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RESUMO

Salim ACM. Anédlise do perfil de metilagdo em tumores de mama utilizando
Differential Methylation Hybridization (DMH). Sao Paulo; 2009. [Tese de

Doutorado-Fundagao Antonio Prudente]

A presenca de células tumorais nos linfonodos axilares constitui o fator prognostico
mais importante para pacientes com cancer de mama. No entanto, uma porcentagem
das pacientes sem comprometimento de linfonodos morrem em decorréncia do
desenvolvimento de doenga mestastatica. Uma das 4areas mais promissoras na
pesquisa sobre o cancer de mama ¢ a identificacdo de marcadores moleculares
capazes de predizer a evolucdo da doenga. Alteragdes no padrdo de metilagdo do
DNA podem ser utilizadas de forma eficiente como marcadores moleculares. A
proposta deste projeto foi identificar uma assinatura de metilagdo capaz de
discriminar dois grupos de pacientes com carcinoma ductal invasivo de mama
linfonodo negativas sendo que um grupo nao desenvolveu doenga metastatica, e o
outro desenvolveu metastase a distancia em um peiodo minimo de 5 anos. Para tanto
utilizamos a metodologia de hibridizacao de fragmentos de DNA diferencialmente
metilados desenvolvida por WANG et al. A etapa de identificagdo de fragmentos de
DNA diferencialmente metilados entre os dois grupos de amostras foi realizada em 3
etapas utilizando diferentes critérios. Na primeira etapa, identificamos 234
fragmentos de DNA diferencialmente metilados entre os dois grupos de pacientes
com p<0.01 e FDR<0.05. Na segunda etapa, o numero de fragmentos de DNA
diferencialmente metilados foi reduzido para 117 fragmentos com z score = 3.0 e
p<0.001. Na terceira e ultima etapa, identificamos os 52 fragmentos de DNA com
alteracdes no padrdo de metilagdo mais freqiientes em seus respectivos grupos. Todas
as 3 assinaturas de metilagdo quando utilizadas para a clusteriza¢ao hierarquica das
amostras foram capazes de discriminar com 100% de acerto as pacientes que
desenvolveram doenca metastatica das que ndo desenvolveram metastase a distancia.
Para a valida¢do da assinatura de metilacdo contendo 117 fragmentos de DNA

diferencialmente metilados utilizamos dados de metilacdo e dados de expressao



génica disponiveis em bancos de dados publicos e comerciais. Em conjunto, nossos
resultados demonstram que a estratégia utilizada neste trabalho foi eficiente na
identificacdo de uma assinatura de metilacdo capaz de discriminar os pacientes que
desenvolveram doenga metastatica dos pacientes que ndo desenvolveram metastase a
distdncia e que 50 dos 117 genes correspondentes aos fragmentos de DNA
diferencialmente metilados apresentam evidéncias de metilagdo e ou diminui¢ao de

expressao ja descritas na literatura.



SUMMARY

Salim ACM. [Global DNA methylation analysis in breast tumors using
Differential Methylation Hybridization (DMH)]. Sdo Paulo; 2009. [Tese de

Doutorado-Fundagao Antonio Prudente]

The presence of tumors cells in the axillary lymph nodes is the most important
prognosis factor for breast cancer patients. However, 30% of patients with negative
lymph nodes die because of metastatic disease. One of the most promising areas in
breast cancer research is the identification of molecular markers capable of
accurately predicting the evolution of the disease. Alterations in DNA methylation
patterns can be efficiently used as molecular marker. The proposal of this work was
to identify a methylation signature capable to discriminate between two groups of
lymph node negative breast invasive ductal carcinoma patients, one that did not
develop metastatic disease and other that developed distant metastasis. For that, we
used a differentially methylated DNA fragments hybridization strategy developed by
WANG et al. The identification of differentially methylated DNA fragments between
both groups of patients was done in 3 steps using different criterias. In the first step,
we identified 234 differentially methylated DNA fragments between both groups of
patients with p<0.001 and FDR<0.05. In the second step, the number of differentially
methylated DNA fragments between both groups of patients was reduced to 117
fragments with z score=3.0 and p<0.001. In the third and last step, we identified
DNA fragments with the most frequent alterations in the metylation pattern in their
respective groups. All of these three methylation signatures when used for
hierarchical clustering of samples were able to discriminate with 100% accurance the
patients that did and did not develop distant metastasis. For methylation signature
validation we used methylation and gene expression data available in public and
commercial data bases. Together, our results demonstrated that the strategy used in
this work was efficient in identify a methylation signature capable to discriminate
between patients that developed metastatic disease and patients that did not

developed distant metastases and that 50 out of 117 genes corresponding to



differentially methylated DNA fragments present evidences of methylation and or

diminished gene expression already described in literature.
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1 INTRODUCAO

1.1 O CANCER DE MAMA

1.1.1 Aspectos epidemiologicos, clinicos e histopatologicos do cancer de mama

O cancer de mama ¢ uma doenga cada vez mais comum em todo o mundo e
representa, nos paises ocidentais, a segunda causa de morte entre as mulheres.
Estima-se que o cancer de mama seja responsavel por um quinto dos 6bitos de
mulheres na faixa etaria entre 40-50 anos™. Nos Estados Unidos, estima-se a
identificagdo de 1.437.180 novos casos de cancer invasivo em 2008, sendo que
182.460 correspondem a tumores invasivos de mama o que representa 26% dos
novos casos de tumores entre as mulheres. Além disto, sdo estimados
aproximadamente 40.480 Obitos decorrentes de cancer de mama nos EUA, o
correspondente a 15% de todos os 6bitos por cancer e o segundo tipo de cancer que
mais provoca mortes, atrds apenas do cancer de pulmdo. Entre as mulheres
americanas, a probabilidade de desenvolver cancer de mama em algum momento da
vida ¢ de 1 em cada 8 mulheres (13%) e o risco de 6bito decorrente deste tipo de
tumor é de 1 em cada 33 (3%) mulheres™.

Segundo dados do Inca, dos 466.730 novos casos de cancer com previsao de
serem diagnosticados em 2008 no Brasil, o cancer de mama sera o segundo de maior
incidéncia entre os individuos do sexo feminino, sendo responsavel por 49.400 novos
casos da doenca, com um risco estimado de 51 casos a cada 100 mil mulheres’®

(Tabela 1). No Brasil, o cancer de mama ¢ o cancer que mais causa mortes entre as



mulheres e € a terceira causa de morte entre os individuos do sexo feminino. Dados
consolidados de 2005 registraram 10.208 6bitos de mulheres brasileiras decorrentes

do cancer de mama’’.

Tabela 1 Estimativa para o ano de 2008 das taxas brutas de incidéncia por 100.000
mulheres e do nimero de casos novos por cancer, em mulheres, segundo localizagao
primaria.

Localizagéo primaria

. . Estimativa de casos novos Taxa bruta
Neoplasia maligna
Mama feminina 49.400 51
Colo do Utero 18.680 19
Célon e reto 14.500 15
Traquéia, Bronquio e pulmao 9.460 10
Estbmago 7.720 8
Leucemias 4.320 44
Cavidade oral 3.780 4
Pele melanoma 2.970 3
Esbfago 2.650 2.7
Outras localizacGes 62.270 64
Subtotal 175.750 180
Pele ndo melanoma 59.120 60
Total 234.870 241

Fonte: Modificado do Instituto Nacional do Cancer’ .

O cancer de mama ¢ relativamente raro antes dos 35 anos de idade, mas
acima desta faixa etdria sua incidéncia cresce rapida e progressivamente alcangando
seu pico na faixa de 65 a 70 anos. Nas ultimas décadas, o crescimento continuo na
incidéncia do cancer de mama foi provocado pela melhora do nivel s6cio-econdmico
e conseqlientemente maior acessibilidade aos servigos de satde, permitindo um
diagnoéstico mais eficiente da doenga. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), nas décadas de 60 e 70 registrou-se um aumento de 10 vezes em suas taxas
de incidéncia, ajustada por idade, nos registros de cancer de diversos continentes’ .
Nos Estados Unidos, a partir da década de 80 foi observado um aumento de 40% na

taxa de incidéncia do cancer de mama devido a implementagdo da mamografia como



exame de rotina no sistema de saude, o que permitiu a detec¢do de doenca localizada
e tumores menores que 2 cm. No final da década de 90, houve diminui¢do na taxa de
incidéncia devido a saturacdo na varredura através da mamografia. Além disto,
observou-se também diminuicdo da taxa em mulheres americanas entre 50 ¢ 69 anos
devido a dramatica redu¢do no uso de terapia de reposi¢do hormonal a partir de
2002°°. Por outro lado, houve uma reducdo de 2,3% ao ano na taxa de mortalidade
em decorréncia da doenca devido ao avango dos métodos de diagndstico e a melhora
efetiva dos tratamentos oferecidos™.

O diagnostico precoce do cancer de mama ¢ fundamental para a eficacia do
tratamento e a conseqiliente cura da doenga. Quando o cancer de mama ¢é detectado
em estadios iniciais (I e II) a taxa de sobrevida livre de doenca em 5 anos para
pacientes com doenga local e sem comprometimento de linfonodos axilares ¢
superior a 95% e, no caso de comprometimento dos linfonodos axilares, diminui para
83%. Entretanto, quando a doenca metastatica ¢ constatada ao diagnostico a taxa de
sobrevida em cinco anos diminui drasticamente, girando em torno de 26%>°.

A metéstase representa a principal causa de morte para pacientes com cancer
de mama. Aproximadamente 10 a 15% das pacientes com tumor de mama
apresentam doenca agressiva e desenvolvem metastase em até 3 anos apds o
diagnostico inicial da doenga. Entretanto, ndo ¢ incomum o aparecimento de
metastases em sitios distantes 10 ou mais anos apds a identificacdo do tumor
primario'®". Os sitios mais comuns de formagdo de metastases sdo o0ssos, pulmio e
figado®™.

A etiologia do cancer de mama ainda nao ¢ totalmente conhecida sendo que

os fatores de risco identificados explicam somente uma pequena parte dos casos.



