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RESUMO

A maioria das quimiocinas e seus receptores estdo envolvidos com o
desenvolvimento e a progressdo do cancer. O fator derivado de estroma 1 (SDF-1
ou CXCL12) interage com seu receptor, CXCR4, desencadeando a adeséao,
sobrevivéncia, proliferagdo e migragao celular. Este receptor é superexpresso em
varios tipos de cancer, inclusive de pulmao, pancreas, cérebro e mama. No cancer
de pancreas e em melanomas demonstrou-se que a expressao poderia ser regulada
pela metilagdo da regido promotora deste gene. Diante deste contexto, objetivou-se
avaliar a participagdo da metilagdo do DNA no controle da expressdo do gene
CXCR4 em linhagens tumorais de mama para posterior correlagdo com aspectos
clinico-patolégicos de tumores primarios de mama. Para isso, foi avaliada a
expressao do gene CXCR4 por RT-PCR. As linhagens PMC-42, MCF-7 e MDA-MB-
436 apresentaram superexpressao do gene em estudo quando comparado com o
gene de expressao constitutiva GAPDH. Por outro lado, observou-se que a linhagem
MDA-MB-435 apenas expressou este gene apos tratamento com agente
desmetilante 5'-aza-2'-deoxicitidina, sugerindo que em tumores de mama poderia
ocorrer a regulagdo da expressao génica por metilagdo da regido promotora do
gene. Para confirmar essa hipotese e analisar o perfil de metilagdo, um fragmento de
184 pb da ilha de CpG-2 presente na regidao promotora do gene CXCRA4 foi clonada
das linhagens apo6s tratamento do DNA com agente deaminante bisulfito de sddio.
Os clones obtidos foram sequenciados e a partir da analise dos dados concluiu-se
que as linhagens que superexpressaram o CXCR4 apresentaram uma densidade de
metilacdo inferior a 20%; enquanto a linhagem MDA-MB-435, que n&o expressou o
CXCR4, apresentou um percentual de metilagdo superior a 90%. Os dados de
sequenciamento foram confirmados através da técnica de digestdo com enzima de
restricdo (COBRA). A partir do perfil de metilagéo obtido pelo sequenciamento, foram
escolhidos os dinucleotideos 1, 2, 3, 4, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, que se
apresentaram diferencialmente metilados entre as linhagens que expressaram e néo
expressaram o0 gene CXCR4. Em seguida, empregou-se a técnica de MSP
(Methylation Specific PCR) para analisar a metilagdo em DNA de tumores primario
de mama. Observou-se que todas as 76 amostras de tumores de mama foram
positivas para a reagdo ndao metilada e 36% das amostras foram positivas também
para a reagao metilada. N&o foi observada correlagdo com valor estatistico entre a
metilacdo da regido promotora do gene CXCR4 e o estadio (p=0,514), tamanho do
tumor (p=0,273), expressdo de ER (p=0,514), expressdao de PR (p=0,539),
ocorréncia de metastase e obito (p=0,505), tipo de tumor (p=0,189), grau de
diferenciagcdo histologico (SBR) (p=0,267), comprometimento de linfonodos
(p=0,793), expressdo do fator de crescimento ERBB2 (p=0,838), ocorréncia de
recidiva (p=1,000). A frequéncia de metilacdo para todas estas caracteristicas
clinico-patoldgicas variou de 27 a 47%. Estes resultados sugerem a regulacéo
epigenética do gene CXCR4 por metilacgdo do DNA no cancer de mama, como
observado em carcinomas primarios de pancreas e melanomas.

Palavras-chave: cancer de mama, receptor de quimiocinas CXCR4, metilacido do
DNA.



ABSTRACT

Many chemokines and chemokine receptors are involved in the cancer development
and progression. The human stromal cell-derived factor-1 (SDF-1 or CXCL12)
interacts with its receptor, CXCR4, promoting adhesion, survival, proliferation and
migration. This receptor is up-regulated in several types of tumors, including lung,
pancreas, brain and breast. In the pancreas and in melanomas was demonstrated
that the expression could be regulated by methylation of promoter region of CXCR4
gene. In this context, we aimed to evaluate the role of cytosine methylation in the
regulation of CXCR4 gene expression in breast cancer cell lines and to verify if there
is a correlation with clinic-pathologic aspects of primary breast tumor. Thus, was
evaluated the CXCR4 expression in breast cancer lines through Reverse
Transcription PCR (RT-PCR). It was verified that MCF-7, PMC-42 and MDA-MB-436
cell lines presented up-regulation of CXCR4 when compared with the constitutive
expression gene GAPDH. On the other hand, it was verified that the lineage MDA-
MB-435 just expressed CXCR4 mRNA after treatment with 5'-aza-2'-deoxycitidine,
suggesting that in breast tumors could exist regulation of gene expression through
methylation of promoter region. To confirm this hypothesis and to analyze the
methylation pattern, an 184 pb-fragment of CpG island-2 within promoter region of
CXCR4 gene was cloned after treatment of DNA with bisulfite sodium. The clones
were sequenced and the analyzes of these data demonstrated that the lines that
express CXCR4 presented methylation density less that 20%. The line MDA-MB-435,
that didn't express CXCR4, presented a methylation percentage higher to 90%.
These results were confirmed by Combined Bisulfite Restriction Analysis (COBRA).
For the methylation status obtained by sequencing was choosing the dinucleotides 1,
2,3,4,10, 11, 12, 13, 14,15 and 16, which showed differential methylation between
the lines that expressed and didn’t express the CXCR4 gene. Following, was used
Methylation Specific PCR for methylation analysis of primary breast tumor samples.
We observed that all 76 breast cancer samples were positive for methylated reaction
and 35,6% were also positive for unmethylated reaction. We didn’t found correlation
significant between methylation and unmethylation status of promoter region of
CXCR4 gene with stage (p=0,514), tumor size (p=0,273), ER expression (p=0,514),
PR expression (p=0,539), occurrence of metastasis an death (p=0,505), tumor type
(p=0,189), histology differentiation grade (SBR) (p=0,267), lymph node involvement
(p=0,793), growth factor expression ERBB2 (p=0,838), recurrence (p=1,000). The
frequency of methylation for all these characteristics range of 27 to 47%. These
results suggest the epigenetic regulation of CXCR4 gene by DNA methylation in
breast cancer, as observed previously in pancreas carcinomas and melanomas.

Key words: breast cancer, chemokine receptor CXCR4, DNA methylation.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER DE MAMA

O cancer de mama ¢é a principal neoplasia que acomete o sexo feminino e
representa um dos maiores problemas de saude publica em todo o mundo
(MONTEIRO et al., 2003). Para o ano de 2008 foram estimados mais de 180 mil
novos casos entre as mulheres e aproximadamente 40 mil mortes decorrentes do
cancer de mama nos EUA (JEMAL et al., 2008). Para o Brasil, estima-se que neste
mesmo ano o0 cancer de mama corresponda a terceira neoplasia de maior incidéncia
na populagédo (FIGURA 1), com 49.400 novos casos e com um risco estimado de 51
casos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2007).

N° de casos
60.000 —

Homens
50.000 - B Mulheres

40.000 —

30.000 H

Mulheres

20.000 #8 16,77292,77

B 29.92a46,76
10.000 B 16,82 a 29,91
. l 9,742 16,81
0 -

Mama Préstata Pulmdo Colon Estdmago Colo do
Reto utero

FIGURA 1 — (A) ESTIMATIVA PARA 2008 DOS TIPOS DE CANCER COM MAIOR
INCIDENCIA NA POPULACAO BRASILEIRA. (B) TAXAS BRUTAS
DE INCIDENCIA DO CANCER DE MAMA POR 100 MIL MULHERES,
ESPERADAS PARA O MESMO ANO.

FONTE: INCA, 2007.

NOTA: No grafico indicado em (A) ndo esta representada a neoplasia mais incidente na populacéo
brasileira, que é o cancer de pele ndo-melanoma. No mapa indicado pelo item B, pode-se observar
que nas regides sul e sudeste o cancer de mama é a neoplasia mais incidente e freqlente entre as
mulheres.
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1.1.1 Principais tipos de cancer de mama

Os carcinomas correspondem ao principal tipo de cancer de mama e podem
acometer as estruturas ductais e lobulares da glandula mamaria, manifestando-se
na forma in situ, microinvasiva ou invasiva. Em fungao dos adenocarcinomas serem
referidos como carcinomas nos trabalhos descritos na literatura, foi adotado neste
estudo o ultimo termo. O carcinoma in situ corresponde a uma fase inicial do
processo de tumorigénese e se caracteriza pela proliferacdo epitelial maligna
confinada aos tecidos mamarios. Nos carcinomas microinvasivos, as células
neoplasicas se estendem além da membrana basal, invadindo o estroma mamario,
sem formar focos tumorais maiores do que 0,1 cm em sua maior dimensdo. Os
tumores microinvasivos, embora representem uma forma inicial de invasao tumoral,
possuem prognostico tdo favoravel quanto os tumores in situ. Por fim, os tumores
invasivos ocorrem em estadios mais avangados, quando as células tumorais
rompem a membrana basal e infiltram o tecido adjacente (FILHO, 2000; HODA, et
al., 2001). O carcinoma ductal invasivo representa a maioria (aproximadamente
75%) dos casos de cancer de mama e, em seguida, tem-se o carcinoma lobular
invasivo, o qual representa cerca de 10% dos casos (FARIA, 1999; FILHO, 2000).

1.1.2 Fatores de risco

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

estdo listados no quadro 1, a seguir.

FATORES DE RISCO MAGNITUDE
DO RISCO

Idade avancgada (superior a 45 anos) ++
Histéria familiar de cancer de mama ++

Estimulagao estrogénica prolongada: menopausa tardia (depois dos
54 anos), primeira gestacéo tardia (apds 30 anos), menarca precoce ++

(antes dos 12 anos) e nuliparidade
Doencas genéticas: sindrome de Li-Fraumeni (mutagdes do gene

p53 em células germinativas), mutacées em genes BRCA1 e 2 o
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MAGNITUDE
FATORES DE RISCO
DO RISCO
Exposic¢ao a radiagao ionizante ++
Terapia de reposi¢cao hormonal, uso de contraceptivos orais +
Obesidade pds-menopausa +
Consumo de alcool, dieta +

QUADRO 1 - FATORES DE RISCO PARA O CANCER DA MAMA.
FONTE: DUMITRESCU; COTARLA, 2005.

++ Aumento moderado a elevado no risco de desenvolver cancer de mama
+ Baixo a moderado aumento no risco de desenvolver cancer de mama

1.1.3 Prognéstico, diagndstico e tratamento do cancer de mama

O acometimento dos linfonodos axilares, o tamanho do tumor, o tipo e o grau
histologico, os niveis de expresséo de receptores de progesterona (RP) e estrégeno
(RE), constituem os principais parametros empregados para a determinagdo do
prognoéstico do cancer de mama (FARIA, 1999; FILHO, 2000; VIANA; MARTINS;
GEBER, 2001).

A constatacgao de linfonodos axilares afetados ratifica o potencial metastatico
do tumor. A dimensao do tumor esta associada, em geral, a sobrevida das pacientes
e ao comprometimento de linfonodos. Certos tipos histolégicos fornecem um
prognoéstico favoravel, como o carcinoma tubular, coloide e papilar, ou o oposto,
como o carcinoma inflamatério, considerado o tipo de céncer de pior progndstico.
Quanto a diferenciacdo histolégica, os tumores mais diferenciados (graus | e Il)
possuem melhor prognostico. Por fim, tumores que expressam receptores hormonais
(RE+ e RP+) sdo mais diferenciados, apresentam melhor prognostico e geralmente
estdo associados a maior sobrevida (FARIA, 1999; FILHO, 2000; VIANA; MARTINS;
GEBER, 2001).

O diagnéstico precoce do cancer de mama € fundamental para o sucesso
do tratamento e para a cura da doenga. Quando o tumor & detectado em estadios
iniciais a taxa de cura da doenca é superior a 90%. No Brasil, aproximadamente
70% dos casos de céncer de mama ainda sdo diagnosticados tardiamente
(HOSPITAL DO CANCER AC CAMARGO, 2008).

Os métodos de deteccédo do cancer de mama comumente usados incluem o

auto-exame das mamas, a mamografia e o ultra-som. A pratica do auto-exame é
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considerada relevante, pois, segundo Morales, Pinedo e Vigil (1994), cerca de 90%
das patologias mamarias sao detectadas nas fases iniciais pelas préprias pacientes.
A mamografia de alta resolugdo é apontada como o principal método diagndstico do
cancer de mama em estadio inicial, capaz de detectar alteracbes ainda nao
palpaveis, favorecendo assim o tratamento precoce, mais efetivo e menos agressivo.
Recomenda-se a mamografia anual para mulheres com idade superior a 40 anos
(HOSPITAL DO CANCER AC CAMARGO, 2008). O ultra-som apresenta baixa
especificidade e altos indices de falsos positivos e negativos. E um exame que
complementa a mamografia e € também empregado para guiar pungdes citolégicas
ou histoldgicas (VIANA; MARTINS; GEBER, 2001).

Para confirmacédo do diagnostico sédo utilizados outros exames, incluindo a
biépsia. A cintilografia, tomografia computadorizada e ressonéncia magnética
possibilitam determinar o estadiamento da doenca bem como a ocorréncia de
metastases (VIANA; MARTINS; GEBER, 2001).

A cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia s&o as intervengdes terapéuticas
tradicionais no tratamento do céancer. Recentemente, também tem sido utilizada a
imunoterapia e hormonioterapia para modulagao da resposta biolégica no cancer de
mama (VIANA; MARTINS; GEBER, 2001).

1.1.4 Estadiamento e marcadores moleculares do cancer de mama

O sistema TNM, criado pelo AJCC (The American Joint Committee on
Cancer), € o mais utilizado e estda baseado na avaliagdo do tamanho do tumor
primario (T), no envolvimento de linfonodos (N) e na presengca de metastases
distantes (M). Geralmente, cada letra € acompanhada por um numero para indicar a
extensao da doenca. Este sistema pode empregar critérios clinicos, cTNM, baseado
nas evidéncias obtidas antes do tratamento, a partir de bidpsia, por exemplo; ou
patolégicos, pTNM, fundamentado na analise histopatolégica poés-cirurgia (INCA,
2004). Os valores possiveis para T, N e M, bem como a classificagdo dos tumores
em estadios estdo expostos no item ANEXO 2.

O estadiamento do cancer e a expressdo de marcadores moleculares sao
fundamentais na definigdo do tratamento, para fornecer indicagdes de progndstico e
de possibilidade de recuperagdo da paciente (INCA, 2004; HOSPITAL DO CANCER
AC CAMARGO, 2008).



18

Dentre os principais marcadores moleculares no cancer de mama estao o
oncogene ERBB2 e os receptores de estrégeno e progesterona (RE e PR).

O proto-oncogene ERBB2 codifica uma glicoproteina transmembrana
contendo 185 kDa, semelhante ao receptor do fator de crescimento epidermal e que
possui atividade tirosina quinase em sua porg¢ao carboxiterminal (OLIVEIRA et al.,
2004). Este gene encontra-se superexpresso em aproximadamente 20% a 25% dos
carcinomas ductais de mama, mas estes indices podem aumentar para 40% em
casos de pacientes linfonodo positivo (L+) (HAN et al., 1997, apud SILVA; SADDI;
MOMOTUK, 2002). Em geral, mulheres com carcinoma ERBB2 positivo (ERBB2+)
possuem uma doenga mais agressiva, com pior progndstico, menor sobrevida e
maior probabilidade de reincidéncia (HENRY; HAYES, 2006).

A oncoproteina ERBB2 é alvo de imunoterapia especifica utilizando o
anticorpo  monoclonal Herceptin, também designado de trastuzumabe. Este
anticorpo, desenvolvido em 1992, se liga com grande afinidade ao dominio
extracelular do ERBB2, impedindo a sinalizacdo de crescimento desencadeada pela
interagéo entre este receptor e seu ligante (OLIVEIRA et al., 2003).

O receptor de estrégeno também é importante no contexto do cancer de
mama, por mediar os efeitos do estrégeno. Dois tergcos de todos os tumores sao
receptor de estrégeno positivo (RE+) (OSBPRNE, 1998, apud GRUVBERGER et al.,
2001). Os REs, apés ligagdo ao estrégeno, mudam de conformacdo e se ligam
diretamente ao DNA, controlando a transcricdo de genes especificos (LEADER et
al., 2006). Tumores mais agressivos, com pouca diferenciagao celular, apresentam
pouca ou nenhuma expresséo de RE (MILLIS, 1980; CLARKE et al., 1994).

Pacientes com tumor RE+ sdo tratadas com drogas anti-estrogénicas ou
inibidores da aromatase. O tamoxifeno € um modulador seletivo do RE que bloqueia
os efeitos do estrogeno por se ligar competitivamente ao RE. Os inibidores de
aromatase possuem um mecanismo de acgao diferente. Estes reduzem os niveis de
estrogenos por impedir a sintese deste horménio através da reagdo de aromatizagéo
dos andrégenos, nos tecidos periféricos. A maioria dos tumores RE+ sé&o
inicialmente responsivos ao tamoxifeno, mas muitas pacientes desenvolvem
resisténcia ao tratamento. Nestes casos, sdo indicados os inibidores de aromatase,
tais como o anatrazol e letrozol. Entretanto, existem pacientes que se tornam

resistentes a essas duas abordagens de tratamento (IKEDA; INOUE, 2004).
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O receptor de progesterona também é um marcador molecular importante e
a perda da expressao deste receptor e do RE constitui um potencial mecanismo de

resisténcia a terapia hormonal (LIU et al., 2004).

1.2 EPIGENETICA

O termo epigenética foi introduzido na década de 1940 por Conrad e
Waddington e inicialmente foi definido como o processo no qual a informagéo
genética de um organismo interage com o ambiente, definindo seu fendtipo
(MURREL et al.,, 2005). Atualmente, a epigenética & caracterizada como um
fendbmeno que envolve a alteragdo herdavel da expressao génica que nao implica
uma alteracdo da sequéncia de nucleotideos e sim, uma modificacdo da
conformagao do DNA (VERMA; SRIVASTAVA, 2002; FAZZARI; GREALLY, 2004).

Um dos principais mecanismos que acarretam a alteracdo da estrutura
tridimensional da molécula de DNA é a modificagdo covalente do DNA, comentada a
seguir (WAGGONER, 2007).

O processo de metilagao do DNA (FIGURA 2) envolve a adigéo covalente do
grupo metil (CH3), que advém do doador S-adenosilmetionina, ao carbono 5 da
citosina, formando a quinta base do DNA humano, a 5-metilcitosina, identificada em
1948 (SINGAL; GINDER, 1999). As citosinas metiladas correspondem a 0,75-1% do
total de bases do DNA (WORM; GULBERG, 2002).
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Q/;] CITOSINA 5- METIL-CITOSINA

FIGURA 2 - ESQUEMA DA MODIFICACAO EPIGENETICA DO DNA.
FONTE: Adaptado de RODENHISER; MANN, 2006.

Em geral, as citosinas adjacentes a uma guanina (no contexto 5CG3’),
portanto, pertencentes aos dinucleotideos CpGs (a letra p entre as bases citosina e

guanina denota o grupo fosfato), s&o passiveis de serem metiladas (BIRD, 2002).
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Os dinucleotideos CpGs sao pouco representados ao longo do genoma e a
grande maioria destes (cerca de 70% a 90%), com excecgado dos CGs presentes nas
ilhas de CpGs, encontra-se metilado no homem e na maioria dos vertebrados
(SINGAL; GINDER, 1999; NAKAO, 2001; HELLEBREKERS; GRIFFIOEN;
ENGELAND, 2007).

Os dinucleotideos sdo encontrados em maiores concentragcoes nas ilhas de
CpG, as quais estdo geralmente presentes na regido 5UTR dos genes,
especialmente no promotor e no primeiro exon. As ilhas sido regides com cerca de
1 kb de tamanho, que ocorrem em média a cada 100 kb e possuem frequéncia de
dinucleotideos CpG aproximadamente 10 vezes maior que o restante do genoma.
Estas possuem uma razao de CpG para GpC de pelo menos 60% e ocorrem em
mais da metade dos genes em humanos (ROBERTSON; JONES, 2000; BIRD, 2002;
DAS; SINGAL, 2004).

A metilagdo é catalisada por um grupo de enzimas, denominadas de DNA
metilases ou DNA metiltransferases (DNMTs). Dentre elas citam-se: DNMT1 e
DNMT3, com suas isoformas.

A DNMT1 reconhece preferencialmente substratos de DNA que se
apresentam metilados em apenas uma fita (0 que se denomina de DNA
hemimetilado), possibilitando que, durante a replicacdo, ocorra a propagagao do
padrdao de metilagdo as fitas recém sintetizadas (BIRD, 2002). A DNMT3a e a
DNMT3b metilam com igual eficiéncia o DNA hemimetilado e ndo metilado, in vitro e
in vivo e sao altamente expressos em células tronco-embrionarias (YANG; YAN;
DAVIDSON, 2001). Estas enzimas geralmente atuam no processo de metilagdo de
novo, adicionando grupos metil em locais do DNA em que ndo existe metilagao,
mesmo na fita oposta (DAS; SINGAL, 2004).

