CAMILA TAINAH DA SILVA

ESTUDO DA REGULACAO DO PROMOTOR DA METALOPROTEASE-2
POR METILACAO DO DNA E SUA CORRELACAO COM DADOS
IMUNOHISTOQUIMICOS E CLINICO-PATOLOGICOS EM PACIENTES COM
CANCER DE MAMA DE CURITIBA-PR

CURITIBA
2010



CAMILA TAINAH DA SILVA

ESTUDO DA REGULACAO DO PROMOTOR DA METALOPROTEASE-2
POR METILACAO DO DNA E SUA CORRELACAO COM DADOS
IMUNOHISTOQUIMICOS E CLINICO-PATOLOGICOS EM PACIENTES COM
CANCER DE MAMA DE CURITIBA-PR

Dissertacdo apresentada ao curso de Pds-
Graduacao em Microbiologia, Parasitologia
e Patologia, area de concentracdo em
Patologia, Setor de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Parana, como
parte das exigéncias para a obtencédo do
titulo de Mestre em Ciéncias Biologicas.

Orientadora:
Prof2 Dra. Giseli Klassen

Co-orientadora:
Prof2 Dra. Karin Braun-Prado

CURITIBA
2010



Dedico este trabalho aos meus
pais, Salete Patel e Idelfonso
Pereira da Silva, pelo carinho e
apoio que deram em todos os
momentos da minha vida.



AGRADECIMENTOS

A minha orientadora, Prof. Dra. Giseli Klassen, pela oportunidade de
aprendizado, crescimento pessoal e profissional. Por ter aberto as portas do
seu laboratério e por ter confiado na minha capacidade. Mesmo nos varios
momentos de dificuldades, ndo abriu mé&o de fazer sempre o melhor.

A minha co-orientadora, Prof. Dra. Karin Braun-Prado, pelas valiosas dicas e
correcbes no decorrer do trabalho. Obrigada por sua presenca leve e bem
humorada.

Ao programa REUNI, do governo federal, pela bolsa de estudos concedida.

Ao curso de Pés Graduacdo em Microbiologia, Parasitologia e Patologia e a
coordenadora do curso, Prof. Dra. Edilene de C. Alcantara por todo apoio.

Ao Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o Cancer pelas linhagens celulares
cedidas.

Ao Laboratorio de Citogenética Humana e Oncogenética do Departamento de
Genética do setor de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do Parana
pelo fornecimento das amostras tumorais utilizadas neste trabalho,
especialmente aos responsaveis pelo laboratério, Dr. Iglenir Jodo Cavalli e Dra.
Enilze S. F. Ribeiro, pela disponibilidade de informagbes sobre as amostras
tumorais, e seus alunos, pela disponibilidade e ajuda sempre que necessario.

Ao Dr. Rubens e sua equipe, pelo fornecimento dos tumores primarios de
mama bem como dos dados clinicos das pacientes.

Ao Dr. Fabio de Oliveira Pedrosa e Prof. Dr. Emanuel Maltempi de Souza pelo
suporte financeiro através da participacdo no projeto Milénio. E também aos
alunos do laboratério de Fixacao Bioldgica de Nitrogénio e Biologia Molecular,
no Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular pela disponibilidade de
equipamentos e laboratérios durante a realizacao deste trabalho.

Ao laboratorio de Patologia Experimental da Universidade Pontificia Catolica do
Parana (PUC-PR) pelo apoio na realizacdo da técnica de imunohistoquimica
deste trabalho, bem como da responsavel pelo laboratorio, Dra. Lucia de
Noronha que auxiliou em todas as etapas da imunohistoquimica, desde a
coleta do material nos hospitais até sua classificacéo final. As bidlogas Marina
Luise Viola Camargo de Azevedo e Ana Paula Camargo Martins pelo auxilio na
realizacdo da técnica, por todo o tempo e paciéncia que me prestaram e
também as conversas informais, sempre incentivadoras, e amizade.

A Prof. Dra. Paula Cristina Rodrigues por abrir a minha mente e coragéo para o
caminho da ciéncia. Por ter sido minha orientadora de iniciacdo cientifica e
monitoria e ter aberto varias oportunidades importantes no meu
desenvolvimento académico. Por sempre confiar em mim e em minhas

v



capacidades. Pelo apoio, pelas conversas e desabafos, por me ouvir, por tudo
que ja fez por mim. Considero-a praticamente o0 meu anjo da guarda.

As Profs. Dra. Giseli Klassen, Dra. Lia Nakao e Dra. Karin Braun-Prado por me
orientarem na realizacdo das atividades de préatica em docéncia.

A banca avaliadora deste trabalho, Dra. Giseli Klassen, Dra. Lucia de Noronha
e Dra. Fabiane Rego pela leitura e dedicacdo a este trabalho, pelas dicas e
correcoes.

Ao Valter A. Baura pela disponibilidade incondicional de auxilio na realizacao
de experimentos, pelas varias dicas prestadas, e também pelos momentos de
descontracédo e amizade. Suas palavras de incentivo foram muito importantes
em diversos momentos nestes ultimos dois anos.

Dna. Roseli, sempre tdo prestativa e simpatica, por todos os materiais que
prepara com tanta dedicacao e capricho.

Aos colegas que estdo ou que passaram pelo laboratorio de epigenética
durante os dois anos do mestrado, principalmente a Ednéia Cavallieri e Renata
Slowik, que me ensinaram com muita dedicagdo a maioria das técnicas
realizadas no laboratorio.

Aos colegas do mestrado, pelo convivio e amizade principalmente na época de
realizacdo das disciplinas do programa. Sao pessoas muito queridas que
levarei para sempre comigo.

As minhas amigas e colegas, Edneia, Janaina e Vanessa, pelos momentos
maravilhosos que passamos, pelas conversas, pelo carinho e pelo incentivo.
Muito obrigada por terem me dado forcas para continuar quando eu nao
acreditava que conseguiria. Obrigada pelos conselhos, pelas palavras amigas e
por partilharem comigo um pouquinho da vida de vocés.

Aos meus pais, Salete Patel e Idelfonso Pereira da Silva, por terem me dado a
vida e ensinado a valoriza-la sempre, por me amarem incondicionalmente, por
sempre estarem do meu lado, por me apoiarem em todas as decisfes que ja
tomei na vida, por terem me ensinado a ser quem sou hoje, por confiarem em
mim,

Ao meu irméo, Felipe Afonso da Silva, pelo convivio, amizade, conselhos e
confidéncias.

Aos meus padrinhos e nonos, Dosolina Mangini Patel e Daniel Patel (in
memorian), por terem me ensinado muitos dos valores que tenho hoje comigo,
por me darem exemplos de vida a serem seguidos e, simplesmente, por serem
t&o especiais para mim.

Aos meus familiares, por me lembrarem, até mesmo nas fases dificeis, do meu
valor, por estarem comigo para comemorar minhas vitorias e sempre me
oferecerem uma palavra de incentivo nos meus fracassos.

v



Na serencdade e na confranca
Rescdird a tua forca:”

(Isaias, 30:15)

VI



RESUMO

A proteina MMP-2 é membro da familia das metaloproteases de matriz, que
atuam na clivagem proteolitica de diversos constituintes da matriz extracelular.
Por clivar o principal constituinte das membranas basais, o colageno tipo IV, a
MMP-2 possui importante papel nos processos de invasdo e metastases
tumorais. Um estudo desenvolvido com a linhagem tumoral de mama MCF7
mostrou que o gene MMP2 apresenta hipermetilacéo da ilha de CpG na regiao
promotora sugerindo que a expressao dessa enzima no cancer de mama
poderia ser regulada por mecanismos epigenéticos (Chernov et al., 2009).
Neste trabalho, damos continuidade ao estudo da regulacdo epigenética da
MMP2 em tumores primarios de mama, com intuito de verificar sua aplicacao
como marcador molecular no prognéstico da doenca. Apés o tratamento do
DNA de 25 amostras tumorais de mama com bissulfito de sddio, foi realizada a
metodologia do PCR especifico para metilacgdo (MSP) com iniciadores
utilizados por Chernov (2009). Foi verificada diferenca na metilacdo entre os
tumores de mama, sendo 48% das amostras consideradas metiladas para
MMP2. Para analise de imunohistoquimica (IHQ) da MMP-2 em 18 dos
tumores, 78% destes apresentavam expressdo de MMP-2. Quando
comparamos a presenca de MMP-2 (IHQ) com a metilacdo do gene (MSP)
tivemos um resultado contraditério e ndo significativo, indicando que outros
iniciadores devem ser planejados para o estudo de metilacdo do gene MMP2
em tumores de mama. Analisando os dados de IHQ com as variaveis clinico-
patolégicas, observamos que 85% das amostras contendo menos de 30% das
células coradas para receptor de estrogeno (RE) apresentaram expressao de
MMP-2, enquanto que as amostras com mais de 30% das células coradas para
RE, esse valor diminui para 50%. Todas as amostras que apresentavam o
gene do receptor de estrégeno metilado (ESR1) apresentam expressao de
MMP-2 e das amostras ESR1 ndo metiladas, apenas 43% apresentam
expressdo de MMP-2. Portanto em nosso trabalho observamos que é muito
importante avaliar a presenca da proteina MMP-2 em cancer de mama porque
esse dado em conjunto com a negatividade de RE indica um mau progndstico.

Palavras-chave: MMP-2. Cancer de mama. Epigenética.
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ABSTRACT

MMP-2 is a member of the family of matrix metalloproteinases, which the main
role is the proteolytic cleavage of several members of the extracellular matrix.
MMP-2 is able to cleave type IV collagen, the major constituent of basal
membranes, witch is an important role in tumor invasion and metastasis.
Previous studies have shown that a breast cancer cell line is hypermethylated in
the MMP-2 CpG island, suggesting that epigenetic mechanisms regulate the
expression of this enzyme in breast cancer (Chernov et al., 2009). In this work,
we continued the study of epigenetic regulation of MMP2 in primary breast
tumors, in order to verify if it can be used as a molecular marker of disease
prognosis. After sodium bisulfite treatment of the DNA from 25 breast tumor
samples, we used the methylation specific PCR (MSP) assays with the primers
discribed by Chernov (2009). There were differences in methylation status
between the primary breast tumor samples, 48% of samples were considered
methylated to MMP2 gene. Immunohistochemistry assays (IHC) of MMP-2 was
performed in 18 tumors, 78% of these showed expression of MMP-2 protein.
We had a contradictory and not significant result when were compared the
presence of the enzyme (IHC) and gene methylation (MSP). Analyzing IHC
results with the clinical pathological data, we found that 85% of the samples
containing less than 30% of cells stained for estrogen receptor (ER) showed
MMP-2expression, while samples with more than 30% of cells staining for ER,
this value decreases to 50%. All samples that were methylated to the estrogen
receptor gene (ESR1) showed expression MMP-2 and to ESR1 unmethylated
samples only 43% showed MMP-2 expression. Therefore, in our study we found
that it is very important to analyze the presence of MMP-2 protein in breast
cancer once this information analyzed along with the negativity of ER indicates
a poor prognosis.

Key words: MMP-2. Breast cancer. Epigenetic.
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Introdu¢io

1. INTRODUCAO
1.1. O CANCER

O céncer é a segunda causa de mortes na populacdo mundial e
brasileira, sendo as doencas cardiovasculares a primeira. Em 2008, foram
estimados 12,4 milhdes de novos casos e 7,6 milhdes de 6bitos por cancer no
mundo. No Brasil, as estimativas para o ano de 2010 e também 2011 apontam
para a ocorréncia de 489.270 novos casos de cancer (INCA, 2009). A
neoplasia com maior incidéncia na populacao brasileira devera ser o cancer de
pele ndo melanoma, com 113.850 casos novos. Em seguida, aparece o cancer
de préstata, com 52.350 novos casos; o cancer de mama, com 49.240 novos
casos e o cancer de pulméo, com 27.630 novos casos. O cancer de mama
permanece como 0 segundo tipo de cancer mais freqiente no mundo e o
primeiro entre as mulheres. A cada ano, aproximadamente 22% dos casos

novos de cancer em mulheres sdo de mama (INCA, 2009).

1.1.1. Mecanismos moleculares do cancer

A progressao do cancer € um processo complexo que pode ser dividido
em algumas etapas. A maioria delas envolve modificagdes em genes que estéo
de alguma forma, envolvidos com o controle do ciclo celular (Park e Lee, 2003).
Entre eles, estdo os proto-oncogenes, que atuam no estimulo do ciclo celular
normal e, que na sua forma mutada ou amplificada sdo denominados de
oncogenes e sdo observados em células tumorais. Em contraste, os genes
supressores de tumor atuam regulando negativamente o ciclo celular normal e
estdo geralmente silenciados por diversos mecanismos no cancer (Barrett,
Oshimura et al., 1986).

Em 2000 Hanahan e Weinberg sugeriram a existéncia de seis alteracdes
fundamentais na fisiologia da célula para que ela adquira um fendtipo maligno.
Sao elas: auto-suficiéncia de sinais de crescimento; insensibilidade aos sinais
inibitérios de crescimento; evasdo da morte celular programada (apoptose);
potencial replicativo ilimitado; angiogénese sustentada; e a invasao tecidual e
metastase. Cada passo € critico para o0 desenvolvimento de células
hiperplasicas até um tumor avancado que tem a capacidade de formar

metéstases para locais distantes (Hanahan e Weinberg, 2000).
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Introdu¢io

Uma das caracteristicas das células tumorais é que elas ndo precisam
de estimulos externos para proliferar. Podem utilizar pelo menos trés
estratégias moleculares para adquirir autonomia proliferativa, envolvendo
alteracdes nos sinais extracelulares de crescimento, nos transdutores de sinais
intracelulares e nos circuitos intracelulares que traduzem os sinais em acao.
Por outro lado se existirem sinais anti-proliferativos, as células tumorais podem
também entrar na fase G1 do ciclo celular utilizando mecanismos semelhantes
(Hanahan e Weinberg, 2000).

Em algum momento de sua progressdo a célula tumoral ganha
resisténcia a morte celular programada ou apoptose. Um dos mecanismos mais
conhecidos é a perda da proteina p53 funcional, que é observado em 50% dos
tumores humanos (Harris, 1996). A proteina p53 tem sua expressao
aumentada quando ocorrem lesées no DNA. Suas principais funcbes sédo a
ativacdo de genes de reparo do DNA, parada do ciclo celular e apoptose caso
os danos ndo possam ser reparados. Hanahan e Weinberg sugerem também
qgue as populacdes de células pré-malignas somente conseguem completar seu
potencial tumorigénico se, além de quebrar a barreira da mortalidade,
adquirirem potencial replicativo ilimitado através da manutencdo de seus
teldmeros, ao longo das divisdes celulares. Os telomeros estéo localizados nas
extremidades dos cromossomos e parte deles € perdida a cada processo de
replicacdo, até chegar a um limite onde a célula ndo replica mais e acaba
entrando em apoptose. Para evitar que isso aconteca, as células tumorais
mantém os seus telémeros (Shay e Bacchetti, 1997), através da re-expressao
da enzima telomerase, que € encontrada normalmente apenas em células-
tronco embriondrias. A super expressao da telomerase é observada em 85 a
90% dos tumores humanos (Bryan e Cech, 1999).

As células tumorais precisam ativar genes especificos para promover
angiogénese para que possam sobreviver na massa tumoral (Hanahan e
Weinberg, 2000). Geralmente, elas apresentam um desequilibrio local entre os
sinais angiogénicos, com aumento da expresséao de fatores pré-angiogénicos e
a diminuicdo da expressao dos fatores anti-angiogénicos (Plate, Breier et al.,
1994).

Em algum momento durante o desenvolvimento da maioria dos tipos de

cancer humanos, a massa do tumor primario pode gerar algumas células que

7
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Introdu¢io

passam a invadir tecidos adjacentes e depois adquirem a capacidade de
migracéo para locais distantes, aonde podem se estabelecer para formar novas
colénias, que sdo denominadas metastases (Hanahan e Weinberg, 2000). Do
ponto de vista clinico, as metastases sdo consideradas um dos mais
importantes estagios da tumorigénese, visto que sao a causa de mais de 90%
das mortes por cancer (Sporn, 1996). No processo metastatico atuam as
células tumorais, inflamatérias e estromais. Inicialmente ocorre a transi¢ao
epitelial-mesenquimal (TEM), na qual € notada a perda de expressdo da
molécula de adesdo E-caderina e as células tumorais passam a mostrar
caracteristicas fibroblasticas, aumentando sua motilidade (Kalluri e Weinberg,
2009). A saida das células tumorais do sitio inicial em direcdo aos vasos
sanguineos ou linfaticos € conhecida por intravasamento, e compreende o
segundo passo do processo metastatico. Estima-se que apenas 0,01% das
células conseguem passar pela 32 fase, representada pela sobrevivéncia das
células metastaticas durante percurso realizado na corrente circulatéria (Joyce
e Pollard, 2009). Na sequéncia, ocorre 0 extravasamento, etapa em que as
células tumorais sobreviventes atravessam a corrente sanguinea, com
intermédio de moléculas de adesao, principalmente integrinas, em direcao ao
novo tecido alvo. Por fim, as células tumorais chegam ao seu destino,
interagindo com as células do estroma e inflamatoérias do novo local secundario
para que possam se estabelecer e iniciar a proliferacdo (Polyak e Weinberg,
2009).

Para efetivamente ocorrer o processo metastatico, além do aumento da
motilidade das células tumorais, € necessaria a destruicdo da matriz
extracelular (MEC) proxima a essas células, abrindo um caminho para sua
passagem. Alguns modelos celulares e animais mostram que nesta etapa
ocorre a producdo de metaloproteases de matriz (MMPSs), especialmente as
gelatinases (MMP-2 e MMP-9), pelas células tumorais e/ou estromais
(Stamenkovic, 2000).

1.1.2. O microambiente tumoral
O tumor ndo é meramente uma massa contendo um unico genotipo
clonal, mas sim uma comunidade de células tumorais heterogéneas e de

células estromais localizadas na matriz extracelular, nutridas por um sistema
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Introdu¢io

vascular (Aznavoorian, Stracke et al., 1990). A heterogeneidade e
complexidade do microambiente tumoral tém grande importancia no
desenvolvimento, crescimento, formacdo de metdstases e até mesmo na
resisténcia a terapia de muitos tipos de cancer (Ohtani, 1998).

O estroma nos tumores € composto por membrana basal, leucdcitos,
capilares neoformados, fibroblastos e pela matriz extracelular (MEC) localizada
em torno das células tumorais. Durante a progressao do cancer, a matriz estara
sofrendo constante remodelamento, tanto pela degradacdo de moléculas pré-
existentes, quanto pela sintese de novos componentes (Kaspar, Zardi et al.,
2006). O crescimento tumoral €, portanto, influenciado também pelo estroma,
principalmente pelos fibroblastos, e ndo apenas pelas células malignas
propriamente ditas (Kalluri, 2003).

Entre as funcdes dos fibroblastos, destacam-se a deposicdo de
proteinas da MEC, a regulacdo da diferenciacdo epitelial, a regulacdo de
inflamacdo e também o envolvimento na cicatrizacdo tecidual (Tomasek,
Gabbiani et al., 2002). Também sé&o fontes de proteases que degradam a MEC,
as MMPs, que tém consideravel importancia na manutencdo da homeostase da
matriz. Dentro do estroma tumoral, a maioria dos fibroblastos adquire um
fenétipo modificado, interagindo com as células neoplasicas, epiteliais,
endoteliais e inflamatérias através da liberacdo de fatores de crescimento,
colageno tipo | e Ill, MMPs, entre outros (Kalluri e Zeisberg, 2006). No cancer
de mama, por exemplo, aproximadamente 80% dos fibroblastos estromais
adquirem este tipo de fendtipo (Sappino, Skalli et al., 1988).