Baseado em estudos epidemiologicos conduzidos em diferentes populagdes, os
fatores de risco ja bem estabelecidos incluem idade avancada, localizagdo geografica
(risco aumentado nos EUA e paises do nordeste europeu, risco diminuido na Africa e
América do Sul), eventos reprodutivos (menarca precoce antes de 12 anos,
menopausa tardia apés os 55 anos, nuliparidade, gravidez ap6s os 30 anos, maior
tempo de amamentac¢ao), hormonios exdgenos (uso de contraceptivo oral e terapia de
reposi¢do hormonal), estilo de vida (consumo de alcool, obesidade e sedentarismo),
alta densidade da mama, historia de doenga de mama benigna, exposi¢ao a radiagdo
ionizante quando criangas, altos niveis de IGF1 e prolactina, e fatores genéticos
(mutagdo nos genes BRCAI e BRCA2)™.

O cancer de mama ¢ uma doenga bastante heterogénea, apresentando uma
grande variabilidade clinica e histopatologica. A apresentagdo clinica do cancer de
mama pode variar desde formas ndo invasivas até outras altamente metastaticas. O
tipo histologico mais freqiiente dentre os tumores malignos da mama ¢ o carcinoma
que tem origem a partir das células epiteliais que revestem os ductos e os l6bulos da

glandula mamaria, mais especificamente das células epiteliais luminais (Figura

1)45,81.



Ductos

do Ducto

Legenda: Em destaque estdo representados os 16bulos e ductos da glandula mamaria.
Fonte: Modificado de www.cancervic.org.au/about-cancer/cancer_types /breast cancer

Figura 1 Representagdo esquematica de um corte de mama.



Os carcinomas podem se apresentar na forma in situ, quando o tumor
permanece confinado ao tecido mamario, ou invasiva, quando rompem a membrana
basal ¢ invadem tecidos adjacentes. Os carcinomas invasivos representam de 70 a
80% de todos os tumores de mama identificados, sendo que destes cerca de 80%
correspondem a carcinomas ductais invasivos, 10% a carcinomas lobulares
invasivos, sendo a agressividade destes dois tipos de carcinomas semelhante. O
restante dos carcinomas correspondem a outros subtipos, como carcinomas tubular,
mucinoso, medular e papilar que correspondem a menos de 10% de todos os casos. A
doenca de Paget ¢ um tipo raro de carcinoma in situ que se inicia nos ductos dos

mamilos e acomete a epiderme (Figura 2)'%.
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Legenda: Ducto normal (A); Carcinoma ductal in situ (B) e Carcinoma ductal invasivo (C).
Fonte: Modificado de www.breastcancer.org/is_cancer_invasive.html

Figura 2 Representacdo esquematica da progressao tumoral.



1.1.2 Diagnéstico e tratamento do cancer de mama

Entre os principais métodos de deteccdo do cancer de mama estdo o auto-
exame, o exame clinico palpatorio e a mamografia. A mamografia utiliza radiagdo
ionizante de baixa poténcia, o que pode ser prejudicial ao paciente. Mesmo assim,
seus beneficios superam os riscos. Atualmente, a ultra-sonografia e a ressonancia
magnética também tém sido empregadas como métodos de diagnostico
complementares a mamografia, indicados para pacientes mais jovens (abaixo de 35
anos) que apresentam tecido mamadrio denso ou que possuem historia familiar da
doenca. A sensibilidade destes métodos varia entre 46% e 88%, ¢ sua especificidade
varia entre 82% e 99%, e sdo influenciadas por fatores como tamanho e localizagao
da lesdo, densidade do tecido mamario, qualidade dos recursos técnicos e habilidade

. ~ . .1
e interpretagio dos profissionais' >,

Desta forma, estas ferramentas quando
combinadas e somadas aos exames cito ¢ histopatologicos da bidpsia, conferem uma
acuidade de até 95% no diagndstico da doenca® e possibilitam a detecgdo de
carcinomas menores que 1 cm, porém o custo ¢ bastante elevado'®. Em vista disto,
no Brasil, 50-70% dos casos sdo diagnosticados tardiamente, o que acaba
dificultando enormemente o tratamento e a cura da doenca®'.

Uma vez confirmada a ocorréncia do carcinoma de mama através de bidpsia e
avaliagdo anatomo-patoldgico, exames complementares sdo realizados para se
determinar o estadiamento clinico da doenga o qual, por sua vez, definira a conduta
terapéutica a ser seguida. Exames complementares incluem o raio-X de torax, a

cintilografia 6ssea e a tomografia computadorizada e sdo geralmente realizados para

. e 111
avaliar a presenca de doenga metastatica .



O estadiamento do cancer de mama ¢ realizado através do sistema de
classificagio TNM estabelecido em 1987 pelo Union Internationale Contre le
Cancer (UICC) e pelo The American Joint Committee on Cancer (AJCC). Esse
sistema se baseia no tamanho do tumor (T), no acometimento de linfonodos (N) e na
presenca de metastases a distdncia (M) (Tabela 2)°%'%

Diversos tratamentos tém sido adotados no combate ao cancer de mama e se
baseiam em terapias locais, sistémicas e biologicas. O principal tratamento ¢ a
ressecgdo cirargica do tumor que pode ou ndo ser seguida de terapia adjuvante. A
cirurgia conservadora com esvaziamento dos linfonodos e a mastectomia radical sdo
as modalidades de ressec¢do mais amplamente utilizadas. Hoje em dia a terapia
adjuvante ¢ adotada em pacientes com tumores de diferentes tamanhos, incluindo os
menores que 1 cm e que apresentam metastases nos linfonodos axilares''’. Trés
modalidades de terapia adjuvante s3o comumente utilizadas: i) quimioterapia
(taxanos e antraciclicos), ii) radioterapia e 1iii) terapia hormonal (tamoxifeno e
inibidores de aromatase). Individualmente, estes quimioterapicos produzem resposta
efetiva em 20 a 80% dos pacientes com cancer de mama metastatico. Porém,
respostas completas sdo raras e menos de 20% dos pacientes as mantém por mais de
cinco anos. Recentemente, a terapia bioldgica utilizando o anticorpo monoclonal
Trastuzumabe (Herceptina®), que reconhece o dominio extracelular da proteina
ERBB2, produto do oncogene ERBB2, tem sido indicada para pacientes com
tumores de mama que apresentam superexpressao do gene ERBB2, o que ¢
verificado em aproximadamente 30% dos casos. Estes tumores geralmente sao muito

agressivos e estdo associados a altas taxas de recidivas™®’.
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Tabela 2 Estadiamento do cancer de mama.

Estadio Tamanho Linfonodos Metéstase
0 Tis NO MO
I T1 NO MO
lla TO N1 MO
T1 NI MO
T2 NO MO
b T2 NI MO
T3 NO MO
Illa TO N2 MO
T1 N2 MO
T2 N2 MO
T3 NI1/N2 MO
b T4 Qualquer N MO
Qualquer T N3 MO
v Qualquer T Qualquer N Ml

Legenda: TO — sem evidéncia de tumor primario, Tis — carcinoma in situ, T1 — tumor com 2 ¢cm ou
menos em sua maior dimensdo, T2 — tumor com mais de 2 cm e até 5 cm em sua maior extensdo, T3 —
tumor com mais de 5 cm em sua maior extensdo, T4 — tumor de qualquer tamanho com extensdo
direta a parede toracica ou a pele; NO — auséncia de metastase nos linfonodos regionais, N1 —
metastase em 1 a 3 linfonodo (s) axilar (es) homolateral (is) mével (is), N2 - metastase em 4 a 9
linfonodos axilares homolaterais fixos uns aos outros ou a outras estruturas, N3 - metastase em mais
de 10 linfonodos da cadeia mamaria interna homolateral incluindo metastase em linfonodos
infraclaviculares e supraclaviculares ou nddulos linfaticos mamario; MO — auséncia de metastase a
distancia e M1- metastase a distancia (incluindo metastase em linfonodos supraclaviculares).
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1.1.3 Fatores progndsticos

A presenca de metastases em linfonodos axilares e o tamanho do tumor sio os
dois fatores prognosticos mais importantes no cancer de mama e determinam o uso
ou ndo de terapia adjuvante. O grau de comprometimento linfonodal constitui o mais
importante fator prognéstico para doenca metastatica, devendo virtualmente toda
mulher com comprometimento linfonodal axilar ser submetida a tratamento
adjuvante.

No entanto, uma porcentagem das pacientes que ndo apresentam
comprometimento linfonodal morrem em decorréncia da doenga'®. Essas pacientes
teoricamente se beneficiariam da administracdo de terapia adjuvante, contudo nao ¢
possivel, até o momento, identificar tais pacientes. Por outro lado, a adocdo de
terapia adjuvante em todas as pacientes submetidas a ressecc¢do cirirgica ¢ inviavel

1 111 . y
0711 Estima-se também

devido a alta toxicidade e ao elevado custo do tratamento
que cerca de 30 a 40% das pacientes com tumor de mama e que possuem linfonodos
acometidos por metastases permaneceriam livres de recidiva da doenga em 10 anos ¢
ndo necessitariam receber terapia adjuvante®’.

Para pacientes que ndo apresentam comprometimento linfonodal (linfonodo
negativas) € necessario recorrer a outros critérios para indicacdo do tratamento
adjuvante. CARTER et al.'® em estudo realizado com 13.464 pacientes linfonodo
negativas detectaram sobrevida global em 5 anos de 99% para tumores menores de 1
cm comparados a 89% para tumores de 1 a 3 cm e 86% para tumores entre 3 ¢ 5 cm.
Para pacientes linfonodo negativas o tamanho do tumor é o mais poderoso fator

prognoéstico e ¢ utilizado rotineiramente em decisdes terapéuticas devendo as

pacientes com tumores maiores que 1 a 2 cm serem tratadas com terapia adjuvante.
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Além destes, outros fatores patologicos e moleculares também sao empregados no
progndstico, como o grau histologico, a presenca de invasao linfatica e/ou vascular, a
expressdo dos receptores hormonais de estrogeno e progesterona (RE e RP,
respectivamente) e a superexpressao do oncogene ERBB2.

Assim sendo, uma das dreas mais promissoras na pesquisa sobre o cancer de
mama ¢ a identificagdo de marcadores moleculares que possam ser utilizados na

o~ , . . 1
avaliacdo do progndstico das pacientes'*.