Ao contrario das DNMTs, as desmetilases atuam ativamente promovendo a
desmetilacdo do DNA. A 5-metilcitosina glicosilase, por exemplo, remove a citosina
metilada do DNA e, através do mecanismo de reparo o residuo de citosina é
novamente adicionado (DAS; SINGAL, 2004).

A metilacdto do DNA € importante nos processos de silenciamento do
cromossomo X inativo das mulheres, no imprinting genémico e também esta
vinculada ao mecanismo de silenciamento génico (BAYLIN, 2005).

A metilagdo da citosina pode afetar a expressao dos genes por impedir

estericamente a ligagao de fatores de transcricdo a seus sitios de reconhecimento
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presentes na regido reguladora de seus respectivos genes. Por exemplo, a
metilacao inibe a ligacdo dos fatores de transcricdo AP-2, myc, E2F e NF-kB, que
reconhecem sequéncias que apresentam dinucleotideos CpGs (SINGAL; GINDER,
1999). A inativacdo génica também pode decorrer do recrutamento de complexos
contendo repressores transcricionais e HDACs (histonas desacetilases) ao DNA
metilado (DAS; SINGAL, 2004). A MeCP2, uma proteina de ligagao ao grupo metil
(MBP), por exemplo, possui um dominio de interagcdo com as citosinas metiladas e
também se associa com o co-repressor transcricional Sin3, o qual pode se ligar
diretamente as HDACs 1 e 2 (ROBERTSON; JONES, 2000). Tem sido verificado,
inclusive, que as DNMTs podem suprimir a atividade transcricional dos genes por
recrutar diretamente as HDACs (ROUNTREE et al., 2001).

Os padroes de metilacdo sao estabelecidos nas fases iniciais do
desenvolvimento embrionario pelas metilases de novo DNMT3a e DNMT3b e sao
copiados nas células somaticas pela DNMT1 de manutengao (BIRD, 2002;
TURKER, 2002). Apds ocorrer a fertilizagdo, inicia-se uma onda de desmetilagéo
durante a clivagem, seguido pela metilagdo de novo do genoma principalmente apos
a implantacao do blastocisto e, esse processo pode continuar lentamente durante o
restante do desenvolvimento (TURKER, 2002; JAENISCH; BIRD, 2003). Acredita-se
que esse processo de desmetilacdo-remetilacido converte os padrdes de metilagao
especificos dos gametas para os especificos de tecidos somaticos (BIRD, 2002).
Assim, com a diferenciagdo do embrioblasto, genes tecidos especificos séo
desmetilados de maneira tecido-especifica, enquanto os genes constitutivos
permanecem desmetilados (YANG; YAN; DAVIDSON, 2001; TURKER, 2002).

1.2.1 Metilacao e cancer

Acredita-se que o0s mecanismos epigeneéticos sdo importantes para a
iniciacdo da tumorigénese e para a manutengdo do estado alterado das células
tumorais. Embora o padrdo de metilagcdo seja estabelecido durante o
desenvolvimento embrionario e seja mantido durante a vida do individuo, sabe-se
que a idade, bem como a dieta, podem modificar esse padrao, comprometendo o
controle normal da expressdo dos genes e levando a instabilidade genética (YOO;

JONES, 2006). Uma dieta pobre em folato, por exemplo, tem sido associada a
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indugdo de cancer de figado vinculado a hipometilagdo gendbmica e aumento da
expressao de oncogenes, como o kras e o myc (JAENISCH; BIRD, 2003).

A neoplasia é epigeneticamente caracterizada pela desmetilagdo global do
DNA, com hipermetilacdo localizada de genes especificos (WILSON; POWER,;
MOLLOQY, 2007; YOO; JONES, 2006).

A avaliacao do nivel total de 5-metilcitosina apds analise por Southern
Blotting do DNA tumoral digerido com enzimas que reconhecem sitios de restrigao
contendo citosinas metiladas, forneceu a primeira evidéncia de que o genoma das
células neoplasicas encontra-se hipometilado em relagcdo as células normais
(FEINBERG; VOLGSTEIN, 1983).

Muitos dos efeitos globais da desmetilagdo decorrem da ativagdo de
elementos transponiveis, normalmente dormentes, e de sequéncias retrovirais
presentes no genoma humano. A expressao bialélica de genes imprintados
resultante da hipometilagcdo também pode favorecer o desenvolvimento de tumores.
A LOI (perda de imprinting) do gene IGF-2 (fator de crescimento tipo insulina-2), por
exemplo, torna os individuos mais susceptiveis ao desenvolvimento do cancer
colorretal (WILSON; POWER; MOLLQY, 2007).

Ao contrario da hipometilagdo, a hipermetilacdo adquiriu destaque no
contexto do cancer somente a partir da metade da década de 80. O silenciamento
génico decorrente da metilagdo aberrante foi demonstrado em 1986 com a
calcitonina, a qual € um marcador para o cancer de pulmdo de pequenas células.
Este tipo de tumor maligno apresenta alta capacidade metastatica, que esta
fortemente relacionada ao tabagismo, visto que apenas 1% dos casos ocorre em
individuos nao-fumantes. E caracterizado por apresentar células epiteliais
geralmente pequenas, arredondadas ou ovais, que crescem em aglomerados e sao
capazes de secretar horménios polipetidicos (BAYLIN et al., 1986; COTRAN;
KUMAR; ROBBINS, 1996).

O silenciamento epigenético pode predispor a eventos mutacionais durante a
progressao do cancer, por exemplo, através da inativagdo de genes de reparo do
DNA. O gene de reparo MLH1 (homdloga a proteina codificada em E. coli, pelo gene
mutL) é frequentemente hipermetilado em tumores que possuem instabilidade de
microssatélite, como o colorretal (NAKAGAWA et al., 2001, apud JONES; BAYLIN,
2002). O gene de reparo MGMT (Og-metilguanina-DNA metiltransferase) também é
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silenciado por hipermetilagdo em tumores, como o de célon, pulmao, linféide, entre
outros (ESTELLER et al., 1999, 2000, 2001, apud JONES; BAYLIN, 2002).

A hipermetilacdo pode também silenciar genes supressores de tumor, como
o gene VHL (Von Hippel-Lindau), no carcinoma de rim (HERMAN et al., 1994, apud
ROBERTSON; JONES, 2000); Rb (retinoblastoma), no retinoblastoma (STIRZAKER
et al., 1997, apud ROBERTSON; JONES, 2000), APC (polipose adenomatosa do
cblon), no carcinoma colorretal (HILTUNEN et al., 1997, apud ROBERTSON,;
JONES, 2000), etc.

A metilagdo pode influenciar a tumorigenicidade por aumentar a
probabilidade da ocorréncia de mutagdes de transicdo C>T, como verificado com o
gene supressor de tumor p53, em que 50% das mutagdes pontuais incidem nas
citosinas metiladas (JONES; BAYLIN, 2002). Tais mutagdes ocorrem em fungédo dos
residuos de 5-metilcitosina serem mais susceptiveis a deaminagdo. A deaminacao
da citosina forma a uracila, a qual é rapidamente reconhecida e reparada pela uracil
DNA glicosilase (UDG); mas, a deaminagdo da 5-metilcitosina gera timina, que, por
ocorrer naturalmente no DNA é mais dificil de ser detectada e reparada pela timina
DNA glicosilase (TDG) (JIRICNY, 1996, apud ROBERTSON; JONES, 2000; YANG;
YAN; DAVIDSON, 2001).

No céncer de mama, os genes que codificam os receptores ovarianos (RE e
RP), o gene supressor de tumor BRCAL e outros genes envolvidos com regulagao
do ciclo celular (p16™%*?), detoxificacdo (GSTP1) e metastase (E-caderina, TIMP-3)

sdo os mais freqientemente metilados (YAN, DAVIDSON, 2001).

1.2.2 Terapéutica anti-tumor e metilagcao

O estudo da metilagao pode ser muito util para o diagndstico precoce e para
definigdo do tratamento de varios tipos de tumores. O perfil de metilagdo permite
distinguir entre tipos e sub-tipos de tumores e auxilia na escolha do agente
quimioterapéutico para o tratamento. A metilagdo do gene de reparo MGMT, por
exemplo, aumenta a sensibilidade dos gliomas ao tratamento com agentes
alquilantes (ESTELLER et al., 2000, apud DAS; SINGAL, 2004).

Como a metilagao das ilhas de CpG é mais frequente nas células tumorais,
pois, como dito anteriormente, em geral, nas células normais os dinucleotideos

encontram-se desmetilados, a metilagdo pode ser um alvo importante na terapia
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anti-tumoral (BAYLIN, 2005). Além disso, ao contrario das alteragdes genéticas, a
possibilidade de reverter as modificacdes epigenéticas torna viavel o tratamento
epigenético do cancer (YOO; JONES, 2006; HELLEBREKERS; GRIFFIOEN,;
ENGELAND, 2007).

Dentre as substancias empregadas na terapia do cancer estdo os inibidores
de metilagdo, que incluem os analogos de nucleosideos e os ndo analogos de
nucleosideos. Os primeiros podem ser divididos em analogos ribonucleosideos ou
desoxirribonucleosideos. Ambos possuem o carbono 5 do anel da citosina
modificado e sao metabolizados por quinases que os convertem a nucleotideos
trifosfato para posterior incorporacdo ao RNA ou DNA, respectivamente (YOO;
JONES, 2006).

O principal analogo desoxirribonucleosideo usado no tratamento do cancer é
0 5-Aza-2’-deoxicitina (5-Aza-CdR). Este é capaz de inibir a metilagdo do DNA
mesmo em concentragdes micromolares, mas, apresenta-se instavel em solugdes
aquosas, dificultando sua administragdo (KOPELOVICH; CROWELL; FAY, 2003;
YOO; JONES, 2006). Apesar de amplamente empregado no tratamento anti-cancer
apresenta efeitos toxicos e pode ser mutagénico in vivo. Além disso, demonstrou-se
que é capaz de ativar transcricionalmente genes sem promotores metilados e de
promover modificagdo da estrutura da cromatina, aumentando a acetilacédo e a
metilacdo da Lys4 da histona H3 (SOENGAS et al., 2001, NGUYEN et al., 2002,
apud LAIRD, 2005). O principal mecanismo de inibigdo da metilagdo mediada pelo 5-
Aza-CdR decorre da formagao do complexo covalente droga-DNMT (YOO; JONES,
2006).

1.3 RECEPTOR DE QUIMIOCINAS CXCR4

O gene CXCR4, localizado no cromossomo humano 2g21.3, apresenta uma
regido promotora, contendo cerca de 2,6 kb, e dois exons separados por uma
sequéncia intrénica de aproximadamente 2,1 kb. O primeiro exon possui 104 pb e
codifica os cinco primeiro aminoacidos da proteina e a regidao 5UTR. O segundo
exon possui aproximadamente 1,6 kb, dentre os quais 1044 pb codificam os 347
aminoacidos restantes da proteina que possui 352 residuos (CARUZ et al., 1998;
WEGNER et al., 1998).
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Duas isoformas de proteinas CXCR4, derivadas de splices transcricionais
alternativos, tém sido caracterizadas. O variante transcricional 1 (NM_001008540),
também conhecido como CXCR4-Lo, representa o maior transcrito e codifica a
isoforma mais extensa (isoforma a) (ENTREZ GENE, 2008).

O gene CXCR4 foi inicialmente clonado de leucécitos (LOETSCHER et al.,
1994), mas, é também constitutivamente expresso em tecidos ndo hematopoiéticos,
incluindo coragao, intestino, brénquios, cérebro, dentro outros (LAVI et al. 1997,
DWINELL et al., 1999; EDDLESTON et al., 2002; FURUYA et al., 2007).

O CXCR4 é um receptor de quimiocinas que possui sete dominios
hidrofdbicos transmembrana em alfa-hélice (7-TMR) (FIGURA 3) e também é
designado de receptor acoplado a proteina G (GPCR), em fungdo de seu
mecanismo de sinaliza¢do, que envolve a ligagdo dos loops intracelulares a proteina
G heterotrimérica (afy) (ROLLINS, 1997). O terminal carboxi do receptor contém
residuos de serina e treonina, que sao passiveis de serem fosforilados apods
interac&o ligante-receptor e estao envolvidos na transdug¢ao de sinais bem como na
dessensibilizacdo (FUTASHI et al., 2007).
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FIGURA 3 - TOPOLOGIA GERAL DE UM RECEPTOR DE QUIMIOCINAS.

FONTE: Adaptado de FERNANDEZ; LOLIS, 2002.

NOTA: A extremidade aminoterminal e trés loops ficam expostos para fora da célula, enquanto trés
loops e a extremidade carboxiterminal ficam voltados para o compartimento citoplasmatico. ECL:
loops extracelulares; TM: dominios transmembrana.

O receptor de quimiocinas CXCR4 desencadeia seus efeitos bioldgicos
através da interacdo com a quimiocina ligante, CXCL12 (fator derivado de célula de
estroma-1, SDF-1). As quimiocinas, também designadas de citocinas quimiotaticas

ou quimioatraentes, constituem um grupo de pequenas proteinas soluveis e basicas,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=Nucleotide&dopt=GenBank&val=56790926
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cujo peso molecular varia, em geral, de oito a 10 kDa. Estas moléculas sao
classificadas a partir do arranjo dos dois primeiros, dos quatro, residuos
conservados de cisteina, adjacentes a extremidade aminoterminal. Os dois maiores
grupos sdo as quimiocinas CXC que apresentam um aminoacido entre duas
cisteinas e as quimiocinas CC que possuem duas cisteinas adjacentes (ROLLINS,
1997; BAJETTO et al., 2001; FERNANDEZ, LOLIS, 2002; BALKWILL, 2004; KULBE
et al., 2004; LAURENCE, 2005).

A nomenclatura dos receptores e das quimiocinas consiste da familia,
seguida da letra “R” ou “L”, para denotar receptor ou ligante, respectivamente, e por
ultimo, um numero de identificacdo que indica a ordem de descoberta. Assim,
CXCL12 é uma quimiocina pertencente a familia CXC, numero 12. O mesmo vale
para o receptor, pois a sistematica estda baseada na estrutura de seu ligante
(MURPHY et al., 2000).

O CXCR4 tem como ligante unico o CXCL12, ao contrario do que é
verificado para a maioria das quimiocinas e dos receptores de quimiocinas. Em
geral, uma quimiocina pode se ligar a varios receptores e um receptor pode ter
varias quimiocinas ligantes, estabelecendo uma relagcdo denominada de
“‘promiscua”. A especificidade da interacdo CXCR4-CXCL12 foi demonstrada em
estudos com ratos knockout para o0 CXCR4 ou para o CXCL12, em que se
verificaram defeitos no coracdo, no sistema nervoso, na hematopoiese e na
formagao dos vasos sanguineos do intestino (ZOU et al., 1998).

A ligacao entre 0 CXCR4 e seu ligante induz uma mudancga de conformagao
deste receptor, que resulta na ativagcdo da proteina G. Resumidamente, essa
ativagdo produz mensageiros lipidicos secundarios, como o fosfatidilinositol trifosfato
e diacilglicerol, desencadeando o aumento transiente da concentragdo de calcio
citosolico e a ativagao de proteinas quinases, respectivamente. As quinases, por sua
vez, fosforilam moléculas efetoras, como as proteinas quinases ativadas por
mitégenos (MAPKSs) ativando, na maioria dos casos, a via ERK1/2 (MAJKA et al.,
2000; SORIANO et al., 2002; LEE et al., 2004; PENG et al., 2005).

1.3.1 Importancia do par CXCR4-CXCL12 no céncer

A interacdo CXCR4-CXCL12 ativa vias de sinalizacdo intracelulares que

desencadeiam inumeros efeitos bioldgicos, como sobrevivéncia, proliferagcdo e
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invasao celular, contribuindo com o desenvolvimento do cancer. Estes efeitos podem
resultar de uma agao autécrina, paracrina ou indireta (LUKER; LUKER, 2006).

O CXCL12 pode apresentar um efeito indireto no cancer através do
recrutamento de leucdcitos, especialmente dos macréfagos associados ao tumor
(TAMs) (ORIMO et al., 2006). As implicagdes dos leucdécitos no cancer sao
divergentes. Em principio, poderiam reconhecer e atuar contra as células tumorais,
mas, poderiam também fornecer sinais (como expressar fatores de crescimento e
angiogénicos, metaloproteinases, etc.) que favorecem o desenvolvimento tumoral
(BEN-BARUCH, 2006; ROLLINS, 2006). Esta quimiocina também pode ser
secretada pelas préprias células tumorais, via autocrina, ou pelas células do
estroma, via paracrina, atuando diretamente sobre a massa tumoral. De forma
paracrina, a proteina CXCL12 secretada pelos fibroblastos presentes no estroma
tumoral também conferem vantagens de crescimento ao tumor via angiogénese
(LAURENCE, 2005; BEN-BARUCH, 2006; ORIMO et al., 2005).

A proteina CXCR4 é o receptor de quimiocinas mais frequentemente
expresso por células tumorais, estando expresso em mais de 20 tipos de tumores
(ZLOTNIK, 2004).

Jordan et al. (1999) verificaram que a proteina CXCR4 esteve expressa em
células de adenocarcinoma de célon (HT-29). Majka et al. (2000) e Crazzolara et al.
(2000) também constataram superexpressdo deste receptor em células de Jurkat
(de leucemia de célula T) e em células ATL-2 (de linfoma de célula T).

A elevada expressao do receptor CXCR4 também foi constada em células
tumorais de rim VHL negativo, de carcinoma de ovario (CAOV3) e de cancer de
mama (MCF-7), quando expostas a hipoxia. Isto decorre em parte da ativagéo da via
HIF-1/hipdxia. Foi demonstrado que, em baixas concentra¢des de oxigénio, ocorre o
recrutamento do fator de transcricao HIF-1 (fator indutor de hipdxia-1) ao promotor
do CXCR4, o qual regula positivamente a expressao deste gene (SCHIOPPA et al.,
2003; STALLER et al., 2003). A superexpressao do gene CXCR4 pela agédo de
fatores de transcrigdo foi observada ainda na linhagem de tumor de proéstata, PC-3.
Com estas células foi demonstrado que o fator nuclear-kB (NF-kB) regula
positivamente a transcricdo deste gene. Além disso, verificou-se que, sob estimulo
da proteina CXCL12, ocorre a ativagado deste fator. Isso porque o inibidor de
proteinas kB (IkB) é inativado pela fosforilagdo via MAP quinase dependente de
CXCL12 (KUKREJA et al., 2005).
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Em 2001, Muller et al., pioneiros na pesquisa de marcadores moleculares de
metastases, forneceram uma importante contribuicdo para o entendimento dos
mecanismos pelos quais o par CXCR4-CXCL12 atuam. Além de mostrar a migragao
direcionada de células tumorais de mama, que superexpressam a proteina CXCR4,
a érgaos-alvo de metastase (pulmao, linfonodo, etc.), que expressam altos niveis de
CXCL12, constataram que esta quimiocina induz a polimerizagédo da actina e, que a
incubacdo das células tumorais com anticorpo anti-CXCR4 ou anti-CXCL12
bloqueavam a capacidade de quimiotaxia e invasdo mediada pelo CXCL12.

Alguns antagonistas da proteina CXCR4 que bloqueiam ou diminuem os
efeitos da interagao receptor-ligante também foram descobertos. Tamamura et al.
(2003) constataram que analogos de T140 (TC14012, TE14005 e 4F-benzoil-
TN14003) sédo capazes de inibir a migragdo induzida pelo CXCL12 em células
tumorais de mama (MDA-MB-231), de linfoma de célula T (Sup-T1) e de células
endoteliais de corddo umbilical humano (HUVECs). Além disso, verificaram a
reducdo de metastases pulmonares em ratos SCID-MDA-MB-231+ tratados com 4F-
benzoil-TN14003. O AMD3100 também é um antagonista do CXCR4 capaz de inibir
a proliferagao, migracao e invasao (JIANG et al., 2007).

No cancer de mama e em outros tipos de tumores malignos, o perfil de
expressdo do receptor CXCR4 foi bastante estudado por imunohistoquimica.
Cabioglu et al. (2005) constataram a expressao predominantemente citoplasmatica
desta proteina em tumores linfonodo positivo, embora essa associagao nao tenha
atingido relevancia estatistica. Em tumores linfonodo negativo a expressdao mais
comum do CXCR4 foi a nuclear.

