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RESUMO

As metastases sdo um grande problema para pacientes com cancer de mama,
chegando a ser a causa de 90% dos casos de morte desta neoplasia. A
proteina matriz metaloprotease 14 (MMP-14) tem uma importante contribuicdo
no desencadeamento da migracdo celular nos carcinomas mamarios, pela sua
atividade proteolitica, e também pela ativagcdo de outras metaloproteases
sollveis capazes de degradar componentes da matriz extracelular. Sabe-se
que a regulacdo do gene MMP14 esta intimamente relacionada com aspectos
epigenéticos, através da metilacdo de uma ilha de CpG localizada na regiao
promotora. Estudos tém demonstrado que o padrdo de metilacdo ao longo do
corpo do gene também pode apresentar um importante papel na regulacao da
transcricdo génica e, para tanto, o objetivo deste estudo foi verificar o papel da
metilacdo do corpo do gene MMP14 na regulacao da expressao em diferentes
linhagens tumorais de mama. As linhagens HB4aC3.6, HB4aC5.2, PMC42 e
MCF-7 foram avaliadas quanto a expressao do gene estudado por RT-PCR e
RT-gPCR. Duas regides que continham ilhas de CpG, uma localizada na regiao
promotora (-161 a +186) e outra no primeiro intron do corpo do gene (+242 a
+869), foram amplificadas e sequenciadas apds o tratamento com bissulfito de
sédio. Os resultados obtidos mostraram que as linhagens HB4aC3.6,
HB4aC5.2 e PMC42 expressam o gene MMP14 e que suas taxas de metilacao
global, de ambas as ilhas de CpG avaliadas, ndo passam de 15%. Por outro
lado, a linhagem MCF7 foi a Unica que ndo expressou o gene MMP14, e
apresentou taxas de metilacdo global que ultrapassam 75%, em ambas as ilhas
de CpG. Assim, mostrou-se uma correlacado entre a auséncia de expressao e
alta metilacdo da ilha de CpG nédo s6 da regido promotora, mas também da
localizada no primeiro intron. Estes resultados também permitiram a
identificacdo de regides diferencialmente metiladas nas linhagens de mama
para padronizacdo da técnica de MSP-PCR. A linhagem MCF7, quando
submetida ao tratamento com os compostos desmetilantes (DAC) e inibidores
desacetilantes de histona (TSA), passou a expressar o gene MMP14 e reduziu
suas taxas de metilacdo global, indicando uma estreita relacdo entre
epigenética e regulacdo deste gene incluindo a regido intrénica. Nas regides
desmetiladas pelos tratamentos, foi possivel identificar um sitio de ligacao do
fator de transcricdo GLI3, que pode estar auxiliando na expressdo de MMP14.
Concluimos que a metilagdo da ilha de CpG localizada no intron do gene
MMP14 parece estar atuando cooperativamente com a regido promotora para
promover ou silenciar a transcricdo do gene. Estudos de metilacdo no corpo do
gene sao recentes e, portanto, novos dados podem contribuir para entender a
importancia da metilacdo dessas regides de DNA nos mecanismos de
tumorigénese.

Palavras-chave: Cancer de mama. MMP-14. llha de CpG intrénica. Metilag&o.



ABSTRACT

Metastasis is a major problem for patients with breast cancer, being the cause
of 90% of deaths from this neoplasia. The protein matrix metalloprotease 14
(MMP-14) has a major contribution in the initiation of cell migration in breast
carcinomas, due to its proteolytic activity, and also by the activation of other
soluble metalloproteases capable of degrading components of the extracellular
matrix. It is known that the regulation of the MMP14 gene is closely related to
epigenetic events by methylation of a CpG island located in the promoter
region. Studies have shown that the methylation pattern along the body of the
gene may also have a role in regulating gene transcription and, therefore, the
aim of this study was to investigate the role of methylation in the body of
MMP14 in regulating the expression of this gene in different breast tumor cell
lines. The expression of the gene was evaluated by RT-PCR and RT-gPCR in
the HB4aC3.6, HB4aCh.2, PMC42 and MCF-7 cell lines. Two regions
containing CpG islands, one located in the promoter (-161 to +186), and
another region in the first intron of the gene body (+242 to +869), were amplified
and sequenced after treatment with sodium bisulfite. The results showed that
the HB4aC3.6, HB4aC5.2 and PMC42 lines expressed MMP14 and their rates
of global methylation of both CpG islands was no more than 15%. On the other
hand, the MCF7 line was the only one that did not express the MMP14 gene
and presented global methylation rates exceeding 75% in both CpG islands.
This showed a correlation between the absence of high expression and
methylation of the CpG island not only of the promoter region but also of the
first intron. These results also allowed the identification of different methylated
regions in breast cancer cell lines for the standardization of MSP-PCR. The
MCF7 line, when subjected to treatment with the demethylating compound
(DAC) and the inhbitors of histone deacethylating compund (TSA), expressed
MMP14 and reduced its rates of global methylation, indicating a close
relationship between epigenetics and regulation of this gene including the
intronic region. In regions demethylated by the treatment it was possible to
identify a binding site of the transcription factor GLI3, which may be promoting
the expression of MMP14. We conclude that methylation of the CpG island
located in the intron of the MMP14 gene seems to be working cooperatively with
the promoter region to permit or silence the transcription of the gene. Studies of
methylation in the body of the gene are new, and, therefore, new data can
contribute to understand the importance of DNA methylation of these regions in
the mechanisms of tumorigenesis.

Keywords: Breast cancer. MMP-14. Intronic CpG island. Methylation.
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1 INTRODUCAO

O céancer de mama € o tipo de cancer que mais acomete as mulheres em
todo o mundo, tanto em paises desenvolvidos como em paises em
desenvolvimento. Nos Estados Unidos é estimado para o ano de 2014, 232.670
novos casos de cancer de mama (SIGEL, 2014), e, no Brasil, esse numero
chega a 57.120 novos casos (INCA, 2014).

Sabe-se que no cancer de mama 90% dos casos de mortes ndo sao
causados pelos tumores primarios, mas sim pela disseminacdo de tumores
para locais distantes, gerando as metastases (WEIGELT et al., 2005). Ligado a
este dado, sabe-se também que aproximadamente 10 a 15% dos pacientes
com esta neoplasia possuem uma forma agressiva da doenca, capaz de
desenvolver focos metastaticos em até trés anos apos a detecgcdo do tumor
primério. Alguns estudos estimam que este nimero possa chegar a 40% dos
pacientes (LIU, 2006). As metastases tornam-se assim um grande problema
para a paciente com cancer de mama, resultando-lhe em um prognastico pior e
bastante limitado, mesmo diante de avancos nas areas de deteccdo precoce e
terapias contra neoplasias (SUVA, 2009).

Os mecanismos genéticos, epigenéticos e bioquimicos que estédo
envolvidos com o complexo processo metastatico ainda ndo sao
completamente entendidos (HANAHAN & WEINBERG, 2011), permitindo ainda
altos indices de morbidade e mortalidade associados ao cancer de mama. Fica
evidente a necessidade de mais estudos que propiciem um maior entendimento
da biologia desta neoplasia, bem como dos processos metastaticos com ela
envolvidos.

Durante a ultima década, tem se solidificado a nocéo de que a biologia do
tumor ndo vai ser desvendada simplesmente estudando e enumerando o0s
tracos das células tumorais, mas sim, a partir do momento em que se entender
também a contribuicdo molecular do ambiente tumoral para a tumorigénese
(HANAHAN, & WEINBERG, 2011).

No céancer, as metaloproteases de matriz (MMPs) tém uma importante
contribuicdo na formagcdo e no modelamento do microambiente tumoral
(KESSENBROCK, 2010). Isto se deve ao fato de que os membros da familia
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MMP (da qual ja foram descritas 25 tipos diferentes em humanos) sdo capazes
de degradar uma grande variedade de componentes da matriz extracelular
(MEC) (POINCLOUX, et al., 2013). A degradacdo da MEC é um evento
essencial para o desencadeamento da invasdo tecidual e metastase nos
canceres (ARTACHO-CORDON, et al., 2012).

A metaloprotease MMP-14 é um membro da familia das MMPs com
atividade diretamente relacionada a migracdo celular, invasdo e metastase
(REMACLE, et al., 2013) e sua superexpressao tem sido associada a um pior
progndstico em pacientes com carcinoma mamario (TETU et al., 2006;
MYLONA et al., 2007).

Sabe-se que a regulacdo do gene MMP14, através especificamente da
regido promotora, esta relacionada com aspectos epigenéticos, estudados na
linhagem de cancer de mama MCF7 (CHERNOV et al., 2009).

Dentro desta realidade, pretende-se com este projeto estudar o perfil de
metilacdo ndo so6 da regido promotora do gene MMP14, mas também do corpo
génico (regido intragénica), pois a metilacdo destas regides também pode
exercer um importante papel na regulacao da transcricdo génica (DELPU et al.,
2013). Para tanto, diferentes linhagens tumorais de mama foram avaliadas e
sequenciadas em regides de DNA ricas em dinucleotideos CpGs, buscando-se
uma maior compreensao sobre os mecanismos moleculares envolvidos com o
cancer de mama e seus processos metastaticos, envolvendo o gene MMP14.
A compreensdo sobre os padrdes de metilacdo do DNA em células normais e

doentes tem um grande interesse biomédico (SUZUKI e BIRD, 2008).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O CANCER

Céancer é o nome dado a um conjunto de mais de 100 doencas que
apresentam um crescimento descontrolado de células anormais capazes de
invadir tecidos e Orgaos. Este crescimento celular desordenado tende a ser
muito agressivo ao organismo quando detectado em estdgio avancado,
levando, comumente, o paciente a oObito. O cancer pode surgir em qualquer
parte do corpo, podendo afetar diferentes érgdos com diferentes intensidades
(INCA, 2014).

Os canceres podem ser -caracterizados por dinamicas mudancas
moleculares que acabam por gerar a manifestacdo de dez alteragdes celulares
essenciais: autossuficiéncia em sinais de proliferacdo celular, insensibilidade
aos sinais antiproliferativos, evasdo a apoptose, potencial replicativo ilimitado,
angiogénese sustentada, invaséo tecidual e metéstase, instabilidade gendmica,
promocdo de inflamacdo, desregulacdo energética metabdlica e evasdo a
destruicdo imunoldgica (HANAHAN e WEINBERG, 2011) (FIGURA 1). A
grande maioria destas mudancas moleculares se desenvolve a partir de danos
no genoma e no epigenoma que vao ocorrendo ao longo da vida, que podem
ser gerados por fatores internos, como horménios e mau funcionamento no
metabolismo de nutrientes intracelulares, ou por fatores externos, como o
tabaco, produtos quimicos toxicos e excessiva exposicdo a luz solar. Desta
maneira, o risco de ser diagnosticado com um cancer aumenta com a idade,
tendo em vista que as exposicdes aos fatores internos e externos vao gerando
danos acumulativos no genoma dos individuos (American Cancer Society,
2011).
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FIGURA 1 — ASPECTOS MOLECULARES QUE CARACTERIZAM
OS CANCERES. As dez alteragbes celulares essenciais:
autossuficiéncia em sinais de proliferacédo celular, insensibilidade aos
sinais antiproliferativos, evasdo a apoptose, potencial replicativo
ilimitado, angiogénese sustentada, invasdo tecidual e metastase,
instabilidade gendmica, promocdo de inflamacdo, desregulacao
energética metabdlica e evaséo a destruigdo imunolégica

FONTE: adaptado de HANAHAN e WEINBERG, 2011

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, sdo esperados até 2030
15.5 milhdes de novos casos de cancer, sendo que 11.5 milhdes destes irdo a
Obito. Estas previsbes representam um aumento de 45% nos numeros de
casos quando comparados ao ano de 2007 (OMS, 2014). Nos Estados Unidos
€ estimado para o ano de 2014 1.665.540 casos de canceres entre homens e
mulheres, o que representa 4.500 novos casos de cancer por dia (SIGEL,
2014). Ja no Brasil, as estimativas do ano de 2014, também validas para o ano
de 2015, publicadas pelo INCA, apontaram a ocorréncia de aproximadamente

576 mil novos casos de cancer, reforcando a magnitude do problema no pais.
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2.1.1 O cancer de mama

O tecido mamario € constituido pela porcdo glandular ou epitelial,
drenada por um sistema de ductos responsaveis pelo transporte de leite, e
pelos tecidos estromais e conectivos. Nas mulheres, a porgdo glandular
apresenta de 15 a 20 lobos, dentro dos quais se encontram pequenos I6bulos,
gue contém de 10 a 100 alvéolos, cujas células secretoras sédo responsaveis
pela producdo do leite materno (GEDDES, 2007). Os I6bulos séo interligados
através de ductos que conduzem o leite ao mamilo (HONDERMARCK, 2003).

