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RESUMO

O cancer de mama € o tipo mais comum e a principal causa de morte por cancer
entre as mulheres no mundo todo. As metastases contribuem com 90% das causas
de morte por céncer. O estudo de novos marcadores moleculares de cancer estdo
em amplo e atual desenvolvimento, tanto para diagndstico como prognoéstico da
doenca. Diversos estudos tem mostrado o papel de eventos epigenéticos entre eles
a metilacdo do DNA, em regides promotoras de genes como um evento importante
no processo de tumorigénese em diversos tipos de cancer. No cancer de mama ja
foram descritos um grande numero de genes envolvidos com controle da
proliferacéo, adesao e migracao celular que podem ser silenciados por mecanismos
epigenéticos. O gene CXCL12 codifica para uma quimiocina ou citocina quimiotatica,
que é comprovadamente silenciado por metilagdo de sua regido promotora em
cancer gastrico, de colon intestinal e de mama. O produto deste gene esta envolvido
no processo migratério como molécula ligante de células tumorais que
superexpressam o0 receptor CXCR4 e que migram e colonizam secundariamente
pulmbes ossos, figado ou linfonodos que tem altos niveis de CXCL12. Nesse
trabalho estudamos detalhadamente a regido promotora do gene CXCL12 que
contém 5 regifes ricas em dinucleotideos CpGs (ilhas de CpG). As ilhas de CpG 1
2, 3 e 5 foram amplificadas, clonadas e sequenciadas a partir de DNA de sete
linhagens tumorais de mama. A auséncia ou presenca de metilacdo do DNA de cada
regido foi correlacionado com a presenca ou auséncia de expressdao do gene
CXCL12. Ailha de CpG 1 apresentou-se hipermetilada em linhagens que expressam
CXCL12, sendo assim essa regido parece nao participar do processo de
silenciamento desse gene nessas linhagens. A ilha de CpG 2 que contém 1346 pb
foi analisada em 2 partes sendo que a parte inicial que contém o nucleotideo +1
apresentou-se fortemente correlacionada com a expressdo do gene. Somente uma
linhagem imortalizada, a HB4a apresentou 53,25% de metilacdo global, o que
poderia interferir na expressédo do gene. A segunda parte da ilha 2, assim como a
ilha de CpG 3 e 5 apresentaram-se hipermetiladas nas linhagens que expressam o
gene, e portanto essas regides provavelmente ndo interferem na expresséao do gene
CXCL12 nessas linhagens tumorais. Por outro lado a ilha de CpG 4 localizada a
cerca de 1500 pb de distancia do inicio de transcricdo e fora da provavel regido
promotora, apresentou-se pouco metilada nas linhagens que expressam 0 gene e
hipermetilada nas linhagens que nao expressam CXCL12. Concluimos que as
regides denominadas ilhas de CpG 1 o terco final da Ilha de CpG 2, ilha de CpG 3 e
5 estdo metiladas em linhagens que expressam o gene CXCL12 e assim sendo, néo
sao importantes no processo de regulacédo da expressao desse gene. A llha de CpG
4 é a Unica regiao diferencialmente metilada e que parece atuar de modo a sinalizar
o silenciamento do gene CXCL12.

Palavras chaves: cancer de mama, epigenética, gene CXCL12, metilacdo do
DNA.



ABSTRACT

Breast cancer is the leading cause of death from cancer in worldwide. Moreover
metastases contribute 90% of the causes of cancer death. The study of new
molecular markers of cancer are extensive and ongoing development, both for
diagnosis and prognosis. Several studies have shown the role of epigenetic events
including DNA methylation in promoter regions of genes as an important event in the
process of tumorigenesis in several types of cancer. In breast cancer there is already
a large number of genes involved in controlling proliferation, cell adhesion and
migration that can be silenced by epigenetic mechanisms. The CXCL12 gene
encodes a chemotactic cytokine or chemokine, which is arguably silenced by
methylation of its promoter region in gastric, colon and breast cancer. The product of
this gene is involved in the migration process as a linking molecule of tumor cells that
overexpress the CXCR4 receptor and secondarily migrate and colonize the lungs
bones, liver or lymph nodes that have high levels of CXCL12. In this work we studied
in detail the promoter region of CXCL12 that contain five CpG rich regions. The CpG
islands 1, 2, 3 and 5 were amplified, cloned and sequenced from seven breast
cancer cell lines DNA. The presence or absence of CXCL12 expresison were
correlated with methylation patterns in the CpG islands. The CpG island 1 showed
hypermethylation in breast cancer cell lines that express CXCL12 therefore could not
be importat for epigenetic regulation. The CpG island 2 that contain 1346 pb was
analysed in tow parts. The initial part that contain the +1 nucleotide were highly
correlated with CXCL12 expression but one cell line, HB4a showed 38,75 of global
methylation that could interfere in the gene expression. The second region as well as
CpG island 3 and 5 were hypermethylated in the cell lines that CXCL12 expression
were present and could indicate no interference in the gene expression. On the other
hand the Cpg island 4 localized at 1500 bp from +1 region and out side of putative
promoter showed hypomethylated in the cell lines positive for CXCL12 expression
and hypermethylated for CXCL12 negative cell lines. We conclude that the regions
named CpG islands 1 and the final third of a CpG island 2, CpG island 3 and 5 are
methylated in cell lines expressing the gene CXCL12 and therefore are not important
in the regulation of expression of this gene. The CpG island 4 is the only region
differentially methylated and that seems to act in order to signal the CXCL12 gene
silencing.

Keywords: breast cancer, epigenetics, gene CXCL12, DNA methylation.
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1. INTRODUCAO

O céancer é a principal causa de morte nos paises economicamente
desenvolvidos e a segunda causa de morte nos paises em desenvolvimento (Jemal
et al., 2011). Dados estatisticos extraidos do Globocan e também dados do
International Agency for Research on Cancer relatam que os nimeros ascendentes
de cancer nas ultimas décadas s&o resultantes das escolhas de estilo de vida
associadas ao cancer tais como, uso do tabaco, sedentarismo e dietas inapropriadas
denominadas de ocidentalizadas (Ferlay et al., 2010). O cancer de mama € o tipo
mais comum e a principal causa de morte por cancer entre as mulheres no mundo
todo (Jemal et al., 2011). No Brasil foram estimados 52.680 novos casos para 2012,
com um risco de 50-90 casos a cada 100 mil mulheres na regido sul (INCA, 2012).

O cancer de mama é provavelmente o mais temido pelas mulheres, devido a
sua alta frequéncia e sobre tudo pelos seus efeitos psicolégicos, que afetam a
percepcdo da sexualidade e a propria imagem pessoal. Ele é relativamente raro
antes dos 35 anos de idade, mas acima desta faixa etaria sua incidéncia cresce
rapida e progressivamente.

Apesar de ser considerado um cancer de relativamente bom prognéstico, se
diagnosticado e tratado precocemente, as taxas de mortalidade para o cancer de
mama continuam elevadas no Brasil, muito provavelmente porque a doenca ainda
esta sendo diagnosticada em estadios avancados.

As formas mais eficazes para deteccdo precoce do cancer de mama sao o
autoexame das mamas, 0 exame clinico e a mamografia. Todas as mulheres devem
ser estimuladas e conscientizadas a realizar 0 autoexame periédico, uma vez que o
carcinoma de mama pode surgir também em pacientes sem risco aparente (INCA,
2012).

As metastases sdo a causa das mortes em 90% dos casos a partir de
tumores solidos, e no caso do cancer de mama os locais mais comuns para
metastases sdo unicamente ou combinagcbes entre, 0ssos, pulmdes, figado e
linfonodos (Lee, 1983). Aproximadamente 10 a 15% das pacientes com tumor
maligno de mama apresentam doencas agressivas, que recidivam em até trés anos
apos a deteccdo do tumor primério. Entretanto, € comum a manifestagédo de sitios de

metastases 10 anos ou mais apOs o diagndstico inicial da doenca. Assim sendo,
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pacientes que tiveram cancer de mama estdo sob risco de metéstase por toda sua
vida. A natureza heterogénea das metastases no cancer de mama torna muito dificil
ndo somente uma definicdo de cura para essa doenca, mas também o0 acesso aos
fatores de risco que conduzem para os tumores secundarios (Bird, 2002).

Ainda néo é possivel prever o risco de desenvolvimento de metastases, por
iIsso no momento mais de 80% das pacientes recebem terapia adjuvante e apesar
disso, em 40% dessas, ocorre recidiva e morte devido as metastases (Weigelt et al.,
2005).

1.1. Epigenética e Cancer

O projeto do genoma humano foi concluido h4 mais de dez anos e o numero
estimado de genes é de aproximadamente 23.000 (Pertea e Salzberg, 2010).
Entretanto, o genoma humano é muito mais complexo do que um simples catalogo
de genes. Uma area de estudo conhecida como epigenética, vem trazendo um
enorme impacto na medicina esclarecendo mecanismos que regulam a expressao
dos genes.

A epigenética esta relacionada com a modificagdo da conformacao estrutural
do DNA e consequente alteracdo na expressao génica sem haver, no entanto,
mudanca da sequéncia de nucleotideos (Verma e Srivastava, 2002). Recentemente
a epigenética vem sendo considerada o epicentro da medicina moderna, trazendo
Novos conceitos que vem a esclarecer a relacdo entre o material genético de um
individuo com o ambiente, com o envelhecimento e também com relacdo as
doencas (Feinberg, 2008). Os mecanismos epigenéticos compreendem: a metilagéo
do DNA, modificagbes poés-traducionais das histonas e os RNAs nao codificantes
(Verma e Srivastava, 2002).
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1.1.1. Metilagdo do DNA

A metilacdo do DNA foi descoberta por Hotchkiss (1948) no DNA obtido em
timo de bezerro e ocorre no quinto carbono das citosinas (5mC) sendo considerada

a quinta base do genoma eucarionte (Figura 1A) (Hotchkiss, 1948).

A B
NH, NH,
CH,
b N
OH
/
0 X \H oF S
| -
H H
Figura 1- Representacdo esquemdtica da 5 metilcitosina (5mC) e 5 hidroximetilcitosina
(5hmC).

(A) 5mC tendo em vermelho destacado o grupo metil no carbono 5 da citosina e (B)
5hmC destacando em vermelho a modificagéo do grupo metil
Fonte: O autor (2012).

Recentemente foi demonstrado que o DNA gendmico humano contém nédo
somente a 5 metil citosina (5mC) mas também a 5 hidroximetilcitosina (5hmC)
(Figura 1B), a qual é agora considerada a sexta base do genoma dos organismos
superiores (Kriaucionis e Heintz, 2009). Curiosamente este ndo € um achado novo
pois a 5hmC j& havia sido descrita em 1972 (Penn et al., 1972), porém a duavida
sobre a sua existéncia permaneceu até recentemente pela dificuldade em reproduzir
os resultados. Ha evidéncias de que a 5hmC esteja envolvida no processo de
pluripoténcia celular em camundongos (Ficz et al., 2011) e que sua diminuicdo em
cancer colon retal esteja envolvida no processo de tumorigénese (Li e Liu 2011).

A distribuicdo da metilacdo do DNA nos genomas eucariontes foi encontrada
principalmente nos dinucleotideos CpG (citosinas adjacentes a guaninas)

(Sinsheimer, 1955). Nos primordios dos estudos epigenéticos ja havia sido proposto
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que a metilacdo das citosinas no DNA eucarionte poderia atuar como uma
modificacdo estavel e herdavel que poderia afetar a diferenciacdo celular (Holliday
and Pugh, 1975). Atualmente muitos processos envolvendo a metilacdo do DNA
vem sendo estudados, tais como, a regulacdo da expressao génica, interacbes DNA
proteina, diferenciagdo celular, supressdo de elementos transponiveis,
embriogénese, inativagcdo do cromossomo X nas mulheres, imprinting genémico e
tumorigénese (Bestor, 2000; Lippman et al., 2004; Straussman et al., 2009).

A metilacio do DNA nos mamiferos ocorre predominantemente ou
exclusivamente nos dinucleotideos CpG, entretanto ja foi descrita a metilacdo em
outros locais do DNA de células humanas. Woodcock et al., (1987) calcularam a
frequéncia global para todos do dinucleotideos possiveis presentes no genoma
humano e observou que 45,5% do total de 5mC estdo presentes em CpGs e que
54,5% estéo presentes em CpA, CpT mais CpC (Woodcock et al., 1987). Além disso
estudos de metiloma humano com resolugdo de bases, tem mostrado que
aproximadamente um quarto de toda metilacdo em células tronco embrionarias
ocorre no contexto ndo CG, sugerindo que estas células usem diferentes
mecanismos de metilacdo para atuar na regulacdo da expressao génica (Lister et al.,
2009).

A metilacdo do DNA é um processo complexo no qual um grupo de enzimas
denominadas de DNA metiltransferases (DNMTSs), adicionam um grupo metil a partir
do doador universal S-adenosilmetionina para o carbono na posi¢édo 5 das citosinas
adjacentes a guaninas (Bestor, 2000) (Figura 2). As DNMTs estao divididas em:
DNMT1, DNMT2 e DNMT3 que tem duas isoformas DNMT3a e DNMT3b. A DNMT1
reconhece preferencialmente substratos de DNA que se apresentam metilados em
apenas uma fita (DNA hemimetilado) possibilitando que, durante a replicacao ocorra
a propagacao do padrdo de metilacdo das fitas recém-sintetizadas (Bird, 2002). A
superexpressao da enzima DNMTL1 parece ser um fator comum no cancer de célon
(Issa et al.,, 1993). Por outro lado algumas mutacbes no gene DNMT1 podem
resultar na diminuigéo da atividade dessa enzima levando a hipometilagéo global em
todos os tecidos, estando diretamente envolvida em um tipo agressivo de linfoma de
células T (Gaudet et al., 2003).

A DNMT2 possuem um dominio catalitico que ndo tem capacidade de
metilacdo em células humanas, sendo assim ndo tem atividade de DNMT em
humanos (Xu et al., 2010; Yang et al., 2001)
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Os padroes de metilagdo sao estabelecidos nas fases iniciais do
desenvolvimento embrionario pelas metilases de novo DNMT3a e DNMT3b e séo
copiadas nas células somaticas pela DNMT1 de manutencdo (Yang et al., 2001;
Bird, 2002a).

A metilacdo de novo leva ao silenciamento génico em diversos tipos de
cancer e pode ocorrer tanto através da condugdo DNMT1 como pela DNMT3a ou
DNMT 3b (Hatziapostolou e lliopoulos, 2011).

NMH2 NH2
Substratos N/j Produtos "
OJ\N \ OJ\N

o
|3

5-Metil-citidina

+ +
nhs NH2
g S
H. NH s TN” N oy N
22 el H, NH; N
HO > 3 O. i o)
. . ¥ , HOY NAS/\(_?!
° : o
o ou wd bu
S-adenosil-L-metionina (SAM) S-adenosil-homocisteina (SAH)
Figura 2- Metilagdo do DNA mediada por DNA metiltransferases (DNMTS).