1.2. CANCER DE MAMA
1.2.1. A mama normal e o cancer de mama

A glandula mamaria é composta por um estroma fibrogorduroso e por
ductos ocos que formam uma estrutura “arbérea” que se inicia nos mamilos
(encontro de todos os ramos ductais) e termina nos |6bulos (Kopans, 2007)
(Figura 1). Nessas estruturas ductais existe uma camada epitelial interna e, ao
seu redor, uma camada mioepitelial, capaz de contracdo em resposta a
ocitocina durante a lactacdo, e de secretar a lamina basal que separa o
parénquima mamario do estroma (Paguirigan, Beebe et al., 2006). As células

epiteliais e mioepiteliais sdo também designadas de células ductais. Grande

4



Introdugio

parte dos tumores de mama (65%) sdo carcinomas que envolvem
exclusivamente a linhagem epitelial. Externamente as células mioepiteliais
existe uma camada de revestimento, a membrana basal, que separa os ductos

do estroma mamario.

Mama normal Tecido mamarionormal

O Capilares

© —="T— Mioepitélio MeC

Costela

Fibroblasto
Epitélio ductal

Musculo

Tecido adiposo

FIGURA 1: ESTRUTURA DA GLANDULA MAMARIA E O TECIDO MAMARIO NORMAL. A
esquerda temos a visualizagdo das estruturas que compde a glandula mamaria adulta normal.
A direita ha uma ampliac&o do tecido ductal e seus componentes.

Fonte: Adaptado de Portal de Oncologia http://www.pop.eu.com e Kalluri e Zeisberg, 2006.

As células lobulares originam estruturas acinares secretérias ao final dos
ductos e, durante a gravidez e a lactacao, tais células sao capazes de produzir
as proteinas do leite (Woodward, 2005). Esta regiao final dos ductos associada
a estruturas acinares € designada de unidade terminal ducto-lobular (TDLU).
As TDLUs séo consideradas as unidades funcionais da mama (Warri, 2007).

Os TEBs (terminal end buds) sdo as estruturas precursoras dos TDLUSs,
e assim como as TDLU, principais areas do epitélio mamario responsivas aos
horménios. Além disso, supde-se que nestas estruturas existam células-tronco
gue podem estar sujeitas a sofrer lesdes pré-malignas e desencadear o cancer
(Warri, 2007).

A iniciacdo do céncer de mama se deve a eventos genéticos e
epigenéticos de transformagdo em uma Unica célula. E, de acordo com o
modelo da expansdo clonal, a progressdao da neoplasia continua até a
formacdo de uma massa tumoral com assinatura de expressdo génica

especifica. A maior parte dos estudos realizados para este tipo de neoplasia
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envolve células epiteliais, as principais responsaveis pelo surgimento do cancer
de mama. A possibilidade da existéncia de tumores originados das células
mioepiteliais e estromais ainda nao foi totalmente explorada (Polyak, 2007).
Entretanto, sua participacdo em eventos modulatérios no crescimento,
sobrevivéncia, polaridade e comportamento invasivo das células neoplasicas
da mama é bem estabelecida (Elenbaas e Weinberg, 2001; Kalluri e Zeisberg,
2006).

Apesar de ser considerado um cancer de prognostico relativamente
bom, se diagnosticado e tratado oportunamente, as taxas de mortalidade para
0 cancer de mama continuam elevadas no Brasil, muito provavelmente porque
a doenca ainda seja diagnosticada frequientemente em estadios avancados
(INCA, 2009).

1.2.2. Tipos de cancer de mama

Os carcinomas de mama s&0 0S mais comuns e sao agueles que tém
origem no tecido epitelial. Classificam-se quanto a extensdo, em carcinoma in
situ ou invasor e, quanto a localiza¢cdo em ductal ou lobular (Kopans, 2007).

O carcinoma in situ (CIS) € composto por uma lesdo neoplésica, onde
estdo presentes as células tumorais. A lesdo esta limitada ao microambiente
tecidual, permanecendo separada do tecido normal a sua volta pela membrana
basal (Kalluri e Zeisberg, 2006). O CIS é associado com um estroma
semelhante ao observado durante o processo de cicatrizacdo, que é chamado
de “estroma reativo” (Ronnov-Jessen, Petersen et al., 1996).

Para que um CIS se torne invasivo, € necessario que ocorra a destruicao
da membrana basal que separa as células neoplasicas do restante do tecido
(Figura 2) (Hanahan e Weinberg, 2000). Na etapa da progresséo do CIS para o
carcinoma invasivo, as células tumorais invadem o estroma reativo, entrando
em contato com todos os seus componentes (Ronnov-Jessen, Petersen et al.,
1996).
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FIGURA 2: PROGRESSAO DO CARCINOMA DUCTAL. A) Tecido mamério apresentando uma
célula epitelial ductal pré-maligna (displasica). B) Expansdo da massa tumoral formando um
carcinoma ductal in situ. C) Rompimento da membrana basal do ducto e invasdo do estroma
mamario, caracterizando o carcinoma ductal invasivo.

Fonte: Adaptado de Kalluri e Zeisberg, 2006.

O carcinoma ductal in situ representa a forma inicial, ndo invasiva e
com bom progndstico. (Virnig, Shamliyan et al., 2009; Virnig, Tuttle et al.,
2010). O carcinoma ductal invasivo corresponde a até 80% dos carcinomas de
mama e possui sobrevida estimada de apenas 35 a 50% ap6s 10 anos do
diagndstico da doenca (Weigelt, Peterse et al., 2005).

O carcinoma lobular se origina em Iébulos e corresponde de dez a 30%
dos carcinomas de mama. O carcinoma lobular invasivo possui bom
prognéstico e sobrevida de dez anos em 80 a 90% dos casos (Tavassoli,
2010).
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1.2.3. Fatores de risco

Os principais fatores de risco para o cancer de mama estéo relacionados
a vida reprodutiva da mulher, sendo eles: menarca precoce, nuliparidade, idade
da primeira gestacdo acima dos 30 anos, uso de anticoncepcionais orais,
menopausa tardia e terapia de reposicdo hormonal (Bilimoria e Morrow, 1995).
A idade continua sendo um dos mais importantes fatores de risco. As taxas de
incidéncia aumentam rapidamente até os 50 anos, na faixa de idade em que a
menopausa geralmente ocorre, e posteriormente, esse aumento ocorre de
forma mais lenta (Bilimoria e Morrow, 1995). O consumo de alcool é outro fator
responsavel por elevar o risco do cancer de mama. O acetaldeido, resultante
do metabolismo do 4&lcool, € um carcinbgeno que pode promover o
desenvolvimento do tumor (Bilimoria e Morrow, 1995).

Fatores genéticos também estdo associados ao maior risco de
desenvolvimento de cancer de mama. Mulheres que apresentam muta¢cao nos
genes BRCA1 e BRCA2, por exemplo, tém 85% de chance de desenvolver
cancer de mama antes dos 70 anos de idade. A amamentacdo, pratica de
atividade fisica e alimentacdo saudavel com a manutencdo do peso corporal
estdo associadas a um menor risco de desenvolver esse tipo de cancer
(Bilimoria e Morrow, 1995).

1.2.4. Sintomas, diagnéstico e progndstico do cancer de mama

Alguns dos sintomas verificados no cancer de mama incluem: nddulo
palpavel na mama e/ou nas axilas; secre¢cdo mamilar; deformidades no formato
da mama por retracGes da pele; alteracdes da coloracao, superficie ou textura
da pele da mama ou do mamilo; e mudanca do tamanho ou do formato da
mama (Kopans, 2007).

Os métodos de deteccdo comumente usados para diagnosticar o cancer
de mama incluem o auto-exame das mamas, a mamografia e o ultra-som. A
mamografia de alta resolucéo é apontada como o principal método diagnostico
do cancer de mama em estagio inicial, capaz de detectar alteracdes ainda néo
palpaveis, favorecendo, assim, o tratamento precoce, mais efetivo, menos
agressivo, com melhores resultados estéticos e eventos adversos reduzidos
(INCA, 2009; Holloway, Easson et al., 2010). No Brasil € recomendado realizar

mamografia anual para mulheres acima de 50 anos e, para aquelas que
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apresentam risco elevado de desenvolvimento de cancer de mama, a partir dos
35 anos (INCA, 2009). O ultra-som apresenta baixa especificidade e altos
indices de falsos positivos e de falsos negativos. E um exame que
complementa a mamografia, auxiliando na caracterizacdo dos tumores soélidos
e cisticos, sendo também empregada para guiar puncdes citoldégicas ou
histol6gicas (Holloway, Easson et al., 2010). Entretanto, € ainda a pratica de
auto-exame que detecta primariamente cerca de 90% das patologias mamarias
(INCA, 2009).

Além de identificar a doenca, é necessario obter informacdes sobre
fatores especificos que determinam o comportamento do cancer. Esses fatores
podem ser progndésticos, quando se correlacionam com a sobrevida total ou
com o tempo livre de doenca; ou preditivos, quando relacionados com a
resposta terapéutica (Cianfrocca e Goldstein, 2004) e sédo principalmente:
acometimento dos linfonodos axilares, tamanho do tumor, tipo histologico, grau
histoldgico, grau nuclear, niveis de progesterona e estrégeno, velocidade de
proliferacdo tumoral e competéncia imunolégica do portador da doenca
(Fitzgibbons, Page et al., 2000).

1.2.5. Estadiamento do cancer e sistema TNM

O estadiamento do cancer é uma ferramenta que auxilia na definicdo do
tratamento, fornece indicacbes de prognostico e de possibilidade de
recuperacdo da paciente. O sistema TNM, criado pelo AJCC (The American
Joint Committee on Cancer), € o mais utilizado e esta baseado na avaliacdo do
tamanho do tumor (T), no envolvimento de linfonodos (N) e na presenca de
metastases distantes (M) (Tabela 1) (Barros, Barbosa et al., 2001).

O TNM ressalta a importancia do tamanho do tumor e do acometimento
de linfonodos, que sdo os principais fatores prognoésticos do cancer de mama.
Cerca de 70% das pacientes linfonodo-positivas irdo apresentar recidiva em até
10 anos, enquanto que para as pacientes linfonodo-negativas, essa
porcentagem diminui para 20 a 30% (Fitzgibbons, Page et al., 2000).
Entretanto, apesar de possuir um melhor progndéstico, 30% das linfonodo-
negativas, vem a oObito por causa da doenca, ressaltando a necessidade da
identificacdo de fatores progndsticos adicionais (Radice e Redaelli, 2003). A
presenca de metastases a distancia classifica o tumor em um estadio isolado,
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independendo dos valores de T ou N. Isto pode ser explicado pela gravidade
da presenca de tumores secundarios em sitios distantes, classificando o cancer

de mama como incuravel (Cianfrocca e Goldstein, 2004).
TABELA 1: CLASSIFICAGAO DOS TUMORES EM ESTADIOS.

T N M
Estadio O Tis NO MO
Estadio | T1 NO MO
Estadioll A TO N1 MO
T1 N1 MO
T2 NO MO
Estadioll B T2 N1 MO
T3 NO MO
Estadio A TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 N1/N2 MO
Estadio lllB T4 NO/N1/N2 MO
Estadio Il C  Qualquer T N3 MO

Estadio IV Qualquer T Qualquer N M1

Fonte: (Barros, Barbosa et al., 2001).

1.2.6. Marcadores moleculares no cancer de mama

O cancer de mama ndo é uma doenca homogénea, apresenta diversas
variaveis que atuam no seu desenvolvimento e também em como cada
paciente especifico ir4, por exemplo, reagir a certo tipo de tratamento (Polyak,
2007). Alguns exemplos de genes envolvidos no processo da tumorigénese da
mama e que sdo usados como marcadores moleculares sdo o oncogene
ERBB2, os receptores de horménios esterbides (receptor de estrogeno e
receptor de progesterona), o gene supressor de tumor TP53, o receptor do
acido retindico B, o gene PDGF (platelled derived growth factor), o gene VEGF
(vascular endothelial growth factor) (Keen e Davidson, 2003). No Brasil,
segundo a Associacdo Médica Brasileira e o Conselho Federal de Medicina, €
recomendado realizar a analise imunohistoquimica dos receptores de

estrogeno e progesterona em todos os casos de cancer de mama e, naquelas
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pacientes que apresentam metastases axilares ou a distancia, realiza-se a
analise do produto do oncogene ERBB2 (Barros, Barbosa et al., 2001).

O gene ERBB2 produz a proteina denominada HER2, neu ou c-erb é
super-expresso em aproximadamente 20% a 25% dos carcinomas ductais de
mama (Couturier, Vincent-Salomon et al., 2008). Esse oncogene codifica uma
glicoproteina transmembrana contendo 185 kDa, denominada de p185°®, que é
semelhante ao receptor do fator de crescimento epidérmico e possui atividade
tirosina-quinase. Em geral, mulheres com carcinoma invasivo HER2 positivo
possuem uma doenca mais agressiva, com pior prognostico maior
probabilidade de recidiva, e sobrevida global menor, quando comparadas com
as mulheres HER2 negativas (Henry e Hayes, 2006).

Em 1992 foi desenvolvido o anticorpo monoclonal Herceptin®
(trastuzumab) que se liga ao HERZ2, impedindo a sinalizacdo de crescimento. O
tratamento apenas com Herceptin® produziu resposta antitumoral em 15-20%
das pacientes com metastase de carcinoma de mama e, em associacdo a
outros quimioterapicos (doxorrubicina, ciclofosfamida ou paclitaxel), aumentou
a eficacia da quimioterapia, resultando em uma sobrevida maior do paciente
(Carter, Presta et al., 1992).

O estrégeno é um horménio esteroidal que atua como estimulo
proliferativo em células normais dos 6rgaos proliferativos, sendo considerado
um estimulante para a iniciacdo e promocdo de tumores nestes 6rgaos. O
crescimento estimulado pelos estrégenos em células normais ou tumorais
requer a presenca de receptores de estrogeno (RE). Aproximadamente 70%
dos tumores de mama expressam altas concentracbes de REs quando
comparadas com tecido normal (Early Breast Cancer Trialists’ Colaborative
Group, 1998). O grau de expressdo de RE é relacionado a uma variedade de
caracteristicas histologicas no cancer de mama. Os tumores que apresentam
pouca ou nenhuma diferenciacdo celular sédo geralmente RE negativo e,
portanto, de pior prognostico (Millis, 1980).

Os casos que apresentam RE positivo (70% dos casos de cancer de
mama) (Fabian, 2007) contam com diversas possibilidades de terapia,
denominada de terapia hormonal. Como exemplos, ha moduladores seletivos
de RE, como tamoxifen, que interferem na ligacdo do estrogeno ao seu

receptor. Também ha o fulvestrant, que atua diminuindo a expressao do gene
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do receptor de estrégeno denominado ESR1. Das duas maneiras ha o bloqueio
da sinalizacdo proliferativa causada pelo estrogeno. A maioria dos tumores RE
positivo s&o inicialmente responsivos ao tamoxifen. Os inibidores de aromatase
tais como o anatrazol e letrozol sdo especialmente usados em pacientes que
se tornam resistentes ao tamoxifen. Existem ainda pacientes que se tornam
resistentes a essas duas abordagens de tratamento (lkeda e Inoue, 2004). Os
mecanismos que envolvem a resisténcia hormonal no cancer de mama séo
complexos e ainda pouco compreendidos.

O ogene receptor de progesterona (RP), importante para o
desenvolvimento da glandula mamaria e do aparelho reprodutor feminino,
possui duas isoformas, RPA e RPB. Estudos tém revelado, que em casos de
tumores com prognéstico ruim a razdo entre RPA e RPB é alterada com
predominéancia de RPA e perda de RPB nesses tumores (Hopp, Weiss et al.,
2004).0 receptor de progesterona promove a proliferagdo celular e pode ser
expresso tanto em tecidos normais quanto em neoplasicos (Liu, Zhang et al.,
2004). A perda de expressdo de RP e RE constitui um potencial mecanismo de
resisténcia a terapia hormonal e, em ambos o0s casos, a inativacdo da
expressdo desses genes por mecanismos epigenéticos tem um importante
papel neste contexto (Liu, Zhang et al., 2004).

A identificacdo do perfil de expressao génica dos carcinomas de mama,
por meio de microarranjo de cDNA, permitiu sua nova classificacdo em pelo
menos cinco sub-grupos distintos: luminal A, luminal B, superexpresséo do
HERZ2, basal e normal breast-like (Perou, Sorlie et al., 2000). O subtipo luminal
A apresenta fenotipo RE positivo e HER2 negativo, o qual esta associado a
assinatura de melhor prognéstico e responde a terapéutica com
antiestrogénicos (Sorlie, Perou et al., 2001). O subtipo luminal B, cujo fenétipo
€ RE positvo e HER2 positivo, estd associado a pior prognostico,
principalmente relacionado a recidiva tumoral, por apresentar possiveis
similaridades com os tumores RE negativos (Sorlie, Perou et al.,, 2001). O
subtipo superexpressdao do HER2, cujo fendtipo é RE negativo e HER2
positivo, apresentando boas respostas a drogas que blogueiam a atividade do
HER2, como o trastuzumab (Bertucci, Birnbaum et al., 2006). O subtipo basal
apresenta fenotipo RE negativo e HER2 negativo, sendo caracterizado pela

expressdo de varios genes expressos nas células progenitoras ou células
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basais/mioepiteliais, como CK5, CK6, CK14, CK17, receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR), P-caderina e p63 (Nielsen, Hsu et al., 2004).
Este perfil esta ligado a mutacdes genéticas no gene BRCA1, e tem associacdo
com pior progndéstico por ndo possuir alvo terapéutico definido, como os outros

subtipos (Bertucci, Birnbaum et al., 2006; Paredes, Lopes et al., 2007).

1.3. EPIGENETICA

O termo epigenética foi utilizado pela primeira vez por Conrad
Waddington, definindo as interagdes entre 0 genoma e 0 ambiente que levam a
formacdo do fendtipo (Waddington, 1942). Atualmente a epigenética é
empregada para descrever todas as mudancas reversiveis (Feinberg e Tycko,
2004) e herdaveis no genoma que néo alteram a seqiiéncia de nucleotideos do
DNA (Momparler, 2003). A introducdo deste termo leva a abrangéncia da
concepcao da unidade hereditaria, ndo sendo mais apenas a sequéncia de
DNA do gene, mas também as modificacdes covalentes que ele mesmo ou a
cromatina a qual esta envolvido sofrem (Bird, 2002). As trés principais
alteracdes epigenéticas conhecidas sdo: metilacdo do DNA, modificacdes pos-
traducionais das histonas e acdo de RNAs nao codificadores (ncRNAs). Todos
atuam de alguma forma na regulacdo e modificacdo da expressao génica da

célula.

1.3.1. RNAs néo codificantes — ncRNAs

RNAs nao codificantes (ncCRNAs) sdo todas as moléculas de RNA que
ndo sao traduzidas em proteinas. Entre eles, temos 0os RNAs ribossomais
(rRNAs), os RNAs transportadores (tRNAs), os grandes RNAs regulatorios e
os pequenos RNAs regulatérios, e formando um subgrupo destes ultimos
encontramos 0s pequenos RNAs nucleolares (snoRNAs), os microRNAs
(miRNAS) e os pequenos RNAs de interferéncia (SiRNAs) (Mattick e Makunin,
2006).