O cancer de mama é um tumor maligno derivado de alteracBes genéticas
e epigenéticas nas células epiteliais constituintes dos ductos ou Iébulos
mamarios (POLIAK et. al, 2007). Possui alta capacidade de invadir tecidos
adjacentes (invasdo) e de gerar metastases. Mais de 80% dos canceres de
mama tém origem no epitélio ductal, enquanto que a minoria se origina do
epitélio lobular (INCA, 2014). Esta neoplasia ocorre quase exclusivamente
entre as mulheres, mas também pode acometer individuos do sexo masculino
(American Cancer Society, 2011).

As causas precisas do cancer de mama sdo ainda desconhecidas.
Entretanto, existem alguns fatores de risco que podem conferir maior
susceptibilidade, como fatores genéticos, ambientais, comportamentais e
reprodutivos (GALVAO, et al., 2011). A idade pode ser considerada também
um dos mais importantes fatores de risco, pois as taxas de incidéncia de
cancer de mama aumentam drasticamente em mulheres acima de 50 anos
(INCA, 2014).

O cancer de mama é o tipo de cancer que mais acomete as mulheres em
todo o mundo, tanto em paises em desenvolvimento como em paises
desenvolvidos. Para o ano de 2013, foram estimados 232.340 novos casos de
cancer de mama entre as mulheres americanas, sendo que destas, 39.620
(17%) poderiam ir a Obito em consequéncia a esta neoplasia (SIGEL, et al,
2013). Ja para o ano de 2014, s&o esperados 232.670 novos casos e 40.000
Obitos (SIGEL, et al., 2014).

As estatisticas brasileiras estimam que, no biénio de 2014/2015,

aproximadamente 57.120 mulheres sejam acometidas por cancer de mama
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(FIGURA 2) e destas, 13.708 (24%) venham a morrer da doenca em até cinco
anos apos o diagnostico. As taxas de mortalidade por este tipo de neoplasia,
apesar de estarem reduzindo com o passar dos anos, continuam elevadas no
pais, possivelmente porque a doenca ainda € diagnosticada em estagios
avancados (INCA, 2014).

Localizacao primaria casos %
Mulheres Mama Feminina 57.120 20,8%

Colon e Reto 17.530 6,4%
Colo do Utero 15.500 5,7%
Traqueia, Bronquio e Puimdo  10.930 4,0%
Gléndula Tireoide 8.050 2.9%
Estdmago 7.520 2,1%
Corpo do Utero 5.900 2.2%
Ovario h.680 21%
Linfoma ndo Hodgkin 4.850 1,8%
Leucemias 4.320 1,6%

FIGURA 2 - DISTRIBUICAO PROPORCIONAL DOS DEZ TIPOS DE CANCER
MAIS INCIDENTES ESTIMADOS PARA 2014 EM MULHERES, EXCETO PELE
NAO MELANOMA.

FONTE: adaptado de INCA (2014)

Em pacientes com cancer de mama, 90% dos casos de mortes sdo
ocasionados por metastases em distantes locais do corpo, e ndo pelos tumores
primarios propriamente ditos (WEIGELT, 2005).

O cancer de mama, assim como outras neoplasias, pode ser
considerado como um tecido complexo composto por células que acumularam
tracos moleculares que as tornaram capazes de se multiplicarem
descontroladamente (HANAHAN e WEINBERG, 2011). Ja estd bem
estabelecido na literatura que os tracos moleculares adquiridos por estas
células sdo em consequéncia a alteragcbes no genoma (ALBERTSON, et al.,
2003; KNUUTILA, et al., 2000) e no epigenoma (BAYLIN e HERMAN, 2000;
JONES, 2005).
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2.2 EPIGENETICA

O termo epigenética foi introduzido por Conrad Waddington na década
de 1940, para descrever as interacdes dos genes com seu ambiente e sua
responsabilidade pela expressdo do fendtipo (WADDINGTON, 1942). Mais
tarde, o termo foi aperfeicoado e pode ser empregado para descrever todas as
mudancas reversiveis (FEINBERG et al.,, 2004) e herdaveis no genoma que
ndo alteram a sequéncia nucleotidica do DNA (MOMPARLER et al., 2003;
NOWSHEEN et al., 2012).

As trés principais alteracdes epigenéticas conhecidas sdo: a metilacdo
do DNA, as modificacbes pos-traducionais das histonas e RNAs néo
codificadores (ncRNAs). Todas atuam de alguma forma na regulacdo e
modificacdo da expressao génica em eucariontes (NOWSHEEN et al., 2012)
por ocasionarem um aumento ou diminuicdo da acessibilidade de diversos
fatores transcricionais ao material genético da célula (JONES, 2012).

Pelo fato de as modificacbes epigenéticas estarem intimamente
relacionadas a expressdo g@énica, quando aberrantes, podem levar ao
aparecimento de graves doencas, incluindo o cancer (FULLGRABE et al.,
2011). Porém, a plasticidade destes mecanismos permite elucidar uma nova
categoria de tratamentos, onde a busca pela normalidade no perfil epigenético
se torna possivel (BRAIT & SIDRANSKY, 2011).

2.2.1 Metilacdo do DNA

A metilacdo do DNA é a modificacdo epigenética mais bem conhecida
entre as citadas, ocorrendo em quase todos o0s organismos vivos, desde
leveduras até vertebrados (KLOSE e BIRD, 2006). Entre os eucariontes, esta
modificacdo ocorre quando um grupo metil € adicionado a posicdo 5 do
carbono de uma citosina (BIRD, 1986), formando a estrutura 5-metilcitosina
(5meC), conhecida como a quinta base nitrogenada do genoma

(WIDSCHWENDTER, 2007). A metilagéo ocorre quase que exclusivamente em
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citosinas seguidas de guaninas, par de nucleotideos conhecido como
dinucleotideo CpG, unidos pela ligagdo fosfodiéster (p) (BIRD, 1986). O
processo de metilagdo é realizado por enzimas denominadas DNA
metiltransferases ou DNMTs (NAKAO, 2001; BIRD, 2002), que sao capazes de
retirar um grupamento metil da molécula S-adenosil-metionina (SAM) (molécula
doadora universal de metil) e adiciona-lo a citosina (ATTWOOD, et al., 2002)
(FIGURA 3).

Grupamento metil

g hc

5 s
H\cﬁ-cﬁc/ W MR BN caaesM

2508 ¢
I Gam L
” Dnmt H ”

Citosina 5-metilcitosina (5meC)

FIGURA 3 — INSERCAO DO GRUPAMENTO METIL EM
CITOSINA ADJACENTE A GUANINA. A enzima Dnmt retira o
grupamento metil da molécula SAM e o adiciona no carbono 5" da
citosina, transformando-a em 5-metilcitosina.

FONTE: adaptado de < http://www.hgu .mrc.ac.uk/people/
r.meehan_researchb.html>, acessado em 29/10/2014.

Regibes do genoma que contém uma alta concentragdo de
dinucleotideos CpG em relagdo a média do genoma sao denominadas “llhas de
CpG” (CGls) (BIRD, 2002). Gardiner-Garden e Frommer (1987) definiram uma
ilha de CpG como uma regido de 200 pares de bases de DNA que contém pelo
menos 50% de dinucleotideos CpG, e a razdo entre CpGs
observados/esperados maior ou igual a 0,6. A maioria das CGlIs encontram-se
nao metiladas em todos os estagios do desenvolvimento de todos os tipos de
tecidos, enquanto que os dinucleotideos CpG presentes ao longo do genoma
encontram-se  globalmente metilados, auxiliando na formagdo da
heterocromatina (SUZUKI e BIRD, 2008).

Andlises computacionais mostraram que, no genoma humano, existem
27.537 ilhas de CpG (CGI) (RADEMACHER, et al., 2014) distribuidas de

maneira ndao randémica pelo genoma, localizando-se preferencialmente na
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regido promotora dos genes (NAKAO, 2001). Estima-se que 60% dos
promotores dos genes que codificam proteinas estdo associados a uma CGl
(BIRD, 2002). Este fato indica um importante papel destas regides na
regulacdo da expressao génica e, de modo geral, a metilacdo nas CGls esta
associada ao silenciamento génico, a partir da inibicdo da ligacdo dos fatores
de transcricdo ao DNA ou por mudanga na estrutura da cromatina (BIRD,
2002).

Um perfil de metilacdo inadequado pode distorcer o padrdo de
expressao génica de células, acarretando em diferentes consequéncias aos
organismos em gue ocorre, como o desencadeamento de canceres (NIE, et al.,
2014). Os tumores humanos j4 sdo caracterizados por apresentarem uma
perda de metilacdo global (principalmente em oncogenes) e adquirirem uma
hipermetilacdo em promotores especificos (principalmente em genes
supressores de tumor) (CHUANG e JONES, 2007). Os exatos mecanismos
responsaveis por esta alteracao no perfil epigenético de células tumorais ainda
nao € bem compreendido, mas h& sugestdes de que pequenas mudancas na
metilacdo do DNA ja sejam suficientes para desencadear carcinogénese
(LOPEZ, et al, 2009). A inibicdo da metilacdo do DNA com o composto analogo
de citosinas 5-Aza-2’deoxicitidina (DAC, comercialmente conhecido por
Dacogen®) tem sido aprovado no tratamento contra a sindrome mielodisplasica
e, mais recentemente, contra tumores sélidos. Isto ocorre pela capacidade
deste composto em ativar a expressdo de genes silenciados por
hipermetilacbes aberrantes, como supressores de tumor (NIE et al., 2014).

Nos ultimos cinco anos, pesquisas tém demonstrado que os padrées de
metilacdo encontrados ao longo do gene (corpo do gene) também podem
apresentar um importante papel na regulacdo da transcricdo génica
(SHENKER e FLANAGA, 2012). Desta maneira, os dinamicos processos de
metilacdo e desmetilacdo de regides inter e intragénicas sdo capazes de

controlar a expressao génica (JIANG et al., 2013).
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2.2.1.1 Metilacdo no corpo do gene

As ilhas de CpG ndo sdo exclusivamente localizadas em regides
promotoras, muitas delas podem ser encontradas nos corpos dos genes
(regibes intragénicas) (DELPU et al., 2013). Os seres humanos possuem
distribuidas ao longo do genoma 27.537 ilhas de CpG, sendo que 62,71%
destas (17.807) fazem também parte do corpo do gene (RADEMACHER et al.,
2014) (FIGURA 4).

TSS TES
Regiéo 5 Corpo do gene Regi&o 3

¥
o JRIEER] Firstin [ i [ st n SR> D> >

Regido 5" com 400pb

FirstEx: Primeiro Exon Intnin: Intron Interno
- Regido 3" com 400ph ) . .
Firstin: Primeira Intran Lastin: Ultimo Intron
- Exon (Ex) IntnEx: Exon Interno LastEx: Ultimo Exan
Intran (In) TS%: Inicio datranscricio  TES: Fm datranscrigio

FIGURA 4 — SUB REGIOES DE UM GENE. Na figura é possivel localizar as regiées 3’,5" e o
corpo do gene,que também & passivel de conter uma ilhas de CpG.
FONTE: Adaptado de LOU et al. (2014)

O papel preciso da metilacdo ao longo do corpo do gene ainda nédo é
bem compreendido (KULIS et al., 2013), porém, nos ultimos cinco anos,
pesquisas tém demonstrado que, assim como a metilacdo em regides
promotoras, essas também devem exercer um importante papel na regulacao
da transcricdo génica (SHENKER & FLANAGAN, 2012). Entre os multiplos
processos de regulacdo em que podem estar envolvidas, encontram-se:
controle de promotores intragénicos alternativos, controle da expresséo de
transcritos intragénicos, envolvimento com splicing alternativo e potencializacao
do processo de transcricdo (atraindo mais fatores transcricionais, por exemplo)
(JONES, 2012; KULIS et al., 2013).
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Porém, até o dado momento, sabe-se bem pouco sobre a metilacdo de
ilhas de CpG localizadas especificamente em introns. Das 27.537 localizadas
ao longo do genoma humano, apenas algumas delas (7,66%) podem ser
encontradas exclusivamente nestas regides. Acredita-se que podem modificar
a expressdao de genes hospedeiros, controlar promotores alternativos ou
simplesmente ndo apresentarem nenhuma funcdo especifica conhecida
(RADEMACHER et al., 2014). Entretanto, um estudo recente (RADEMACHER
et al., 2014) demonstrou que o genoma humano nao contém apenas mais ilhas
de CpG do que o genoma de rato, mas também possui uma proporcao de ilhas
localizadas em introns também maior (7,7% em humanos contra 3,5% em
ratos). Estes resultados sugerem, de acordo com 0s autores, que ao longo da
evolucdo humana foram surgindo novas ilhas de CpG e que, provavelmente,
conferiram um acumulo de novas func¢des a espécie humana.