O grupo de enzimas DNMT catalisam a reacdo entre o S-adenosilmetionina (SAM)
(proveniente do metabolismo da metionina), que doa o grupo CHj; para o carbono 5
da desoxicitidina gerando a 5-metilcitidina

Fonte: Li e Liu, 2011

1.1.2. llhas de CpG e seu papel naregulacdo da expressao génica

Bird (1986) descreveu que existem 2 sitios de reconhecimento das RNA
polimerases Il no genoma eucarionte. Em uma classe de sitio a frequéncia de CpGs
€ a mesma da média do restante do genoma (1 para cada 100 nucleotideos). E
existe uma outra classe de sitios de reconhecimento que s&do regifes de

aproximadamente 1000 pb, onde a frequéncia de CpGs ¢é 10 vezes mais alta do que
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a média do genoma. Estas regides passaram entdo a ser chamadas de ilhas de
CpG (Bird, 1986). A partir de 1986 foram criados critérios para definir de forma mais
precisa as ilhas de CpG, e um dos mais utilizados até hoje estabelecem que, para
satisfazer o conceito de ilha de CpG, a regido de DNA precisa ser maior do que 200
pb, e com um contetdo de G+C de 0,5 ou maior e uma razado entre o observado e o
esperado da frequéncia de CG maior ou igual a 0,6 (Gardiner-Garden and Frommer,
1987). Estes critérios vem sendo redefinidos constantemente principalmente por
causa das regifes repetitivas dos genomas dos mamiferos, sendo que Takai e
Jones (2002) propde que seja mais adequado utilizar pelo menos 500 bp com
conteudo de G+C de 0,55 (Takai e Jones, 2002).

As ilhas de CpG estdo localizadas em regibes promotoras de mais da
metade do genoma dos mamiferos e sdo geralmente ndo metiladas nas células
normais (Bird, 1986). Excecdo a essa regra sao observadas no cromossomo X
inativado das mulheres (Mohandas et al., 1981) e nos genes imprintados
(Efstratiadis, 1994). Esse conceito tem sido reavaliado a partir de resultados de
(Shen et al.,, 2007) que encontrou 455 genes, contendo em ilhas de CpG
hipermetiladas em tecidos normais. O silenciamento génico neste caso parece estar
envolvido no mecanismo de silenciamento génico tecido especifico (Shen et al.,
2007).

A primeira evidéncia de alteracdo no perfil de metilacdo do DNA no genoma
humano foi descrito em 1983, quando observou-se que ocorria hipometilacao global
do genoma em células cancerosas (Feinberg e Vogelstein, 1983). Este evento é
considerado um marco no estudo da epigenética e cancer, produzindo a partir de
entdo grande interesse da comunidade cientifica mundial. A perda de metilacdo esta
envolvida na tumorigénese de todos os tipos de cancer (Hatziapostolou e lliopoulos,
2011) sendo que, lesdes pré-malignas como os adenomas sempre apresentam
hipometilacdo global (Feinberg et al., 1988). A perda global de metilagdo no cancer
ocorre principalmente em regides repetitivas do genoma, regides que contém
retrotransposons, promotores pobres em CpG e introns (Figura 3) observados em
varios tipos de cancer, como por exemplo, prostata, leucemia linfocitica cronica e
hepatomas (Ehrlich, 2002). Trés mecanismos tem sido descritos como proposta para
explicar a contribuicdo da hipometilagdo na carcinogénese: primeiro, a hipometilagao
do DNA leva a instabilidade gendmica, essa instabilidade pode ser observada em

sequéncias repetitivas que sofrem recombinacdo, produzindo delecdes e
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translocacdes (Hatziapostolou e lliopoulos, 2011). Segundo, a hipometilagcdo pode
favorecer ativacdo de retrotransposons que tem como caracteristica promover
guebras cromossdmicas. Como por exemplo a hipometilacdo de retrotransposons L1
(long interspesed nuclear elements) promovem rearranjos cromossomais em
tumores em camundongos (Howard et al., 2008). Terceiro, existem também algumas
evidéncias de que a hipometilagdo em promotores que contém ilhas de CpG
conduza a ativacdo oncogénica. Esses eventos em promotores ndo sao tdo comuns
como a hipermetilacdo que serd descrita a seguir, e alguns exemplos de genes
hipometilados em cancer sdo Hox11, cMYC e a perda de imprinting do gene IGF2
(Ehrlich, 2002). Recentemente em nosso laboratério foi demonstrado que a
hipometilacdo do gene CXCR4 est4 associada com um pior prognostico em cancer
de mama (Ramos et al., 2011).

Estudos posteriores mostraram que apesar de ter sido observada a
hipometilacdo global do genoma em células cancerosas, a hipermetilacdo em alguns
locais leva ao silenciamento génico, e a um estado inativo da cromatina (Figura 3).
Isto foi evidenciado pela primeira vez no estudo do gene do retinoblastoma (RB), um
supressor de tumor que controla o ciclo celular em um tumor raro de retina que pode
ser silenciado por hipermetilacdo (Greger et al., 1989). Atualmente a hipermetilacao
da regido promotora de genes é a alteracao epigenética mais bem estudada dos
tumores e encontrada em todos os tipos de cancer (Figura 3) (Jones e Baylin, 2002).
Deste modo, cada tipo de cancer tem um enorme potencial para ser classificado de
acordo com o seu perfil de hipermetilacdo como mostrado para tumores gastricos
(Okamoto et al., 2011), pancreéticos (Vincent et al., 2011), cabeca e pescoco
(Furusawa et al., 2011) e mama (Jovanovic et al., 2010a) ou mesmo em lesdes pre-
cancerosas em diferentes tipos de tumores benignos como observado por Kanai
(Kanai, 2010).

Apesar de diversos estudos sobre 0os mecanismos nos quais a metilagdo do
DNA esta relacionada com o silenciamento génico, ainda ndo existe um consenso.
Existem 2 mecanismos gerais propostos: primeiro a modificacdo das citosinas pela
metilacéo inibiria a associacao entre o fatores que se ligam ao DNA e uma evidéncia
que justifica essa proposta vem de experimentos com o0 analogo da citidina
denominado 5 azacitina (Jones e Taylor, 1981). Este composto pode ser incorporado
ao DNA durante a replicacdo, e por causa da sua estrutura quimica (um atomo de

nitrogénio ao invés de um carbono na posicdo 5) ndo pode ser metilado. Esta
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molécula ao ser inserida no DNA inibe a acdo da DNA metilase de manutencéo
(DNMT1), e assim o perfil de metilacdo do local ndo é transmitido na proxima etapa
de replicacéo ativando genes que tenham sido silenciados por hipermetilacdo (Jones
e Taylor, 1981). A segunda proposta é a de que o silenciamento ocorre pelo
recrutamento de proteinas ligantes de metil (methyl-binding domain ou MBDs) que
atuam atraindo outros co-repressores que modificam a conformacao tridimensional
do DNA e impedem a transcricao (Jones et al., 1998). Deste modo o silenciamento
da transcricdo de um gene envolve uma estreita relacao entre a metilacdo do DNA e

modificagdes das histonas (isto ser& discutido no proximo item).
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Figura 3- Representacdo esquematica da hipermetilacdo localizada e hipometilagédo

global que ocorrem na célula tumoral.

Na célula normal as regifes ricas em CpG (ilhas de CpG) estdo desmetiladas
favorecendo a transcricdo. As regides contendo CpG ao longo de um gene sdo
metiladas numa proporgdo que pode ser de 3 em cada 4 CpGs. Na célula tumoral
podem ocorrer dois eventos que envolvem metilacido do DNA a) hipermetilacdo da
ilha de CpG que tem como consequéncia a repressédo da transcricdo do gene e b)
hipometilag&o global que altera a estrutura normal da cromatina, podendo conduzir a
guebras cromossémicas. As bolas brancas sdo CpG desmetilado. As bolas pretas
sdo CpG metilado. Em vermelho estdo destacados os exons de um gene. 5TSS é a
regido do inicio de transcri¢do localizada a 5’ de um gene.

Fonte: O autor (2012).
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1.1.3. A constituicdo da cromatina e o silenciamento génico no cancer

A cromatina é classificada em eucromatina ou heterocromatina que séo ativa
ou inativa respectivamente. O principal fator determinante da estrutura da cromatina
sdo as histonas (Figura 4). O DNA d& voltas a um octamero de histonas e forma
uma estrutura denominada nucleossomo. Cada particula de nucleossomo
compreende aproximadamente 147 pb de DNA ou 1,7 volta em torno das histonas
H2A, H2B, H3 e H4 (Luger et al., 1997).
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Figura 4- Balanco entre acetilacdo e desacetilagdo de histonas.

A) heterocromatina com histonas predominantemente metiladas (M). B) eucromatina
com acetilagédo de residuo de lisina e uma conformacgao “aberta” do DNA.
Fonte: Shukla et al, 2008

As quatro histonas possuem caudas que se estendem para fora dos
nucleossomos (Figuras 4 e 5) que podem sofrer diversos tipos de modificacdes pos-
traducionais influenciando a expressdo do gene associado. Essas modificagbes
ocorrem principalmente na regido N-terminal e as mais conhecidas sdo acetilagéo,
metilacdo, fosforilacdo, ubiquitinagcdo, sumoilacdo, ADP-ribosilagcdo (Kouzarides,
2007). Varias enzimas estdo envolvidas nessas reacdes destacando-se a
acetiltransferase (HAT), histona desacetilase (HDAC), histona metiltransferase
(HMT) e histona demetilases (HDMT).
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Figura 5- Representacdo esquemaética das modificagdes nas histonas.
As modifica¢Bes pos-traducionais das histonas ocorrem principalmente na cauda N-
terminal do nicleo de histonas (H2A, H2B, H3 e H4) e incluem: (A) acetilacdo, (M)
metilacéo, (P) fosforilagdo, (U) ubiquitinagdo. Note que os residuos de lisina (K9) e
(K27) podem ser acetilado ou metilado. (K residuo de lisina, S serina).
Fonte : Shukla et al., 2008.

Especificamente residuos de lisina na causa N-terminal das histonas s&o o
principal substrato dessas modificacbes sendo que a acetilagdo por exemplo, é
relacionada com ativacdo génica (Figura 4). Um outro grau de complexidade é
inserido quando por exemplo se altera o nimero de modificacdes de grupamentos
metil (mono, di ou trimetilacdo) (Berger, 2007). Essas modificacbes podem ocorrer
em varios aminoacidos diferentes produzindo entdo o que tem sido chamado de
cbdigo das histonas. As alteracdes mais bem estudadas até o momento envolvem a
acetilacdo e a metilacdo das histonas H3 e H4. A adicdo de um grupo acetil
neutraliza a carga positiva dos residuos de lisina mantendo a fita de DNA (carga
negativa) afastada das histonas proximas, promovendo um estado da cromatina
acessivel para a maquinaria de transcricdo (Struhl, 1998).

Existem dois modelos que procuram descrever a sequencia molecular que
leva ao estabelecimento do silenciamento epigenético. Um modelo sugere que as
modificagdes das histonas seriam o evento iniciante da repressao, e que a metilacédo
do DNA nas ilhas de CpG ocorreria subsequentemente, acumulando entdo um
estado herdavel de heterocromatina (Tamaru e Selker, 2001). O segundo modelo

sugere que a metilacdo do DNA pode especificar um codigo de histonas e nesse
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caso esse evento precederia as modificacbes das histonas (Eden et al., 1998;
Stirzaker et al., 2004).

Em cancer de mama foi mostrado que a silenciamento do gene que regula a
sinalizacdo mediada pelo estrogeno, seria acompanhada pela repressédo de um gene
alvo como o receptor de progesterona. Neste modelo o gene do receptor de
estrogeno (ESR1) foi silenciado e a partir disso ocorrem modificacdes das histonas
no promotor do gene do receptor de progesterona (PGR) seguido da metilacdo do
DNA (Leu et al., 2004).

Como ainda nao existe um consenso na ordem das etapas que envolvem o
silenciamento génico, existe a davida “ovo ou galinha” em que entra em questdo o
que ocorre primeiro, metilacio do DNA ou modificacdo de histona ou outro

mecanismo epigenético ainda néo esclarecido.

1.1.4. RNAs nao codificantes - ncRNA

Os RNAs néao codificantes (ncRNA) sdo moléculas transcritas a partir do
genoma nao traduzidas em polipeptideos, e sua principal funcao € a regulacédo da
expressao génica (Goldberg et al., 2007). Assim como genes codificantes de
proteinas os genes de RNA néo codificantes sdo ativados por fatores de transcricao
e transcritos pela RNA polimerase Il (Bartel, 2004).

Os ncRNAs estdo divididos em trés grandes grupos em funcédo de seu
tamanho, sendo o primeiro grupo os microRNA (miRNA) e os RNAs de interferéncia
curtos (siRNA). Neste grupo as moléculas sdo muito pequenas com tamanho
aproximado de 20 a 30 nucleotideos. O segundo grupo compreende o0s RNA
nucleolares pequenos (snoRNA) com tamanho de 60 a 300 nucleotideos, e por fim
o terceiro grupo os RNA néo codificantes longos, com o tamanho médio de 2000
nucleotideos (Goldenberg, 2007).

Os microRNA foram descritos no inicio da década de 1990 em
Caenorhabditis elegans, no qual sugeriu-se um modelo molecular em que a tradugao
do RNAm lin-14 em proteina, era inibida pela ligacdo de uma pequena molécula de
RNA na extremidade 3’ UTR do RNAm de lin-14 (Lee et al., 1993).

O mecanismo de controle da expressao génica pelo qual os miRNA e siRNA

impedem a traducdo do RNAm alvo dependera do grau de complementaridade entre
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estas moléculas, se o pareamento for perfeito o RNAm seré clivado, caso ocorra um
pareamento imperfeito o processo de tradugdo sera inibido, resultando assim na
repressado da traducdo ou degradacéao do transcrito (Bartel, 2004).

Sabendo da importancia do papel dos microRNA na regulacdo da
proliferacdo, diferenciacdo celular e do controle da expressdo génica, pode se
concluir que uma alteracdo nesses padrdes podera levar a um grande numero de
patologias, como o0 cancer, doencas autoimunes, entre muitas outras. No caso do
cancer os microRNAs tem sido repetidamente associados a diversos tipos de
tumores, podendo esses atuarem como supressores de tumores ou como
oncogenes (Sun e Tsao, 2008). Um exemplo em diversos estudos de microRNA
apontam o miR145 como um gene silenciado em varios tipos de cancer, como
cancer de mama (lorio et al., 2005), e prostata (Schaefer et al., 2010) entre outros.
Neste sentido, o silenciamento do gene do microRNA estd relacionada com a
proliferagdo celular, sendo entdo miR145 considerado um microRNA supressor de
tumor. No momento ja existe um grande numero de genes de microRNA descritos
envolvidos diretamente com a progressao do cancer de mama, revelando a grande
importancia dessa recente abordagem na compreensado dessa doenca (Sato et al.,
2011).

A respeito da importancia da expressdo dos microRNAs é razoavel dizer que
em funcdo do numero de genes ja conhecidos e dos diferentes padrbes de
expressao estabelecidos por estudos de transcriptoma, cada tipo celular tem em
uma determinada etapa do desenvolvimento embrionario ou tecidual, um perfil
distinto de microRNA, resultando ndo apenas da expressao ou nao-expressao de
certas moléculas, mas também da abundancia destas num dado momento (Bartel,
2004; Esteller, 2011).