Salvucci et al. (2006), ao analisar diversos tipos histolégicos de cancer de
mama, invasivos e pré-invasivos, também constataram a expressdo da proteina
CXCR4. Eles notaram inclusive o aumento na proporcdo de células com alta
marcagao nuclear para este receptor com a progressao do cancer, de forma que foi
constatada a expressao nuclear da proteina CXCR4 em 22% de células normais,
45% dos tumores ductais in situ e 67% dos carcinomas invasivos. A elevada
expressao nuclear do CXCR4 esteve associada com metastase a linfonodos, e, a
forte marcacéo citoplasmatica de CXCR4 esteve associada a tumores de maior grau
histoloégico, RE negativo, RP negativo e ERBB2 positivo. Também foi observada
menor sobrevida em pacientes com forte expressao nuclear e citoplasmatica deste
receptor (SALVUCCI et al., 2006).
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Em carcinomas de células escamosas e adenocarcinomas de esbfago
também foi observada a expressao da proteina CXCR4. Gockel et al. (2006)
constataram maior expressao deste receptor em amostras pT3-4, pN+, pMO, para os
dois tipos histologicos considerados.

A funcionalidade deste receptor apds estimulo com a proteina CXCL12 foi
demonstrada em varios trabalhos. A atividade do receptor CXCR4 foi constatada
através do aumento dos niveis de calcio citosolico, da migracado e proliferacéo
celular, da ativagdo de vias intracelulares (como a AKT e PI-3K), dentre outros
(JORDAN et al.,1999; MAJKA et al., 2000; CRAZZOLARA et al., 2001; PENG et al.,
2005).

O papel do CXCR4 no desenvolvimento e na progressao do cancer, bem
como sua participacdo em outros processos, como de infecgao pelo HIV, tornaram-
no um possivel alvo-terapéutico e o foco de muitas pesquisas.

Estudos com linhagens celulares de melanomas, linhagens tumorais de
pancreas e amostras de adenocarcinoma ductais pancreaticos demonstraram a
correlagdo entre a expressdo do CXCR4 e a metilagdo do seu promotor (SATO et
al., 2005; MORI et al., 2005). Além disso, Sato et al. (2005) também langcaram a
hipétese de que linhagens tumorais de mama poderiam ter o gene CXCR4 regulado
por esse mesmo mecanismo. Assim, neste trabalho nos propomos a estudar uma
ilha de CpG do gene CXCR4 ampliando o conhecimento desse mediador na

tumorogénese no cancer de mama.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a participagcdo da metilagdo do DNA no controle da expressao do gene
CXCR4 em linhagens tumorais de mama para posterior correlagéao dos achados de

metilagcdo em tumores primarios com aspectos clinico-patolégicos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Analisar o padrdao de expressdo do receptor de quimiocina CXCR4 em
linhagens tumorais de mama, através de RT-PCR,;

o Tratar com agente desmetilante 5-Aza-CdR a linhagem tumoral que né&o
expressou o gene CXCR4 a fim de verificar que a inativagao deste receptor decorre
da metilagao da citosina;

o Clonar e sequenciar um fragmento da ilha de CpG presente no promotor deste
gene, para identificar os dinucleotideos CG diferencialmente nas linhagens de
estudo;

o Correlacionar o padréao de metilagado obtido para o fragmento da ilha de CpG
estudada com o padrao de expressao génica encontrado nas linhagens celulares;

o Confirmar o perfil de metilacdo obtido pelo sequenciamento através da analise
de restricao combinada com bissulfito de dois fragmentos de diferentes ilhas de CpG
presentes no gene CXCR4;

° Estudar o padrao de metilagcédo do gene CXCR4, através de MSP, em amostras
de tumores primarios de mama, a fim de confirmar que o perfil de metilacdo obtido
para as linhagens também é verificada em amostras de tumor de mama;

o Correlacionar os dados de metilagdo das amostras tumorais com os dados
clinico-patolégicos das pacientes a fim de determinar o envolvimento deste gene nos

processos de formacgao e progressao tumoral em mama.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL BIOLOGICO

3.1.1 Linhagens tumorais de mama

Neste estudo foram utilizadas as linhagens tumorais de mama humana
MCF-7 (linhagem de referéncia, ATCC HTB-22™), PMC-42 (WHITEHEAD et al.,
1984), MDA-MB-435 (ATCC HTB-129™) e MDA-MB-436 (ATCC HTB-130™),
gentilmente cedidas pelo Instituto Ludwig de Pesquisa em Cancer de Sao Paulo
(LICR-SP).

A MCF-7 é uma célula epitelial RE+ de adenocarcinoma de mama, obtida a
partir de efusédo pleural de pacientes (ATCC, 2008). A PMC-42 é uma linhagem de
carcinoma de mama, RE+ e RP+, com caracteristica de célula-tronco, o que justifica
sua capacidade de formar organoides com diferentes tipos morfoldgicos, capazes de
secretar proteinas do leite, em cultura (WHITEHEAD et al.,, 1984; ACKLAND;
MICHALCZYK; WHITEHEAD, 2001). A MDA-MB-436 € uma célula pleomorfica ER-
de adenocarcinoma de mama, também obtida a partir de efuséo pleural de pacientes
(ATCC, 2008). A MDA-MB-435 foi inicialmente descrita em 1978 como uma
linhagem metastatica de cancer de mama e foi depositada no ATCC como MDA-MB-
435S (CAILLEAU; OLIVE; CRUCIGER, 1978). Esta linhagem é altamente agressiva,
assim como a MDA-MB-436, ndo expressa RE e E-caderina. A origem desta célula
foi muito discutida, pois esta linhagem ndo expressa alguns genes tipicos do epitélio
mamario (pS2, mamaglobina e proteina indutora da prolactina), mas, por outro lado,
expressa genes tipico de melandcitos (receptor retindide X, ACP-5, tirosinase,
proteina relacionada a tirosina). Apesar desta caracteristica, designada de
infidelidade de linhagem (expressdo de marcadores de diferentes linhagens),
admite-se que a MDA-MB-435 é uma linhagem de mama. Como esta linhagem é
bastante invasiva, portanto, associada a tumores mais avancados, pressupde-se
que esta célula pode sofrer, devido a instabilidade genética, dediferenciacao,
perdendo alguns marcadores tipicos da mama e ganhando outros marcadores
(ELLSION et al., 2002; SELLAPPAN et al., 2004).


http://www.atcc.org/
http://www.atcc.org/
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3.1.1.1 Cultivo celular

As células foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Gibco, Gaithersburg, MD,
USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino- SFB (Cultilab, Campinas, SP,
Brasil), 2 mM de glutamina (Gibco, Gaithersburg, MD, USA), garamicina 40 pug/mL
(Schering-Plough, Rio da Janeiro, RJ, Brasil), ciprofloxacina 10 ug/mL (Halexlstar,
Goiania, Goias, Brasil) e anfotericina B 2,5 yg/mL (Cristalia, Itapira, SP, Brasil). As
linhagens PMC-42, MDA-MB-435 e MDA-MB-436 também receberam
suplementagdo do hormdnio insulina 5 uyg/mL (Novo Nordisk, Bagsvaerd, Denmark)
e a PMC-42 também foi cultivada na presenca de hidrocortisona 5 pg/mL (Unido
Quimica, SP, Brasil).

Aliquotas de linhagens com aproximadamente 10° células/mL, congeladas
em SFB 40% e DMSO 10%, foram retiradas do nitrogénio liquido (-196°C),
descongeladas a 37°C, transferidas dos tubos criogénicos para garrafas com area
de cultivo igual a 25 cm?, contendo o meio de cultura devidamente suplementado, e,
incubadas a 37°C e 5% de CO,. O meio foi trocado regularmente e o crescimento
celular foi acompanhado. Quando se obteve uma monocamada de células aderidas
a garrafa com aproximadamente 80-90% de confluéncia, efetuou-se a amplificagéo
da cultura para posterior extracdo de RNA ou DNA e para estoque. A expansio da
cultura foi efetuada através do tratamento com tripsina 0,25% (TrypLE™
Gibco, Gaithersburg, MD, USA).

Express,

3.1.1.2 Teste para detecgao de contaminagcao por Mycoplasma hominis

A fim de verificar a ocorréncia de contaminagédo da cultura por Mycoplasma
hominis efetuou-se uma reagdo de PCR para detectar DNA genbmico deste
microrganismo no cultivo.

Para tanto, no momento da troca de garrafa foi coletado aproximadamente
1 mL da suspenséao de células, estas foram concentradas por centrifugagdo e uma
pequena quantidade de célula foi coletada com um palito e adicionada ao sistema
contendo um volume final de 15 pL e 1X tampado de Tag Polimerase (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), 2,5 mM de MgCl,, 100 uM de dNTPs, 0,6 U de Taq polimerase
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e 1,25 pmoles de iniciadores especificos (MycoA F
5'GGC GAA TGG GTG AGT AAC ACG 3" e MycoB R 5'CGG ATA ACG CTT GCG
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ACC TAT G 3°). As condigdes de amplificagao foram: desnaturagao por 5 minutos a
94°C, seguido de 35 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 1 minuto, anelamento a 60°C
por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto. Ao final da ciclagem as moléculas
foram extendidas por 7 minutos a 72°C. Os produtos da reac¢ao foram aplicados em
gel de poliacrilamida 8%, corado com nitrato de prata 10% (item 3.4.6.1). Foi
utilizada como controle uma amostra de DNA contaminada proveniente do Instituto
Ludwig. No caso de haver contaminagdo por M. hominis seria verificado um
fragmento de 455 pares de bases. Para evitar contaminagao foi feita suplementagéo

com antibidtico ciprofloxacina como descrito acima.

3.1.2 Amostras tumorais de mama

Foram utilizadas 76 amostras de tumores primarios de mama, dentre elas 51
amostras de carcinomas ductais invasivos, uma amostra de carcinoma ductal in situ,
21 amostras de carcinomas lobulares invasivos e trés amostras de fibroadenomas.
Todas as amostras foram gentilmente cedidas pela Dra. Enilze S. F. Ribeiro e pelo
Dr. Iglenir Jodo Cavalli, responsaveis pelo Banco de Tumores do Laboratério de
Citogenética Humana e Oncogenética, do Depto. de Genética/lUFPR. As amostras
catalogadas neste banco de tumores foram obtidas mediante consentimento
informado das pacientes (ANEXO 1) e aprovagdo do Comité de Etica, processo
n° 25000.007020/2003-93; registro no CONEP: 7220 e parecer n° 251/2003, de
20/02/2003, do Hospital Nossa Senhora das Gracgas, Curitiba-PR (proveniéncia das
amostras sob responsabilidade do Dr. Rubens Silveira Lima).

Os laudos foram obtidos de pacientes internadas no Hospital de Clinicas da
UFPR e no Hospital Nossa Senhora das Gracas, Curitiba-PR. A idade das pacientes

variou de 15 a 84 anos (média de 58 anos, desvio padrao de 15 anos).

3.2 IDENTIFICACAO DAS ILHAS DE CpG PRESENTES NO GENE CXCR4

Para a identificacdo da regido promotora do receptor CXCR4 descrito para
humano, foi obtida a sequéncia do RNAm (sequéncia de referéncia NM_003467.2)
deste gene pelo programa Unigene (Hs.593413) disponivel no site do National
Center of Biotechnology Info- NCBI (UNIGENE, 2008). Esta foi entdo submetida a
analise no programa Human Blat Search (HUMAN BLAT, 2008). Neste site foi


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/clust.cgi?UGID=2062424&TAXID=9606&SEARCH=cxcr4
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possivel obter a localizagdo do gene no cromossomo e a sequéncia de nucleotideos
que representava desde a regidao promotora até o segundo intron do gene CXCR4
(2,6 Kb antes e 1,7 kb apds o nucleotideo +1 descrito por Wegner et al., 1998).

A presenca de ilhas de CpG neste fragmento foi determinado com auxilio do
recurso CpGPlot, disponivel na pagina do grupo European Boinformatic Institut-
EMBL (CpGPLOT, 2008). Esta analise seguiu os parametros estipulados pelo
CpGPlot que considera como ilhas de CpG os fragmentos com mais de 200 pb,
contendo pelo menos 50% de G+C e uma razdo entre a frequéncia observada e a
esperada de dinucleotideos CG superior ou igual a 0,6 (GARDINER-GARDEN,;
FROMMER, 1987). Na regido analisada constatou-se a presenca de quatro ilhas de
CpG no gene CXCR4 (FIGURA 4).

Gitgttgget
+1
-2624 -1l +103 +2236 +3799 +3850
| SUTR E Intran E (Exon) Intran
| llhat | [ Iha2 | | llha 3 [IIha 4]
-1361)/-828 -3345+845 +3170+1359 +1371+1647
-173+11 +11885+1467

FIGURA 4 — ESQUEMA DO GENE CXCR4 MOSTRANDO A POSICAO DAS
QUATRO ILHAS DE CpG E DOS FRAGMENTOS (F1 e F2)

ESTUDADOS.
NOTA: F1 e F2 (indicados pelos quadrados em rosa) sao as regides do gene CXCR4 analisadas
neste trabalho. O nucleotideo +1 corresponde residuo G presente no comego do exon 1 (segundo
Wegner et al.,, 1998). A localizagcdo da regido 5’UTR, dos exons e dos introns em relagdo ao
nucleotideo +1 esta indicado acima; enquanto a localizagdo das ilhas de CpG esta exposta logo
abaixo do esquema.

3.3 AVALIACAO DO PADRAO DE EXPRESSAO DO GENE CXCR4 EM
LINHAGENS TUMORAIS DE MAMA

Neste estudo o padrdo de expressdo do gene CXCR4 nas linhagens
tumorais de mama foi analisado ao nivel de transcrito, através da técnica de RT-
PCR.

Para as reacdes de RT-PCR foram utilizados iniciadores especificos que
anelavam entre os exons 1 e 2, na regiao 3' do gene de estudo, e, entre os exons 7
e 8, da regido 3 do gene de expressdo constitutiva, gliceraldeido-3-fosfato-
desidrogenase (GAPDH), usado como controle (ANEXO 3). Os iniciadores
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planejados foram avaliados pelo programa OLIGOTECH (OLIGOTECH, 2008) e
suas sequéncias, bem como o tamanho dos fragmentos esperados na amplificagéo

sao mostrados no quadro 2.

™ (°C) FRAGMENTO | FRAGMENTO COM
INICIADORES DNA
OLIGOTECH | ESPERADO CONTAMINANTE
EXON+INTRON
F GAPDH
67,6
5 CTG CAC CACCAACTGCTTAZ
296 pb 489 pb
R GAPDH 719
5 CAT GAC GGC AGG TCAGGTC 3 ’
F CXCR4
64,5
5 CAG CAG GTAGCAAAGTGA 3
396 pb 2488 pb
R CXCR4
64,5
5 AGC GTG ATG ACA AAG AGG 3

QUADRO 2 - CARA(}TERISTICAS DOS INICIADORES ESPECIFICOS PARA AS
REACOES DE RT-PCR.

3.3.1 Extracdo de RNA total das linhagens celulares de mama

Para isolar o RNA total das linhagens celulares foi utilizado o reagente
TRIzol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), segundo especificacbes do fabricante. A
purificacdo de RNA com tal reagente € uma adaptagdo do método desenvolvido por
Chomczynski e Sacchi (1987).

Em resumo, efetuou-se a lise das células com o reagente TRIzol®, seguida
da separacao da fase aquosa com cloroférmio (Merck, Whitehouse Station, NJ,
USA), precipitagdo com isopropanol absoluto (Merck, Whitehouse Station, NJ, USA),
lavagem com etanol 75% em agua DEPC e ressuspensédo em agua DEPC. Os RNAs
extraidos foram armazenados a -80°C.

A integridade do RNA total extraido foi inferida através da aplicagdo de 1 ug
de cada amostra em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo 0,2 pg/mL e
visualizado em luz UV (TFX-35-M, Life Technologies, V03-6608/DP-001-FDC, Vilber
Lourmat, Deutschland). Antes de ser aplicado, o RNA total foi desnaturado a 65°C
por 5 minutos, e mantido em condicdo desnaturante, em tampdo de amostra

contendo 7 M de uréia e 30% de glicerol. A qualidade do RNA foi avaliada a partir
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das intensidades relativas das bandas 28S e 18S dos RNAs ribossémicos. Foram
considerados integros os RNAs que apresentaram tais bandas bem evidentes, tendo
a primeira o dobro da intensidade da segunda.

A quantificacdto de RNA foi efetuada por espectrofotometria, em
comprimento de onda de 260 nm, considerando-se que 1 DOgsnm equivale a
40 ug/mL de RNA. O grau de contaminagdo com proteinas foi estimado a partir da
relacédo entre as leituras efetuadas a 260 e 280 nm, devendo o valor variar de 1,6 a
1,8. Foi utilizado o espectrofotometro GeneQuantll (Pharmacia Biotech, Piscataway,
NJ).

3.3.2 Sintese da primeira fita de cDNA

O cDNA foi sintetizado a partir da transcricio reversa de aproximadamente
500 ng de RNA total, na presenca de 200 U da enzima transcriptase reversa
(Superscript 1l, GibcoBRL, Gaithersburg, MD, USA) segundo instrugdes do
fabricante.

A primeira fita de cDNA foi gerada em uma reagdo com volume final de
20 pL contendo 500 uM de dNTP (GibcoBRL, Gaithersburg, MD, USA), 25 pg/mL de
OLIGO dT (IDT, Coralville, 1A, USA), 1X solugéo tampao de primeira fita (GibcoBRL,
Gaithersburg, MD, USA), 40 U de inibidor de RNase (rRNasin, Promega, Madison,
WI, USA), 10 uM de DTT (GibcoBRL, Gaithersburg, MD, USA) e a enzima
Superscript 1l (GibcoBRL, Gaithersburg, MD, USA). Inicialmente, a mistura de RNA,
agua e iniciador foi incubada a 65°C por 5 minutos para promover a abertura de
possiveis estruturas secundarias. A reagdo de sintese de cDNA foi realizada a 42°C
por 60 minutos e a 72°C por 15 minutos. O cDNA sintetizado foi estocado a -20°C.

Para verificar a eficiéncia de sintese e a qualidade do cDNA utilizou-se como
controle a amplificagdo por PCR de um fragmento de 296 pb do gene de expresséo
constitutiva GAPDH. Para isto empregou-se 1 yL do cDNA em reag¢des de volume
final de 20 uL, contendo 1X tampao de Taq Platinum (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA), 1,5 mM de MgCl;, 200 yM de dNTPs, 1 U de Taq Platinum (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) e 8 pmoles de iniciadores especificos. As condigbes de
amplificagdo usadas foram: desnaturacao inicial do cDNA por 10 minutos a 95°C,
seguida de 35 ciclos de desnaturagao a 94°C por 45 segundos, anelamento a 63°C

por 45 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto, e extensao final a 72°C por 5
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minutos. Os dados sobre os iniciadores utilizados para o gene GAPDH estao
expostos no quadro 2, item 3.3. Para todas as reagdes de PCR foi utilizado um
controle interno, denominado de no. No sistema do tubo no eram colocados todos os
reagentes da reacdo de PCR, com excegdo do DNA. Assim, a amplificagdo de
fragmentos no no era um indicativo de que havia contaminagao com DNA exdgeno.
Quando se verificavam bandas neste controle, a reagéo era repetida. Os fragmentos
amplificados foram visualizados em gel de agarose 1%, corado com brometo de

etideo.

3.3.3 Semi-Quantitative Reverse Transcription-PCR- RT-PCR Semi-Quantitativo do
gene CXCR4

Para o estudo do padrdo de expressao do gene CXCR4 foi utilizada a
técnica de RT-PCR Semi-Quantitativo.

As reagdes foram feitas em duplicatas para o gene em estudo e para o gene
GAPDH, utilizado como controle. Nos sistemas com volume final de 20 pyL foram
adicionados 1-2 pL do cDNA sintetizado, 1X tamp&o de Taq Platinum (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), 1,5 mM de MgCl,, 200 uM de dNTPs, 1 U de Taq Platinum
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e 8 pmoles de iniciadores especificos. As condigdes
da reagcdo para o gene CXCR4 foram: desnaturagdo do cDNA a 95°C por
10 minutos, seguido de ciclos de desnaturagao a 94°C por 1 minuto, anelamento a
58°C por 1 minuto, extensao a 72°C por 1 minuto e 30 segundos, com extensao final
de 72°C por 10 minutos. As ciclagens utilizadas foram: 30, 35, 38. As condi¢des de
amplificagdo para o gene controle foram detalhadas no item 3.3.2. Os dados sobre
os iniciadores utilizados para o gene CXCR4 estao expostos no quadro 2, item 3.3.
Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 1%, corado com

brometo de etideo.

3.3.4 Tratamento com agente desmetilante 5-Aza-2’-deoxicitidina (5-Aza-CdR)

Para confirmar o papel da metilagdo na regulacdo da expressdo do gene

CXCR4, a linhagem MDA-MB-435, que ndo expressou o RNAm deste gene, foi

tratada com o agente desmetilante 5-Aza-CdR.
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Em resumo, uma quantidade de 10° células/mL, foi transferida para uma
garrafa média de 75 cm?® e cultivada por 24 horas em meio devidamente
suplementado. Apos a adesdo das células na garrafa, estas foram cultivadas por
cinco dias consecutivos em meio apropriado acrescido de 1 yM de 5-Aza-CdR
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). O meio e a droga foram trocados diariamente.
Apos este periodo, efetuou-se a extracdo do RNA total (item 3.3.1) da linhagem,
para sintese de cDNA (item 3.3.2) e analise de expressao por RT-PCR, cujas
condigdes foram descritas no item 3.3.3. O produto de PCR foi visualizado em gel de

agarose 1%, corado com brometo de etideo.