Novas descobertas tém demonstrado que mudancas na metilagdo
intragénica também apresentam um importante papel bioldgico, podendo estar
inclusive associadas ao aparecimento de doencas graves como O cancer.
Porém, o que se sabe hoje é provavelmente uma pequena parte de um
complexo mecanismo que necessita de estudos mais aprofundados (KULIS et
al., 2013).

2.2.2 Modificacdes Pos-traducionais de Histonas

A unidade funcional da cromatina de eucariotos € o nucleossomo, que
se constitui de aproximadamente 147 nucleotideos arranjados em volta de um
octamero de proteinas histonas (MCGHEE & FELSENFELD, 1980). Os quatro
diferentes tipos de histonas existentes: H2A, H2B, H3 e H4, possuem caudas N
terminais que se estendem para fora dos nucleossomos e podem sofrer
diversos tipos de modificacbes pos-traducionais, que incluem acetilagéo,
metilacéo, fosforilacéo, biotinilacdo e ubiquitilazacdo entre outras (FEINBERG
et al., 2006). Estas modificacbes sao coordenadas e catalisadas por diferentes
enzimas, como as HMTs, desmetilases (HDMs), acetiltransferases (HATS) e

histonas desacetilases (HDACS).
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Basicamente, estas modificacfes pos-traducionais de histonas afetam a
estrutura da cromatina e dependendo do tipo, funcdo ou localizagdo (em qual
aminoacido especifico da calda da histona) da alteracdo geram um resultado
diferente. Por exemplo, a metilacdo de lisinas (K) pode causar tanto a ativacéo
como o silenciamento de genes, a partir de uma abertura ou condensacédo da
cromatina, respectivamente (MICELI et al., 2014). As alteragcdes mais bem
estudadas até o momento envolvem a acetilacdo e a metilagdo de residuos
especificos de lisina nas histonas H3 e H4 (BERGER, 2007).

2.2.3 RNAs nao codificadores (ncCRNA)

Os ncRNA séo todas as moléculas de RNA que ndo sao traduzidas em
proteinas, mas mostram-se importantes na regulacdo da transcricdo em
mamiferos e outros organismos complexos. Estes podem ser divididos em
pequenos NcRNAs ou longos ncRNAs (IncRNAs) (BARTEL, 2004). Os
pequenos NcRNAs podem ser subdivididos em: RNAs ribossomais (rRNA),
RNAs transportadores (tRNA), RNAs interacédo-piwi (piRNA), RNAs nucleolares
(snoRNA), micro-RNAs (miRNA) e outros ainda ndo bem caracterizados,
dependendo basicamente do numero de pares de bases que os compbe
(MATTICK & MAKUNIN, 2006). Ja os longos ncRNAs formam uma classe
heterogénica de transcritos de mRNAs que néo codificam nenhuma proteina (LI
et al., 2013).

2.3 AS METASTASES

Durante o desenvolvimento do cancer, a massa tumoral primaria gera
células metastaticas que se movem, invadem tecidos adjacentes e trafegam
pela corrente sanguinea ou linfatica. Estas se estabelecem em distantes
lugares, onde podem obter sucesso e fundar novas massas tumorais, processo

esse conhecido como metastase (HUNTER et al., 2008).
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Para adquirir o potencial metastatico, as células precisam acumular
certas caracteristicas que as permitam escapar do tumor primario e estabelecer
novos focos tumorais (DERYUGINA, et. al, 2006). Entre as principais
caracteristicas iniciais encontra-se a perda ou a diminuicdo da expressdo de
genes que promovem a aderéncia entre células adjacentes ou entre células e a
matriz extracelular (HANAHAN, et. al, 2011). A distribuicdo de células tumorais
pelo organismo ndo € um processo aleatério, onde a quimioatracdo entre
moléculas expressas pelo tumor e por moléculas expressas em diferentes
locais do corpo, se torna um evento importante no desencadeamento das
metastases. No cancer de mama os 6rgados mais atingidos por células tumorais
metastaticas sdo os 0ssos, pulmdes, figado, cérebro e linfonodos (SUN, et al.,
2010).

A perda de adesdo celular caracteriza o evento de transicdo epitelial-
mesenquimal (EMT, do inglés epithelial-mesenchymal transition), processo
biolégico que permite que uma célula epitelial polarizada, que normalmente
interage com a membrana basal por meio de sua superficie basal, sofra
modificacdes bioguimicas, moleculares e morfologicas, as quais resultam na
aquisicdo de um fendtipo de célula mesenquimal, cuja capacidade de
migracao, invasao e resisténcia a apoptose aumenta (KALLURI & WEINBERG,
2009). Assim, a EMT esta intimamente relacionada com a promocdo de
metastase, bem documentada em diferentes tipos de carcinomas, incluindo o
mamario (TAM & WEINBERG, 2013).

Sabe-se que as mudancas bioquimicas associadas a EMT sé&o reguladas
por alteracdes epigenéticas (TAM & WEINBERG, 2013), capazes de aumentar
a expressdo e a atividade das MMPs e, como consequéncia, aumentar a

capacidade de invaséo das células tumorais (OKUBO et al., 2001).

2.4 PROTEINAS DE MATRIZ METALOPROTEASES (MMPs)

Um processo essencial na formacado de metastases € a degradacédo da
matriz extracelular (MEC), que permite as células tumorais invadirem o tecido

local e extravasar para os vasos sanguineos (ARTACHO-CORDON, et al.,
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2012). Este processo € principalmente influenciado pela atividade de proteinas
de matriz metaloproteases (MMPs), proteinases zinco-dependentes com
capacidade de degradar uma grande variedade de componentes da MEC,
incluindo colageno, elastinas, gelatinas, glicoproteinas de matriz e
proteoglicanos (POINCLOUX, et al.,, 2013). Dada a ampla variedade de
proteinas que as MMPs sao capazes de modificar, tais enzimas influenciam
diversos processos fisiolégicos e patologicos, incluindo aspectos do
desenvolvimento embrionario, morfogénese tecidual, processo de reparo,
doencas inflamatorias e cancer (STERNLICHT, 2001). Ja existem descritos 25
tipos diferentes de MMPs em humanos, classificadas com base na afinidade
por determinado substrato. Quase todas elas sdo secretadas para 0 meio
extracelular, com excecdo de seis metaloproteases ancoradas a membrana
(MT-MMP), da MT1-MMP a MT6-MMP (POINCLOUX, et al., 2013).

Os membros da familia das metaloproteases apresentam dominios
conservados em sua estrutura, conhecidos como peptideo de sinal, que
direciona o produto para a secre¢ado; dominio pro-peptideo, essencial para a
manutencdo da laténcia enzimatica; e dominio catalitico dependente de zinco
(Zn*"). Algumas MMPs também contém o dominio hemopexina (HPX), que
contribui para tanto para o reconhecimento e degradacdo de substratos como
para interacbes proteina/proteina, o dominio transmembrana e o dominio
citoplasmatico, que auxiliam no ancoramento a membrana plasmatica (FIGURA
5) (LI, et al., 2008).
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FIGURA 5 — ESTRUTURA DOS DOMINIOS DAS METALOPROTEASES. Dominios
basicos dos membros a familia de MMPs (Peptideo sinal, Dominio pré-peptideo e
Dominio catalitico) e os restritos a algumas MMPs especificas (Dominio hemopexina,
Dominio transmembrana e Dominio Citoplasmatico).
FONTE: Adaptado de KESSENBROCK et al. (2010)

A metaloproteases formam assim uma importante familia de
endopeptidases, conhecidas por estarem também envolvidas na progressao do
cancer através do aumento da motilidade celular, invasdo e metastase linfatica
(LEE et al., 2004). As MMPs séo superexpressas em quase todos os tipos de
cancer e esta caracteristica € muitas vezes associada a um pior prognéstico
para os pacientes (CURRAN, et al., 2004). Este fato se deve a producédo de
MMPs tanto pelo epitélio maligno quanto pelo estroma adjacente, que facilitam
a degradacédo da matriz extracelular e consequente metastase (DECLERCK et
al., 2004).

2.4.1 MMP-14 ou MT1-MMP

A metaloprotease MMP-14 é um membro da familia das MMPs que tem
como caracteristica pertencer ao grupo das MT-MMPs, determinadas como
proteinas ancoradas a membrana. Por ter sido a primeira enzima identificada
pertencente a este grupo, também pode ser denominada como MT1-MMP
(CAO, et al., 1995). A proteina MMP-14 é expressa ha superficie de multiplos
tipos celulares (PAHWA, et al., 2014) e mostra-se importante na locomoc¢ao

celular e degradacao da matriz extracelular a partir de sua capacidade
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proteolitica e também a partir da ativacdo de outras MMPs sollveis, tais como
a MMP-2, MMP-8 e MMP-13 (BARBOLINA, et al., 2008). Muitos componentes
da MEC podem ser substrato da proteina MMP-14, como: colageno |, 1l e I,
fibronectina, vitronectina, fibrina e proteoglicanos (SEIKI, 2003). Esta grande
diversidade de substratos degradados por MMP-14 permite regulacfes de
multiplas funcdes celulares. Sua estrutura e dominios estdo representados na
figura 6 (FIGURA 6).

Dominio Trasmembrana
Peptideo de Sinal Conexdo Conexdo
|

1 20 m 284 316 508 542 582

Dominio pra-peptideo Dominio Catalitico Dominio Hemopexina Dominio Citoplasmatica

FIGURA 6 — ESTRUTURA DOS DOMINIOS DA MMP-14. Estrutura composta pelos
dominios peptideo de sinal, dominio pré-peptideo, dominio catalitico, conex&o, dominio
hemopexina, conexdo, dominio transmembrana e dominio citoplasmatico.

FONTE: Adaptado de PAHWA, et al. (2014)

A atividade proteolitica desta enzima de superficie estd diretamente
relacionada a migracao celular, invasdo e metastase (REMACLE, et al., 2013)
e, portanto, quando desregulada, tem sido relacionada com um pior
prognéstico em pacientes com carcinoma mamario (TETU et al., 2006;
MYLONA et al., 2007).

A atividade da MMP-14 nos tecidos € regulada, naturalmente, por um
inibidor tecidual de metaloprotease 2 (TIMP-2) (HU, et al., 2007). Esta
regulacdo ocorre a partir do envolvimento de trés moléculas distintas, a MMP-
14, TIMP-2 e a MMP-2, e, portanto, é chamada de eixo de ativacdo. A TIMP-2
inibe a forma ativa de MMP-2, a0 mesmo tempo que a ativa na presenca de
MMP-14 (FIGURA 7) (BERNARDO, et al.,, 2003). Um desequilibrio entre
producdo de MMP-14 e TIMP-2 pode permitir uma destruicao tecidual (LIU, et
al., 2003).
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FIGURA 7 — EIXO DE ATIVA(;AO DA MMP14. Na figura estédo
representadas as moléculas pro-MMP-2, MMP-2 ativa, MMP-14 e
TIMP-2. Quando ocorre a unido de duas moléculas de MMP-14 com a
TIMP-2, fica possivel a aproximacéo da pro-MMP-2 e sua subsequente
ativacdo. A MMP-2 ativa liberada € capaz de degradar a MEC. A
molécula TIMP-2, em altas concentracdes € capaz de inibir a atividade
da MMP-2. Logo, dependendo da concentragdo da molécula TIMP-2, a
MMP-2 liberada podera degradar a MEC (baixas concentracbes de
TIMP-2) ou ser inibida (altas concentracdes de TIMP-2).

FONTE: Adaptado de PAHWA, et al. (2014)

A MMP-14 é regulada a nivel transcricional por uma variedade de fatores
de transcricdo, citocinas e quimiocinas, como por exemplo o NF¢b (CLARK et
al., 2008). Além disso, observou-se que a regulacdo do gene MMP14 ocorre
também por mecanismos epigenéticos. Em um estudo sobre metaloprotease,
foi visto que a metilacdo deste gene, na linhagem tumoral de mama MCF-7,
poderia estar relacionada com a diminuicdo de sua expressdo (CHERNOV et
al., 2009). No estudo de Chernov, em 2009, foi avaliada uma ilha CpG presente
na regido promotora do gene MMP14, porém € possivel identificar a presenca
de mais uma ilha CpG no corpo do gene. Pesquisas recentes tém demonstrado
que o padrdo de metilacdo, ndo s6 na regido promotora, mas também ao longo
do gene, pode apresentar um importante papel na regulacdo da transcricdo
(SHENKER e FLANAGA, 2012), evidenciando a necessidade de se conhecer o

perfil de metilacdo de todo o gene.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Estudar o perfil de metilagdo do promotor e do corpo do gene MMP14 em

linhagens tumorais de mama

3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

- Clonar e sequenciar as ilhas de CpG presentes no promotor e no corpo do
gene MMP14 em diferentes linhagens tumorais de mama, tratadas ou ndo com

5-aza-2’-deoxicitidina e Tricostatina A.