As funcbes dos rRNAs e tRNAs na sintese protéica j& sdo bem
conhecidas e estabelecidas. Mas as fungfes dos RNAs de interferéncia ainda
estdo sendo esclarecidas, sendo que ha apenas 12 anos foram reportados pela
primeira vez (Fire, Xu et al., 1998). Possuem uma ampla gama de func¢des

bioldgicas, principalmente em eventos epigenéticos, tais como silenciamento
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da cromatina e de regides repetidas do genoma, na dinamica dos
cromossomos, direcionamento da metilagdo do DNA, inativacdo do
cromossomo X na compensacdo de dose nas mulheres, modificacdes nos
RNAs,tais como processamento, inibicdo da traducdo e degradacdo de RNA
mensageiro (MRNA) (Mattick e Makunin, 2006; Costa, 2008).

Os miRNAs séo, como o préprio nome diz, de pequeno tamanho, 18 a
25 nucleotideos e sdo derivados dos hairpins, ou dobras de RNA. Os miRNAs
atuam na repressdo da traducao através de um pareamento perfeito ou nao
perfeito com a molécula de RNA mensageiro (MRNA) alvo, que leva a sua
marcacao e degradacéo pelo complexo RISC (RNA-induced silencing complex)
ou a parada da traducéo, respectivamente. Estima-se que um ter¢co dos genes
humanos codificantes de proteinas sejam controlados pelos miRNAs (Du e
Zamore, 2005). Os siRNAs participam principalmente na manutencdo do

silenciamento da cromatina (heterocromatina) (Mattick e Makunin, 2006).

1.3.2. Modificacdes covalentes das histonas

Histonas séo proteinas que fazem parte dos nucleossomos e contém um
dominio C-terminal e uma cauda N-terminal ndo estruturada (Luger, Mader et
al., 1997). A cauda N-terminal das histonas pode sofrer uma variedade de
modificacdes pos-traducionais de residuos especificos, incluindo metilacéo,
acetilacao, ubiquitinacdo, ribolisacédo, citrulinacdo e fosforilagdo entre outros
(Figura 3) (Kouzarides, 2007). Tais modificagdes regulam diversos processos
celulares, como transcricéo, replicacéo e reparo do DNA (Kouzarides, 2007).

Diversas enzimas participam da adicdo e remocdo de modificacGes
covalentes nas histonas. As modificacdes mais bem conhecidas sdo a
acetilacao e metilacdo das histonas. As histonas acetiltransferases (HATS) e as
histonas metiltransferases (HMTs) adicionam grupos acetii e metil,
respectivamente, enquanto que as histonas desacetilases (HDACs) e as
histonas demetilases (HDMs) removem o0s grupos acetii e metil,
respectivamente (Shi, 2007; Haberland, Montgomery et al., 2009). Essas
modificacdes atuam principalmente alterando a conformacgdo da cromatina,
liberando ou impedindo o acesso ao DNA para a maquinaria da transcricao
(Gronbaek, Hother et al., 2007).
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FIGURA 3: MODIFICACOES COVALENTES NA HISTONA H3. Exemplos das possiveis
modificac¢des, incluindo metilacéo, acetilacdo, biotinilacéo e citrulinacao de residuos especificos
da histona H3.

Fonte: Adaptado de Bhaumik, Smith et al., 2007

E proposto que as modificacbes das histonas formam um conjunto de
codigos que determinam a estrutura e atividade de diferentes regides da
cromatina. Essas modificacbes atuam na acessibilidade da cromatina,
recrutando ou inibindo proteinas efetoras responsaveis pela leitura deste
codigo (Jenuwein e Allis, 2001; Lee, Smith et al., 2010). O mecanismo através
do qual se realiza tal decodificacdo ainda ndo é bem compreendido.

Diversos estudos vém desvendando os padrdes da localizacdo e das
combinacdes do codigo das histonas e isso tem aumentado a compreensao de
como tais modificagbes atuam coordenadamente regulando a expressao
génica globalmente (Barski, Cuddapah et al., 2007; Wang, Zang et al., 2008).
Como exemplo temos a cauda terminal da histona H3, que pode aparecer em
diferentes estados de modifica¢cdes envolvendo metilacdo do residuo de lisina 9
(Lys®) e fosforilacdo do residuo de serina 10 (Ser'®). A fosforilacdo da Ser™
inibe a metilacédo da Lys®, mas é sinergicamente acoplada com a acetilacdo
das Lys”* durante estimulos mitogénicos e hormonais nas células de
mamiferos (Rea, Eisenhaber et al., 2000). Neste estado fosforilado-acetilado, a
cauda H3 sinaliza para ativagdo transcricional. Por outro lado, quando ha
metilacdo aberrante da Lys® ha antagonismo & fosforilacdo da Ser'?, levando a
disfuncdo mitética do cromossomo (Rea, Eisenhaber et al., 2000; Bannister,
Zegerman et al., 2001).

Alguns tipos celulares possuem um padréo especifico de modificacéo
nas histonas, o qual pode servir também para contribuir na determinagcédo da
identidade celular (Bernstein, Meissner et al., 2007; Ringrose e Paro, 2007).
Alguns padrdes de modificacdes de histonas podem participar também dos

mecanismos que levam a “escolha” do destino das células oriundas da divisédo
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de uma célula-tronco, visto que uma delas continua a proliferar, enquanto que a

outra se diferencia (Jenuwein e Allis, 2001).

1.3.3. Modificacdo do DNA: metilacao

Uma das modificagcbes epigenéticas mais bem conhecida sem
eucariontes é a metilacdo do carbono 5 de citosinas adjacentes a guaninas, 0s
chamados dinucleotideos CpG (Bird, 2002). A metilagdo ocorre quando um
grupo metil oriundo da 5-adenosilmetionina (SAM — doador universal de metil) é
adicionado a posicdo 5 do anel pirimidico da citosina (C), gerando a 5-
metilcitosina  (m°C), processo este catalisado pelas enzimas DNA
Metiltransferases (DNMTs) (Figura 4).

Citosina (C) 5-metilcitosina (m*C)

FIGURA 4: METILACAO DA CITOSINA. Os residuos de citosina no DNA podem ser
convertidos para 5-metilcitosina pelas DNMTs. O grupo metil € oriundo da S-adenosil-metionina
(SAM), que é convertida para S-adenosilhomocisteina (SAH).

Fonte: Adaptado de Gronbaek, Hother et al., 2007.

Durante a replicacdo do DNA, as marcas de metilacdo sdo copiadas da
fita molde para a recém sintetizada pela enzima DNMT1, mantendo nas
células-filhas os mesmos padrées de metilacdo da célula-mée. Ja as DNMT3A
e DNMT3B atuam na metilacio de novo durante o desenvolvimento
embrionario (Bestor, 2000).

A magquinaria de metilacdo de DNA é composta por, além das DNMTSs,
mais um tipo de enzima: as proteinas de ligacdo a CpG metilado (MDBs-methyl
CpG Binding Domain Proteins), possivelmente envolvidas na leitura de
metilacdo do DNA (Hendrich e Tweedie, 2003). Durante a embriogénese
também é proposta a participacdo de enzimas DNA demetilases (Mayer,
Niveleau et al., 2000), embora até o momento ainda foi descrita a presenca de
tais enzimas no genoma humano (De Smet e Loriot, 2010).

Nas células normais, a metilagdo ocorre predominantemente em regides

repetitivas do genoma, como os satélites e os elementos “parasitas” do DNA
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(transposons e retrovirus, por exemplo). A metilacdo do DNA € um mecanismo
fundamental no silenciamento da expressdo de determinados genes e na
manutencdo da estabilidade de genoma, em vista da existéncia da grande
guantidade de DNA repetitivo presente no genoma humano (Reik, 2007).

O desenvolvimento de um embrido normal necessita que tanto o
genoma paterno quanto materno sejam expressos adequadamente. Enquanto
gue a maioria dos genes sdo expressos pelos 2 alelos parentais, alguns séo
regulados e transcritos de maneira monoalélica. Este processo € chamado de
imprinting génico e promove uma marcagao nesses genes, por metilagao do
DNA, para serem expressos apenas pelo cromossomo oriundo do pai ou da
mae. Aproximadamente 100 genes “imprintados” j& foram identificados no
genoma. Enquanto que apenas alguns se localizam individualmente no
genoma, a maioria encontra-se em grupos, chamados de clusters (Verona,
Mann et al., 2003).

Os dinucleotideos CpG ndo séo distribuidos igualmente ao longo do
genoma. Existem regifes especificas onde ha uma alta densidade desses
dinucleotideos. Se essa regido tiver um tamanho maior do que 0,5 kB de DNA,
contendo mais do que 55% de nucleotideos C + G e for observada uma razao
de CpG/CpG esperados maior que 0,65, € entdo denominada como llha de
CpG (Gardiner-Garden e Frommer, 1987). As ilhas de CpG encontram-se
geralmente posicionadas nas regides 5 dos genes, ou seja, associadas as
suas regides promotoras (Antequera, 2003). Diversos estudos mostram que
existem aproximadamente 29.000 ilhas de CpG no genoma humano (Lander,
Linton et al., 2001), levando a estimativa que em torno de 60% dos promotores
génicos possuem ilhas de CpG. No entanto, a maior parte do genoma humano
é depletado de CpG e isto pode ser explicado pela instabilidade da m°C. E bem
aceita a teoria de que durante a evolugcdo houve a deaminacéo hidrolitica
espontanea das m°C, levando a sua transformacdo em bases timinas (T) e a
perda da maioria dos CpGs. Entretanto, nos promotores génicos, a RNA
polimerase permanece frequentemente associada com a cromatina,
fornecendo uma espécie de protecdo as citosinas contra a reacdo de
deaminacédo. Essa € uma hipdtese que explica a maior a taxa de nucleotideos

CpG nos promotores do que no restante do genoma (Antequera, 2003).
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A maioria das ilhas de CpG encontra-se nao-metilada em todos os
estagios do desenvolvimento de todos os tipos de tecido (Antequera, 2003).
Nos casos em que ocorre metilacdo da ilha de CpG, ha repressdo da
transcricdo deste gene, que pode ocorrer através da inibicdo da ligacdo dos
fatores de transcricdo ou por mudanca na estrutura da cromatina (Bird, 2002).
A ordem na qual esses fatos ocorrem pode variar e ainda ndo é totalmente
esclarecida.

Acredita-se que a cromatina em torno de promotores ativos contém ilhas
de CpG nédo-metiladas que mantém aberto o acesso para os fatores de
transcricdo e outros co-ativadores. J& nos promotores inativos ndo ha acesso
aos fatores de transcricdo, pois os dinucleotideos CpG encontram-se
metilados, associando com uma conformacéao “fechada” da cromatina (Dworkin,
Huang et al., 2009). As citosinas metiladas atraem as MDBs, que por sua vez
recrutam as HDACs, promovendo a remoc¢ao dos grupos acetil das caudas das
histonas, causando a compactacdo da cromatina. Para finalizar, ha ainda a
metilacdo de um residuo especifico de lisina da histona, que € a marca da

conformacao fechada da cromatina (Figura 5).

A) Cromatina “Aberta” B) Cromatina “Fechada”

e
{

ﬁAT@ Ac) A@

Ad Ad

@ m5CpG @ Histona desacetilase @S Trimetilagéo da lisina 4 — H3

Q CpG (\l\’/@:ﬁ) Proteina de ligagdo a metilagdo @ Trimetilacdo da lisina 9 — H3
A Histona acetil transferase Ac Acetilagdo da histona

FIGURA 5: ESTRUTURA DA CROMATINA EM PROMOTORES ATIVOS E INATIVOS. A) A
cromatina ativa ou “aberta” é caracterizada por apresentar seus dinucleotideos CpG né&o
metilados e acetilagdo nas caudas das histonas. B) Quando ocorre a metilagdo dos CpG, ha a
ligacdo das MBDs que atraem HDACSs, removendo 0s grupos acetil das caudas das histonas.
Ha também a metilagéo dos residuos 4 e 9 de lisina das histonas H3. A cromatina passa entao
para a conformacao “fechada”, permanecendo inativa quanto a transcricdo génica

Fonte: Adaptado de Gronbaek, Hother et al., 2007.
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1.3.4. Metilacdo do DNA e cancer

A importancia da metilacdo do DNA é enfatizada em um crescente
namero de doencas humanas que ocorrem em virtude de anormalidades na
manutencdo da metilagcdo (Robertson, 2005). A doenca onde o0s eventos
epigenéticos tem sido melhor esclarecidos é o cancer.

Em 1983 foi a primeira vez em que a relacdo entre a metilacdo do DNA
e o0 cancer foi descrita, quando foi mostrado que o genoma das células
tumorais apresentava-se hipometilado em comparacéo ao das relativas células
normais (Feinberg e Vogelstein, 1983).

As células normais apresentam um padrao de metilacdo do DNA, onde
de maneira geral as ilhas de CpG localizam-se nos promotores dos genes e
encontram-se freqientemente desmetiladas, enquanto que os CpG localizados
ao longo do genoma, isto é, as regibes pobres em CpG encontram-se
metilados na sua maioria (Figura 6).

As alteracdes na metilacdo do DNA sé&o frequientemente observadas nos
tumores humanos (Cheung, Lee et al.,, 2009). O genoma sofre hipometilacdo
nas regibes pobres em CpG de uma forma global, que desestabiliza os
Cromossomos e aumenta a taxa de rearranjo cromossdmico. Em contraste, em
diversas ilhas de CpG, presentes nos promotores génicos, ocorre
hipermetilacéo local, que leva ao silenciamento de genes supressores de tumor
(Figura 6) (Antequera, 2003).

Célula
Normal

Idade/
Prémalignidade

Carcinogénese

¢ ®00 00 © 0O O

Bloqueio de
? CpG * mSCpG X

transcricdo

FIGURA 6: PADROES DE METILACAO DO DNA. Nas células normais, a metilacdo do DNA
ocorre preferencialmente nos dinucleotideos CpG presentes ao longo do genoma enquanto
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que as ilhas de CpG permanecem nao metiladas. Durante o envelhecimento ou em células
prémalignas comeca a ocorrer a mudanca nos padrdes de metilacdo. Quando as ilhas de CpG,
localizadas nos promotores génicos, tornam-se metiladas, ha o bloqueio da transcricao, que
pode levar a inativacéo de genes supressores de tumor.

Fonte: Adaptado de Gronbaek, Hother et al., 2007.

A perda de metilacdo global nas células tumorais ocorre primeiramente
nas regides repetitivas do genoma (Yoder, Walsh et al., 1997), resultando em
uma das marcas da célula tumoral: a instabilidade genémica. Este processo é
freqliente em estagios iniciais do cancer e pode estar correlacionado com a
severidade da doenca (Widschwendter, Jiang et al., 2004).

O mecanismo que leva a hipermetilacdo das ilhas de CpG ainda nao
esta completamente desvendado. Muitos estudos mostram que pode estar
relacionado com interacdes da DNMT1 com outras proteinas de ligacdo ao
DNA, como Rb, E2F1 e HDAC-1. Esses complexos causam a repressao da
transcricdo de promotores que contém sitios de ligacdo E2F em células
tumorais (Robertson e Jones, 2000). A DNMT1 também interage com p53,
reprimindo a transcricdo dos genes responsivos a p53, como IAP (do inglés,
proteina inibidora de apoptose) e Cdc25C (Esteve, Chin et al., 2005). Ja foi
estabelecido que a super expressao da DNMT1 serve como marca para alguns
tipos de cancer, como o de préstata (Patra, Patra et al., 2001) e de endométrio
(Xiong, Dowdy et al., 2005).

Em tumores humanos, o primeiro gene retratado por estar hipermetilado
na ilha de CpG da sua regido promotora foi o gene retinoblastoma (Rb)
(Greger, Passarge et al.,, 1989). Desde entdo, diversos genes tem sido
reportados como hipermetilados no cancer e a maioria deles esta envolvida em
diversas vias do desenvolvimento e da progressao do tumor. Eles regulam
diversos processos celulares, incluindo o ciclo celular (CCDKN2A/ pl16-INK4,
CDKN2B/p15-INK4B, CCND2, RB1), reparo de DNA (MGMT, BRCA1, MLH1),
apoptose (DAPK, TMS1, TP73), metastases (CDH1, CDH13, PCDH10),
resposta hormonal (ESR1, ESR2), sinalizacdo via Ras (RASSF1) e sinalizacao
wnt (APC, DKK1) (Cheung, Lee et al., 2009). Alguns tipos celulares parecem
ser mais vulneraveis as aberracdes na hipermetilacdo do DNA. Entre elas
estdo as ceélulas do pulméo, estbmago, reto, cérebro, figado, mama e prostata
(Ongenaert, Van Neste et al., 2008).
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1.4. METALOPROTEASES DE MATRIZ — MMPs

As metaloproteases de matriz (MMPs), também conhecidas como
matrizinas, foram identificadas em 1962 em um trabalho que mostrava
atividade colagenolitica em tecidos de girinos (cauda, pele, intestino e guelras)
que estavam passando por metamorfose (Gross e Lapiere, 1962). Nesses
tecidos ocorre um rpido remodelamento da MEC, provocando apoptose,
diferenciacdo e crescimento celular (Shi, Li et al., 1998). A partir de tecido de
reumatismo sinovial, foi purificada a primeira colagenase, que clivava colageno
do tipo | em um Unico sitio (Woolley, Glanville et al., 1975). Somente apés 11
anos houve a deducdo da estrutura primaria da colagenase humana de
fibroblastos (MMP1) através da técnica de clonagem de cDNA (Goldberg,
Wilhelm et al., 1986). Diversos estudos posteriores ajudaram em sua descri¢cao,
mostrando seu papel na clivagem de diversos substratos da MEC (Shapiro,
1998; Nagase e Woessner, 1999; Keller, Aga et al., 2009).

Desde a primeira mencéo a este grupo de enzimas, ha 48 anos, foram
identificadas pelo menos 25 MMPs diferentes nos vertebrados, e destas 24
estdo presentes em humanos (Puente, Sanchez et al., 2003). A importancia de
sua atividade proteolitica € clara em diversos processos celulares, como
proliferacdo, migracdo, adesdo e nas situacfes em que se faz necessario o
remodelamento tecidual, como angiogénese, desenvolvimento 0sseo,
cicatrizacdo, involugdo mamaria e uterina, entre outros (Page-Mccaw, Ewald et
al., 2007; Rowe e Weiss, 2008). Entretanto, o que vem atraindo mais a atencéo
de pesquisadores nos ultimos anos €, sem duvida, sua relevante participacéo
em um grande numero de patologias, como cancer, doencas vasculares e
diversos tipos de doencas inflamatorias (Hu, Van Den Steen et al., 2007;
Lopez-Otin e Matrisian, 2007).

1.4.1. Estrutura e funcéo

As MMPs pertencem a um grupo maior, o das peptidases. Peptidases
sdo enzimas que hidrolisam ligacbes peptidicas, sendo as exopeptidases
habeis em remover aminoacidos terminais, enquanto que as endopeptidases
possuem como substrato as ligacdes peptidicas internas. Todas as MMPs sao
endopeptidases e possuem um &tomo de zinco e um residuo conservado de

metionina no sitio ativo, classificando-as em um subgrupo das proteases
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chamado de “Metzincin” (met — metionina; zinc — zinco) (Bode, Gomis-Ruth et
al., 1993; Stocker, Grams et al., 1995).

Todos os membros da familia MMP compartiiham uma estrutura basica
comum, composta por um peptideo sinal (Pre), um pré-dominio (Pro), um
dominio catalitico e um dominio onde se encontra o sitio ativo altamente
conservado (Figura 7). O sitio catalitico contém um motivo com trés residuos
de histidina, os quais sdo ligantes do zinco e ainda um residuo de &acido
glutamico. O pro-dominio € responsavel pela manutencdo do estado de
laténcia da enzima, através de ligacdo com o dominio catalitico. A maioria das
MMPs é secretada na sua forma inativa, ou zimogénio, e sofre ativacao no
meio extracelular através da clivagem proteolitica do pré-dominio. As MMPs
possuem ainda um dominio homdélogo a hemopexina, que atua na interacao
enzima-substrato, auxiliando na sua especificidade, assim como na ligacao

com seus inibidores. Este dominio n&o é observado nas MMPs -7, -23 e -26.

