhdes de mortes por cancer em consequéncia do crescimento e do
envelhecimento da populagdo, bem como da redugéo na mortalidade infantil e
nas mortes por doencas infecciosas em paises em desenvolvimento (FERLAY
et al., 2013).

O cancer possui origem multifatorial e o crescente aumento no niumero de
casos nas ultimas décadas tem sido atribuido também aos estilos de vida que
aumentam os numeros da doencga, tais como o tabagismo, vida sedentaria e
habitos alimentares inadequados, principalmente nos paises ocidentais (JEMAL
et al., 2011).

No Brasil, a estimativa para o ano de 2014 (valida também para o ano
de 2015) reforca a magnitude do problema do cancer no pais. Estdo previstos
aproximadamente 576 mil casos novos de céancer, incluindo os casos de pele
ndao melanoma. O mais incidente na populacao brasileira serd o cancer de pele
do tipo ndo melanoma, em seguida os tumores de préstata, mama feminina,

cllon e reto, pulmao, estdbmago e colo do utero (INCA, 2014).

1.2 O CANCER DE MAMA

Entre as mulheres, o cancer de mama esta no topo da lista entre os mais
incidentes no mundo, representando 25% do total de diagndsticos.
Aproximadamente 1,3 milhdes de casos e 458.400 mortes ocorreram em 2008
(FERLAY et al.,, 2010) e 1,67 milhdes de casos e 522.000 mortes foram
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estimadas para 2012 no mundo (FERLAY et al., 2013). Nos Estados Unidos, € a
principal causa de morte por cancer em mulheres entre 20 a 59 anos, e totalizou
40.678 mortes em 2009. Ainda, a estimativa é que o cancer de mama represente
29% do total de novos casos de cancer e 14% do total de mortes em 2014
(SIEGEL et al., 2014). Aléem disso, é 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, séo estimados 57.120 novos casos de cancer de mama para 2014
(INCA, 2014).

O cancer de mama é um tumor maligno derivado de alteracdes genéticas
e epigenéticas que levam a proliferacdo de células epiteliais para o interior de
ductos ou I6bulos mamarios (POLYAK, 2007). Os mais incidentes sao o do tipo
ductal, o qual corresponde a cerca de 80% dos tumores diagnosticados, e os
lobulares, com aproximadamente 15% (SCHMITT & GOBBI, 2006; BOMBONATI
& SGROI, 2011).

O carcinoma de mama in situ constitui um conjunto de lesbes da mama
caracterizado pela proliferacéo epitelial maligna restrita aos ductos ou lébulos
mamarios e, portanto, totalmente limitadas pela lamina basal (SCHMITT &
GOBBI, 2006). O grupo dos carcinomas invasivos € caracterizado por uma
profunda heterogeneidade histomorfoldgica e clinica (BOMBONATI & SGROI,
2010) e inclui todos os carcinomas mamarios que infitram 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 & GOBBI, 2006).

A resolucdo da heterogeneidade tumoral caracteristica dos carcinomas
invasivos € um grande desafio para o estudo e tratamento do cancer de mama
(SORLIE, 2004). O cancer de mama € considerado uma doencga heterogénea
devido a diversidade de comportamento, tanto do ponto de vista clinico quanto

bioldgico.

1.2.1 Fatores de risco

Fatores ambientais e estilo de vida tém relevante importancia no

desenvolvimento do cancer de mama, uma vez que a incidéncia e mortalidade
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por essa neoplasia apresentam variagdo em relacao a distribuicdo geografica e
a condicdo socioecondémica (TRICHOPOULOS et al.,, 2008; FERLAY et al.,
2013). Sua ocorréncia também é influenciada, dentre outros fatores, pelo género,
idade, histéria reprodutiva da mulher, predisposi¢cdo genética, doenca benigna
prévia, estilo de vida e exposicdo da mama a radiacdo (MCPHERSON et al.,
2000; TRICHOPOULGOS 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 relacéo a histéria reprodutiva da mulher, a
menarca precoce, menopausa tardia, nuliparidade, idade avancada de primeira
gestacado 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 BRCA1 e BRCA2 que
sdo responsaveis por uma propor¢cdo consideravel dos tumores malignos de
mama de carater familiar (MCPHERSON et al., 2000; TRICHOPOULOS et al.,
2008).

1.2.2 Mecanismos moleculares do cancer

A neoplasia consiste de uma comunidade de células tumorais
heterogéneas e de células do estroma localizadas na matriz extracelular (MEC),
nutridas por um sistema vascular (AZNAVOORIAN et al., 1990).

A progresséao do cancer é um processo complexo que pode ser dividido
em etapas que envolvem diversas modificacées, sendo que as principais estao
no controle do ciclo celular (PARK & LEE, 2003). Hanahan e Weinberg et al.,
2011 sugeriram que seis alteragfes sdo fundamentais na progressdo de um
cancer, sdo 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.
Invasdo tecidual e metastase. Na ultima década, outras marcas tém sido
destacadas no desenvolvimento de tumores, como a instabilidade gendémica,
inflamacgéo, reprogramacdo do metabolismo energético e evasdo do sistema

imune. Cada passo é critico para o desenvolvimento de células hiperplasicas até
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um tumor avancado que tem a capacidade de formar metdstases para locais
distantes (HANAHAN & WEINBERG, 2011).

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
migracao para locais distantes, aonde podem se estabelecer para formar novas
colénias, denominadas metastases (HANAHAN & WEINBERG, 2000).

A distribuicdo de células tumorais a distancia, as metastases, é a causa
de morte decorrente de tumores sélidos em 90% dos casos (ARTACHO-
CORDON et al., 2012; WEIGELT et al., 2005). O processo metastatico envolve
as células tumorais, as células inflamatorias e do estroma. Inicialmente ha uma
transicdo epitelial-mesenquimal (TEM), processo no qual as células epiteliais
perdem a polaridade apical-basal e os contatos célula-célula ganhando um
fenotipo mesenquimal, o qual inclui o aumento do contato célula-MEC e
migracdo celular (PARK & SCHWARZBAUER, 2013). Como parte do processo
metastatico, além do aumento da motilidade das células tumorais, € necessaria
a destruicdo da matriz extracelular proxima a essas células, abrindo um caminho
para sua passagem (STAMENKOVIC, 2000).

Durante a progressao do cancer, a matriz extracelular passa por
constante remodelamento, tanto pela degradacéo de moléculas pré-existentes,
qguanto 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
& ZEISBERG, 2006). Além disso, a transformacédo da MEC é um regulador das
interacbes estroma-células durante a formacdo de tumores malignos
(GROBLEWSKA et al., 2012).

A invaséo e migracao celular sdo processos complexos que envolvem
a MEC, proteinases, quimiocinas, receptores de adesdo e a membrana basal
(BAUVOIS, 2012). A expressao de proteases produzidas pelo tumor e pelas
células do estroma € normalmente associada a um pior prognéstico
(KOHRMANN et al., 2009; LI et al., 2004; MIN et al., 2014; SHAH et al., 2009),
umavez que elas sédo responsaveis pela degradagédo da MEC, possibilitando que
células tumorais escapem do tumor primario e colonizem um novo ambiente
(HANAHAN e WEINBERG, 2000; ARTACHO-CORDON et al., 2012). Algumas
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dessas proteases que representam componentes chaves na comunicagao entre

0 tumor e o estroma sao as metaloproteases de matriz (MMPS).

1.3 METALOPROTEASES DE MATRIZ (MMPs)

As metaloproteases de matriz sdo enzimas que constituem uma familia de
endopeptidases zinco-dependentes e participam de varios processos fisiologicos
e de sinalizacdo, atuando na clivagem de diversos substratos constituintes da
MEC (STAMENKOVIC, 2000; KESSENBROCK et al., 2011). Essa familia é
composta por 23 membros classificados de acordo com suas caracteristicas
estruturais e expressos em um estado enzimatico inativo. A porcao catalitica da
enzima interage com o pro-dominio, que sofre clivagem e ativa a capacidade
proteolitica da MMP (KESSENBROCK et al., 2011). De acordo com a
especificidade do substrato e a organizacdo estrutural, as MMPs sao
classificadas em cinco sub-grupos: colagenases, gelatinases, estromelisinas,
matrilisinas e as ancoradas a membrana (membrane-type |) (SBARDELLA et al.,
2012).

Para evitar perturbacdes na arquitetura tecidual, a atividade das MMPs é
estritamente regulada fisiologicamente e, em diversos tipos de cancer, inclusive
no cancer de mama, esta atividade torna-se desregulada (ARTACHO-CORDON
et al., 2012). Estudos demonstram que essas enzimas sao altamente expressas
nos estagios iniciais de invasado tumoral e estdo envolvidas nas etapas iniciais
da carcinogénese mamaria (STAMENKOVIC, 2000; ARTACHO-CORDON et al.,
2012).

Além da participacédo nos processos de invasao e metastase, as MMPs
estdo envolvidas na modulacédo de outros processos do microambiente tumoral,
como nos sinais de crescimento celular, apoptose, processos angiogénicos e
inflamatorios, além da preparacdo do nicho metastatico, local onde as células
metastaticas irdo se estabelecer (Figura 1) (KESSENBROCK et al.,, 2011;
BAUVOIS, 2012).
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Pro: MMP-1, -2, -7, -9, -14
Anti: MMP-2, -9, -12

Anti: MMP-3

Pro: MM

Anti: MMP-2, -8

FIGURA 1 - MODULACAO DO MICROAMBIENTE TUMORAL PELAS
MMPS. Diversas MMPs participam dos processos envolvidos nha
carcinogénese: angiogénese (roxo), crescimento celular (marrom), invasao
(vermelho), nicho metastético (laranja), inflamacg&o (amarelo), sobrevivéncia
celular (verde) e adipogénese (azul).
Fonte: KESSENBROCK et al., 2011

1.3.1 MMP-2

A enzima MMP-2 ou gelatinase A pertence ao sub-grupo das gelatinases,
as quais sdo caracterizadas pela presenca do dominio de ligacdo ao colageno
(CBD - collagen binding domain), localizado na porc¢éo catalitica (SBARDELLA
etal., 2012). A MMP-2 é secretada na forma de zimogénio (proMMP-2), ou seja,
para sua ativacao é necessaria a clivagem pos-traducional do seu pré-dominio
na presenca das moléculas TIMP-2 e MMP-14 (MT1-MMP) na superficie celular
(BERNARDO & FRIDMAN, 2003; MOHAMMAD et al., 2012; SBARDELLA et al.,
2012; ROBERTS et al., 2002). Mecanismos alternativos de ativacao biolégica
envolvendo a MMP-15 (MT2-MMP), trombina e uPAR também foram descritos
(SBARDELLA et al., 2012).

A enzima MMP-2 é capaz de clivar uma gama de substratos, entre
citocinas, fatores de crescimento, receptores e fatores de ligacdo, além de
componentes da MEC, como os colagenos do tipo | e IV (SBARDELLA et al.,
2012) e fibronectina (KENNY et al., 2008). Essa metaloprotease € expressa

constitutivamente em quase todos os tecidos humanos, principalmente por
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fibroblastos, células endoteliais e epiteliais, estando envolvida em diversos
processos biologicos e também patoldgicos, como neoplasias, doencas
cardiovasculares e auto-imunes (SBARDELLA et al., 2012).

Os tumores malignos possuem altos niveis de expressdo de MMP-2
(BAUVOIS, 2012) e apresentam elevado risco de metastases, acarretando na
diminuicdo do tempo de sobrevida das pacientes (QUARANTA et al., 2007;
TALVENSAARI-MATTILA et al.,, 2003). A metaloprotease MMP-2 atua na
degradacéo final das fibras de colageno, possibilitando a remodelagem da MEC
e deste modo facilitando a migracdo células tumorais a partir do tecido
circundante (ARTACHO-CORDON et al., 2012).

Partyka e colaboradores (2012) demonstraram uma expressao elevada
dessa enzima em tecidos de pacientes com cancer gastrico metastatico
confirmando sua participacdo nos processos neoplasicos e invasivos (PARTYKA
et al.,, 2012). A elevada expressdao de MMP-2 no plasma de pacientes com
cancer colon retal linfonodos-positivos foi relacionada com a invasao linfatica e,
consequentemente, com O processo metastatico nesta neoplasia
(LANGENSKIOLD et al., 2005).

O nivel de MMP-2 ativa tem sido considerado um indicador da
disseminacéao de células tumorais por diversos autores (JEZIERSKA & MOTYL,
2009). Liu et al. (2006) demonstraram que a MMP-2 ativa e circulante no sangue
pode ser um importante marcador soltvel relacionado com o tamanho do tumor
mamario, indicando o risco de recorréncia e auxiliando na definicdo da terapia
(LIU et al., 2006).