1.2. Epigenética e cancer de mama

Hanahan e Weinberg (2000) descreveram um apanhado geral das alteracbes
na fisiologia celular, que coletivamente compde ou definem o crescimento de células
tumorais malignas (Hanahan e Weinberg, 2000). Widschwendter e Jones em 2002
prepararam uma classica revisdo detalhando a metilacdo do DNA especificamente

em cancer de mama utilizando as seis alteracées descritas por Hanahan e Weinberg
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(2000) (Figura 6), fazendo uma adaptacdo com genes que estdo diretamente
relacionados epigeneticamente ao cancer de mama (Widschwendter e Jones, 2002).
As seis alteragcbes que sdo: angiogénese sustentada, evasdo a apoptose,
insensibilidade a fatores anti-crescimento, autossuficiéncia em fatores de
crescimento, potencial replicativo ilimitado e invaséo tecidual as metéstases, podem
ser vistos na Figura 6, onde estdo destacados 0s principais genes até entao
descritos como epigeneticamente modificados em cancer de mama (Widschwendter
e Jones, 2002).
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Figura 6- Uma visdo da carcinogénese no cancer de mama do ponto de vista da
metilacdo do DNA.
Genes envolvidos epigeneticamente em cada uma das seis alteracbes que
contribuem para o cancer de mama. Em cada tipo de alteracéo que s&o angiogénese
sustentada, evasdo da apoptose, insensibilidade aos fatores anti-crescimento,
autossuficiéncia em fatores de crescimento, potencial replicativo ilimitado e invasao
tecidual as metastase. Em cada etapa estdo mostrados exemplos de genes que séo
alterados por hipermetilacdo do DNA especificamente no cancer de mama.
Fonte: (Widschwendter e Jones, 2002)
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As alteracdes epigenéticas cancer especificas tem um imenso potencial para
utilizacdo como método de deteccdo precoce e prevencdo. A utilizacdo de DNA
metilado como biomarcador tem diversas vantagens quando comparado com a
tradicional utilizacdo de mutacdes génicas. Primeiro, a incidéncia de metilacédo
aberrante em locais especificos nas ilhas de CpG, sdo mais altas do que as
mutacdes, além disso a metilacdo pode ser mensurada no genoma como um todo.
Segundo, os padrbées de metilacdo aberrantes podem ser detectados mesmo
guando existem moléculas normais, provenientes de células ndo tumorais (que
podem sempre estar presentes numa amostra). Terceiro, as técnicas de
determinacdo de metilacdo que envolvem uso de enzimas de restricdo metilacao
especificas ou PCR metilacdo especifica (MSP), entre outras, sdo relativamente
faceis de serem utilizadas (Dworkin et al., 2009).

Pacientes com cancer de mama que sdo receptor de estrogeno (RE)
positivo, podem ser tratadas com drogas anti-estrogénicas como o Tamoxifen. As
pacientes que apresentam tumor RE negativo ndo respondem a essa terapia
(Giacinti et al., 2006). A droga tamoxifen utilizada na terapia do cancer de mama RE
positivo, também chamada de terapia hormonal, beneficia cerca de 70% das
pacientes com essa doenca, entretanto 40% das pacientes adquirem resisténcia ao
tamoxifen (Giacinti et al., 2006). Um dos mecanismos propostos para a resisténcia
ao tamoxifen é a hipermetilacdo do gene ESR1 ( gene do receptor de estrégeno).
Portanto identificar pacientes que possam vir a apresentar resisténcia a terapia
hormonal, buscando conhecer a hipermetilacdo do gene ESR1 pode evitar o uso
inadequado do tamoxifen (Dworkin et al., 2009).

Para o cancer de mama como em outros tipos de céancer, o diagndstico
precoce faz toda a diferenca no tempo de sobrevida livre de doenca e na
mortalidade. O método mais utilizado de deteccéo precoce no caso do cancer de
mama ainda € a mamografia, que € altamente sensivel porém pouco especifico, 0
que tem criado a necessidade da procura por outros métodos de deteccdo precoce,
como por exemplo a epigendmica do cancer de mama (Dedeurwaerder et al., 2011;
Lo and Sukumar, 2008). Uma abordagem epigenética muito importante e recente
vem surgindo na pesquisa do cancer de mama, a busca por uma assinatura
epigenética e sua perspectiva de uso na clinica (Parrella, 2010). Existem diversos
genes com potencial prognostico e preditivo baseados em biomarcadores metilados

em cancer de mama, entre eles destacam-se o0os biomarcadores teciduais como
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cistatina M (CST6), RASSF1A, biomarcadores do soro, APC, RASSF1A, ESR1 entre
outros, sendo que as regides pesquisadas sdo os promotores desses genes, ou
melhor, promotores desses genes hipermetilados, utilizando-se de técnicas de PCR
metilacdo especifica (MSP) (Parrella, 2010 e Jovanovic et al.,, 2010). Alguns
importantes exemplos de genes alterados por metilacdo do DNA em cancer de

mama estdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1- Lista dos principais genes regulados por hipermetilacdo ou hipo-
metilacdo do DNA em células humana de cancer de mama.

Gene | Funcédo | Estado de metilago
MGMT Regulag&o do DNA Hipermetilado
ERCA 1 Hipermetilado
MLH1 Hipermetilado
RAD9 Hipermetilado
LDLRAP1 Homeostase Hipermetilado
(ARH1) celular
GPC3 Hipermetilado
HOXD11 Hipermetilado
LAMA3 Hipermetilado
LAMB3 Hipermetilado
LAMC2 Hipermetilado
ROBO1 Hipermetilado
BCSG1 Invaséo Hipometilado
celular/metéastase
CDH1 Hipometilado
CDH3 Hipometilado
CDH13 Hipermetilado
CAV1 Hipometilado
CST6 Hipermetilado
NAT1 Hipometilado
SYK Hipermetilado
UPA Hipometilado
CCND2 Regulagéo do ciclo Hipermetilado
celular
14-3-sigma(SFN) Hipermetilado
AKS Hipermetilado
CDKN1C Hipermetilado
CDKN2A Hipermetilado
ER Hipermetilado
FOXA2 Hipermetilado
PGR Hipermetilado
RAR-B Hipermetilado
RASSF1A Hipermetilado
RUNDC3 Hipermetilado
SFRP1 Hipermetilado
WIF1 Hipermetilado
WRN Hipermetilado
WT1 Hipermetilado
APC Apoptose Hipermetilado
HDC1 Hipermetilado
HOXAS Hipermetilado
DAPK Hipermetilado
BCL2 Hipermetilado
DCC Hipermetilado
TWIST Hipermetilado
TMS1 Hipermetilado

Fonte: (Jovanovic et al., 2010)
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Nos ultimos anos com o crescente conhecimento em torno do ncRNAs (non

conding RNAs) (ver http://microrna.sanger.ac.uk) é natural que diversos deles

estejam sendo identificados no contexto do cancer de mama. Um exemplo
importante € 0 miR-21 superexpresso em cancer de mama que esta relacionado
com a capacidade de invasdo e metistases de mama para os pulmdes. Estdo sendo
estudados também uma lista de miRNAs especificos de cancer de mama pouco
expressos que regulam genes alvos como RAS (let-7) BCL2 (miR-15/16), ESR1
(miR-206) entre outros (Hu et al., 2012)

O International Cancer Genome Consortium (ICGC, http://www.icgc.org) tem

como finalidade o estudo de todos os principais tipos de cancer em adultos e
criancas. Estudos sistematicos em mais de 25.000 genomas de cancer em termos
de genoma, epigenoma e transcriptoma tem revelado um repertério de mutacdes
oncogénicas, de subtipos clinicamente relevantes para o prognostico e tem tornado
possivel o desenvolvimento de novas terapias (Hudson et al.,, 2010; Veeck and
Esteller, 2010). Neste momento (fevereiro de 2012) existem quatro projetos de
estudo de cancer de mama no ICGC sendo eles, da Franca, USA, Reino Unido e
México que devem juntos analisar mais 1500 tumores de mama, visando a pesquisa
do genoma, transcriptoma e epigenoma por tecnologias modernas de

sequenciamento de DNA (http://icgc.org). Os resultados obtidos nesses e outros

projetos de estudo como de 500 tumores HER?2 positivos (French National Cancer
Institute), tumores triplo negativo (RE, RP e HER?2) e carcinomas lobulares (Sanger
Institute), deverdo acumular um imenso numero de trabalhos e novos dados para
decifrar em termos epigenéticos (e outros mecanismos moleculares) as alteracfes
implicadas na carcinogénese da mama e permitir identificar a correlagdo entre
mudancas epigenéticas tumor especifica, alteracdes clinicas e histopatologicas,

incluindo prognastico, predicdo e resposta a terapia.

1.3. Quimiocinas

As quimiocinas s&o citocinas quimiotaticas e as suas fungdes mais bem
conhecidas envolvem o0s processos inflamatorios. Uma das primeiras moléculas
identificadas como quimiocina foi a interleucina 8 devido a sua capacidade de atrair

monaocitos (Luster, 1998).


http://microrna.sanger.ac.uk/
http://www.icgc.org/
http://icgc.org/
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A partir dessa época, surgiram outras proteinas que compdem a super
familia das quimiocinas. Esta familia é constituida por peptideos contendo de 8 a 12
kDa, ricos em residuos basicos de aminoacidos, e que regulam o movimento dos
leucdcitos e outras células através da interagcdo com receptores transmembrana
acoplados a proteina G (Zlotnik et al., 2011). A super familia das quimiocinas foi
dividida em quatro subfamilias, conforme o arranjo de dois de seus residuos
conservados de cisteinas, localizados na extremidade amino-terminal (Figura 7)
(Luster, 1998; Zlotnik et al., 2011). Essas subfamilias estdo divididas em grupos da
seguinte forma. No primeiro, as quimiocinas CC, (ou beta), possuem duas cisteinas
adjacentes. No segundo grupo as quimiocinas C (ou gama) nao possuem a primeira
e a terceira de quatro cisteinas conservadas e seu Unico representante € a
linfotactina (Lptn).No terceiro grupo as quimiocinas CXC (ou alfa) apresentam um
aminoacido entre os dois residuos de cisteinas. O quarto grupo é constituido pela
quimiocina CX3C (ou delta) que contém trés residuos de aminoéacidos entre as
cisteinas conservadas (Luster, 1998). Completando a nomenclatura das
guimiocinas, adiciona-se a letra L de ligantes ou a letra R de receptores, e por fim
um numero de identificacdo que representa a ordem de descoberta dessas
quimiocinas. Os grupos ou familias de quimiocinas podem possuir mais de um
ligante para o0 mesmo receptor e vice-versa podendo, portanto, ocorrer uma relacao
intercruzada entre os ligantes e os receptores de quimiocinas (Zlotnik et al., 2011).
No entanto, essa redundancia ocorre somente entre ligante e receptores
pertencentes a mesma familia, ou seja, um receptor CXC pode se ligar a diferentes

guimiocinas CXC, e vice-versa (Zlotnik et al., 2011).



INTRODUCAO 33

CXXXC

Chemokine
domain

leucine—
arginine

Chemokine

Chemokine
racaptor

MCP-3, -4; MIP-1a; RANTES
MCP-3, -4; eotaxin-1, -2; RANTES

MCP-1, -2, -3, 4, 5
MCP-3, -4; eotaxin-1, -2; RANTES

MCP-3, -4; MIP-1a; RANTES
MCP-1, -2, -3, -4, -6

MIP-1a, MIP-18, RANTES
1-309

MDC, HCCA1, TECK
Fractalkine

SDF-1

MCP-3, -4; MIP-1a; RANTES
MCP-1, -2, -3, 4,5

TARC

MIP-1a, MIP-18, RANTES
MIP-38 (ELC)

PARC, SLC, 6CKine (Exodus-2)

Fractalkine
IP-10, MIG, I-TAC
PARC, DC-CK1
Lymphotactin

SDF-1

MCP-3, -4; MIP-12; RANTES
MCP-1, -2, -3, 4, 5

MCP-3, -4; eotaxin-1, -2; RANTES
TARC

MIP-1a, MIP-18, RANTES

MIP-3« (LARC, Exodus-1)

MDC, TECK

SDF-1

Interleukin-8, GCP-2; GRO-a, -8, -y; ENA-78;
NAP-2; LIX

Glutamic acid- |: Interleukin-8, GCP-2

MCP-1, -2, -3, -4, 5
MIP-1a, MIP-18, RANTES

Mucin-like  Cytoplasmic
domain domain

P
T

IP-10, MIG, I-TAC

Receptor

—y

CCR1
CCR3

CCR2
CCR3

CCR1
CCR2
CCRs
CCR8

CX,CR1
CXCR4

CCR1
CCR2
CCR4
CCRs
CCR7

CX,CR1
CXCR3

CXCR4

CCR1
CCR2
CCR3
CCR4
CCRs
CCRe

CXCR4

CXCR1
CXCR2

CCR2
CCRs

CX,CR1
CXCR3

Cell Type

Eosinophil

Basophil

Monocyte

Activated &1 A
T cell el ¢ |

Dendritic 3

Neutrophil Qg

b
-

Natural
killer cell

Figura 7-

Familias de quimiocinas, receptores e principais células secretoras.
Na primeira coluna a representacdo das quatros familias de quimiocinas, na segunda
coluna representantes de seus receptores e na ultima coluna estao as células que

secretam essas quimiocinas.
Fonte : (Luster, 1998)
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As quimiocinas podem ser classificadas também quanto ao seu padrdo de
expressao e funcdo em quimiocinas homeostéticas ou inflamatorias. As quimiocinas
homeostéticas sdo constitutivamente expressas em determinados tipos de células e
tecidos, e desencadeiam um papel de grande importancia no desenvolvimento
embrionario e para migracao de células tronco através do corpo. J& as quimiocinas
inflamatdrias ndo sdo constitutivamente expressas, mas induzidas por estimulos
inflamatorios (Zlotnik et al., 2011).

A principio, as quimiocinas eram descritas por sua capacidade de regular
seletivamente o recrutamento e o trafego de leucdcitos no entanto, atualmente sabe-
se que as quimiocinas participam de outros processos tais como nas respostas
imunes, doencas infecciosas, no desenvolvimento de varios sistemas e 6rgéos, e
sua ligacédo direta com o desenvolvimento do cancer e metastases (Zlotnik, 2004).

Um exemplo importante da atuacdo das quimiocinas € descrito na infeccéo
pelo HIV. Para que o virus da imunodeficiéncia humana possa infectar os linfécitos
ou macrofagos é necesséaria a ligacdo do virus a proteina de superficie CD4 e
também de CXCR4, um receptor de quimiocina (Bleul et al., 1996).

Um dos papéis mais importantes das quimiocinas esta relacionado com o
seu envolvimento com a regulacdo na formacdo de metéstases. Receptores de
quimiocinas podem potencialmente facilitar a disseminagdo de um tumor desde a
adesdo das células tumorais ao endotélio, o extravasamento pelos vasos
sanguineos, a colonizacdo metastéatica, angiogénese, proliferacdo e protecdo contra
a resposta do hospedeiro (Allinen et al., 2004; Hartmann et al., 2004).

Também é cada vez mais reconhecido que as quimiocinas desempenham
um papel importante no sentido de facilitar a comunicacdo entre as células
cancerosas e células ndo-neoplasicas no microambiente tumoral, incluindo células
endoteliais e fibroblastos, promovendo a entrada de neutrofilos e macrofagos
associados ao tumor dentro do microambiente tumoral (Allinen et al., 2004;
Hartmann et al., 2004).

1.3.1. A Quimiocina CXCL12 (SDF-1a)

O gene da quimiocina CXCL12 foi clonado a partir de linhagem de célula de

estroma da medula 6ssea de camundongo em 1993, sendo que originalmente foram
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encontradas duas isoformas denominadas SDF-1a e SDF-13 (Stromal-derived
factor-1) (Tashiro et al., 1993). CXCL12a é a isoforma predominante secretada
pelas células estromais da medula 6ssea podendo ser encontrada em quase todos
0s oOrgdos. CXCL12B3 difere por diferentes aminoacidos na porcdo C-terminal
(Tashiro et al., 1993). Existem ainda outras quatro isoformas de CXCL12, todas com
atividades quimiotaticas (Yu et al., 2006). Elas sdo derivadas de eventos de
processamento alternativo sendo idénticas na regido dos trés primeiros exons, com
tamanho variavel da proteina final contendo no méximo 140 aminoacidos sendo que
foram descritas como CXCL12y (gama), CXCL12d (delta), CXCL12¢ (epsilon) e
CXCL12 # (phi) (Zhou et al., 2000; Yu et al., 2006).