3.4 CARACTERIZAGCAO DO PADRAO DE METILAGCAO DO PROMOTOR DO GENE
CXCR4

A andlise do padrao de metilagdo do gene CXCR4 foi feita inicialmente com
linhagens tumorais de mama e, posteriormente, com amostras de tumores primarios
de mama. Em principio efetuou-se o crescimento das linhagens tumorais para, em
seguida, efetuar a extragdo do DNA destas, através do método de fenol:cloroférmio.
O DNA purificado foi submetido ao tratamento com o reagente bissulfito de sddio e,
este DNA modificado foi entdo utilizado como molde em reagdes de nested PCR,
com iniciadores especificos para amplificacdo dos fragmentos F1 e F2 das ilhas de
CpG. Os produtos amplificados foram purificados, mas, apenas o fragmento 1 foi
clonado e sequenciado. Em paralelo, efetuou-se a confirmagcdo dos resultados
obtidos pelo sequenciamento através da analise da restricdo combinada com
bissulfito (COBRA) dos dois fragmentos (F1 e F2).

Quanto as amostras tumorais, o DNA extraido das células tumorais e tratado

com bissulfito de sddio foi analisado pela técnica MSP (Methylation Specific PCR).

3.4.1 Desenho de iniciadores especificos para Nested PCR

A nested PCR é uma técnica que envolve duas reagdes de PCR, com dois
pares de iniciadores distintos: um flanqueando a regido de interesse (iniciadores
nested, ou internos) e outro mais externo a esta regiao (primeiro par de iniciadores,
iniciadores externos). A primeira reacdo € feita com os iniciadores externos em

condigdes menos especificas, visto que o DNA tratado com bissulfito de sédio fica
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bastante degradado. O produto de PCR gerado nesta etapa inicial € utilizado como
molde para uma segunda reacao de PCR, designada de nested. Nesta PCR os
iniciadores amplificam o fragmento de interesse, aumentando a especificidade da
técnica.

Neste trabalho foram amplificados por nested PCR dois fragmentos (F1 e
F2) de diferentes ilhas de CpG. Os iniciadores para estas regides foram planejados
a partir da sequéncia de nucleotideos apés o tratamento com bissulfito. Para isso
utilizou-se os programas Methprimer (METHPRIMER, 2008) e Oligotech
(OLIGOTECH, 2008).

O fragmento 1 esta presente na ilha de CpG-2, a qual possui 389 pb e esta
localizada entre os nucleotideos —334 e +55 (considerando-se o inicio de transcrigao
descrito por Wegner et al., 1998). Este fragmento possui 184 pb e esta localizado
entre os nucleotideos -173 e +11. No esquema 1 estdo mostrados os iniciadores

usados para amplificar esta regido e a localizagcdo dos mesmos no gene CXCR4.

2281 GCATTCCCAGGTCTGEAATTCCATCCACTTTAGCAAGGATGGACGCGCCACAGAGAGACG

L N AN N A N A N AR RN NN N hann el R YU N O e
2281 GTATTTTTAGGTTTGEAATTTTATTTATTTTAGTAAGGATGGACBCET TATAGAGAGACE

2341 CGTTCCTAGCCCGCGCTTCCCACCTGTCTTCAGGCGCATCCCGCTTCCCTCAAACTTAGG
il I R0 1 sty | RN BV BN B Y bt | EEhasd I BRI R R AR R ANY

2341 BGTTTTTAGTTEECETTTTTTATTTGTTTTTAGGEETATTTEETTTTTTTTAAATTTAGG
AGG

2401 AAATGCCTCTGGGAGGTCCTGTCCGGCTCCGGACTCACTACCGACCACCCGCAAACAGCA
(RN R NN NN R NN sy B Ehad U 3 B0 3 ) Ehad BRI ERRasd LN ER U BY
2401 AAATGTTTTTGGGAGGTTTTGTTEEGTTTEGGATTTATTATEEATTATTEETAAATAGTA
AAATGTTTTTGGGAGGTTTTG F1 (Tm= 68,8°C) AGTA

2461 GGGTCCCCTGGGCTTCCCAAGCCGCGCACCTCTCCGCCCCGCCCCTGCGCCCTCCTTCCT
(RN RN N D R e Bl R et o il [ 5 el el [ (Rl |

2461 GGGTTTTTTGGGTTTTTTAAGTCGCGTATTTTTTCGTTTCGTTTTTGCGTTTTTTTTTTT
GGGTTTTTTGGGTTTTTTAAGT F2 (Tm= 68,7°C)

2521 CGCGTCTGCCCCTCTCCCCCACCCCGCCTTCTCCCTCCCCGCCCCAGCGGCGCATGCGCC
paa B | EEEE] B EEREES 3 1 K EEEY EEERashird § by hadd | | hathy
2521 CGCGTTTGTTTTTTTTTTTTATTTCG|||||||||||||Cb|IIIAGCGGCGTATGCGTC

2581 GCGCTCGGAGCGTGTTTTTATAAAAGTCCGGCCGCGGCCAGAAACTTCABTTTGTTGGCT
st Rad R Ead DR AR AR s b FRR R AR AR AR RN
2581 GEBTTEEGAGEGTGTTTTTATAAAAGTTEEGTEEEEGTTAGAAATTTTAGTTTGTTGGTT
CCAATCTTTAAAATCAAACAACCAA

R2 (Tm= 66°C)

2641 GCGGCAGCAGGTAGCAAAGTGACGCCGAGGGCCTGAGTGCTCCAGTAGCCACCGCATCTG

e N N RN S SN RNV R R NN RN Rt N
2641 GEBGTAGTAGGTAGTAAAGTGABBTEEAGGGTTTGAGTGTTTTAGTAGTTATEETATTTG
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2701 GAGAACCAGCGGTTACCATGGAGGGGATCAGTGTAAGTCCAGTTTCACCTGCTTTGTCA

EEEL=2 0+ == = e == ===l

2701 GAGAATTAGEEBGTTATTATGGAGGGGATTAGTGTAAGTTTAGTTTTHATTTGTTTTGTTA
CCCTAATCACATTCAAATCAAAA R1 (Tm= 64,6°C)

ESQUEMA 1 - LOCALIZACAO DOS INICADORES PARA NESTED PCR DO
FRAGMENTO 1 DA ILHA DE CpG-2 DO GENE CXCRA4.

FONTE: METHPRIMER, 2008.

NOTA: No esquema acima esta representada a seqiiéncia de nucleotideos antes (primeira linha) e
apos (segunda linha) conversao pelo tratamento com bissulfito de sédio. O desenho dos iniciadores
foi baseado na sequiéncia inferior. Em azul, estdo indicados os iniciadores universal (F1) e reverso
(R1) da primeira reagao e os destacados em amarelo s&o os iniciadores universal (F2) e reverso (R2)
da reacdo nested. Entre parénteses estdo indicados os Tms obtido a partir do Oligotech. Em
vermelho estdo destacados os nucleotideos G (posicéo 2296) e A (posigdo 2684) que correspondem,
respectivamente, ao comecgo e término da ilha. Em rosa esta destacado o nucleotideo G (posi¢ao
2571) que representa o inicio de transcricdo +1 e em cinza estd destacado o ATG que codifica o
primeiro aminoacido da proteina CXCR4. Em verde estdo destacados os dinucleotideos CG
presentes nesta ilha de CpG.

O outro fragmento do gene CXCR4 compreende o final da ilha 3
(+317/41359) e o inicio da ilha 4 (+1317/+1647). Esta regido analisada esta
localizada entre os nucleotideos +1188 e +1467 presente no intron deste gene e
possui 280 pb (ESQUEMA 2).

3721 AAACCTTTTGAAACCCTCTTGCTAGGGAGTTTTTGGTTTCCTGCAGCGGCGCGCAATTCA

N NN e N AN NN NN NN RN R N ) b hanatd NV I B
3721 AAATTTTTTGAAATTTTTTTGTTAGGGAGTTTTTGGTTTTTTGTAGEEGEECETAATTTA

GTTAGGGAGTTTTTGGTT F1 (Tm= 59,9°C)

3781 AAGACGCTCGCGGCGGAGCCGCCCAGTCGCTCCCCAGCACCCTGTGGGACAGAGCCTGGC

(RINEaay hnand had NN Bt R Rt R A e R A RN A R A R A R N A s

3781 AAGABBTTEEEEGEEGAGTEETTTAGTEETTTTTTAGTATTTTGTGGGATAGAGTTTGGC
GTATTTTGTGGGATAGAG F2

(Tm= 59,9°C)

3841 GTGTCGCCCAGCGGAGCCCCTGCAGCGCTGCTTGCGGGCGGTTGGCGTGGGTGTAGTGGG

R S R NN R U A N bl W N b W g NN Rt NN RRNANNNNY
3841 GTGTEETTTAGEEGAGTTTTTGTAGEETTGTTTGEEGCEEGTTGGEETGGGTGTAGTGGG

3901 CAGCCGCGGCGGCCCGGGGCTGGACGACCCGGCCCCCCGCGTGCCCACCGCCTGGAGGCT
8 ) Ehaca had b UV B § U U had EEhay EEEERaasd | EEES Chattd JUNN Y B
3901 TAGTEGEEGEEGTTEEGGGTTGGACBATTEEGTTTTTEECETGTTTATEGTTTGGAGGTT

3961 TCCAGCTGCCCACCTCCGGCCGGGTTABCTGGATCAGTGEBCGGGGTAATGGGAAACCACC

R N R el B S U N NN NN N NN R NN R RN NN NS B
3961 TTTAGTTGTTTATTTTEEGTCEGGTTABTTGGATTAGTGBEEGCGTAATGGGAAATTATT

4021 CGGGAGAGTGAGGAAATGAAACTTGGGGCGAGGACCACGGGTGCAGACCCCGTTACCTTC

s DR AN R NN N e SN R N R R N AR I B
4021 CBBGGAGAGTGAGGAAATGAAATTTGGGGEBAGGATTACBGGTGTAGATTTEETTATTTTT
CAATAAAAA

4081 TCCACCCAGGAAAATGCCCCGCTCCCTAACGTCCCAAACGCGCCAAGTGATAAACACGAG
e e R NN N R Rl B R R R B N N Rt DR RANR RN R Rad B
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4081 TTTATTTAGGAAAATGTTTEGTTTTTTAACGTTTTAAACGCGTTAAGTGATAAATACGAG
AAATAAATCCTTTTAC R2 (Tm= 61,1°C) CTC

4141 GATGGCAAGAGACCCACACACCGGAGGAGCGCCCGCTTGGGGGAGGAGGTGCCGTTTGTT
N N e e NN N R e AN N NN R NN N RN

4141 GATGGTAAGAGATTTATATATEEBGAGGAGEGTTEETTTGGGGGAGGAGGTGTEETTTGTT
CTACCATTCTCTAA R1 (Tm= 58,7°C)

4201 CATTTTCTGACACTCCCGCCCAATATACCCCAAGCACCGAAGGGCCTTCGTTTTAAGACC

L R NN A R AN e NN U Ry D D RN NN Y
4201 TATTTTTTGATATTTTEGTTTAATATATTTTAAGTATEBAAGGGTTTTEETTTTAAGATC

4261 GCATTCTCTTTACCCHCTACAAGTTGCTTGAAGCCCAGAATGGTTTGTATTTAGGCAGGC

el N N R e N N N N NN NN AN NN AR AN AN s
4261 BTATTTTTTTTATTTETTATAAGTTGTTTGAAGTTTAGAATGGTTTGTATTTAGGTAGGC

ESQUEMA 2 - LOCALIZACAO DOS INICADORES PARA NESTED PCR DO
FRAGMENTO 2 DAS ILHAS DE CpG 3-4 DO GENE CXCRA4.

FONTE: METHPRIMER, 2008.

NOTA: Em azul, estdo indicados os iniciadores universal (F1) e reverso (R1) da primeira reagéo e os
destacados em amarelo sdo iniciadores universal (F2) e reverso (R2) da reagdo nested. Entre
parénteses estédo indicados os Tms obtido a partir do OLIGOTECH. Destacado em vermelho esta o
nucleotideo A (posigao 3988) que marca o final da ilha 3 (posicdo 2946-3988) e, em amarelo escuro
estdo destacados os nucleotideos G (posicdo 4000) e A (posicdo 4276) que correspondem,
respectivamente ao comeco e término da ilha 4. Em verde estdo destacados os dinucleotideos CG
presentes nesta ilha de CpG.

Pode-se observar que os iniciadores nao alinham sobre nenhum
dinucleotideo CG. Essa caracteristica € importante para que a reacdo de PCR seja
capaz de amplificar a mesma regido em estudo, tanto em amostras altamente

metiladas, quanto em amostras desmetiladas.

3.4.2 Extragdo de DNA das linhagens e das amostras de tumores primarios de

mama

O perfil de metilacdo da regido promotora do gene CXCR4 foi avaliado
através do tratamento do DNA com o agente deaminante bissulfito de sédio. Para
tanto, efetuou-se a extracdo do DNA gendmico das diferentes linhagens e das
amostras de tumores primarios de mama através do meétodo convencional de

fenol:cloroférmio.
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3.4.2.1 Extracdo de DNA das linhagens tumorais de mama

A extracdo de DNA das linhagens foi feita através do método
fenol:cloroférmio, como descrito por Costa et al. (2006).

Em sintese, as células foram digeridas durante a noite em tampao TES
(1 M Tris-HCI, pH 8,0; 0,5 M EDTA e 10% SDS), contendo 200 pg/mL de
proteinase K (Sigma, St. Louis, MO, USA) e 200 pg/mL de RNAse A (GibcoBRL,
Gaithersburg, MD, USA). Em seguida, efetuou-se a extracdo com 1 volume de
fenol:cloroférmio (Invitrogen/Merck; Carlsbad, CA, USA/Whitehouse Station, NJ,
USA) até a obtencdo de uma fase aquosa transparente livre de proteinas. Apds
recuperacao da fase aquosa, o DNA foi precipitado com 1/10 do volume de acetato
de sodio 3 M, pH 5; e 2 volumes de etanol absoluto (Merck, Whitehouse Station, NJ,
USA). Apds centrifugagdo, o precipitado de DNA foi lavado com etanol 70%,
ressuspenso em agua ultra-pura estéril e armazenado a 4°C.

A qualidade e quantidade do DNA purificado foram avaliadas através de
eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. A presenga de
uma banda unica foi indicativo de que o DNA estava bem dissolvido e ndo estava
degradado. O DNA extraido foi quantificado por espectrofotometria (NanoDrop ND-
1000 UV-VIS, NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA), disponivel no LICR-
SP.

3.4.2.2 Extracdo de DNA dos tumores primarios de mama

Para extragdo do DNA dos tumores, um fragmento de aproximadamente
1 cm de cada amostra foi picotado com auxilio de um bisturi e digerido a 55°C em
500 pL de tampado TES (10 mM TrisHCI, 50 mM EDTA, 2,7% SDS), contendo
62,5 yg/mL de Proteinase K (Sigma, St. Louis, MO, USA) e 100 ug/mL de RNAse A
(GibcoBRL, Gaithersburg, MD, USA). Apds dissolugdo completa da massa tumoral,
efetuou-se a extracdo segundo protocolo descrito por Costa et al. (2006).

A qualidade e quantidade do DNA purificado também foram avaliadas
através de eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. O
DNA extraido foi quantificado no espectrofotdmetro GeneQuant [l (Pharmacia
Biotech, Piscataway, NJ, USA).
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3.4.3 Tratamento do DNA extraido das linhagens e dos tumores primarios de mama

com bissulfito de sédio

Os DNAs devidamente quantificados foram submetidos ao tratamento com o
bissulfito de sodio. Este agente promove a deaminagao de citosinas nao metiladas
em uracilas, as quais apos a reagao de PCR sao convertidas em timinas. Por outro
lado, as citosinas metiladas permanecem como citosinas, pois 0 grupamento metila
protege contra a reagdo de deaminagdo. O método empregado para tratar o DNA
com bissulfito de sddio corresponde a uma adaptacdo do método de Jerénimo et al.
(2001).

O tratamento de DNA com bissulfito de sddio foi feito utilizando o EpiTect®
Bissulfite kit (Qiagen, Valencia, California, USA), segundo protocolo fornecido pelo
fabricante. Basicamente, este tratamento consistiu na conversdo mediada pelo
bissulfito de sdédio das citosinas ndo-metiladas; ligacdo do DNA tratado a silica
presente na membrana de uma coluna; lavagem e dessulfonagao do DNA ligado a
membrana; lavagem para remoc¢éo do agente de dessulfonagao (hidroxido de sédio)
e eluigdo do DNA convertido pelo bissulfito. O DNA tratado foi armazenado a -80°C.

Para avaliar a qualidade do tratamento, efetuou-se uma reacdo de PCR com
0 gene da sequéncia repetitiva denominado SATR1, como descrito por Costa et al.
(2006).

3.4.4 Amplificagao dos fragmentos das ilhas de CpG do gene CXCR4

Os fragmentos das ilhas de CpGs do gene CXCR4 foram amplificados por
nested PCR. As reagdes foram realizadas em um volume final de 25 yL contendo
1X tampao de Taq Platinum (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 1,5 mM de MgCl,,
200 uyM de dNTPs, 1 U de Taq Platinum (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 10 pmoles
de iniciadores e 1-5 pL de DNA (0,02-0,1 pg/uL) previamente tratado com bissulfito
de sodio. As reagdes nested foram realizadas nas mesmas condi¢des utilizando-se
1-5 uL do produto da primeira reacao.

As reacgdes foram efetuadas com incremento de 2°C na temperatura de
anelamento apds o primeiro ciclo e com aumento de mais 2°C apds o sexto ciclo,
seguindo com esta temperatura de anelamento até o final da reagdo. Para o

fragmento 1, foi utilizada na primeira reagédo uma temperatura inicial de anelamento
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igual a 53°C e para a reacao nested a temperatura incial foi igual a 57°C. Para o
fragmento 2, a temperatura inicial da primeira reagao foi 47°C e a da reagao nested
foi 51°C. As condi¢des de amplificacdo tanto na primeira reagdo como na reagao
nested foram: desnaturagéo inicial do DNA por 12 minutos a 94°C; seguida por
1 ciclo de desnaturagao a 94°C por 3 minutos, anelamento por 3 minutos e extensao
a 72°C por 2 minutos; seguida por 5 ciclos de desnaturagao a 94°C por 3 minutos,
anelamento por 3 minutos e extensao a 72°C por 2 minutos, seguida por 35 ciclos de
desnaturagao a 94°C por 1 minuto, anelamento por 1 minuto e extensao a 72°C por
1 minuto. Ao final da ciclagem as moléculas foram estendidas por 7 minutos a 72°C.
Os dados sobre os iniciadores utilizados para as reagdes de nested PCR estao
expostos no item 3.4.1. A analise da amplificagdo foi feita em gel de agarose 1%

corado com brometo de etideo.

3.4.5 Clonagem e sequenciamento do fragmento 1 da ilha de CpG-2 do gene
CXCR4

Inicialmente, o fragmento 1 da ilha de CpG-2 do gene CXCR4 amplificado
por nested PCR foi purificado em gel de agarose 1%, utilizando o QIAquick® Gel
Extraction Kit (Qiagen, Valencia, California, USA), seguindo as especificacdes do
fabricante. Em seguida, efetuou-se a ligacdo do amplicon de 184 pb ao vetor
pGEM®-T Easy (Promega, Madison, WI, USA) em uma reagdo com um volume final
de 10 uL, contendo 1X tampao de ligacao (Promega, Madison, WI, USA), 50 ng de
pGEM®-T Easy, 3 U de T4 DNA ligase (Promega, Madison, WI, USA) e
aproximadamente 9 ng do produto de PCR preparado no mesmo dia. Esse sistema
foi incubado durante a noite a 4°C e armazenado a -20°C.

Esse sistema permite a clonagem de produtos de PCR que possuem
adeninas nas extremidades 3’, adicionadas por algumas polimerases termoestaveis,
como a enzima Taq polimerase. O vetor linearizado possui timinas nas pontas 3’,
aumentando a eficiéncia de ligagdo com o produto de PCR. Como o fragmento que
se deseja clonar se insere no gene lac, que codifica a B-galactosidase, € possivel
identificar os clones recombinantes a partir da coloracdo das colbnias na presenca
de X-Gal. Nas células que possuem o vetor sem inserto a enzima cliva este

substrato produzindo uma coloragao azulada.
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O produto de ligagcado foi entao utilizado para transformacao de bactérias
DH10B eletrocompetentes, preparadas conforme descrito por Sambrook e Russel,
(2001). Apds eletroporar o plasmideo recombinante nesta estirpe bacteriana e de
recuperar as ceélulas em meio SOC, a suspensao de células foi plaqueada em meio
LA contendo estreptomicina 20 uyg/mL, ampicilina 250 ug/mL, IPTG 45 pg/mL e
X-Gal 25 ug/mL. Esse meio proporciona o isolamento de clones por alfa
complementagdo. As colbnias brancas em sua maioria entre colénias azuis devem
ter o inserto clonado no vetor.