1.1.4 Marcadores moleculares de prognostico em cancer de mama

Muitos estudos t€ém procurado identificar alteragcdes no padrdo de expressao
de grupos de genes no tumor primdrio em estadios iniciais capazes de predizer a
evolugdo da doenca através da metodologia de cDNA microarray™>'%%19114 "Em
um estudo caso-controle realizado por VAN'T VEER et al.'” no Netherlands
Cancer Institute uma assinatura génica contendo 70 genes foi identificada utilizando
tecido tumoral congelado de 78 pacientes jovens com cancer de mama em estadio
inicial, sem comprometimento de linfonodos e que desenvolveram ou ndo metastase
em um seguimento de pelo menos 5 anos. Neste estudo, os tumores das pacientes que
desenvolveram metastase a distdncia rapidamente tinham um perfil de expressdo
distinto dos tumores de pacientes que permaneceram livres da doenga. Este perfil de
expressao génica foi entdo aplicado a um segundo grupo de validacdo contendo 295
amostras de tumores coletados de pacientes jovens com ou sem comprometimento de
linfonodos, incluindo 61 pacientes do primeiro estudo, no qual observaram

1 . A - . ;e
resultados semelhantes'”. Esta assinatura génica de pior, ou melhor, progndstico,

que se revelou significativamente associada a sobrevida livre de metastase em 5 e 10
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anos destas pacientes, foi capaz de predizer com melhor acuracia as pacientes com
maior chance de desenvolver metastase quando comparado as variaveis clinicas tais
como, idade, status do linfonodo, tamanho do tumor, invasdo vascular, expressao de
receptor de estrégeno, além do tipo de cirurgia e tratamento.

Subseqiientemente, WANG et al.'"*

em 2005, utilizando uma plataforma de
array diferente, avaliaram uma populacdo de 286 pacientes com cancer de mama
linfonodo negativas que nao foram submetidas a terapia neo-adjuvante e adjuvante
sistémica. Neste estudo, primeiramente as pacientes foram agrupadas de acordo com
o status de receptor de estrogeno e cada subgrupo foi analisado independentemente.
Finalmente, foi identificada uma assinatura génica composta por 76 genes (60 no
grupo positivo e 16 no grupo negativo para estrégeno) capaz de predizer metastase a
distancia independente da idade do paciente, do tamanho e grau do tumor.

No entanto, apesar dos resultados destes estudos sugerirem que perfis de
expressao génica possam fornecer uma poderosa ferramenta prognostica, os estudos
téem falhado em identificar marcadores moleculares tumorais que possam ser
reproduzidos em grupos de pacientes independentes e, portanto, sua aplicagao clinica
¢ incerta. Além disto, a inconsisténcia das assinaturas génicas entre os diferentes
estudos tem sido evidenciada em analises independentes subseqiientes que mostram,
por exemplo, que a assinatura contendo os 70 genes, identificada por VAN’T VEER

etal.!®

, 1o era a Unica assinatura possivel dentro do banco de dados do estudo e que

foi fortemente influenciada pelo grupo de pacientes utilizados na selecdo dos genes
. 2 . .

da assinatura®™’®. Estes autores observaram que muitas outras listas com valor

igualmente preditivo poderiam ser produzidas pela mesma analise e que 3 principais

propriedades dos dados poderiam explicar esta sensibilidade: i) muitos genes tém
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correlagdo com a sobrevida, ii) as diferengas entre estas correlagdes sao pequenas e
iii) as correlagdes flutuam fortemente quando medidas em diferentes subgrupos de
pacientes do estudo.

Apesar dessas limitagdes, varios testes multigénicos ja estdo sendo
comercializados. Dois destes investigam a expressdo de um painel especifico de
genes pela medida dos niveis de RNA em tumores de mama utilizando diferentes
metodologias como o RT-PCR em tempo real e cDNA microarray. O oncotype
DX™ (Genomic Health, Redwood City, Ca) ¢ um ensaio que quantifica a expressio
de 21 genes por RT-PCR em tempo real®. Este teste pretende predizer a
probabilidade de desenvolvimento de metdstases em mulheres de todas as idades,
com cancer de mama em estadios iniciais, linfonodo negativas ¢ RE positivas,
tratadas com tamoxifeno. O outro teste, Mammaprint®, é o primeiro ensaio
multigénico comercial baseado na metodologia de microarray e utiliza o perfil de

1
% sendo

expressao de 70 genes desenvolvido por VAN'T VEER et al
comercializado pela Agendia (Amsterdam, the Netherlands). Este ¢ um teste
prognoéstico para mulheres com idade igual ou inferior a 61 anos, com cancer de
mama em estadios iniciais, linfonodo negativas ¢ RE negativas ou positivas aprovado
pelo Food and Drug Administration (FDA). Os dois testes possuem protocolos
definidos para avaliar o conteudo da amostra tumoral a ser analisada, para preparar o
RNA das amostras e para normalizar o dado bruto da medida de expressdo, a fim de
produzir um numero associado ao risco de desenvolver metastases. Como as decisdes
terapéuticas sdo baseadas em estimativas de risco, testes que melhoram tais

estimativas tém grande possibilidade de alterar a evolucdo clinica de pacientes com

cancer de mama no que se refere a evitar tratamentos adjuvantes desnecessarios ou
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oferecé-los as pacientes que se beneficiarao ao usa-los, diminuindo assim o risco de
metastase.

Entretanto, ainda ndo ha na literatura um estudo que apresente o uso destes
testes como intervencdo primaria que direcione a conduta terapéutica através do
resultado do teste e avalie a evolugdo do paciente levando em consideragdo
morbidade, mortalidade e ou qualidade de vida. Embora algumas evidéncias
suportadas pelos testes sejam provenientes de testes randomizados, o que os confere
alguma confiabilidade, ¢ fato que os estudos de validacdo necessitam lidar com
populacdes para as quais as implicagdes dos varios grupos de risco em relagdo as
decisdes tomadas estejam claras. Para todos os testes, exceto o oncotype DX, tanto o
estudo de desenvolvimento quanto o de valida¢do foram realizados em populagdes
heterogéneas, sem numero de amostras suficiente para a estratificagdo de grupos
homogéneos para guiar a conduta clinica. Além disto, as amostras usadas na
validacdo sdo freqiientemente reutilizadas em diferentes estudos. Em vista disto, dois
estudos clinicos, o TAILORx ¢ o MINDACT, que estio em andamento poderdo
atribuir maiores evidéncias aos testes oncofype DX'™ e MammaPrint,
respectivamente, permitindo quase uma inferéncia direta sobre o impacto na
evolugdo da doenga.

Apesar do avango na identificacdo de genes diferencialmente expressos a
avalia¢do da expressao de transcritos especificos através de RT-PCR em tempo real e
microarray apresenta varios desafios que podem comprometer a reprodutibilidade e
a confianga das medidas obtidas sendo de dificil aplicagdo na pratica clinica. Dada a
complexidade dos procedimentos usados neste tipo de investigagdo, as fontes de

variabilidade sdo multiplas, do tipo de material biolégico utilizado (RNA) até a
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analise computacional usada para quantificar os niveis de expressdo dos genes. O
RNA ¢ uma molécula muito instavel e sua degradagdo pode ser causada por
mudangas no pH assim como por ribonucleases presentes nas células que podem
permanecer ativas caso o isolamento do RNA nao seja realizado da maneira correta.
Diferentemente do RNA, a molécula de DNA ¢ bastante estavel e de facil
manipulagdo. Sendo assim, alteragdes que ocorrem na molécula de DNA e que sejam
especificas da célula tumoral como, por exemplo, alteragdes no padrao de metilagdo
da molécula de DNA nas células tumorais, podem ser mais facilmente detectadas e

. . . . ~ I ros 1 11
seriam mais apropriadas para a implantagdo na pratica clinica®®>"#'"3,

1.2 AMETILACAO DO DNA COMO MECANISMO EPIGENETICO

DE REGULACAO DA TRANSCRICAO GENICA

A metilagdo de citosinas no carbono 5 dos dinucleotideos CpG ¢ uma
caracteristica de genomas eucarioticos € um dos principais mecanismos epigenéticos
de regulacio da expressio génica’. A transferéncia do grupo metil da S-
adenosilmetionina ao carbono 5 das citosinas localizadas 5’ de guaninas ¢ catalisada
pelas DNA metiltransferases (DNMTs). Estima-se que em células somaticas
humanas as citosinas metiladas correspondam a 1% do total de bases do genoma e
que, portanto aproximadamente 70-80% dos dinucleotideos CpG estejam metilados
no genoma humano>'**"''?,

Os dinucleotideos CpGs possuem uma baixa representagdo no genoma

humano, e isto se deve a alta taxa de mutagdes associadas as metilcitosinas, que

podem sofrer deaminacdo hidrolitica espontdnea e serem convertidas em timinas
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durante a replicacdo do DNA®. Sua distribuicdo no genoma nio é randdmica,
estando estas freqlientemente agrupadas em regides gendomicas com alta proporgao
de contetido G+C, chamadas “Ilhas de CpG”’. As ilhas de CpG foram originalmente
definidas como seqiiéncias de DNA com mais de 200 bp, com conteudo de guaninas
e citosinas igual ou superior a 50% e uma razdo entre a freqiiéncia observada e a
freqiiéncia esperada de dinucleotideos CpG igual ou superior a 0,6°°. Em um estudo
mais recente, TAKAI e JONES'® revisaram as regras para a definicdo de ilhas de
CpG a fim de excluir outras seqii€ncias genomicas ricas em CG como repeti¢des
ALU. Com base em extensivas buscas na seqiiéncia completa dos cromossomos 21 e
22, redefiniram as ilhas de CpG como seqiiéncias com mais de 500 pb, com
conteudo de guaninas e citosinas igual ou superior a 55% e uma razdo entre a
freqliéncia observada e a freqiiéncia esperada de dinucleotideos CpG igual ou
superior a 0,65.

A relacdo entre metilagdo e expressao génica tornou-se aparente quando se
observou que regidoes do genoma acessiveis as nucleases e, portanto, ativas
transcricionalmente, continham DNA hipometilado™. Estudos posteriores de
distribuicdo dos dinucleotideos CpG demonstraram que ilhas de CpG sio
encontradas preferencialmente na regido 5° dos genes humanos em comparacio a
regido 3°, sugerindo, desta forma, um papel importante na regulagdo da expressao
génica.

Diversos estudos demonstraram que a metilagdo em regides promotoras esta
diretamente correlacionada a auséncia ou diminuicdo da atividade transcricional®. A

metilacdo do DNA, juntamente com a modificacdo de histonas e o imprinting
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gendmico, sao 0s principais mecanismos epigenéticos, capazes de alterar o padrao de
expressdo génica sem afetar a seqiiéncia de nucleotideos do DNA’".