A quimiocina CXCL12 possui diversas fun¢des bem estudadas como a
estimulacdo da migracdo celular durante o desenvolvimento embrionario, a
guimiotaxia de leucécitos, além da migracdo de células tronco embrionarias
circulantes para locais que necessitem de reparo ou regeneracdo tecidual, na
sinalizacdo do sistema imune, resposta inflamatéria e também no desenvolvimento
do cancer (Kucia et al., 2006; Karin, 2010). Por exemplo, na fase embrionaria,
CXCL12 juntamente com fatores de crescimento, direciona a proliferacdo e
diferenciacdo de células progenitoras imaturas, promovendo a ativacdo da
maquinaria de adesdo, rearranjo do citoesqueleto, controle do ciclo celular e
secrecdo de enzimas proteoliticas (Dar et al., 2006). CXCL12 estd envolvida
também em diversas doencas do sistema imune como artrite, lUpus eritematoso
sistémico, entre outras, destacando-se as multiplas faces de CXCL12 na saude e na
doenca (Karin, 2010; Sun et al., 2010).

A quimiocina CXCL12 exerce suas fungdes de sinalizacéo celular através de
dois receptores, CXCR4 (Nagasawa et al., 1998) e CXCR7 que parece atuar como
um co-receptor (Miao et al., 2007). Muller et al (2001) foram os primeiros a
demonstrar o envolvimento das quimiocinas com 0 processo de metastases no
cancer de mama. Este trabalho foi determinante para mostrar que as metastases
nao ocorrem de maneira aleatéria, mas sim, de forma direcionada por um gradiente
de concentragdo de moléculas, entre elas CXCL12. Muller et al., (2001) observaram
gue células mamarias normais nao expressam ou expressam pouco CXCR4. Por
outro lado as células tumorais mamarias que superexpressam CXCR4 séo
direcionadas para os locais que expressam CXCL12, sendo 0s mais comuns, 0SS0S,

pulmdes, figado, cérebro e linfonodos (Muller et al., 2001). CXCR4 é amplamente



INTRODUCAO 36

expresso em células hematopoiéticas, linfécito T e B, mondcitos, macrofagos,
neutrofilos, eosinofilos, cérebro, pulmdes, colon, figado, endotélio, retina entre outros
(Ratajczak et al., 2006). Existe uma interacéo fisioldgica normal entre CXCL12 e seu
receptor CXCR4, e nas neoplasias malignas o mesmo tipo de interacdo funciona
para direcionar a migragédo de células metastaticas. Nesse processo células tronco
ou célula tumoral primaria seguem Vvarias etapas: a) saem do seu local e entram na
circulacdo sanguinea, b) chegam ao seu local alvo via circulacdo sanguinea
periférica ou via drenagem linfatica, c) aderem ao endotélio, d) invadem o tecido,
proliferam e se estabelecem no local novo (Furusato et al., 2010).

Diversas moléculas tem seu papel comprovado no processo de migracdo e
estabelecimento de células metastaticas no cancer de mama (Sun et al., 2010).
Resumidamente, as células do estroma do microambiente tumoral possuem a
capacidade de modular a expressao de CXCR4 da célula epitelial normal através de
TGF-B e assim, pode proporcionar a interagcdo entre CXCL12 e esta célula (ver
ndamero 1 na Figura 8). CXCL12 pode ativar nessa célula alvo a via de sinalizagéo
mediada pela Akt, e este seria um evento inicial muito importante para produzir a
massa tumoral predisposta a progressdo maligna. De modo similar as células do
estroma produzem IFNy e IL5 que também atuam estimulando o crescimento da
massa tumoral (ver nimero 1 Figura 8). Para que as células tumorais malignas
possam migrar € necessaria a producdo de algumas moléculas que produzam a
degradacédo da matriz extracelular, tais como, as metaloproteases MMP2 e MMP9.
Além disso, o estroma produz continuamente CXCL12 que atrai células progenitoras
endoteliais promovendo angiogénese (ver numero 2 Figura 8). A partir de algum
ponto nessa etapa as células tumorais malignas estdo aptas para a etapa de
intravasao vascular (ver numero 3 Figura 8), seguida da extravaséo para 0rgaos que
expressam CXCL12 em quantidades significativas para promover um gradiente de

concentragéo (ver numero 4 Figura 8) (Sun et al., 2010).
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Figura 8- Representacdo esquematica mostrando o papel da ativacdo do receptor celular
CXCR4 no microambiente tumoral em ambos no sitio primario e metastatico.
A interacdo molecular entre o estroma e células tumorais no microambiente tumoral
pode levar a superexpressao de CXCR4, a qual esta envolvida na tumorigénese, e
intravasdo de células tumorais. CXCL12 produz um gradiente quimio-atrativo para
células circulantes do tumor CXCR4-positivas podendo assim serem responsaveis
pelo processo de extravaséo e metéstase a 6rgdos especificos. CXL12 (SDF-1), fator
1 derivado de estroma; TGF-[3, fator de transformagao do crescimento B; MEC, matriz
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Fonte: Sun et al., 2010.
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Wendt et al., em 2008, avaliaram o silenciamento do gene CXCL12
estudando uma regido do promotor contendo uma parte de uma ilha de CpG (-143
até +75) em linhagens tumorais de mama. Esta regido foi sequenciada e ficou
demonstrado que a linhagem MDA-MB-231 que n&o expressa o gene CXCL12
possui essa regiao de DNA densamente metilada. Por outro lado, a linhagem MCF7
gue expressa este gene, estava quase totalmente desmetilada, demonstrando que o
silenciamento de CXCL12 ocorre por hipermetilacdo da regido promotora do gene.
Em nosso laboratério estudamos mais detalhadamente a regido a 5 do gene
CXCL12 que contém cinco ilhas de CpG e o seu envolvimento com o cancer de
mama (Ramos, 2009). Foi utilizada neste estudo a técnica de PCR metilacdo
especifica (MSP) em tumores primarios de mama, para a ilha de CpG 2 estudada
por Wendt et al.,, (2008) e n&o foram encontrados resultados com significado
estatistico com os dados clinicos patolégicos avaliados. Por outro lado, o
silenciamento do gene CXCL12 na regido da ilha de CpG 4 possui significancia
estatistica com dados clinicos patoldégicos das pacientes. Destacando-se a
ocorréncia de metastases (p = 0,0008) e morte (p = 0,0019) (Ramos et al., 2010).
Além disso foi encontrada também uma forte associacdo entre essa regido do
promotor do gene CXCL12 com a hipermetilacdo do gene do receptor de estrégeno
(ESR1), ambas relacionadas com a diminuicdo da sobrevida global das pacientes
(Ramos et al.,, 2010). Resumidamente nossos resultados nos permitiram concluir
que quando o gene CXCL12 é silenciado no cancer de mama ocorre a ativacao do
processo de metastases nas células tumorais e as metastases diminuem o tempo de
vida das pacientes. Portanto, este trabalho demonstrou que a ilha de CpG 4 do gene
CXCL12 estava envolvida no silenciamento génico em tumores primarios de mama
(Ramos et al., 2010), o que néo foi observado no trabalho descrito por Wendt et al.,
(2008).
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2. JUSTIFICATIVA

Apesar do avango no diagndstico e tratamento, o cancer de mama é o tipo
mais comum e a principal causa de morte por cancer entre as mulheres no mundo
(Jemal et al., 2011). Entretanto, ndo € o tumor primario em si que causa a morte,
mas sim a sua disseminacao para outros locais secundarios como 0ssos, pulmdes,
figado, cérebro e linfonodos. Nesse momento estdo sendo discutidos dois modelos
de disseminacdo das metastases. O primeiro € denominado modelo linear no qual o
tumor maligno tendo inicio em uma célula passa por multiplas fases e apos 12 anos,
pode alcancar uma massa de aproximadamente um cm. Em seguida, apos 31
meses pode ocorrer a disseminacao da primeira colénia metastatica e a partir dessa
colénia, em apenas 30 dias podem se formar metastases das metastases, o que
geralmente leva a paciente a obito (Klein, 2009). O segundo modelo denominado
paralelo, € mais agressivo e 0 mais provavel biologicamente e envolve a formacao
das metastases em qualquer tempo dentro de 12 anos, com a formacgédo de multiplos
clones metastaticos, que se desenvolvem da massa primaria com tamanho inferior a
um mm (Klein, 2009). Nesse sentido, todos os estudos relacionados com 0s genes
envolvidos com o processo de metastase tem um imenso potencial para esclarecer
como todas essas etapas ocorrem, e com isto, buscar o diagnéstico precoce e
tratamento efetivo para essa doenca.

No estudo do cancer de mama o par CXCR4/CXCL12 tem papel bem
definido como proteinas que fazem parte do mecanismo de metastases. O receptor
CXCR4 é fundamental para a migracdo de ceélulas tumorais metastaticas para
orgaos onde a quimiocina CXCL12 estad expressa, além disso, alguns trabalhos
indicam seu envolvimento com a disseminagao e progressao de diversos tumores
(Burger e Kipps, 2006). O gene CXCL12 possui uma regido promotora rica em
dinucleotideosCpG distribuidos em cinco regides como estudo por Ramos et al.,
2010.

Esse trabalho teve como objetivo a continuidade do estudo de toda a regiao
promotora do gene CXCL12 com intuito de se avaliar a dindmica do silenciamento
epigenético de um marcador metastatico em cancer de mama, e com isso,

determinar regifes que se sobrepdem a outras em termos de expressao génica.
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3. OBJETIVO GERAL:

Correlacionar a expressdao do gene CXCL12 em linhagens tumorais de

mama com o perfil de metilacdo das ilhas de CpG 1, 2, 3, 4 e 5 da regido promotora.

3.1. Objetivos Especificos:

- Amplificacdo as regides que contém as ilhas de CpG 1, 2, 3 e 5 da regiao
promotora do gene CXCL12 de linhagens tumorais de mama

- Clonagem das regides amplificadas em vetor de sequenciamento.

- Sequenciamento dos clones de todas as linhagens tumorais.

- Estudo de correlacéo entre o perfil de metilacdo das ilhas de CpG com a expressao

do gene CXCL12 em linhagens tumorais de mama.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Cultivo celular

As linhagens celulares utilizadas neste trabalho foram cedidas pelo Instituto
Ludwig — SP e sao provenientes de diferentes tipos anatomo -patol6gicos de tumores
de mama. Estas linhagens foram coletadas de liquido pleural de pacientes que
tiveram metastases pulmonares (MCF7, PMC42, MDA-MB-435, MDA-MB 436 e
MDA-MB 231) descritas por (Lacroix e Leclercq, 2004). As linhagens HB4aC3.6 e
HB4a (que séo linhagens imortalizadas por SV40) (Stamps et al., 1994).

O cultivo foi realizado em meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado com
glutamina 0,2 mM e contendo garamicina 40 pg/ml em ambiente de CO; 5% a 37°C.
O cultivo celular foi iniciado em garrafas de 25 cm? e quando necessario transferido
para garrafas de 75 cm?. Para mudanca de garrafas ou estocagem das linhagens foi
utilizada a mistura de proteases contidas no reagente TrypLE™Express (Gibco) 1
mL/25 cm? seguida de incubacdo por 5 minutos a 37°C. O coquetel de proteases foi
diluido com 2 mL de meio RPMI 1640 e as células foram entdo centrifugadas a 700 x
g por 4 minutos. O concentrado celular foi ressuspenso em 1 mL de meio RPMI e

transferido para nova garrafa ou tubo criogénico.

4.2. Extracdo de DNA

O DNA das linhagens tumorais foi extraido, através do método de
fenol/cloroférmio (Sambrook e Russel, 2001).

Para extracdo de DNA foram utilizadas células crescidas em garrafas de 75
cm? contendo aproximadamente 4 x 10° células/ml. As células concentradas por
centrifugacédo foram ressuspensas em 4 ml de tampao TES ( Tris/HCL 1M, EDTA
0,5M e SDS 10%) contendo 100 pg/ml de Proteinase K. O processo de lise celular e
digestdo protéica foi incubado a 37°C por um tempo aproximado de 15 a 18 horas.
AplOs esse periodo foi realizada a extragdo do DNA com 1 volume de

fenol:.cloroférmio:alcool-isoamilico, na proporgcédo 24:24:1 seguida de centrifugagcéo a



MATERIAIS E METODOS 42

700 x g por 10 minutos. Esse processo foi repetido até a obtencdo de uma fase
aquosa transparente (no sobrenadante), livre de proteinas. ApOs recuperacdo da
fase aquosa, o DNA foi precipitado com 1/10 do volume de acetato de sodio 3 M, pH
52 e 2 wvolumes de etanol absoluto seguido de incubacdo em -20°C por
aproximadamente 18 horas. Apos este periodo o DNA foi centrifugado a 8000 x g
por 30 minutos, 0 DNA precipitado foi lavado com etanol 70%, e apos centrifugacao,
o material foi seco em estufa a 37°C. O DNA seco foi ressuspenso em
aproximadamente 500 ul de TE (10 mM de TrisHCIl e 50 mM de EDTA pH 8,0) e
armazenado a 8°C. A quantidade e qualidade do DNA obtido de cada linhagem
tumoral foram avaliadas através de leitura em espectrofotdbmetro Nanodrop 2000 e

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

4.3. Tratamento do DNA com Bissulfito de Sédio.

O DNA das linhagens foi tratado com bissulfito de sodio utilizando o kit
Epitec segundo especificacbes do fabricante QIAGEN. O tratamento com bissulfito
de sodio nas amostras gera a deaminacao das citosinas gerando uracilas, que apos
a reacdo de PCR serdo substituidas por timinas, ou seja, nas andlises de
sequenciamento do DNA, as citosinas que se mantiveram na sequéncia sao
consideradas metiladas por ndo terem sofrido a modificacdo com o bissulfito de
sédio, e aquelas que ndo estavam metiladas foram visualizadas como timinas. A
utilizacdo do tratamento com o bissulfito de sédio nas andlises de metilagdo foi
descrito por (Clark et al., 1994), e atualmente € a metodologia mais utilizada nessas
analises. A etapa mais critica para determinar o padrdo de metilacdo € a completa
conversdo da citosinas ndo metiladas. Este objetivo pode ser alcancado incubando o
DNA em altas concentracdes do sal bissulfito de sodio, altas temperaturas e baixo
pH. Estas condicfes extremas geralmente levam a um alto grau de fragmentagcédo do
DNA e perda durante a purificacdo. A purificacdo € necessaria para remover 0s
bissulfito e outros componentes que poderdo prejudicar a reagcdo de
sequenciamento posteriormente.
Resumidamente segundo o protocolo, utilizamos o DNA em uma
concentracdo de até 2 pg em um volume de 20 pl, foram acrescentado 85 ul da

mistura do kit contendo bissulfito de sodio (preparado conforme protocolo do kit
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Epitec), foi acrescentado 35 pl de DNA protect buffer, (contém tetrahidrofurfuril
alcool) que evita fragmentacdo do DNA, promove uma efetiva desnaturacdo e além
de conter um indicador de pH 7,0 (azul a verde). O volume final foi de 140 ul que foi
dividido em dois tubos, e incubado em termociclador por 5 horas a 99°C por 5 min,
60°C 25 min, 99°C 5 min, 60°C 85 min, 99°C 5 min e por fim 70°C 175 min, para que
ocorresse a reacdo de deaminacdo do DNA. Apds o término da reacao, foi
acrescentado ao DNA 560 pl do buffer BL (tiocianato de guanidina), e a mistura foi
transferida para uma coluna. A coluna foi centrifugada a 8000 x g por 1 minuto,
lavada duas vezes com o buffer BW (500ul), (contém etanol 96%) centrifugada por 1
minuto, trés vezes para secar completamente a coluna. Em seguida foi adicionado a
coluna 500 pl do buffer BD (que contém hidréxido de sédio) por 15 min em
temperatura para que ocorresse a dessulfonacdo da amostra (neutralizacdo do
bissulfito de sédio). O buffer BD foi descartado por centrifugacdo da coluna, que em
seguida foi seca para posterior eluicdio do DNA tratado com buffer EB
(aproximadamente 30ul).