Para a confirmacédo da clonagem foram selecionadas 12 colbnias isoladas
de cada placa. Cada col6nia foi coletada com um palito estéril e semeada para uma
nova placa (placa m&e). Com o mesmo palito foram inoculadas células bacterianas
em um tubo contendo a mistura da reacao de PCR.

As reacdes de PCR de colbnia foram realizadas em um volume final de 20 pl
contendo tampéao 1X de Taq Polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 1,5 mM de
MgCl,, 200 uM de dNTPs, 1 U de Taq polimerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e
8 pmoles de iniciadores F2 e R2 (item 3.4.1). As condigdes de amplificacdo foram:
desnaturagdo por 5 minutos a 94°C, seguido de 30 ciclos de desnaturagio a 94°C
por 1 minuto, anelamento a 61°C por 1 minuto e extenséo a 72°C por 1 minuto. Ao
final da ciclagem as moléculas foram extendidas por 7 minutos a 72°C. Os produtos
amplificados foram analisados em gel de agarose 1% corado com brometo de
etideo.

Apos constatar os clones que possuiam o vetor recombinate, efetuou-se a
extragdo de DNA plasmidial com o QIAprep® Miniprep Kit (Qiagen, Valencia,
California, USA). Resumidamente, uma coldnia isolada foi inoculada em meio LB,
contendo os antibiéticos adequados, e incubada a 37°C, 180-220 rpm (C25Incubator
Shaker, New Brunswick Scientific, NJ, USA), durante a noite. A cultura crescida foi
aliquotada, as células foram concentradas por centrifugagdo e, em seguida, lisadas
sob condicdes alcalinas, na presenca de RNase A. O lisado foi neutralizado e o DNA
plasmidial foi ligado a membrana de silica de uma coluna. A coluna foi lavada e o
DNA foi eluido em tampao com baixa concentragcdo de sal ou com agua ultra-pura,
pH 7,0-8,5. A qualidade e a quantidade de DNA plasmidial foi inferida em gel de
agarose 1%, corado com brometo de etideo, comparando as amostras a 100 ng de
pGEM (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). O produto da miniprep foi

armazenado a -20°C.
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A partir do DNA plasmidial extraido de cada um dos oito clones, efetuou-se a
reacao de sequenciamento. O seqlenciamento foi realizado segundo a técnica de
terminac&o com dideoxinucleotideos descrita por Sanger, Nicklen e Coulson (1977)
utilizando-se o Big Dye® Terminator Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA),
segundo as instrugdes do fabricante.

A reacdo de sequenciamento foi realizada em um sistema de 10 pL
contendo 2 pL de Big Dye Terminator v3.0 100RR, 1 pyL de tampao Save Money
2,5X (200 mM TrisHCI, pH 8,5; 5 mM MgCl,), 5 pmol/uL de iniciador universal ou
reverso M13 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e aproximadamente 250 ng de DNA
plasmidial. As condi¢des utilizadas foram: desnaturacao inicial de 96°C por 1 minuto,
seguido por 30 ciclos de desnaturagcdo a 95°C por 30 segundos e anelamento a
60°C por 2 minutos e 30 segundos. Os produtos amplificados foram precipitados em
isopropanol 75%, lavados em etanol 65%, secos a 37°C. O DNA plasmidial
precipitado foi ressuspenso em tampao contendo formamida deionizada e corante
BlueDextran/EDTA (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), na razdo de 5:1. Por
fim, as amostras foram submetidas a eletroforese por capilaridade no sequenciador
automatico de DNA ABI PRISM 377 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), no

ILCR-SP ou no Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, da UFPR.

3.4.6 COmbined Bisulfite Restriction Analysis- COBRA dos fragmentos das ilhas de
CpG do gene CXCR4

Os dois fragmentos das duas ilhas de CpG presentes no gene CXCR4 foram
submetidos a analise de restrigdo combinada com bissulfito (XIONG; LAIRD, 1997).
Esta técnica, utilizada para confirmar os dados obtidos por seqlienciamento, permite
uma analise mais limitada, visto que somente é possivel inferir o perfil de metilagao
dos dinucleotideos presentes nos sitios de restricdo da enzima BstU1. Assim, a
digestdo completa do DNA ocorre somente se os dinucleotideos CpGs contidos nos
sitio CGCG que a aludida enzima reconhece, mantiverem-se ndo modificados apés
tratamento com bissulfito de sédio.

Brevemente, cerca de 50 ng do produto de PCR purificado foi digerido com
2 U da enzima BstU1 (New England Biolabs, Hertfordshire, England, UK), por 4

horas em um sistema com volume final de 20 pL contendo 2 puL de 1X tampao Neb
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buffer 2 (New England Biolabs, Hertfordshire, England, UK). Os produtos de
digestao foram aplicados em géis de poliacrilamida 12% (item 3.4.6.1).

Na figura 5 estdo representados os mapas de restricdo para o fragmento 1
da ilha de CpG-2 e para o fragmento 2 das ilhas 3/4 do gene CXCRA4.

28pb, 38pb ,  59ph | 33 pb 26 ph,

| ! r
A 473 COCG COCG CGCG  CGCG +11
1,2 6,7 13,14 1819
5 | 50 ph I33 FJE'I 167 ph I
+1188 CGCG CGCG +1467
59 1415

FIGURA 5 - ESQUEMA REPRESENTATIVO DO MAPA DE RESTRICAO DOS
FRAGMENTOS AMPLIFICADOS POR NESTED. (A) FRAGMENTO 1
E (B) FRAGMENTO 2.

3.4.6.1 Eletroforese em géis de poliacrilamida

O perfil de digestdo da enzima BstU1 bem como os produtos de MSP,
detalhado a seguir, foram avaliados por eletroforese em géis de poliacrilamida 12%
e 8%, respectivamente.

Os géis foram preparados utilizando-se uma solugao de poliacrilamida e bis-
acrilamida (proporgao 29:1), 0,1% de persulfato de amdnio (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) e 0,025% de TEMED (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). A
eletroforese foi conduzida em aparato de gel médio, a 100-120 V, por
aproximadamente 1 hora.

Os géis foram corados com nitrato de prata (SANGUINETTI et al., 1994).
Para tanto, o gel com aproximadamente 56 cm? foi incubado por trés minutos em
50 mL de solucao fixadora (0,75% acido acético glacial, 10% etanol absoluto), sob
agitacdo suave, a temperatura ambiente. A esta solucédo foi adicionado 1 mL de
nitrato de prata 10% e manteve-se o gel incubado sob agitagdo suave por
10 minutos. Apds impregnagao do DNA com prata, o gel foi lavado com agua ultra-
pura, foram adicionados 50 mL de revelador (3% hidréxido de sédio,
0,5% formaldeido) e manteve-se agitando por pelo menos 5 minutos, a temperatura

ambiente, até visualizagdo das bandas. Apds a revelagédo, o gel foi incubado em
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solugao fixadora por 10 minutos, lavado com agua ultra-pura e seco em papel

celofane.

3.4.7 Andlise da metilagdo em amostras de tumores de mama por Methylation
Specific PCR- MSP

A partir do perfil de metilagdo do fragmento 1 (referente a ilha de CpG-2)
obtido para todas as linhagens através do sequenciamento foi possivel determinar
quais dinucleotideos se apresentaram diferencialmente metilados. Foram escolhidos
os CpGs 1, 2, 3, 4, 10, 11, 12, 13, 14, 15 e 16 que se apresentaram
predominantemente metilados na linhagem que n&o expressou o gene CXCR4 e que
se apresentaram predominatemente desmetilados nas linhagens que expressaram
tal gene. Sobre estes dinucleotideos foram desenhados os iniciadores utilizados nas
reagcdes de MSP com as amostras de tumores primarios de mama. Além desse
critério, ressalta-se que nao foi possivel desenhar os iniciadores para MSP em outra
regido.

A técnica de MSP é bastante importante porque permite analisar o perfil de
metilacdo de uma amostra sem ter que efetuar os passos de clonagem e
sequenciamento. Esta metodologia se baseia na diferenga entre a sequéncia do
DNA metilado e ndo metilado apds tratamento com bissulfito de sédio e, como nao é
possivel saber se o DNA das amostras tumorais esta ou nao metilado sao
desenhados dois pares de iniciadores utilizados, um para a condigcdo metilada (gene
desligado por metilacdo) e outra para a nao metilada (gene ativo). Assim, efetuam-
se duas reagdes de PCR, cada qual com um par de iniciadores especificos.

Os iniciadores para as reagoes de MSP com o gene CXCR4 foram
desenhados sobre os CpGs diferencialmente metilados citados anteriomente, com
auxilio dos programas Methprimer (METHPRIMER, 2008) e Oligotech (OLIGOTECH,
2008). A localizagdo dos iniciadores no gene, para a situagdo metilada e néao-

metilada, segue exposta no esquema 3.
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2461 GGGTCCCCTGGGCTTCCCAAGCCGCGCACCTCTCCGCCCCGCCCCTGCGCCCTCCTTCCT
(W N Ottt il el el ettt Selie & Chelblieliell [ [ el (Bl [ el |
2461 GGGTTTTTTGGGTTTTTTAAGTCGCGTATTTTTTCGTTTCGTTTTTGCGTTTTTTTTTT]
CGCGTATTTTTTCGTTTCG FM (Tm= 63,2°C)
AAGTTGTGTATTTTTTIGTTTTG FU (Tm= 61,1°C)

2521 CGCGTCTGCCCCTCTCCCCCACCCCGCCTTCTCCCTCCCCGCCCCAGCGGCGCATGCGCC

++++] ooz icni] I R Bt S SR B B R B R

2521 CGCGTTTGTTTTTTTTTTTTATTTCG|||||||||||||CG||||AGCGGCGTATGCGTC

AATCGCCGCATACGCAG

ACATACACAA

2581 GCGCTCGGAGCGTGTTTTTATAAAAGTCCGGCCGCGGCCAGAAACTTCAGTTTGTTGGCT

ses et L Sad ARRR RN NN NN e Eennd R R R RN R A R NRRRRNINN |

2581 GCGTTCGGAGCGTGTTTTTATAAAAGTTCGGTCGCGGTTAGAAATTTTAGTTTGTTGGTT
C RM(Tm= 69,1°C)

CACAAACCTCAC RU(Tm= 67,6°C)

ESQUEMA 3 - LOCAI:IZA(;AO DOS INICIADORES ESPECIFICOS PARA
REACAO DE MSP.

FONTE: METHPRIMER, 2008.

NOTA: Em azul, estdo destacados os nucleotideos CG considerados diferencialmente metilados
apos sequenciamento. Ao lado da seqiéncia de cada iniciador esta indicado o Tm obtido pelo
programa Oligotech. FM: iniciador universal para a reagdo metilada; FU: iniciador universal para a
reacao nao metilada; RM: iniciador reverso para a reacdo metilada; RU: iniciador universal para a
reagdo nao metilada. Os iniciadores para a situacdo metilada geram um amplicon de 99 pb e para a
situagcao ndo metilada gera um fragmento de 110 pb.

3.4.7.1 Reagdes de MSP

A padronizagédo da técnica de MSP foi feita utilizando-se como controle os
DNAs extraidos de duas linhagens celulares: MDA-MB-436, utilizada como controle
positivo para a reacdo ndo metilada e MDA-MB-435, usada como controle positivo
para a reacdo metilada. As reagdes de MSP foram padronizadas variando-se a
temperatura e o tempo de anelamento, a concentragao final de MgCl,, 0 numero e o
tempo de duracao dos ciclos.

Para as reacdes de MSP foi empregado 1 yL de DNA tumoral tratado com
bissulfito de sodio. Os sistemas para condigdo ndo metilada (U) apresentavam um
volume final de 20 pL contendo 1X tamp&o de Taq Platinum (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA), 1,5 mM de MgCl,, 200 uM de dNTPs, 0,2 uM de cada iniciador e 1U de
Taq Platinum (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). As condi¢cdes de amplificacao foram:
10 minutos a 95°C para ativagdo da enzima, seguido por 35 ciclos de desnaturagéo
a 94°C por 30 segundos, anelamento a 50°C por 15 segundos, extensao a 72°C por

30 segundos, e, um ciclo para extensao final de 72°C por 5 minutos.
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Os sistemas para condi¢cao metilada (M) apresentavam um volume final de
20 uL contendo 1X tampao de Taqg Platinum (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 3,5
mM de MgCl,, 200 uM de dNTPs, 8 pmoles de cada iniciador e 1U de Taq Platinum
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). As condigdes de amplificacdo foram: 10 minutos a
95°C para ativagao da enzima, seguido por 35 ciclos de desnaturagao a 94°C por 45
segundos, anelamento a 61°C por 15 segundos, extensédo a 72°C por 45 segundos,
e, um ciclo para extenséo final de 72°C por 5 minutos.

As reagbes foram analisadas em géis de poliacrilamida 8% corados com

nitrato de prata (item 3.4.6.1).

3.4.7.2 Correlagdo entre o padrdo de metilagdo do gene CXCR4 nos tumores

primarios de mama e os dados clinico-patoldgicos das pacientes

Foram levantados os dados clinico-patoldgicos de todas pacientes atraves
da analise dos laudos das biopsias dos tumores primarios e dos prontuarios do
Hospital Nossa Senhora das Gracas e do Hospital de Clinicas, com o auxilio do Dr.
Rubens Silveira Lima.

Os dados clinicos levantados foram: idade da paciente na data do
diagndstico da doenga, estadiamento do tumor segundo a classificagdo TNM da
Unido Internacional contra o Céncer (UICC) (ANEXO 2), tamanho do tumor,
classificagado do grau histolégico tumoral conforme SBR (Scarff-Bloom-Richardson),
comprometimento linfonodal, presenca dos marcadores moleculares RE, PR e
ERBB-2, presengca de metastase no momento e no seguimento terapéutico da
paciente, e aparecimento de recidivas e obito.

A analise da associacdo entre as variaveis qualitativas foi realizada
utilizando o programa Statistical Package for Social Science (SPSS 12.0), através do
teste do qui-quadrado ou teste exato de Fisher. Foi estabelecido um erro de 5%,
dessa forma, os resultados foram considerados estatisticamente significativos

quando p<0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE IN SILICO DO GENE CXCR4

Para analisar a existéncia de ilhas de CpG no gene CXCR4, a seqliéncia de
RNAm foi submetida a analise no programa Human Blat através do qual foi possivel
adquirir a sequéncia que englobava desde a regido promotora até o intron do gene
(2,6 kb antes e 1,7 kb apds o inicio da transcri¢cao). Esta sequéncia, por sua vez, foi
submetida a analise no programa CpGPlot. Na figura 6 esta exposto o grafico obtido
por este programa, que permite verificar a existéncia de quatro ilhas de CpG no
gene CXCRA4.
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FIGURA 6 - RESULTADO OBTIDO PELO PROGRAMA CpGPLOT. (A) RAZAO
ENTRE O OBSERVADO/ESPERADO DA FREQUENCIA DE
DINUCLEOTIDEOS CG; (B) PORCENTAGEM DE CG; (C)
LOCALIZAGCAO DAS ILHAS DE CpG.

FONTE: CpGPLOT, 2008.

NOTA: No terceiro grafico (C) estdo indicadas as quatro ilhas de CpG presentes no gene CXCR4. A
ilha de CpG-1 possui 524 pb (A), a ilha 2 possui 389 pb (B), a terceira ilha possui 1043 pb (C) e a
ultima ilha possui 277 pb (D).
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O grafico superior mostra a razao entre o niumero observado e o esperado
de dinucleotideos CpG. O numero esperado de dinucleotideos é calculado pela
seguinte férmula: Esperado = (numero de cistosinas x numero de guaninas)/
comprimento da ilha. No segundo grafico, estd exposto, em porcentagem, o
conteudo de guaninas + citosinas. E, no ultimo grafico estdo expostas as ilhas de
CpG presentes neste gene. O programa CpGPlot define como ilha de CpG a regiao
com mais de 200 pb, contendo pelo menos 50% de G+C e uma razdo entre a
frequéncia observada e a esperada de dinucleotideos CG superior ou igual a 0,6
(GARDINER-GARDEN; FROMMER, 1987).

4.2 ANALISE DA EXPRESSAO DO GENE CXCR4 NAS LINHAGENS TUMORAIS
DE MAMA

A analise da expressdo do gene CXCR4 foi efetuada através de RT-PCR.
Para isso, o RNA total das linhagens tumorais foi extraido com o reagente TRIzoI®,
analisado qualitativamente em gel de agarose 1% e quantificado (item 3.3.1). Apos
corrida eletroforética, pode-se constatar que as amostras de RNA total extraidas
tinham boa qualidade, visto que as bandas 18S e 28S, correspondentes ao RNA
ribossdmico, estavam bem visiveis. Além disso, parecia haver quantidade suficiente
de RNA e auséncia de contaminagcdo com DNA genbmico. A eficiéncia da
purificacdo foi confirmada apods analise em espectofotometria, em que se observou
que os valores de concentragdo das amostras variaram de 473,6 a 758,0 ng/uL e a
razao 260/280 nm variou de 1,5 a 1,69. As concentracbes obtidas, embora
representem apenas uma estimativa, permitem pressupor que as amostras
possuiam quantidades satisfatorias e, apesar da razdo DO,s,/DOysp obtida sugerir
que os RNA totais ndo estavam muito puros (visto que os valores foram inferiores a
1,8), os contaminantes presentes nao atrapalharam as reag¢des subsequentes.

Apos quantificagao, foram utilizados aproximadamente 500 ng de RNA total
em reagdes de transcrigdo reversa com iniciadores oligo dT, para sintese da primeira
fita de cDNA (item 3.3.2). Para verificacéo da eficiéncia desta sintese foi empregado
como controle o gene GAPDH.

Os resultados de RT-PCR com o gene de expressao constitutiva mostraram
o fragmento esperado de 296 pb em todas as linhagens, como observado na figura

7. Com este resultado constatou-se que o cDNA sintetizado tinha boa qualidade e
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quantidade e, consequentemente, pode-se deduzir que a extracdo de RNA também
foi eficiente. Além disso, pode-se verificar que o cDNA sintetizado ndo apresentava
contaminagdo com DNA gendmico; uma vez que, ndo foi observado o fragmento de
489 pb, que representariam a presenga do intron.

Uma vez constatada qualidade e quantidade adequadas de cDNA, este foi
utilizado como molde em reagcbes de RT-PCR semi-quantitativo com 30, 35 e 38
ciclos de amplificacdo para o CXCR4 e o GAPDH (item 3.3.3). Comparando-se o
perfil de amplificacdo do gene CXCR4 com o perfil de expressdao do GAPDH foi

possivel inferir se existia regulacéo da expressao do gene de estudo (FIGURA 7).

MDA- MDA-
PMC-42 MCF-7 MB-436 MB-435

30 35 38 30 35 38 30 35 38 30 35 38

FIGURA 7 - RT-PCR SEMI-QUANTITATIVO DOS GENES CXCR4 E GAPDH COM

30, 35 E 38 CICLOS DE AMPLIFICACAO.
NOTA: Gel de agarose 1% representando o perfil de expressao do gene de estudo CXCR4 e do gene
controle GAPDH nas linhagens tumorais de mama PMC-42, MCF-7, MDA-MB-436, MDA-MB-435.

Os niveis de expressdo do gene CXCR4 variaram entre as linhagens
celulares, conforme se pode constatar na figura acima. A confirmacdo dessa
variabilidade poderia ser confirmada com experimentos de PCR em tempo real, que
nao puderam ser realizados. Entretanto, mesmo sem quantificar, podemos verificar
que o gene CXCR4 tem expressao aumentada nas linhagens PMC-42, MCF-7 e
MDA-MB-436, quando comparado com o gene GAPDH. Este resultado concorda
com outros trabalhos descritos na literatura em que se verificou a aumentada
expressdo do CXCR4 em linhagens tumorais de mama e em outros tipos de céncer.

Muller et al. (2001), Kang et al. (2005), Lee et al. (2004) e Holland et al.
(2006) também constataram a superexpressdo do gene ou da proteina CXCR4
através de RT-PCR ou Western Blotting, respectivamente, em linhagens tumorais de
mama, como a MDA-MB-231, MCF-7, MDA-MB-436, BT-549, MDA-MB-453, MDA-
MB-134 e DU4475. Este mesmo resultado foi confirmado em linhagens celulares de

outros tipos de cancer, como IGROV e CAQOV-3 (cancer de ovario), ATL-2 e células
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de Jurkat (linfoma), PC-3 e LNCaP (cancer de préstata) e em IGR-N91, SH-SY5Y
(neuroblastoma) (SCOTTON et al., 2001; SINGH et al., 2004; MEIER et al., 2007).