1.3.1.1 O microambiente tumoral e MMP-2

O microambiente tumoral é um importante contribuinte para a
patogénese e progressao dos mais variados tipo de cancer. Tem um papel critico
como regulador na progressao de tumores por seu contato direto com as células
tumorais, atuando como uma fonte importante de fatores de crescimento,
motilidade e angiogénicos que podem afetar significantemente a biologia tumoral
(BISSELL et al., 1982; DAVIDSON et al.,, 2014; GOUBRAN et al., 2014). O
estroma nos tumores € composto por macréfagos, fibroblastos e pela MEC que

proporciona a base de coesao em torno das células tumorais (KASPAR et al.,
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2006). Além disso, quando comparado com os tecidos normais, o0 estroma de
tumores apresenta infiltrados celulares imunes, aumento de colageno | e
deposicao de fibrina (RUDNICK e KUPERWASSER, 2012).

A MEC néo é apenas um meio de suporte mecanico, mas também um
modulador de sinais para as células (LELIEVRE, 2009). Nesse contexto, sabe-
se que a degradacédo da MEC pela MMP-2 é capaz de gerar ou liberar moléculas
bioativas que influenciam na progressao tumoral. Tais moléculas fazem parte da
rede de informacdo contida na MEC que pode desencadear, por exemplo,
migracéo celular e angiogénese (BAUVOIS, 2012).

Diante disso, a relacdo entre as metaloproteases e as proteinas que
compdem a MEC tem uma importancia primordial na progresséao de tumores. A
MEC comp®&e o microambiente no qual as células estdo inseridas, e é composta
por uma rede de moléculas, tais como o coldgeno, elastina, laminina,
proteoglicanos hidrofilicos e fibronectina em baixas quantidades (LELIEVRE,
2009). Por sua vez, a fibronectina desempenha muitas func¢des biolégicas
incluindo a integridade estrutural da MEC, a ligacéo entre as células, migracao,
controle da morfologia e diferenciacdo celular (STEFFENSEN et al.,, 2002).
Entretanto, essa proteina ndo esta presente no tecido normal da mama, mas
apresenta-se altamente expressa em tumores mamarios (IOACHIM et al., 2002)
sendo inclusive associada a malignidade do tumor e ao progndstico da doenca
(HELLEMAN et al., 2008). A expresséao da fibronectina esta relacionada com a
transicao epitelial-mesenquimal (TEM) que constitui um dos eventos iniciais para
as metéstases (HELLEMAN et al., 2008; PARK & SCHWARZBAUER, 2013).

Durante a TEM, alguns marcadores mesenquimais tém sua expressao
aumentada, como a fibronectina, e também a MMP-2 que participa ativamente
desse processo (PARK & SCHWARZBAUER, 2013). Feng e colaboradores
(2007) avaliaram o perfil de expressao génica em tumores priméarios de mama e
em tumores metastaticos linfonodo-positivos e observaram que os genes que
codificam as proteinas MMP-2 e fibronectina estavam mais expressos em
tumores primarios. Esse perfil é indicativo do envolvimento inicial dessas
moléculas no processo metastatico, no qual é necessaria inicialmente a adeséo
das células tumorais a membrana basal — mediada por moléculas da MEC, tais

como a fibronectina — e, entéo, a degradagéo dessa membrana — que ocorre por
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meio de proteases, como a MMP-2 — para que aconteca a invasao de vasos
sanguineos e linfaticos (FENG et al., 2007).

A regulacédo da expresséao de diversos fatores envolvidos na progressao
tumoral parece ser mediada por mecanismos epigenéticos, inclusive do gene
MMP2 e de outras MMPs. Diante disso, tais mecanismos serdo descritos a

sequir.

1.4 EPIGENETICA

A epigenética se refere a mudancas na expressdo génica que sao
atribuidas a alteracfes na cromatina que afetam a acessibilidade ao DNA, e que
nao envolvem mudancas na sequéncia de nucleotideos. Essas alteracfes sao
reversiveis, herdaveis e resultam no aumento da expressdo génica ou ho
silenciamento génico (BIRD, 2007; NOWSHEEN et al.,, 2012; FEINBERG &
TYCKO, 2004; MOMPARLER, 2003).

As trés principais alteracdes epigenéticas conhecidas sao a metilacao
do DNA, as modificacbes pos-traducionais das histonas e os RNAs nao
codificadores (NnCRNAS).

1.4.1 RNA nao codificadores

Outro componente epigenético capaz de regular a expressao génica sédo
0s RNAs néo codificadores (ncRNAS). Dentre estes, 0 subgrupo dos microRNAs
(miRNAS), que possuem cerca de 22 nucleotideos de comprimento, tem sido
associado ao desenvolvimento de diversas patologias, inclusive de tumores
(CONNOLLY & STEARNS, 2012; DAWSON & KOUZARIDES, 2012; GARCIA-
GIMENEZ et al., 2012). Estas moléculas reguladoras estdo envolvidas com o
silenciamento transcricional e pos-transcricional de genes, uma vez que se ligam
a sequéncias alvo de mRNAs e os direcionam para clivagem ou simplesmente
impedem sua traducao (BARTEL et al., 2004; DAWSON & KOUZARIDES, 2012;
CHERNOV & STRONGIN, 2011). O perfil de expressdo de miRNAs é
significativamente diferente entre as células normais e tumorais (CHERNOV &
STRONGIN, 2011) e muitos ja foram descritos como envolvidos na invasao e

metastase no cancer de mama. Tém sido sugerido como fortes candidatos para
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biomarcadores de diagndstico e progndstico nos préximos anos (CONNOLLY &
STEARNS, 2012; GARCIA-GIMENEZ et al., 2012).

1.4.2 Metilacdo do DNA

A metilacdo do DNA é uma modificagdo quimica covalente resultante da
metilacdo do carbono 5 de citosinas seguidas por guaninas na sequéncia génica,
os chamados dinucleotideos CpG. Citosinas metiladas também foram
documentadas no contexto CpA ou CpT (BIRD, 2002). A metilacdo ocorre
guando um grupo metil oriundo da 5-adenosilmetionina (SAM — doador universal
de metil) é adicionado a posicao 5 do anel pirimidico da citosina (C), gerando a
5-metilcitosina  (5mC), processo este catalisado pelas enzimas DNA
metiltransferases (DNMTs) (BESTOR, 2000).

Sequéncias de DNA gue possuem alta densidade dos dinucleotideos
CpG sao denominadas 'llhas de CpG' e encontram-se geralmente associadas as
regides promotoras e reguladoras dos genes (ANTEQUERA, 2003; AUCLAIR &
WEBER, 2012). A hipermetilacdo de ilhas de CpG em regibes promotoras € o
evento mais comum de inativacdo epigenética de um gene (JONES & BAYLIN,
2002).

O padréao de metilagdo é mantido pela cooperacao entre as DNMTs 1,
3a e 3b, uma vez que as sequéncias de DNA hemi-metiladas que aparecem
imediatamente apo6s a replicacdo ou reparacao sao preferencialmente metiladas
(JELTSCH & JURKOWSKA, 2014). Entretanto, esses padrdes encontram-se
alterados em todos os tipos de cancer (AUCLAIR & WEBER, 2012), os quais
apresentam geralmente uma perda de metilacdo global e adquirem uma
hipermetilagcdo em promotores especificos (GRONBAEK et al., 2007).

O processo de desmetilacdo do DNA acontece naturalmente no genoma
de mamiferos durante o desenvolvimento embrionario de duas maneiras
distintas. O genoma materno é desmetilado através das divisbes celulares por
um processo passivo dependente da replicagdo, com reducéo da atividade da
DNMTL1. Por outro lado, o genoma paterno perde rapidamente a metilacdo de
citosinas, de uma maneira ativa, antes mesmo da replicagdo do DNA (AUCLAIR
& WEBER, 2012). InUmeros estudos na ultima década tém buscado identificar

as enzimas € mecanismos responsaveis por esse processo ativo de
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desmetilacdo (SCHOMACHER, 2013), que também contribui para os padrées
alterados de metilagcdo observados no cancer (revisado por WILLIAMS et al.,
2012). Um dos mecanismos melhor compreendidos envolve a oxidacdo da 5-
metilcitosina (5mC) a 5-hidroxi-metilcitosina (5hmC), e entdo a 5-formil-citosina
(5fmC) e 5-carboxil-citosina (5caC) catalisadas por enzimas de translocacéo
dez-onze, ou ten-eleven-translocation (TET). Ainda, a 5hmC pode sofrer
deaminacdo gerando 5-hidroxi-metiluracil (5hmU). Por sua vez, esses
intermediarios (5hmC, 5fmC, 5caC e 5hmU) sdo removidos por glicosilases,
seguido de reparo por excisdao de bases que repfe a citosina nao-metilada
(AUCLAIR & WEBER, 2012; SCHOMACHER, 2013; WILLIAMS et al., 2012; WU
& ZHANG, 2011).

1.4.3 ModificagOes de histonas

A estrutura da cromatina exerce importante influéncia na regulacéo da
expressdo génica. Proteinas associadas ao DNA, particularmente as histonas,
tém um importante papel nessa estruturagcdo. Um complexo octamérico formado
por dimeros das histonas H2A, H2B, H3 e H4 possibilita o enrolamento do DNA
e forma o chamado nucleossomo, unidade basica da cromatina (GEZER &
HOLDENRIEDER, 2014). A regido N-terminal das histonas é passivel de sofrer
uma variedade de modificacbes pds-traducionais em diversos residuos de
aminoacidos. Entre elas estdo a acetilacdo, metilacdo, fosforilacéo,
ubiquitinacdo, sumoilacdo, deiminacao, entre outras (KOUZARIDES, 2007).

As modificagBes das histonas séo catalisadas por enzimas especificas,
dentre as quais as mais conhecidas sdo as histonas metiltransferases (HMTS),
histonas acetiltransferases (HATs) e histonas desacetilases (HDACS)
(GRONBAEK et al., 2007; HABERLAND et al., 2009).

Estas modificagdes estdo envolvidas no estabelecimento do ambiente
global da cromatina, que pode ser dividido em dois dominios: a eucromatina e a
heterocromatina. A eucromatina, representa o material genético mantido
acessivel para a transcri¢gao, onde os genes podem ser “ligados” ou “desligados”.
O padrédo de modificacdo das histonas determina este cenario, o qual possui
altos niveis de acetilacdo e trimetilagdo nas lisinas 4, 36 e 79 da histona H3

(H3K4, H3K36 e H3K79). A heterocromatina representa o estado silenciado do
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DNA, estando associado a baixos niveis de acetilacéo e altos niveis de metilacao
nas lisinas 9 e 27 da histona H3 (H3K9, H3K27) e na lisina 20 da histona H4
(H4K20) (KOUZARIDES, 2007; BERNSTEIN et al., 2007).

A metilacdo do DNA e as modificacdes das histonas, apesar de serem
catalisadas por grupos diferentes de enzimas, parecem estar relacionadas na
participagcdo da modulacdo do programa de expressdo génica das células
(CEDAR & BERGMAN, 2009). As modificacdes de histonas podem se influenciar
entre si e também interagir com a metilacdo do DNA através de complexos
proteicos, determinando os estados de repressdo e/ou ativacdo génica, por
exemplo (Figura 2).
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FIGURA 2 - EXEMPLO DE MODULACAO DA EXPR~ESSAO
GENICA PELA INTERACAO ENTRE AS MODIFICACOES DE
HISTONAS E A METILACAO DO DNA. (A) Repressdo da
expressédo génica: trimetilagdo da H3K27 e citosinas metiladas
no DNA (5-metl-citosinas). (B) Expressdo génica ativa:
trimetilacdo da H3K4 e citosinas ndo-metiladas no DNA.
Adaptado de BERNSTEIN et al., 2007.
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2 JUSTIFICATIVA

A degradacdo da MEC € um acontecimento critico e essencial para a
migracao de células tumorais durante a invaséo de tecidos e metastases. Nesse
contexto, as metaloproteases de matriz (MMPs) destacam-se uma vez que
atuam na clivagem de diversos substratos constituintes da MEC
(STAMENKOVIC, 2000) e a expressao dessas enzimas esta associada a um
pior progndstico em diversos tipos de cancer (KOHRMANN et al., 2009; LI et al.,
2004; MIN et al., 2014; SHAH et al., 2009).