Para o controle de eficiéncia do tratamento de DNA com o bissulfito de sodio
foi feita uma reacao nested PCR utilizando os iniciadores para a regido SATR1 como
descrito (Costa et al., 2006). Essa reacado utiliza iniciadores que flanqueiam uma
regido de DNA hipometilada ou seja, rica em timinas apdés o tratamento com

bissulfito de sédio.

4.4. Planejamento dos Iniciadores para clonagem das ilhas de CpG.

Os iniciadores planejados para este estudo foram aqueles que amplificaram
as ilhas de CpGs do gene CXCL12, que estao representados na figura 9 como |, I,
l, e V.

Para cada ilha de interesse foram planejados dois pares de iniciadores, uma
vez que utilizamos a técnica de nested PCR, onde utilizamos o primeiro par de
iniciadores para uma reacédo de PCR de menor estringéncia e o segundo par para
outra reacdo de PCR com maior estringéncia, utilizamos como molde o produto de
reagdo da primeira PCR. Para tanto levamos em consideracdo que o estudo era de

metilacdo, entdo, o DNA deveria obrigatoriamente estar tratado com bissulfito de
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sédio, sendo assim, a etapa de planejamento dos iniciadores foi de fundamental
importancia. Toda a sequéncia de DNA ndo metilada foi modificada apés o
tratamento com bissulfito de sodio, portanto os iniciadores foram planejados fora da
regido rica em CG, sendo que esses ndo poderiam anelar em nenhum dinucleotideo
CpG, garantindo assim que a ilha de CpG de interesse fosse clonada de todas as
linhagens desse estudo. Consideramos entdo para o desenho dos iniciadores, que
na sequéncia universal todas as citosinas sdo convertidas em timinas e na
sequéncia dos iniciadores reversos todas as guaninas se convertem em adeninas.
Para conseguirmos iniciadores em regides adequadas, utilizamos o programa
Methprimer  (http:/Awww.urogene.org/methprimer/index1.html>) que mostra a
conversdo do DNA ap0s o tratamento com bissulfito.

A Figura 9 mostra esquematicamente a regiao promotora do gene CXCL12

com as ilhas de CpG e os iniciadores com 0s ndameros correspondente a Tabela 2.

16 =—» =17 12— €13 9—» «10|5—> &6 1= &2
18— <19 <15 11— <10 3— <4
Vv v ] Il
Figura 9- Representacdo esquematica da regido promotora do gene CXCL12, localizacao

e numeracdo dos iniciadores utilizados nesse trabalho.

As ilhas de CpG do gene CXCL12 estdo mostradas nos retdngulos azuis e
numeradas em I-(ilha 1), II-(ilha 2), Ill-(ilha 3), IV-(ilha 4) e V-(ilha 5). As setas em azul
acima das ilhas estdo representando os iniciadores da primeira reagdo de PCR e as
setas em vermelho os iniciados da rea¢c@o nested, os nimeros ao lado de cada seta
representam os iniciadores, e a sequéncia dos mesmos estdo mostrados na Tabela
2.

Fonte: O autor (2012)
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Iniciadores Temperatura de Tamanho do
anelamento para Nested Fragmento
PCR(°C)
1-F1I1 TTGATTTTAAGTTGGTTGTA 43, 45, 47 684
2-R1I1 CTTTACTACAACTCTCATTCTA
3-FNI1 TTTGTTTGTTTATTTTTTATTTATTGT 47, 49, 51 454
4-RNI1 ATCCCTAAACCTCTCTCAAATAAAC
5-FFI2 GGGAAGAGTTTTTTGGATTTAGAAG 41, 43, 45 696
6-RFI2 TTATTATCCCTATAACAAAACC
7-FNFI2 FNGAGTTTTTAGTTTTTTGGGT 44, 46, 48,5 511
8-RNFI2 CAATAAAAAACAAACAAATTAATC
9-FII2 GGATTAATTTGTTTGTTTTTTATTG 52,54, 56 711
10-RII2 AACTACCTCCACCCCCACTATAT
11-FNII2 GGGGTTTTGTTATAGGGATAATAA 54, 56, 58 595
12-FI3 GGATTTTTTAGGGATAGGGA 44, 46, 48 453
13-RI3 TCTAACAAACAAACAATACTCA
14-FNI3 GTTGGGAAGGATATAGAGAGGTGGTT] 46, 48, 50 271
15-RNI3 AAACTAAAAACTCCCCCACCCC
16-FI5 AATGGTTTGGTTTGATGGT 46, 48, 50 668
17-RI5 ACACCCACTATATACTAAACCT
18-FNI5 ATTTAGGTTGGAGTGTAG 46, 48, 50 306
19-RNI5 ACAAACCTCACAATTTTA

O autor (2012)

A primeira ilha a ser estudada foi a ilha CpG 1 do gene CXCL12, que possuli

454 pares de bases e esta localizada entre os nucleotideos +512 e +853.

A Figura 10 a seguir mostra os nucleotideos na forma que o programa

Methprimer representa, o DNA tratado com bissulfito esta na fita alinhada abaixo.

Os dois pares de iniciadores planejados para as reacfes de PCR estdo em

destaque.

1 GAGGGTTTGTGACCTGCAGAGAGCGACCGCCTGACC TCAAGCTGGCTGCAGAGCGAGGTC
RN R R R AR e A N AR A N AR AR R RN A A R
1 GAGGGTTTGTGATT TGTAGAGAGCGATCGTETGATT TTAAGTTGGT TGTAGAGCGAGGT T

(1) FI1

61 AGCCGGGACAACTGGGCAGGAACGCCCCAAGAGAGCGTTCGGGACT GGCGCGGGAAGGCG
B N R R R N R A NN AR N S N R s S N N s
61 AGTCGGGATAATTGGGTAGGAACGTTTTAAGAGAGCGTITCGGGATTGGCGCGGGAAGGCG
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121 CGAGGGTGGGGAGCCGCGGACCCCAGACCCCTGCCTGCCCACCCTCCACCCACTGCCTTC

AR R e N N R R R R

121 CGAGGGTGGGGAGTCGCGGATTTTAGATTTTTGTTTGTTTATTT TT TATTTATTGT TTTT
(3) FNI1

181 JBBCTABBGGCTEEGTT TCCACAGCEBAATGGGC TCBBAGGTCCTGCTGEBCACAGTGCT
e N N N A N R N R N AN A R AN N A R N
181 TEET TGEEGGTTEEGTTTT TATAGGEBAATGGGT TT@BAGGTTT TG TTGEETATAGTGT T

241 GGAGGTEEGGEEGT GCATGGEBAGAGEEEEC TTT GCAAAGT TEBCC TCATGCBBBEACT T

R N R N N N R R AN s R AN s

241 GGAGGTEEGGEEGTGTATGCEEAGAGEEBET TTTGTAAAGT TEETT TTA TG TEEGEATT T

301 GAGGCTGTGAGGTC.ATGCAG(-CAGCCTC.CTCCCTG.AAGC.ATCCTCTCC
T s s e I R e I I e B e B RN B

301 GAGGTTGTGAGGTTEEATGTAGTBEEETAGT TTT.TTT TT TGEEAAGTEEATTTTTTT T

361 CCACACC CT-GGGC TCTTGGC CAGG-GG.GGC el o ¢ o clel o cloNeleinehi o < /elele)
R A N A N R A R N N N Rt N I N A N
361 TTATATTTT BE8EGGcTTTTTGGT TAGG-GG.GGT el o c o cielo cagNeliue] T.GGT

421 TTGTGCCACCEECCAGGCEBBECT TCTGCACAGC TCEEEEG TCBEC AGBEABEEEGACCT

O T B o B N o o O B T R B B B o o I O e I I o o sl O

421 TTGTGTTATTEETTAGGTEEEETT TT TGTATAGT TTBEEEG TTEET ACEEABEEECGATT T

481 TTGTGTTATTEBTTAGGTEEEETT TT TGTATAGT TTBEEEG TTEE T ACBEABEEEGATT T

FETTTEEEE A L LT E Tttt LT E P At | [ | | [+ | At ] ] ]
481 TTGTGTTATTEETTAGGTEEGETT TT TGTATAGT TTBEEEG TTEET AcBEA BEEECATT T

541 GGGEEEEEETCCAGCEECT GTCTTCCTGTCTCTTCTBBGGT TCACCTGAGAGAGGCCCAG

N R N N N R A N A N N NN

541 GGCEEEEEETTTAGTEETTGT TTT TT TGTTT TTT TTB8GGT TTATT TGAGAGAGGT TTAG
(4)RNI1

601 GGACCCTCCGAGCCTCACACGCCCCCTCCCCAGCTCCCCAAACACACCTGCAGACAGGCT
R N R N R A A R N A A
601 GGATTTTTCGAGTTTTATACGTTTTTTTTTTAGTTTTTTAAATATATTTGTAGATAGGTT

661 CTTTTGTCACCAGCTGGCCAAGCGCT TTGCCCCAGAATGAGAGC TGCAGCAAAGTTCAAT

RN A R R A NN e N R R AR AR AR A AR RN

661 TTTTTGTTATTAGTTGGTTAAGCGTTTTGTT THACAATCACACT TCTAGTAARG TT TAAT
(2)RI1

Figura 10- Regido de DNA contendo a ilha de CpG 1 do gene CXCL12.
Em cinza esta destacada a ilha de interesse. Em verde estéo destacados os
iniciadores para reacdo de PCR (1 FIl e 2 RI1) e em amarelo as regides alvo que
corresponde a reacdo nested (3 FNI1 e 4 RNI1). Em rosa estdo destacados 0s
dinucleotideos CpG da llha 1.
Fonte : O autor (2012)

A seguir esta mostrado o planejamento dos iniciadores da ilha CpG 2 do gene
CXCL12 o qual devido a extensdo essa regido foi dividida em duas partes (para
facilitar a clonagem) que foram denominadas: inicio da ilha de CpG 2l e fim da ilha
CpG 2 F na figura 11.
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1801 CATCTGGGATGTCTCGGGGGTATCCGGAGGGCTAAGCACCGCCGAGGGACGGCTCCGT GG
N RN A e RN R s e AR AR A N NN AR S h S RN NN RS A R e N
1801 TATTTGGGATGTTTCGGGGGTATTCGGAGGGTTAAGTATCGTCGAGGGACGGT TTCGTER

1861 GAAGAGTTTTCTGGACCCAGAAGGCAGACGCCAGTAGTAC TGT CCTAGGAGTCGGAGGTC
R R AR AR RN A R R R A N R A R AR RN E= R N
1861 GARGAGTTTTTTIGGATTTAGAAGGTAGACGTTAGTAGTAT TGTTT TAGGAGTCGGAGGTC
(5) FFI2

1921 GGGGTGGGGGAGT TCTCAGCTCTTT GGG TEBECABBGAGCT TTT CTTGGGTAAGGCAGTAA

FILEEEEET e e b b b b EEE Pade b EE b L EEE s EEEEEE PR Fe T

1921 GGGGTGGGGGAGTTTTTAGT TTTTTGGCTEETABEGAGTT TTT TT TGGGTAAGGTAGTAA
(7) FNFI2

1981 GTACTTAGGTTTAAAGGACTTACTTACAGCTACCATTTATTGAGTACTGTCTGCTTGTCA

N R A N R e N R R AR AR N AR A A R RN
1981 GTATTTAGGTTTAAAGGATTTAT TTATAGT TATTATTTAT TGAGTATTGTTTGTTTGTTA

2041 GACABBATGCAGAGAATT THIEEEGEETGGGGEEGG TCT CATTGAATCT CCBETCCCACTC
N R R e A N N A N N R R R AN RS Sl N A
2041 GATABEATGTAGAGAATT THEEEGEETGGGGEEGGTTT TATTGAATTT TTBET TT TAT TT

2101 BEEEGGGTGGGCCTGT GATTAGCTCATT TCACCAT TGAGAGGT BBGAAGTACAAAGGCTA

AL PP e b P b bee FELED T T EEEEEEEre b b ]
2101 @EEEGGGTGGGTTTGT GATTAGT TTATT TT ATTAT TGAGAGGT B@GAAGT ATARAGGT TA

2161 CATTEECT TTTACTGAGAGCEECEBBGEECCTTC TGCTT TGTTT GTACAGGBEAGGARACT
B N R AR N A N A N R s A AR
2161 TATTEETT TTTATTGAGAGTBETBEGEETT TTT TGTTT TGTTT GTATAGGEBEAGGARATT

2221 GAGGCTBBGCTGGTGGEEBBTGGGCTT GGAGT CBBAGCCABBCT GAC TGCAAAGABEGG
R N R N R RN s R A s N AR R AR R
2221 GAGGTTEEGITGGTGGEETEETGGGTTT GGAGT TBBAGTTABETT GATTGTAAAGABEGG

2281 TCTCATTCCEBCAGATEEAGCTC TGCEBGEEGC TCEECBB AL GCBBGGCAGGTGGBBAG

Felel i beetta LTIl le [ latt [+ [ [+hetto [ [ ot [ [ [[[][++]]
2281 TTTTATTT TEETAGATEEAGTTT TG TEEGEECT TGEETEB T2 GTEBGGTAGG TG GBBAG

2341 CTTGAGCCCCCABBCACAGARAGCAGGACCCCC TEBGC TGCCT TGGGCEfccACBBCCAG
sl nneeeas =gl gl nellnleeees ===klclleallgdses]adas]||
2341 TTTGAGTTTTTABETATAGAAAGTAGGATT TTTTEEGT TGTTT TGGGTEETTATEETITAG

2401 CAGGCCCTCEBCCEEGGACTAACTTGTT TGCTT T CATTG
E I B B e o T B R N R R R
2401 TAGGTTTTTEETTEEGGATTAAT TTGITTGTTT TTTATTG

(9) FII2 (8)RNFI2

GGTTTTGTTATAGGGATAATA
(11)FNIIZ2 (6)RFI2
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TATA BOX LIKE

+
[~

(10)RII2

CGCTTAGCTGGGCGCTCTGGTGCGGTGTCGCGTTCAAAGCCCTACTTTTGCGCC
iR R RN R AN A N R R A N R N ety
CGTTTAGTTGGGCGTTTTGGTGCGGTGTCGCGTTTAAAGTTTTATTT TTGCGTC

3181 GAGGGITTGTIGACCTGCAGAGAGCGACCGCCTGACCTCAAGCTGGCTGCAGAGCGAGGTC
AR R R e R R R A N A A A R A NN
3181 GAGGGITTGTIGAT TTGTAGAGAGCGATCGT TTGAT TTTAAGTTGGTTGTAGAGCGAGGTT

Figura 11- Regido de DNA contendo a ilha de CpG 2 do gene CXCL12.

A ilha de CpG 2 foi dividida em 2 partes, inicio e fim, sendo que na cor cinza forte
esta representado o inicio da ilha 2 e em cinza claro o fim da ilhas 2. Em verde estéo
destacados a sequencia dos iniciadores para reacdo de PCR: (5 FFI2 e 6 RFI2) e (9
FlI2 e 10 RII2). E em amarelo estdo as regides alvo que correspondem a reacgao
nested: (7 FNFI2 e 8 RNFI2) e (11 FNII2 e 10 RNII2). Em rosa estdo destacados 0s
dinucleotideos CpG, a area em cinza mostra a ilha de CpG determinada pelo
programa Methprimer. Os iniciadores (9 e 8) e (11 e 6) estdo sobrepostos. Em
vermelho esta destacado uma regido similar a um TATA BOX do gene CXCL12.
Fonte : O autor (2012).
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Em seguida o planejamento da ilha de CpG 3 do gene CXCL12 na Figura
12.