Holland et al. (2006) atentaram para um detalhe muito importante que trata
da relacao entre funcionalidade e expressao do receptor CXCR4. Estes observaram
uniformidade de expressao do transcrito e da proteina CXCR4, bem como similar
afinidade de ligacao a proteina CXCL12 entre linhagens de cancer de mama néao
invasivas e metastaticas (MDA-MB-231, BT-549 e MDA-MB-453, MDA-MB-134). No
entanto, somente nas células altamente invasivas foi observada a ativacdo deste
receptor em resposta ao CXCL12. Majka et al. (2000) também constataram, em
plaquetas, que o elevado nivel de expressdo do gene CXCR4 nao esteve
relacionado com a funcionalidade deste receptor. Assim, pode-se concluir que
embora uma célula possua altos niveis de expressao da proteina CXCR4, nao
significa que este receptor vai estar ativo e desencadeando seus efeitos bioldgicos
via interagao com a proteina CXCL12.

A inativacdo do receptor CXCR4 pode ocorrer pelo bloqueio da sinalizagéo
intracelular (HOLLAND et al., 2006). Soriano et al. (2002) mostraram que, em células
de mieloma (IM-9), a superexpressdo da SOCS3 (proteina supressora de
sinalizacao de citocina 3) acarreta a inativagao funcional do CXCR4 por impedir a
associacado da subunidade Ga da proteina G e do complexo JAK/STAT ao CXCR4,
bloqueando assim tais vias.

No cancer de mama o aumento da expressao do gene CXCR4 pode ser
induzida por variados fatores, como NF-kB, VEGF (BACHELDER, WENDT,
MERCURIO, 2002; HELBIG et al., 2003), IFN-y (ZHANG et al., 2007) e pela hipdxia
caracteristica do microambiente de tumores sélidos (SCHIOPPA et al., 2003; SHIM
et al.,, 2006). O CXCL12 também pode estimular a superexpressdao do CXCR4 via
autécrina (derivado da célula tumoral) ou paracrina (derivada das células do
estroma) (BURGER, KIPPS, 2006). Por outro lado, a proteina CXCL12 também
pode acarretar a diminuicao temporaria dos niveis de CXCR4 de superficie celular,
pois apos o receptor ser ativado por esta quimiocina ele € internalizado e geralmente
degradado (FUTASHI et al., 2007). A expressao autécrina e paracrina do CXCL12
confere vantagens a célula tumoral. A auséncia ou a redugdo da expressdo desta
quimiocina nesta célula e a elevada expressdo em orgados distantes poderia
promover a atracdo das células tumorais a possiveis 6rgaos-alvo de metastase,

conferindo uma vantagem seletiva em termos de aquisicdo de potencial metastatico.
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Por outro lado, a expressao de CXCL12 pelas células tumorais poderia favorecer a
retengcdo celular no tumor primario, promovendo a proliferacdo e sobrevivéncia
celular (WENDT et al., 2007).

Também estd bem estabelecido que a expressao génica pode ser regulada
epigeneticamente, tanto pelo mecanismo de metilagcdo das citosinas, quanto de
acetilacao das histonas. Em tumores de pancreas e em melanomas foi constatado
que a expressdo do CXCR4 pode ser regulada pela metilagdo do DNA (MORI et al.,
2005; SATO et al., 2005).

Do painel de células analisadas neste trabalho a MDA-MB-435 foi a Unica
linhagem que apresentou o gene CXCR4 inativo. Neste caso, a fim de verificar se o
silenciamento decorria da metilagdo das citosinas presentes na ilha de CpG, foi
efetuado o tratamento desta célula com 5-Aza-CdR (item 3.3.4). A avaliagéo da re-
expressao do transcrito apds tratamento com tal agente desmetilante também foi
feita através de RT-PCR (FIGURA 8). Da mesma forma como citado anteriormente,
a qualidade do RNA total extraido desta linhagem foi analisado apds corrida
eletroforética em gel de agarose 1% e a concentragdo, bem como a pureza da
amostra, foi estimada por espectrofotometria. A amostra apresentou concentragao
igual a 283,9 ng/uL e a razdo 260/280 nm foi igual a 1,875. Estes valores sugerem
quantidade satisfatéria de RNA total e auséncia de contaminagdo com proteinas e

fenol.

5Aza-CdR +

396 pb CXCR4

296 pb GAPDH

FIGURA 8 - RT-PCR PARA OS GENES GAPDH E CXCR4 COM 35 CICLOS DE

AMPLIFICACAO.
NOTA: Gel de agarose 1% representando a expressdo do gene CXCR4 antes (-) e apos (+) o
tratamento com 5-Aza-CdR.

O resultado obtido por RT-PCR foi muito importante, porque, conforme
exposto na figura acima, € possivel observar que o gene CXCR4 voltou a ser

expresso apos o tratamento com agente desmetilante, sugerindo que pelo menos
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em linhagens tumorais de mama tal gene esta sendo regulado pelo mecanismo de
metilacdo. Esta afirmativa é reforgada por outros trabalhos descritos na literatura os
quais demonstraram que, embora a re-expressao do gene apds o tratamento com
5-Aza-CdR seja um forte indicativo de que existe regulagdo da expressao génica
devido a metilagdo do DNA, nem sempre a célula volta a expressar o gene apos
este tratamento, pois, a expressdao génica pode ser regulada por outro tipo de
mecanismo, por exemplo, através do remodelamento da cromatina. Neste caso, o
tratamento com outras substancias, como a tricostatina A (inibidor de desacetilases)
pode promover a expressao génica (YOO; JONES, 2006).

Sato et al. (2005) constataram maior expressdao do gene CXCR4 apods
tratamento de células tumorais de pancreas com ftricostatina A e 5-Aza-CdR. A
resposta de cada linhagem ao tratamento foi variada. Em trés células (AsPC1,
BxPC3 e MiaPaCa2) tanto o 5-Aza-CdR quanto a TSA promoveram superexpressao
do gene CXCR4, enquanto na célula Capan1, densamente metilada, somente a
administragdo conjunta das duas drogas foi capaz de induzir a forte expressao do
RNAmM deste gene. Esta célula também foi tratada com acetato de forbol miristato
(PMA), o qual € um ativador do promotor do gene CXCR4, e constatou-se, que
mesmo adicionando tal substancia, o aumento na expressdo do gene em questao so
ocorria quando também era administrado TSA e 5-Aza-CdR. Com melanomas, isso
também foi confirmado. Mori et al. (2005) mostraram que a administracdo combinada
de 5-Aza-CdR com TSA aumentou a expressédo do gene CXCR4. Mas, eles
demonstraram que a superexpressdo do gene CXCR4 foi transiente, uma vez que,
apoés 72 h do tratamento observou-se uma diminui¢do a niveis praticamente basais
do RNAmM do gene CXCR4. O aumento da expressao da proteina CXCR4 pelo
tratamento com 5-Aza-CdR foi verificado ainda em células de adenocarcinoma
endometrial Ishikawa ER+ e ER-. Neste trabalho constatou-se que a elevada
expressao da proteina CXCR4 foi devida a depleg¢do completa da DNMT1 e a
significativa deplegdo da DNMT3B promovida pelo 5-Aza-CdR (KUBAREK;
JAGODZINSKI, 2007).

4.3 ANALISE DA METILAGAO DO GENE CXCR4 EM LINHAGENS TUMORAIS

A analise do perfil de metilagdo do gene CXCR4 foi feita através do

sequenciamento e confirmado pelo método de COBRA.
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Para isto, o DNA das linhagens tumorais foi extraido pelo método do
fenol:cloroférmio (item 3.4.2.1). A qualidade dos DNAs purificados foi determinada
através de eletroforese em gel de agarose 1%, em que se pode constatar auséncia
de degradacgado, de contaminacdo com RNA e correta diluigido das amostras. Por
espectrofotometria pode-se constatar que as amostras nao possuiam contaminagao
com proteinas e fenol, uma vez que os valores da razdo 260nm/280nm variaram de
1,89 a 1,94. Pelos valores estimados de concentragdo (entre 57,7 e 361,8 ng/uL)
pode-se supor que havia quantidade suficiente de DNA para efetuar a proxima etapa
deste trabalho, relacionada ao tratamento com bissulfito de sédio.

Uma vez quantificado, 1ug de DNA extraido das linhagens foi submetido ao
tratamento com o agente deaminante bissulfito de sédio (item 3.4.3). Para verificar a
eficiéncia deste procedimento foi feita uma reacédo de nested PCR com o gene
SATR1, o qual se encontra hipometilado em mama. Apds corrida eletroforética em
gel de agarose 1%, verificou-se a amplificagéo do fragmento de 690 pb esperado em
todas as linhagens, indicando que o tratamento com bissulfito foi eficiente, pois os
DNAs tratados ndo estavam muito degradados e apresentavam quantidade
suficiente para amplificagdo dos fragmentos das ilhas de CpG do gene CXCRA4.

Apos amplificacdo dos fragmentos 1, de 184 pb, e 2, de 280 pb, do gene
CXCR4, por nested PCR (item 3.4.4) constatou-se a auséncia de bandas expurias e
a presenca de quantidade suficiente de DNA para digestdo com a enzima BstU1 e
para efetuar a reagao de ligagao do inserto (fragmento 1) ao vetor de clonagem.

Assim, apos amplificacdo do fragmento 1, este foi ligado ao vetor
pGEM®-T Easy e o produto de ligacao foi eletroporado em DH10B eletrocompetente
tratada com glicerol 15%. Em seguida, através de PCR de colénia foram detectados
os clones que continham o vetor recombinante desejado (item 3.4.5).

Apos tal triagem, os clones de interesse foram cultivados para posterior
extracdo de DNA plasmidial através do método da lise alcalina (item 3.4.5). Em géis
de agarose 1% foi possivel observar que a técnica de minipreparagao plasmidial foi
eficiente, pois parecia haver quantidade adequada de amostra para efetuar a reagao
de sequenciamento. A presenca de varias bandas era um indicativo de que a
amostra ndo estava muito limpa, mas isso nao afetou a etapa seguinte.

A reacao de sequenciamento foi feita com pelo menos oito clones de cada

linhagem, utilizando o protocolo do Big Dye® Terminator Kit e o sequenciador ABI
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Prism 377 (item 3.4.5). O perfil de metilacdo obtido para cada linhagem a partir dos

dados de sequenciamento segue exposto no esquema 4A, B, C, D.

C
L
o)
A N
E
s
C
L
o
B N
E
S
C
L
o
C N
E
S

0 N O 0o b~ W DN -

O N OO g~ W N =

DINUCLEOTIDEOS CpGs
1 23 4 5 6 7 8 910 11 12 1314 15 16 17 18 19
— OO0 0000000000000 0O0O00—
— 00000 000000000000 00—
OO 00000008 & SO0 0R 0050 0n0

DINUCLEOTIDEOS CpGs
1 23 45 6 7 8 910 11 12 1314 15 16 17 18 19
—O0-O0 0000000000000 O000—
—O0-O0 000 000000000000 0—
—O OO0 0000000 00000000 0—

DINUCLEOTIDEOS CpGs
1 23 45 6 7 8 910 11 12 1314 15 16 17 18 19



59

DINUCLEOTIDEOS CpGs
1 23 45 6 7 8 910 11 12 1314 15 16 17 18 19

numzoro
0 N o g b~ W N =

ESQUEMA 4 - PERFIL DE METILAC}AO OBTIDO PARA O FRAGMENTO DE
184 pb DA ILHA DE CpG-2 DO GENE CXCR4, PARA AS
LINHAGENS MDA-MB-436 (A), MCF-7 (B), PMC-42 (C) E
MDA-MB-435 (D).

NOTA: Na vertical estdo representados os 19 dinucleotideos CpGs presentes neste fragmento, e na

horizontal estdo indicados os clones analisados. Azul- CpG metilado; Branco- CpG desmetilado.

A partir dos esquemas acima foi possivel constatar uma variagao no perfil de
metilacdo do fragmento de 184 pb entre as linhagens analisadas. Em todas as
linhagens constatou-se que o perfil de metilagdo teve correlagdo com a expressao
génica.

A linhagem MDA-MB-435 apresentou o fragmento da ilha de CpG-2
densamente metilado, com 91,4% de metilacdo. Nesta linhagem constatou-se que a
maioria dos dinucleotideos CpGs presentes no fragmento analisado encontraram-se
metilados, pois os residuos de citosinas foram mantidos apds tratamento com
bissulfito de sdédio. A elevada densidade de metilagdo das citosinas justifica a
inativacdo do CXCR4 na linhagem MDA-MB-435, conforme visto por RT-PCR e
confirma o resultado obtido pelo tratamento com 5-Aza-CdR.

As demais linhagens tumorais apresentaram menor densidade de metilagao,
visto que grande parte das citosinas foi convertida em timinas apos o tratamento
com bissulfito de sodio. A MCF-7 e PMC-42 apresentaram semelhante porcentagem
de metilagdo (20,3% e 17%, respectivamente). A linhagem MDA-MB-436 apresentou
o menor nivel de metilagdo (9%). A presenca de um maior numero de dinucleotideos
CpGs desmetilados pode explicar a superexpressao do gene CXCR4 nestas células,
conforme verificado por RT-PCR, e pela auséncia de digestdo pela BstU1, detalhado

adiante.
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Pelo perfil de metilacdo obtido e comparando-se as linhagens que
expressam (MCF-7, PMC-42 e MDA-MB-436) e ndao expressam (MDA-MB-435) o
gene CXCR4 pode-se observar que os principais dinucleotideos que séo
diferencialmente metilados e que provavelmente regulam o silenciamento do gene
séo: 1, 2, 3,4, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16.

No trabalho desenvolvido por Sato et al. (2005) com linhagens tumorais de
pancreas, um fragmento da ilha de CpG-1 (-1143 a -797, considerando o
nucleotideo +1 descrito por Wegner et al., 1998) foi amplificado, tratado com
bissulfito e sequenciado. Nesta pesquisa também foi observado que as linhagens
tumorais apresentaram variado perfil de metilacdo, sendo que algumas linhagens,
como a Capan2 e CFPAC1, apresentaram todos os dinucleotideos desmetilados,
enquanto outras se apresentaram parcialmente metiladas (AsPC1 e BxPC3),
predominantemente ou completamente metiladas (Capan1, PL3 e PL12). Essa
regido estudada parece ter sido utilizada para estudo de MSP com tumores

primarios de pancreas.

4.3.1 Analise da metilagao pelo método de COBRA

A fim de confirmar os dados de metilacdo obtidos pelo seqienciamento foi
utilizado o método COBRA (item 3.4.6). A partir do DNA modificado pelo tratamento
com bissulfito, foram amplificados os fragmentos das diferentes ilhas de CpG (2;3/4)
do gene CXCR4 por nested PCR. Em seguida, os produtos foram purificados e
digeridos com 2 U da enzima BstU1, a qual reconhece o sitio CGCG.

O perfil de digestao obtido para os fragmentos das ilhas 1 e 2 segue exposto

na figura 9A,B, respectivamente.

6 7 8 9 10

184 pb




61

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22

280 pb
280 pb P

FIGURA 9 - RESULTADO DA ANALISE POR COBRA OBTIDO PARA OS
FRAGMENTOS 1 (ILHA DE CpG-2) E 2 (ILHA DE CpG-3/4) DO

GENE CXCRA4.
NOTA: Gel de poliacrilamida 12% representando o perfil de digestdo da enzima BstU1 no fragmento
de 184 pb (A) e 280 pb (B).
LEGENDA: 1,13,18. 100 bp; 2, 14. MCF-7 SEM DIGERIR; 3,15. MCF-7 APOS DIGESTAO; 4,16.
PMC-42 SEM DIGERIR; 5,17. PMC-42 APOS DIGESTAO; 6. 10 bp; 7,19. MDA-MB-436 SEM
DIGERIR; 8,20. MDA-MB-436 APOS DIGESTAO; 9,21. MDA-MB-435 SEM DIGERIR; 102,22. MDA-
MB-435 APOS DIGESTAO.

Por tal metodologia, pdde-se observar que a digestdo somente ocorreu na
linhagem MDA-MB-435. Este resultado era esperado, pois, a partir do perfil de
metilagdo obtido pelo seqienciamento foi constatado que os dinucleotideos 1/2, 6/7,
13/14 e 18/19, que correspondem aos sitios de restricdo CGCG desta enzima,
encontraram-se densamente metilados. O mesmo foi observado para o outro
fragmento, o que sugere a presenga de metilagdo dos dinucleotideos 8/9 e 14/15.
Este dado corrobora os resultados obtidos por RT-PCR, em que foi verificado
silenciamento do CXCR4, e também os dados de sequenciamento.

Para as linhagens MCF-7, PMC-42 e MDA-MB-436 nao foi constatada a
digestao nos dois fragmentos estudados. Conforme verificado por sequenciamento,
no fragmento 1 os CpGs presentes no sitio de restricdo da BstU1 estiveram
predominantemente desmetilados na PMC-42 e MCF-7 e totalmente desmetilados
na MDA-MB-436. Da mesma forma, a analise da digestdo do outro fragmento
também sugere a presenca de niveis reduzidos ou a auséncia de metilagdo dos
dinucleotideos CGs presentes no sitio de restricdo da enzima. Estes dados
corroboram os resultados obtidos por RT-PCR, em que se verificou superexpressao
do CXCR4 nestas linhagens.

O perfil de metilacdo do promotor do gene CXCR4 também foi estudado por

Sato et al., em 2005. Eles verificaram por COBRA com a enzima Bsml, a qual
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reconhece o sitio 5 GAATG|C 3’, que um fragmento da ilha de CpG-1 também se
apresentava metilado em algumas linhagens tumorais de pancreas (em nove das 20
linhagens consideradas). E, ainda avaliaram o perfil de metilagdo do gene CXCR4
através da mesma técnica, em linhagens de cancer de mama. Estes constataram
que dez das 21 linhagens apresentaram metilagdo, dentre elas, a MDA-MB-435.
Estes dados sdo consistentes com o resultado obtido em nosso experimento e

mostram que a linhagem MDA-MB-435 tem o promotor do gene CXCR4 metilado.

4.4 ANALISE DA METILAGAO EM AMOSTRAS DE TUMORES PRIMARIOS

Apoés a analise de sequenciamento dos DNAs das linhagens tumorais de
mama foi possivel escolher os dinucleotideos do fragmento de 184 pb da ilha de
CpG-2 do gene CXCR4, que seriam importantes para a regulagao da expressao do
gene CXCR4. Assim, os iniciadores desenhados para as reacbes de MSP
englobaram os dinucleotideos 1, 2, 3, 4, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16. Apesar desses
dinucleotideos ndo serem totalmente metilados ou ndo metilados, foi a melhor regido
encontrada para desenhar os iniciadores.

Para verificar se o padrao de metilagdo obtido para linhagens tumorais de
mama também era detectado em amostras de tumores primarios de mama foram
feitas reacdes de MSP. Para isso, efetuou-se a extracdo dos DNAs dos tumores pelo
método do fenol-cloroférmio (item 3.4.2.2) (alguns deles ja4 haviam sido extraidos
pelo grupo do departamento de Genética) e, em seguida, foi feito o tratamento com
bissulfito de sdédio (item 3.4.3) (FIGURA 10).

FIGURA 10 — AMOSTRAS DE DNAs EXTRAIDOS DOS TUMORES PRIMARIOS

DE MAMA.
NOTA: Gel de agarose 1% mostrando o perfil de extracdo dos DNAs tumorais.
LEGENDA: 1. DNA MASS LADDER; 2-9. Amostras de DNA de tumores primarios.
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A figura 10 mostra o aspecto de alguns DNAs tumorais extraidos. Percebe-
se que quase todas as amostras tém um arrastado abaixo da banda, indicando que
os DNAs estavam um pouco degradados, ou seja, os DNAs apresentavam quebras
em pontos multiplos. A perda integridade do DNA se deve a conservagao
inadequada das pecgas tumorais. Apesar desta degradacéo foi possivel analisar a
metilagdo dos tumores pela técnica de MSP. Observa-se ainda neste gel, uma
banda formada acima do arrastado que indica a existéncia de DNA genémico integro
nas amostras.

A eficiéncia do tratamento com bissulfito de sédio foi comprovada apés
reacao de nested PCR com o gene SATR1 (FIGURA 11).

FIGURA 11 — NESTED PCR DO GENE SATR1 COM OS DNAs TUMORAIS.

NOTA: Gel de poliacrilamida 8% mostrando a eficiéncia do tratamento com bissulfito de sédio.
LEGENDA: 1. 100 bp; 2. NO (controle interno da reagdo, sem DNA tumotal); 3-10. Padrdo de
amplificagéo do gene SATR1 em diferentes amostras tumorais.