Em processos patolégicos, como a progressdo tumoral, o perfil de
metilacdo do DNA apresenta-se perturbado (DAWSON & KOUZARIDES, 2012).
Nowsheen e colaboradores (2012) afirmam que a avaliacdo de aspectos
epigenéticos em tumores de mama poderad ajudar a elucidar a biologia e
heterogeneidade dessa doenca (NOWSHEEN et al., 2012). Mais recentemente,
ilhas de CpG tém sido descritas como elementos importantes na regulacao do
gene MMP2, bem como de outras MMPs. A hipometilacédo j& foi descrita como
ativadora de MMP2 em céancer de préstata (SHUKEIR et al., 2006) e tanto as
alteracdes no perfil de metilagdo do DNA quanto as modificagbes das histonas
na regido promotora do gene MMP2 ja foram descritas na linhagem de céancer
de mama MCF7 (CHERNOQV et al., 2009).

Além disso, trabalhos tém demonstrado a relagédo entre a fibronectina e
a enzima MMP-2, onde a fibronectina associada as células da linhagem tumoral
de mama MDA-MB-231 foi capaz de induzir a liberacdo da forma ativa de MMP-
2 em fibroblastos normais (SAAD et al., 2002). Sabe-se, ainda, que células da
linhagem tumoral de mama MCF7 quando sdo expostas a fibronectina sao
capazes de secretar MMP-2 ativa (DAS et al., 2008). A fibronectina também foi
capaz de aumentar os seus proprios niveis de mRNA e os niveis da MMP-2 na
linhagem de mama MCF10A (PARK & SCHWARZBAUER, 2013).

Diante disso, nosso grupo de pesquisa avaliou a relagao da fibronectina
com as modificacdes epigenéticas na expressdo do gene MMP2. Resultados
recentes apresentados na tese da doutora Edneia A. S. R. Cavalieri mostraram
gue a linhagem tumoral MCF7 quando tratada com fibronectina por 5 horas em
meio isento de soro sofre 30% de desmetilacdo da regidao promotora do gene

MMP2. Esse processo de desmetilagdo observado foi rapido e ativo, uma vez
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que néo foi dependente da replicagcdo celular. Entretanto, observou-se também
que tal processo foi transitorio, uma vez que a retirada do estimulo proporcionou
a remetilacdo parcial do promotor. Ainda, a fibronectina induziu o aumento
significativo de uma marca de histona no promotor de MMP2 que sinaliza para a
ativacdo da transcricdo génica (RAMOS, 2013). Esses resultados provenientes
datese (RAMOS, 2013), em conjunto com os obtidos nesse estudo, demonstram
a inter-relacdo da MEC e eventos epigenéticos de expressao génica, e fizeram
parte da publicacdo apresentada a seguir (PEREIRA et al., 2014).

Além disso, o objetivo deste estudo contemplou também a continuidade
do artigo publicado buscando compreender ainda mais a complexa regulacéo
epigenética do gene MMP2 frente a sinalizacdo da fibronectina. Para isso,
linhagens tumorais de mama foram submetidas ao tratamento com fibronectina
por diferentes tempos (8, 12 e 24 horas) e tiveram novamente as alteragdes no
padrdao de metilacdo e modificacdes de histona no promotor do gene MMP2

avaliadas.
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ARTIGO PUBLICADO: Fibronectina afeta a expressao transiente do gene
MMP2 através de mudancas na desmetilagdo do DNA em linhagens tumorais

de mama nao invasivas.

Revista PloSOne. Setembro 2014, vol. 9 nimero 9. (e105806)

As metastases sdo responsaveis por mais de 90% das mortes por cancer.
Células de tumores primarios solidos podem invadir tecidos adjacentes e migrar
para Orgdos distantes onde se estabelecem como novas col6nias. O
microambiente tumoral € reconhecido como um importante participante na
sinalizacdo que induz a migracdo celular. Um processo essencial para a
metéstase € a degradacdo da matriz extracelular (MEC) pelas metaloprotease
de matriz (MMPs), que permitem as células tumorais invadirem tecidos e
alcancarem os vasos sanguineos. Os membros dessa familia de proteinas inclui
a gelatinase A ou MMP-2, a qual é responsavel pela degradacao do colageno do
tipo IV, o mais abundante componente da membrana basal, que separa as
células epiteliais do estroma. E conhecido que a fibronectina é capaz de
promover a expressdao de MMP-2 em células da linhagem tumoral de mama
MCF7 em cultura. Além disso, ja é sabido que a expressao do gene MMP2 é
regulada por mecanismos epigenéticos. Neste trabalho, n6s mostramos que a
fibronectina foi capaz de induzir a expressao de MMP2 através da desmetilacdo
de 30% do promotor do gene. Ainda, uma marca de histona para abertura da
cromatina foi aumentada. Esses resultados indicam um novo papel para a
fibronectina na comunicacao entre as células tumorais e a MEC, promovendo

modificacdes epigenéticas.
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Introduction Among the members of this family of proteins family, gelatinase
A (MMP-2) is implicated in local tumor invasion and metastasis
[7]. This process primarily occurs through the degradation of type
IV collagen, the most abundant component of the basal
membrane; this degradation is involved in the process of epithelial
cells separation from the stroma [6,7].

Breast cancer is the most prevalent cancer in women both in the
developed and in the developing world. In the United States, it is
estimated that breast cancer is the leading cause of all cancers
(29%) and the second leading cause of death (14%) [1]. In Brazil,
57,120 new cases of breast cancer were estimated for 2014 [2].

From a clinical perspective, metastasis is considered one of the
most important stages of tumor progression because it accounts for

It is known that in culture, fibronectin is capable of promoting
the expression of MMP-2 in fibrosarcoma cells [8], cervical cancer

. 3 : cells [9], MCEF7 breast cancer cells [10] and prostate cancer cells
more than 90% of cancer deaths [3,4,5]. At some point during the [11]. In addition, it has already been shown that MMP2 gene
development of most human cancers, cells from the primary tumor

may invade adjacent tissues and migrate to distant sites,
establishing new colonies called metastasis [5]. The tumor
microenvironment is now recognized as an important participant

expression is regulated by epigenetic mechanisms [12,13].
Therefore, the aim of this study was to evaluate the effects on
the DNA methylation of the MMP2 promoter after inducing
MMP2 expression with fibronectin. In order to achieve this goal,

in tumor progression, spreading and in treatment response. An- o yed the well-characterized MCF7 and MDA-MB-436 breast
essential process in the establishment of metastasis is the

extracellular matrix degradation, which allows tumor cells to
invade local tissues, leave the primary tumor and reach blood
vessels [5]. This process is primarily influenced by the activity of
proteases that are released at the site of the tumor, including the
group of matrix metalloproteases (MMPs) [6].

cancer cell lines in our study to obtain more insights into the role
of fibronectin in cancer metastasis.
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Results

MMP2 gene activation by both 5-aza-2'-deoxycytidine
and fibronectin in MCF7 cells

MCF7 breast tumor cells were submitted to four experiments: in
serum free medium (SFM) without fibronectin (mock); treated with
5-aza-2'-deoxycytidine (5-Aza-treated) for seven days; in SFM
containing fibronectin (FN) for five hours (FN-treated); and FN-
treated cells were transferred to new culture dishes and maintained
in SFM in culture for additional 48 hours without fibronectin
(recultured cells). After these treatments, MMP2 expression was
assessed by qRT-PCR (Fig. 1). The MCF7 5-Aza-treated showed
a 2.6-fold increase in MMP2 expression compared to the mock. In
contrast, 5 hours of the FN treatment induced in 5-fold the
expression of MMP2 (Fig. 1A). In addition, 48h after the FN
withdrawal recultured cells showed decreased MMP2 expression
(2-fold compared to FN-treated) (Fig. 1A).

In order to confirm that these results were not restricted to the
MCF7 tumor cell line, we analyzed the effects of FN treatment in
MMP2 expression in the breast cancer cell line MDA-MB-436.
Accordingly, MM P2 expression in FN-treated MDA-MB-436 cells
was 1.6-fold significantly higher than mock (Fig. 1B).

MMP-2 enzymatic assay by zymography

Under these experimental treatments, MMP-2 activity in MCF7
cells was measured by zymography assays. MMP-2 enzyme
isoforms of 72 kDa (pro-MMP-2) and 62 kDa (active MMP-2)
were clearly observed after 5-Aza and FN treatments compared
with conditioned SFM from mock cells that did not digest the
gelatin substrate (Fig. S1). These results corroborate the gene
expression data and indicate that MMP-2 is secreted as an active
proteinase after FN treatment in MCF7 cells (Fig. S1).

Fibronectin and changes in the global methylation
profile of the MMP2 gene promoter

To assess whether fibronectin has the potential to change the
methylation profile in the promoter region of the MMP2 gene, the
DNA from MCF7 mock, 5-Aza-treated and FN-treated cells was
extracted and subjected to sodium bisulfite conversion. The
promoter region of MMP2 was amplified, purified, cloned and
sequenced (Fig. 2A) to evaluate epigenetic changes.

The sequence analysis showed that the MMP2 gene promoter
had 90%, 85% and 60% of global DNA methylation in MCF7
mock, 5-Aza-treated and FN-treated cells, respectively (Fig. 2A).
In addition, to exclude cell lineage specificity, we analyzed the
promoter MMP2 sequence in the MDA-MB-436 mock and FN-
treated cells. The similar demethylation effect was observed with
90% and 52% of global methylation in mock and FN-treated cells,
respectively (Fig. S2).

To assess whether MMP2 promoter demethylation would be
maintained upon FN withdrawal, we performed a re-culture
experiment in the absence of fibronectin. In this condition, MCF7
recultured cells showed 77% of methylation (Fig. 2A). The
sequence data was represented in a graph and the CpG
methylation status showed a clear difference between these three
experimental conditions, particularly the CpGs 7-12 and 18-26
that were 40-50% demethylated in FN-treated and partially
remethylated in MCF7 recultured cells (Fig. 2B).

Effects of fibronectin on the migration or invasion of
MCF7 cells

Given the increased expression of MMP2 after incubation with
fibronectin (FN), the migratory potential of FN-treated cells was
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tested by wound-healing and transwell migration assays. Micro-
scopic examination at 60 h revealed a statistically significant
increase in the wound-closure rate of FN-treated MCF7 cells
compared with mock cells (Fig. 3). In contrast, using FN or
collagen type-I as haptotatic factors in transwell assays, were not
observed significant differences in the migratory rates between
mock and FN-treated MCF7 cells (Fig. S3).

Complementary, the invasive ability of MCF7 cells was
evaluated in a spheroid three-dimensional culture system (3D)
after mock or FN treatments. 3D cultures of MCF7 cells showed
that FN-treated cells did not acquire significant invasive potential
despite of increased levels of active MMP2 (Fig. S4). These results
indicate that despite of increased secretion of active MMP-2 (Fig.
S2) and increased migratory ability observed in wound healing
assays (Fig. 3), FN treatments were not sufficient to activate a fully
invasive program in MCF7 cells under these experimental
conditions.

Chromatin Immunoprecipitation (ChIP) analysis

To assess histone modifications associated with the MMP2
promoter gene, MCF7 mock, FN-treated and recultured cells were
chromatin immunoprecipitated with antibodies associated with
inactive chromatin (H3K27me3) [14] or with active chromatin
(H3K4me3) [14]. The ChIP qPCR was performed for the MMP2
promoter region as described [12]. The results of these experi-
ments are shown (Fig. 2C).

The endogenous control H3 remained similar between the
mock, FN-treated and recultured cells as expected. The transcrip-
tion-silencing marker H3K27me3 remained similar in all condi-
tions (Fig. 2C). In contrast, the H3K4me3 histone modification
representing open chromatin was slightly but significantly
increased in the MMP2 promoter region after fibronectin
treatment and recultured cells (Fig. 2C).