- Planejar iniciadores especificos para a amplificacdo de regides
diferencialmente metiladas para estudo de metilacdo em tumores primarios de
mama (MSP-PCR).

- Padronizar a reacdo de MSP-PCR utilizando as linhagens tumorais de mama.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 IDENTIFICACAO DAS ILHAS CpG E PLANEJAMENTO DOS
INICIADORES

As regides do gene MMP14 com alta densidade de dinucleotideos CpG
foram identificadas com auxilio do software online BLAT (disponivel em
<https://genome.ucsc.edu/FAQ/FAQblat.ntml>). Apos a identificacdo destas
regibes, determinadas como ilhas de CpG, foi possivel submeté-las ao
programa  Methprimer  (disponivel em  <https://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgGateway>), capaz de facilitar a identificacdo de sitios adequados para o
planejamento de iniciadores. Também foram utilizados neste projeto os

iniciadores sugeridos por Chernov e colaboradores (2009).

4.2 MATERIAIS BIOLOGICOS

As diferentes linhagens celulares utilizadas neste projeto foram cedidas
pelo Instituto Ludwig — LMBG, e sdo derivadas de tumores e células normais de
mama: HB4aC3.6, HB4aC5.2 (STAMPS et al., 1994), MCF-7 e PMC42. Os
cultivos destas linhagens foram realizados em meio RPMI 1640 (Gibco)
suplementado com soro fetal bovino (Gibco) 10%, 0,2 mM de glutamina e
garamicina 40 pg/mL, seguindo o protocolo sugerido pela ATCC (American
Type Culture Collection).

4.3 EXTRAGCOES DE DNA E RNA

Para realizacdo das extracbes de DNA e RNA, foi utilizado o kit All prep
DNA/RNA (Qiagen), conforme especificacdes do fabricante, com o qual &

possivel isolar as duas biomoléculas de uma mesma amostra. O RNA total
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purificado foi entdo submetido a sintese de cDNA, utilizando-se o kit High
Capacity da Applied Biosystem, conforme especificacdes do fabricante. Para
tal, foram utilizados aproximadamente 1000 ng de RNA total, 1 pl de 20X RT
enzima mix e 10 pl de 2X tamp&o buffer, em um volume total de 20 pl de

reacao.

4.4 ANALISE DE EXPRESSAO DO GENE MMP14

O padrédo de expressdo do gene MMP14 pelas linhagens tumorais de
mama foi primeiramente avaliado por RT-PCR. Em seguida, as mesmas
amostras foram submetidas a técnica de RT-gPCR, para uma quantificacdo

mais precisa do gene MMP14.

4.4.1 RT-PCR

As reacbes de RT-PCR utilizaram 1 ul de cDNA de cada linhagem,
tampao 1X de PCR (Invitrogen), 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTP, 1 U Taq
Platinum | (Invitrogen) e 8 pmoles de iniciadores especificos, em um volume de
20 ul. Os iniciadores especificos utilizados para a amplificacdo do gene MMP14
foram: universal 5 CATCAAAGTCTGGGAAGY e reverso
5GAAGAAGAAGACTGCAAG3. As condicoes de amplificagcao foram:
desnaturacdo do cDNA e ativacdo da Taq polimerase a 95°C por 5 minutos; 35
ciclos de 94°C por 45 segundos, 54°C por 30 segundos e 72°C por 45
segundos; e 1 ciclo de 72°C por 5 minutos para extensdo do DNA. Como
controle de sintese de cDNA foi utilizado o gene de expressao constitutiva
GAPDH, com os iniciadores universal 5’CTGCACCACCAACTGCTTAS3’ e
reverso 5 CATGACGGCAGGTCAGGTC3, com as mesmas condigdes

descritas acima para a reacao de RT-PCR.
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4.4.2 RT-gPCR ou PCR em tempo real

Os cDNAs obtidos neste trabalho também foram submetidos a técnica
de RT-gPCR, que propiciou uma andlise quantitativa da expressdo de cada
linhagem tumoral de mama estudada.

Para o desenvolvimento desta técnica foram utilizados os iniciadores

referentes: ao gene normalizador ACTB, universal
5GATGCAGAAGGAGATCACTGC3 e reverso 5 AGTACTTGCGCTCAGG
AGGA3Z’; bem como ao gene alvo MMP14, universal

5 GCAGAAGTTTTACGGCTTGCA3 e reverso 5TCGAACATTGGCCTTGATC
TC3..

Durante a realizacdo desta técnica, foram realizados ensaios para
determinacdo dos parametros: fator de diluicdo de cada par de iniciadores
utilizados; fator de diluicdo de cada amostra de cDNA; curva de eficiéncia de
cada par de iniciadores utilizados; e, por fim, quantificacdo da expressdo de
cada linhagem tumoral de mama estudada. Para o desenvolvimento do
protocolo da PCR em tempo real utilizou-se: SYBR®Green 1x (Applied
Biosystems), os iniciadores em concentragdes testes de 150 nM, 300 nM, 600
nM e 900 nM; e o cDNA alvo em diluicdes testes de 1:2, 1.5, 1:10, 1:50 e
1:100, em sistemas de 10uL no equipamento StepOne Plus (Applied
Biosystems). Todos o0s ensaios foram acompanhados pela realizacdo de
controles negativos, que consistiram na adicdo de todos os reagentes, exceto o
cDNA alvo.

Os resultados obtidos foram submetidos ao método estatistico AACt, um
dos métodos mais utilizados para determinar as diferencas nas concentracoes
de amostras distintas (BUSTIN, 2009), no caso deste trabalho, as diferencas na
expressdo do gene MMP14 em diferentes linhagens tumorais de mama. Os
valores de AACt foram posteriormente aplicados na formula de 222°T, que
possibilitou a construcdo de graficos que facilitaram a visualizacdo dos
resultados obtidos (LIVAK e SCHMITTGEN, 2001). Os graficos obtidos foram
analisados estatisticamente utilizando-se o test t de Student, e apenas os

dados com p < 0,05 foram considerados.
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4.5 TRATAMENTO DAS LINHAGENS COM 5-AZA-2"-DEOXICITIDINA (DAC)
E TRICOSTATIN (TSA)

As linhagens tumorais de mama que apresentaram um resultado
negativo na reacao de RT-PCR ou de RT-gPCR, ou seja, as linhagens que ndo
expressaram o gene MMP14, foram submetidas ao tratamento com 5-aza-2’-
deoxicitidina (DAC) e Tricostatina A (TSA). Estes sdo agentes capazes de inibir
DNA-metiltransferases e  histona deacetilases respectivamente e,
consequentemente, avaliar a metilagdo do DNA bem como o envolvimento de
HDACSs.

Para este ensaio de tratamento, foram utilizadas quatro garrafas de
cultivo celular de 25 cmz2 para cada linhagem tumoral. Uma delas foi utilizada
como controle, contendo apenas a linhagem com meio RPMI, e as demais
culturas foram tratadas com DAC, com TSA e com TSA + DAC
respectivamente. Todas as quatro garrafas foram submetidas ao ensaio no
mesmo periodo, sendo seus meios de cultivo trocados simultaneamente
durante os dias de tratamento. Para cada garrafa foram adicionados 5 x 10° de
células e incubadas por aproximadamente 16h em estufa de CO, 5%, 37°C.
Apoés este periodo, as células foram lavadas duas vezes com PBS 1x e
iniciados seus respectivos tratamentos. No ensaio controle, apenas o meio foi
trocado. O tratamento com DAC 1 pM (PRYZBYLKOWSKI, OBAJIMI et al.,
2007) foi realizado diariamente até 96 h. O tratamento com TSA 40 yM foi feito
por 16h. O tratamento com DAC e TSA teve inicio com tratamento de DAC por
80 h, seguido da adigdo 40 uM de TSA e incubagao por mais 16 h.

Ao término de cada ensaio, os cultivos foram submetidos a extracdo de
DNA e RNA simultaneos utilizando o AllPrep Kit (Qiagen). A partir do RNA
extraido foi sintetizado novamente cDNA, com consecutiva reacdo de RT-PCR,
para verificacdo da expressdao do gene MMP14 apdés a desmetilacdo e
desacetilagdo do DNA. Como controle da reacao de RT-PCR de reexpresséo
apos os tratamentos com DAC e TSA, foi utilizado o gene constitutivo GAPDH.
Da mesma maneira, foram novamente realizadas reacoes de RT-gPCR, para
avaliar e quantificar a expressdo do gene MMP14 ap0s a desmetilacdo e

desacetilagdo do DNA (esta reacdo seguiu 0 mesmo protocolo descrito no item
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4.4.2). Realizando novamente estas reacdes de RT-PCR e RT-gPCR foi
possivel comparar a expressdo do gene estudado antes e ap0s o tratamento
com DAC, TSA e DAC + TSA. O DNA, extraido destas linhagens, tratadas ou
nao tratadas (que expressam o gene), foi submetido a um segundo tratamento,

com bissulfito de sodio, descrito a seguir.

4.6 TRATAMENTO DAS AMOSTRAS DE DNA COM BISSULFITO DE SODIO

As amostras de DNA que foram extraidas das linhagens tumorais de
mama (tanto das linhagens nédo tratadas como as tratadas com DAC e TSA)
foram quantificadas no espectrofotometro Nanodrop 2000. Aproximadamente 1
Mg de DNA foi utilizado para o tratamento com bissulfito de sédio, utilizando os
reagentes do kit Epitec (Qiagen), de acordo com as especificacbes do
fabricante.

O tratamento com bissulfito de sodio € usado para analisar o perfil de
metilacdo de amostras de DNA. Este composto é capaz de transformar
citosinas desmetiladas em uracilas, porém, ndo tem o mesmo efeito em
citosinas metiladas (5-metilcitosina). Desta forma, quando o DNA tratado €
amplificado através de uma reacdo de PCR, a uracila é amplificada como
timina e as citosinas metiladas sdo amplificadas como citosina. A partir de
reacfes de sequenciamento € possivel ler a sequéncia do DNA tratado pelo
bissulfito e identificar o padrao de metilacéo da regido de DNA estudada.

Para avaliar a eficacia do tratamento do DNA com bissulfito de soédio,
foram realizadas reacbes de PCR para amplificacdo da sequéncia satélite
SATR-1, utilizando-se os iniciadores e as condicfes ja descritas na literatura
(Costa et al., 2006). Esta regiao do DNA é hipometilada, ou seja, € rica em
timinas apds o tratamento com bissulfito de sédio. Os iniciadores utilizados
para amplificacdo de SATR-1, planejados para flanquear uma regido do DNA
rica em timinas, irdo se anelar adequadamente mediante a um bom tratamento

com bissulfito de sodio.
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4.7 AMPLIFICACAO, CLONAGEM E SEQUENCIAMENTO DAS ILHAS CpG
DO GENE MMP14

A partir dos iniciadores selecionados foi possivel a padronizacdo das
reacoes de PCR para a amplificacdo das ilhas de CpG do gene MMP14
(utilizando-se os DNAs tratados com bissulfito de sédio, tanto das linhagens
tumorais de mama sem tratamento, como das tratadas com DAC e TSA). Estas
reacoes foram analisadas em géis de poliacrilamida (8%) corados com nitrato
de prata.

Apés a padronizacdo da reacdo de PCR, as ilhas de CpG do gene
MMP14 de todas as linhagens foram amplificadas e os produtos foram
purificados a partir de eletroforese em gel de agarose 1%, utilizando-se o
protocolo do QUIAEX Il Gel Extration Kit (Qiagen). Os produtos purificados
foram em seguida clonados no vetor pGEMT®easy (Promega), e eletroporados
em estirpe de Escherichia coli DH10B. Os clones recombinantes foram
selecionados por a-complementacdo e submetidos a rea¢do de PCR de coldnia
para a confirmacdo da presenca do inserto. Pelo menos dez clones que se
mostraram positivos na PCR de col6nia foram submetidos a extracdo de DNA
plasmidial, utilizando o kit QiaPrep (Qiagen). Em torno de 300 a 500 ng de cada
preparacdo foram sequenciadas utilizando-se kit Big Dye terminator e o
sequenciador XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Apés o resultado do
sequenciamento, foi possivel identificar o perfil de metilagdo do gene MMP14
(antes e apds o tratamento com DAC e TSA), bem como relaciona-lo com o

padrao de expressao do gene.