61 GCCGCTGACCGCCCACTCCCCGACGGCCAGGACTCCCCAGGGACAGGGACGT GTCCCCAG

(A R S e e i b R A R AN A N N AR R A A R

61 GICGTTGATCGTITTATTTTTCGACGGT TAGCATI I I TAGCCATAGGGAC GT GTT TT TAG
(12)FI3

121 GGCAGGCCCCTGGATGGACGCGGCGACTGACCCCACTTCGCTGGACGCTGTGCT GGGAAG
IR A N RN s N N N AN S A RN A NN R

121 GGTAGGTTTTTGGATGGACGCGGCGATTGAT TTTAT TTCGT TGGACGTTGTGTTGGGAAG
(14) FNI3

181 GACACAGAGAGGTGGCTGGGGCAGCCTCEECTCACAAACEBAGCCCCARAAGGCCEECTCT
I T A - 5 5
181 GATATAGAGAGGTGGTT GGGGTAGTT TCEEGTTATAAAGEEAGGTT TAAAGGGGEETTTT

241 CCTCACCCCCA.TCTCCTGGGTGC.ACCTGCACCCTCCCTT.CCAC.GACTGGGGC
I I 2 T I T 2 A I e B B B
241 TTTTATTTTTA.TTTTTTGGGTGT.ATTTGTATTTTTTTTT.TTAT.GATTGGGGT

301 CATCTGGGATGTCTBEGGGGTATCEEGAGGGCTAAGCACBECBEAGGCABBGCT CBBTGG
NN RN A R N RN s e RN S S A RN
301 TATTTGGGATGTTTEEGGGGTATTEEGAGGGTTAAGTATEETEEACGGCABEGTT TBBTGG

361 GAAGAGTTTTCTGGACCCAGAAGGCAGABEC CAGTAGTACTGTCCTAGGAGTEEGAGGTR

AR N A N R A
361 GAAGAGTTTTTTGGATT TAGAAGGTAGABET TAGTAGTATTGTT TTAGGAGTEBGAGGTH

421 lGGGTGGGGGAGTTCTCAGCTCTTTGGGTCGCACGGAGCTTTTCTTGGGTAAGGCAGTAA

e R R R N R N NN R A N R R RN RN RN AR
421 BGGGTGGGGGAGTTTTTAGTTTTTTGGGT CGTACGGAGT TTTTT TTGGGTAAGGTAGTAA
(15)RNI3

481 GTACTTAGGTTTAAAGGACTTACTTACAGCTACCATTTATTGAGTACTGTCTGCTTGTICA

RN N N A N N A A R AR AR NN RN ER AR R
481 GTATTTAGGTTTAAAGGATTTATTTATAGTTATTATTITA

(13)RI3

541 GACACGATGCAGAGAATTTCGCGGCGTGGGGCGGGT CTCAT TGAATCTCCCGTCCCACTC
RN AR e N e N N N NN I S o I S I
541 BATACGATGTAGAGAAT TTCGCGGCGTGGGGCGGGT TTTAT TGAAT TTTTCGTT TTATTT

Figura 12- Regido de DNA contendo a ilha de CpG 3 do gene CXCL12.

Em verde estdo destacados os iniciadores para reacdo de PCR: (12 FI3 e 13 RI3) e
em amarelo as regides que correspondem aos iniciadores da reagdo nested: (14
FNI3 e 15 RNI3). Em rosa estdo destacados os dinucleotideos CG. E em cinza toda
extensdo da ilha de CpG 3 determinada pelo programa Methprimer.

Fonte : O autor (2012).

Por fim, foi realizado o planejamento dos iniciadores da ilha de CpG 5 do
gene CXCL12, a Figura 13 abaixo, com a ilha em destaque e os dois pares de
iniciadores. Nessa regido os iniciadores internos da reacdo nested ndo foram

planejados pelo programa Methprimer.
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61 CGAATTTGAGAGGTACCCCTGTGGCCGAGTGAGCT GGAGACATGT CARRATGGCCTGGIC
ad R RN N N N e R R R R A RN NN R R N RN
61 CGAATTTGAGAGGTATTITTTGTGGTCGAGT GAGTTGGAGATATGTTA
(16)FI5

121 TGATGGCCGCCTGCCTGTGCAGGCGGTGC GGAGGCCCCCAGAGT GTACAGGGTT TTATTT
RN N R R N R A A R AN A N N R AR R
121 EEATEEHCGTTTGT TTGTGTAGGCGGTGCGGAGG TT TTTAGAGTGTATAGGGTTTTATTT

181 TATTTTATTTACATATTTACATATTTATTTATTTATTTACATATTTGTITTATITATTTAT

R R A NN R R A RN NN N R R R RN
181 TATTTTATTTATATATTTATATATTTATT TATTTATTTATATATTTGITTATITAT TTAT

241 TTTTGAGACGGAGTCTCGCTTTGT CACCCAGGCT GGAGTGCAGT GGECCATCTEEGCTC

T e e e S 1 e I B B B

241 TTTTGAGACGGAGTTICGTTTTGTTATTTAGGTTGGAGTGTAGT GCEET TATTTEEGTTT
(18) FNIS

301 ACTGCAAGCTCEEBCCTCCBBGGTT CABECCATTTTCCTGCCTCAGCCTC CBBAGTAGCTG
RS S s NN A R R R R A A N A S S R RN RN
301 ATTGTAAGTTTEETTTT TEEGGTT TABET TATTT TT TTGTTTTAGT TTT TBBAGTAGTTG

361 GGACTACAGGEBCCEECCcAcCABBGCEEGCTAAT TTTTT TGTAT TTTTAGTAGAGABEGG
R R N R e A R R R A R A AR A
361 GGATTATAGGEETTEET TATTABEGTEEGTTAAT TTTTT TGTAT TTTTAGTAGAGABEGG

421 GTTTCACBETGT TAGCCAGGATGGTC TEEAACTCCTGACCTEET GATCEEC dB8cC TBBG
I R e B I e B N B e N N R A N NN N
421 GTTTTATEETGT TAGTTAGGATGGTT TEEAATTT TTGAT TTEET GATTEET T8ETT TEEG

481 CCTTCCAAAGTGCTGGGAT TACAGGCATGAGCCACEBTGCCEEGCCAGGGT TTTARATTT
AN R RN N A R R S N A R N R RN RN
481 TTTTTTAAAGTGTTGGGAT TATAGGTATGAGTTATEETIGTTEEGTTAGGGT TTTAAATTT

541 CAATBECCAATTGTARAAT TGTGAGGCTTGTACCTAARATATGGAT CCTTGGCCACCCTA

R R R R N R N RS A N N N

541 TAATEETTAATTGTAAAATTGTGAGGTTTGTATT TAARAATATGGATTTT TGGTTATTTTA
(19)RNI5

601 TTTAAAATCCTAACTCCCACCCCACTTTCCTCTGCTCCATCTTCCCCTAGCATTTAATGG

IR e N R A N N A N N N R AR R

601 TTTAAAATTTTAATTTTTATTTTATTTTT TTTTGTTTTATT TTT TT TTAGTATT TAATGG

661 CCTTCTAAGTATTTTATGCGTAAT TACTTATGCT TAGCGCCATGTGCTTCTAAACGTITA
N NN R R R AN AN RN e R N N R A R R R NN
661 TTTTTTAAGTATTTTATGCGTAAT TATTTATGTT TAGCGTTATGTGTTT TTAAACGTITA

721 GTGCCTTTTCTAAACTACT TCAAACATGTAGCCCAGGTC TAGCACATAGTGGGT GCTCAG

RN N A N R A N R R R R N N AR AR A A AR AR AR

721 GTGTTTTTTTTAAATTATT TTAAATATGTAGTTT ACCITTACIATATACTCCEIGH TTAG
(17) RI5

Figura 13- Regido de DNA contendo a ilha de CpG 5 do gene CXCL12.
Em verde estdo destacados os iniciadores para reacdo de PCR: (16 FI5e 17 RI5) e
em amarelo as regifes alvo que correspondem aos iniciadores da rea¢cdo nested: (18
NFI5 €19 NRI5). Em rosa estédo destacados os dinucleotideos CG. E a regido cinza
esta destacado toda a extensdo da ilha de CpG 5 determinada pelo programa
Methprimer.
Fonte : O autor (2012).
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4.5. Reacdo de PCR para clonagem das ilhas de CpG

As reagdes de PCR foram realizadas em um volume final de 20 yL contendo
tampdo de PCR 1x, 1,5 mM MgCl,, 200 pM dNTPs, 1 U de Taq Platinum
(Invitrogen), 8 pmoles de iniciadores e 1 yL de DNA previamente tratado com
bissulfito de sddio. As reacfGes nested foram realizadas nas mesmas condi¢cdes
utilizando de 1 pL do produto da primeira reacdo como molde. As reacdes foram
realizadas em condi¢cdes Touch Up com incremento de 2°C na temperatura de
anelamento ap0s o primeiro ciclo e com aumento de mais 2°C ap0s 0 sexto ciclo e
seguindo com esta temperatura de anelamento até o final da reacdo em 35 ciclos.
Os iniciadores empregados, temperaturas e fragmentos amplificados para todas as
ilhas de CpG deste estudo estao relacionadas na Tabela 2.

As condicdes de amplificacdo dos fragmentos na primeira reacdo, para
todas a ilhas foram: desnaturacao inicial do DNA por 5 minutos a 94°C, seguida por
1 ciclo de desnaturagéo a 94°C por 40 segundos, temperatura inicial de anelamento
por 2 minutos, essas temperaturas variaram de ilha para ilha e estdo relacionadas
na (Tabela 2), seguido de extensdo a 72°C por 2 minutos. Cinco ciclos de
desnaturacdo a 94°C durante 40 segundos, segunda temperatura de anelamento por
2 minutos, que também é variavel conforme a ilha e extensdo a 72°C por 2 minutos.
Por fim, 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 40 segundos, temperatura final de
anelamento por 2 minutos, (variavel para cada regido) e extensdo a 72°C por 2
minutos. Ao final da ciclagem, as moléculas foram estendidas por 5 minutos a 72°C.

As condi¢cdes de amplificacdo dos fragmentos, nas reacdes nested, para
todas as ilhas foram similares as descritas acima alterando tempo e temperatura de
anelamento conforme visto na Tabela 2.

Os produtos amplificados, para cada ilha de CpG de ambas as reacdes
foram visualizados em gel de poliacrilamida 8%, corado com nitrato de prata e

também em agarose 1% corado com brometo de etideo 0,2 pug/mL.
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4.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida

Os produtos das reacdes de PCR foram analisados em gel de poliacrilamida.
Os géis de poliacrilamida 8% foram preparados a partir de uma solugdo de
poliacrilamida e bisacrilamida na proporcdo 29:1, TEMED (Life Technologies) como
doador de elétrons da reacdo e persulfato de aménio (APS) 10% como catalisador
da reacdo. A eletroforese foi conduzida em aparato de gel médio a 80-100 V por
aproximadamente uma hora em tampédo TBE 1 X (acido bérico 100 mM e EDTA 10
mM). O gel foi incubado por trés minutos em solugéo fixadora (0,5% de acido acético
glacial, 10% de etanol absoluto), sob agitacdo suave. A esta solugcdo adicionou-se
nitrato de prata 10% ( o gel permanece sob agitacdo por mais dez minutos). Apés
impregnacdo do DNA com prata, o gel foi lavado com agua ultrapura e a este foi
adicionado o revelador (hidréxido de sodio 3% e formaldeido 0,5%) por mais cinco
minutos, sob agitacdo. Apds a revelacdo, o gel foi lavado com agua ultrapura, e
deixado por mas trés minutos em solucdo fixadora, apos o gel foi seco em papel

celofane e sua imagem foi digitalizada.

4.7.Clonagem das ilhas de CpG do gene CXCL12

A clonagem dos fragmentos de DNA contendo ilhas de CpG do gene de
estudo foi realizada utilizando DNA das linhagens tumorais tratadas com reagente
bissulfito de sodio, sendo essas amplificadas por reacbées de PCR como descrito
anteriormente.

ApOs as reacdes de amplificacdo de cada regido das ilhas de CpG de todas
as linhagens, os produtos amplificados foram purificados em gel de agarose 1%
corado com brometo de etideo. A purificacdo do gel de agarose foi feita utilizando o
kit QIAEX Il gel de extration (Qiagen) conforme protocolo do fabricante. Apés cada
etapa de purificacdo o fragmento foi quantificado em Nanodrop 2000 e também em
gel de agarose 1% corado com brometo de etideo usando o vetor pGEM 100 ng/pl
como padrao de massa molecular.

As reacOes de ligacdo foram feitas utilizando aproximadamente 200 ng de
fragmento e 50 ng de vetor pGEMTeasy (Promega) conforme especificacées do
fabricante. As ligacdes foram entdo eletroporadas em estirpe de Escherichia coli

DH10B. Os clones foram selecionados por alfa-complementacdo em meio seletivo
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contendo Xgal (50 pg/ml) e IPTG (45 pg/ml) e ampicilina 250 ug/mL (marca de
resisténcia do vetor) e estreptomicina 40 mg/mL (marca de resisténcia da estirpe
DH10B). Para cada ilha de CpG foram selecionados pelo menos oito colénias
brancas de cada linhagem (para permitir uma abordagem suficiente de alelos). Cada
clone foi selecionado a partir de uma reacdo de PCR de colénia para confirmar a
clonagem. A seguir foi obtido DNA plasmidial de cada clone que foi purificado
utiizando o protocolo do kit QiaPrep spin miniprep (Qiagen). O DNA plasmidial de
cada clone foi submetido a reacdo de sequenciamento utilizando o kit BigDye
terminator (Applied Biosystems) segundo protocolo do fornecedor. Resumidamente
foi utilizado um sistema de 10 pL contendo: 3 pyL de Big Dye Terminator v3.0, 1 pL
de Tampé&o Save Money 2,5X (200 mM TrisHCIl e 5 mM MgCl,), 10 pmoles de um
dos iniciadores universal ou reverso (Invitrogen) e aproximadamente 200 ng de DNA
plasmidial. As condi¢cdes das reacOes foram: desnaturacdo por 1 minuto a 95°C,
seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos e 60°C por 2 minutos
e 30 segundos para anelamento e extensao. O produto amplificado foi purificado
utilizando 60 ul de isopropanol 75% seguido de incubacédo a -20 °C por 15 minutos.
O material foi centrifugado a 10.000 x g por 20 min e lavado com etanol 60%,
centrifugado novamente, retirado o etanol e seco a 37°C. Ao material seco foi
acrescentado 10 ul de formamida e a seguir submetido a desnaturacéo 95 °C por 5
min. O sequenciamento de cada clone foi realizado no sequenciador capilar ABI
Prism3100.
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5. RESULTADOS

5.1. Clonagem de ilhas de CpG do gene CXCL12

Este estudo analisou o perfil de metilagdo da regido 5 do gene CXCL12 em

linhagens tumorais de mama. A selecdo das regides a serem clonadas teve como
base resultados descritos por (Ramos et al., 2010). A regido promotora do gene em

estudo que englobava 2000 pb a jusante e 1000 pb a montante do TSS (transcription

start site) foi selecionada com auxilio do programa BLAT (http://genome.ucsc.edu). A

regido contendo 5677 pb foi submetida entdo ao programa CpGPlot disponivel na
pagina do grupo European Bioinformatics Institute

(http://www.ebi.ac.uk/emboss/cpgplot). Este programa forneceu distribuicdo das ilhas

de CpG seguindo os parametros estipulados por (Gardiner-Garden and Frommer,
1987) que define uma ilha de CpG do gene CXCL12 como uma sequencia maior ou
igual a 200 pb com >50% de C+G e > do que 0,6 de CpG observados/CpG
esperados. A Figura 14 mostra as cinco ilhas de CpG do gene CXCL12.