Discussion

The accumulation of genetic and epigenetic changes 1is
commonly believed to promote cancer development. This concept
provides the basis for our knowledge of cancer progression, but it
cannot explain the heterogeneity in tumor cell growth, invasion
and resistance to therapy. Approximately 90% of deaths from
breast cancer are due to metastasis [3,4]. Metastasis is a complex
and multistep process that requires the coordination of a number
of properties by tumor cells. These properties include altered cell-
cell and cell-substratum adhesion, increased motility, altered
growth control, the ability to produce angiogenic factors, and
increased expression of proteases [15]. Different groups of genes
that can be activated or silenced in the metastatic process include
the metalloproteases, especially the MMP2 gene [6]. In addition
to intrinsic factors of tumor cells, the extracellular matrix (ECM) is
a key component of a cell’s microenvironment that cooperates
with extracellular molecules to relay signals into cells. The stromal
ECM protein fibronectin is essentially absent from normal adult
breast tissue [16] and increased fibronectin mRNA and protein
levels have been detected in breast tumors stroma [17,18]. It is
already known that fibronectin is capable of promoting the
expression of MMP-2 in breast tumor cell lines [10,19]. In
contrast, it has been shown that this gene is regulated by epigenetic
changes, including DNA methylation and histone modifications
[12,13]. Similarly to an epigenetic repression, sequencing the
MMP2 promoter of MCF7 mock cells revealed 90% of
methylation. 5-aza and FN-treated MCF7 cells showed a 2.6
and 5-fold increase, respectively, in MMP2 gene expression
compared to mock cells (Fig. 1A). In agreement, zymography
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assays showed that the MMP-2 proteinase was active and secreted
by MCF7 cells after inductive treatments (i.e. 5-Aza and FN,
Figure S1). In 5-Aza-treated cells, despite the expression of the
MMP2 gene, a discrete demethylation in the promoter region was
observed (Fig. 2A). Another study showed a similar result, and the
authors noted that the inhibition of DNMT1 by 5-Aza treatment
affected the expression of MMP2 indirectly through methylation-
independent mechanisms [13].

In contrast, FN-treated MCF7 cells showed a 5-fold increase in
MMP2 gene expression and 60% of global methylation (Fig. 2A).
To exclude the possibility that these results are restricted to MCF7
tumor cells, we analyzed the MMP2 promoter sequence in the
MDA-MB-436 breast cancer cell line. The similar demethylation
effect was observed with 90% and 52% of global methylation in
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mock and FN-treated MDA-MB-436 cells, respectively (Fig. S2).
This is the first time that DNA demethylation was observed in the
MMP2 gene induced by a protein from extracellular matrix
(ECM). The ECM or the microenvironment in which the cells are
embedded is composed of a network of fibrilar molecules,
including collagen and elastin; glycoproteins, such as laminin
and fibronectin; and proteoglycans [16]. The epithelial-mesen-
chymal transition (EMT) is a phenotypic conversion that occurs
during embryonic development and tissue remodeling, and it is
essential for the development of metastasis [20]. EMT is a
dynamic and reversible process that can occur in cells located at
the tumor periphery. This process is triggered by signals, such as
TGF, TNF and Wnt [21,22], received from the microenviron-
ment, and it has recently been proposed that fibronectin has an
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essential role in the establishment of EMT in breast cancer cells
[23]. Thus, the results of the demethylation of the MMP2 gene
promoter after culturing with fibronectin could represent a very
important step for metastasis. The epigenetic event seems to be a
key regulatory mechanism in the metastasis process [24] and the
MMP2 gene promoter appears to be a suitable target for DNA
demethylation following fibronectin signaling.

MCEF7 cells have a low migration rate and weak invasive activity
[25]. Recently, ectopic overexpression of MMP2 in MCF7 cells
was shown to result in enhanced motility and invasiveness in breast
[26], ovarian [27] and lung cancer cells [28]. In the present study,
we found a statistically significant increase in cell migration of FN-
treated MCF7 cells compared with mock cells in wound healing
assays (Fig. 3). This result highlights a functional role of the FN-
induced MMP-2 proteinase in MCF7, a non-invasive breast tumor
cell line, connecting the MMP2 promoter demethylation with a
phenotypical change in tumor cells. In contrast, in the haptotaxis
migration assays, FIN-treated cells did not change the migratory

A

Mock

FN-treated

behavior toward FN or collagen type-I compared with mock cells
(Fig. S3). One possible explanation to this apparent contradiction
are the differences in cell preparation. While haptotaxis migration
assays mandatorily require cell suspension and disruptions in the
cell—cell and cell-ECM interactions, in wound healing assays cells
migrate as a collective sheet in close contact with the substrate
[29]. Moreover, an invasive assay mimicking the tumor three-
dimensional architecture, known as MTS (multicellular tumor
spheroids), was performed. However, no invasive phenotype was
observed (Fig. S4), indicating that although FN promotes
activation and secretion of MMP-2 by non-invasive MCF7 cells,
the proposed treatment was not sufficient to make MCF7 fully
mvasive. We believe that other factors and players may have a
combined role in this process.

The next step was to evaluate if the methylation pattern
observed in FN-treated cells was transient or stable. We recultured
the FN-treated cells for 48h in the absence of fibronectin and the
MMP2 expression significantly declined in this condition

% of wound-closure

FN-treated

Figure 3. Wound healing assay in MCF7 cells. A: Representative images from mock and FN-treated cells were shown. The scratched cells in a
line had images obtained under un inverted optical microscopy (20X). B: The graphic represents % of wound-closure after 60 h in culture. Statistical

comparison was performed using Student’s t Test. *p<<0.05.
doi:10.1371/journal.pone.0105806.g003
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(Fig. 1A). Interestingly, sequencing of the MMP2 promoter
revealed a global methylation of 77% (Fig. 2A), showing that the
demethylation pattern observed in the FN-treated cells was
transient. These results support the hypothesis that demethylation
is a dynamic, rapid and transient process and that the gene was
likely re-methylated when the stimulus was removed [30,31].

It has become increasingly clear that DNA methylation and
histone lysine methylation systems are highly interrelated [32,33].
In order to study how this connection could be involved in the
MMP2 promoter in MCF7 cells, we performed the chromatin
immunoprecipitation assays (ChIP) with MCF7 mock, FN-treated
and recultured cells. The H3K27me3 was similar in all tested
conditions, however the H3K4me3 open chromatin mark was
significantly higher in the FN-treated condition and recultured
cells (Fig. 2C). Recently, reviews discussed that H3K4me3 is
associated with non-methylated DNA state in active gene
promoters [32,33]. In contrast, the H3K27me3 is associated with
repression of transcription and it seems to promote chromatin
compaction [33]. Apparently, the H3K27me3 does not directly
impair transcriptional reactivation but may be involved in
providing imprints to facilitate subsequent gene silencing if the
activating signal decays [34]. Many promoters in embryonic stem
(ES) cells harbor a distinctive histone modification signature that
combines the activating histone H3K4me3 mark and the
repressive H3K27me3 mark. These bivalent domains are consid-
ered to poise expression of developmental genes, allowing timely
activation while maintaining repression in the absence of
differentiation signals [35]. The presence of both histone markers
and DNA methylation patterns were recently studied in epithelial-
mesenchymal transition (EMT) in Twistl induced mammary
epithelial cells [36]. Overall, the study showed that the number of
genes marked by H3K4me3 and also by both H3K4me3 and
H3K27me3 (bivalent) was increased following Twistl-induced
EMT [36]. Besides, when DNA-hypermethylated genes were
demethylated and reexpressed they adopted a bivalent chromatin
pattern in colon cancer cells [37]. These reports can help explain
the observed bivalent markers in the MMP2 promoter FN-treated
MCEF7 cells.

Another important result was the re-methylation process
observed in the recultured cells (Fig. 2A e 2B). A similar result
was verified in colorectal carcinoma cells treated with 5-Aza [30].
The treated cells showed DNA demethylation of some genes and
their reactivation, but the treatment was not able to resolve the
bivalent chromatin. Interestingly, upon drug withdrawal, a re-
methylation was reached [30]. Thus, it can be suggested that the
presence of H3K27me3 can explain the rapid DNA re-methyla-
tion of MMP2 in the absence of fibronectin. However, additional
antibodies for other open and closed histone markers will be
necessary to strengthen this hypothesis.

We propose that histone marks assist in the protection of gene
methylation to ensure MMP2 gene inactivation; however, these
marks were not involved in the demethylation process. Thus, it
appears that the dynamics of the DNA demethylation of the
MMP2 promoter region and the subsequent expression of the
gene is an active and fast process. We provide the first evidence
that a molecule -fibronectin- present in the tumor microenviron-
ment is capable of inducing DNA demethylation and initiating
changes in histone marks to activate an essential gene associated
with metastasis.
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Materials and Methods

Cell culture

The MCF7 and MDA-MB-435 and MDA-MB-436 cell lines
were obtained from ATCC. Cells were cultured in RPMI 1640
medium (Gibco) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS)
(Gibco), 2 mM glutamine and 40 mg/mL garamycin, following
the protocol suggested by ATCC. For fibronectin treatment the
cells were washed twice with PBS, trypsinized, centrifuged, and
washed three times with RPMI without fetal bovine serum (FBS).
After the washes, the cells were resuspended in RPMI without FBS
and counted. Approximately $x 10> MCF7 cells were treated with
fibronectin [10] (25 ug/ml, Sigma Aldrich) or with serum-free
medium (SFM) without fibronectin (mock) for 5 hours. The plates
were incubated in a 37°C incubator with a 5% COy atmosphere.

5-Aza-2'-deoxycytidine treatment

Approximately 3x10° MCF7 cells were treated with 1 uM 5-
aza-2'-deoxycytidine (5-Aza-treated) (Sigma Aldrich) [38]. The
medium was changed every day for seven days, and no significant
cell death was observed.

Quantitative Real-Time PCR for MMP2 gene expression

RNA was extracted using the AllPrep kit (Qiagen) following the
manufacturer’s instructions. Complementary DNA was prepared
from 500 ng RNA in a 20 uL reaction volume containing 0.5 mM
deoxyribonucleotide triphosphate, 1 UM oligodT, 10 U RNAsin
(Promega) and Sensiscript reverse transcriptase with buffer
(Qiagen). The negative control consisted of adding all the products
needed for cDNA synthesis except the Sensiscript reverse
transcriptase.

MMP2 gene was quantified by qPCR. The internal controls
consisted of sequences for the genes GAPDH and HPRT
(600 nM) [39]. For this assay, we performed an efficiency curve
for each primer pair and sample diluent. The cell line MDA-MB-
435, which expresses the MMP2 gene, was used as a positive
control. Real-Time PCR was performed with 1x SYBR Green
(Applied Biosystems) on the StepOne Plus equipment (Applied
Biosystems).

Metalloprotease activity by Zymography

The MMP-2 metalloproteinase activity was assessed using the
zymography technique [40]. To evaluate MMP-2 activity, we used
an 8% SDS-PAGE gel co-polymerized with 0.1% gelatin (Biorad).
The conditioned serum-free medium (SFM) was concentrated with
Sepharose-Gelatin resin (Sigma Aldrich) [10] and mixed with the
electrophoresis buffer without reducing agents. After electropho-
resis, the gel was washed in 2.5% Triton-X to completely remove
SDS. Then, the gel was placed in incubation buffer (5 mM CaCl,
and 1 mM ZnSO4) at 37°C for approximately 48 hours.
Discolored bands in the gel were visualized to quantify gelatinase
activity [41].

Wound healing Assay

MCF7 mock or FN-treated cells (200,000 cells) were cultured in
confluent monolayers in 24 well plates. The cells were serum
depleted for 4 hours and the FN-treatment was done as described.
The monolayers were wounded as a line across the well with the
use of a 200 pl pipette tip was made, then washed twice with
serum free media to remove cell debris and incubated in a 37°C
incubator with a 5% COjy atmosphere. The cell free wound area
was photographed at the indicated times with a digital camera
connected to an inverted microscope. Images were analyzed by
Image J software. Wound healing was calculated as the proportion
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of migrating cells compared with the initial wound area [29]. The
results were obtained from three independent triplicate assays.

Transwell migration assay

The transwell plates (Costar) containing 8 Um membranes were
used for this assay. The lower chambers were pre-incubated with a
solution of 20 pug/mL type I collagen (BD Biosciences) in PBS
(300 pL/well). Before testing, the wells were washed twice with
PBS and then maintained in RPMI without FBS at 4°C. After the
treatments, cells were released from the plate with trypsin, and
4x10* cells in 100 pL of RPMI (no FBS) were placed in the upper
chamber of the transmigration well. The plate was then incubated
in 5% COy at 37°C for 14 hours. This technique was performed in
duplicates and on two different days as a control for our treatment.
The quantification of migratory cells was performed with DAPI
(4', 6-diamino-2-phenylindole). After the migration (14 hours) the
transwells were washed with 1x PBS, and the cells were fixed with
1% formaldehyde for 10 minutes at room temperature. After
washing with PBS, the top chamber of each well was dried with
the aid of a cotton swab. The cell nuclei were stained with DAPI
(1:1000) for 5 minutes and washed 3 times in PBS. The number of
cells in 20 optical fields independent of each experimental
condition was evaluated in a fluorescence microscope (UV 330-

338).