A) Minimal-domain MMPs Exemplos
SH
EPro_ ) Catalytic 12n ] MMP-7,-26
B) Simpie hemopexin-domain-containing MMPs
SH H Hemopexin
ER P Catalytic [Zn] DD MMP-1, -3, -8, -10, -12,
S S -13; -19. -20, -27
C) Gelatin-binding MMPs
SH e H Hemopexin
T Pro :Cam_m-c'_r./rrq/r-”z:w' oo MMP-2 9
\, NS\ S S ’
D) Furin-activated secreted MMPs
SH H  Hemopexin
P _JfuGaanclza L oo MMP-11, -21, -28
s s
E) Transmembrane MMPs
SH H Hemopexin TM Cy
D e FuGaaic 20D\ oooooo MMP-14, 15, -16, -24
S S
F) GPI-anchored MMPs
SH H Hemopexin GPI
Gkl L oo MMP-17, -25
s s

G) Type Il transmembrane MMPs

S Pro_JFuCatahytic ICAL ig-ike MMP-23

FIGURA 7: ESTRUTURA DE DOMINIOS DAS MMPs. A) Estrutura minima de dominios das
MMPs, contendo uma seqiiéncia sinal N-terminal (Pre), um propeptideo (Pro) que faz interagao
atraveés do (SH) com zinco (Zn) do sitio catalitico. B) Presenca do dominio homélogo a
hemopexina conectada aos dominios minimos por uma dobra, representada por H. A primeiro
e a Ultima das 4 repetigGes neste dominio sédo unidos por ligacéo dissulfeto (S-S). C) MMPs de
ligacdo a gelatina contendo dominios que se parecem com repeticées de fibronectina (Fi). D)
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MMPs ativadas pela furina contendo um motivo semelhante a furina (Fu) entre seus
propeptideos e dominios cataliticos. Este motivo é também encontrado nas MMPs acopladas a
membrana (MT-MMPs) (E e F). As MT-MMPs incluem as MMPs com dominio transmembrana
(TM) (E), as MMPs ancoradas ao dominio glicosilfosfatidilinositol (GPI) (F) e o dominio
transmembrana tipo Il, com sinal ancora (SA) de ligacdo a membrana (G).

Fonte: Adaptado de Egeblad e Werb, 2002.

A classificacdo mais aceita das MMPs é a em que se emprega critérios
funcionais e estruturais. Essa classificacdo divide as MMPs em seis grandes
grupos, dos quais quatro relacionam a preferéncia das enzimas frente aos
substratos (colagenases, gelatinases, estromelisinas e matrilisinas). O quinto
grupo compreende as MMPs ancoradas na membrana plasmatica (MT-MMPSs),
e 0 sexto grupo as MMPs que néo se inserem em nenhuma das classificacdes
anteriores.

As MMPs -1, -8 e -13 pertencem ao grupo das colagenases, sendo
também designadas de colagenases -1, -2 e -3, respectivamente. Elas iniciam
a degradacao em sitios especificos de diversas fibras nativas de colageno,
incluindo os de tipo I, Il, lll e VII, que sdo rapidamente desnaturados em
gelatina a temperatura corporea.

As gelatinases A e B, denominadas MMPs -2 e -9, respectivamente,
degradam preferencialmente colageno tipo IV, presente nas membranas
basais, e gelatina, proveniente da degradacdo primaria de colageno pelas
colagenases (Stamenkovic, 2000). Ambas possuem um dominio semelhante a
fibronectina que facilita na ligacdo a gelatina (Amalinei, Caruntu et al., 2007).

As MMPs -3, -10 e -11, pertencentes ao grupo das estromelisinas,
apresentam a mesma estrutura de dominios que as colagenases, mas nao
degradam os colagenos intersticiais. As MMPs -3 e -10 promovem a clivagem
de numa vasta gama de substratos, entre eles colageno tipo IV, V, IX e X,
fibronectina, laminina, elastina, gelatina e proteinas com nudcleo proteoglicano
(Stamenkovic, 2000). Participam também da ativacdo de algumas pro-MMPs.
Ja a MMP-11 apresenta fraca atividade proteolitica e sua ativacdo decorre da
acéo da furina ainda no meio intracelular (Murphy, Segain et al., 1993).

O grupo das matrilisinas € composto pelas MMPs -7 e -26, que néo
apresentam o dominio hemopexina, sendo, portanto, 0s menores membros da

familia das MMPs. Degradam fibronectina, laminina, colageno tipo IV, proteinas
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com nudcleo proteoglicano e algumas moléculas de superficie celular (Parks,
Wilson et al., 2004).

As metaloproteases ancoradas a membrana plasmatica (MT-MMPs) séo
divididas em trés subtipos, de acordo com o dominio de ancoragem a
membrana. Sao eles o dominio transmembrana tipo I, nos quais estdo
englobadas as MMPs -14, -15, -16 e -24; o dominio glicosilfosfatidilinositol
(GPI), presente nas MMPs -17 e -25; e o dominio transmembrana tipo Il,
encontrado somente na MMP-23. Todas sdo ativadas pela acédo da furina no
meio intracelular e entdo seguem para a membrana plasmatica, onde sdo
ancoradas. Com exce¢do da MMP-24, as demais MT-MMPs podem clivar o
pré-dominio de algumas MMPs, tornando-as ativas (Ohuchi, Imai et al., 1997).

Héa sete matrizinas ndo catalogadas em nenhum outro grupo que podem
ser revisadas em Murphy e Nagase, 2008.

A funcdo das metaloproteases era atribuida somente a sua capacidade
de degradar os componentes estruturais da MEC. Entretanto a protedlise
promovida pelas MMPs pode criar espacgo para que as células migrem, além de
regular a arquitetura tecidual, produzir substratos especificos de clivagem que
desempenham alguma atividade biologica e podem também ativar, desativar
ou modificar sinalizadores moleculares (Sternlicht e Werb, 2001). Muitas
células possuem receptores (como as integrinas) para componentes da MEC, e
as MMPs podem afetar diversas de suas funcbes (Streuli, 1999). Assim sendo,
direta ou indiretamente as MMPs desempenham uma ampla gama de
atividades importantes na fisiologia da célula. Diversos estudos vém
evidenciando que as metaloproteases atuam em diversos processos
patolégicos, especialmente na invasdo de tecidos adjacentes pelas células
tumorais, através da quebra da membrana basal, proporcionando assim o

surgimento de metastases (Stamenkovic, 2000).

1.4.2. Regulagéo

Os processos fisiolégicos normais de remodelamento, morfogénese e
reparo tecidual necessitam da degradacdo da MEC de maneira precisamente
regulada. Como as MMPs participam ativamente nestes processos, € natural

gue sejam reguladas por diversos mecanismos. A atividade das MMPs é
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regulada pelo menos em trés niveis: transcricdo, ativacdo proteolitica do
zimogénio e inibicdo da enzima ativa (Murphy e Nagase, 2008).

Em condi¢gBes fisiologicas, a regulacdo primaria ou transcricional
geralmente atua mantendo apenas o nivel basal de expresséo, observado na
maioria das linhagens celulares cultivadas. Entretanto, diversos estimulos
externos podem induzir rapidamente a expressao de diversas MMPs. Estes
incluem os fatores de crescimento, citocinas e as modificacdes nas interacdes
célula-célula e célula-matriz (Vu e Werb, 2000).

Mecanismos adicionais na regulacdo da transcricdo das MMPs, entre
eles a epigenética, também sdo importantes. As modifica¢cdes nas histonas e a
metilacdo de ilhas de CpG nos promotores das MMPs j& foram reconhecidas
como um eficientes mecanismos de repressdo da sua transcricdo (Fanjul-
Fernandez, Folgueras et al., 2009).

O segundo nivel de regulacdo é a ativacdo extracelular do precursor
latente (zimogénio). Sua laténcia é mantida pela ligagdo covalente do
propeptideo com o grupo sulfidril do dominio catalitico. Esta ligacdo impede a
ativacdo do zinco, que € responsavel por promover a quebra das ligacdes
peptidicas dos substratos especificos das MMPs (Stamenkovic, 2000). Sendo
assim, enquanto houver interacéo entre o pro-dominio e o dominio catalitico as
MMPs n&o possuem atividade proteolitica. E necessario que haja a dissociacio
da ligacdo entre esses dominios para que ela adquira sua atividade. Os
mecanismos in vivo ainda ndo estdo totalmente claros. Entretanto, in vitro
sabe-se que o tratamento das proMMPs com agentes caotropicos, como
organomercurios, faz com que ocorra a dissociacao da ligacdo covalente entre
0 zinco e o pré-dominio, expondo seu sitio catalitico e promovendo sua
ativacdo (Stamenkovic, 2000).

O terceiro nivel de controle € a inibicdo da sua atividade enzimatica,
realizada principalmente pelos inibidores tissulares de metaloproteases, as
TIMPs (Tissue Inibitors of Metalloproteinases). Sao pequenas proteinas de 21 a
28 kDa que realizam ligacao dissulfeto através de 12 residuos conservados de
cisteina, aos sitios conservados de ligacdo com zinco das MMPs ativas,
blogueando especificamente a atividade das MMPs (Gomez, Alonso et al.,
1997). Sao conhecidos quatro membros pertencentes a familia TIMP. As
TIMPs -1 e -2 que inibem a atividade da maioria das MMPs, enquanto que a
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TIMP-3 inibe as MMPs -1, -2, -3, -7, -9 e -13 (Knauper, Will et al., 1996), e a
TIMP-4 inibe as MMPs -2 e -7, e as MMPs -1, -3 e -9, em menor proporgéao
(Liu, Wang et al., 1997).

1.4.3. MMPs e cancer

As primeiras evidéncias para a participagdo das MMPs no cancer
vieram de estudos em modelos animais. Em experimentos de transplante de
células tumorais em camundongos, constatou-se que quando havia aumento
de expressdo de MMPs, as células tumorais benignas adquiriam propriedades
malignas. Também foi observado que, quando a expresséo ou a atividade das
MMPs era reduzida, as células malignas tornavam-se menos agressivas
(Coussens e Werb, 1996). Nos estudos de Itoh e colaboradores de 1998 e
1999 foi verificado que células tumorais injetadas em camundongos deficientes
em MMPs -2 e -9 apresentavam menor capacidade de colonizar o pulméo (Itoh,
Tanioka et al., 1998; Itoh, Tanioka et al., 1999). Assim como, observou-se que
em camundongos, 0 aumento da expressdo de MMP-1 e -7 levava a formacéo
de doencas hiperproliferativas, aumentando a susceptibilidade ao cancer
(Sternlicht e Werb, 2001). Nas glandulas mamarias o aumento da expresséao de
MMP-3 ou -14 resulta em tumores de mama espontaneos (Sternlicht, Lochter et
al., 1999; Sternlicht e Werb, 2001).

O primeiro papel atribuido as MMPs no céancer foi a promocédo de
metastases, mais precisamente na criacdo de um caminho na MEC pelo qual
as células tumorais pudessem passar para colonizar tecidos distantes (Liotta,
Thorgeirsson et al., 1982). Mas sabe-se que elas podem também afetar a
proliferacdo, adesdo e migracdo celular, ndo sé por degradar a MEC, mas
também por liberar os fatores de crescimento e gerar alguns fragmentos ou
proteinas funcionais da clivagem da MEC (Noel, Jost et al., 2008).

Enquanto que algumas MMPs sao sintetizadas pelas células tumorais
(por exemplo, a MMP-7), outras sdo produzidas predominantemente por
células estromais (entre elas as MMP-2 e -9). As células tumorais podem
estimular as células do estroma a sua volta a sintetizarem MMPs de maneira
paracrina, através da secrecao de interleucinas, interferons, EMMPRIN (indutor
extracelular de MMPs) e fatores de crescimento (Sternlicht e Werb, 2001). As

MMPs secretadas pelas células estromais podem ainda ser recrutadas para a
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membrana das células tumorais (Polette, Gilbert et al., 1994). Essa diferenca
de expressao das MMPs pelos diversos tipos celulares é observada no cancer
de mama (Figura 8) (Egeblad e Werb, 2002).
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FIGURA 8: EXPRESSAO DE MMPs EM TUMORES DE MAMA. O cancer de mama consiste
de células tumorais e estromais, que incluem os fibroblastos, miofibroblastos, células
endoteliais, peridcitos, macréfagos, neutroéfilos, e linfocitos. Diferentes MMPs sdo sintetizadas
por células estromais e tumorais.

Fonte: Egeblad e Werb, 2002.

Existe uma associacdo entre a expressdo de MMP-9 com um pior
progndéstico em tumores de mama (Van'T Veer, Dai et al., 2002). O aumento de
sua expressdo é observada em células endoteliais pré-malignas no pulmao
(Hiratsuka, Nakamura et al., 2002). O aumento da expressdo da MMP-2 em
carcinomas de bexiga mostrou-se proporcional com sua habilidade em formar
metastases nos pulmdes (Hua e Muschel, 1996).

Os primeiros passos da invaséo, desprendimento e migracao das células
tumorais, ja sdo influenciados de diversas formas pelas MMPs. A clivagem da
laminina-5 pelas MMP-2 e -14 revela seu sitio matricriptico (formas ocultas das
moléculas da MEC que podem ser expostas por modificacbes estruturais),
provocando motilidade celular (Giannelli, Falk-Marzillier et al., 1997;
Koshikawa, Giannelli et al.,, 2000). Esta forma clivada da laminina-5 é
encontrada em varios modelos experimentais de tumores (Giannelli, Falk-

Marzillier et al., 1997). Durante o processo de desprendimento das células
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tumorais, o receptor C44 presente nessas ceélulas € clivado pela MMP-14
(Kajita, Itoh et al., 2001) e a porcdo desse receptor que permanece ancorado
na célula se liga a outra metaloprotease, a MMP-9, fixando-a na superficie
celular. Dessa forma, a célula tumoral consegue invadir tecidos vizinhos e
promover angiogénese (Yu, Woessneret al., 2002). A quebra de moléculas de
adesdo, como a E-caderina (clivada pelas MMP-3 e -7) também é importante
neste processo (Noe, Fingleton et al., 2001). As células tumorais apresentam
estruturas diferenciadas durante a invasdo, chamadas de invadopodes
(Nakahara, Howard et al., 1997). Nessas estruturas estao localizadas a MMP-
14, ligada através de seu dominio transmembrana (Nakahara, Howard et al.,
1997); a MMP-9, ligada ao receptor C44 (Brooks, Stromblad et al., 1996) e a
MMP-2, ligada a integrina avB3 ou a prépria MMP-14 (Brooks, Stromblad et al.,
1996). Ensaios experimentais demonstraram que a super expressao de MMP-
14 leva ao aumento do numero de células tumorais sobreviventes no processo
metastatico (Tsunezuka, Kinoh et al., 1996).

De forma geral, as metaloproteases sao super expressas devido as
mudanc¢as na transcricdo dos seus genes, observadas principalmente nos
processos cancerosos. Foi observada expresséo diferenciada das MMPs em
carcinomas de pulméo, coélon, mama e pancreas (Davidson, Goldberg et al.,
1998; Gonzalez-Avila, Iturria et al., 1998; Hashimoto, Kihira et al., 1998; Lochter
e Bissell, 1999). Ha& evidéncias clinicas mostrando que o0 aumento dessas
moléculas confere um progndstico ruim para uma variedade de tipos de cancer
(Murray, Duncan et al., 1998; Yamamoto, Adachi et al., 1999). Além disso, os
niveis de diversas MMPs no plasma e na urina de pacientes com cancer €
maior quando comparada com pacientes saudaveis (Zucker, Hymowitz et al.,
1999). Portanto, um dos principais interesses nesse grupo de enzimas € a sua
utilizagcdo como possivel biomarcador no cancer (Tabela 2). No cancer de
mama, por exemplo, algumas MMPs podem indicar a recorréncia tumoral,

metastases e resposta a terapia primaria e coadjuvante.
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TABELA 2: MMPs CANDIDATAS A BIOMARCADORES NO CANCER

Tipo de Céancer/ Detectado no tecido ou Métodos de
MMPs fluido corporal Andlise

REEIENEES

Mama

(zhang, Cao et al.,
2008)

MMP-9, TIMP-1 Tecido, soro ELISA, IHQ (Wu, Wu et al., 2008)

(Ranuncolo, Armanasco
et al.,, 2003; La Rocca,

MMP-13 Tecido IHQ

Urina, soro, plasma,

MMP-9 tecido Zimograma, IHQ Pucci-Minafra et al.,
2004; Fernandez, Yan
et al., 2005)

MMP-2 Tecido Zimograma, IHQ (ZIZng/;/ara, Shibata et al.,

MMP-1 Tecido, aspiragdo do Andlise genética (Poola, Dewitty et al.,

mamilo 2005
Pancreas

MMP-9 Suco pancreético, soro ELISA, Imunoblot  (Tian, Cui et al., 2008)
MMP-2 Suco pancreético, tecido  Zimograma (Z\c()%lgyama, Ochi et al.,

MMP-7 Tecido, plasma IHQ, RT-PCR, (Kuhlmann, Van Till et

ELISA al., 2007
Bexiga

MMP-9 Tecido IHQ (Papathoma, Petraki et

al., 2000)
MMP-9/MMP-2 Urina Zimograma (Z%Srlr;ards, Jung et al.,
_ ] Zimograma, (Sier, Casetta et al,
MMP-9 il ELISA, imunoblot ~ 2000)
MMP-9 Urina Zimograma, (Eissa, Swellam et al.,

citologia 2003

(Jumper, Cobos et al.,

MMP-9, TIMP-1 Soro, lavagem brénquica  ELISA 2004; Koc, Ediger et al.,
2006)
. (Liu, Nakano et al.,
MMP-7 Tecido IHQ 2007)
(Su, Zhou et al., 2005;
MMP-1 Tecido Andlise genética Sauter, Rosenberger et
al., 2008)

Cérebro

(Sawaya, Yamamoto et

MMP-2 Tecido Izl—llr(r?o ramaELISA’ al., 1996; Jaalinoja,
9 Herva et al., 2000)

(Rao, Yamamoto et al.,

MMP-9 Tecido o, FHSA 1996; Choe, Park et al.

9 2002)
. . . (Friedberg, Glantz et al.,
Tecido, urina, fluido IHQ, ELISA, i .
LA, L= cerebroespinhal Zimograma ) Sl

Zurakowski et al., 2008)



Tipo de Céancer/
MMPs

Prostata
MMP-2, MMP-9

MMP-2
MMP-9
Ovario
MMP-9
MMP-9, MMP-14
MMP-2

MMP-2,
MMP-14

MMP9,

Detectado no tecido ou
fluido corporal

Plasma, tecido

Tecido

Urina

Tecido
Tecido

Tecido

Tecido

Métodos de
Analise

ELISA, IHQ

IHQ

Zimograma

Zimograma
IHQ
IHQ

IHQ

Introdugio

Referéncias

(Miyake, Muramaki et
al.; Morgia, Falsaperla
et al., 2005)

(Trudel, Fradet et al.,
2008)

(Roy, Louis et al., 2008)

(Lengyel, Schmalfeldt et
al., 2001)

(Kamat, Fletcher et al.,
2006)

(Perigny, Bairati et al.,
2008)

(Adley, Gleason et al.,
2009)

Célon-retal

MMP-2

MMP-9
MMP-2, MMP-9
MMP-7
MMP-1

MMP-13

Tecido, plasma

Tecido
Plasma
Soro
Tecido

Tecido

IHQ, ELISA

IHQ

ELISA
ELISA
ELISA

Zimograma

(Langenskiold,
Holmdahl et al.,, 2005;
Hilska, Roberts et al.,
2007)

(Cho, Lee et al., 2007)

(Tutton, George et al.,
2003)
(Maurel, Nadal et al.,
2007)

(Baker e Leaper, 2003)

(Leeman, Mckay et al.,
2002)

Nota: IHQ — Imunohistoquimica; RT-PCR — PCR de transcri¢ao reversa.
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1.4.4. Gelatinase A, Metaloprotase-2 ou MMP-2

O gene MMP2 localiza-se no braco longo do cromossomo 16 (16q13-
g21) e sua estrutura completa foi determinada por Pirkko Huhtala e
colaboradores (1990). O tamanho do gene é de 31017 pb, contendo 13 éxons
em sua sequéncia. Possui a variante transcricional 1 (NM_004530.4), com
transcrito de 3548 pb, e a variante transcricional 2 (NM_001127891.1), com
transcrito de 3402 pb.