Putative kzlands

Threshold

0.00.20.40.60.81.01.2

o 2000 4000 g000
Bose Number

Figura 14- Localizacdo das 5 llhas de CpG do Gene CXCL12.
Uma regido de DNA de 5677 pb contendo a regido promotora do gene CXCL12 foi
submetida ao programa CpG Plot que retornou o grafico mostrando cinco ilhas de
CpG. O eixo Y representa a razédo entre CpG observado/esperado conforme critérios
criados por Gardiner and Fromer 1987. O eixo X representa a posi¢ao das ilhas de
CpG em pares de base.
Fonte: (Ramos, 2009).


http://genome.ucsc.edu/
http://www.ebi.ac.uk/emboss/cpgplot
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A seguir na Figura 15 estd mostrando a regido com a localizagdo detalhada
das ilhas de CpG do gene CXCL12 (Ramos et al., 2010).

Transcription Start Site (TSS)

o fv N L omo DO oy vl
= S 5 3
“"*" “f”" ¥ L & T
|san 5‘ island |san 3 island 2 . island 1 |
putative promoter
Figura 15- Regido 5’ do gene CXCL12 contendo asilhas de CpG.

Regido de DNA contendo as 5 ilhas de CpG (island 1, 2, 3, 4 ,5) com sua exata
localizagdo com relagdo ao TSS (transcription start site).
Fonte: (Ramos et al., 2010).

Para o estudo das ilhas de CpG foram planejados 2 pares de iniciadores
para cada ilha de CpG (exceto ilha de CpG 21). O primeiro par foi sempre usado em
uma reacdo de PCR de baixa estringéncia com objetivo de amplificar a regido alvo
porém outras regides menos especificas sdo amplificadas também, e o segundo par
mais interno foi utilizado em condi¢cdes de maior estringéncia com o objetivo de
amplificar somente a regido alvo de clonagem. Essa estratégia de clonagem é
denominada nested e é amplamente utilizada quando a regido a ser amplificada na
amostra possui pouco numero de copias. Isso acontece nesse trabalho em especial
devido ao tratamento prévio do DNA com bissulfito de sédio, que causa uma drastica
diminuicdo da concentracdo de DNA na amostra.

A primeira regido de estudo foi a ilha CpG 1 do gene CXCL12 que esta
compreendida entre os nucleotideos +512 a +853 (Figura 15). A padronizacao das
reacdes de PCR de cada uma das ilhas de CpG deste estudo esta mostrada na
Tabela 1 (Anexo). Foram clonados 5 fragmentos contendo as ilhas de CpG 1, 2 (2l e
2F), 3 e 5. A Figura 16 a seguir mostra a padronizacdo da amplificacdo da ilha de
CpG 1 como um exemplo do aspecto final da reacdo de PCR 1 e da reacdo nested

contendo o fragmento de interesse.
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Figura 16- Padronizacdo da reacdo de PCR para amplificacdo da llha de CpG 1 do gene
CXCL12.
Gel de poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata. Lanes: 1- marcador 100 bp; 2-
controle negativo da PCR1; 3- PCR 1; 4- Controle negativo da reagcdo Nested; 5- PCR
nested. A seta indica o produto de PCR desejado com 454 pb.
Fonte: O Autor (2012).

Neste resultado pode ser observado que a primeira reacdo de PCR por
possuir baixas temperaturas de anelamento dos iniciadores, pode possuir varias
bandas de DNA, de diferentes tamanhos (Figura 16 Lane 3). Com esta amplificagéo
de baixa estringéncia, espera-se que nesse processo seja também amplificado o
produto desejado, porém nem sempre ele aparece nesta etapa do resultado. A
seguir na préxima reacdo por apresentar um par de iniciadores mais interno e
também temperaturas de anelamento mais altas, ocorreu a amplificacdo do
fragmento de DNA do tamanho desejado, nesse caso 454 pb (Figura 16 lane 5).
Apesar da reacao ser mais especifica, apareceram bandas de tamanho diferente do
desejado (principalmente uma banda destacada de aproximadamente 800 pb).
Entretanto o aparecimento dessa banda nédo significou um problema para a proxima
etapa, que foi a separacéo do produto desejado em gel de agarose. Na Figura 17 foi
mostrado um exemplo de padronizacdo das reacdes de PCR dos fragmentos de

todas as ilhas de CpG estudadas da linhagem PMC42.
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Figura1l7-  Padronizacdo das reagdes de PCR para amplificagdo das Ilhas de CpG  do
gene CXCL12, linhagem PMC-42.
Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. Lanes: 1- marcador 100 bp; 2-
ilha 1 (454pb); 3- Inicio dailha 2 (595pb); 4- fim dailha 2 (511 pb); 5- llha 3 (271 pb);
6- llha 5 (306 pb); 7- marcador 1 Kb.
Fonte: O Autor (2012).

Uma vez obtida a padronizacao foi realizada a reacdo de amplificacdo dos
fragmentos das linhagens do estudo. A partir desse resultado foi repetida a reacéo
de PCR em um volume de 50 pl, o produto foi aplicado em um gel de agarose, e a
banda de DNA desejada foi purificada. A Figura 18 esta mostrando um exemplo de
gel de agarose antes da purificacdo de DNA.

1 2 3

Figura 18- Produto de PCR para clonagem do fim da Ilha de CpG 2 do gene
CXCL12.
Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. Lanes: 1- Marcador 100 bp 2-
DNA amplificado contendo 511 pb (fim da ilha 2) a partir da linhagem MCF7; 3-
marcador 1 kb.
Fonte: O Autor (2012).
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A Figura 19 mostra os produtos amplificados, obtidos apds etapa de
purificacdo em gel de todas as linhagens deste estudo (como exemplo esta

apresentado o produto do fim da ilha de CpG 2F com 511 pb).

Figura 19- Produtos da Ilha CpG 2F de todas as linhagens tumorais de mama apés a
purificacao.
Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. Lanes: 1- Marcador 1 kb;
2- HB4a; 3- HB4aCs3.6; 4- MCF7; 5- PMC-42; 6- MDAMBA436; 7- MDAMBA435;
8- MDAMB231; 9- marcador 100 bp. O fragmento tem 511pb.
Fonte: O Autor (2012).

ApoOs a purificacao foi feita a clonagem de cada um dos fragmentos de cada
linhagem e de cada ilha de CpG em vetor de sequenciamento pGEMT easy. As
reacO0es de ligacdo foram eletroporadas em estirpe de Escherichia coli e foram
selecionados pelo menos oito colénias de cada linhagem, sendo que a clonagem foi
confirmada através de PCR de colénia. Foi isolado DNA plasmidial de cada clone e
na Figura 20 estdo representados DNA de 8 clones da ilha de CpG 1 do gene

CXCL12 a partir da linhagem HB4a.
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A 1 2 3 4 5 6 7 8

- w e w e ww w w

Figura20-  DNA plasmidial purificado.
Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. Lanes: A- representa o plasmideo
integro pGEM 100 ng; em seguida os oitos clones dailha de CpG 1 do gene CXCL12
a partir da linhagem HB4a.
Fonte: O Autor (2012).

Resumidamente, neste estudo foram clonados 5 fragmentos contendo as
ilhas de CpG 1, 2 (21 e 2F), 3 e 5, sendo que destes fragmentos foram isolados 8
clones de cada linhagem relacionadas na Tabela 3. Dos fragmentos clonados, foram
entdo obtidos 280 clones e realizadas pelo menos 560 reagdes de sequenciamento.

Os plasmideos recombinantes obtidos das clonagens foram purificados,
submetidos a reagao de sequenciamento e a seguir serdo mostrados 0s resultados

obtidos em forma de graficos.

5.2. Perfil de metilacdao das ilhas de CpGs do gene CXCL12 e

correlagcdo com a expressao génica

Para andlise de correlacdo entre a metilacdo do DNA com a expresséo do
gene CXCL12 foram utilizados os dados de RT-PCR de Ramos et al., (2010) que
estdo mostrados na Tabela 3.

Em nosso trabalho estudamos as ilhas de CpG 1, 2, 3 e 5 que se encontram
na regido de DNA entre -2594 e +853 pb (Figura 15). Esta regido contém ao todo
225 CpGs (0s 9 primeiros CpG do inicio ilha de CpG 2 ndo foram clonados), destes,
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27 CpGs que correspondem a ilha de CpG 4 foram analisados por Ramos et al.,

(2010). Neste trabalho analisamos os remanescentes 189 CpGs.

Tabela 3- Expressao do gene CXCL12 em linhagens tumorais de mama

Linhagem Expresséao de
CXCL12
HB4a +
HB4aC3.6 +
MCF7 +
PMC-42 +
MDAMB-435 _
MDAMB-436 _
MDAMB-231 _

Fonte : (Ramos et al., 2010)

5.2.1. Perfil de metilagdo da ilha de CpG 1 do gene CXCL12 .

Os resultados de metilagdo de DNA das ilhas de CpG do gene CXCL12
estdo mostrados em percentagem de metilacdo de cada dinucleotideo (representado
por uma barra em percentagem com relacdo a 8 clones) e de cada linhagem
tumoral estdo mostrados na Figura 21. Os resultados avaliando o perfil de metilagao
de cada linhagem como um todo, foram convertidos em perfil de metilagéo global e
estdo mostrados na Figura 22.

Para o estudo da ilha de CpG 1 foram clonados fragmentos de 454 pb que
contém a regido +512 a +853 e 41 dinucleotideos CpG. A ilha de CpG 1 nas
linhagens que ndo expressam o gene CXCL12, MDA-MB-435, 436 e 231,
apresentou-se altamente metilada com percentagens de 97,5%, 94,2% e 90,8%

respectivamente (Figura 21 em azul e Figura 22 A). Este resultado portanto
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apresentou correlacdo entre a alta densidade de metilagdo e auséncia de expressao
do gene CXCL12.

As duas linhagens imortalizadas (HB4a e HB4aC3.6) que expressam o gene
CXCL12 apresentaram baixos niveis de metilacdo, 38,7% e 6,7% respectivamente
(ver Figura 21 em azul e Figura 22 A). Esses dados de metilagdo sdo compativeis
com a expressdo do gene. Porém as outras duas linhagens, (MCF7 e PMC42) que
também expressam o gene apresentaram altos niveis de metilacdo ao longo de toda
a ilha de CpG 1, 95,4% e 86% respectivamente (Figura 21 em azul e Figura 22 A).
Este resultado a principio ndo era esperado e ficou evidenciado que diferencas no
padrdo de metilagdo ao longo da regido promotora, podem indicar as regides

envolvidas na regulacao epigenética da expressao de CXCL12.

5.2.2. Perfil de metilagdo da ilha de CpG 21 do gene CXCL12.

A ilha de CpG 2 é a maior de todas e contém 1346 pb (Figura 15)
compreendendo a regido -840 a +506, esta regido contém o inicio de transcricdo do
gene e a maior parte do provavel promotor entre as posi¢oes +122 a +1010 ( Figura
15) (Garcia-Moruja et al., 2005). Para facilitar a etapa de clonagem esta regiao foi
dividida em 2 partes, inicio da ilha que contém 595 pb e 77 CpG (ilha de CpG 2I) a
qgual contém a regido analisada por (Wendt et al., 2008) e o fim da ilha 2 que contem
511 pb e 36 CpGs (ilha de CpG 2F).

Os dados de sequenciamento mostraram que as linhagens HB4a.C3.6,
MCF7 e PMC42 apresentaram percentagem de metilacdo baixos proximo ao inicio
de transcricdo (ilha de CpG 21) (Figura 21 em verde escuro) e metilacado global de
2,6%, 14,7% e 16,6% respectivamente (Figura 22 B). Embora estes resultados
tenham correlacdo positiva com o perfil de expressdo do gene CXCL12 nessas
linhagens destaca-se a hipermetilacdo dos CpGs 79 e 80 em 40% e 20%
respectivamente na linhagem PMC42. Estes dois dinucleotideos metilados préximos
a regidao +1 podem influenciar o planejamento de iniciadores para MSP feito por
Wendt et al., (2008) como discutido mais tarde. As demais linhagens que néao
expressam o gene MDA-MB-436, 435 e 231 apresentaram altos niveis de metilacdo
97,2%, 94,5% e 82% respectivamente (Figura 22 B).
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Estes resultados estdo de acordo a auséncia de expressao desse gene
nessas linhagens. Porém a linhagem normal HB4a que também expressa o gene
apresentou uma alta densidade de metilagcdo de com 53,75% ao longo de toda a ilha

(Figura 21 em verde escuro e Figura 22 B).

5.2.3. Perfil de metilacdo da ilha de CpG 2F do gene CXCL12.

Para o estudo da ilha de CpG 2F, foram clonados fragmentos de 511 pb que
contém a regido -1118 a -893 e contendo 36 dinucleotideos CpG. Os resultados de
percentagem de metilacdo de cada dinucleotideo e de cada linhagem tumoral estao
mostrados na Figura 21 em verde claro.

Essa regido da ilha 2 apresentou significativa discrepancia entre o perfil de
expressdo do gene e a metilacdo. Somente a linhagem HB4aC3.6 que expressa o
gene, apresentou baixos niveis de metilacdo (4,6%) (Figura 22 C). As outras
linhagens, HB4a, MCF7 e PMC42 que também expressam o0 gene tiveram alta
percentagem de metilacdo, 63%, 98,6 e 98,2% respectivamente (Figura 22 C). As
linhagens que ndo expressam o gene, MDAMBA436, 435 e 231 tiveram percentagem

de metilacdo de 96 %, 92% e 92,5% respectivamente.

5.2.4. Perfil de metilagdo da ilha de CpG 3 do gene CXCL12.

Para analise da ilha de CpG 3 foram clonados fragmentos de 271 pb
compreendendo a regido -1118 a -893 e 15 dinucleotideos CpGs. Esta regido
apresentou-se densamente metilada em seis das sete linhagens deste estudo
(Figura 21 em amarelo) sendo observada correlagdo positiva com a expressdo do
gene CXCL12 somente para a HB4aC3.6 com 18,3 % de metilacdo global (Figura 22
D).
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5.2.5. Perfil de metilacdo da ilha de CpG 4 do gene CXCL12.

Esta regido de DNA foi clonada e sequenciada por Ramos et al., (20010) e
utilizada aqui para comparacdo com os resultados desse trabalho. Esta regido do
DNA foi a Unica que apresentou correlacdo da diminuicdo de metilacdo e expresséo
positiva do gene CXCL12 (Figura 21 em rosa) com 11%, 4%, 5% e 12%
respectivamente para as linhagens HB4a, HB4aC3.6, MCF7 e PMC42,
respectivamente, que expressam o gene (Figura 22 E). Além disso o oposto também
é verdadeiro, hipermetilacdo nas linhagens, MDAMB436, 435 e 231 que nao tem
expressdo de CXCL12 (Figura 21 em rosa) com 71%, 84% e 78% respectivamente
(Figura 22 E).