3D Invasion assay

Forty-eight-well plates were previously prepared with low
melting agarose in 1% RPMI [42]. After 5 hours of treatment
with fibronectin, 4x10* MCF7 cells in 500 pL complete RPMI
medium were plated onto multi-48-well containing a bottom layer
of non-adherent 200 pUL low melting agarose and kept at 37°C,
5% COq for 72 hours. After this period, the multicellular tumor
spheroids (MTS) were transferred into new 48-well plates
embedded on 400 puL 2.5 mg/ml type I collagen solution (BD
Biosciences) in the presence or absence of 20 pg/mL fibronectin
(Sigma) and incubated in a 37°C oven for 1 h. After this time
500 uL of complete medium was added over the joint. After seven
days of submersion, the process of invasion into 3D collagen layers
was observed and monitored under an inverted microscope. As a
positive control for spheroid formation, the invasive cell line
MDA-MB-435 that highly expresses MMP-2 was used with the
same experimental conditions.

Cloning and bisulfite sequencing of the CpG Island of the
MMP2 gene

Approximately 1 g of DNA extracted with All-Prep kit
(Qiagen), was used for bisulfite treatment with the Epitec reagent
(Qiagen) according to the manufacturer’s specifications. The CpG
island of the MMP2 gene was amplified using the primers
described previously [12], and the products were purified by 1%
agarose gel electrophoresis using the Quick Extraction Protocols
Kit (Qiagen). The purified products were then cloned into the
pGEMT Easy vector (Promega) and electroporated into the
Escherichia coli strain DH10B. Recombinant clones were selected
by a-complementation. Plasmid DNA was extracted from at least
eight clones using the QiaPrep kit (Qiagen). Approximately 300 to
500 ng of DNA were sequenced using the BigDye terminator kit
on an XL Genetic Analyzer sequencer according to the
manufacturer’s instructions (Applied Biosystems).

Chromatin immunoprecipitation (ChIP)

MCF7 mock, FN-treated and recultured cells were used in this
assay. After the cultures, the medium was aspirated and 1%
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formaldehyde in 10 mL of PBS was added. After 10 min of
incubation at 37°C, the reaction was stopped with 2.5 M glycine.
Approximately 2.5 ml of scraping buffer (PBS containing Ix
protease inhibitor cocktail) was added to the plate, and cells were
scraped from the plastic surface. The cells were centrifuged at
800xg at 4°C for 10 min and the pellet cells were lysed by lysis
buffer supplied by MAGnify ChIP System (Invitrogen). The lysates
were sonicated with Covaris sonicator for 13 cycles of 60 sec
(under the conditions Duty - 5% Intensity - 2 Cycles/Burst - 200)
and centrifuged at 14,000xg for 10 min at 4°C. Then, the
supernatant was divided into 4 aliquots and immunoprecipitated
with H3K27me3, H3K4me3, H3 and IgG (negative control)
antibodies at a concentration of 2 pg/ml. The following steps were
realized according to the MAGnify ChIP System (Invitrogen)
manufacture’s instructions. The samples were quantified using
Nanodrop 2000 and subjected to gPCR analysis.

For the ChIP qPCR assay, the following controls were tested at
400 nM: MYODI and GAPDH (Qiagen). To compare all the
samples, the endogenous GAPDH gene was chosen. We used
25 ng of immunoprecipitated DNA in qPCR with SYBR Green
(Applied Biosystems) mix. B1 primers were used as described [12].

Statistical analysis

A triplicate analysis was performed in all experiments, and
values were analyzed by Student’s ¢ Test { and p<<0.05 was
considered significant.

Supporting Information

Figure S1 Zymography analysis of MMP-2 from MCF7
cells. M.M. molecular marker. PC, the breast tumor cell line
MDA-MB-435 used as positive control. Mock; 5-Aza-treated and
FN-treated. The bands correspond to the pro (72 kDa) and active
(62 kDa) MMP-2 protein forms.

(TIF)

Figure S2 Sequencing of the MMP2 gene promoter in
MDA-MB-436 cells. Closed and open circles represent meth-
ylated or unmethylated CpGs, respectively. On the left the
number represent the sequenced clones. The 49 analyzed CpGs in
the MMP2 promoter region of mock and FN-treated are shown.
The global methylation percentage is also shown at right.

(TIF)

Figure S3 Migration assay after fibronectin treatment
in MCF7 cells. Mock and FN-treated cells were submitted to a
transwell haptotatic migration assay. The results consist of two
independent experiments. No statistical differences were observed.
(TIF)

Figure S$4 Invasion assay after fibronectin assay in
MCF7 cells. Mock and FN-treated cells were transferred into a
framework of agarose to form spheroids for 72 h. These spheroids
were transferred to a collagen-containing matrix with or without
fibronectin. The invasion into collagen was monitored for seven
days. MDA-MB-435 cells were used as a highly invasive control.
(TTF)
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Figure S1 Zymography analysis of MMP-2 from MCF7 cells. M.M. molecular marker. PC, the breast tumor
cell line MDA-MB-435 used as positive control. Mock; 5-Aza-treated and FN-treated. The bands
correspond to the pro (72 kDa) and active (62 kDa) MMP-2 protein forms.
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Figure S2 Sequencing of the MMP2 gene promoter in MDA-MB-436 cells. Closed and open circles
represent methylated or unmethylated CpGs, respectively. On the left the number represent the
sequenced clones. The 49 analyzed CpGs in the MMP2 promoter region of mock and FN-treated are
shown. The global methylation percentage is also shown at right.
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Figure S3 Migration assay after fibronectin treatment in MCF7 cells. Mock and FN-treated cells were
submitted to a transwell haptotatic migration assay. The results consist of two independent
experiments. No statistical differences were observed.
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Figure S4 Invasion assay after fibronectin assay in MCF7 cells. Mock and FN-treated cells were transferred
into a framework of agarose to form spheroids for 72 h. These spheroids were transferred to a collagen-
containing matrix with or without fibronectin. The invasion into collagen was monitored for seven days.
MDA-MB-435 cells were used as a highly invasive control.
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CAPITULO I

Regulacao epigenética do gene MMP2 diante da exposicao a fibronectina em

linhagens tumorais de mama
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da fibronectina sobre os mecanismos epigenéticos que regulam
a expresséo do gene MMP2 em linhagens tumorais de mama ao longo de uma maior

exposicao temporal

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudar o padrédo de expressdo do gene MMP2 ap0s o cultivo das linhagens
com fibronectina em diferentes tempos de incubacéo (8, 12 e 24 horas), bem
como do recultivo das células tratadas através de PCR quantitativo;

e Clonar e sequenciar a ilha de CpG do promotor do gene MMP2 das linhagens
tumorais de mama apds o cultivo com fibronectina e o recultivo das células
tratadas;

e Avaliar as modificagdes de histonas H3K4me3 e H3K27me3 associadas ao
promotor do gene MMP2 e correlaciona-las com perfil de metilacdo desse gene

e Avaliar o potencial migratério das células apds os tratamentos utilizando os

ensaios de wound healing e migracao haptotética
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4 METODOLOGIA

4.4 MATERIAL BIOLOGICO

As linhagens celulares que foram utilizadas nesse projeto foram cedidas pelo
Instituto Ludwig de pesquisa para o cancer - SP e sdo provenientes de diferentes tipos
anatomopatoldgicos de tumores de mama: MCF7 e MDA-MB-436. Estas linhagens
sdo nao-invasivas e foram escolhidas devido a auséncia de expressao do gene MMP2
ou baixa expresséo, respectivamente. Os cultivos das linhagens foram realizados em
meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado com soro fetal bovino (SFB) (Gibco) 10%, 2
mM de glutamina e garamicina 40 pg/ml, e incubados em estufa 37°C com atmosfera
de 5% de CO..

4.5 CULTIVO COM FIBRONECTINA E RECULTIVO

Foram cultivadas aproximadamente 1 x 10° células por ensaio. Apds o cultivo,
as células foram lavadas duas vezes com PBS 1x, tripsinizadas e lavadas trés vezes
com meio RPMI sem soro fetal bovino (SFB). Entdo, as células foram ressuspensas
em meio RPMI sem SFB. Cerca de 3 x 10° células foram adicionadas a 3 pocos de 35
mm? contendo 40 pg/ml de fibronectina (FN) (Gibco) e meio RPMI sem SFB (DAS et
al., 2008). Como controle, as células foram cultivadas do mesmo modo, na auséncia
de FN. As placas foram incubadas durante diferentes tempos (8, 12 e/ou 24 horas)
em estufa 37°C, com atmosfera de 5% de CO2. Apds o tratamento, as células foram
tripsinizadas, lavadas com meio isento de SFB e cerca de 1 x 10° foram mantidas em
condicdes de cultivo padrdo sem FN, a fim de se avaliar a estabilidade das possiveis
modificacdes (recultivo). As culturas foram submetidas a extracdo de DNA e RNA
utilizando o AllPrep Kit (Qiagen).

4.6 AVALIACAO DO PADRAO DE EXPRESSAO DO GENE MMP2 EM
LINHAGENS DE MAMA

Apbs a quantificacdo do RNA total, o mesmo foi submetido a sintese de cDNA
utilizando a transcriptase reversa High Capacity (Applied Biosystems) seguindo

recomendagdes do fabricante. Como controle da sintese de cDNA foi utilizado o gene
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de expressdo constitutiva GAPDH. A técnica de RT-PCR foi realizada utilizando-se
iniciadores especificos para o gene MMP2 e as condi¢cdes de amplificacdo estdo
descritos no Anexo |. Esta metodologia foi utilizada como um experimento preliminar
para verificar a expressao do gene, assim como a eficiéncia da sintese do cDNA.

A quantificacdo da expressdo do gene MMP2 foi feita utilizando o reagente
SYBR®Green (Applied Biosystems) e o equipamento StepOne Plus (Applied
Biosystems). Os iniciadores para o gene constitutivo HPRT, que foi utilizado como
normalizador neste ensaio, e para o gene alvo MMP2 estdo descritos no Anexo |. O
controle negativo consistiu da adi¢cao de todos os produtos necessarios para a sintese
do cDNA, exceto a enzima transcriptase reversa. Verificada a eficiéncia dos
iniciadores, foi definida a concentracdo dos iniciadores (600 nM) e o volume de
amostra (1 pyL) para o ensaio. Para o célculo dos resultados, o valor de Ct obtido da
amplificacéo do transcrito de MMP2 foi descontado dos valores de Ct do normalizador
e aplicados na férmula 2"-AACT (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). Os valores obtidos
foram avaliados pelo teste estatistico t de Student e considerados significativos
quando p< 0,05.

4.7 CLONAGEM E SEQUENCIAMENTO DA ILHA DE CpG DO GENE MMP2

4.7.3 Tratamento de DNA com bissulfito de sédio

As amostras de DNA obtidas das linhagens celulares foram submetidas ao
tratamento com bissulfito de sédio utilizando os reagentes do protocolo Epitec
(Qiagen) de acordo com as especificagBes do fabricante. A eficiéncia dessa técnica
foi verificada através de uma reacédo de nested-PCR (duas reac6es com diferentes
condicdes de estringéncia) para a sequéncia satélite SATR-1 (Anexo Il) (COSTA et
al., 2006).