4.8 IDENTIFICACAO DE POSSIVEIS FATORES TRANSCRICIONAIS

Apoés o sequenciamento das amostras tratadas com os compostos DAC,
TSA e DAC+TSA, foram avaliadas as regides especificas (CpGs especificos)
gque apresentaram uma grande taxa de desmetilacdo. Estas regides podem ser

possiveis sitios de ligacdo de fatores transcricionais que auxiliam na expressao
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do gene MMP14. As analises foram realizadas com o uso da ferramenta
Matinspector, implementada no software Genomatix, capaz de utilizar uma
grande biblioteca matriz de fatores de transcricdo que podem corresponder a
uma sequéncia de DNA escolhida (CARTHARIUS et al., 2005).

4.9 TECNICA MSP-PCR (METHYLATION SPECIFIC PCR)

Apos andlise dos resultados de sequenciamento das linhagens tumorais
de mama, foi possivel identificar os dinucleotideos CpG importantes no
processo de regulacdo do gene, ou seja, os dinucleotideos que se
apresentaram diferencialmente metilados nas linhagens que expressaram e
nao expressaram o gene MMP14. A técnica de MSP-PCR (HERMAN et al.,
1996) baseia-se no planejamento de iniciadores especificos para estas regides
do DNA, em condi¢cdes metiladas e ndo metiladas, permitindo a determinacao
do padrdo de metilacdo de determinada amostra a partir de uma Unica reacao
de PCR. Os iniciadores foram planejados em dois grupos diferentes: com base
nas analises manuais dos sequenciamentos obtidos das linhagens tumorais de
mama; e com auxilio do Methprimer (disponivel em <https://genome.u
csc.edu/cgi-bin/hgGateway>).

Estas reagbes de MSP-PCR foram padronizadas nos DNAs das
linhagens tumorais utilizadas neste estudo, para, posteriormente, serem

aplicadas nos DNAs extraidos de tumores primarios de mama.
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5 RESULTADOS

5.1 ILHAS DE CpG DO GENE MMP14 E O PLANEJAMENTO DOS
INICIADORES

A partir de analises realizadas nos softwares BLAT e Methprimer,
disponiveis online, foi possivel identificar duas ilhas CpG existentes no gene
MMP14 (FIGURA 8), que apresentam juntas um total de quase 1.000 pares de
base e 100 dinucleotideos CpG.
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FIGURA 8 - LOCALIZACAO DAS ILHAS DE CpG. Gréfico gerado pelo software online
Methprimer, indicando a localizagdo exata das ilhas de CpG. As setas logo abaixo do gréfico
indicam os iniciadores utilizados para amplificacdo das regides especificas do gene. As setas
em azul representam os iniciadores sugeridos por Chernov e colaboradores (2009) Em preto
estdo representados os iniciadores planejados neste trabalho (Ver Quadro 1). ATG: inicio da

traducéo.
FONTE: O autor (2014)

A primeira ilha de CpG identificada possui um tamanho aproximado de
270 pb e contém parte da regido promotora e parte do primeiro éxon (-161 a
+186). Esta se refere a regido ja analisada por Chernov e colaboradores
(2009). Ja a segunda ilha possui um tamanho de 690 pb e localiza-se

inteiramente no primeiro intron do gene (+242 a +869).
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A seguir foram planejados iniciadores especificos para a amplificacéo
destas regides (QUADRO 1).

Iniciador Sequéncia5’- 3
GATTAAGTAGAAGAAAGATTAAAAAT
GGAAAAGAGGAGAAGAGTAAATAGGTAT
TAAACAAAAAAAACAAAAAACAAC
TGAGGAATAATTTTTTTTAATTTTAAGT
TGTTTTTTGTTTTTTTTGTTTA
ATTAACAACAAAAAAAACCTAAAAAC
TTTTGGAAGAATTTTATAATTGGG
CCAAACTCCCTACAATTAACACAA
CACAAAAAAAACTTTATATATAC
CCCCAATTATAAAATTCTTCCAAA

QUADRO 1- INICIADORES UTILIZADOS PARA
AMPLIFICACAO DAS ILHAS DE CpG EXISTENTES NO GENE
MMP14. Iniciadores A, B e C sugeridos por Chernov e
colaboradores (2009) e iniciadores D, E, F, G, H, | e J
desenhados com auxilio do software Methprimer.

FONTE: O autor (2014)

=T mMMmo0|m|>

Os iniciadores denominados como A, B e C sdo capazes de amplificar
parte da primeira ilha de CpG (FIGURA 8) e foram sugeridos por Chernov e
colaboradores (2009). Os iniciadores denominados como D, E, F, G, H, | e J
foram desenhados com auxilio do programa Methprimer e, combinados de
diferentes maneiras, sdo capazes de amplificar ambas as ilhas de CpG

existentes nesta regido do gene (FIGURA 8).

5.2 ANALISES DE EXPRESSAO DO GENE MMP14

5.2.1 Aplicacéo da técnica de RT-PCR

A expressdo do gene MMP14 foi investigada nas linhagens HB4aC3.6,
HB4aC5.2, MCF-7 e PMC42 por RT-PCR. Pbde-se observar que o controle da
reacdo, que garante a integridade e a qualidade do cDNA utilizado, o gene
constitutivo GAPDH, foi amplificado (FIGURA 9).
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FIGURA 9. RT-PCR DAS DIFERENTES LINHAGENS
TUMORAIS DE MAMA. Gel de agarose que mostra a
expressdo de MMP14 pelas diferentes linhagens
tumorais de mama. MM, marcador de massa
molecular, CN controle negativo no qual ndo foi
adicionado cDNA.

Apenas a linhagem MCF7 nédo apresentou amplificacdo. Este resultado
nos permitiu concluir que somente a linhagem MCF7 seria candidata ao estudo

com o agente desmetilante e inibidor de histonas em cultura.
5.2.2 Aplicacéo da técnica de RT-gPCR

A segquir foi feita a quantificacdo do transcrito de MMP14 utilizando RT-
gPCR para confirmar os resultados anteriores.

O fator de diluicAo de cada par de iniciadores utilizados foi testado,
apresentando o melhor resultado (ou seja, 0 menor Ct, que representa o ciclo
em que a amostra apresenta amplificacdo detectavel) a diluicdo de 900 nM
para ambos os pares de iniciadores, ACTB e MMP14. O enddgeno ACTB foi
escolhido a partir de experimentos ja realizados no laboratério, sendo que
outros endégenos como HPRT, HMBS e GAPDH se mostraram menos
eficientes do que o ACTB. Ja a diluicdo das amostras de cDNA mais adequada
para os ensaios realizados foi a de 1:10. Esta diluicdo passou a ser utilizada

nos ensaios restantes. O resultado da eficiéncia dos iniciadores foi de 99,9%
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para o gene endégeno ACTB e de 99,4% para o gene MMP14. O enddgeno foi
utilizado durante a reacdo de RT-gPCR, juntamente com o gene alvo MMP14.
A quantificacdo da expressdo de MMP14 pelas linhagens tumorais de
mama estudadas esta representada na Figura 10 (FIGURA 10). Estes graficos
foram gerados a partir da formula 222! que permite comparar expressées e
indicar quantas vezes uma dada amostra esta sendo mais ou menos expressa
do que outra. Para que estas comparacdes sejam possiveis, 0 gene
considerado controle ou basal apresenta um 22 jgual a 1, que é considerado
0 numero neutro de uma multiplicacdo (BUSTIN, 2009). Com os resultados
prévios de RT-PCR e com os obtidos pela reacdo de RT-gPCR, foi possivel
determinar que a linhagem MCF7 ndo apresentava expressado do gene MMP14
e, por tanto, poderia ser usada como base nos calculos de comparacédo de
expressao necessarios. Logo, a linhagem MCF7 foi escolhida como basal e
cada uma das outras linhagens presentes neste estudo foram comparadas a

ela e utilizando o seu valor basal no grafico igual a 1.
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FIGURA 10. QUANTIFICACAO DO GENE MMP14
DAS DIFERENTES LINHAGENS TUMORAIS. Gréficos
que mostram a expressdo das diferentes linhagens
comparadas a linhagem MCF7, que ndo apresenta
expressdo do gene MMP14. O simbolo * representa
uma diferenca estatistica com p<0,05, quando
comparadas a linhagem MCF-7.
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Analisando os gréaficos gerados, foi possivel perceber que a linhagem
MCF7 nao apresenta expressdao do gene. Ja as linhagens HB4aC3.6,
HB4aC5.2 e PMC-42 apresentaram uma expressado aproximadamente 10.000,

2.700 e 10 vezes maior do que MCF7, respectivamente.

5.3 TRATAMENTO DAS LINHAGENS COM 5-AZA-2"-DEOXICITIDINA (DAC)
E TRICOSTATIN (TSA)

A partir do resultado de RT-PCR e RT-gPCR observou-se que a
linhagem MCF7 n&o expressa o gene MMP14, logo, esta foi tratada com os
compostos desmetilante DAC, e inibidores de desacetilante de histonas TSA e
também a combinacdo DAC+ TSA. Apds os tratamentos, passou por uma
extracdo de DNA e RNA, que serviram de molde para as reagdes que se

pretendiam realizar.

5.3.1 RT-PCR ap6s tratamento com 5-aza-2"-deoxicitidina (DAC) e tricostatin
(TSA).

A expressdo do gene MMP14 apds os tratamentos pode ser vista na
FIGURA 11.
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FIGURA 11. RT-PCR DE CELULAS TUMORAIS APOS TRATAMENTO
COM DAC E COM TSA DA LINHAGEM MCF7. MM: Marcador molecular de
100pb; MCF7: linhagem controle, sem tratamento algum; MCF7+DAC:
linhagem tratada com DAC; MCF7+TSA: linhagem tratada com TSA e;
MCF7D+T: linhagem tradada com DAC e com TSA; NO: controle negativo.

Diante deste resultado, foi possivel perceber que, apds os tratamentos
com o composto DAC, a linhagem MCF7 continuou incapaz de expressar o
gene MMP14. Por outro lado, o tratamento com TSA e com ambos compostos
DAC mais TSA, permitiu que a linhagem MCF7 passasse a expressar o gene
MMP14, reforcando a ideia de que a metilacgdo do DNA e a acetilacdo de

histonas pode estar intimamente ligada com a expressao deste gene.

5.3.2 RT-qPCR apos tratamento com DAC e TSA

O cDNA das linhagens tratadas também foi submetido a reac6es de RT-
gPCR (FIGURA 12).
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FIGURA 12. GRAFICOS DE RT-gPCR DA LINHAGEM TUMORAL TRATADA COM DAC
E TSA. Gréafico representando a expressao da linhagem MCF7 sem e com tratamento com
DAC e TSA. O simbolo * representa uma diferenga estatistica com p<0,05, quando
comparadas a linhagem sem nenhum tratamento.

Diante deste resultado, € possivel perceber que apds o tratamento com
os compostos DAC, TSA e DAC + TSA a linhagem MCF7 passou a expressar o
gene MMP14, respectivamente em 10, 140 e 90 vezes mais do que quando
comparada a MCF7 ndo tratada, que ndo apresenta expressdo. Estes
resultados apresentaram valor estatistico significativo, ou seja, p< 0.05 e
corroboram com os dados ja publicados (Chernov et al 2009) mostrando a
associacdo epigenética a regulacdo da expressdo de MMP14. A diferenca
observada na expressdo do gene MMP14, diante do DAC, nas técnicas RT-

PCR e RT-gPCR, se deve a sensibilidade entre ambas.

5.4 AMPLIFICACAO DAS ILHAS CpG DO GENE MMP14



5.4.1 Amplificacao da primeira ilha de CpG do gene MMP14

iniciadores sugeridos por Chernov e colaboradores (2009), denominados neste
trabalho como A B e C. Esta reacao seguiu em forma de Nested PCR, onde a
primeira etapa utilizou os iniciadores A/C e a segunda B/C, seguindo o
protocolo sugerido pelo autor. Estes iniciadores sdo capazes de amplificar a
primeira ilha de CpG do gene MMP14, representando um fragmento de 240 pb
gue contém 16 dinucleotideos CpG (FIGURA 13). Todas as linhagens tiveram

Para amplificacdo da primeira ilha de CpG do gene MMP14, usou-se 0s

as reacdes de amplificacado padronizadas (dados ndo mostrados).
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FIGURA 13 — SEQUENCIA AMPLIFICADA PELOS INICIADORES A, B e C. A sequéncia é
composta por duas linhas, a de cima representa a sequéncia original do gene e a de baixo
representa a sequéncia apés um tratamento com bissulfito de sédio. Em vermelho esta
destacada o inicio da tradugéo, pelo ATG. Em rosa estdo destacados os dinucleotideos CpG.