Diferentes mecanismos foram propostos para explicar o papel da metilagdo na
diminui¢do da atividade transcricional (Figura 3). Em um primeiro modelo foi
proposto que os residuos de citosina metilados poderiam interferir diretamente na
interagdo de fatores de transcri¢do aos seus sitios de ligacdo ao DNA, uma vez que o
grupo metil se projeta no sulco maior da dupla fita de DNA”. Além desta
interferéncia direta, foi proposto que membros de uma familia de proteinas que se
ligam a residuos metilados (MBPs - Methylcytosine Binding Proteins) como MeCP2,
MBD1-MBD4, poderiam competir pela ligagdo com os proprios fatores de
transcri¢io’”. Finalmente, sabe-se que as MBPs podem recrutar complexos protéicos
contendo co-repressores ¢ histona deacetilases e, com base nessa interagdo, foi
proposto que a ligagdo destes complexos ao DNA levaria a uma mudanga na
estrutura de cromatina impedindo a transcri¢do’”. Recentemente, outras proteinas que
participam deste processo, tais como CTCF (do inglés CCCTC binding factor) e
BORIS ou CTCFL (do inglés CCCTC binding factor like) tem sido

. . 11
identificadas' 936768,

Nenhum dos modelos propostos ¢ exclusivo e, muito
provavelmente todos esses eventos estdo atuando simultaneamente na repressdo da

expressao génica pela metilagao.
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Legenda: Em células normais, as ilhas de CpGs nos promotores estdo protegidas do espalhamento da
metilacdo do DNA a partir de regides periféricas densamente metiladas. Ao redor da regido promotora
estdo dispostas histonas acetiladas e a cromatina estd pouco compactada, o que permite que fatores de
transcricao se liguem a fita de DNA e ocorra a transcricdo génica. Nas regides vizinhas densamente
metiladas estdo presentes histonas deacetiladas e a cromatina estd bastante compactada. Neste
contexto, complexos com enzimas DNMTs ndo se aproximam do promotor. Em células tumorais, as
DNMTs tém acesso a regido promotora, juntamente com MBPs, e a metilagdo do DNA se espalha a
partir das regides periféricas em direcdo as ilhas de CpGs. As histonas tornam-se deacetiladas e a
cromatina adquire conformagdes compactadas, impedindo a ligagao de fatores de transcri¢do a fita de
DNA. Deste modo, ¢ estabelecido o silenciamento génico. DNMTs, DNA metiltransferases; FT, fator
de transcri¢do; HAT, histona acetil transferase; HDAC, histona deacetilase; HMT, histona
metiltransferase; MBPs, proteinas de ligagdo a CpGs metilados; PCA, proteina co-ativadora.

Fonte: Modificado de JONES e BAYLIN™.

Figura 3 A metilagdo do DNA em uma ilha de CpG localizada na regido promotora

de um gene e o silenciamento génico.
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13 METILACAO DO DNA E CANCER

Alteragdes no padrio de metilacdo sdo freqiientemente encontradas em

8,10,94 . . ~ ~
©77", Dois tipos de alteragdes no padrao

diversas patologias incluindo as neoplasias
de metilagdo sdo freqiientemente encontrados em tumores: a hipometilagdo global do
genoma e a hipermetilagdo localizada em ilhas de CpG presentes na regido
promotora de genes relacionados ao cancer®’.

A perda da metilacio do DNA em dinucleotideos CpGs foi a primeira
anormalidade epigenética identificada em células tumorais. FEINBERG e
VOGELSTEIN* compararam o padrio de digestio do DNA com enzimas de
restricdo sensiveis a metilacdo entre células normais e tumorais e descobriram que
uma significativa propor¢do de CpGs metilados em tecidos normais estava
desmetilada nas células tumorais. Em seguida, GAMA-SOSA et al.** demonstraram
uma reducdo global de 10 a 20% no contetido de citosinas metiladas no genoma de
varios tipos de tumores, tanto benignos quanto malignos, quando comparados aos
tecidos normais correspondentes. Posteriormente, muitos estudos comprovaram a
ocorréncia da hipometilacdo global do genoma de células tumorais provenientes de
diferentes neoplasias. Esta modificacio do DNA tumoral ¢ observada
freqlientemente em diferentes tipos de seqiiéncias repetitivas do genoma, incluindo
regides de heterocromatina do DNA, retrotransposons, retrovirus endoégenos e
seqiiéncias satélites, bem como em seqiiéncias Unicas, incluindo algumas de controle
da transcricdo. A hipometilagdo do DNA induz a atividade transcricional dessas

seqiiéncias e favorece a instabilidade cromossomica nos tumores. A hipometilagcao

também tem sido associada a expressdo diferencial de oncogenes e antigenos
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tumorais®®. O gene que codifica para a ornitina descarboxilase (ODC1) e os proto-
oncogenes ERBA1 e BCL2, por exemplo, se mostraram hipometilados em leucemia
linfocitica crénica®. Da mesma forma, a ativagdo do gene MAGEI, que codifica um
antigeno especifico em melanomas, parece estar relacionada a desmetilacdo do
promotor deste gene ¢ o gene TCLI1 ¢ reativado através da demetilacdo do seu
promotor em Linfoma de Burkitt e Leucemias Linfociticas Cronicas de células B'*.
A perda de metilacdo ¢ um evento freqiientemente observado no inicio do
desenvolvimento de tumores, e se correlaciona com a severidade da doenga ¢ com o
potencial metastatico em muitos tipos de tumores’>''®.

Além da hipometilagdo global do genoma, as células tumorais também sao
caracterizadas pela presenga de hipermetilagdo em ilhas de CpGs localizadas nas
regides promotoras de genes relacionados ao cancer. A primeira associagdo entre
hipermetilacdo e genes supressores de tumor foi feita com o primeiro gene supressor
de tumor descoberto, o gene do retinoblastoma (RB1)*. Alguns anos depois, foi
descoberto que a inativacao dos genes VHL, CDKN2A (também conhecido como
P16 ou INK4A), CDHI1 e do gene de reparo MLHI1 também estavam associadas a
hipermetilagdo de suas regides promotoras’ = % A partir dai, os relatos de
inativacdo por hipermetilacdo de genes envolvidos com diversas fungdes celulares
que estdo alteradas nas células tumorais como regulagdo do ciclo-celular, reparo do
DNA, remodelamento da cromatina, sinalizagdo celular, transcricdo e apoptose,
aumentaram progressivamente na literatura. Estudos recentes sugerem que centenas
de ilhas de CpG podem estar metiladas em células tumorais'. Cada tipo de tumor

parece ter seu proprio padrao de genes especificos ligados ao cancer que sdo mais ou

menos suscetiveis a metilagﬁo”. Os genes CDKN2B, CDH1 e CALCA, por
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exemplo, s3o comumente metilados em AML (“Acute Myeloid Leukaemia’), mas
raramente metilados em cancer de prostata'®.

Alteragdes no padrao de metilagio tém sido amplamente utilizadas na
caracterizagdo de novos genes envolvidos no processo de formagdo e progressdo
tumoral. Na literatura podemos encontrar evidéncias diretas ou indiretas do
silenciamento por metilagio de mais de 40 genes em tumores de mama'"’. Entre eles
estdo genes envolvidos com a aquisi¢do das seis caracteristicas essenciais para a
sobrevivéncia das células tumorais, definidas por HANAHAN e WEINBERG™:
auto-suficiéncia em relacdo a fatores de crescimento (ER, PR, RASSF1A, SOCS1),
potencial replicativo ilimitado (CDKN2A, CDKNIA, CCND2, RARB),
insensibilidade a sinais inibitorios do crescimento (HIN1, TGFBR2, RFC), evasao da
morte celular programada (CASP8, TP53, DAPK), angiogénese sustentada (TP73,
MASPIN, THBS1), invasdo tecidual e metastase (CDH1, TIMP3, APC, BCSGI,

prostatina, TWIST).

1.4 METODOLOGIAS EM LARGA ESCALA UTILIZADAS NA

DETECCAO DE REGIOES DIFERENCIALMENTE METILADAS

Em 1999, HUANG et al. adaptaram a metodologia disponivel para a
confeccdo de c¢DNA microarray e desenvolveram uma técnica denominada
Differential Methylation Hybridization (DMH), que permite uma analise em larga
escala das ilhas de CpG diferencialmente metiladas entre diferentes amostras®. O
primeiro passo da técnica de DMH envolve a obten¢do de fragmentos de DNA

genodmico correspondentes a ilhas de CpG que serdo organizadas em suportes solidos
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(ex. membranas de nylon ou laminas de vidro). Esses fragmentos devem,
necessariamente, conter sitios de restricdo para enzimas de restricdo sensiveis a
metilagdo, tais como a BsfUI (CGCG) ou Hpall (CCGG). O segundo passo envolve a
amplificacdo, através da técnica de PCR, de uma populagdo de fragmentos metilados
a partir de diferentes amostras que serd utilizada como sonda contra membranas
contendo as ilhas de CpG imobilizadas. Para a amplificagdo dos fragmentos
metilados, o DNA genomico isolado a partir de tecidos normais e tumorais ¢
separadamente digerido com a enzima Msel, que cliva o DNA em fragmentos de
aproximadamente < 200 bp. Como a enzima de restri¢ao Msel reconhece a seqiiéncia
TTAA, as ilhas de CpG se mantém, relativamente, intactas apos a digestdo.
Seqiiéncias adaptadoras sdo, entdo, ligadas aos fragmentos Msel e os elementos
repetitivos presentes na seqiiéncia gendmica sdo subtraidos. Apds a subtragdo do
DNA repetitivo, os fragmentos de DNA gendmico ligados aos adaptadores sdo
digeridos com uma enzima de restricdo sensivel a metilagdo (BsfUI ou Hpall) e,
posteriormente, amplificados utilizando iniciadores especificos para as seqiiéncias
adaptadoras. Os produtos amplificados representam uma populacdo de fragmentos
gendmicos metilados nas diferentes amostras uma vez que na auséncia de metilacio
a amplificacdo por PCR nao ¢ possivel devido a digestdo do fragmento ndo metilado
pela enzima de restrigdo. Na ultima etapa, os produtos amplificados sdo marcados
(radioativamente ou com fluordfos) e utilizados como sonda contra o array de ilhas
CpG no qual as diferengas entre a intensidade do sinal de hibridizacao das diferentes
amostras refletem alteragdes no padrao de metilagdo de cada uma das ilhas de CpG
presentes (Figura 4). Um ponto limitante da técnica de DMH consiste no isolamento

de fragmentos gendmicos correspondentes a ilhas de CpG que serdo imobilizados
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nos suportes solidos. As seqiiéncias isoladas a partir de bibliotecas genomicas
enriquecidas para ilhas de CpG contém uma parcela significativa das seqiiéncias
correspondendo a elementos repetitivos (DNA ribossomal rico em CG ou elementos
retrovirais da familia ALU) e nem todas as seqiiéncias possuem sitios de restri¢ao
para enzimas sensiveis a metilagao. Além disto, outro ponto limitante para o sucesso
da DMH ¢ o estabelecimento de uma correlagdo direta entre as ilhas de CpG
imobilizadas no suporte s6lido e os genes correspondentes as mesmas, pois somente
através do estabelecimento desta correlagdo ¢ possivel identificar genes
diferencialmente metilados entre as amostras que possam entdo ser utilizados como
marcadores.