4.7.4 Clonagem da ilha de CpG do gene MMP2 de linhagens celulares de mama

A partir das amostras de DNA tratadas com bissulfito de sédio (item 4.4.1), a
ilha de CpG do gene MMP2 foi amplificada (iniciadores descritos no Anexo lll) e os
produtos purificados a partir da eletroforese em gel de agarose 1% utilizando o

protocolo Quick Gel Extration Kit Protocols (Qiagen). Os produtos purificados foram
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em seguida clonados no vetor pGEMT®easy (Promega) e eletroporados em estirpe
de Escherichia coli DH10B. Os clones recombinantes foram selecionados por alfa-
complementacdo e submetidos a reacdo de PCR da colbnia para a confirmacao da
presenca do inserto. Os clones positivos foram cultivados e submetidos a extracao de
DNA plasmidial utilizando o kit QiaPrep (Qiagen). Cerca de 300 a 500 ng de cada
preparacao foram sequenciados utilizando-se kit Big Dye terminator no sequenciador

XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

4.8 IMUNOPRECIPITACAO DE CROMATINA —ChIP

As linhagens MCF7 e MDA-MB-436 (5 x 10° células) cultivadas sob diferentes
condi¢cBes foram fixadas com PBS 1x contendo formaldeido 1%. Apds a incubacao
por 10 min a 37°C, 400 pL de glicina 2,5 M foram adicionados e a placa foi incubada
por 5 min em temperatura ambiente. Em seguida, as células foram lavadas 3 x com 9
ml de PBS 1x gelado e raspadas. As células foram lisadas com tampéo de lise
(Invitrogen) e o lisado foi submetido a sonicacdo no equipamento Covaris® por 13
ciclos de 60 segundos (condi¢des: Duty - 5% Intensity - 2 Cycles / Burst - 200). As
amostras foram entdo divididas em quatro aliquotas e imunoprecipitadas com
anticorpos especificos para H3, H3K27me3, H3K4me3 e IgG (controle negativo) (2
pg/ml). As etapas seguintes foram realizadas utilizando o protocolo do kit MAGnify
ChIP System (Invitrogen) seguindo as recomendacdes do fabricante. A quantificagédo
dos produtos de amplificacdo do promotor do gene MMP2 foi feita através da técnica
de gPCR, utilizando-se o reagente SYBR®Green (Applied Biosystems) e o
equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems). Os iniciadores utilizados nas
reagOes estdo descritos no Anexo IV. O gene constitutivo GAPDH (iniciadores Qiagen)

foi utilizado como normalizador.
4.9 ENSAIOS DE POTENCIAL MIGRATORIO
4.9.3 Ensaio de Wound healing
Células das linhagens MCF7 e MDA-MB-436 foram tratadas com fibronectina e

crescidas em placas de 24 pocos. As células foram depletadas de soro fetal bovino

(SFB) por 4 horas e uma abertura em linha reta através da monocamada celular
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(“ferida”) foi feita utilizando uma ponteira de 200 pl. O pogo foi lavado trés vezes com
RPMI sem SFB para retirada de células mortas, e as células incubadas em estufa a
37°C e %5 de CO2 A area da abertura foi fotografada e mensurada utilizando o
software ImageJ® nos tempos 0 e 60 horas para analise da migracéo celular (LIANG
et al., 2007).

4.9.4 Ensaio de Migracao haptotética

As camaras inferiores de placas de 24 pocos de transwell (Costar®) contendo
membranas com poros de 8 um foram incubadas com uma solucéo de 20 pg/ml de
colageno tipo | (BD Biosciences) em PBS (300 pl/poco) 16 h antes do ensaio. Entao,
0s pocos foram lavados (2x com PBS 1x) e os transwells mantidos em meio RPMI
sem SFB a 4°C. ApGs o periodo de tratamento com ou sem fibronectina, uma
suspensdo de 4 x 10* de células em 100 pl de RPMI (sem SFB) foi colocada na camara
superior do poco de transmigracao. Na camara inferior, junto ao coladgeno previamente
adicionado, foram acrescidos 600 ul de RPMI completo. A placa foi incubada em
estufa de CO2 5%, 37°C por aproximadamente 14h. Para visualizag&o e quantificacao
das células migratorias foram utilizados o corante fluorescente de DNA, DAPI (4’,6-
diamino-2-fenilindol), e/ou uma solugé&o de cristal violeta 0,1% (p/v) com metanol 20%.
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5 RESULTADOS
5.4 ANALISE IN SILICO DO GENE MMP2

O gene MMP2 localiza-se no cromossomo 16q13-g21, possui 31017 pb e 13
éxons. A Figura 3 co-localiza a regiao transcrita do gene (mMRNA) no cromossomo 16,

bem como a ilha de CpG alvo desse estudo.

Cromossomo 16

[_tep15.5  WERT TN FCCTENCIo1z 2fCTTENT  16pi1i.2 | 16011.2 [ 16a12.1 FETTERE] |

o Human nRNAS from GenBank

MRNA __ g+ »  »  + 35 -————
llhadeCpG m

& # L]
CpG Islands (Islands < 300 Bases are Lisht Green)

FIGURA 3 — LOCALIZACAO DO GENE MMP2. O gene MMP2 esta localizado no cromossomo 16
(16g13-g21). O mRNA e ailha de CpG que foi estudada encontram-se destacados na figura.
Fonte: Adaptado do software BLAT (disponivel em http://genome.ucsc.edu/FAQ/FAQblat.html)

A regido compreendendo 2550 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 (Figura 4).
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FIGURA 4 - ILHAS DE CpG DO GENE MMP2. Grafico representativo da ilha de CpG presente na regiao
promotora dentro da regido avaliada (1,5 kb a montante e 1,5 kb jusante do inicio de transcrigdo do
gene MMP2). O traco verde destaca a regido que foi avaliada nesse estudo. As flechas localizam o
inicio de transcri¢cdo do gene (TSS) e o inicio de traducdo (codon ATG).

Fonte: Adaptado de Methprimer (disponivel em http://www.urogene.org/methprimer/).

A regido escolhida compreende uma sequéncia de 396 pares de bases que
contém 49 dinucleotideos CpG e esta destacada com um traco verde na Figura 4.
Esta ilha esta posicionada entre os nucleotideos + 111 e + 446 e contém o inicio de
traducao (codon ATG). Na Figura 5 pode ser visualizada a sequéncia da ilha de CpG

analisada e a localizagéo dos iniciadores para a amplificagao.
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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
desenhados para a PCR, em rosa destacam-se os CGs presentes na sequéncia e em azul,
destaca-se 0 ATG correspondente ao inicio de traducdo. Os sublinhados localizam os
iniciadores utilizados por Chernov et al, 2009.

5.5 TRATAMENTO DAS LINHAGENS MCF7 E MDA-MB-436 COM
FIBRONECTINA (FN)

iniciadores
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Células da linhagem MCF7 foram submetidas a diferentes condi¢ées de cultivo:

1) em meio RPMI sem SFB (controle); 2) em meio RPMI sem SFB com 40 pug/ml de

fibronectina (Gibco) por 8,12 e 24 horas; 3) ap6s o tratamento das células com FN,

parte das células foi mantida em cultivo em meio RPMI sem FN por 48 horas

(recultivo).

As células da linhagem MDA-MB-436 foram mantidas em meio RPMI sem SFB

por 24h. Isso foi feito tendo em vista que essa linhagem apresenta diferengcas na

expressdo e metilagdo quando cultivada em meio contendo SFB (Anexo V). Em
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seguida, as células foram submetidas a diferentes condi¢des de cultivo: 1) em meio
RPMI sem SFB (controle); 2) em meio RPMI sem SFB com 40 ug/ml de fibronectina
(Gibco) por 24 horas; 3) apds o tratamento das células com FN, parte das células foi
mantida em cultivo em meio RPMI sem FN por 48 horas (recultivo).

Apo6s cada uma das diferentes condicfes testadas, o sobrenadante dos cultivos
(meio condicionado) foi coletado e as células foram submetidas a extracdo de DNA e
RNA.

5.6 EXPRESSAO DE MMP2 INDUZIDA POR FIBRONECTINA

A linhagem MCF7 ndo expressa MMP2 (RAMOS, 2013), entretanto, apds o
cultivo com a FN por 8, 12 e 24 horas, a expressdo do gene foi observada e
guantificada, apresentando um aumento de 7, 25 e 9 vezes, respectivamente, quando
comparado com as células ndo tratadas (mock) (Figura 6). O tratamento por 12 horas
apresentou 0 maior aumento na expresséo, estatisticamente diferente de todas as
outras condi¢cdes de cultivo. As células que foram mantidas em cultivo apds o
tratamento com FN (recultivo) também apresentaram um aumento significativo (5
vezes) na expressdo de MMP2 quando comparadas com as células néo tratadas, e
sem diferenca estatistica entre eles (Figura 6). A atividade da MMP-2 também pbéde
ser observada apds os tratamentos através da técnica de zimografia (dados né&o

mostrados).
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FIGURA 6 - EXPRESSAO DO GENE MMP2 NA LINHAGEM MCF7. (A) RT-PCR dos genes MMP2
e GAPDH. Marcador de massa molecular (MM). Para o gene MMP2 o tamanho do fragmento
esperado é de 194 pb, e para 0 gene GAPDH o fragmento esperado é de 296 pb. (B) Expressao
relativa do gene MMP2 expressa por 2*-AACt. Linhagem MCF7 sem fibronectina (mock), tratada
com fibronectina (40 pg/ml) por 8, 12 e 24 horas e recultivada depois dos tratamentos. O * representa
p < 0,05 quando comparados com mock. O # representa p < 0,05 quando o tratamento 12h foi
comparado aos demais grupos.

A linhagem MDA-MB-436 expressa baixos niveis de MMP2 na condicao livre
de SFB, contudo, ap6s o cultivo com a FN por 24 horas, a expressédo do gene também
teve um aumento significativo de 2,5 vezes quando comparado com as células ndo
tratadas (mock) (Figura 7). As células recultivadas apés o tratamento com FN
apresentaram a expressao de MMP2 quatro vezes maior quando comparadas com as
células ndo tratadas, porém esse valor néo foi significativamente diferente das células
do tratamento (Figura 7).
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FIGURA 7 - EXPRESSAO DO GENE MMP2 NA LINHAGEM MDA-MB-436. (A) RT-
PCR dos genes MMP2 e GAPDH. Marcador de massa molecular (MM). Para o gene
MMP2 o tamanho do fragmento esperado é de 194 pb, e para o gene GAPDH o
fragmento esperado € de 296 pb. (B). Expresséo relativa do gene MMP2 expressa
por 27-AACt. Linhagem MDA-MB-436 sem fibronectina (mock), tratada com

fibronectina (40 ug/ml) por 24 horas e recultivada depois do tratamento. O *
representa p < 0,05 quando comparados com mock.

5.7 CLONAGEM E SEQUENCIAMENTO DA ILHA DE CpG DO GENE MMP2
APOS O CULTIVO COM FIBRONECTINA

As amostras de DNA obtidas do cultivo das linhagens MCF7 e MDA-MB-436
tratadas com FN e seus recultivos foram submetidas ao tratamento com bissulfito de
sédio. A ilha de CpG do gene MMP2 das linhagens sob as diferentes condices de

cultivo foi amplificada e os produtos purificados a partir da eletroforese em gel de
agarose 1% (Figuras 8 e 9).
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FIGURA 8 — AMPLIFICA(;AO E PURIFICA(;AO DA ILHA DE CpG DO GENE MMP2
NA LINHAGEM MCF7 SOB DIFERENTES CONDICOES DE CULTIVO. Marcador
molecular (MM) de 100 pb. Fragmento esperado de 365 pb. CN corresponde ao
controle negativo da reacao.
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FIGURA 9 — AMPLIFICA(}AO E PURIFICAQAO DA ILHA DE CpG DO GENE MMP2
NA LINHAGEM MDA-MB-436 SOB DIFERENTES CONDICOES DE CULTIVO.
Marcador molecular (MM) de 100 pb. Fragmento esperado de 365 pb. CN
corresponde ao controle negativo da reacao.
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Os resultados do sequenciamento dos tratamentos com a linhagem MCF7
podem ser vistos na Figura 10.
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FIGURA 10 — PERFIL DE METILAGCAO DA ILHA DE CpG DO GENE MMP2 DA LINHAGEM MCF7. A
esquerda estdo as porcentagens de metilacdo global correspondentes as diferentes condi¢ces de
tratamento. Mock (sem tratamento) (PEREIRA et al., 2014); cultivo com fibronectina por 8h (FN 8h),
12h (FN 12h) e 24h (FN 24h); recultivos apos os tratamentos com fibronectina de 12h (Recultivo 12h)
e de 24h (Recultivo 24h). Cada linha representa um clone e cada dinucleotideo CpG (49) esta
representado por um circulo, sendo que os circulos pretos representam as citosinas metiladas, e os
circulos brancos, as citosinas ndo metiladas.
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Apbs os tratamentos de 8, 12 e 24 horas com fibronectina (40 pg/ml) houve a
desmetilacdo parcial do promotor do gene MMP2, onde a metilacdo global caiu de
90% para 70%, 40% e 52%, respectivamente (Figura 10). As células que foram
recultivadas na auséncia de fibronectina apresentaram um aumento na metilacdo do
promotor quando comparadas com as células logo apdés o tratamento com
fibronectina. A metilagdo global das células recultivadas ap0s o tratamento de 12
horas com fibronectina passou de 40% para 56%; enquanto que, apds o tratamento
de 24 horas, passou de 52% para 78% (Figura 10).