GAGAAGGGAGGGACCAGAGGAGAGAGCGAGAGAGGGAACCAGACCCCAGTTCGCCGACTA
R AR A AR A A R A R R N R RN
GAGAAGGGAGGGATTAGAGGAGAGAGCGAGAGAGGGAATTAGATTTTAGTTCGTCGATTA

AGCAGAAGAAAGATCAAAAACCGGAAAAGAGGAGAAGAGCAAACAGGCACTTTGAGGAAC

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

AATCCCCTTTAACTCCAAGCEBACACEBGTCTAGGAATTCAAGTTCAGTGCCTACHBAAG
R R R e N R R R R A AR AR A AN
AATTTTTTTTAATTTTAAGTEEATAGEEGT TTAGGAATTTAAGT TTAGTGTTTATEBAAG

INO:V.N-Xele - -[ofefe - - [Nelele)Neliele - - [ehiie - - INelo[elo)-Nelele - [lelelelele - elo - - - [FNelolo
R T T e T T T T e T e 2 I e I O O B o B e O O B
ATAAAGGEET T TEBAGGGAGTGCEBC TCBBAT TTTAGGCEBTGGCT TEBC TEEBBCAGTT

cacacteeclccreacc@BcTecTeT@BcAcCClllTcTcc@8ccccaacacccccclit
O N N I B o A I I T o o O O O - o O B B B B B B o A I I I BRI o |
TATATTGT TEEGTTGAT TEBGTGGT T TEBGATTATGTTT T TE@TTTTAAGATTTTTTHGT

TGTCTCCTGCTCCCCCTGCTCACGCTCGGCACCGCGCTCGCCTCCCTCGGCTCGGCCCAA
AR RN N A i ol B B b bk s (b e B ot o B I o ol B
TGTTTTTTGTTTTTTTTGTTTACGTTCGGTATCGCGTTCGTTTTTTTCGGTTCGGTTTAA

Em verde, azul e amarelo estdo representados os iniciadores A, B e C respectivamente.
FONTE: O autor (2014).
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O par de iniciadores que apresentou um resultado mais satisfatorio e

com uma amplificacdo adequada foi o E/lI (Quadro 1). Este par de iniciadores

foi capaz de amplificar uma pequena parte da primeira ilha de CpG do gene

MMP14 e grande parte da segunda, representando um fragmento de 745 pb
gue contem 65 dinucleotideos CpG (FIGURA 14).
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TeTcTcCcTGCTCCCCCTGCTCABBC TEBcCcACHEBBC TB8ccTcccT@BccT@Bccccaa
R R R R R et T A I o R B I R B R

TTEEGTATEEEE T TE8 T TTTTTEBGT T8 TTTA

accacceaccTTcacecc@@ancTaacTcaccTTCC@BccceTTecifcacTEEEECcBlc
R N R N o N N N N N N R B I B B B B B B B Ik I
AGTAGTAGTTTTAGTTTEEAAGTAAGTGAGTTTTTEEGTTTTTTTEBCACTEEEET TBE T

B8ccrccBBrcccBBGGGGTCTCCTAGGGGACAGCCTCTAT TEBGAGAGGAGGGCTTTTG
AR R A N R s A RN R NN AR
B8corccBBAGT TBBGGGGTTTTTTAGGGGATAGTTTTTAT TEBGAGAGGAGGGTTTTTG

GGATCTCEBCTGCTCAGGCCTGCAGGATTCCCCCTCCCTTTCTTTTTCCTCTTE@TCTCC
A AN N A N N A R N N A N N A i N
GGATTTT@BTTGTTTAGGTTTGTAGGATTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTE@TTTTT

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

B8CcB8~CTCTCCTTCCCATTCCTTCTTTTTTCCCAGTCCTTGGAAGAACTTTACAACTGG
A A R R A A R A N R R R AN E R A
B8-B8~ATTTTTTTTTTTATTTTTTTTTTTTTTTTAGT TTTTGGAAGAATTTTATAATTGG

cG@aacTccccCTTCCCBATTCCCTTGGGCTCTGCTCTCAGCTCTGGAACHBCCTGAT
NN R N N A R R A N N N A N R N A N
GGEBAATTTTTTTTTTT T@BATTTTTTTGGGTTTTGT TTTTAGTTTTGGAATE@TTTGAT

AAACATTTGGACTCEBcTcAarAcCCEBBBcTcTcc@BccTcCcT@BTCATCEEBBAGAGTT
AR s A A R L s e A N L A A R A R A R R s N RN
AAATATTTGGATTTEETTTAAATT THEEET TCT TTEEGTTTTTEET TATCEEEEAGAGTT

TGTTGTTTCTT@BACTTCCCAGCTCTCCAGEBcTCTCCEBCBECEEB8CCcCcTc@BATGGG
R R N R B R B B B I o o B B o S o ol I o ot s A B o S N
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TGTTGTTTTTTEEATTTTTTAGTTTTT TAGEETTTT T TEE TEECEEEE T T T T8~ GGG

B8crr@8cccrccc@@ccTeccccaceecTTCACHBCABBAGTCTGEBGCCAGGTGGGGE
S B e B B A A - e e O O U O el BTN O O O O O O O
B8rrTE8cTTTT T TE8GGTGGTTTAGGTTTTTACEBCABBAGT TTGEBGT TAGGTGGGGG

TB8AcGeTCCABBCCBBACEBTCccacececacaceccc@@reTecc@@acaceaccclic
R I N B I I N R N N A o B B o O B B IR B
TB8AGGCTCCABBG TEBACEET TTAGGGTTATAGT TTTEETT TT T TEBBAGAGGAT TTEBT

TGTGTCCCTACCEBcATCCCTCCRBTEEAGCCTEBCACEECEECEEEEC TccCBBBB T T T

N A R R R R e e e e e A N N I S

TGTGTTTTTAT TEETATTTT TCCRETEEAGCCTEBTACEE TEECEEEE T T TEEEE T T T

C.TACACACAAAGCTCTCCTTGTGZ—\GCCGGGCGATCGGCCGGGTCGCTGCCTCCCCCTA
N N N N N N I I I e I I B R
TIGTATATATAAAGTTTTTTTTGTGAGTCGGGCGATCGGTCGGGTCGTTGTTTTTTTTTA
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FIGURA 14 — SEQUENCIA AMPLIFICADA PELOS INICIADORES E e |. A sequéncia é
composta por duas linhas, a de cima representa a sequéncia original do gene e a de baixo
representa a sequéncia apdés um tratamento com bissulfito de sodio. Em rosa estédo
destacados os dinucleotideos CpG. Em verde e azul estdo representados os iniciadores E e |
respectivamente.

FONTE: O autor (2014)

Para padronizacdo da reacdo de PCR foi primeiramente realizado um

gradiente de temperatura de anelamento destes iniciadores (E e 1) (FIGURA

15). Utilizaram-se temperaturas que variaram de 40° a 50°C, sendo estas

proximas as sugeridas pelo proprio fabricante dos iniciadores (Invitrogen) (E:
44,3°C e |: 46°C).
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FIGURA 15. GRADIENTE DE TEMPERATURA PARA
UsO DOS
DENOMINADOS COMO E e I. MM: marcador molecular de
100pb; NO: controle negativo da reacdo. Banda esperada:

PADRONIZACAO DO

745 pb (quadrado branco).
FONTE: O autor (2014)

INICIADORES

Diante do resultado deste experimento, foi possivel determinar que a

temperatura de 49,2°C seria a mais adequada para o anelamento dos

iniciadores utilizados, bem como a metodologia utilizada para amplificacdo do

gene MMP14 (QUADRO 2).

Reagentes ConcentragOes
ﬂgua mili-Q -
Tampé&o Cloreto 1X
MgCl, 1,5 mM
dNTP 0,2pM
Primer5’ 0,3 pM
Pimer3’ 0,3 M
Taq. Polimerase 1U/ pl
DNA molde 200ng
Volume final 20 ul

95°C -5’
94°C —-45”
Ciclos 49,2°C—45"  35x
72°C-1
72°C-2

QUADRO 2 - CQNDICOES UTILIZADAS
PARA AMPLIFICACAO DO GENE MMP14.
FONTE: O autor (2014)
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5.5 CLONAGEM E SEQUENCIAMENTO DAS ILHAS CpG DO GENE MMP14

As ilhas de CpG 1 e 2 do gene MMP14 foram amplificadas em todas as
linhagens tumorais de mama estudadas, tratadas e néo tratadas com os
compostos DAC, TSA e DAC+TSA. Estas amplificacdes permitiram a
realizacdo de purificagcbes dos fragmentos desejados. Dez clones de cada
linhagem tumoral foram selecionados e testados para a presenca do fragmento
estudado a partir de uma reacdo de PCR de coldnia. Apenas os clones que
apresentaram uma amplificacdo positiva, ou seja, uma banda referente ao
fragmento clonado de 240 pb (ilha 1) ou de 745 pb (ilha 2) foram encaminhados
para a reacdo de miniprep, onde o DNA plasmidial foi extraido e por fim
sequenciado.

Os resultados do sequenciamento foram analisados e traduzidos na
forma de gréficos que facilitam sua visualizacdo. Diante dos resultados de
sequenciamento obtidos, foi possivel analisar o perfil de metilacdo das ilhas de
CpG das quatro linhagens nao tratadas (FIGURA 16).



49

1 1
10
0 I I 1 I

LN e e e e e LI e e e e
A 1 3 5 7 9 1113 1517 19 21 23 25 27 28 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63 65 67 69 71 73 75 77 78 81

20
R 1 111 e | | | | |
o]

B 1 3 5 7 9 11131517 192123 2527 29 31 333537 3941434547 49515355 57396163 656769 71 737577 7981

20
2 N I I I
0 BRI NN NN NN NN SN R NN DR INNERENEEE

LI e e e e e e e L
C 1 3 5 7 9 11131517 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 55 57 58 61 63 65 67 69 71 73 75 77 79 B1

L e e e e e e
D 1 3 5 7 9 11131517 18 21 23 25 27 29 31 33 35 37 35 41 43 45 47 49 51 53 55 57 59 61 63 65 67 68 71 73 75 77 79 B1

WA:C36
EB:C52 01 a0 16: lIha CpG 1
Oc:pMc 17 ao 81: llha CpG 2
W D:MCF7

FIGURA 16. SEQUENCIAMENTO DAS ILHAS DE CPG 1 E 2 DAS LINHAGENS TUMORAIS
DE MAMA NAO TRATADAS HB4AC3.6, HB4AC5.2, PMC-42 E MCF-7. O gréfico representa a
metilagdo tanto da primeira como da segunda ilha de CpG encontrada no gene MMP14. Eixo X
representa os diferentes dinucleotideos CpG encontrados ao longo das duas llhas e o eixo Y
representa a porcentagem de metilagcdo de cada deles. Cada gréafico representa uma média de
aproximadamente oito clones de cada linhagem. A) Gréafico do perfil de metilacdo de
HB4aC3.6. B) Gréfico do perfil de metilagdo de HB4aC5.2. C) Grafico do perfil de metilacao de
MCF-7. D) Grafico do perfil de metilagdo de PMC-42.

FONTE: O autor (2014)
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As linhagens HB4aC3.6, HB4aC5.2 e PMC-42 apresentam as duas ilhas
de CpG bastante desmetiladas, enquanto que a linhagem MCF-7 encontra-se
intensamente metilada. Gréficos que demonstram a porcentagem global de

metilacdo de cada linhagem também foram gerados (FIGURA 17).
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Porcentagem Global de Metilacéao

FIGURA 17. GRAFICO DA PORCENTAGEM DE METILAGAO GLOBAL DAS DIFERENTES
LINHAGENS TUMORAIS DE MAMA. O gréfico representa as diferentes porcentagens de
metilacdo das linhagens néo tratadas, tanto da ilha de CpG 1 como da llha 2.