Uma segunda metodologia de hibridizacdo de fragmentos diferencialmente
metilados foi desenvolvida por WANG et al.'"®> em 2004. Nesta metodologia, o DNA
gendmico ¢ digerido com a enzima Hpall (sensivel a metilagdo e com sitio de
restricdo encontrado com freqiiéncia nas ilhas de CpG), ligado a adaptadores
especificos para o sitio desta enzima e amplificado por PCR. Apos a amplificacdo, os
fragmentos s3o marcados com fluoroforos e hibridizados contra uma lamina de vidro
contendo 12800 fragmentos de DNA enriquecidos para seqiiéncias promotoras de
genes humanos (1000 bp upstream e 500 bp downstream do sitio de inicio da
transcri¢ao) que foram identificadas com base na montagem do genoma humano
disponibilizada pela Universidade Santa Cruz, Califérnia (UCSC) através do
programa BLAT (www.genome.ucsc.edu). Ao contrario do DMH, a utilizacao dessa
metodologia permite a amplificacdo de fragmentos pequenos que possuem sitios de
restricdo proximos e nao metilados no genoma. A presenca de metilagao nos sitios de

restricdo da enzima Hpall impede a digestdo e gera fragmentos de maior tamanho
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que sao amplificados com menor eficiéncia, e portanto, representados em menor
quantidade na sonda gerada (Figura 4). A eficiéncia de amplificagdo de um
determinado fragmento e sua representatividade na sonda utilizada na hibridizagao
deverdo permanecer inalterada entre diferentes amostras de DNA a ndo ser que haja
diferenga nos niveis de metilagao entre as mesmas. Essas diferengas podem entdo ser
visualizadas através da intensidade do sinal de hibridizacdo de cada uma das
amostras.

Virios estudos tém utilizado a hibridizacdo de metilagdo diferencial para
identificar genes diferencialmente metilados em tumores. Em 2000, YAN et al.'*'
aplicaram a técnica de DMH para avaliar um grupo de amostras pareadas de tecido
normal e tumoral de mama a fim de determinar se um padrao especifico de alteragdes
epigenéticas tinha correlagdo com parametros patoldgicos nas analises dos pacientes.
As analises estatisticas do padrao de metilacdo diferencial das amostras revelaram
que a hipermetilacdo das ilhas de CpG tinha correlagdo com o grau histologico dos
tumores de mama analisados. Tumores que se apresentavam pouco diferenciados
exibiam um maior nimero de ilhas de CpG hipermetiladas em relagcdo aos tumores
que se apresentavam moderadamente ou bem diferenciados (p = 0,041). Estes
resultados sugerem, entdo, que os diferentes padroes de metilagdo observados em
varias amostras clinicas podem refletir diferentes estadios ou tipos de cancer.

AHLUWALIA et al.!, em 2001, também aplicaram a técnica de DMH para
avaliar o padrao de metilacdo de ilhas de CpG em cancer de ovario. Estes autores
observaram que algumas ilhas de CpG estavam comumente hipermetiladas em

11
116

amostras de tumores de mesmo estddio. WEI et al.” °, avaliaram o perfil de metilagdo

de amostras de pacientes com carcinoma de ovario em estadio 3 e 4 ¢ observaram
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que o alto grau de metilagdo em um determinado grupo de amostras identificado na
clusterizac¢do hierarquica estava relacionado a recorréncia precoce da doenca nestas

1'% utilizando esta

pacientes apos a quimioterapia. Em 2005, VAN DOORN et a
metodologia identificaram a hipermetilagdo de genes supressores de tumor incluindo
BCL7A, PTPRG e P73 em linfoma cutineo de células T. Em 2006,
RAHMATPANAH et al.* utilizaram esta metodologia para estudar diferentes
subtipos de linfoma de célula B pequena (SBCL) e observaram padrdes de metilagado
preferencial que tém ajudado a definir os diferentes subtipos de SBCL que ndo sdo
reconhecidos pelos sistemas convencionais de classificagdo além de fornecer
informagdes sobre a biologia destes tumores.

No entanto, até o presente momento, ndo ha relato na literatura de estudos de
metilacdo diferencial em larga escala que identificou padrdoes de metilagdo

diferencial entre pacientes com cancer de mama sem comprometimento linfonodal

que desenvolveram ou ndo metéstase a distancia.
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Legenda: O esquema descreve os protocolos utilizados na preparagdo do DNA gendmico que serd
utilizado para a detec¢do de diferencas de metilagdo proveniente da amplificagdo dos fragmentos
digeridos entre as amostras. A esquerda metodologia desenvolvida por HUANG et al. e a direita
WANG et al. Vale ressaltar que enquanto na metodologia desenvolvida por HUANG et al. os
produtos amplificados sdo metilados, na metodologia desenvolvida por WANG et al. sdo amplificados

os produtos ndo metilados.

o — CpG metilado, o — CpG ndo metilado, m — adaptador especifico para Msel, m — adaptador

especifico para Hpall.

Figura 4 Desenho esquematico das técnicas de hibridizagdo de metilagdo diferencial.



OBJETIVOS



2

2.1

29

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Identificar uma assinatura de metilagdo capaz de discriminar dois grupos de

pacientes com carcinoma ductal invasivo de mama linfonodo negativas sendo um

grupo que ndo desenvolveu doencga metastatica e outro que desenvolveu metastase

em um periodo minimo de 5 anos.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Estabelecer o perfil de metilagdo e identificar fragmentos de DNA
diferencialmente metilados entre amostras de pacientes com carcinoma ductal
invasivo de mama linfonodo negativas que desenvolveram ou nao metéstase a
distancia utilizando a metodologia de hibridizacdo de fragmentos
diferencilamente metilados;

Avaliar se o perfil de metilagdo desses fragmentos de DNA diferencialmente
metilados (assinatura de metilacdo) € capaz de discriminar os dois grupos de
pacientes em estudo;

Comparar nossos dados de metilagdo diferencial com as assinaturas de
expressao génica capazes de predizer o prognostico de pacientes com cancer

de mama linfonodo negativas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 TUMORES PRIMARIOS DE MAMA

Foram utilizadas neste estudo 21 amostras de carcinoma ductal invasivo de
mama de pacientes linfonodo negativas armazenadas no Banco de Tumores do
Centro de Tratamento Médico e Pesquisa do Hospital A.C. Camargo e do Instituto de
Lucha Contra El Céancer (SOLCA) — Cuenca — Equador. Os linfonodos foram
removidos durante a cirurgia para a remog¢ao do tumor primdrio, sendo analisado um
nimero minimo de 20 linfonodos por paciente. Foram consideradas linfonodo
negativas as pacientes que ndo apresentaram evidéncias de macrometéstases e
micrometastases em cortes histologicos corados com hematoxilina-eosina (HE) e que
também ndo apresentaram evidéncias de micrometdstases em cortes histologicos
analisados por imunoistoquimica com anticorpos especificos para marcadores
epiteliais (citoceratina AE1/AE3). Todas as amostras do estudo foram obtidas
mediante consentimento informado das pacientes e aprovacdo do comité de ética de
ambas as institui¢des.

Os critérios utilizados para inclusdo de pacientes em nosso estudo foram os
seguintes:

1) Pacientes com carcinoma ductal invasivo;
i1) Linfonodo negativo;
iii) Idade ao diagnostico igual ou inferior a 55 anos;

iv) Tamanho do tumor igual ou menor que 5 cm (pT1 ou pT2);
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v) Sem uso de quimioterapia ou radioterapia neoadjuvante;

vi) Ter sido submetido aos esquemas de quimioterapia adjuvante 8 ciclos
Ciclofosfamida, Metotrexato e 5-Fluoraucil (CMF) ou 4 ciclos Antraciclicos
(AC);

vii) Ter pelo menos cinco anos de seguimento;

viii) Nao ter historia familiar de cancer de mama.

Seguindo os critérios acima descritos foram incluidas em nosso estudo 21
pacientes linfonodo negativas das quais 13 ndo desenvolveram metéstase a distancia
e 08 desenvolveram metéstase a distancia em um periodo de seguimento minimo de
5 anos (Tabela 3).

Dentre as 13 pacientes que nao desenvolveram doenca metastatica, 5
pacientes apresentavam tumores pT1 (<2 cm) e 8 pacientes tumores pT2 (2 a 5 cm).
Dentre as 8 pacientes que desenvolveram metatase a distdncia 2 pacientes tinham
tumor pT1 e 6 pT2. Em realgdo ao tratamento quimioterapico adjuvante 12 das 13
pacientes sem doenga metastatica e 6 da pacientes que desenvolveram metatase
foram submetidas ao tratamento sistémico com CMF. Andlises de imunoistoquimica
com anticorpos especificos para receptores de estrogeno (RE) e progesterona (RP)
evidenciaram que das 13 pacientes que ndo desenvolveram metastase a distancia 6
foram consideradas RE e RP positivas, duas eram somente RE positivas e duas
somente RP positivas e destas 8 receberam tamoxifeno. Dentre as pacientes que
desenvolveram metastase a distancia 2 eram RE e RP positivas e uma paciente
somente RE positiva e destas 5 ndo receberam tamoxifeno. Para duas e trés destas

pacientes ndo foi possivel avaliar o status de RE/RP e tamoxifeno, respectivamente.
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Em relagdo aos sitios de metastase, uma paciente desenvolveu metéstase
Ossea, uma paciente desenvolveu metéstase no sistema nervoso central, uma paciente
desenvolveu metdstase pulmonar, uma paciente desenvolveu metastase Ossea,
hepatica e outros (medula ou tirdide), uma paciente desenvolveu metastase Ossea,
pulmonar, hepatica e outros e duas pacientes desenvolveram metastases Ossea e
pulmonar. Vale ressaltar que para o rastreamento da doenca metastatica foram
realizados os exames de raio-X de torax, cintilografia Ossea e tomografia

computadorizada.