O promotor do gene MMP2 possui diversos elementos regulatorios
(Figura 9), entre eles uma regido de ligacéo ao fator de transcricdo ativador de
proteina AP2. Também apresenta o sitio PEA3, sitio de ligacdo da familia de
oncoproteinas das ETS (v-etserythroblastosisvirus E26), que atuam como
fatores de transcricdo (Fanjul-Fernandez, Folgueras et al., 2009).

pS3 | AP2 PEA3| PEA3| /CREB/ PEA3 | ( GC ){ GC ) AP2)
/ f i ' A / > MMP2

FIGURA 9: ELEMENTOS REGULATORIOS NA REGIAO PROMOTORA DO GENE MMP2
HUMANO. O sitio de inicio de transcri¢cdo esta indicado pela seta e os elementos regulatérios
dentro das caixas coloridas.

Fonte: Fanjul-Fernandez, Folgueras et al., 2009.

Mais recentemente as ilhas de CpG (regides ricas em dinucleotideos
CG) também tém sido descritas como elementos importantes na regulacéo de
MMP2, entre outras MMPs. A hipometilacdo ja foi descrita como ativadora de
MMP2 em cancer de préstata (Shukeir, Pakneshan et al., 2006).

A MMP-2 é sintetizada na forma de pré-proteina nos ribossomos e é
entdo direcionada ao reticulo endoplasmatico, onde perde seu dominio sinal
(pré-dominio). A proteina MMP-2 é liberada das células na forma de zimogénio
(proMMP-2), ou seja, requer clivagem pés-traducional extracelular para ganhar
atividade biologica, tendo sua forma ativa tamanho de 62 kDa (Roberts, Visser
et al., 2002).

Fisiologicamente a MMP-2 é expressa principalmente por fibroblastos
(Bjorklund e Koivunen, 2005), sendo sua expressdo também regulada pelo
indutor extracelular de metaloproteases (EMMPRIN ou CD147), que € uma
glicoproteina transmembrana da familia das imunoglobulinas (Caudroy, Polette
et al., 2002).
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InvestigacOes in vitro revelaram que a ativagdo da proMMP-2 necessita
da contribuicdo da MMP-14 e da TIMP-2 (Bjornland, Flatmark et al., 2005). A
MMP-14 ativa ancorada na membrana celular atua como um receptor para
TIMP-2, que se liga ao sitio ativo da MMP-14. Esse complexo binario atua
como um receptor para o dominio homoélogo a hemopexina da proMMP-2
(Figura 10). Também é possivel gerar a enzima ativa através de um processo
auto-catalitico com associagédo da integrina avp3 (Deryugina, Ratnikov et al.,
2001).

Apesar das TIMPs terem acéo inibitoria da atividade das MMPs, a TIMP-
2 auxilia na ativacdo especificamente da MMP-2. O dominio homodlogo a
hemopexina da MMP-2 parece estar envolvido na modulagdo da atividade da
MMP-2 pelas TIMPs (Figura 10) (Fridman, Fuerst et al., 1992; Murphy,
Willenbrock et al., 1992). Estudos sugerem que a concentracado de TIMP-2 no
meio extracelular pode determinar a inibicdo ou ativagdo da MMP-2 (Lafleur,
Tester et al., 2003).

Dominio homdlogo
a fibronectina

pré-dominio

Dominio homologo
a hemopexina

FIGURA 10: DIAGRAMA EM TRES DIMENSOES DO COMPLEXO proMMP-2/TIMP-2. O pr6-
dominio esta mostrado em azul, o0 dominio catalitico em vermelho, o dominio fibronectina em
azul, o dominio homdlogo a hemopexina em laranja e a TIMP-2 em rosa. O ion zinco é a esfera
verde e o calcio a esfera azul. As ligagdes dissulfito estao representadas em amarelo.

Fonte: Murphy e Nagase, 2008.

As gelatinases (MMP-2 e -9) s&o as principais MMPs com capacidade de

degradar colageno desnaturado, ou seja, gelatina, pois apresentam o sitio de

2L



Introdu¢io

ligacdo a gelatina no dominio homdélogo a hemopexina (Banyai e Patthy, 1991;
Collier, Krasnov et al., 1992).

Além disso, a MMP-2 também degrada colageno tipo IV, caracteristica
que |Ihe gerou outra nomenclatura, 72 kDa colagenase tipo IV. O colageno tipo
IV é o principal constituinte das membranas basais e, portanto, a MMP-2 possui
habilidade em quebra-las. A capacidade de degradar gelatina e colageno tipo
IV Ihe permite participar de processos que exigem remodelamento da MEC
como, por exemplo, nos processos de implantacdo placentaria, organogénese,
crescimento e cicatrizacdo (Nagase e Woessner, 1999).

Também é observada a atuacdo da MMP-2 em diversos processos
patoldgicos, como doencas cardiovasculares (Galis e Khatri, 2002) e na
formacéo e progressdo do cancer, envolvendo principalmente invasdo tumoral
e metastases (Stamenkovic, 2000). Nestes processos € comum que ocorram
alteracdes transcricionais ou de ativacdo protéica da MMP-2. Foi observado,
por exemplo, que a inativagdo do AP-2 é responsavel pelo aumento da
expressdo de MMP-2 em melanoma, resultando na invasdo das células
tumorais (Martin, Knowlden et al., 1994). O EMMPRIN também exerce algumas
funcdes durante progressao tumoral, através da estimulacdo da expressao de
MMP-2 (Liang, Xiong et al., 2005).

Em funcéo da participacdo dessa enzima nos processos de progressao
tumoral e desenvolvimento de metastases, nosso grupo de pesquisa
interessou-se na analise da regulacdo epigenética do gene MMP2 tendo em
vista a presenca de uma ilha de CpG em sua regido promotora. Visto que
haviam poucos dados disponiveis na literatura mostrando se essa hipétese
poderia estar correta, foram realizados experimentos preliminares para
observar as diferencas de expressédo do gene MMP-2 em linhagens celulares
tumorais de mama. Foi observado que as linhagens que ndo expressavam
MMP-2 voltavam a expressa-lo quando tratadas com o agente desmetilante 5-
aza-desoxicitidina, sugerindo que a expressao desse gene estaria de fato
sendo regulada por hipermetilacdo do seu promotor.

No decorrer da continuidade deste trabalho, um grupo de pesquisadores
liderado por Chernov e colaboradores (2009) publicou dados mostrando pela
primeira vez que o gene MMP-2 é regulada por mecanismos epigenéticos em

cancer de mama. Além de sequenciar linhagens celulares de outros tipos
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tumorais, sequenciaram a ilha de CpG do gene MMP2 de uma linhagem
tumoral de mama MCF7 e a partir desses dados desenharam oligonucleotideos
para reacdo de MSP (methylation specific PCR). Além disso, verificaram que
modificacdes nas histonas (trimetilacdo do residuo de lisina 27 da H3) também
interferiam no silenciamento de MMP2 na linhagem tumoral de mama
(Chernov, Sounni et al., 2009).

Os resultados publicados por Chernov e colaboradores (2009)
confirmaram nossa hipotese inicial de que a regulagdo do gene MMP-2 é
realmente regulada por epigenética. Entretanto, nenhuma analise havia sido
feita em amostras de tumores primarios de mama, o que € importante para
validar a hipermetilagédo do promotor desse gene como marcador molecular do
cancer de mama.

Assim sendo, este trabalho teve como objetivo estudar a hipermetilacédo
do gene MMP2 e sua correlacdo com dados clinico patologicos em cancer de
mama. Além disso, também nos propusemos a avaliar a presenca da proteina
MMP-2 por imunohistoquimica como um paralelo de correlacdo com os dados

de metilacéo e provavel silenciamento da expresséo da proteina.
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2. OBJETIVO GERAL
Avaliar a regulacédo da expressao do gene MMP2 por metilacdo do DNA

em tumores primarios de mama.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a expressédo do gene MMP2 em linhagens tumorais de mama por RT-
PCR e correlacionar com iniciadores de MSP desenhados por Chernov et al.
2009

- Utilizar a técnica de MSP para avaliar a hipermetilagdo do promotor do gene
MMP2 em tumores primarios de mama

- Analisar a expressao da proteina MMP-2 por imunohistoquimica em tumores
primarios de mama.

- Correlacionar estatisticamente os dados de metilacdo e de expressao de
MMP-2 entre si e com dados clinico patolégicos de tumores de mama.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. MATERIAL BIOLOGICO

Os materiais biolégicos utilizados no estudo foram linhagens tumorais de
mama e tumores primarios de mama. As linhagens usadas foram MCF7 e
HB4a, cedidas pelo Instituto Ludwig de Pesquisa para o Cancer em Sao Paulo.
A MCF7 é uma linhagem tumoral de mama, e HB4a é uma linhagem celular
normal de mama imortalizada pelo virus SV40 (Stamps, Davies et al., 1994).

As amostras de tumores de mama foram gentilmente cedidas pela Dra.
Enilze Ribeiro e pelo Dr. Iglenir Cavalli, responsaveis pelo Banco de Tumores
do Laboratério de Citogenética Humana e Oncogenética do Departamento de
Genética do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana.
Todas as amostras catalogadas neste Banco de Tumores sdo provenientes do
Hospital de Clinicas da UFPR (HC-UFPR) e do Hospital Nossa Senhora das
Gracgas (HNSG), cujo responsavel € o Dr. Rubens Silveira Lima. As amostras
foram obtidas mediante consentimento informado dos pacientes (ANEXO 1) e
aprovacdo do Comité de Etica, Processo n° 25000.007020/2003-93; registro no
CONEP: 7220 e parecer n° 251/2003 de 20/02/2003 do HNSG, Curitiba-PR.

Todas as amostras foram analisadas por anatomopatologistas dos
Laboratérios do HNSG ou do HC-UFPR. Os resultados obtidos aqui descritos
foram coletados dos laudos das pacientes e estdo de acordo com critérios
estabelecidos na literatura. Alguns desses laudos sdo derivados da avaliacdo
subjetiva da observacdo das amostras por microscopia Optica (tipo e grau
histoldgico, percentagem de células visualizadas com marcadores de
imunohistoquimica).

Foram analisadas 25 amostras de tumor de mama obtidas de pacientes
do sexo feminino com idade média de 56,7 + 14,3 anos (37 a 83 anos). Todas
as amostras selecionadas correspondiam a carcinomas ductais invasivos
contendo por¢des in situ e em nenhum caso havia associagdo com outros tipos
histol6gicos. O grau histoldgico foi determinado de acordo com o critério de
Bloom-Richardson. Segundo esse critério, 20% das amostras eram de grau I,
40% de grau Il e 40% de grau lll. A analise de linfonodos foi realizada em 92%
do total das amostras (n=23). Desse total, 56,52% (n=13) apresentaram
linfonodos positivos. O segundo estadiamento, denominado TNM, foi feito de

acordo com a classificacédo oficial (Barros, Barbosa et al., 2001). Os testes de

3t



Materiais e Métodos

marcadores moleculares, feitos por imunohistoquimica (IHQ), foram mostrados
nos laudos em percentagem de células coradas. Os dados de HER2 (ERBB2)
foram obtidos com a utlizacdo do kit de IHC HercepTest™ (DAKO A/S,

grostrup, Dinamarca).

3.2. CULTIVO DE CELULAS

O cultivo das linhagens foi realizado em meio RPMI1640 (Gibco)
suplementado com soro fetal bovino (SFB) 10% e antibiéticos como garamicina
(40 pg/ml) para evitar contaminacéo bacteriana, ciprofloxacina (10 pg/ml) para
evitar contaminacao com espécies do género Micoplasma e anfotericina B (2,5
pHg/ml) para evitar contaminacédo por fungos e leveduras. A linhagem HB4a
recebeu suplementacéo de insulina (5 pg/ml) e hidrocortisona (100 pg/ml). O
inicio do cultivo das linhagens foi feito com amostras contendo 10° células
retiradas do estoque armazenado em nitrogénio liquido. Realizou-se o
descongelamento a 37°C e as células foram repassadas dos tubos criogénicos
para um tubo de 15 ml contendo 2 ml de meio RPMI 1640. Os tubos foram
centrifugados a 700 x g por 3 min, o sobrenadante contendo dimetil-sulféxido
(DMSO), agente toxico a célula, mas importante para manter sua integridade
no congelamento, foi retirado e as células foram ressuspensas em 1 ml de
meio RPMI suplementado e transferidas para garrafa pequena (24 cm?)
contendo 3 ml de meio de cultura. Os frascos foram entdo incubados em estufa
com tensdo de CO; a 5% e a 37°C. O meio de cultura foi regularmente
substituido em dias alternados dependendo da linhagem (HB4a ou MCF7) e
namero de células mortas visualizadas.

Quando a confluéncia das células nas garrafas T25 era de
aproximadamente 90%, foi realizada a expansédo para a garrafa T75. Neste

processo, as células foram tratadas com TrypLE™

Express (Gibco) (tripsina
0,25%) em uma quantidade suficiente para cobrir a superficie da garrafa aonde
as células estavam aderidas e posteriormente foram incubadas por 3 a 5
minutos em estufa a 37°C. quando as células se soltavam era adicionado o
dobro de meio de cultura, para diluicdo da tripsina. As células desagregadas
foram ent&o transferidas para tubos de 15 mL e centrifugadas a 700 x g por 3

min. O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas em 1 mL
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de meio de cultivo RPMI 1640 novo e completo e transferidas para a nova

garrafa e incubadas na estufa de CO.,.

3.3. AVALIACAO DO PADRAO DE TRANSCRICAO DO GENE MMP2 POR
RT-PCR NAS LINHAGENS DE MAMA
3.3.1. Extracdo de RNA

O RNA total foi isolado de um nimero aproximado de 4 x 10° células
utilizando TRIzol Reagent (Life Technologies, USA), segundo especificagbes
do fabricante e confere uma adaptacdo do meétodo desenvolvido por
Chomczynski, P. em 1987 (Chomczynski e Sacchi, 1987). O método consiste
de uma lavagem inicial das células na garrafa com PBS 1X (137 mM NacCl; 2,7
mM KCI, 10 mM Na;HPO4; 2 mM KH,PO,), adicdo de TRIzol Reagent 1ml para
cada 10cm? de area contendo as células aderidas seguido por incubacéo por 5
minutos a temperatura ambiente. O lisado de células foi distribuido em
aliquotas de 1 ml para tubos contendo 250 pL de cloroférmio. Os tubos foram
homogeneizados por inversdo e centrifugados a 8100 x g por 4°C durante 20
min. A fase aquosa foi coletada para um novo tubo aonde foi adicionado 500
pL de isopropanol e incubado a -20°C por cerca de 18 horas. O RNA total
precipitado foi obtido apds a centrifugacdo a 8100 x g por 10 minutos a 4°C, e
em seguida o RNA precipitado foi lavado com etanol 75% diluiido em agua
tratada com DEPC 0,1% (dietilpirocarbonato). Apds a lavagem o RNA foi seco
em temperatura ambiente e solubilizado em aproximadamente 30 yuL de agua
tratada com DEPC. Todo procedimento foi realizado segundo especificacdes
contidas no manual de Biologia Molecular (Sambrook e Russel, 2001).

A quantificacdo do RNA total extraido foi feita em espectofotdmetro
Nanodrop com comprimento de onda equivalente a 260 nm, considerando que
1 DOys0onm €quivale a 40 pg/ml de RNA. A relacdo entre as leituras realizadas a
260 e 280 nm foi utilizada como parametro na estimativa do grau de
contaminacdo do RNA por proteinas. A integridade dos RNAs extraidos foi
verificada através da eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo
de etideo 0,2 pg/ml. O RNA foi preparado com tampdo de amostra
desnaturante contendo uréia 7M e glicerol 30%. As amostras consideradas
integras foram as que apresentaram as bandas correspondentes aos RNAs
ribossdmicos 28S e 18S bem evidentes.
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3.3.2. Obtencéo da Primeira Fita de cDNA

Aproximadamente 500 ng de RNA total foram utilizados para transcricéo
reversa a primeira fita de cDNA na presenca de 200 U da enzima transcriptase
reversa (Superscript Il, Gibco BRL), utilizando 25 pmoles do iniciador OLIGO
dT em uma reacdo com volume final de 20 de pL contendo solucao tampéo 1X,
25 U de inibidor de RNase (Promega) e 200 uM de dNTPs. Inicialmente
incubou-se a mistura de RNA, 4gua ultra pura estéril e o iniciador a 65°C por 5
min para abertura de possiveis estruturas secundarias do RNA. A reacédo de
sintese de cDNA foi realizada com 1 ciclo de 42°C por 60 min, seguida de um
ciclo a 72°C por 15 min.

O gene de expressdo constitutiva GAPDH foi utilizado como controle
para analisar a eficiéncia de sintese e qualidade do cDNA nas amostras. A
reacdo de RT-PCR foi realizada com 1 uL de cDNA em um volume final de 20
uL contendo tampéo 1X de PCR (Invitrogen), 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs,
1U Tag Platinum (Invitrogen) e 8 pmoles de cada iniciador especifico. Os
iniciadores usados foram GAPDH universal 5 CTG CAC CAC CAACTG CTT A
e GAPDH reverso 5 CAT GAC GGC AGG TCA GGT C, utilizando-se das
seqguintes condi¢cdes de amplificacdo: 10 minutos a 95°C seguida por 35 ciclos
de desnaturacdo a 94°C por 45 segundos, anelamento a 63°C por 45 segundos
e extensdo a 72°C por 1 minuto. Finalizando com um Ultimo ciclo de extensao
de 5 minutos a 72°C.

3.3.3. RT-PCR do gene MMP2 nas Linhagens de Mama

Iniciadores especificos para o0 gene MMP2 foram desenhados proximos
da extremidade 3’ da molécula de RNAm e foram utilizados nas reagdes de RT-
PCR para avaliar o padréo de expressao nas linhagens de mama. O programa
Oligotech (disponivel em http://www.oligosetc.com/analysis.php) foi utilizado
como ferramenta para o desenho dos iniciadores. A reacgao foi realizada em um
volume final de 20 pL, contendo 1 puL de cDNA, tampdo 1X de PCR
(Invitrogen), MgCl; 1,5 mM, dNTPs 200 uM, 1 U Taq Platinum (Invitrogen) e 8
pmoles de cada um dos iniciadores especificos.

Os iniciadores utilizados foram: RTMMP2F - 5 TAC ACC TAC ACC AAG
AAC TTC e RTMMP2R - 5 GTC CTT GAA GAA GAT CTC 3'. As condigcdes
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utilizadas foram as seguintes: 5 minutos a 95°C seguida por 35 ciclos a 94°C
por 30 segundos, 50°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos. Finalizando

com um ultimo ciclo de extenséo a 72°C por 5 minutos.

3.3.4. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida 8%.