FONTE: O autor (2014)

z

Neste grafico é possivel perceber que as linhagens HB4aC3.6,
HB4aC5.2 e PMC-42 apresentam metilacdo global inferior a 15%, enquanto
que a linhagem MCF-7 apresenta metilacdo superior a 75%. Os mesmos
gréaficos foram também gerados para a linhagem MCF-7 apds o tratamento com
o composto DAC, TSA e com ambos (FIGURA 18).
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FIGURA 18. SEQUENCIAMENTO DAS ILHAS DE CPG 1 E 2 DAS LINHAGENS TUMORAIS DE
MAMA TRATADAS MCF-7. O grafico representa a metilagdo das duas ilhas de CpG encontradas
no gene MMP14, antes e apds tratamento com DAC e TSA. Cada grafico representa uma média
de aproximadamente oito clones de cada linhagem. A) Grafico do perfil de metilacdo de MCF-7
sem nenhum tratamento. B) Grafico do perfil de metilagdo de MCF-7 apés tratamento com DAC.
C) Gréfico do perfil de metilacdo de MCF-7 apds tratamento com TSA e D) Gréafico do perfil de
metilacdo de MCF7 apés tratamento com DAC e TSA.

FONTE: O autor (2014)

Analisando os resultados obtidos pelos sequenciamentos apds o0s

tratamentos com DAC, TSA e DAC mais TSA, foi possivel perceber que esta
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linhagem apresentou diminuicdo de dinucleotideos CpG metilados. Esta
reducdo pode estar associada a dinucleotideos CpG mais especificos, e ndo a
uma metilacdo global das ilhas. O grafico de metilagdo global da linhagem
MCF-7 tratada também permite a visualizacdo desta reducdo da metilacdo
(FIGURA 19).
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FIGURA 19. GRAFICO DA PORCENTAGEM DE METILACAO GLOBAL DA LINHAGEM MCF-
7 TRATADA. A): O grafico representa as diferentes porcentagens de metilagdo da ilha de CpG
1 da linhagem antes e apdés aos tratamentos. B): O grafico representa as diferentes
porcentagens de metilagdo da ilha de CpG 2 da linhagem antes e ap4s aos tratamentos.
FONTE: O autor (2014)

Analisando os resultados de metilacdo global da linhagem MCF-7 antes
e apOs os tratamentos, fica mais evidente a reducdo da metilacdo. Na ilha de
CpG 1, a linhagem que apresentava aproximadamente 80% de metilacao,
reduziu para aproximadamente 70%. Por outro lado na ilha de CpG 2, esta
reducao foi muito maior passando de, aproximadamente, 80% na linhagem nao
tratada para, aproximadamente, 40% apds o tratamento. Diante disto, é
possivel perceber que os trés diferentes tratamentos (DAC, TSA e DAC + TSA)

foram mais efetivos na desmetilacéo da ilha de CpG 2 do gene MMP14.

5.6 ANALISE DE SiTIOS PARA LIGACAO DE FATORES TRANSCRICIONAIS

Avaliando as linhagens de mama MCF7 tratadas com 0s compostos

DAC, TSA e DAC+TSA, foi possivel identificar regides mais especificas de
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desmetilacdo apds os tratamentos. A regido de DNA determinada, encontrada
entre os dinucleotideos CpG 60° e 61°, foi confrontada na ferramenta
Matinspector (FIGURA 18), mostrando uma possivel associacdo com quatro
diferentes fatores transcricionais. Porém, apenas um deles mostrou relevancia
ao estudo, o GLI3, tendo atingido valores afinidade de ligacdo superior a 0,9
para o alinhamento (adequados como descrito no programa). Este mesmo fator
de transcricdo GLI3 também possui um sitio de ligacdo em outra regido do
gene MMP14, entre os CpGs 40° e 53°, que também apresentou uma taxa de
desmetilacdo apés os tratamentos porém nao tao evidente como os CpGs 60 e
61.

Em avaliagcdes no software online Methprimer, foi possivel identificar
uma grande ilha de GpG na regido promotora do gene GLI3, indicando que

pode haver regulacdo epigenética neste gene.

5.7 REALIZACAO DA TECNICA DE MSP-PCR

Apés andlises dos resultados obtidos pelos sequenciamentos das
linhagens tumorais de mama (FIGURA 16), foi possivel identificar regides
especificas no DNA que poderiam flanquear iniciadores de uma reacdo de
MSP-PCR. Estes iniciadores devem estar situados em CpGs especificos, de
maneira que linhagens que ndo expressam o gene MMP14 (MCF-7) devem
apresentar-se metiladas e linhagens que expressam o0 gene MMP14
(HB4aC3.6, HB4aC5.2 e PMC-42) devem apresentar-se desmetiladas.

As regides que poderiam atender as necessidades de uma reacéao de
MSP-PCR foram (Figura 7): 1) Do 3° ao 5° CG; 2) Do 7° ao 9° CG; 3) 12° ao
14° CG; 4) 30° ao 32°; 5) 36° ao 38°; 6) 46° ao 49°; 7) 53° ao 59°; e 8) 64° ao
66°. Estas regides foram estudadas e selecionadas de maneira que
propiciassem os melhores pares de iniciadores possiveis.

Os iniciadores sugeridos por este trabalho foram planejados em dois
grupos diferentes: 1) planejados com auxilio do programa online Methprimer €;

2) planejados manualmente.
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5.7.1 Iniciadores planejados com auxilio do programa Methprimer

Os iniciadores planejados pelo programa Methprimer que mais se

enquadraram nas condi¢cdes exigidas para uma reacdo de MSP-PCR estdo

descritos no Quadro 3.

Iniciader [ Condigdo Sequencia5-3 CGde
abrangéncia
MSPMF1 Metilada CGTTCGTTTTTTITCGGTTC 20° an 23°
MSPMRA Metilada ARACTCTCGCGCATAACG 48% ao 50°
MSPUF1 | Desmetilada | GTGTTTGTTTTTTTTGGTTT 20% ao 23°
MSPUR1T | Desmetilada | CAACAAACTCTCACACATAACA 48° ao 50°

QUADRO 3- INICIADORES DE MSP-PCR PLANEJADOS PELO PROGRAMA
METHPRIMER.
FONTE: O autor

Estes pares de iniciadores, tanto para condicdo metilada quanto para
condicdo desmetilada, sdo capazes de amplificar um fragmento de 452 pb

(FIGURA 20).
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FIGURA 20 - LOCALIZACAO DOS INICIADORES DE MSP-PCR PLANEJADOS
PELO PROGRAMA METHPRIMER. As setas indicam o posicionamento dos
iniciadores planejados. Em azul, esta representado o par de iniciadores referente &
condicdo metilada, e em verde o par referente a condicdo desmetilada.

FONTE: O autor (2014)
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5.7.2 Iniciadores planejados sem uso de software

Os iniciadores planejados manualmente que mais se enquadraram nas

condicbes exigidas para uma reacdo de MSP-PCR estdo descritos no quadro

4.

Iniciador Condigao Sequencia 5- 3’ CG de
abrangéncia
MSPMF2 Metilada TCGGTTTTTCGTTATGCG 47° ao 49°
MSPMR2 Metilada TCGACCGTCCACCCTCGA 64° ao 66°
MSPUF2 | Desmetilada | TTGGTTTTTTGTTATGTG 47° ao 49°
MSPUR2 | Desmetilada | TCAACCATCCACCCTCAA 64° ao 66°

QUADRO 4- INICIADORES DE MSP-PCR PLANEJADOS MANUALMENTE
FONTE: O autor (2014)

Estes pares de iniciadores, tanto para condicdo metilada quanto para
condicdo desmetilada, sdo capazes de amplificar um fragmento de 164 pb

(FIGURA 21).
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FIGURA 21. LOCALIZACAO DOS INICIADORES DE MSP-PCR PLANEJADOS
MANUALMENTE. As setas indicam o posicionamento dos iniciadores planejados.
Em laranja, esté representado o par de iniciadores referente a condicdo metilada,
e em roxo o par referente a condicdo desmetilada.

FONTE: O autor (2014)
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5.7.3 Padronizacao da técnica de MSP-PCR

Para padronizacdo da técnica de MSP-PCR foram utilizados os
diferentes pares de iniciadores disponiveis (desenhados manualmente e
sugeridos pelo programa Methprimer) em diferentes condi¢Ges, utilizando-se
dos DNA das linhagens tumorais de mama disponiveis no laboratério como
molde para as reacoes.

Os pares de iniciadores planejados manualmente e o par planejado pelo
programa Methprimer para condicdo ndo metilada ndo apresentaram bons
resultados e, por isso, demos continuidade ao estudo apenas com o par do
programa Methprimer para condicdo metilada (MSPMF1 e MSPMR1). Diante
dos resultados encontrados, foi possivel determinar que a temperatura de 58°C
seria a mais adequada para o anelamento dos iniciadores utilizados. A

metodologia utilizada esta descrita no quadro 5 (QUADRO 5).

Reagentes Concentragdes

Agua mili-Q -
Tampao Cloreto 1X
MgCl, 1,5mM
dNTP 0,2 uM
Primer 5’ 0,3 uM
Primer 3’ 0,3 uM
Taq. Polimerase 1U/ul
Betaina 1mM
DNA molde 200 ng
Volume final 20 ul
95°C-5’
94° C—-45"
Ciclos 58°C—-45" - 35X
72°C-1’
72°C-2'

QUADRO 5 — CONDICOES UTILIZADAS
PARA AMPLIFICACAO DA MSP-PCR DO
GENE MMP14.

FONTE: O autor (2014)

O conjunto de iniciadores utilizados foi o especifico para condi¢cdo
metilada e, como esperado, amplificou apenas para a linhagem tumoral de
mama MCF7 (FIGURA 22).
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FIGURA 22. AMPLIFICACAO DO MSP-PCR DO GENE
MMP14. O fragmento esperado contém 452 pb. MM:
Marcador molecular de massa; C3.6: linhagem C3.6; C5.2:
linhagem C5.2; MCF7: linhagem MCF7; PMC: linhagem
PMC; e NO: controle negativo.

FONTE: O autor (2014)
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6 DISCUSSAO

Sabe-se que cerca de 90% das causas de mortes por cancer de mama
sdo em decorréncia das metastases (SETHI e KANG, 2011) e dentre os
diferentes grupos de genes que podem facilitar este processo de migracao
celular, encontra-se a metaloprotease MMP-14. A literatura ja demonstrou que
0 gene MMP14 é regulado por mecanismos epigenéticos, atraves de uma ilha
de CpG localizada no promotor deste gene (CHERNOV et al., 2009). Porém,
em uma busca mais detalhada, foi possivel detectar uma grande ilha de CpG
localizada no primeiro intron do gene. Recentemente tem sido destacada a
provavel importancia destas ilhas de CpG, que ndo se encontram na regiao
promotora, com o0s processos de regulacdo de expressdo génica
(RADEMACHER et al., 2014). Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar
a importancia das duas ilhas de CpG localizadas no gene MMP14 na regulacéo
da expresséao génica de linhagens tumorais de mama.

Utilizando quatro linhagens celulares de mama distintas, foram
identificadas as diferencas de expressdo do gene MMP14. Os resultados de
RT-PCR (FIGURA 9) mostraram que as linhagens HB4aC3.6, HB4aC5.2 e
PMC-42 expressam MMP14, enquanto que a linhagem MCF7 ndo expressa o
gene. Estes resultados foram compativeis com os encontrados na técnica de
RT-gPCR, onde a linhagem MCF7 também ndo apresentou expressdo de
MMP14 e, HB4aC3.6, HB4aC5.2 e PMC-42 apresentaram uma expressao
10.000, 2.700 e 10 vezes maior do que MCF7, respectivamente.

As andlises dos sequenciamentos confirmaram os dados de expresséo
encontrados, onde as linhagens que expressam 0 gene mostraram baixa
densidade de metilacdo ao longo das duas ilhas de CpG (FIGURA 16) e baixos
indices de metilacdo global (FIGURA 17); j4 a linhagem que ndo expressa o
gene mostrou alta densidade de metilagdo ao longo das duas ilhas de CpG
(FIGURA 16) e altos indices de metilagdo global (FIGURA 17). Estes
resultados reforcam a hipotese de uma relacdo entre metilagdo e a regulacao
de expressdo do gene MMP14, corroborando com os resultados obtidos por
Chernov e colaboradores (2009). Outras metaloproteases também ja foram

descritas na literatura por terem uma regulacéo da expressao génica a partir da
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metilagdo do DNA, como a MMP-2 (CHERNOV et al, 2009). Recentemente,
nosso grupo de pesquisa evidenciou que além da regulacdo epigenética de
MMP2, a hipermetilagéo deste gene na linhagem MCF-7 pode ser revertida em
desmetilacdo transitéria, quando as células sdo expostas a um componente da
matriz extracelular, a fibronectina (PEREIRA et al., 2014). Nao sabemos ainda
se 0 mesmo processo pode ocorrer com 0 gene MMP14, porém, um estudo a
respeito esta sendo iniciado. Isso faria muito sentido, tendo em vista que MMP2
e MMP14 fazem parte do mesmo eixo de ativacdo de degradacao da matriz
extracelular (BERNARDO et al., 2003)

O perfil de metilacdo encontrado nas diferentes linhagens de mama
avaliadas mostrou-se homogéneo ao longo das duas ilhas de CpG do gene
MMP14. Este resultado indica que, assim como a primeira ilha de CpG é
importante na regulacdo da transcricdo génica (CHERNOV et al., 2009), a
segunda também parece desempenhar um importante papel de regulacéo
deste gene.