Tabela 3 Aspectos clinico-patologicos das pacientes com carcinoma ductal invasivo
de mama do estudo.

Pacientes pT RE RP QTAdj RTAdj Rec Idade Tamoxifeno

43 1 1 1 CMF 0 0 46 1
59 1 0 0 AC 1 0 49 0
200 2 0 1 CMF 1 0 39 0
333 1 1 1 CMF 1 0 50 1
494 2 1 1 CMF 1 0 39 1
496 2 0 0 CMF 1 0 50 0
756 2 0 0 CMF 1 0 48 0
759 2 0 0 CMF 1 0 32 0
773 1 1 0 CMF 1 0 45 1
834 2 1 0 CMF 1 0 51 1
1151 2 1 1 CMF 1 0 53 1
1587 2 1 1 CMF 1 0 48 1
1737 2 1 1 CMF 0 0 48 1
536 1 0 0 CMF 1 1 50 0
630 2 1 0 CMF 1 1 34 0
752 2 1 1 CMF 0 1 35 0
1938 2 0 0 CMF 1 1 45 0
2568 2 1 1 AC 1 1 42 0
04 2 0 0 AC 1 1 41 -
A 1 - - CMF 0 1 <55 -
C 2 - - CMF 1 1 <55 -

Legenda: pT: tamanho do tumor (1 - até 2 cm e 2 - entre 2 ¢ 5 cm); Linfonodo: RE: receptor de
estrogeno; RP: receptor de progesterona; QTAdj: quimioterapia adjuvante; RTAdj: radioterapia
adjuvante; Rec: Recidiva a distancia; Idade: idade da paciente ao diagnostico. 0 — negativo e 1 —
positivo.
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3.2 MACRODISSECCAO DOS TUMORES PRIMARIOS DE MAMA

As amostras selecionadas para este estudo foram macrodissecadas para
enriquecer a amostra para células tumorais. Cortes histologicos dos tumores foram
corados por hematoxilina-eosina (HE) e as areas necroéticas e de tecido normal foram
demarcadas. Tais areas foram eliminadas da pe¢a com o auxilio de um bisturi e uma

lupa. Foram utilizadas somente amostras com pelo menos 80% de células tumorais.

3.3 EXTRACAO DE DNA GENOMICO

O DNA genomico dos tumores primarios de mama foi extraido através do
método convencional de fenol cloroférmio. As amostras de tumores foram incubadas
a 55°C durante a noite em 4 ml de tampio de extragdo TES (10 mM Tris-HCI / 50
mM EDTA / 0,5% SDS) contendo 100 pg/ml de Proteinase K. Apos digestdao
completa do tecido adicionou-se 4 ml de fenol equilibrado (pH 8.0) a amostra e esta
foi mantida sob agita¢do por 5 minutos seguida de centrifugacdo durante 15 minutos
a 5.000xg, 4°C. Apos a recuperacdo da fase aquosa, adicionou-se 4 ml de solugdo
cloroférmio-alcool isoamilico (24:1), seguindo-se novamente a agitacdo da amostra
por 5 minutos e sua centrifuga¢cdo durante 15 minutos a 5.000xg, 4°C. A fase aquosa
foi novamente separada seguida de nova extragdo com cloroférmio-alcool
isoamilico. Ao final desta extracdo, uma fase aquosa transparente livre de proteinas
foi coletada e transferida para tubo corex estéril. Em seguida, a precipitacio do DNA
foi realizada adicionando-se 1/10 do volume da amostra de 3M NaOAc pH 6.0 e 2.5

vezes o volume final de etanol absoluto gelado. As amostras foram incubadas a -



35

20°C durante a noite. No passo seguinte, as amostras foram centrifugadas durante 30
minutos a 22.000xg e lavadas com etanol 70%. Apds a secagem do DNA a
temperatura ambiente, o0 mesmo foi ressuspendido em 100-500 pl de tampao TE (10
mM Tris HCI, 1.0 mM EDTA pH 8.0) e armazenado a 4°C. A qualidade do DNA
obtido foi avaliada em gel de agarose 0,8% (Figura 5). A quantificacio do DNA
obtido foi obtida em espectrofotdmetro com comprimento de onda equivalente a 260
nm, considerando-se que 1D0O260 nm equivale a 50ug/ml de DNA. A relagdo entre
as leituras realizadas a 260 e 280 nm foi utilizada como parametro para estimar o

grau de contamina¢do do DNA por proteinas.

1 23 M 456 7

23130 pp —>

Legenda: M - Marcador de massa molecular Lambda Hindlll; 1 a 7 - amostras de tumores de mama.
Figura 5 Eletroforese representativa do DNA gendmico extraido de amostras
tumorais por fenol-cloroférmio em gel de agarose 0,8% corado com Gel Red.
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3.4 HIBRIDIZACAO DE FRAGMENTOS DE DNA

DIFERENCIALMENTE METILADOS

3.4.1 Microarray enriquecido para sequéncias promotoras

O microarray enriquecido para seqii€ncias promotoras utilizado nesse projeto
foi gentilmente cedido pelo Dr. Michael McClelland do Sidney Kimmel Cancer
Center, San Diego, Ca. Em uma breve descricdo da construcdo do microarray,
seqliéncias promotoras (1000 pb upstream e 500 pb downstream do sitio de inicio da
transcrigdo) foram identificadas com base na montagem do genoma humano
disponibilizada pela Universidade Santa Cruz, Califérnia (UCSC) através do
programa BLAT (www.genome.ucsc.edu). Os oligonucleotideos utilizados para a
amplificacao destas seqiiéncias promotoras foram desenhados utilizando uma versao
modificada do programa Primer3
(www.broad.mit.edu/genome_software/other/primer3.html). Fragmentos de
seqliéncias promotoras apresentando um tamanho médio de 1200 pb foram
amplificados, purificados e imobilizados em UltraGAPS-coated slides (Corning,
Inc., Corning, NY) na presenca de 50% de DMSO. Nos experimentos realizados em
nosso laboratorio foi utilizado o microarray contendo triplicatas de 11586 seqii€éncias
promotoras, 752 seqiiéncias ndo promotoras controle e 192 controles representados
por seqiiéncias ndo humanas imobilizadas em duas laminas sendo 6400 seqiiéncias
em triplicata em cada uma das laminas (Laminas Set A e Set B). Muitos dos
fragmentos de seqiiéncias promotoras imobilizados no microarray estao relacionados
a genes que possuem particular importancia no cancer e genes sabidamente regulados

por metilacdo em cancer.
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3.4.2 Amplificagdo dos fragmentos diferencialmente metilados e condigfes de
hibridizacdo

Os produtos amplificados que foram utilizados como sonda na hibridizagao
dos microarrays foram gerados como descrito por WANG et al.'””. Brevemente, 0.5
ug de DNA genomico foram completamente digeridos com 15U da endonuclease
sensivel a metilagdo Hpall (New England Biolabs - NEB) em uma reacdo de 20 puL
por 16 horas a 37°C. Como referéncia comum nos experimentos de hibridizagio foi
utilizado o DNA gendmico da linhagem celular normal de mama HB4a digerido com
15U da endonuclease Mspl que reconhece o mesmo sitio de restricdo da enzima
Hpall porém, ndo ¢ sensivel a metilagdo em uma reagdo de 20 pL por 16 horas a
37°C. O produto da digestdo foi entdo ligado a 20 pmol de cada um dos adaptadores
Meth lal/Meth 1a2/Meth 4al/Meth 4a2 especificos para o sitio de restrigdo da
enzima Hpall na presenca de 400U de T4 DNA ligase (NEB) e 1 mM de ATP
(Amersham Biociences) a temperatura ambiente por 4 horas em um volume final de
20 ul.  As seqiiéncias dos  oligonucleotideos sdao Meth lal  (5'-
AAGTATCGGAGGAGTCTTTGTTA-3"), Meth_1a2 (5’-Phosphate-
CGTAACAAAGACTCCTCCGATACTT-Amine-3’), Meth_4al (5°-
TCTCTTGAAGAGTAACTTGTTGG-3’) e Meth 4a2 (5’-Phosphate-
CGCCAACAAGTTACTCTTCAAGAGA-Amine-3’). Os iniciadores foram
solubilizados em &4gua em uma concentracdo final de 50 uM cada um. Os
oligonucleotideos Meth _1al e Meth 1a2 foram anelados por resfriamento gradual da
mistura (20 ul de cada oligonucleotideo, 1X NEB Buffer 2 (NEB) e 50% de LoTE
pH 7.5, volume final de 50 ul), que foi de 100°C a 25°C. O mesmo procedimento foi

realizado para os oligonucleotideos Meth 4al e Meth 4a2. Para verificar a eficiéncia
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da digestao com as endonucleases Hpall e Mspl e a eficiéncia da reagdo de ligagao
dos adaptadores ao DNA digerido foi realizada uma PCR teste. Nessa reacdo, um
microlitro do DNA digerido e ligado aos adaptadores, 0,4 uM de cada um dos
iniciadores Meth 1p (5’-GTATCGGAGGAGTCTTTGTTACGG-3’) e Meth 4p (5°-
CTTGAAGAGTAACTTGTTGGCGG-3’), 1 M de Betaina, 0,2 mM de dNTPs, 3
mM de MgCl,, mais 1 U de Tag Polimerase (Invitrogen) em um volume final de 50
ul foram submetidos a seguinte ciclagem: 95°C por 1 min; 95°C por 15 seg, 63°C por
15 seg e 72°C por 30 seg, por 24 ciclos; e 72°C por 7 min. Como podemos observar
na figura 6, a reagdo foi avaliada em gel de agarose 1%. A presenca de um rastro
difuso com tamanho entre 0.2 — 1.2 Kb indica a amplificacdo bem sucedida dos

fragmentos aos adaptadores.