5.2.6. Perfil de metilacdo da ilha de CpG 5 do gene CXCL12.

Para andlise da ilha de CpG 5 foram clonados fragmentos de 306 pb
compreendendo a regido -2594 a -2323 e 20 dinucleotideos CpGs. Esta regido de
DNA apresentou-se densamente metilada em todas as linhagens estudadas (Figura
21 em cinza). Foi observada metilacédo global de 95%, 76,9%, 96,3%, 96,3%, 82,5
%, 58,75% e 58,13% respectivo a cada linhagem estudada (Figura 22 F).
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Figura2l- % de metilagdo de cada CG das ilhasde CpG 1, 2I, 2F, 3, 4e 5 do Gene
CXCL12 de linhagens tumorais de mama.
Cada grafico representa uma linhagem tumoral de mama. No eixo Y esta
representado o percentual de metilacdo de cada CG analisado de todas as ilhas do
gene CXCL12. Foram numerados de 1 a 216 CG representado no eixo X. A ilha de
CPG 1 est4 representado com a cor azul, o inicio da ilha de CpG 2 pela cor verde
claro, o fim da ilha de CpG 2 pela cor verde escura, a ilha de CpG 3 pela cor amarela,
a ilha de CpG 4 pela cor rosa e por fim a ilha de CpG 5 pela cor cinza. A seta
vermelha representa o inicio da transcricdo do gene e a chave acima dos grafico a
provavel area do promotor nos entre os CGs 61 a 157.
Fonte: O Autor (2012).
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Figura22- % de metilagdo global das ilhasde CpG 1, 2I, 2F, 3, 4e 5 do Gene CXCL12 de

linhagens tumorais de mama.

Os dados obtidos com o percentual de metilagdo de cada CG analisado foram
convertidos em percentagem de metilacdo global para cada linhagem tumoral. No
eixo Y representacdo da percentagem global de metilacdo. No eixo X as linhagens
tumorais de mama. Os numeros acima das barras destacam o valor total de
metilacdo e o sinal de + ou de — foi colocado a baixo do nome da linhagem para
destacar se a linhagem expressa ou ndo o gene CXCL12.

Fonte: O Autor (2012).
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6. DISCUSSAO

O cancer de mama é um dos maiores problemas de saude publica no
mundo. Nas Ultimas décadas foram desenvolvidos muitos testes de diagnostico e
também protocolos terapéuticos, porém o cancer de mama ainda é o principal tipo
de céncer e 0 que causa maior nimero de mortes no mundo, entre mulheres
acometidas dessa doenca (DeSantis etal., 2011; Jemal etal., 2011).

As metéstases sdo causas de morte em 90% dos casos cancer (Weigelt et
al., 2005b). Nesse sentido, a busca dos mecanismos moleculares envolvidos com a
progressao tumoral e desenvolvimento de metastases € de extrema importancia. O
gene CXCL12 e o seu par receptor CXCR4 foram descritos em 2001 (Muller et al.,
2001) como moléculas que direcionam as células tumorais primarias para seus sitios
alvos, efetivando assim as metastases, e desde entdo diversos estudos vem
procurando aprimorar o conhecimento desse par CXCL12/CXCR4 no processo do
cancer de mama.

Wendt et al., em 2008, identificaram o silenciamento do gene CXCL12 por
metilacdo do DNA, estudando uma regido do promotor contendo uma parte de uma
ilha de CpG (que contém o sitio +1) em linhagens tumorais de mama. Recentemente
em nosso laboratério estudamos uma outra regido a 5 do gene CXCL12 e o seu
envolvimento com o cancer de mama (Ramos, 2009). Foram identificadas 5 ilhas de
CpG e estudadas a ilha de CpG 2 (parte da regido dessa ilha), que corresponde ao
trabalho de Wendt e colaboradores (2008) e a ilha de CpG 4 (Ramos, 2009). Ficou
evidenciado que em tumores primarios o silenciamento do gene CXCL12,
especificamente na ilha de CpG 4, possui correlagdo clinica com a presenca de
metastases e morte (Ramos et al., 2010). Porém a maior parte da regido promotora
do gene CXCL12 permaneceu nao estudada. Por essa razdo, apesar de ficar claro
que o silenciamento da ilha de CpG 4 estava relacionada com um pior progndstico,
ndo foi possivel entender o papel funcional da ilha de CpG 2 onde se encontra 0
provavel promotor (Garcia-Moruja et al., 2005) e todas as outras regifes ricas em
dinucleotideos CGs préximos a esse local. Diante disso, o objetivo desse trabalho foi
continuar o estudo de todas as ilhas de CpG do gene CXCL12 e correlacionar com
os dados de expressao génica procurando entender o processo dinamico de

metilacdo do DNA no silenciamento desse gene.
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Em nosso modelo de estudo utilizamos linhagens tumorais de mama. Estas
linhagens foram coletadas de liquido pleural de pacientes que tiveram metastases
pulmonares (MCF7, PMC42, MDA-MB-435, MDA-MB-436 e MDA-MB-231) descritas
por (Lacroix and Leclercq, 2004) ou entdo foram imortalizadas com virus (HB4a e
HB4aC3.6) (Stamps et al., 1994). A metilacéo de ilhas de CpG ocorre de forma mais
intensa em linhagens tumorais (Antequera e Bird, 1999; Antequera et al., 1990). Esta
parece ser uma caracteristica comum deste tipo de célula em que ocorre
constantemente metilagdo de novo por motivos ainda ndo bem esclarecidos
(Antequera et al., 1990). Esta caracteristica foi explorada em nosso trabalho para
estudar a dinamica da metilagdo do promotor do gene CXCL12 em especial a
distribuicdo da metilacdo ao longo das 5 ilhas de CpG e sua correlacdo com a
expressao génica.

Nossos resultados de sequenciamento mostraram que a regido de DNA
contida na ilha de CpG 1 estava hipermetilada nas linhagens MCF7 e PMC42 que
expressam o gene (Figura 21 em azul). Esse dado inicial foi controverso porém
importante para mostrar que existem regides que predominam no processo de
regulacdo da expressdo génica quando se trata de epigenética. Nesse caso parece
que essa regido pode estar hipermetilada e isso ndo afeta a expressdo do gene
CXCL12 nestas linhagens.

Em continuidade estudamos a ilha de CpG 2 nas linhagens tumorais
disponiveis na expectativa de complementar os estudos anteriores em que menos
de 50% da ilha havia sido sequenciada (Wendt et al., 2008). A partir dos dados
mostrados na Figura 21 (em verde claro e escuro) podemos observar dois fatos
importantes. A primeira, a linhagem HB4a apresenta hipermetilacdo de 53,25%
dessa regiao de DNA o que poderia interferir na transcricdo do gene (Figura 22 B).
Porém esta linhagem expressa o gene CXCL12 (Tabela 2). Segundo, a linhagem
PMC42 apresenta metilacdo em diversos CpGs nessa regiao (Figura 21 em verde
escuro). Estes dados podem indicar que essa regido, em especial o inicio da ilha de
CpG 2 (Figura 21 em verde escuro) nao € essencial para o silenciamento do gene
CXCL12. No trabalho de Ramos (Ramos et al.,, 2010) esta mesma regido foi
estudada através da técnica de Methylation specific PCR (MSP) na qual séo feitas
reacdes de PCR para condicdo metilada e ndo metilada em DNA tumores primarios
de mama (DNA tratado com bissulfito de sédio). Esses dados mostraram que a

regido da ilha de CpG 2 ndo apresentou correlacdo estatistica significativa com
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nenhum dado clinico-patol6gico. Nossa discusséo sobre esse resultado foi a de que
a etnia da populacdo feminina poderia ter alguma influéncia e que a populagéo
estudada no modelo europeu poderia ser diferente por essa razdo. Assim a regiao
relevante, hipermetilada do promotor do gene CXCL12, na populacéo brasileira foi a
ilha de CpG 4 (significativamente silenciada nas amostras de pacientes que tiveram
metastases e foram a 6bito).

A fim de verificar esta hipotese fizemos a analise de comparacao dos nossos
dados de sequenciamento com os dados publicados por Wendt et al., (2008)
utiizando as linhagens MCF7 e MDA-MB-231 (as Unicas feitas pelo estudo
europeu). Nessa comparacgéao inicia-se observando na Figura 21 em verde escuro, a
regido escolhida por Wendt et al., (2008) para o planejamento de iniciadores
especificos para analise por PCR nos tumores (MSP), os autores selecionaram o0s
CpGs 69 para o iniciador foward, e 79, 80 e 81 para o iniciador reverso. Para a
linhagem MCF7 que expressa o gene e a linhagem MDA-MB-231 que ndo expressa,
estes locais parecem realmente ser adequados para amplificar o DNA tumoral por
MSP. Porém analisando os nossos resultados da linhagem PMC42 (que expressa o
gene) observamos que os CpGs 79 e 80 estdo metilados em 40% e 20%
respectivamente (Figura 21 em verde escuro). Este resultado mostra que no tumor
primario de mama, algumas amostras que também tivessem esses CpGs metilados
mas que mesmo assim poderiam expressar o gene CXCL12, teriam amplificacdo na
reacdo de PCR metilacdo especifica (MSP). Isto poderia entdo explicar a
amplificacdo aleatoria da condicdo metilada, e que ndo corresponde aos fatores
clinico-patologicos no estudo de Ramos et al., (2010). Os dados conflitantes com o
trabalho de Wendt et al., (2008) podem ser provenientes do estudo de
sequenciamento utilizando somente duas linhagens tumorais que expressam ou
ndo, um gene. O modelo de linhagens ndo é absoluto e a analise de resultados de
varias linhagens, torna o planejamento dos iniciadores de MSP correspondentes o
mais préximo possivel com a real expressdo do gene de estudo nos tumores
primarios. Portanto, afim de poder utilizar também a ilha de CpG 2, em qualquer
estudo em tumores € primordial planejar outros iniciadores a partir dos nossos
resultados para essa regido de DNA. Além disso com os dados de sequenciamento
da linhagem HB4a (Figura 21), o planejamento desses novos iniciadores poderia ser
ainda mais preciso. Os CpGs metilados observados nessa linhagem devem

obrigatoriamente ser avaliados do planejamento de novos iniciadores.
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Os dados de sequenciamento da ilha de CpG 2F mostraram que esta regido
€ densamente metilada mesmo nas linhagens que expressam o gene, MCF7 e
PMC42 com 98,6% e 98,2% de metilacdo respectivamente (Figura 22 C). Estes
dados podem significar que esta regido, assim como a ilha de CpG 1 ndo sao
importantes para regular a expressdo do gene CXCL12 em linhagens tumorais de
mama.

Por outro lado a ilha de CpG 4 mostrou ser a regido caracteristica de
silenciamento do gene CXCL12. Esta regido de DNA localizada a 1575 a pb do inicio
de transcricdo e 565 pb do final do provavel promotor (Figura 15) € a Unica regiéo
quase totalmente desmetilada nas linhagens que expressam CXCL12 (Figura 21 em
rosa) com 11%, 4%, 5% e 12% respectivamente (Figura 22 E) e densamente
metilada nas linhagens silenciadas com 71%, 84%, 78% respectivamente. O inicio
de transcricdo e o provavel promotor do gene CXCL12 foram caracterizados por
Garcia-Moruja et al., (2005). A atividade promotora foi estudada utilizando ensaios
de atividade com o gene da luciferase e assim foi determinada a provavel regido
promotora entre -1010 a +506 (Garcia-Moruja et al., 2005).

Nossos resultados mostraram pela primeira vez a importancia do estudo de
uma grande regido de DNA a 5 de um gene que contenha alta densidade de
dinucleotideos CpG. O estudo detalhado aqui mostrou que a regido promotora do
gene CXCL12 contém uma ilha de CpG, que esta fora do provavel promotor, e que
regula a expressao mediada por metilagdo do DNA (Klassen et al., 2012, resumo
submetido em anexo).

Esses dados vem a corroborar os dados obtidos por Ramos et al., (2010)
acrescentando a importancia do detalhamento do estudo da regido promotora de um
gene para o planejamento de estudo de sua expressdo no contexto do cancer de
mama.

Devido a grande importancia do gene CXCL12 no contexto da sobrevida
global e livre de metastases no cancer de mama destacamos assim o detalhamento
da regido promotora deste gene como provavel alvo para estudos de diagnéstico e

prognostico no cancer de mama.



CONCLUSOES 73

7. CONCLUSOES

a) A hipermetilacdo das ilhas de CpG 1, llha de CpG 2F, ilha de CpG 3 e ilha de
CpG 5, ndo estd envolvida na regulacdo da expressdo do gene CXCL12 em
linhagens tumorais de mama.

b) A regido denominada ilha de CpG 2| somente pode ser utilizada para analise por
MSP em tumores primarios de mama a partir do planejamento de novos
iniciadores utilizando nossos resultados de sequenciamento.

c) A ilha de CpG 4 parece controlar o silenciamento por metilacdo do DNA do gene

CXCL12 em linhagens tumorais de mama.

O detalhamento do estudo da regidao 5 de um gene que contém varias
regides rica em dinucleotideos CpG, como € o caso do gene CXCL12, pode revelar
a importancia de sitios regulatérios distantes. Esta € uma abordagem descrita pela
primeira vez por esse trabalho.
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Tabela 1- Padronizagcédo do PCR 1 e Nested PCR de toas as llhas de CpG do gene
CXCL12.

ILHA CpG 12 Tentativa 22 Tentativa 32 Tentativa 42 Tentativa
Temperaturas °C Temperaturas °C Temperaturas °C Temperaturas °C

llha 1 F1/N1-42, 44, 46 F1/N1- 43, 45, 47
FN/RN- 46, 48, 50 FN/RN- 47, 49, 51

llha 2 | F1/N1- 52, 54,56 F1/N1- 51, 53,55 F1/N1- 52, 54,55
FN/RN- 56, 58, 60 FN/RN- 54, 56, 58 FN/RN- 54, 56, 58

llha 2 F F1/N1- 42, 44, 46 F1/N1- 41, 43, 45, F1/N1- 41, 43, 45 F1/N1- 41, 43, 45
FN/RN- 44, 46, 48 FN/RN- 43, 45, 47 FN/RN- 44, 46, 48 FN/RN- 44, 46,

48,5

llha 3 F1/N1- 42, 44, 46 F1/N1- 44, 46, 48
FN/RN- 44, 46, 48 FN/RN- 46, 48, 50

llha 5 F1/N1- 46, 48, 50 F1/N1- 46, 48, 50 F1/N1- 46, 48, 50
FN/RN- 48, 50, 52 FN/RN- 47, 49, 51 FN/RN- 46, 48, 50
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CpGisland region outside the putative promoter controls CXCL12 expression
in breast cancer cell lines

Klassen, L.M.B., Ramos, E.A.S., Manica, G.C.M., Chequim, A. Prado, K.B., Michielin, F.
A., Souza, E. M., and Klassen, G.

Metastasis contributes to 90% of all breast cancer death. Several studies have
highlighted the role of epigenetic events such as DNA methylation in promoter
regions of genes as an important event in the process of metastasis in breast cancer.
The promoter of the CXCL12 gene, encoding a chemokine, is silenced by
methylation in gastric, colon as well as in the breast cancer. The promoter region of
CXCL12 gene has five CpG islands regions and the forth region is hypermethylated
in breast tumors from patients with metastasis. The aim of this work was to map
methylated regions flanking the promoter of CXCL12 by cloning bissulfite treated
DNA containing the distinct CpG regions and also correlate methylation pattern with
the gene expression in different breast tumor cell lines. The results showed that the
CpG islands 1, 3 , 5 as well as the final third of CpG 2 were more than 80%
methylated in the cell lines that expressed the gene CXCL12 (HB4a, PMC42 and
MCF7). Expression analysis indicates strongly that these regions do not regulate this
gene. However CpG island 4, located approximately 1550 bp away from the
transcription start region and outside the putative promoter region, was differentially

methylated and it seems to promote CXCL12 gene silencing.

Keywords: CXCL12, chemokine, DNA methylation, epigenetics, breast cancer.
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