O efeito da fibronectina sobre o perfil de metilacdo do gene MMP2 também foi
observado na linhagem MDA-MB-436. Células submetidas & condicéo livre de SFB
por 24h apresentaram uma metilacdo global de 90% do promotor. Apos o tratamento
de 24 horas com fibronectina (40 pg/ml), a metilacéo caiu para 22% e no recultivo,

aumentou para 28% (Figura 11).
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FIGURA 11 — PERFIL DE METILACAO DA ILHA DE CpG DO GENE MMP2 DA LINHAGEM MDA-MB-
436. A esquerda estdo as porcentagens de metilacdo global correspondentes as diferentes condigdes
de tratamento. Mock (sem tratamento); cultivo com fibronectina por 24h (FN 24h); recultivo apés o
tratamento com fibronectina de 24h (Recultivo 24h). Cada linha representa um clone e cada
dinucleotideo CpG (49) esta representado por um circulo, sendo que os circulos pretos representam
as citosinas metiladas, e os circulos brancos, as citosinas ndo metiladas. Os tragcos correspondem a
CpGs indeterminados quanto ao seu perfil de metilagéo.
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5.8 IMUNOPRECIPITACAO DE CROMATINA — ChIP

As modificacbes de histonas H3K27me3 (cromatina fechada) e H3K4me3
(cromatina aberta) nas linhagens tumorais estdo mostrados na Figura 12. Foram
comparadas as modificacdes das histonas das linhagens MCF7 e MDA-MB-436 sem
tratamentos com o intuito de avaliar a participacdo das mesmas nha expressao de
MMP2. Observamos que os niveis de H3 total e H3K27me3 apresentaram-se
semelhantes, entretanto, a modificagdo de histona H3K4me3, que sinaliza para
cromatina aberta (expressao génica), esta presente em maiores niveis na linhagem
MDA-MB-436.
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FIGURA 12 — IMUNOPRECIPITACAO DE CROMATINA DAS LINHAGENS MCF7 E
MDA-MB-436. Valores de Ct normalizados entre o gene alvo e o gene enddgeno
(MMP2/GAPDH). Em branco estao os valores correspondentes a linhagem MCF7 e, em
cinza, os valores correspondentes a linhagem MDA-MB-436, ambas sem tratamento. Em
baixo da figura as amostras estdo separadas de acordo com o anticorpo utilizado na
imunoprecipitacdo. A andlise estatistica foi feita com o t test. # comparado com MCF7
H3K4me3 (p< 0,05).

Além disso, avaliamos essas modificacdes de histonas apds o tratamento com
FN por 24h. A linhagem MCF7 manteve os niveis de H3 total e H3K27me3, enquanto
a marca H3K4me3 mostrou-se aumentada apds o tratamento. Por outro lado, na
linhagem MDA-MB-436, os niveis de H3 total, H3K27me3 e H3K4me3 pemaneceram

semelhantes ao controle nédo tratado (mock) (Figura 13).
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FIGURA 13 — IMUNOPRECIPITACAO DE CROMATINA DAS LINHAGENS MCF7 E MDA-
MB-436 TRATADAS COM FIBRONECTINA. (A) Linhagem MCF7; (B) Linhagem MDA-MB-
436. Valores de Ct normalizados entre o gene alvo e o gene endégeno (MMP2/GAPDH).
Em branco estdo os valores correspondentes as células sem tratamento ou mock, e em
preto estdo os valores correspondentes as células tratadas com fibronectina por 24h (FN
24h). Em baixo da figura as amostras estdo separadas de acordo com o anticorpo utilizado
na imunoprecipitagdo. A andlise estatistica foi feita com o t test. * comparado com MCF7

mock H3K4me3 (p< 0,05).
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5.9 AVALIACAO DO POTENCIAL MIGRATORIO DA LINHAGEM TUMORAL MCF7

Sabe-se que a linhagem MCF7 possui uma baixa capacidade invasiva
(JOHNSON et al., 1999, TORRICELLI et al., 2006). Diante disso, foram testadas duas

metodologias diferentes a fim de se avaliar o potencial migratério da linhagem tumoral

apos o cultivo com fibronectina. Uma vez que o tratamento com FN por 12 horas

apresentou uma expressao relevante de MMP-2, esse grupo foi escolhido para a

avaliacdo do possivel envolvimento dessa enzima na capacidade migratéria das

células.
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No ensaio de wound healing, as células foram tratadas com FN por 12h e
transferidas para pocos de uma placa de 24 pogos. Apos os procedimentos descritos
no item 4.6.1, a area da abertura da camada celular foi fotografada e calculada nos
tempos 0 e 60 horas, conforme mostrado na Figura 14. Apos o tratamento com FN,
as células foram capazes de fechar cerca de 50% da &rea aberta, mostrando um

aumento da sua capacidade migratoria.
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FIGURA 14 - ENSAIO DE WOUND HEALING COM A LINHAGEM MCF7. (A) Imagens representativas
do controle (mock) e das células tratadas com FN 12h, nos tempos de 0 e 60 horas ap6s a abertura da
area, obtidas com microscopio 6ptico invertido (20x). (B) O grafico representa a porcentagem (%) de
migracgédo (fechamento da &rea) depois de 60h. A andlise estatistica foi feita com o t test. *** comparado
com MCF7 mock (p< 0,05).

Por outro lado, no ensaio de migracao haptotatica, apds as células terem sido
cultivadas com FN e transferidas para pocos de transwell contendo colageno como

fator haptotatico, ndo se observou alteracdo da condicdo migratéria das células de
MCF7 (Figura 15).
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FIGURA 15 — ENSAIO DE MIGRACAO DA LINHAGEM MCF7
TRATADA COM FIBRONECTINA. Mock: MCF7 controle; FN:
MCF7 cultivada com fibronectina por 12 h.
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6 DISCUSSAO

As metastases sdo responsaveis por aproximadamente 90% das mortes
decorrentes do cancer de mama (SETHI & KANG, 2011). Uma vez que 0 processo
metastatico requer o aumento da motilidade das células tumorais e a destruigdo da
matriz extracelular (MEC) adjacente, a enzima MMP-2 destaca-se nesse contexto pela
sua capacidade de clivar componentes da MEC e abrir um caminho para a passagem
dessas células. A interacdo entre as células e a MEC permite uma comunicacao
bidirecional capaz de modular a expressao génica atraves da conexao dos elementos
da matriz com os receptores celulares, a matriz nuclear e, entdo, com a cromatina
(BISSELL et al., 1982).

Nesse contexto, a relagdo entre as metaloproteases e as proteinas que
compdem a MEC tem uma importancia primordial na progressdo de tumores. A
fibronectina € uma proteina de matriz que ndo esta presente no tecido normal da
mama, mas apresenta-se altamente expressa em tumores mamarios (IOACHIM et al.,
2002) e esta associada a malignidade do tumor e ao prognostico da doenca
(HELLEMAN et al.,, 2008). Além disso, alguns estudos tém demonstrado que a
fibronectina é capaz de promover a expressdo de MMP-2 em linhagens de mama,
tumorais ou normais (DAS et al., 2008; PARK & SCHWARZBAUER, 2013), no entanto
0 mecanismo pelo qual isso acontece ainda precisa ser esclarecido.

O gene MMP2, que codifica para a enzima MMP-2, é regulado por mudancas
epigenéticas, como a metilacdo do DNA (CHERNOV et al., 2009; CHIK & SZYF,
2011), e pode ser ativado ou silenciado durante 0 processo metastatico
(STAMENKOVIC, 2000). Como apresentado no artigo do Capitulo I, nosso grupo de
pesquisa observou o efeito da fibronectina na regulacéo epigenética do gene MMP2.
Apés 5 horas de tratamento com a fibronectina, a linhagem MCF7 passou a expressar
0 gene MMP2, que teve seu promotor desmetilado em 30%. Entretanto, esse processo
foi transitério, uma vez que houve a remetilacdo parcial do promotor apés a retirada
da fibronectina do cultivo celular (PEREIRA et al., 2014).

Diante desses resultados, nos questionamos a respeito desse efeito transitorio
observado, e foi decidido testar a hipotese de que um tempo prolongado de exposi¢cao
a fibronectina poderia promover uma maior desmetilacdo do promotor de MMP2,
assim como estabilizar essa modificacdo. Portanto, a fim de confirmar e

complementar o estudo sobre o efeito da fibronectina no perfil de metilacdo do
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promotor do gene MMP2, células das linhagens MCF7 e MDA-MB-436 foram
cultivadas na auséncia de SFB e submetidas ao tratamento com fibronectina por
tempos maiores do que os ja testados.

A linhagem MCF7 n&o expressa o gene MMP2 e seu promotor se apresenta
densamente metilado (metilacdo global de 90%) (Figura 10). O cultivo com a FN por
8, 12 e 24 horas possibilitou a expressao do gene MMP2 (Figuras 6) e da enzima
MMP-2 em sua forma ativa (dados ndo mostrados). ApOs esses tratamentos,
observou-se uma desmetilacdo parcial do promotor do gene MMP2 (Figura 10),
confirmando o efeito da FN que acarretou na expressao desse gene e corroborando
com os dados anteriores do nosso grupo. Os tempos prolongados de exposi¢do a FN
induziram maior desmetilacdo nos tempos de 12 e 24 horas (50% e 38%,
respectivamente) quando comparadas a observada apos 5 horas (30%). Entretanto,
as células recultivadas na auséncia de FN continuaram apresentando um aumento na
metilacdo do promotor, quando comparadas com as células logo apds o tratamento
(Figura 10), reafirmando o efeito transitério proporcionado por essa proteina nos
mecanismos intracelulares. Esses dados nos levam a concluir que um maior tempo
de tratamento com FN pode levar a uma maior desmetilacdo do promotor, porém esse
processo nao permanece estavel.

Da mesma maneira, a linhagem MDA-MB-436 que expressa baixos niveis de
MMP2 na condicdo livre de SFB, apos o cultivo com a FN por 24 horas teve a
expressao do gene MMP2 aumentada significativamente quando comparada com as
células ndo tratadas (Figura 7). A metilacdo global do promotor do gene MMP2
também reduziu apés o tratamento (Figura 11), apresentando-se menor do que
comparada com o tratamento por 5 horas (52% de metilacdo global), e evidenciando
uma maior desmetilacdo induzida por um tempo prolongado de tratamento. Esses
dados descartam a possibilidade de que o efeito da FN sobre o promotor de MMP2
seja especifico da linhagem MCF7.

Estes resultados de desmetilacado do promotor do gene MMP2 depois do cultivo
com FN podem representar um importante passo durante a metastase. Os eventos
epigenéticos parecem ser mecanismos chave para o processo metastatico (TAM &
WEINBERG, 2013) e o gene MMP2 mostrou-se passivel de ser ativado através da
desmetilacdo do seu promotor induzida pela sinalizagdo da FN, conforme j& mostrado

no artigo do Capitulo 1.
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Além disso, Ramos (2013) em sua tese de doutorado discute a participacao de
CpGs especificos que poderiam constituir provaveis locais de ligagdo de fatores de
transcricdo importantes no controle da expressdo de MMP2. Em sua andlise, verificou
que sobre os CpGs 33 a 37 existem sitios de ligacdo para um grupo de proteinas
denominadas de PRDM, as quais desempenham um papel importante na regulacao
da expressdo génica, modificando a estrutura da cromatina através da atividade
metiltransferase ou através do recrutamento de complexos de remodelacdo da
cromatina (DI ZAZZO et al., 2013). Nos resultados do presente trabalho, podemos
observar que esses mesmos CpGs especificos encontram-se preferencialmente
desmetilados ap0s os tratamentos, e principalmente, permanecem desmetilados no
recultivo da linhagem MCF7 (Figura 10). Esse fato pode sugerir um importante papel
de regulacédo desses CpGs, inclusive na manutencéo da expressao génica no recultivo
(Figura 6). Contudo, ensaios adicionais seriam necessarios para verificar a efetiva
ligacdo de tais complexos a sequéncia promotora do gene MMP2, e confirmar a
participacdo desses CpGs.

Analisando os resultados do perfil de metilacdo do promotor apos o tratamento
com FN, também é possivel observar a manutencédo da metilagdo dos CpGs 28, 29 e
31, mesmo quando a sequéncia de um determinado clone apresenta-se quase que
integralmente desmetilada (Figura 10 e 11). Esse padrdo pode indicar uma
participacdo desses CpGs na manutencéo do estado de metilacdo do promotor, uma
vez que este é remetilado ap6s a retirada da FN do cultivo celular. Desta maneira, a
estabilidade da metilacdo nesses CpGs especificos funcionaria como uma etiqueta
molecular para sinalizar a necessidade de remetilagdo do promotor pela maquinaria
enzimatica envolvida.