Nos ultimos sete anos, estudos tém demonstrado que os padrdes de
metilacdo ao longo do corpo do gene também desempenham um importante
papel na regulacao da transcricdo génica (SHENKER e FLANAGA, 2012). Em
2007, em um dos primeiros estudos envolvendo este tema, Zilberman e
colaboradores correlacionaram a taxa de metilacdo do DNA com a taxa de
transcricdo ao longo de todo o genoma de Arabidopsis, um género de planta da
mesma familia da couve. Os autores encontraram que genes que eram muito
expressos nesta planta, tinham uma tendéncia a apresentar altos niveis de
metilacdo intragénica e vice-versa.

Em um estudo semelhante, realizado também em 2007, Hellman e
Chess investigaram o padrdao de metilacdo do cromossomo X, procurando
entender os processos de silenciamento e ativacdo génica envolvidos com este
cromossomo. Contra as expectativas dos autores, o cromossomo X ativo
apresentou maiores niveis de metilagdo do que o cromossomo X silenciado, e
49% deste perfil de metilacdo foi identificado em regides intragénicas. Os
autores conseguiram sugerir uma relacdo entre a metilacdo destas regides
intragénicas com os altos indices de transcricdo, porque estariam
possivelmente inibindo promotores alternativos. Esta hipotese de inibicdo de

promotores alternativos ganhou mais destaque ap6s um estudo que examinou
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a metilacdo em regides especificas do DNA de tecidos de cérebro humano
(MAUNAKEA, et al., 2010).

Em um estudo adicional sobre a importancia da metilagdo de regides
intragénicas, realizado por Aran e colaboradores (2011), buscou-se
correlacionar trés parametros: a taxa de divisdo celular, a de expresséo génica
e a de metilacdo de regides intragénicas em diferentes tecidos humanos. Este
estudo encontrou que genes expressos ou nao expressos de tecidos
dormentes, como 0 cérebro e o pulméao, apresentaram promotores bastantes
desmetilados e altas taxas de metilacédo intragénica. Ja em tecidos com rapida
proliferacdo celular, como a placenta e linfécitos, foi encontrado que genes
expressos apresentam promotores bastantes desmetilados e altas taxas de
metilacdo intragénica; porém, em genes nao expressos, 0s niveis de metilacao
eram reduzidos na regido intragénica. Mostrou-se assim, que o perfil de
metilacdo no corpo dos genes pode estar intimamente relacionado com o tipo
celular.

Os estudos citados acima demonstraram que, normalmente, a taxa de
metilacdo da regido promotora de genes muito expressos é baixa, enquanto
que a do corpo génico € alta. Isto se deve provavelmente ao fato de a
metilagédo intragénica estar relacionada ao controle de promotores intragénicos
alternativos, controle da expressao de transcritos intragénicos, envolvimento
com splicing alternativo ou potencializacdo do processo de transcricdo
(atraindo mais fatores transcricionais, por exemplo) (JONES, 2012; KULIS et
al., 2013).

Diferentemente, nos resultados encontrados em nosso estudo, o perfil
de metilacdo da ilha de CpG localizada no corpo do gene MMP14 acompanhou
o perfil de metilacdo da ilha localizada na regido promotora. Isto pode ser
explicado por um estudo publicado recentemente (BRENET, et al. 2011), onde
mostrou-se que a metilacao préxima a regido TSS (inicio de transcricdo) segue
padrbes diferentes da metilacdo encontrada em regides intragénicas mais
distantes. Ou seja, a metilacdo de éxons e introns ao redor da regido de TSS
esta intimamente ligada ao silenciamento génico, assim como na regido
promotora. Desta maneira, 0os resultados encontrados em nosso estudo estao
de acordo com a literatura, tendo em vista que a ilha de CpG do corpo do gene

MMP14 esta localizada no primeiro intron, muito proxima a regido TSS (+242
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pb) e, portanto, deve seguir o perfil de metilacdo da regido promotora. Pode-se
entdo inferir que a metilacdo da ilha de CpG encontrada exclusivamente no
primeiro intron do gene MMP14 esta intimamente relacionada com a regulacao
da expresséo deste gene, assim como a localizada na regido promotora.

Avaliou-se o perfil de expressdo e metilacdo do gene MMP14, na
linhagem MCF7, apds tratamentos com os compostos desmetilantes DAC e
inibidores de desacetilantes de histonas TSA. Os resultados obtidos a partir da
reacdo de RT-gPCR, mostraram que, ap0s os tratamentos com todos o0s
compostos, a linhagem passou a expressar significativamente mais o gene
MMP14 (DAC: 10 vezes mais, TSA: 140 vezes mais e DAC+TSA: 90 vezes
mais).

Avaliando-se os resultados do perfil de metilacdo (FIGURA 16) e a
porcentagem de metilacdo global (FIGURA 19) da linhagem MCF7 tratada com
os diferentes compostos, fica evidente que houve uma redugédo de metilagao.
Esta pareceu mostrar-se mais significativa na ilha de CpG 2, localizada no
intron do gene, onde a taxa de metilacao global caiu de 80% para quase 40%
nos trés diferentes tratamentos. J4 na ilha de CpG 1, esta taxa global de
metilacéo caiu de 80% para quase 70% nos trés diferentes tratamentos.

Quando comparados os resultados de expresséo e de perfil de metilacéo
das linhagens MCF7 tratadas, € possivel perceber novamente uma associacao
entre desmetilacdo e ativacdo génica. Apesar de o tratamento com 0 composto
desmetilante DAC ter apresentado uma reducéo na taxa de metilagdo das duas
ilhas de CpG do gene estudado (de 80% para 68% na ilha 1 e de 80% para
20%na ilha 2), o aumento na sua taxa de expressdo nao se apresentou tao
elevado quanto dos outros tratamentos (FIGURA 12). Porém, este resultado
encontrado se assemelha ao publicado por Chernov e colaboradores (2009),
onde o tratamento com o0 mesmo composto também mostrou uma
desmetilacdo, mas ndo uma significante expressdo de MMP-14 e MMP-2,
proteinas avaliadas no estudo.

Apesar de os tratamentos terem gerado uma desmetilacdo n&o
homogénea ao longo das duas ilhas de CpGs avaliadas, ela foi suficiente para
ativar a transcricdo do gene MMP14, o que pode indicar a participagdo de
CpGs especificos (na regido da ilha 2) na transcricdo deste gene. Para tanto,

0os CpG 60° e 61°, que mostraram-se metilados na linhagem MCF7 normal e
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desmetilados apds os tratamentos com DAC, TSA e DAC+TSA (FIGURA 18),
foram avaliados quanto aos possiveis fatores de transcricdo ancorados a estas
regides. De acordo com o programa Matinspector, a proteina GLI3 poderia
estar agindo como um fator de transcricdo na regido desmetilada pelos
tratamentos. Esta proteina € membro da familia GLI, descrita pela primeira vez
por Kinzler, em 1987. As proteinas expressas pelos genes da familia GLI
atuam em regiées do DNA especificas, ativando ou silenciando outros genes,
trabalhando como fatores de transcricdo. Nos vertebrados, contém trés
membros distintos: GLI1, GLI2 e GLI3 (MATISE et al., 1999), envolvidos com o
modelamento de diversos tecidos durante o desenvolvimento embrionéario
(CHANDRAMOULLI, et al, 2013). Sabe-se que o gene MMP14 esté intimamente
ligado ao modelamento da matriz extracelular (BARBOLINA et al, 2008),
podendo assim estar associado as proteinas da familia GLI. Diante dos
resultados obtidos, criamos a hip6tese que os tratamentos com compostos
desmetilantes (DAC) e inibidores de desacetilantes de histonas (TSA) na
linhagem tumoral de mama MCF7, foram capazes de desmetilar a regido de
ancoramento do fator transcricional GLI3. Este, por sua vez, é responsavel pela
ativacdo de genes envolvidos com o modelamento tecidual, entre eles
possivelmente o MMP14, como encontrado neste estudo. Logo, a partir da
desmetilacdo do gene MMP14, ocorre a exposicao do sitio de ligacdo do fator
de transcricdo GLI3, que ativa a expressdo de MMP14 e pode, por sua vez,
facilitar os processos metastaticos de um céncer de mama, por exemplo.
Alguns estudos bem recentes tém demonstrado uma associacdo entre as
proteinas da familia GLI com a progresséao de diferentes tipos de cancer, como
adenocarcinomas de pulméo (ISHIKAWA et al., 2014), cancer cervical (WEN et
al, 2014) e cancer de mama (KWON et al., 2011).

Outra regido do gene MMP14 gue também apresentou uma taxa de
desmetilacdo apds os tratamentos foi entre os CpGs 40° e 53°. Nesta regido
também foi possivel identificar um sitio de ligacéo do fator de transcricdo GLI3.
Da mesma forma, identificamos este mesmo sitio na regido promotora do gene
MMP2, localizado em uma regido desmetilada ap6s tratamento com
fibronectina (PEREIRA et al, 2014). Além disto, em analises no gene GLI3, foi
possivel identificar uma grande ilha de CpG localizada em sua regido

promotora, indicando que este gene também pode ser regulado
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epigeneticamente. Estes fatos reforcam a hipétese criada neste trabalho, tendo
em vista que MMP2 participa do eixo de ativacdo de MMP14, e que GLI3
também parece estar recebendo influéncias epigenéticas, como apdés o
tratamento com o composto DAC.

Um estudo recente mostrou uma atividade dos membros da familia GLI
semelhante a hipotese criada em nosso estudo. A atividade do gene MUC5AC
esta intimamente ligada ao agravamento do cancer gastro-intestinal, e possui
um sitio de ligacdo do fator de transcricdo GLI. A superexpressao de
homologos de GLI aumentam claramente a atividade do promotor de MUC5AC
e, consequentemente, agravam o cancer gastro-intestinal (YAHARA et al.,
2014).

A terapia de tumores sdlidos teve um grande avanco com 0 uso do
agente desmetilante DAC, utilizado nesse projeto. Esse medicamento vem
sendo usando, em conjunto com outros quimioterdpicos, e apresentado
importantes resultados no aumento da atividade imune anti-tumoral e inibigdo
do desenvolvimento do tumor (NIE et al., 2014). Porém, nosso estudo mostra
gue o uso do DAC foi capaz de provocar a desmetilacdo de uma ilha de CpG
dentro de um intron de um gene diretamente envolvido com metastase no
cancer de mama. Portanto, torna-se relevante continuar estudos com essa
droga e avaliar seus efeitos de modo global. Isto permitir4 avaliar a verdadeira
relacdo de custo beneficio desta droga, onde ndo apenas oncogenes podem
ser ativados, mas também genes que controlam o ciclo celular e, no conjunto
final, avaliar se o efeito é benéfico.

Diante dos resultados obtidos pelo sequenciamento das ilhas de CpG,
foi possivel identificar areas no gene MMP14 passiveis de flanquear iniciadores
de MSP-PCR. Apls as etapas de padronizacdo, apenas o par de iniciadores
para condicdo metilada apresentou resultados adequados. De acordo com o
esperado, apenas a linhagem MCF7 que apresentava a regido a ser
amplificada metilada (de acordo com resultados do sequenciamento),
apresentou amplificacdo. Com esta técnica de MSP-PCR padronizada nas
linhagens tumorais de mama, o préximo passo € uma analise rapida do perfil
de metilacdo de tumores primarios de mama, que podera ser comparado aos

dados clinico-patolégico das pacientes.
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7 CONCLUSOES

A metilacdo da ilha de CpG localizada na regido intragénica no gene
MMP14 parece estar intimamente ligada com o controle da expresséo génica,
acompanhando o perfil observado na regido promotora. Além disso, sob
especificas condicbes de desmetilagdo, como o tratamento com agente
quimico DAC, este controle pode estar sendo desenvolvido pela ligacdo de
fatores de transcricdo a regides especificas do DNA, como o GLI3, podendo
supostamente ativar a expressao do gene MMP14.

Os resultados aqui mostrados na ilha de CpG 2 séo inéditos e poderdo
contribuir para o esclarecimento da importancia da metilacdo de regides ricas
em CpG dentro do corpo de um gene, tendo em vista futuras abordagens

diagnosticas e terapéuticas.
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