M 1 2 No

600 pb ———>

Legenda. M - Marcador de massa molecular 100 pb (Fermentas); 1 — amostra referéncia e 2 — amostra
de tumor de mama e No — controle sem DNA da reagao.

Figura 6 Eletroforese representativa de uma reagdo de amplificagdo teste em gel de
agarose 1% corado com Gel Red.
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As seqiiéncias de DNA repetitivo foram subtraidas do DNA digerido com a
endonuclease Hpall e ligado aos adaptadores usando o protocolo de hibridizagdo
subtrativa por Corl humano (Invitrogen) descrito por CRAIG et al.** com algumas
modificagcdes. Dez microgramas de Cotl humano enriquecido de seqii€ncias
repetitivas foi marcado com biotina utilizando o BiotinULS Labeling Kit (Fermentas
Life Sciences) por 30 minutos a 85°C. O DNA Cot1 humano marcado foi purificado
por precipitagdo com etanol e solubilizado em 100 pL do tampao de ligagao TEN100
(10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA, 100 mM NacCl, pH 7.5) dos quais 5 uL foram
reservados para posterior controle de qualidade da marcagdo do Cotl humano com
biotina por separacdo em gel de agarose (1*). Cem microlitros (1 mg) de particulas
magnéticas com estreptavidina (F. Hoffmann-La Roche Ltd.) preparados de acordo
com instrugdes do fabricante foram adicionados ao DNA Cot1 humano marcado com
biotina e incubado por 15 minutos a temperatura ambiente. O tubo contendo a
mistura foi colocado no separador de particulas magnéticas (F. Hoffmann-La Roche
Ltd.), o sobrenadante foi removido e deste 5 uL foram reservados para controle da
qualidade de marcagdo por separacdo em gel de agarose (2*). Duzentos microlitros
de TEN100 fresco foram adicionados e as particulas foram incubadas por mais 15
minutos a temperatura ambiente seguido da remog¢ao do sobrenadante. As particulas
foram entdo lavadas duas vezes com o tampdo de lavagem TEN1000 (10 mM Tris-
HCI, 1 mM EDTA, 1000 mM NaCl, pH 7.5). O controle da qualidade da marcagdo
do Cotl humano com biotina foi feito por separagdo em gel de agarose 1% das
aliquotas reservadas em 1* e 2*. Se 1 = 2, a marcacdo foi ineficiente, se 1 > 2, a
marcacdo foi eficiente (Figura 7). O DNA digerido com Hpall e ligado aos

adaptadores foi adicionado as particulas magnéticas e o volume ajustado para 100 pL
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com 6x SSC e 0,1% SDS . A mistura, DNA gendmico digerido e ligado, e DNA
Cot1 humano biotinilado e ligado as particulas magnéticas com estreptavidina, foi
desnaturada por 10 minutos e hibridizada durante 20 horas a 65°C em forno de
hibridizacdo com rotagcdo. Apoés a hibridizagdo, outros 100 pL de particulas
magnéticas com estreptavidina (1 mg) foi preparado, adicionado a mistura
hibridizada, complementada com 200 pL de tampao de ligagdo TEN100 e incubada
por 30 minutos a temperatura ambiente. Os tubos foram colocados no separador de
particulas magnéticas e o sobrenadante separado. Este sobrenadante foi incubado
com outros 100 uL de particulas magnéticas com estreptavidina (1 mg) por mais 30
minutos a temperatura ambiente. Apos a incubagdo o sobrenadante foi separado e
purificado utilizando o MinElute PCR Purification Kit (Qiagen, Inc.) como

recomenda o fabricante.

M 11 12 21 22

2000 pb —>
1500 pb ——>

600ph —>

Legenda: Se 1 ¢ igual a 2, a marcagdo foi ineficiente. Se 1 é maior que 2, a marcagdo foi eficiente. M
- marcador de massa molecular 100 bp (Fermentas), 1.1 e 1.2 - aliquotas 1 e 2 da marcagdo de uma
amostra e 2.1 e 2.2 — aliquotas 1 e 2 da marcag@o de uma amostra independente.

Figura 7 Eletroforese representativa da marcagdao do DNA Cot1 humano com biotina

em gel de agarose 1% corado com Gel Red.
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Os fragmentos Hpall e Mspl foram amplificados em cinco reagdes contendo
20 ng do DNA digerido, ligado aos adaptadores e subtraido de seqiiéncias repetitivas,
0,4 uM de cada iniciador Meth 1p e Meth 4p, 2M de Betaina e 2U de Tagq
Polimerase (Invitrogen Corporation) em 50 pL de volume final cada. Uma
amplificacdo de baixa ciclagem (95°C 1 min; 95°C 15 seg, 63°C 15 seg e 72°C 30 seg
por 21X e 72°C 7 min) foi utilizada a fim de manter a representatividade dos
diferentes fragmentos e evitar a satura¢do da reacdo de amplificagdo. Os produtos
amplificados foram reunidos e entdo purificados utilizando o kit MinElute PCR
Purification Kit (Qiagen, Inc.). A reagdo foi avaliada em gel de agarose 1%. A
presenga de um rastro difuso com tamanho entre 0.2 — 1.2 Kb indica a amplificacao

bem sucedida dos fragmentos aos adaptadores. (Figura 8).

M 11 12 1314 21 22 23 24 3132 No

600 pp ———>

Legenda. M — marcador de massa molecular 100 pb (Fermentas), 1.1 a 1.4 — amplificacdo de uma
amostra tumoral ¢ 2.1 a 2.4, amplificagdo de uma amostra tumoral independente, 3.1 ¢ 3.2 —
amplificagdo da amostra referéncia e No — controle sem DNA da reagdo de amplificacdo.

Figura 8 Eletroforese representativa da reagdo de amplificagdo dos amplicons em gel

de agarose 1% corado com Gel Red.
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Um micrograma do produto Hpall amplificado (amostra tumoral) foi
marcado com 2 pL. de cianina 5 (Cy5, Amersham Biociences) e o produto Mspl
amplificado (amostra referéncia) foi marcado com 2 pL de cianina 3 (Cy3,
Amersham Biociences) utilizando o sistema Read-To-Go DNA Labeling Beads
(Amersham Biociences) a 37°C por 90 minutos, no escuro. Apds a reacdo de
incorporacdo dos corantes, purificamos o produto da reagdo em coluna G50
(Amersham Biociences) centrifugando por 1 minuto a 1000g. O DNA marcado e
purificado foi quantificado por espectrofotometria sob os comprimentos de onda
especificos para cada fluoréforo (Cy3=550nm e Cy5=649). Os melhores resultados
de hibridizagdo sdao obtidos com o DNA apresentando uma freqiiéncia de
incorporacdo (FOI) de pelo menos 20 nucleotides marcados por mil nucleotideos.
Um FOI menor que 20 diminui a sensibilidade do ensaio e um maior que 50 ¢
indicativo de remog¢do incompleta dos nucleotideos marcados nio incorporados
(Corning Protocol, Inc., Corning).

As laminas de microarray foram pré-hibridizadas em 23,0 ml de solugdo
contendo 5X SSC, 0,1% SDS, e 0,1 mg/ml de albumina bovina (BSA) por 3 horas a
42°C. Apo6s a pré-hibridiza¢do das laminas, foram feitas duas lavagens de 5 minutos
cada em 0,1X SSC a temperatura ambiente, e entdo as ldminas foram enxaguadas em
agua MilliQ e centrifugadas por 2 minutos a 1600 rpm para secagem. Apds esta etapa
as laminas foram colocadas na esta¢do de hibridizacao (Genomic Solutions).

Os produtos amplificados e marcados com Cy3/Cy5 (referéncia e amostra)
foram reunidos em um unico tubo ao qual foram adicionados 10 ug de DNA Cot-1

humano (Invitrogen). O volume desta solucdo foi reduzido para 8 pl e foram

adicionados 5X SSC, 0,1% SDS, 25% de formamida para um volume final de 95 ul
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que foi mantido sob agita¢do a 500rpm a 45°C até o momento da hibridizagdo. Para a
hibridizacdo a solugdo de hibridiza¢ao contendo os produtos marcados foi incubada a
95°C por 5 minutos para desnaturagdo dos fragmentos e mantida a 70°C até sua
aplicagdo na lamina. A hibridizagédo foi realizada em trés etapas: 70°C por 5 minutos,
55°C por 45 minutos e 42°C de 16 a 20 horas. Ap6s a hibridizagao, as 1aminas foram
lavadas uma vez de 5 minutos em solugdo de lavagem I (2X SSC / 0,1% SDS) a
42°C, duas vezes de 5 minutos cada em solugdo de lavagem II (0,1X SSC / 0,1%
SDS) a temperatura ambiente, quatro vezes de 1 minuto cada em solucgao de lavagem
IIT (0,1X SSC) a temperatura ambiente e enxaguadas por 10 segundos em solugdo de
lavagem IV (0,01X SSC) a temperatura ambiente (Corning Protocol, Inc., Corning).
Ap6s a etapa de lavagem as laminas foram secas por centrifugacdao a 1600 rpm por 2

minutos.