Os produtos das reacdes de RT-PCR das linhagens e dos tumores
produtos das reacfes de MSP foram avaliados em géis de poliacrilamida a 8%
confeccionados a partir de uma solucdo de acrilamida e bis-acrilamida na
proporcao 29:1, tetrametiletiienodiamina (TEMED) a 0,1% (Life Technologies) e
persulfato de amoénio (APS) a 0,1%. As eletroforeses foram conduzidas a 100
V por aproximadamente 1 hora. A revelagdo dos resultados foi feita pela
impregnacdo com nitrato de prata segundo o método de Sanguinetti e

colaboradores (Sanguinetti, Dias Neto et al., 1994).

3.4. ANALISE DO PERFIL DE METILACAO DO GENE MMP2
3.4.1. Extracdo de DNA

As células das linhagens HB4a e MCF7 foram usadas para obtencéo do
DNA gendmico extraido pelo método de fenol/cloroférmio (Sambrook e Russel,
2001). Quando as células atingiam confluéncia maior que 90% em garrafa T75,
eram destacadas através do tratamento com tripsina, concentradas por
centrifugacéo e submetidas a digestao por 18 horas em 4 mL de tampao TES
(Tris/HCI 1M; EDTA 0,5M e SDS 10%) contendo Proteinase K 100 pg/mL. Foi
adicionado um volume de fenol/cloroférmio e, apés a obtencdo de uma
emulsdo homogénea, a mistura foi centrifugada a 700 x g por 10 minutos. O
processo foi repetido até ser obtida uma fase aquosa transparente livre de
proteinas. Depois da recuperacdo da fase aquosa para um novo tubo falcon, o
DNA foi tratado com acetato de sodio 3M (1/10 do volume total), pH 5,0 por 18
horas e com dois volumes de etanol absoluto a -20°C. Apos centrifugacdo a
4°C e a 81000 x g por 30 minutos o precipitado de DNA foi lavado com etanol
70%, seco em estufa a 37°C e ressuspenso em agua ultrapura estéril (filtrada
em sistema Millipore) e armazenado a aproximadamente 6°C. A quantidade e a
qualidade do DNA obtido foram avaliadas atravées de leituras em
espectrofotometro Nanodrop® e gel de agarose 1% corado com brometo de
etideo 0,2 pg/mL, respectivamente.
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3.4.2. Tratamento de DNA com Bissulfito de Sodio

As amostras de DNA quantificadas foram submetidas ao tratamento
com bissulfito de sodio. Este agente promove a deaminagdo de citosinas
transformando-as em uracilas. No entanto as citosinas metiladas ndo sofrem
essa reacao porque o grupamento metil confere prote¢do nos tempos usados
na técnica. Apos a reacao de PCR, as uracilas sao substituidas por timinas,
sendo possivel diferenciar as citosinas inicialmente metiladas das néo
metiladas. O procedimento foi realizado utilizando o kit Epitect® Bissulfite
(Qiagen®), seguindo as especificacdes do fabricante.

Para avaliar a eficacia do tratamento do DNA, foi realizada a reacgéo
controle nested-PCR para a sequéncia satélite SATR-1 (Costa, Paixao et al.,
2006). Esta regido do DNA humano possui muitas citosinas ndo metiladas que
serdo convertidas em nucleotideos timinas. Assim, se as amostras forem
eficazmente tratadas, os iniciadores para a sequéncia SATR-1 se anelaréo,
caso contrario, os iniciadores ndo serdo capazes de se anelar, ndo havendo a
amplificacdo do fragmento. Os iniciadores utilizados para a amplificacdo do
controle SATR-1 foram: HIPO2 Universal-1 5 GTT ATA TTA TTT TTT GTT
TTT TTG, HIPO2 Reverso-1 5 ACA TTT CCT TAT AAT ATT ATT CC, HIPO2
Universal-2 5 TAT AGT GGT GGT GTA TAT TTG e HIPO2 Reverso-2 5 CAC
CTA ACC TAT AAT ATT TCT TC. As reacdes de Nested 1 e Nested 2 foram
realizadas sob condi¢des touch up, no qual sao realizadas 3 ciclagens com
temperaturas de anelamento aumentando 2°C em cada uma. Para Nested 1 as
Tm utilizadas foram: 48°C no primeiro ciclo, 50°C nos 5 proximos ciclos e 52°C
nos 35 ciclos finais. Para a Nested 2, as Tm utilizadas foram: 52°C no primeiro

ciclo, 54°C nos préximos 5 ciclos e 56°C nos 35 ciclos finais.

3.4.3. PCR especifico para Metilacdo (MSP) do gene MMP2

A técnica de MSP (Methylation Specific PCR) descrita em 1996
(Herman, Graff et al., 1996) foi usada no estudo da metilacdo da ilha de CpG
do gene MMP2 em amostras de tumores primarios de mama. Os iniciadores
utilizados foram os mesmos descritos por Chernov e colaboradores (2009)
(Tabela 3).
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TABELA 3: INICIADORES PARA MSP

Amplicom
(pb)

Iniciadores Sequéncia 5’-3’

MMP2-MF GCGGTTATACGTATCGAGTTAGC 26

MMP2-MR ACTCTTTATCCGTTTTAAAAACGAC 49 e 50 205
MMP2-UF GGTGGTTATATGTATTGAGTTAGTGA 23, 23% 25 e

MMP2-UR ACTCTTTATCCATTTTAAAAACAAC 49 e 50 206

Nota: A esquerda na tabela temos uma coluna com os nomes dos iniciadores utilizados.
MMP2-MF é o iniciador universal e MMP2-MR € o iniciador reverso, ambos para a condicdo
metilada. MMP2-UF é o iniciador universal e MMP2-UR € o iniciador reverso, ambos para a
condigdo ndo metilada. A sua direita esta descrita a seqiiéncia nucleotidica dos iniciadores e
também os CpGs analisados pela técnica de MSP. O tamanho dos fragmentos para as
reacBes metilada e ndo metilada é de 205 e 206 pb, respectivamente.

As reacOes de MSP descritas por Chernov e colaboradores (2009) nao
puderam ser reproduzidas por isso as reacdes tiveram que ser padronizadas
ajustando-se as temperaturas e tempos de anelamento, bem como o nimero
de ciclos. Todas as reag0es foram realizadas em um volume final de 20 pL
contendo solugcao tampéo 1X; MgCl, 1,5 mM; dNTP 200 uM; 8 pmoles de cada
iniciador (universal e reverso); Taq Platinum (Invitrogen) 1u/uL e 0,5 a 1,0 pL
de DNA tratado com bissulfito de sodio. As condicdes de amplificacdo para a
reacdo U foram: 95°C por 5 minutos, desnaturacdo do DNA a 94°C por 20
segundos; 55°C por 14 segundos; e 72°C por 20 segundos em um total de 36
ciclos. Finalizando a 72°C por 5 minutos. As condi¢cdes de amplificacdo para a
reacdo M foram: 95°C por 5 minutos, desnhaturacdo do DNA a 94°C por 20
segundos; 54°C por 15 segundos; e 72°C por 20 segundos em um total de 32
ciclos. Finalizando a 72°C por 5 minutos. Em todas as reacdes foram utilizados
os DNAs das linhagens HB4a (controle positivo para rea¢do U e negativo para
reacao M) e MCF7 (controle negativo para reagao U e positivo para reagcao M).
Os produtos das reacOes foram visualizados em eletroforese em gel de

poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata.

3.5. ANALISE DA EXPRESSAO PROTEICA DA MMP-2
3.5.1. Tissue Micro Array — TMA

O material tumoral empregado para analises de expressao da proteina
MMP-2 encontra-se estocado nos laboratérios de patologia do HC e do HNSG
sob a forma de blocos de parafina. Para utilizagcdo deste material, realizou-se a
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técnica de TMA seguindo protocolo desenvolvido no Laboratério de Patologia
Experimental - PUCPR (Schuler, Gurmini et al., 2008). Neste método emprega-
se um cilindro com didmetro de 3 mm para puncionar a area representativa de
cada tumor emblocado em parafina. Foram realizadas duas punc¢des para cada
tumor, a fim de garantir que a area tumoral fosse realmente capturada.

Cada amostra foi desparafinizada em um inclusor EG1160 (Leica®) a
uma temperatura de 60°C. Em seguida foram dispostas em cassetes plasticos
em posicdes pré-definidas, e sobre os tumores é derramada a parafina quente.

Foram produzidos trés blocos de TMA para as 16 amostras de tumor
primario de mama. Para cada um dos blocos foram realizadas varias sec¢des
de 4 uM utilizando de um micrétomo RM2145 (Leica®) e foram transferidos
para laminas adesivas catibnicamente carregadas que servem para melhor
contencdo do material bioldgico. Para cada amostra de tumor foram retirados 2
cortes empregados respectivamente para coloracdo hematoxilina/eosina (HE) e

para imunohistoquimica (IHQ).

3.5.2. Imunohistoquimica — IHQ

Foram realizadas reagcbes de IHQ nas seccdes dos tumores
provenientes dos blocos de TMA. As laminas contendo os tumores foram
desparafinizadas das através de 2 lavagens em xilol por 10 minutos, 3
lavagens com etanol absoluto por 1 minuto e 1 vez com alcool etilico 80% por 1
minuto. O bloqueio da peroxidase enddgena foi realizada com o Kit Advance
(Dako®), que apresenta solucdo de peréxido de hidrogénio 5% em metanol.
Apos retirado o excesso dos reagentes, foi realizada a recuperacdo antigénica
no Imuno Retriver (Dako®) em banho maria a 99°C por 40 minutos. Em
seguida, as laminas devem ser lavadas com agua destilada para remover o
excesso dos reagentes. O anticorpo primario contra MMP2 foi adicionado neste
momento e em seguida as laminas foram incubadas em camara Umida na
geladeira por toda a noite. O anticorpo primario utilizado foi o anti-MMP2/72
kDa Collagenase IV Clone 5PM346 (Gentaur Molecular Products), obtido de
camundongo. No dia seguinte, as laminas foram lavadas e depois incubadas
por 15 minutos com tampéao TBS tris pH 7,3. ApOs retirar esse tampéo e em
entre cada nova etapa que vem a seguir, as laminas foram lavadas com

tampao TBS tris pH 7,3 e secadas com papel absorvente. Foi adicionado o
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Advance link (Dako®) por 30 minutos. O proximo reagente foi o Advance
enzyme (Dako®), por 30 minutos. E entdo o cromogeno DAB (3,3-
diaminobenzidine tetrahydrochloride) foi adicionado e retirado quando foi
visualizada a coloragao castanha. Neste momento foi feita a lavagem com agua
destilada, para que nao haja excesso de coloracdo ou geracdo de fundo
castanho nos cortes. A contra-coloracdo foi realizada com Hematoxilina de
Harris por 5 minutos. S&o realizadas as lavagens em &gua por 5 minutos, 3
vezes com etanol absoluto por 1 minuto e a diafanizacdo com 3 lavagens com
xilol por 5 minutos. Por ultimo, foi adicionada a laminula para protecdo dos
cortes.

A visualizacdo das amostras foi realizada em microscépio 6ptico BX50
(Olympus®) acoplado com uma camera (DinoLyfe®). O software utilizado para
obtencdo digital das imagens foi o Image pro Plus 4.5. Cada corte foi
escaneado com objetiva de 400x de aumento. Contando com o auxilio da
patologista Dra. Lucia Noronha, foi realizada a avaliagdo subjetiva da
intensidade da imunoreatividade, dentro de um escore numérico estipulado de
0 a +2, refletindo para as seguintes intensidades: 0, ndo reativo; +1, reatividade

fraca; +2, reatividade forte.

3.6. ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

A andlise de correlacdo entre os dados clinico-patoldgicos obtidos das
amostras de tumores primarios de mama e entre os resultados de metilacdo do
gene MMP2 e dos resultados de IHQ foram realizadas através do teste qui-
quadrado (x%) e/ou teste exato de Fischer através do programa computacional
Prism 5 for Winsdows (GraphPad Prism 5.0). Os resultados foram
considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05. Foi realizada
também a analise univariada de Cox (1972), com intervalo de confianca de

95%, para determinar correlacdo entre as variaveis e sobrevida das paciente.
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4. RESULTADOS
4.1. ANALISE IN SILICO DO GENE MMP2

Para a identificacdo de ilhas de CpG na regido promotora do gene
MMP2, utilizamos 0 programa CpG Plot (disponivel em
http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/cpgplot/index.html) e depois o programa
Methprimer (disponivel em http://www.urogene.org/methprimer/index1.html)
para analisar a seqiéncia que englobava desde a regido promotora até o inicio
do primeiro éxon (foram avaliados 2 kb a jusante e a montante do inicio da

transcricao do gene), compreendendo um tamanho de 3306 pb (Figura 11).
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FIGURA 11. ILHAS DE CpG DO GENE MMP2. Gréfico representativo das ilhas de CpG
presentes na regido promotora dentro da regido avaliada (2 kb a montante e 2 kb jusante da
regido 5’ TSS do gene MMP2), sendo a ilha hachurada a avaliada neste estudo. A seta em
vermelho representa o sitio de inicio de transcricdo do gene; e a regido em azul representa a
localizagéo da regido analisada pela técnica de MSP.

Fonte: Adaptado de CpGPLOT.

O grafico obtido pelo programa CpG Plot mostra duas regides ricas em
dinucleotideos CG. Uma delas, a mais distante do ATG do inicio de transcricao,
tem 241 pb e ndo foi incluida nesse estudo por ter tamanho muito abaixo ao
estipulado (500 pb) por Gardiner e Fromer (1987), para possuir influéncia na
expressao génica. A regido considerada nesse estudo foi a ilha de CpG que
possui um tamanho de 423 pb (Figura 11) e 51 dinucleotideos CG ao longo de
sua sequéncia (Figura 12), e que inclui o inicio de transcricdo. A ilha esta
localizada a -251 e + 144 do ATG inicial. Os oligonucleotideos iniciadores
empregados na reacdo de MSP foram aqueles preconizados por Chernov e
colaboradores (2009). Os iniciadores nomeados universais englobam os
dinucleotideos CG presentes nas posi¢cdes 23, 24, 25 e 26 da ilha de CpG
estudada e os iniciadores reversos localizam-se nas posicdes 49 e 50 (Figura
12). A sequéncia mostrada foi obtida através do programa Methprimer que

destaca o DNA antes e depois de tratamento com bissulfito de sédio.
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TccCBBGEBATGTEBCcccccArAnBBGACAAAGAGT TGGCAGTGGTGAGT TGC TGBCTGGCCT
A R N R R RN R RN N R R R R R A

TTTTEEGEEATGTEETTTTTAAAABBGATAAAGAGT TGGTAGTGGTGAGT TGT TG T TGGTTT
MSP reverso

FIGURA 12: ILHA DE CPG DO GENE MMP2. Seqiiéncia de DNA obtido com auxilio do
programa Methprimer. As regides coloridas destacadas correspondem a: em amarelo estdo
localizados os iniciadores de MSP. Em verde destaca-se o ATG inicial, enquanto que os
dinucleotideos CG apresentam-se destacados em toda a seqiiéncia em rosa.
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4.2. ANALISE DA EXPRESSAO DOS GENE MMP2 POR RT-PCR EM
LINHAGENS DE MAMA

Para avaliar a expressao do gene MMP2 utilizamos a técnica de RT-
PCR. O RNA total das linhagens tumorais foi extraido e avaliado

qualitativamente por eletroforese em gel de agarose 1% (Figura 13).

MM HB4a MCF7/

RNA 28S

RNA 18S

FIGURA 13. RNA TOTAL EXTRAIDO DE LINHAGENS DE MAMA. Gel de agarose 1% corado
com brometo de etideo 0,2 pg/ml. MM trata-se do marcador de massa molecular 100 bp ladder.
Observam-se as bandas correspondentes aos RNAs ribossémicos 29S e 18S

A avaliagdo qualitativa feita através da observacdo do gel mostra as
duas bandas de RNA 28S e 18S bem evidentes. As concentracdes de RNA
foram obtidas mediante a relacdo entre A260nm e A280nm (DO260/DO2g0) que
fornece uma estimativa da pureza dos &cidos nucléicos. A partir deste dado foi
calculado um volume que contivesse aproximadamente 500 ng de RNA para
ser utilizado no préximo procedimento que foi a sintese de cDNA.

A eficiéncia de sintese dos cDNAs foi avaliada por PCR do gene
constitutivo GAPDH. Os resultados foram avaliados por eletroforese em gel de
poliacrilamida a 8% corado com nitrato de prata, e tanto a amostra de cDNA da
linhagem HB4a, quanto da linhagem MCF7 mostraram o fragmento
correspondente ao gene GAPDH de 296 pb (Figura 14A).

A partir deste resultado verificou-se que o cDNA sintetizado tinha boa
qualidade uma vez que ndo havia banda correspondente a contaminagcédo da
reacdo com DNA gendmico. As amostras de cDNA também estavam
guantitativamente satisfatorias, porque as bandas do gene GAPDH estavam
bem visiveis. Assim sendo, o cDNA péde ser utilizado como molde em reacdes
de RT-PCR para avaliar o perfil de expressdo do gene MMP2, cujo fragmento
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era de 194 pb. Foi observada a expressédo do gene MMP2 apenas na linhagem
HB4a (Figura 14B), que é a linhagem celular normal de mama. O resultado
negativo para expressdo de MMP-2 com a linhagem MCF7 ja era esperado,
uma vez que Chernov e colaboradores (2009) ja4 haviam analisado e
sequenciado a regido da ilha desse gene, mostrando que estava totalmente
metilado.

A)

MM NO HB4a MCF7 MM NO HB4a MCF7

FIGURA 14: RT-PCR DO GENE DE EXPRESSAO CONSTITUTIVA GAPDH E DO GENE
MMP2 EM LINHAGENS DE MAMA. MM é o marcador de massa molecular 100 bp ladder e NO
corresponde ao branco da reagdo. A) andlise da expressédo do gene GAPDH com fragmento de
296 pb. B) Andlise de expressao do gene MMP2 com fragmento de 194 pb.

4.3. ANALISE DA METILA(;AO EM AMOSTRAS DE TUMORES PRIMARIOS
DE MAMA

O DNA das amostras de tumores primarios de mama foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo (Figura 15).
Com o resultado da eletroforese foi possivel verificar que 0 DNA gendmico se
encontrava integro na maioria das amostras, apesar da presenca do aspecto

arrastado no gel, indicativo de degradacédo do material genémico.

MM Amostras tumorais 1 -8

FIGURA 15. DNAs EXTRAIDOS DE TUMORES PRIMARIOS DE MAMA. Eletroforese em gel
de agarose 1% corado com brometo de etideo. MM equivale ao marcador de massa molecular,
onde a banda superior equivale a ~200 ng.
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Os DNAs obtidos das linhagens e dos tumores priméarios foram
submetidos ao tratamento com bissulfito de sédio. A verificacdo da eficacia do
tratamento com bissulfito de sédio das amostras foi realizado através do PCR
que amplifica a sequéncia satélite SATR-1 (Figura 16).

Amostras tumorais 1 - 8

MM NO

700 pb
600 pb

SATR-1
(690 pb)

FIGURA 16. CONTROLE DA EFICIENCIA DO TRATAMENTO DE DNA COM BISSULFITO DE
SODIO. Gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata. MM trata-se do marcador de
massa molecular 100 bp ladder, e NO é equivalente ao branco da reagcdo de PCR. As bandas
correspondentes a seqiiéncia satélite do gene SATR-1 tém tamanho de 690pb.