Os DNAs tumorais tratados com bissulfito de sédio que obtiveram eficacia no
tratamento foram utilizados nas reagbes de MSP (item 3.4.7.1). Inicialmente foi
efetuada a padronizagao das reagdes para a situacédo metilada (M) (FIGURA 12A) e

nao metilada (U) (FIGURA 12B) com as linhagens tumorais da mama.

FIGURA 12 - PADRONIZACAO DA REACAO METILADA (A) E NAO METILADA

(B) COM AS LINHAGENS TUMORAIS DE MAMA.
NOTA: Gel de poliacrilamida 8% representando a padronizagéo das reagdes de MSP.
LEGENDA: 1. 100 bp; 2. NO M (controle interno da reagdo — sem DNA); 3. MCF-7 M; 4. PMC-42 M;
5. MDA-MB-436 M; 6. MDA-MB-435 M; 7. 100 bp; 8. NO U (controle interno da reagao — sem DNA); 9.
MCF-7 U; 10. PMC-42 U; 11. MDA-MB-436 U; 12. MDA-MB-435 U.

Foi possivel observar que os resultados obtidos estdo de acordo com os
resultados do sequenciamento. Nas linhagens MCF-7, PMC-42 e MDA-MB-436
constatou-se a amplificagcdo do fragmento de 110 pb referente a situagdo néo

metilada, enquanto que para a linhagem MDA-MB-435 observou-se a amplificagéo
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do fragmento de 99 pb referente a situagdo metilada. Como as linhagens MCF-7,
PMC-42 e MDA-MB-436 possuem alguns dinucleotideos metilados e, em fungao da
alta sensibilidade desta técnica, também foi verifiada a amplificagdo do fragmento
referente a situagdo metilada. Devido a este resultado, em todas as reagdes foi
utilizado, além do controle interno da reagdo (no), um controle negativo
(MDA-MB-436); quando neste controle amplificava a banda referente a condi¢cao
metilada a reagao era repetida e, se novamente fosse verificada amplificacdo no
controle negativo, a analise era feita a partir da comparacéo entre a intensidade das
bandas do controle negativo com as demais amostras. A amostra era considerada
positiva quando apresentava intensidade maior que o controle negativo.

Apés padronizar as reagdes metilada e ndo metilada determinou-se a
sensibilidade da técnica através de diluigdes seriadas (1:0, 1:10, 1:100, 1:1000,
1:10000). Para a condicdo metilada, foi utilizado o DNA da linhagem tumoral
MDA-MB-435, que apresentava os dinucleotideos predominatemente metilados e,
para a reacdo nao metilada, foi empregado o DNA da MDA-MB-436, que apresentou
CpGs predominantemente desmetilados. A sensibilidade obtida para as condigdes U

e M segue exposta na figura 13.

i.‘ﬁﬁ 99 pb

S

FIGURA 13 - AVALIACAO DA SENSIBILIDADE DA TECNICA DE MSP REACAO
U (A) E M (B) DO GENE CXCR4.

NOTA: Géis de poliacrilamida 8% mostrando as dilui¢des utilizadas para detectar a sensibilidade
deste teste.

LEGENDA: (A) 1. 100 bp; 2. NO U (controle interno da reagao — sem DNA); 3. AMOSTRA MDA-MB-
435 (controle negativo); 4. MDA-MB-436 SEM DILUICAO; 5. MDA-MB-436 DILUICAO 1:10; 6. MDA-
MB-436 DILUICAO 1:100; 7. MDA-MB-436 DILUICAO 1:1000; 8. MDA-MB-436 DILUICAO 1:10.000.
(B) 1. 100 bp; 2. NO M (controle interno da reagao — sem DNA); 3. AMOSTRA MDA-MB-436 (controle
negativo); 4. MDA-MB-435 SEM DILUICAO; 5. MDA-MB-435 DILUICAO 1:10; 6. MDA-MB-435
DILUICAO 1:100; 7. MDA-MB-435 DILUICAO 1:1000; 8. MDA-MB-435 DILUICAO 1:10.000; 9. MDA-
MB-435 DILUICAO 1:100.000.
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Herman et al. (1996), ao descrever a técnica de MSP, relatou uma
sensibilidade de 0,1%, ou seja, seu método foi capaz de detectar até 1 alelo
metilado em meio a 1000 alelos ndo metilados. Nos também atingimos esta
sensibilidade para a reacao nao metilada. No entanto, a reacdo metilada foi ainda 10
vezes mais sensivel.

Em seguida, efetuou-se a analise da metilagdo dos DNAs tumorais. Para
representar o tecido mais proximo do normal de mama foram utilizadas trés
amostras de fibroadenomas. Estas amostras apresentaram-se desmetiladas, pois
apenas a reagao nao metilada foi positiva (FIGURA 14). As reag¢des para a situagao

metilada foram negativas e nao estdo expostas.

1 2 3 4 5

aEE .
-

FIGURA 14 — REACOES DE MSP PARA A SITUACAO NAO METILADA COM
AMOSTRAS DE FIBROADENOMAS.

NOTA: Gel de poliacrilamida 8% representando o perfil de metilagdo em amostras de fibroadenomas.
LEGENDA: 1. 100 bp; 2. NO (controle interno da reacdo — sem DNA); 3-5. Amostras de
fibroadenomas.

A presenga do amplicon de 110 pb correspondente a reagdo ndo metilada
em todas as amostras se deve ao fato de que lesdes pré-malignas podem expressar
0 gene CXCR4 (SCHIMID et al., 2004). Além disso, células normais (removidas junto
com o tumor, uma vez que nao foi feita microdissecgao) também podem expressar
tal gene, mesmo que em niveis reduzidos.

Em seguida, efetuaram-se reacées de MSP com as amostras de tumores
primarios de mama. Em todas as 76 amostras constatou-se positividade para a
recao nao metilada e 26 destas também foram positivas para a reagao metilada.

Nas figuras abaixo estdo expostos os géis de alguns tumores primarios em
que se pode visualizar a banda de 110 pb referente a condicao metilada em todas as
amostras (15A) e, em algumas amostras, pode-se constatar também a banda de

99 pb referente a situacdo metilada (15B).
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FIGURA 15 - REAGAO DE MSP COM AMOSTRAS DE TUMORES PRIMARIOS DE

NOTA: Gel de m'ﬁ\al\élrﬁ;mida 8% mostrando o produto da reacao de MSP para a situagdo ndo
metilada (A) e metilada (B).

LEGENDA: (A) 1. 100 bp; 2. NO U(controle interno da rea¢cdo — sem DNA); 3. MDA-MB-435 (controle
negativo); 4-10. tumores primarios nao metilados. (B) 1. 100 bp; 2. NO M (controle interno da reacao
—sem DNA); 3. MDA-MB-436 (controle negativo); 4,7,10. tumores primarios metilados.

O fato do CXCR4 estar predominantemente expresso (seja ao nivel de
proteina ou de transcrito) nas células tumorais justifica a positividade para a reagao
nao metilada observada em todos os tumores. Ou seja, esse resultado ja era
esperado porque esse € o padrao de expressao do receptor CXCR4 no cancer de
uma forma geral.

Varios estudos tém demonstrado que o CXCR4 ativo é capaz de
desencadear a proliferagdo, sobrevivéncia, migracdo, dentre outros efeitos
biolégicos que contribuem para a agressividade tumoral (GANJU et al., 1998;
MAJKA et al., 2000; SORIANO et al., 2002; LEE et al., 2004; PENG et al., 2005).
Além disso, este receptor parece ser fundamental para o desenvolvimento
metastatico para 6rgdos onde a proteina CXCL12 esta expressa. No cancer de
prostata, por exemplo, foi verificada a migragdo de células tumorais que expressam
a proteina CXCR4 a 6rgaos, como a medula éssea, que expressam seu ligante
(TAICHMAN, 2002 apud ZLOTNIK, 2004). No cancer de mama também se justifica a
metastase a érgaos-distantes, como linfonodos, medula e pulmao, em fungédo da
expresséo localizada deste par (MULLER et al., 2001).

Embora a proteina CXCR4 desencadeie estes efeitos biolégicos que
favorecem o desenvolvimento do tumor, foi observado no nosso trabalho que cerca
de 36% dos tumores analisados foram positivos para a reagdo metilada,
corroborando outros dados da literatura. Em carcinomas primarios de pancreas

verificou-se que a metilacdo do CXCR4 ocorreu em 46% dos tumores, e, em
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melanomas, a metilagdo aberrante deste gene foi detectada em aproximadamente
73% das linhagens (SATO et al., 2005; MORI et al., 2005).

Um dos fatores de risco bastante importante para o desenvolvimento de
cancer € a metilacdo aberrante em funcdo da idade. A incidéncia de neoplasias
aumenta drasticamente com a idade. No cancer de mama, antes dos 25 anos o
namero de casos novos €& pequeno (menos de 10 casos por 100 mil mulheres), mas
aumenta em 100 vezes apos os 45 anos (HULKA; MOORMAN, 2001). No nosso
trabalho foi detectado que, entre as 26 amostras positivas para a reacdo metilada,
23 mulheres (88%) tém idade superior a 45 anos. A metilacéo relacionada a idade
também foi observada na mucosa colorretal. Os genes MyoD (fator de transcricao
que regula a diferenciagado de células da linhagem miogénica) e N33 (candidato a
gene supressor de tumor) comegam a ser metilados na mucosa normal,
especialmente em individuos com mais de 60 anos, e se tornam hipermetilados no
cancer colorretal (AHUJA et al., 1998). A metilacdo no cancer de mama também
pode ser devido a elevada expressdo das DNMTs. Girault et al. (2003) mostraram a
expressdo moderada das DNMT1 e DNMT3a em algumas células tumorais e a
superexpressdo da DNMT3b em 39 das 130 amostras (30%) de tumor de mama.

Apesar da metilagao afetar tipicamente genes supressores de tumor, tem
sido constatada a inativagado de outros oncogenes no cancer de mama e em outros
tumores. Os proto-oncogenes Her-1 (receptor para o fator de crescimento epidermal
1), COX2 (ciclooxigenase 2) e hTRT (subunidade catalitica da transcriptase reversa
da telomerase) também apresentam regulacdo da expressdo pela metilacdo do
DNA. O Her-1 encontra-se hipermetilado em linhagens tumorais de mama (CAMA1,
MDA-MB-453 e MDA-MB-435), de osteossarcoma (SAOS-2), de glioma (SF-539), e,
em tumores solidos primarios de mama, pulmao, cabega e pescoco e colorretal. A
alta densidade de metilagao do gene COX2, foi verificada em linhagens de préstata,
mama, coélon, estdbmago, leucemia mieldide aguda, e, em amostras de tumor
colorretal primario, e de mama. E, por fim, foi verificado em fibroblastos (SUSM-1)
que o promotor do gene hTRT que codifica a subunidade catalitica da telomerase
também se apresenta altamente metilado (DEVEREUX et al., 1999; TOYOTA et al.,
2000; SONG et al., 2001; MA et al., 2003; MONTERO et al., 2006).

A importancia da metilagdo dos oncogenes no cancer ainda € pouco
compreendida. A inativagdo destes genes provavelmente deve conferir uma

desvantagem seletiva para a célula tumoral, comprometendo a sobrevivéncia desta
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célula e afetando negativamente a carcinogénese (DEVEREUX et al.,, 1999;
TOYOTA et al., 2000; SONG et al., 2001; MONTERO et al., 2006).

Muller et al. (2001) mostraram que em células mamarias normais o gene
CXCR4 néo é expresso ou € expresso em niveis basais. De fato, em outros tumores
isso também foi confirmado. Singh et al. (2004) observaram que o transcrito e a
proteina CXCR4 tiveram uma expressao significativamente maior em linhagens
celulares de cancer de préstata (PC3 e LNCaP) do que em células epiteliais de
prostata normal (PrEC). O mesmo foi verificado por Meier et al. (2007), que
detectaram em linhagens de neuroblastoma invasivas (IGR-N91, SH-SY5Y)
elevados niveis de expressdao de CXCR4, enquanto a célula IGR-NB8 nao invasiva
expressou niveis muito reduzidos deste receptor.

Esses dados podem sugerir que, em principio, existem nas células normais
mecanismos, inclusive a metilacdo do DNA, que reduzem a expressao do CXCR4 e,
com a progressao do cancer ocorre a desmetilacdo deste gene em certas células
tumorais favorecendo-a seletivamente. No entanto, apesar de nem todas as células
tumorais expressarem este receptor, o cancer pode ainda se desenvolver porque
outras moléculas podem, através de uma reagdo cruzada, ativar as vias de
sinalizacdo desencadeadas pelo par CXCR4-CXCL12. Este é o caso da
oncoproteina BCR/ABL, que a capaz de ativar as vias PI-3K bem como a via RAS-
MAPK em células hematopoiéticas transformadas (PTASZNIK et al., 2002). Além
disso, muitos tumores expressam outros receptores de quimiocinas, 0s quais podem
suprir a sinalizagdo mediada pelo CXCR4. Em melanoma as células tumorais
CXCR4+ podem também expressar os receptores CCR7 e CCR10, os quais estao
envolvidos com a ocorréncia de metastase aos principais sitios deste tipo de cancer:
os linfonodos e a pele (MURAKAMI; CARDONES; HWANG, 2004).

4.4.1 Anadlise estatistica dos dados clinico-patologicos correlacionados com a

metilacdo da regido promotora do gene CXCR4

Neste estudo foram analisadas 76 amostras de tumores de mama. Os dados
clinicos das pacientes e os resultados de MSP do gene CXCR4 estdo expostas no
quadro do item ANEXO 5.

Na tabela 1, abaixo, estdo expostos os dados da analise estatistica e a

correlagao entre a metilagao e as variaveis clinicas. Do total de amostras tumorais,
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14 (20,0%) foram diagnosticadas como estadio 0/1, 33 (47,1%) como estadio Il, 13
(18,6%) como estadio Il e 10 (14,3%) como estadio IV, sendo que 3 amostras nao
foram classificadas para esta variavel. O tamanho do tumor foi avaliado em 73
amostras, das quais 20 (27,4%) foram classificadas como T1 (tumor menor ou igual
a 2 cm), 38 (562,1%) foram classificadas como T2 (tumor maior que 2 cm € menor ou
igual a 5 cm), 8 foram classificadas como T3 (tumor maior que 5 cm) e 7 foram
classificadas como T4 (tumor de qualquer tamanho com extensdo para parede
toracica e/ou edema, ou ulceracdo da pele, ou carcinoma inflamatério). O
comprometimento linfonodal foi avaliado em 71 amostras, dentre as quais 37
(52,1%) apresentaram linfonodos comprometidos. Além disso, foi verificado que 11
(16,4%) de 67 pacientes apresentaram metastases a distancia com O&bito. As
recidivas locais foram avaliadas em 69 amostras, aparecendo em 6 (8,7%)
pacientes. Quanto a expressdo de receptores hormonais, 58 (82,9%) das 70
amostras foram RE+, enquanto, do total de 61 amostras, 46 (75,4%) foram RP+. A
expressdo de ERBB2 foi detectada em 22 (33,8%) das 65 amostras. Por fim, a
ultima variavel considerada foi o tipo de tumor. A maioria das mostras era de
carcinoma ductal invasivo (70,8%).

A frequéncia de metilagdo nas amostras analisadas foi de 26 (35,6%) em 73.
Esta frequéncia ndo variou significativamente entre os diferentes estadios (0/I=
21,4%, llI= 36,4%, II/IV= 39,1%). Um leve aumento da frequéncia de metilagdo foi
observado em tumores T3 e T4, quando comparado aos tumores de tamanhos
menores, porém essa diferenca nao foi estatisticamente significativa (p=0,273). As
frequéncias de metilacdo obtidas para os tamanhos T1 e T2 foram 30,0% e 31,6%,
respectivamente, enquanto que, para tumores T3/4 foi observada uma frequéncia de
metilacao igual a 53,3%. Outras variaveis que apresentaram frequéncia de metilagao
ligeiramente aumentada foram a expressao de RE, RP e ocorréncia de metastase e
obito. As amostras RE+, RP+ e metastase/obito+ apresentaram, respectivamente,
uma frequéncia de metilagao igual a 39,7%, 39,1%, 45,5%. Quanto ao tipo de tumor,
constatou-se uma frequéncia de metilagao igual a 41,2% nas amostras de carcinoma
ductal invasivo, e igual a 23,8% nas amostras de carcinoma lobular invasivo.
Também n&o foi constatada diferenga com valor estatistico quanto ao perfil de
metilacdo do fragmento da ilha-2 analisado e as variaveis: expressdo de RE, RP,
ocorréncia de metastase/obito e tipo de tumor (p=0,514; p=0,539; p=0,505; p=0,189,

respectivamente).
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Além disso, ndao foram observadas em nossas amostras correlagcoes

estatisticamente significativas entre a metilagcdo do fragmento da ilha de CpG-2 do

gene CXCR4 e o grau de diferenciagdo histologico (SBR) (p=0,267),

0]

comprometimento de linfonodos (p=0,793), a expressdo do fator de crescimento

ERBB2 (p=0,838) e a ocorréncia de recidiva (p=1,000). A frequéncia de metilagao

para todas estas variaveis ficou em torno de 27 a 47%.

TABELA 1 - DISTRIBUICAO CATEGORICA DOS DADOS CLINICOS DAS
PACIENTES ANALISADAS E A FREQUENCIA DE METILACAO
NA REGIAO PROMOTORA DO GENE CXCR4 AVALIADAS PELO
TESTE DO QUI-QUADRADO OU TESTE EXATO DE FISCHER.

3 PACIENTES METILA(;AO
VARIAVEL , . p
NUMERO (%) | SIM (%) NAO (%)
Estadio
0/ 14 (20,0) 3(21,4) 11 (78,6)
Il 33 (47,1) 12 (36,4) 21(63,6) 0,514
/v 23 (32,9) 9(39,1) 14 (60,9)
Tamanho do tumor
pT1/pTis 20 (27,4) 6 (30,0) 14 (70,0)
pT2 38 (52,1) 12 (31,6) 26(68,4) 0,273
pT3/pT4 15 (20,5) 8 (563,3) 7(46,7)
SBR
I 19 (27,1) 9(47,4) 10 (52,6)
Il 33 (47,1) 9(27,3) 24(72,7) 0,267
1 18 (25,7) 8 (44,4) 10 (55,6)
Comprometimento de linfonodo
Negativo 34 (47,9) 13 (38,2) 21 (61,8) 0.793
Positivo 37 (52,1) 12 (32,4) 25 (67,6)
Receptor de Estrogeno (ER)
Negativo 12 (17,1) 3(25,0) 9(75,0)
Positivo 58 (82,9) 23(39,7) 35(60,3) 0514
ERBB2
Negativo 43 (66,2) 16 (37,2) 27 (62,8) 0.838
Positivo 22 (33,8) 8(36,4) 14 (63,6)
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PACIENTES METILACAO

VARIAVEL . . p
NUMERO (%) SIM (%) NAO (%)

Receptor de progesterona (PR)

Negativo 15 (24,6) 4 (26,7) 11(73,3) 0539
Positivo 46 (75,4) 18 (39,1) 28 (60,9)
Metéstase/6bito
Negativo 56 (83,6) 19 (33,9) 37 (66,1) 0505
Positivo 11 (16,4) 5(45,5) 6(54,5)
Recidiva
Negativo 63 (91,3) 23 (36,5) 40 (63,5) 1,000
Positivo 6 (8,7) 2(33,3) 4(66,7)
Tipo de tumor
Carcinoma Ductal Invasivo 51 (70,8) 21 (41,2) 30 (58,8)
Carcinoma Lobular Invasivo 21 (29,2) 5(23,8) 16 (76,2) 0189

Apesar de nao ter sido encontrada nenhuma diferenca com valor estatistico
entre o perfil metilado e ndo metilado do gene CXCR4 com relagéo as diferentes
caracteristicas clinico-patologicas citadas na tabela 4, observou-se que, grande
parte das 26 amostras positivas para a reacido metilada estavam associadas a
tumores de melhor prognéstico: 88% dos casos eram RE+, 81% eram RP+, 67%
eram ERBB2-. Além disso, a metilagdo também esteve associada com a maioria dos
casos sem recidiva (92%), sem ocorréncia de metastase (76%) e de obito (79%).
Dentre os casos CXCR4-M+, 46% foram RE+, RP+ e ERBB2- e 38% foram RE+,
RP+, ERBB2- e metastase-.

Assim como o perfil de metilacdo (metilado e ndo metilado), a expressao do
receptor CXCR4 também nao parece ter correlagcdo com muitas caracteristicas
clinico-patolégicas. No entanto, a partir dos resultados citados no paragrafo anterior,
pode-se sugerir uma relagcdo entre a presenca de metilacdo e tumores de melhor
prognostico.

A grande maioria dos trabalhos que estuda a relagdo entre a elevada
expressdo do gene CXCR4 com caracteristicas clinico-patolégicas dos mais

diversos tipos de cancer nao obteve correlagao estatisticamente significativa com a
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maioria dos dados clinicos. E, em geral, nestes trabalhos a técnica utilizada para
avaliar a expressao deste receptor foi a imunohistoquimica.