Ainda, a FN apos 5 horas foi capaz de induzir o inicio da modificacdo em uma
marca de histona no promotor de MMP2 gue sinaliza para a ativacdo da transcricao
génica (RAMOS, 2013; PEREIRA et al., 2014). Portanto, as modificacfes de histonas
associadas ao promotor de MMP2 também foram avaliadas através da técnica de
imunoprecipitacdo de cromatina apds os tratamentos com FN por 24 horas, nas
linhagens MCF7 e MDA-MB-436. A H3K27me3 é associada a represséo transcricional
de genes e a compactacdo da cromatina (ROSE & KLOSE, 2014). Foi possivel
observar que essa marca aparece em niveis parecidos entre as linhagens MCF7 e
MDA-MB-436 e esses niveis foram mantidos ap6s os tratamentos com FN (Figuras
12 e 13).
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Por outro lado, a H3K4me3, que é associada a promotores ativos, mostrou-se
significativamente maior na linhagem MDA-MB-436 do que na linhagem MCF7 (Figura
12). Este dado pode explicar a expressdo de MMP2, mesmo que em baixos niveis, da
linhagem MDA-MB-436, enquanto essa expressao € negativa na linhagem MCF7.
Além disso, a H3K4me3 néo se altera apds o tratamento com FN na linhagem MDA-
MB-436, possivelmente demonstrando que esta linhagem j& possuia um estado de
cromatina mais aberto do que a linhagem MCF7 (Figura 13B).

Na linhagem MCF7, a H3K4me3 teve seus niveis aumentados apos o
tratamento com FN por 24h, indicando uma possivel abertura da cromatina na regido
estudada (Figura 13A) e confirmando o efeito que j& havia sido observado apos 5
horas de tratamento. Chernov e colaboradores (2009), ainda, mostraram que a
linhagem MCF7 possui elevados niveis de H3K4me2 na regido promotora do gene
MMP2 e esta caracteristica seria importante para a rapida ativacédo da transcricdo do
gene (CHERNOV et al., 2009).

Outro trabalho descreveu o aumento da marca H3K4me3 no promotor do gene
da metaloprotease MMP-9 como importante regulador da sua expresséo, colaborando
na progressao tumoral (COCK-RADA et al., 2012). Além disso, ja se tem descrito na
literatura a associacéo entre a metilacdo do DNA e as modificagbes das histonas. Por
exemplo, ilhas de CpG n&o-metiladas funcionam como marcas priméarias para a
deposicdo de H3K4me3, uma vez que interagem com a proteina Cfpl (CXXC finger
protein 1), componente do complexo da H3K4 metiltransferase Setdl (THOMSON et
al., 2010). Esse fato sugere uma relacdo entre a desmetilacdo observada no promotor
e 0 aumento da marca H3K4me3 no gene MMP2 na linhagem MCF7.

A manutencao da H3K27me3 e o aumento da H3K4me3 apds o tratamento com
fibronectina na linhagem MCF7 assemelham-se a um padrdo conhecido como
“‘dominios bivalentes”, os quais estdo presentes nos promotores de células
embrionérias e se caracterizam pela presenca concomitante de marcas de repressao
(H3K27me) e ativacao (H3K4me3) nas histonas (KOUZARIDES, 2007). Essas marcas
sdo responsaveis pelo equilibrio da expressdo génica, permitindo a ativagdo e
repressdo oportunas (CEDAR & BERGMAN, 2009; VOIGT et al., 2013). Ainda, ha
indicios de que quando genes hipermetilados sdo desmetilados e reexpressos em
células de céancer de colon, eles adotam um estado bivalente de cromatina
(MCGARVEY et al., 2008). Esse fato ja foi discutido no artigo do Capitulo I, e os

resultados complementares que apresentamos acima reforcam a teoria de que a
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desmetilacdo e a expressdo do gene MMP2 induzidas pela FN podem ter sido
acompanhadas pela manutencdo destas marcas bivalentes no promotor do gene.
Além do que, a presenca desses dominios pode estar influenciando na manutencao
da metilacdo do promotor do gene, uma vez que a presenca da H3K27me3 parece
sinalizar para o silenciamento génico quando o sinal de ativacao nao estiver presente
(MCGARVEY et al., 2006), levando a remetilacdo observada nas células recultivadas
apoés os tratamentos.

A comunicacdo entre as diferentes modificacbes da cromatina, como a
metilacdo do DNA e as marcas de histonas, fornece um refor¢o ao estado epigenético.
A acédo combinada dessa rede de informacdo da cromatina leva a manutencao do
estado de metilacdo do DNA de regifes especificas, através do direcionamento de
DNMTs ou de “desmetilases”, como a TET, para esses sitios, ou entdo pela
associacdo de proteinas de ligagdo ao DNA que protegem CpGs individuais da
metilacdo e/ou desmetilacdo (JELTSCH & JURKOWSKA, 2014). Essas informagdes
reforcam a possibilidade de que a manutencéo da metilagdo dos CpGs 28,29 e 31 e
a presenca da H3K27me3 no promotor do gene MMP2 apds os tratamentos com FN
parecem sinalizar para o silenciamento génico, levando a remetilacdo do promotor nas
células recultivadas.

Também foi avaliado o potencial migratério das células da linhagem MCF7 apds
o tratamento com FN por 12h. Depois do tratamento e 0 consequente aumento da
expressdo de MMP2, as células foram capazes de fechar parcialmente a area aberta
da camada celular no ensaio de wound healing, evidenciando um aumento da
capacidade migratoria (Figura 14), assim como o observado ap6s o cultivo por 5h
(PEREIRA et al., 2014). Esses dados corroboram com a literatura, que descreve a
participacdo da expressdo de MMP2 na motilidade e invasividade de células tumorais
de mama (MAGEE et al., 2014; Nl et al., 2014) e confirmam nossos dados anteriores.
Por outro lado, no ensaio de migracdo haptotatica, as células tratadas com FN por 12h
ndo apresentaram alteracdo na capacidade migratéria (Figura 15), assim como apoés
5h de tratamento. NGs esperdvamos que a exposi¢ao prolongada & FN poderia levar
ao aumento da migracao da MCF7 neste ensaio, uma vez que a expressdo de MMP2
apresentou-se superior do que a do tratamento por 5 horas. Entretanto isso nao foi
observado, possivelmente pelo tipo de preparacdo desta metodologia. Ao contrario do

ensaio de wound healing, a migracdo haptotatica requer o preparo de uma suspensao
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celular que rompe as interacdes célula-célula e célula-substrato, importantes para o
processo de migracao (LIANG et al., 2007).

A interacao entre as células e a FN inicialmente é mediada pelo contato com
o receptor de integrina a5B81, que interage com a regido central da fibronectina
(AKIYAMA et al.,1995). Sinais originados através de integrinas e seus ligantes podem
controlar mecanismos na progressao tumoral, como invasao celular e expressao
génica (GOEL et al., 2008). J& é descrito que, em linhagens de mama, a ligacéo entre
a FN e as subunidades de integrinas a5B1 na superficie celular é responsavel pela
expressdo do gene MMP2 (DAS et al., 2008). Ainda, outros trabalhos tém
demonstrado a participacdo da sinalizacdo de integrinas na ativagdo epigenética de
determinados genes em processos de TEM (MARGADANT et al., 2012) e de invaséo
células de cancer de mama (CHEN et al., 2009).

Portanto, a FN seria um fator presente no microambiente tumoral capaz de
sinalizar a célula o processo de ativacdo possivelmente pela via de integrinas,
contribuindo para a desmetilacdo da regido promotora de MMP2 e consequente
expressdo do gene. Dessa forma, a sinalizacdo de fibronectina parece induzir a
ativacdo de um importante gene associado as metastases tumorais, corroborando
com os resultados anteriores do nosso grupo, e reforcando o efeito transitério sobre
as modificacBes epigenéticas. Um tempo prolongado de exposicao a fibronectina
induziu nas células tumorais de mama uma expressao significativa do gene MMP2 e
uma maior desmetilacdo do seu promotor, entretanto, essa resposta continua sendo

revertida parcialmente apés a retirada do estimulo.



60

7 CONCLUSAO

A fibronectina, proteina presente na matriz extracelular, foi capaz de regular
epigeneticamente a expressdo do gene MMP2 nas linhagens tumorais de mama
MCF7 e MDA-MB-436. Apés o tratamento por 8, 12 e 24 horas da linhagem MCF7 e
24 horas da linhagem MDA-MB-436, as células tiveram a expressdo do gene
aumentada e apresentaram a regido promotora desmetilada. Além disso, houveram
mudancas nas marcas de histonas e no fenétipo celular da linhagem MCF7, que teve
seu potencial migratério aumentado. As modificac6es observadas ap6s o cultivo com
fibronectina mostraram-se transitorias, pois, uma vez que o estimulo (FN) foi retirado
essas modificagcbes ndo permaneceram estabilizadas. Esses dados confirmam os
resultados j4 observados pelo nosso grupo e complementam o estudo sobre a

regulacéo epigenética do gene MMP2.
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ANEXOS

ANEXO |

e PARES DE INICIADORES E CONDIGCOES DAS REAGCOES UTILIZADOS NA REAGCAO PCR
PARA AMPLIFICACAO DE GAPDH.

Par de iniciadores Condicgdes

Universal 95°C -5
5 CTGCACCACCAACTGCTTA 3’ 94 °C — 30~
62 °C — 45” 35X
Reverso 72°C - 45"
5 CATGACGGCAGGTCAGGTC 3’ 72°C-5

e PARES DE INICIADORES E CONDICOES DAS REACOES UTILIZADOS NA REAGCAO RT-
PCR PARA AMPLIFICACAO DE MMP2.

Par de iniciadores Condicdes

Universal 95°C -5
5 TACACCTACACCAAGAACTTC 3’ 94 °C - 30”
50 °C - 30” 35X
Reverso 72 °C -30"
5 GTCCTTGAAGAAGATCTC 3’ 72°C-5%

e PARES DE INICIADORES UTILIZADOS NA REACAO DE gRT-PCR..

Par de iniciadores Tamanho do

fragmento

Universal
5 GAACGTCTTGCTCGAGATGTGA 3’

HPRT Reverso 101 pb
5 TCCAGCAGGTCAGCAAAGAAT 3’

Universal
5" AGCTCCCGGAAAAGATTGATG 3’
MMP2
Reverso 101 pb
5 CAGGGTGCTGGCTGAGTAGAT 3’
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PARES DE INICIADORES E CONDICOES DAS REAGCOES UTILIZADOS NA REAGCAO

NESTED-PCR PARA AMPLIFICACAO DE SATR-1.

Par de iniciadores Condicgdes

HIPO2 Universal-1
5 GTTATATTATTITTITGTITTITTIG 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
94°C -1
50°C -3
72°C-2
94°C-3
52°C -3
72°C -2
94 °C - 45’
54 °C — 407
72°C -2
72°C -5

5x

35x
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ANEXO Il

e PARES DE INICIADORES E CONDIGOES DAS REAGCOES UTILIZADOS NA AMPLIFICAGAO
DAS ILHAS DE CpG DO GENE MMP2

Par de iniciadores Tamanho do Condicbes
fragmento
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-2" -
5 ACT CTT TATCCRTTT 94°C — 30" ] 94 °C —30” ]
TAAAAAC3Z 56°C —-45" [~ 35x 58°C -45"  35x
(Chernov et al., 2009) 72°C-2" | 72°C -2
72°C-% 72°C -5

ANEXO IV

e PARES DE INICIADORES UTILIZADOS NA REACAO DE gPCR APOS A ChIP .

Par de iniciadores Tamanho do

fragmento

Universal
5’ CCCCTGTTCAAGATGGAGTC 3’
MMP2
Reverso 156 pb
5" AGGTAAGGAAGCAACCTGGG 3’




ANEXO V

e PERFIL DE METILACAO DA ILHA DE CpG DO GENE MMP2 DA LINHAGEM MDA-MB-
436 FRENTE A PRESENCA DO SORO FETAL BOVINO (SFB). A esquerda estéo as
porcentagens de metilagdo global correspondentes as diferentes condi¢cBes de cultivo.
Cultivo com SFB; cultivo sem SFB por 24h. Cada linha representa um clone e cada
dinucleotideo CpG (49) esta representado por um circulo, sendo que os circulos pretos
representam as citosinas metiladas, e os circulos brancos, as citosinas nao metiladas.

Metilacdo
Global MDA-MD-436

20% 4 000000000000000000000000000SE0e00000000000000000¢-  com SFB

3 $ 0000000 0000000000000000000000000000000000000 0000 sem SFB
90% 1 0 000-00000000000000000000000000000000000000000000
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