Apés amplificacdo do fragmento de DNA correspondente a SATR-1,
demonstrou-se que o tratamento com bissulfito de sédio foi eficiente. A proxima
etapa foi a padronizacdo da reacdo MSP nas linhagens celulares HB4a e
MCF7, em ambas as condi¢cdes, metilado (M) e ndo metilado (U). Como a
linhagem HB4a expressava MMP2, esperava-se visualizar banda apenas para
reacdo U e a linhagem tumoral MCF7 que ndo expressava, esperava-se banda

apenas para reacdo M (Figura 17).

NO  HB4a MCF7

MMU M U MU M

300 pb

200 pb

FIGURA 17: MSP DO GENE MMP2 EM LINHAGENS CELULARES DE MAMA. Eletroforese
em poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata 10%. MM é o marcador de massa molecular
100 bp ladder e No corresponde ao branco da reagdo. A letra U corresponde a reacdo nao
metilada (unmethylated) com fragmento de 206 pb e M corresponde a reagdo metilada
(methylated) com fragmento de 205 pb.

Com este resultado foi possivel empregar as duas linhagens como
controle de reacdo de MSP para o gene MMP2, uma vez que, HB4a foi usada
como controle positivo para U e negativo para M; e MCF-7 apresentou apenas

banda para M, sendo controle negativo para U e positivo para M.
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Todas as amostras de tumores primarios foram submetidas a reacéo de
MSP empregando como controle as duas linhagens acima mencionadas. Foi
observado que todas as amostras apresentavam o gene MMP2 nao metilado
(Figura 18). Esse resultado ja era esperado devido a presenca de células
normais no tumor. Além disso, foi possivel verificar que 48% das amostras
(12/25) estavam também metiladas para o gene MMP2. 20% das amostras de
carcinoma ductal de grau I; 40% das amostras de carcinoma ductal de grau lI;
e 70% das amostras de carcinoma ductal de grau Ill encontravam-se metiladas.
A)

NO HB4a MCF7 _ 1 2 3 4 5
MMUMUMUMUMUMUMUMUM

300 pb
200 pb

B)
NO HB4a MCF7 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
BOObMMUMUMUMUMUMUM UM UMUMUMUMUMUM
p
200 pb
C)
NO HB4a MCF7 _16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
MMU MUMUMUMUMUMUMUMUMUMUMUMUM
300 pb
200 pb

FIGURA 18: MSP DO GENE MMP2 EM AMOSTRAS DE TUMORES PRIMARIOS DE MAMA.
Eletroforese em poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata 10%. MM é o marcador de
massa molecular 100 bp ladder. A letra U corresponde a reagdo ndo metilada (unmethylated)
com fragmento de 206 pb e M corresponde a reacao metilada (methylated) com fragmento de
205 pb. Para as figuras A, B e C, a amostra NO corresponde ao branco da reacdo; HB4a ao
controle positivo para U e negativo para M; e MCF7 ao controle negativo para U e positivo para
M. A) Carcinomas ductais de grau I. B) Carcinomas ductais de grau Il. C) Carcinomas ductais
de grau lll.

4.4. IMUNOHISTOQUIMICA (IHQ) DA MMP-2

A imunohistoquimica foi realizada inicialmente em material placentario
humano, que apresenta expressdo de MMP-2. No controle negativo (Figura
19A) ndo h& marcacédo de cor castanha, o que indica negatividade de reacdes
cruzadas do anticorpo e auséncia de fundo, pois o controle nagativo recebe o

mesmo tratamento que as demais amostras com excecédo do anticorpo primario
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anti-MMP2. No controle positivo da reagdo (Figura 19B) h& marcacdo na cor
castanha, indicando que o anticorpo anti-MMP2 estava funcionando e que

qualquer negatividade nos resultados néo seria em funcao de sua falha.

FIGURA 19: CONTROLES DE REATIVIDADE DO ANTICORPO. A) Controle negativo de IHQ.
B) Controle positivo de IHQ, mostrando vérias areas de marcagdo em castanho. Microscopia
Optica. Aumento de 400x.

As amostras de tumores primarios de mama foram entdo submetidas a
IHQ para testar a presenca da MMP-2 nas mesmas. A avaliacdo subjetiva da
intensidade da imunoreatividade dos casos de IHQ forneceu um escore que
varia de 0 a +2 (Figura 20). Dos 18 tumores avaliados por IHQ, 22% eram de

escore 0, 28% de escore +1 e 50% de escore +2.
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FIGURA 20: IMUNOHISTOQUIMICA DE TUMORES PRIMARIOS DE MAMA. A) Amostra sem
imunoreatividade para MMP-2, classificada no escore 0. B) Amostra positiva (fraca) para
imunoreatividade de MMP-2, classificada no escore +1. C) Amostra positiva (forte) para
imunoreatividade da MMP-2, classificada no escore +2. Microscopia 6ptica. Aumento de 400x
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4.5. ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS DE METILA(;AO DA ILHA DE CpG
DO GENE MMP2 EM RELACAO AOS DADOS DE EXPRESSAO PROTEICAE
CLINICO-PATOLOGICOS

Os resultados de MSP e IHQ obtidos para os tumores primarios de
mama foram correlacionados com os dados clinico-patolégicos das pacientes
estudadas (Tabela 4). Nao foram observados resultados estatisticamente
significativos (p <0,05) nos parametros clinico-patologicos frente aos resultados
de MSP (Tabela 5). Entretanto foi possivel observar uma tendéncia estatistica
demonstrando uma associacdo entre o grau histologico e o perfil de metilacdo
do gene MMP2. Existe uma tendéncia de que quanto maior o grau histolégico
maior é a possibilidade de metilacdo para este gene ,sendo que das 10
amostras de Grau histologico lll, 7 apresentaram metilacao (p=0,0541) (Tabela
5).

Os resultados de metilacdo também foram analisados com relagdo a
IHQ (Tabela 6) e nédo foi verificada significancia estatistica (p=0,0915). Além
disso, foi realizada a analise dos dados de IHQ obtidos das amostras de
tumores primarios de mama frente aos pardmetros clinico-patolégicos, sem
nenhum resultado significativo.

Para relacionar a IHQ com a metilagdo do DNA realizamos um segundo
tipo de agrupamento de amostras, considerando como negativas as amostras
com resultado para IHQ de 0 e +1 e como positivas as amostras com resultado
de IHQ de +2 (TABELA 7). Isto por que é possivel que amostras com pouca
expressao ja estejam sofrendo metilacdo do promotor de MMP2, antes mesmo
do seu completo silenciamento génico. Com este tipo de analise também nao

foi encontrado significado estatistico (p=0,3186).

5z



TABELA 4: REACOES DE MSP, IHQ E DADOS CLINICO-PATOLOGICOS DAS AMOSTRAS

TUMORAIS DE MAMA
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Gl CP | T Ln RE % RE MRSEP ,\I/IVIN?FITZ I\/:I\H/IgZ MMP-2 RP | HER2 E Rc | Met | O
1 162 | 49 | T1 - + P 25-30 - - nd nd + nd I - - -
2 | 402 | 68 | T2 + + P 30 - M + + - B | - - -
3 515|633 | T1 - + P10-30 - - 2 + + - I - - -
4 | 591 | 42 | nd | nd | nd nd nd - nd nd nd nd nd | nd | nd | nd
5 1619 | 76 | T1 - + P50-80 nd - 1 + + - Il |{nd| nd |nd
Gll CP | T Ln RE % RE MRSEP I\/,\I/II\/ISle I\/:I\H/I(F?’Z MMP-2 RP | HER2 E Rc | Met | O
6 | 172 | 68 | T2 + + P>30 M M nd nd + - v | - + | +
7 |29 | 71 | T1 | nd + P10 nd M nd nd nd - nd | - - -
8 | 365 | 39 | T2 + + P10-30 - - nd nd - - B | - - -
9 | 413 | 83 | T2 + + P10-30 - - 0 - + - B | - - +
10 | 497 45 T1 + + P>30 M M 2 + + - v - + -
11 | 527 | 53 | T2 + - N - - 0 - - + A | - - -
12 | 542 | 40 | T2 + + P30 - - 2 + + + A | - - -
13 | 556 | 63 | T2 - + P50 - - 0 - + - A | - - -
14 | 562 49 T2 + + P10-30 M M 1 + + A | - - -
15 | 620 | 44 | T2 - + P10-30 nd - 2 + + A | nd | nd | nd
Gl CP | T Ln RE % RE MRSEP I\/,\I/II\/ISIEZ I\/:I\H/I(FQ’Z MMP-2 RP | HER2 E Rc | Met | O
16 | 243 | 48 | T4 + + X M - 2 + + - B |nd | + | +
17 | 399 | 82 | T2 + + P10-30 M M 1 + + - B | - - -
18 | 422 | 75 | T4 - + P>30 - - 0 - + - v | + -
19 | 525 | 45 | T3 + + P10-30 M M 2 + + + MA | - -
20 | 537 | 69 | T2 - - N M M 1 + - - B | + - +
21 | 595 | 60 | T1 - + P30 nd M 2 + + + I |nd| nd | nd
22 | 597 | 50 | T2 + - N nd - 1 + + + IIB |nd| nd | nd
23 | 600 | 37 | T1 + + P70 nd M nd nd + + MA | nd | nd | nd
24 | 603 | 58 | T3 - P30 nd M nd nd + - IIB |nd| nd | nd
25 | 604 40 T2 - - N nd M 2 + + - IA | nd | nd | nd

Nota: Gl: grau histoldgico I; GllI: grau histoldgico II, GllI: grau histoldgico Ill, CP: cédigo da paciente; |: idade; T:
tamanho; Ln: linfonodo; RE: receptor de estrégeno; MSP: methylation specific PCR; IHQ: imunohistoquimica, RP:
receptor de progesterona; E: estadio; Rc: recidiva; Met: metastase; O: ébito; M: metilado; +: positivo; -: negativo;
nd: dado néo disponivel.
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TABELA 5: ANALISE DA ASSOCIACAO ENTRE A METILACAO DO GENE
MMP2 COM DADOS CLINICO-PATOLOGICOS DOS TUMORES DE MAMA:

Varidveis Amostras (%) Metilagao MMP2 p
M (%) U (%)

IDADE (n=25)
<45 anos 6 (24) 2 (33,3) 4 (66,7) 0,6447
2 45 anos 19 (76) 10 (52,6) 9 (47,4)
ESTADIO (n=24)
I 4 (16,7) 1(25) 3(75)
I 11 (45,8) 5 (45,5) 6 (54,5) 0,3215
n/1v 9 (37,5) 5 (55,6) 4 (44,4)
TAMANHO (n=24)
pT1 7(29,2) 4(57,1) 3(42,9) 08959
pT2 13 (54,1) 6 (46,2) 7 (53,8)
pT3/pT4 4 (16,7) 2 (50,0) 2 (50,0)
SBR (n=25)
| 5 (20%) 1(20,0) 4 (80,0)
I 10 (40%) 4 (40,0) 6 (60,0) 0,0541
I 10 (40%) 7 (70,0) 3(30,0)
LINFONODO (n=23)
Positivo 13 (56,5) 7 (53,8) 6 (46,2) 0,6802
Negativo 10 (43,5) 4 (40,0) 6 (60,0)
RE (n=24)
Positivo 20 (83,3) 10 (50,0) 10 (50,0) 1,0000
Negativo 4 (16,7) 2 (50,0) 2 (50,0)
RP (n=23)
Postivo 20 (87,0) 10 (50,0) 10 (50,0) 1,0000
Negativo 3 (13,0) 1(33,3) 2 (66,7)
HER2 (n=23)
Positivo 8 (34,8) 4 (50,0) 4 (50,0) 1,0000
Negativo 15 (65,2) 8(53,3) 7 (46,6)
METASTASE (n=18)
Positivo 5(27,8) 3 (60,0) 2 (40,0) 0,6078
Negativo 13 (72,2) 5(38,5) 8 (61,5)
RECIDIVA (n=16)
Positivo 2(12,5) 1 (50,0) 1 (50,0) 1,0000
Negativo 14 (87,5) 7 (50,0) 7 (50,0)
OBITO (n=17)
Positivo 4 (23,5) 2 (50,0) 2 (50,0) 1,0000

Negativo 13 (76,5) 6 (46,2) 7 (53,8)
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TABELA 6: ANALISE DA ASSOCIACAQ ENTRE A IMUNOHISTOQUIMICA
DA MMP-2 COM DADOS DE METILAGAO E CLINICO-PATOLOGICOS DOS
TUMORES DE MAMA

Variaveis Amostras (%) Expressao MMP-2 (IHQ) p
-(0) +(le2)
MSP MMP2 (n=18)
U 10 (55,6) 4 6 0,0915
M 8 (44,4) 0 8
IDADE (n=18)
< 45 anos 3(16,7) 0 3 0,5304
245 anos 15 (83,3) 4 11
ESTADIO (n=18)
| 3(16,7) 0 3
I 9 (50,0) 2 7 0,5258
n/iv 6 (33,3) 2 4
TAMANHO (n=18)
pT1 4(22,2) 0 4
pT2 11 (61,1) 3 8 0,4678
pT3/pT4 3(16,7) 1 2
SBR (n=18)
| 3(16,7) 0 3
I 7(38,9) 3 4 0,2210
n 8 (44,4) 1 7
LINFONODO (n=18)
Positivo 11 (61,1) 2 6 1,0000
Negativo 7 (38,9) 2 7
RE (n=18)
Positivo 14 (77,8) 3 11 0,9814
Negativo 4(22,2) 1 3
RP (n=18)
Postivo 16 (88,9) 3 13 0,4052
Negativo 2(11,1) 1 1
HER2 (n=18)
Positivo 7 (38,9) 1 6 1,0000
Negativo 11 (61,1) 3 9
METASTASE (n=13)
Positivo 4 (30,8) 1 3 1,0000
Negativo 9(69,2) 3 6
RECIDIVA (n=12)
Positivo 2 (16,7) 1 1 1,0000
Negativo 10 (83,3) 3 7
OBITO (n=13)
Positivo 3 1 2 0,9860

Negativo 10 3 7
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TABELA 7: ANALISE DA ASSOCIACAO ENTRE A METILACAO E A
IMUNOHISJ'OQUiMICA DA MMP-2 COM DIFERENTE AGRUPAMENTO DE
EXPRESSAO

Variaveis Amostras (%) Expressao MMP-2 (IHQ) p
-(0el) +(2)
MSP MMP2 (n=18)
u 10 (55,6) 6 (60,0) 4 (40,0) 0,3186
M 8 (44,4) 3(37,5) 5(62,5)

As amostras tumorais utilizadas nesse trabalho coincidem em sua
maioria (17 de 25) com as amostras utilizadas por Ramos et al. (2010) em seu
trabalho de mestrado, no qual foi analisado o efeito da metilacdo dos genes
CXCL12 e ESR1 com diferentes dados clinico-patolégicos. A fim de enriquecer
0S nossos resultados, buscamos os dados de Ramos e complementamos
nossas analises estatisticas de diferentes modos, como descrito a seguir.

Os dados foram analisados quanto a associacao entre IHQ da MMP-2 e
0s niveis de expressdo protéica do receptor de estrégeno alfa (RE), distribuindo
as amostras em dois grupos: (1) as que apresentam até 30% de células
coradas para RE (= 30); e (2) as que apresentam mas de 30% de células
coradas para RE (> 30) (Figura 21). Esta divisdo foi feita de acordo com o
mesmo critério utilizado por Ramos et al. (2010). Foi observado que 85% das
amostras com RE < 30 apresentam expressdo da proteina MMP-2, e nas
amostras com RE > 30 observa-se uma menor expressdo de MMP-2. Este
resultado foi analisado pelo teste de contingéncia RxC, apresentando aumento
do risco de eventos (OR) de 2,75 em um intervalo de confianga (IC)
correspondente: 0,16 - 46,79 (p=0,2115) (Figura 21).

Para completar, realizamos a andlise estatistica relacionando metilacédo
do gene ESR1 (receptor de estrégeno alfa) (Ramos, Camargo et al., 2010) com
os dados de imunohistoquimica da MMP-2. Verificamos que 100% das
amostras metiladas para o gene ESR1 apresentavam expressao de MMP-2,
enquanto que apenas 43% das amostras ndo metiladas apresentavam
expressdo de MMP-2. Este resultado foi analisado pelo teste de contingéncia
RxC, apresentando aumento do risco de eventos (OR) de 8,75 em um IC: 0,74
—103,83 (p=0,0730) (Figura 22).

Além disso, entre as amostras metiladas para ESR1 e positivas para

MMP-2, houve em 67% das pacientes recidiva, metastase ou Obito em um
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periodo de até 10 anos. Enquanto que para as amostras ESR1 ndo metiladas

também positivas para MMP-2, ndo houve nenhum caso de recidiva, metastase
ou Obito.

p=02115
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FIGURA 21: ANALISE ESTATISTICA ENTRE MMP-2 (IHQ) E RECEPTOR DE ESTROGENO
ALFA. A coluna da esquerda mostra as amostras que apresentam expressdo do RE <30 e a
coluna da direita as amostras com expressdo do RE > 30. Em preto estd destacada a
porcentagem de amostras positivas para presenca de MMP-2 e em cinza as amostras
negativas para presenca de MMP-2.
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FIGURA 22: ANALISE ESTATISTICA ENTRE MMP-2 (IHQ) E METILACAO DO GENE ESR1.
A coluna da esquerda mostra as amostras que apresentam ESR1 metilado e a coluna da
direita as amostras com expressdo do ESR1 ndo metilado. Em preto esta destacada a
porcentagem de amostras positivas para presenca de MMP-2 e em cinza as amostras

negativas para presenca de MMP-2. A associacdo entre essas duas variaveis (MMP-2 e RE)
possui tendéncia significativa (p = 0,0730).

As amostras utilizadas nesse estudo vém sendo coletadas desde 2000,
sendo possivel fazer analise de sobrevida global (SG), que é o tempo de vida
da paciente apos o diagnéstico do tumor priméario, e a sobrevida livre de
doenca (SLD), que é o tempo da paciente sem nenhum sintoma clinico ou

laboratorial de recorréncia do tumor ou de metastases. Assim sendo, as
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amostras foram avaliadas também sob esse aspecto. As analises de SG e SLG
foram feitas segundo o modelo de COX (Cox, 1972) (Tabela 8).