Andre et al. (2006) ndo encontraram correlagdo entre a expressdo da
proteina CXCR4 e a expressdo de ERBB2 e RE, idade, grau e tamanho do tumor,
numero de linfonodos envolvidos, tempo de sobrevida geral e tempo de vida livre da
doenga em tumores de mama. Além destes parametros, Kato et al. (2003), Kang et
al. (2005), Su et al. (2006), Holm et al. (2007) e Woo et al. (2008) também nao
constataram relacdo com o status de menopausa (pré- ou pés-menopausa), tipo e
grau histolégico, invasao linfovascular, expressao de RP e estadio tumoral.

Alguns poucos trabalhos descritos na literatura encontram correlagao entre a
expressao do CXCR4 e a ocorréncia de metastase. Mas, este dado é ainda muito
contraditorio, visto que em outras pesquisas essa relacao nao € encontrada.

Por exemplo, embora André et al. (2006) tenham constatado que a
expressdo do CXCR4 se relacionou significativamente com a ocorréncia de
metastase ao figado, isso ndo foi confirmado no trabalho de Sue e colaboradores
(2006), pois, este grupo néo encontrou corrrelagdo com metastases distantes. Woo
et al. (2008), por outro lado, detectaram uma associagao significativa entre a elevada
expressdo nuclear do CXCR4 com a ocorréncia de metastase a linfonodos, e,
segundo este trabalho, tumores CXCRA4+/L+ estiveram associadas (de forma
estatisticamente significativa) com a negatividade do RE e do RP. Kato et al. (2003)
e Holm et al. (2007), por sua vez, ndo observaram correlagdo estatisticamente
significativa entre a expressdo do CXCR4 e a ocorréncia de metastases a linfonodos
ou distantes. Mas, eles observaram que tumores tipo focal (tumores com marcagéo
heterogénea para a proteina CXCR4, possuindo desde células de carcinoma que
nao expressavam o CXCR4 até células positivas segregadas em algumas areas
focais) tinham maior potencial para metastatizar a linfonodos, pois apresentavam o
comprometimento de maior numero de linfonodos do que os tumores tipo difuso
(caracterizados pela marcagdo homogénea com anticorpo anti-CXCR4). Kang et al.
(2005) nao encontraram correlagdo com sobrevida geral e tempo de vida livre da
doencga, mas demonstraram a associagcdo entre elevados niveis de expressdo da
proteina CXCR4 em tumores linfonodo positivo, e, essa diferenga atingiu relevancia
estatistica. Apesar da expressdo do CXCR4 ser maior também entre os pacientes
com metastases a distdncia, ndao foi encontrada correlacdo estatisticamente

significativa com este fator.
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A inexisténcia de correlacdo entre expressdo do CXCR4 em tumores
metastaticos de linfonodos foi explicada por Shim et al. (2006). Eles observaram a
elevada expressdo de membrana da proteina CXCR4 em tumores primarios,
enquanto que, na maioria dos tumores secundarios de linfonodos foi detectada a
expressao citoplasmatica deste receptor. A redugao da expressdo de CXCR4 de
superficie celular pode ser justificada pela elevada expressao da proteina CXCL12
em linfonodos. Esta quimiocina estimula a internalizagao e posterior degradagéo do
CXCR4 em lisossomos. Além disso, foi constatada (com valor estatistico) que a
expressao do HIF-1a é maior em tumores primarios que em amostras de tumores
metastaticos de linfonodos e, como comentado no inicio deste trabalho (item 1.3.1) o
HIF-1a aumenta a expressado do CXCR4 ao nivel transcricional.

Embora o CXCR4 aparega geralmente correlacionado com a ocorréncia de
metastase, sugerindo seu papel como potencial fator preditivo de metastase, outros
trabalhos mostraram que a expressdo deste receptor ndo esta restrita as formas
mais malignas e com um estadio mais avangado e agressivo do cancer de mama.
Schimid et al. (2004) demonstraram que a proteina CXCR4 também esta expressa
em células pré-malignas (de hiperplasia ductal atipica) e estes sugerem que a
expressao do receptor CXCR4 pode conferir habilidade de resposta a eventuais
sinais quimiotaticos desencadeados pela proteina CXCL12, contribuindo para a
obtencao de um fendtipo invasivo e, portanto, mais agressivo.

Em outros tipos de tumores também foi verificado a inexisténcia de
correlacao entre a expressao do CXCR4 e grande parte das caracteristicas clinicas.

A superexpressdo do gene CXCR4 em células de carcinoma renal, em
carcinoma de células escamosas de esd6fago e em adenocarcinoma de eséfago néo
teve correlagdo com o grau de diferenciagdo, estadio tumoral, idade, género,
localizacdo do tumor e com as categorias TNM (STALLER et al., 2003; GOCKEL et
al.,2006). Por outro lado, Staller et al. (2003) observaram a associagao
estatisticamente relevante entre a forte expressdo do gene CXCR4 e menor
sobrevida global no cancer de rim. Embora ndo tenha alcangado diferenga com
relevancia estatistica, em carcinoma de células escamosas foi verificado que
pacientes com forte expressdo do CXCR4 tinham menor sobrevida apos cirurgia do
que pacientes com fraca expressdo. Também foi observado que tumores graus 3 e 4
estiveram associados a fraca expressdao do CXCR4; enquanto os tumores graus 1 e

2 estiveram relacionados com a forte expressao do CXCR4 (GOCKEL et al.,2006).



74

Resumidamente, nossos dados mostram, pela primeira vez, que ocorre
regulacédo da expressao do gene CXCR4 em tumores primarios de mama pelo
mecanismo de hipermetilacdo da regido promotora do gene. A inativagcdo do gene
associado a 35,6% das amostras pode estar relacionada a um bom progndstico.
Entretanto, a confirmacado dessa hipdtese s6 podera ser feita por analise de
sobrevida global e sobrevida livre de doenga. No momento, no banco de tumores

nao estao disponiveis os dados para se efetuar esta analise.
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5 CONCLUSOES

De acordo com os resultados deste estudo podemos chegar as seguintes
conclusoes:
e O gene CXCR4 apresenta-se superexpresso nas linhagens tumorais de mama
PMC-42, MCF-7 e MDA-MB-436 e esta totalmente silenciado em apenas uma
linhagem analisada, MDA-MB-435;
¢ A hipermetilacdo da regidao promotora do gene CXCR4 promove o silenciamento
génico ao nivel de RNAm, na linhagem MDA-MB-435;
e Em todas as 76 amostras de tumores primarios de mama foi verificada
positividade para a reagcdo ndo metilada (U); e, em 26 amostras (cerca de 36%),
também foi constatada a positividade para a reagdo metilada (M);
e Nao foi encontrada diferenga estatisticamente significativa entre a presenca ou
auséncia de metilacdo da regido promotora do gene CXCR4 com as variaveis
clinico-patolégicas: grau tumoral (SBR), estadio clinico (TNM), tamanho do tumor,
presenca de RE, RP e ERBB2, acometimento de linfonodos, metastase e recidiva e
tipo de tumor;
e A presenca de metilagdo do gene CXCR4 pode estar associada a tumores de
melhor progndstico. Dentre os 26 casos positivos para a reagdao metilada, 88% eram
RE+, 81% eram RP+, 67% eram ERBB2-. Além disso, a metilagdo também esteve
associada com a maioria dos casos sem recidiva (92%), sem ocorréncia de
metastase (76%) e de ébito (79%).
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ANEXOS

ANEXO 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO

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

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

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

Eu, , apos ter lido e

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

do estudo.

Data: [/ [

Assinatura (do doador ou responsavel) ou impressao datiloscopica

Eu, Prof. Dr. Iglenir Jodo Cavalli, declaro que forneci todas as informagdes

referentes ao estudo ao doador.

Data: _/ [

Prof. Dr. Iglenir Jodo Cavalli
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ANEXO 2 - ESTADIAMENTO CLINICO

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

CLASSIFICACAO CLINICA - TNM

Baseia-se no didmetro maximo do tumor (T), na presenga ou nao de linfonodos metastaticos na axila
(N) e nas metastases a distancia, ausentes ou ndo (M). Para fins de orienta¢do, transcrevemos a
classificagdo da UICC, 62 edigdo, publicada em 2003 (Tabela17.1).Essa nova classificacdo trouxe em
seu bojo os recentes conhecimentos adquiridos com a padronizagdo da técnica do linfonodo
sentinela, como o conceito de micrometastases e de células tumorais isoladas, incluindo, também,
omodo de deteccdo destas, se por imuno-histoquimica ou por métodos moleculares.Considerando a
classificagdo da UICC, sdo estabelecidos grupos por estadio, constituindo a classificagdo clinica
{Tabela17.2).Ela so6 se aplica a carcinomas e a tumores primarios, virgens de tratamento.

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

cT Tumor primario

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

Carcinoma ductal in situ

Carcinoma lobular in situ

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

T1mic Carcinoma microinvasor

T1a Tumor maior que 0,1 cm e menor ou igual a 0,5 cm
T1b Tumor maior que 0,5 cm e menor ou igual a 1 cm
T1c Tumor maior que 1cm e menor ou igual a 2 cm
T2 Tumor maior que 2 cm e menor ou igual a 5 cm
T3 Tumor maior que 5 cm
T4 Tumor de qualquer tamanho com extensao para
T4a Parede toracica
T4b Edema ou ulceracéo da pele
T4c 4a + 4b
T4d Carcinoma inflamatério

Obs.: Parede toracica inclui arcos costais, musculos intercostais € musculo serratil anterior, mas nao
o0 musculo peitoral. Doenga de Paget associada a tumor é classificada de acordo com o tamanho do
tumor.
cN Linfonodos regionais
NXx Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Auséncia de metastase para linfonodos regionais
N1 Metastase para linfonodos axilares ipsilaterais méveis
N2
N2a Metastase para linfonodos axilares coalescentes ou aderidos a estruturas
adjacentes
N2b Metastase clinicamente aparente na mamaria interna na auséncia de metastase
axilar
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N3
N3a Metastase para linfonodo infraclavicular
N3b Metastase para linfonodo da mamaria interna e axilar
N3c Metastase para linfonodo supraclavicular

cM Metéstase a distancia

Mx Metastase a distancia ndo pode ser avaliada
MO Auséncia de metastase a distancia
M1 Presenca de metastase a distancia

Classificacdo patoldgica (pTNM) 62 edicdo (UICC)

pT Tumor primario

pTx Tumor primario ndo pode ser avaliado
pTO Nao ha evidéncia de tumor primario
pTis Carcinoma in situ

Carcinoma ductal in situ
Carcinoma lobular in situ
Doenca de Paget do mamilo sem tumor associado*

pT1 Tumor menor ou igual a 2 cm
pT1mic Carcinoma microinvasor
pTia Tumor maior que 0,1 cm e menor ou igual a 0,5 cm
pT1b Tumor maior que 0,5 cm e menor ou igual a 1 cm
pTic Tumor maior que 1 cm e menor ou igual a 2 cm
pT2 Tumor maior que 2 cm e menor ou igual a 5 cm
pT3 Tumor maior que 5 cm
pT4 Tumor de qualquer tamanho com extensao para
pT4a Parede toracica
pT4b Edema ou ulceragéo da pele
pT4c 4a+4b

*Doenca de Paget associada com tumor é classificada de acordo com o tamanho da les&o.
pN Linfonodos regionais

pNx Linfonodosregionaisndo podem ser avaliados

pNO Ausénciade metastasepara linfonodos regionais

pNO (i -/+)**

pNO (MOL -/+)**

pN1 pN1mi Micrometastase (maior que 0,2 mm e menor ou igual a 2 mm) em axila ou CMI

pN1a 1 a 3 linfonodos axilares ipsilaterais comprometidos incluindo pelo menos uma
metastase maior que 2 mm

pN1b Linfonodos da mamaria interna com metastase microscopica identificada em
linfonodo sentinela, mas nao clinicamente aparente

pN1c 1 a 3 linfonodos axilares comprometidos incluindo pelo menos uma metastase

maior que 2 mm e linfonodos da mamaria interna com metastase microscépica
sem linfonodos sentinela, mas nao clinicamente aparente

pN2 pN2a 4 a 9 linfonodos axilares comprometidos incluindo pelo menos uma metastase
maior que 2 mm
pN2b Linfonodos da mamaria interna clinicamente aparentes na auséncia de
comprometimento axilar
pN3 pN3a 10 linfonodos axilares comprometidos incluindo pelo menos uma metastase

maior que 2 mm
ou
-- Linfonodo infraclavicular ipsilateral comprometido
pN3b Linfonodos da mamaria interna clinicamente comprometidos na presencga de
comprometimento de linfonodos axilares
ou
-- Mais de 3 linfonodos axilares comprometidos e linfonodos da mamaria interna
com metastase microscépica identificada em linfonodo sentinela, mas nao
clinicamente aparente
pN3c Linfonodo(s) supraclavicular ipsilateral comprometido
** Casos em que a metastase linfonodal consiste em apenas células tumorais isoladas ou formando
agrupamentos menores que 0,2 mm, que, em sua maioria, sdo detectados pela imunoistoquimica (i)
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ou por biologia molecular (MOL), sdo classificados como pNO, pois tipicamente ndo mostram
evidéncia de atividade metastatica.

pM Metastase a distancia
pMx Metastase a distancia ndo pode ser avaliada
pMO Auséncia de metastase a distancia
pM1 Presenca de metastase a distancia
Resumo
Classificacao por estadios
Estadio 0 Tis NO MO Estadio IlIA TO N2 MO
Estadio | T1* NO MO T1* N2 MO
Estadio IIA TO N1 MO T2 N2 MO
T1* N1 MO T3 N1, N2 MO
T2 NO MO Estadio I1IB T4 NO,N1, N2, MO
Estadio 1IB T2 N1 MO Estadio IlIC Qualquer T N3 MO
T3 NO MO Estadio IV Qualquer T, Qualquer N M1

*T1 inclui T1 mic.

GRAU TUMORAL (SBR)

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

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

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

FONTE: MENKE et al., 2007.
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ANEXO 3 — LOCALIZACAO DOS INICIADORES ESPECIFICOS PARA RT-PCR

FIGURA 16 - LOCALIZAQAO DOS INICIADORES UTILIZADOS NAS REAQC)ES
DE RT-PCR PARA OS GENES CXCR4 (A) E GAPDH (B).
FONTE: HUMAN BLAT, 2008.
NOTA: O exon esta indicado em azul, intron em preto e, destacado em amarelo, estdo os
nucleotideos escolhidos para o desenho dos iniciadores. (E) exon, (F) iniciador universal, (R) iniciador
reverso. Abaixo da sequéncia de nucleotideos, esta exposto um esquema dos genes, em que é
possivel notar que os iniciadores foram desenhados na regido 3’, entre exons distintos.
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Amostra Fibroadenoma Idade Tamanho Linfonodos RE RP | ERBB2 | Estadio | recidiva | metastase | o&bito MSP U | MSP M
1 CP163 44 12 - nd nd nd nd - - - + -
2 CP179 18 48 nd nd nd nd nd + - - + -

3 CP235 15 28 - nd nd nd nd - - - + -
Amostra CD ’in situ’ Idade Tamanho Linfonodos RE RP | ERBB2 | Estadio | recidiva | metastase | &bito MSP U | MSP M
4 CP025 79 Tis nd nd nd nd 0 nd nd nd + -
Amostra CDI - Gl Idade Tamanho Linfonodos RE RP | ERBB2 | Estadio | Recidiva |Metastase| Obito | MSP U |MSP M
5 CP162 49 T1 - + + nd [ - - - + +
6 CP287 83 T1 - + + nd I - - - + -

7 CP323 50 T2 - + nd - A - - - + +
8 CP332 30 T2 - + + + A - - - + +
9 CP402 68 T2 + + + - 1IB - - - + -

10 CP408 60 T2 - + + - A - - _ + +
11 CP425 72 T2 - + + + A - - - + -

12 CP456 75 T1 - + + + I - - - + -

13 CP460 66 T1 - + + + I - - - + -

14 CP471 52 T2 + + + - 1B - - - + +
15 CP515 63 T1 - + + - [ - - - + +
16 CP528 42 T1 - + + - [ - - - + +
Amostra CDI -Gl Idade Tamanho Linfonodos RE RP | ERBB2 | Estadio | Recidiva |Metastase| Obito | MSP U |MSP M
17 CP172 68 T2 + + + - v - + + + -

18 CP174 51 T3 + + + + v - + + + +

Continua...
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ANEXO 4 — QUADRO DOS DADOS CLINICO-PATOLOGICOS DAS 76 PACIENTES E DOS RESULTADOS DE MSP

19 CP197 66 T1 + - - + A - - - + -
20 CP271 47 T2 + + nd - IIB - - + + -
21 CP290 71 T nd + nd - pT1,pNX,pMx - - - + +
22 CP314 74 T2 - + + + A - - - + -
23 CP337 62 T2 - + + - v - + + + -
24 CP341 73 T2 + + + - IIB - - - + -
25 CP365 39 T2 + + - - IIB - - - + -
26 CP366 63 T2 - + - + A - - - + -
27 CP413 83 T2 + + + - 1B - - - + +
28 CP487 68 T1 - + + - I - - - + -
29 CP497 45 T1 + + + - \Y; - + - + -
30 CP520 71 T4 + + + + nec - - - + +
31 CP527 53 T2 + - - + A - - - + -
32 CP532 56 T2 + + + - "nc - - - + -
33 CP536 40 T2 + + + + nc - - - + -
34 CP542 40 T2 + + + + A - - - + -
35 CP547 54 T2 + + + - A - - - + -
36 CP556 63 T2 - + + - A - - - + +
37 CP562 49 T2 + + + + A - - - + -
38 CP427 55 T1 + + + + v - + nd + +
Amostra CDI - aGlll Idade | Tamanho | Linfonodos | RE | RP ERBB2 Estadio Recidiva | Metastase |Obito| MSPU | MSP M
39 CP243 48 T4 + + + - B nd + + + -

Continua...
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40 CP310 56 T1 + + + + A - - - + +
41 CP338 44 T2 - - - - A - - - + +
42 CP399 82 T2 + + + - 1B - - - + -
43 CP422 75 T4 - + + - v + + + + +
44 CP424 63 T2 + + - - 1IB - - - + +
45 CP432 66 T4 + + + - 1IB - - _ + +
46 CP434 59 T2 + - - - v - + + + -
47 CP470 67 T2 - + + - A - - - + +
48 CP505 72 T4 + - - + \Y; + + + + +
49 CP525 45 T3 + + + - A - - - + -
50 CP537 69 T2 - - - + 1B + - - + -
51 CP539 55 T1 + - - + A - - - + -
52 CP545 27 T3 - - - - IIB - - - + -
53 CP558 51 T1 - + + + | - - - + -
54 CP559 79 T2 - - - + v - + + + +
55 CP430 54 T4 + - nd nd 1B - - - + -
Amostra| CLI- Gl Idade Tamanho | Linfonodos RE RP ERBB2 Estadio Recidiva Metastase Obito MSP U | MSP M
56 CP319 68 T2 - + + - A - - - + -
57 CP389 84 T2 - nd nd nd A - - - + -
58 CP476 71 T3 + + nd nd nd nd nd nd + +
59 CP485 59 T1 - + + - [ - - - + -

Continua...
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60 CP501 53 T1 - + + - | - - - + -
61 CP300 65 T1 - + + - | + - - + -
62 CP339 53 T2 + + nd - 1B - + + + +
Amostra| CLI-Gll Idade Tamanho | Linfonodos RE RP ERBB2 Estadio Recidiva Metastase Obito MSP U | MSP M
63 CP256 55 T2 + + + - 1B - - - + -
64 CP390 44 T1 - + + - | - - - + -
65 CP420 52 T2 - + + - A - - - + +
66 CP445 46 T3 + + + - A - - - + +
67 CP506 55 T3 + + + - v - + + + .
68 CP535 79 T1 - + - - | - - - + -
69 CP297 76 T3 - + + - A + nd nd + -
70 CP412 42 T2 - + nd - A - - - + -
71 CP574 45 T2 + - - - nd - - - + -
72 CP585 66 T2 + + - - IIB - B _ + .
73 CP529 46 T3 - + + + A - - - + +
Amostra | CL - Glli/nd Idade Tamanho | Linfonodos RE RP ERBB2 Estadio Recidiva Metastase Obito MSP U | MSP M
74 CP202 55 T2 + + nd nd 1B - - - + -
75 CP196/nd 77 T4 - - nd + B + + + + -
76 CP340/nd 55 T2 + nd nd nd 1B nd nd nd + -

Legenda: CD: carcinoma ductal; CDI carcinoma ductal invasivo; CLI: carcinoma lobular invasivo; G: grau histologico (SBR); CP:
numero do cadastro da paciente no Banco de Tumores; RE: receptor de estrégeno; RP: receptor de progesterona; ERBB2:
receptor de fator de crescimento epidermal humano; MSPM: tumor metilado; MSPU: tumor ndo metilado; nd: ndo determinado.
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