TABELA 8: TABELA SOBREVIDA GLOBAL E LIVRE DE DOENCA - COX
A) Sobrevida Global

Variavel P (HR) Exp(b) 95% CI of Exp(b)
MMP-2 0,5952 10,4715 0,0299 to 7,4419
Idade 0,2606 10,458 0,9677 to 1,1303
Estadio 0,2405 19,335 0,6466 to 5,7817
Tamanho 0,426 14,150 0,6046 to 3,3115
Grau 0,2343 25,828 0,5451 to 12,2377
Linfonodo 0,7286 14,934 0,1568 to 14,2229
RE 0,1087 0,1013 0,0063 to 1,6387
RP 0,799 0,7401 0,0738to 7,4210
HER2 0,9666 0 0,0000 to 2,53E+234
ESR metilado 0,1148 62,675 0,6479 to 60,6329

B) Sobrevida Livre de Doenca

Variavel P (HR) Exp(b) 95% CI of Exp(b)
MMP-2 0,9642 0,9455 0,0830 to 10,77
Idade 0,6884 0,9869 0,9257 to 1,0521
Estadio 0,0161 99,096 1,5439 to 63,6050
Tamanho 0,1542 17,465 0,8142 to 3,7463
Grau 0,1185 33,271 0,7411 to 14,9363
Linfonodo 0,5214 20,538 0,2301 to 18,3281
RE 0,9664 397,627,402  0,0000 to 24,8E+216
RP 0,9533 1,345,549,073 0,0000 to 113E+174
HER2 0,6797 16,590 0,15191t0 18,1171
ESR metilado 0,0479 91,803 1,0318 to 81,6813

Esta analise foi realizada primeiramente com as amostras em separado,
0 que se chama de analise univariada de COX. Para sobrevida global, nenhum
fator isolado apresentou significado estatistico (Tabela 8A). Na analise de
sobrevida livre de doenca (Tabela 8B) foi somente observado valor significativo
para a metilacdo do gene ESR1 (p=0,0479) e entre estadio (p=0,0161). Para
nenhuma dessas duas variaveis 0 HR encontra-se no intervalo de confianca e,
portanto, tais resultados sédo imprecisos. Apesar da imprecisdo dos valores de
p obtidos, devido ao pequeno tamanho amostral (25 amostras), Nossos
resultados apresentados para o gene ESR1 metilado como um dos
componentes interferentes na sobrevida livre de doenca sao semelhantes aos
resultados obtidos por Ramos e colaboradores (2010), que utilizaram um maior

numero de amostras.
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5. DISCUSSAO

A capacidade adquirida pela massa tumoral maligna de deslocamento
do tumor priméario e colonizar um novo ambiente exige estratégias que
envolvem mudancas nas junc¢des das células entre si e com seu microambiente
(Hanahan e Weinberg, 2000). A metaloprotease-2 (MMP-2) é uma enzima que
tem papel comprovado na destruicdo da membrana basal (Stamenkovic, 2000)
e por isso tem sido um alvo de pesquisa para utilizacdo como biomarcador.
Muitos trabalhos tém descrito a sua presenca em diversos materiais bioldgicos
associados ao cancer (Tabela 3). Apesar dos varios trabalhos apontando a
participagdo da MMP-2 em diferentes eventos no cancer, 0S mecanismos que
levam ao aumento ou diminuicdo de sua expressdo ainda nao estao
completamente desvendados. A epigenética tem recebido destaque na
literatura por elucidar muitos mecanismos de genes que sofrem alteracdo de
expressdo em quase todos os tipos de cancer estudados. Recentemente a
metilacdo do DNA foi demonstrada como um mecanismo de regulacao do gene
MMP2 em uma linhagem tumoral de mama (Chernov et al., 2009). Além disso,
nosso grupo de pesquisa vem estudando alguns marcadores moleculares de
cancer de mama, entre eles a quimiocina CXCR4 (Grochoski, 2008), a
guimiocina CXCL12 e o gene do receptor de estrogeno ESR1 (Ramos,
Camargo et al., 2010), o gene ADAMS33 (Seniski, Camargo et al., 2009), entre
outros. Nosso enfoque tem sido o de aprofundar os conhecimentos em
marcadores de diagnéstico e prognéstico no céancer de mama. Devido a
importancia da enzima MMP-2 nos processos de metastases e, portanto,
revelando-se um provavel marcador molecular e também a nossa experiéncia
em estudar genes regulados por metilacdo do DNA, nos propusemos a estudar
mais detalhadamente a regulacdo da expressdo de MMP2 em cancer de
mama.

Inicialmente procuramos identificar linhagens tumorais de mama que
pudessem ser usadas como modelo de estudo do gene MMP2, em termos de
expressado génica. Para isso escolhemos as linhagens normal (HB4a) e tumoral
(MCF7) de mama. A linhagem HB4a, expressa o gene MMP2, enquanto que
na linhagem MCF7 este gene é silenciado (Figura 14B). Antes da publicacdo
de Chernov e colaboradores (2009) nés haviamos nao sé detectado que este
gene apresentava uma ilha de CpG (Figuras 11 e 12), mas também que ela
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estaria envolvida na regulacdo da expressdo do gene. Foram utilizadas
amostras de cDNA de linhagens tratadas com agente desmetilante, que foi
capaz de restaurar a expressdo do gene MMP2. Entretanto, Chernov e
colaboradores (2009) utilizando a linhagem MCF7 publicaram de modo inédito
os dados que pretendiamos trabalhar mais detalhadamente. Apesar disso,
demos continuidade modificando alguns dos objetivos. Foram utilizados alguns
dos dados do trabalho de Chernov e colaboradores (2009), que foram
adaptados para as nossas condicdes como descrito e discutido a seguir.

Foram utilizados os iniciadores de MSP (methylation specific PCR)
descritos por Chernov e colaboradores (2009), porém foi necesséria uma nova
padronizacao, ou seja, a que esta descrita no trabalho ndo mostrou resultados
satisfatorios em nosso laboratério. A re-padronizacdo foi feita utilizando a
linhagem HB4a, que apresentou somente a banda respectiva a condi¢cdo ndo
metilada. Assim como foi utilizada a linhagem MCF7 para a situagao oposta, a
metilada (Figura 17). Com a padronizacao realizada, prosseguimos com O
estudo do perfil de metilacdo do gene MMP2 em tumores primarios de mama
(Figura 18). Como ja era esperado, observamos uma freqiéncia de 100% de
tumores ndo metilados para o gene MMP2. Este resultado pode ser explicado
pela heterogeneidade das células presentes em uma amostra tumoral, que
sempre possui células normais, estromais e inflamatérias. Das 25 amostras
tumorais analisadas, 12 estavam também metiladas (48%) para MMP2. Os
dados de metilacdo foram utilizados para estudar a possivel correlacdo desse
evento epigenético com as variaveis clinico-patolégicas. A analise estatistica
pelos testes exato de Fisher ou de y® mostrou auséncia de correlacdo da
metilacdo do gene MMP2 com qualquer variavel, exceto para uma tendéncia
entre metilacdo de MMP2 e o SBR (p=0,0541) (Tabela 8). SBR ¢ a variavel que
considera principalmente a diferenciagao celular do tumor, variando de | a lll,
sendo classificadas em SBR Il as amostras com maior perda da diferenciacéo
celular, ou seja, com maior potencial de malignidade. Aparentemente, quanto
maior o grau histolégico, maior € o nimero de amostras metiladas para MMP2.
Este resultado é bem conflitante, porque a metilagdo esta relacionada com o
silenciamento génico e, no caso da MMP2, ndo era de se esperar sua auséncia
ou diminuicdo de expressdo em um grau histolégico mais avancado ou mais

7

caracteristico de malignidade. Entretanto ndo € incomum encontrar genes
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silenciados que supostamente estimulariam um tumor ao seu complexo
processo de malignidade. Um exemplo disso € o gene CXCL12 que
aparentemente em fases iniciais de crescimento do tumor de mama, apresenta-
se expresso e estimulando as células com seu receptor CXCR4 a proliferacéao
celular (Hall e Korach, 2003). Entretanto, em estagios mais avancados o gene
CXCL12 é silenciado por metilacdo e esse processo parece ser primordial para
que as células tumorais se destaquem da massa primaria em direcdo aos
pulmdes, ossos ou figado (Muller, Homey et al., 2001; Ramos, Camargo et al.,
2010). Portanto, devido a grande complexidade no entendimento do papel das
metaloproteases no cancer, em especial da MMP-2, mais estudos seriam
necessarios para compreender se a hipotese de silenciamento de MMP2 em
graus histolégicos avancados fariam parte do mecanismo desse gene no
cancer. Porém, como discutiremos a seguir os resultados de metilacdo obtidos
neste trabalho podem néo ser condizentes com o real silenciamento do gene
MMP2.

O melhor parametro para verificar se dados de metilacdo obtidos por
PCR podem ser condizentes com o real silenciamento do gene é a observacao
da presenca ou auséncia da proteina alvo de regulacdo. Portanto, para
confirmar os resultados de silenciamento parcial ou total obtidos por MSP,
realizamos analise imunohistoquimica (IHQ) da enzima MMP-2 em 18 dos
tumores (que foram os Unicos disponiveis). A IHQ demonstra a presenca da
enzima nas células tumorais, porém néo sua atividade. Nossos resultados de
IHQ, quando analisados quanto a metilagdo, mostraram que oito amostras
mesmo metiladas apresentaram expressdao de MMP-2 e que quatro amostras
nao metiladas e que deveriam expressar a proteina ndo apresentaram
expressédo de MMP-2. Estes dados também néo tiveram significativo estatistico
(p=0,0915) (Tabela 6). Estes resultados sdo no minimo opostos a qualquer
expectativa de correlagcdo. Apesar disso, a presenca de metilagdo pode né&o
representar silenciamento completo de um gene. Por isso fizemos um
reagrupamento das amostras considerando as amostras com pouca expressao
de MMP2 (+1) como negativas, contudo esses resultados também néao foram
estatisticamente significativos (p=0,3186) (Tabela 7).

Assim sendo, presumimos que os iniciadores utilizados na técnica de

MSP nédo sdo confidveis para uso em amostras tumorais, uma vez que a regiao
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analisada talvez ndo apresente diferenca importante no perfil de metilacéo
entre os dinucleotideos CpG.

A escolha da regido onde sdo desenhados os iniciadores de MSP é
imprescindivel para o funcionamento adequado da técnica. Os iniciadores
devem conter dinucleotideos CpG ditos “diferencialmente metilados”, ou seja,
que apresentam diferencas de metilagdo entre linhagens celulares que
expressam e ndo expressam 0 gene de interesse. Isso indicaria que esses
CpGs estariam de fato participando da regulacdo epigenética da transcricao.
Tais dinucleotideos deveriam estar desmetilados em linhagens que expressam
0 gene e metilados em linhagens que ndo expressam. Uma hipGtese que
explicaria o problema observado em nossos resultados estaria no planejamento
dos iniciadores realizado por Chernov e colaboradores (2009). Uma provavel
explicacéo foi o fato do grupo americano ter utilizado apenas uma linhagem de
mama como condicdo metilada e linhagens de glioblastoma para a condicao
ndo metilada na padronizacdo da técnica de MSP. A utilizacdo de um ndmero
maior de linhagens tumorais de mama poderia minimizar este erro, fornecendo
uma visdo ampliada do perfil de metilacdo do gene em questéo.

Concluidas as avaliacbes de metilacdo, avaliamos os resultados de IHQ,
verificando que 78% das amostras tumorais apresentavam a presenca da
proteina MMP2. Apesar disso a analise IHQ diante das variaveis clinico-
patolégicas ndo mostrou resultados estatisticamente significativos (Tabela 6).
Esse resultado poderia ser relacionado ao baixo numero amostral. Entretanto,
Talvensaari-Mattila e colaboradores (2003) analisaram 453 tumores primarios
de mama e mostraram coincidentemente o0 mesmo resultado: 78% das
amostras apresentavam a proteina MMP-2. Estatisticamente, também néo
encontram resultados estatisticamente significativos diretos com qualquer
variavel clinico-patolégica. Assim sendo, nosso pequeno numero de amostras
pode ndo ser o fator determinante para a auséncia de correlagdo. Por outro
lado, o grupo de Talvensaari-Mattila relacionou a enzima MMP-2 como fator de
pior prognostico em sub-grupos de pacientes com carcinoma de mama que
apresentam receptor de estrégeno alfa negativo. E mais importante,
demonstraram que a auséncia de MMP2 é significantemente ligada a um
prognostico favoravel em pacientes receptor de estrégeno negativo. Outra
correlacdo clinico-patolégica importante foi a observacdo de que elevados
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niveis de MMP-2 em tumores de mama apresentam associacdo com a
amplificacdo de HER2, que é estabelecido como um marcador de uma doenca
mais agressiva (Talvensaari-Mattila 2003).

Dados anteriores do nosso grupo de pesquisa mostraram que nas
amostras em que ha diminuicdo do receptor de estrogeno alfa, ha o
concomitante desligamento do gene ESR1 por hipermetilacdo de sua regido
promotora (Ramos, Camargo et al., 2010). Isto poderia indicar que as amostras
com baixa expressdao de RE podem tornar-se com o tempo RE-negativas e,
portanto, ndo responsivas a terapia hormonal. Tendo em vista esse dados e
também os resultados de Talvensaari-Mattila (2003), fizemos uma analise
utilizando os dados de expressdo das proteinas RE e MMP-2 (levando em
consideracdo que algumas amostras do trabalho de Ramos foram utilizadas
nesse trabalho). Para tanto, dividimos as amostras em dois tipos: (1) amostras
com baixo numero de células expressando RE (de 0 a 30%); e (2) as com
maior nimero de células expressando RE (mais que 30%). Observamos que
85% das amostras com baixa expressdo de RE apresentavam expressao de
MMP-2, enquanto que 50% das amostras com alta expressdo de RE néao
apresentavam expressdo de MMP-2. Segundo o ensaio estatistico realizado
(teste RxC), esse resultado indicaria que as pacientes com RE < 30 que
apresentam expressdo de MMP-2 tém um risco 2,75 vezes maior de
apresentarem RE diminuido, o que pode estar relacionado a um mau
prognostico. Esta andlise parece indicar que a presenca de MMP-2 em
conjunto com a auséncia de RE pode ter algum significado no processo
tumoral. Entretanto, este resultado € impreciso, pois além de um intervalo de
confianga muito extenso (IC: 0,16 — 46,79) ndo apresenta significado estatistico
(p=0,2115) (Figura 21). Com os dados de metilacdo do gene ESR1 obtidos por
Ramos et al. (2010), observamos também que 100% das amostras metiladas
para este gene apresentam expressao de MMP-2. Em contrapartida, das
amostras ndo metiladas para ESR1, apenas 43% tém expressao de MMP-2.
De acordo com teste ODDS esse resultado indicaria que as pacientes com o
gene do receptor de estrogeno alfa (ESR1) metilado que apresentam
expressdo de MMP-2 tém um risco 8,75 vezes maior de apresentarem um mau
prognostico. O intervalo de confianca para tal anélise também é muito extenso

(IC: 0,74 — 103,83), entretanto parece apresentar uma tendéncia significativa
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(p=0,0730). Além disso, observamos que entre as amostras metiladas para
ESR1 e positivas para MMP-2, houve em 67% das pacientes com recidiva ou
metastase ou 0bito num prazo de até 10 anos. Enquanto que para as amostras
ESR1 ndo metiladas também positivas para MMP-2 ndo houve nenhum caso
de recidiva, metastase ou Obito. A explicacdo mais plausivel para a falta de
significAncia nos nossos resultados é, que além do ndmero amostral avaliado
neste trabalho ser muito baixo, houve ainda sua estratificacdo que foi
necessaria para avaliar os subgrupos distintos de pacientes.

Resumindo, os dados de Talvensaari-Mattila (2003), apontaram que a
presenca de MMP-2 em amostras RE negativas seria um fator de mau
prognostico. Além disso, os dados de Ramos (2010) mostraram que a
metilacdo do ESR1 estdo correlacionados com um pior prognostico podendo
ter relacdo direta com o aparecimento de metastases e posterior Obito das
pacientes. Apesar de nao conseguirmos provar estatisticamente n0Sso0s
resultados, podemos supor que as pacientes que apresentam uma diminuicao
na expressao de RE, devido ao esse silenciamento por hipermetilacdo do gene
ESR1, e que concomitantemente expressam MMP-2 no momento do
diagndstico da doenca, ja apresentam um péssimo prognaostico.

Quanto a metilacdo do gene MMP2 ha ainda outras consideracfes a
serem analisadas. Quando se observa que a presenca da MMP-2 é favoravel
ao surgimento de metastases e, portanto, ao desenvolvimento do tumor,
consequentemente € esperado que haja metilacdo do gene MMP2 em
amostras normais e hipometilacdo nas amostras tumorais, especialmente as
gue ja apresentam metastases. Apesar disso, a existéncia de enzimas com
capacidade de desmetilar o DNA permanece elusiva. Entretanto, o que se tem
visto, € que no cancer em geral a metilacdo aparentemente ocorre a medida
que o tumor progride para a malignidade. A partir desta constatacéo diversas
davidas surgem tentando explicar essa aparente discrepancia. Uma das
hipoteses que levantamos é que a epigenética ndo interferisse na regulagcéo da
expressdo da MMP-2 em tumores de mama. Isto parece ser improvavel visto
que ha metilacdo do promotor do gene MMP2, o que leva a crer que a
metilagdo esteja fazendo parte de algum mecanismo ainda n&o totalmente

esclarecido.
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Alguns trabalhos mostram que séo as células estromais circundantes
que produzem MMP-2 no processo tumoral (Benaud, Dickson et al., 1998; Roy,
Yang et al., 2009). Isso gera a segunda hipotese no qual a metilacdo de MMP2
nas células tumorais participaria de alguma via de sinalizacédo. Ou seja, talvez
seja necessario que ocorra a metilacdo deste gene para que as células
estromais em volta do tumor sejam estimuladas a super producdo desta
enzima. Isto ainda ndo explica a falta de correlagdo nos nossos resultados
entre a metilacdo (MSP) e a presenca da enzima (IHQ), uma vez que o
anticorpo utilizado para IHQ apresenta marcacao citoplasmatica. Isto significa
que sao as proprias células tumorais que estdo produzindo a enzima,
reforcando mais uma vez nossa hip6tese de que os iniciadores para MSP
planejados por Chernov e colaboradores (2009) ndo sao validos para estudo da
metilacdo de MMP2 em tumores de mama.

Sabe-se cada vez mais da importancia dos mecanismos epigenéticos na
progressédo do céncer. Encontrar um biomarcador para a caracterizagdo das
metastases tem se tornado o foco das pesquisas atualmente. E se esse
marcador existir em nivel de DNA, ele é capaz de predizer ainda mais cedo o
comportamento da doenca. Isso é fundamental para um tratamento mais eficaz
e consequente diminuicdo do nimero de ébitos.

Neste trabalho, consideramos que a MMP-2 apresenta grande
possibilidade de ser um fator progndstico dependente, ou seja, sua expressao
em tumores de mama associada com a auséncia total ou parcial do receptor de
estrogeno correlaciona-se com um aumento na probabilidade de aparecimento
de metastases e 0bito nas pacientes. A continuidade deste estudo €, portanto,
de fundamental importancia para desvendar alguns desses mecanismos e
talvez encontrar efetivamente mais um marcador epigenético para metastases
no cancer de mama. Os proOXimos passos propostos seriam o sequenciamento
de diversas linhagens tumorais de mama para encontrar regides
diferencialmente metiladas e o desenho de iniciadores para MSP englobando
os dinucleotideos CpG presentes nessas regides. Também seria importante
trabalhar com maior nimero de tumores nas analises de MSP e IHQ para
podermos avaliar se de fato as suposi¢cdes levantadas neste trabalho tém

relevancia estatistica.
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6. CONCLUSAO

Com os dados obtidos neste trabalho, podemos chegar as seguintes

conclusdes:

1.

2.

4.

E possivel utilizar as linhagens de mama HB4a e MCF7 como
controles de metilacdo do gene MMP2.

A metilacdo do promotor do gene MMP2 utilizando os dados de
Chernov e colaboradores (2009) ndo apresentou correlagdo com 0s
dados clinico-patolégicos de pacientes com tumores de mama.

Os dados de hipermetilagdo do gene MMP2 e de imunohistoquimica
nao apresentaram correlagdo. Assim sendo, podemos sugerir que 0s
iniciadores utilizados nesse trabalho ndo sdo adequados para essa
abordagem.

A proteina MMP-2 esta presente na maioria das amostras de tumores
de mama, mostrando sua ubiqua expresséo nas diversas etapas da
progressdo tumoral. Quando associada a diminuicdo de proteina RE
ou a metilacdo do gene ERS1, pode-se inferir uma tendéncia de pior

progndstico para as pacientes.
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Anexo

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 participagdo nesta pesquisa sdo minimos.

Entendo que minha participacdo € 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 informacdes e esclarecido todas as minhas duavidas
referentes a este estudo, concordo voluntariamente em participar do mesmo.
Atesto também o recebimento das “informagdes do doador”, necessario para a

minha compreensédo do estudo.

Data [/ [

Assinatura (do doador ou responséavel) ou impresséao datiloscépica

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

informacgdes referentes ao estudo do doador.

Data [/ [

Prof. Dr. Iglenir Jodo Cavalli
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