3.4.3 Digitalizacédo das imagens e quantificacdo do sinal de hibridizacdo

Os sinais gerados pela hibridizacdo das amostras foram capturados por
scanner confocal a laser com canal duplo (ScanArrayTM Express Microarray
Aqcquisition System — Packard Bioscience Biochip Technologies), usando uma
resolugdo de 10 microns e sensibilidade de captacdo de 70% para ambos os canais.
Para cada lamina a leitura dos fluoréforos ¢ feita separadamente gerando assim duas
imagens independentes e entdo ¢ feita a composicdo das imagens pelo proprio
programa de captura. A quantificacdo da intensidade dos spots e do background
médio local de todas as laminas foi obtida com o Quantarray Microarray Analysis
Software (Perkin Elmer, Inc.). Os valores de intensidade R e G referem-se a

incorporagao dos corantes Cy5S (RED) e Cy3 (GREEN).
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3.4.4 Analise da qualidade das hibridizagdes e normalizacéo

Apbs a captura de sinal pelo scanner e formagao da imagem, os dados foram
submetidos a algumas analises de critério de qualidade que sdo medidas em escala
logaritmica dos valores de intensidade do sinal emitido por cada ponto do array.
Essa andlise foi realizada pelo laboratorio de Bioinformatica da Fundagao Antdnio
Prudente — Hospital AC Camargo. Estas medidas podem ser visualizadas
graficamente pelo MA plot ¢ Box plot. HA também uma representacdo grafica do
dado bruto da emissdo de sinal dos fluor6foros captado pelo scanner onde o Chl
(Green_Cy3) representa o sinal da amostra referéncia e o Ch2 (Red Cy5) representa
o sinal da amostra teste e outra representacdo da distribui¢ao deste sinal para toda a
lamina dividida em sub-arrays. Inicialmente, foram excluidos os pontos saturados,
ou seja, aqueles que emitiram um sinal igual ou maior a 63.000 (65.550 = 16 BIT).
Ap6s a subtracao dos pontos saturados, foram também eliminados todos os pontos da
lamina que apresentaram emissdo de fluorescéncia igual ou menor ao sinal emitido
pelo ruido (background) através da subtragdo do sinal emitido por um ponto menos o
valor do ruido no local do ponto. Apds a subtragdo do ruido local os sinais
quantificados foram transformados em escala logaritmica na base 2. Entdo foi feita a
normaliza¢do de cada lamina (intralaminas) seguida por normalizacdo entre laminas
para minimizar as variacdes experimentais entre as hibridizagdes que afetam a
medida do nivel de metilagdo. A abordagem escolhida para a normalizacdo dos
nossos dados foi o Locally Weighted Scatterplot Smoothing (LOESS) desenhado para

ajustar os dados por intensidade e localizacao espacial do spot na lamina.
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35 IDENTIFICACAO DE FRAGMENTOS DE DNA

DIFERENCIALMENTE METILADOS

Para a identificacdo de fragmentos de DNA diferencialmente metilados foram
considerados apenas os sinais de hibridizagdo dos fragmentos de DNA imobilizados
na lamina que correspondem a seqii€ncias promotoras de genes humanos conhecidos
uma vez que estdo presentes na lamina fragmentos controles correspondentes a
regido nao promotora. Para cada um desses fragmentos foi calculada, separadamente
para os dois grupos de pacientes envolvidos em nosso estudo, a média do sinal de
hibridiza¢ao das diferentes amostras. O teste ¢ de Student moderado, corrigido pelo
método de corre¢io multipla False Discovery Rate (FDR)", foi aplicado para
determinar a significancia da diferenga observada entre a média do sinal de
hibridizagao para cada um dos fragmentos nos dois grupos de amostras. Foram
considerados fragmentos diferencialmente metilados aqueles cuja diferenga na média
das intensidades dos sinais de hibridizagdo apresentaram um p valor menor que 0.01
e FDR menor que 0.05. Em seguida, para cada um dos fragmentos diferencialmente
metilados identificados através dessa abordagem estatistica foi calculado um Z score
a partir da média de intensidade do sinal de hibridiza¢do e do desvio padrao desse
sinal nos dois grupos de amostras. Foram considerados fragmentos diferencialmente
metilados entre os dois grupos aqueles que apresentaram um z score = 3.0 e p <
0.001).

Para reduzir o nimero de fragmentos de DNA diferencialmente metilados
entre os dois grupos de amostras, priorizando aqueles com alteragdes no padrio de

metilacdo mais freqiientes em seus respectivos grupos, selecionamos os fragmentos
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que estavam diferencialmente metilados em 75% das amostras de um dos grupos e
em apenas 25% das amostras do outro grupo.

36 CLUSTERIZACAO HIERARQUICA

A clusterizagdo hierdrquica foi realizada utilizando um algoritmo de
clusterizacdo baseado em distancia euclidiana (Euclidian average with support) e a
significadncia da classificagdo foi testada através do método de reamostragem
Bootstrap (nimero de reamostragem = 1000)'**. O valor de probabilidade do
bootstrap (BP) de um cluster ¢ o valor real da freqiiéncia com que ele aparece nas

replicatas do boostrap.

3.7 VALIDACAO DOS FRAGMENTOS DE DNA
DIFERENCIALMENTE METILADOS UTILIZANDO O PUBMETH E

O ONCOMINE

Para validar nossos dados de metilacdo diferencial utilizamos informagoes
disponiveis nos bancos de dados PubMeth® (www.pubmeth.org) e Oncomine’’
(www.oncomine.org).

O PubMeth ¢ um banco de dados de metilagdo publico que inclui genes
descritos como metilados em varios tipos de cancer. O PubMeth contém informacdes
extraidas dos resumos disponiveis no Medline/PubMed
(www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=PubMed) combinada a leitura e anotacao
manual dos resumos pré-selecionados. A pesquisa no PubMeth pode ser baseada na

busca por genes especificos (em quais tipos de cancer esse gene se apresenta
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metilado) ou por tipos de cancer (quais genes estdo metilados em um determinado
tipo ou subtipo de cancer). O resultado da analise ¢ disponibilizado em uma tabela
onde estdo descritas as freqliéncias de metilagdo encontradas em diferentes tipos
tumorais para cada gene (Figura 9a). Além disso, uma interface grafica fornece
informagdes detalhadas sobre as amostras e a metodologia utilizada para a detec¢do
do nivel de metilacdo em cada estudo (Figura 9b).

Para a analise dos genes identificados como diferencialmente metilados no
PubMeth, utilizamos o nimero de acesso no GenBank referente a cada um desses

genes e também o nome do gene e seus aliases.
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Legenda: A - Para cada gene pesquisado é possivel obter informagdes sobre o nimero de amostras
estudadas. As cores observadas variam de acordo com a frequéncia de metilagdo do gene em um
determinado tumor (barra de frequéncia de metilagio). B — E possivel obter informagdes sobre o
estudo e acessar o artigo de onde os dados de metilagdo foram extraidos.

Fonte: PubMeth*

Figura 9 Interface grafica disponibilizada pelo programa PubMeth.
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O Oncomine ¢ um banco de dados de expressdo génica em cancer
disponibilizado pela Universidade de Michigan. Esse banco de dados contém
informagdes referentes a 362 estudos de expressdo génica em cancer utilizando a
técnica de microarray disponibilizados no Gene Expression Omnibus (GEO)’ e no
Stanford Microarray Database (SMD)’, totalizando mais de 28880 hibridizagdes que
abrangem 41 tipos de cancer. O dado de hibridizagdo bruto de cada estudo ¢
processado e normalizado independentemente por um método unico que consiste na
transformagdo logaritmica dos dados, extracdo da mediana, e normalizacdo pelo
desvio padrao para cada array hibridizado. Os estudos sdo nomeados seguindo a
convengdo: nome do primeiro autor perfil do tipo de tecido (por exemplo, van’t
Veer Breast). A descri¢do das amostras é padronizada de acordo com o NCI
Thesaurus terms™. Para cada estudo a descricdo das amostras ¢ revisada e as mesmas
sdo agrupadas em duas ou mais classes comparaveis, com pelo menos 4 amostras
cada uma, possibilitando andlises de interesse que incluem tipos de cancer com seus
respectivos tecidos normais, tdo bem como uma variedade de subtipos de cancer e
analises baseadas em dados clinicos e patoldgicos (Tabela 4). Apos definicdo da
analise de interesse, a expressao diferencial de cada gene ¢ avaliada pelo teste ¢ de
Student e False Discovery Rate (FDR) como medida de corre¢do da significancia no
caso de comparagdo entre duas classes de amostras ou por correlagdo de Pearson no
caso de comparagdes entre mais de duas classes. Para cada uma das assinaturas de
expressdo diferencial do Oncomine sdo derivadas 3 listas dos genes melhor
ranqueados pelo pvalor do teste ¢ de Student, representando os genes 1, 5 ¢ 10% que

se apresentam mais ou menos expressos entre as analises de expressao diferencial.
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Nas analises de associagdo entre as assinaturas génicas diferenciais ¢ utilizado o teste
exato de Fisher.

Além dos dados de expressdo gé€nica, o Oncomine disponibiliza ferramentas
que permitem a integracdo desses dados com dados de localizagdo cromossdmica,
dominios e familias proteicas, anotagdes de ontologia génica, vias de sinalizagdo e
metabolismo, redes de interacdo proteina-proteina e complexos proteicos
provenientes de  véarios  bancos de  dados  externos**®!:047!.78:84.120
(www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview) (www.biocarta.com). (Tabela 5).

Essas informagdes sdo armazenadas e podem ser manipuladas e visualizadas

através de uma interface web para um gene especifico ou para uma lista contendo

varios genes.
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Tabela 4 Resumo das analises de expressdo diferencial.

Tipo n Significante [n (%0)]

Cancer versus cancer 249 234 (93,9%)
Alteragcdo molecular 113 96 (85%)
Normal versus normal 64 64 (100%)
Cancer versus normal 66 60 (94%)
Estadio tumoral 61 19 31.1%)
Subtipo histologico 57 53 (93%)
Grau tumoral 56 30 (53,6%)
Progndstico 39 18 (46,1%)

Miscelanea 415 273 (65,8%)

Fonte: Adaptado de RHODES et al.’’. Dado disponibilizado para 264 estudos de microarray
atualmente disponiveis.

Legenda: As analises de expressdo diferencial foram realizadas para os dados de 264 estudos de
microarray ¢ sdo de 9 tipos diferentes. O niimero de analises realizadas é dado como o numero ¢ a
porcentagem de andlises que resultaram em assinaturas de expressdo diferencial estatisticamente
significativa. Analises “céncer versus cancer” compararam um tipo de cancer a um ou mais outros
tipos. Analises de “alteracdo molecular” compararam alteragdes moleculares distintas em um dado
tipo de cancer. Analise “normal versus normal” comparou um tipo de tecido normal a outros tipos de
normais. Andlises “cancer versus normal” compararam um tipo de cancer com seu respectivo tecido
normal de origem. Andlises de “estadio tumoral”, “subtipo histologico” e “grau tumoral” compararam
tumores de um mesmo tipo com base nesses pardmetros patologicos e analises de “progndstico”
compararam tumores de pacientes de melhor prognostico com tumores de pior prognostico.

Analises “misceldnea” compararam amostras baseadas em resposta a tratamento, status de infecgdo
viral, status de biomarcadores entre outros.



Tabela 5 Fontes externas integradas ao banco de dados do Oncomine.

Fonte Tipo
GenBank Seqiiéncia de nucleotideos
Entrez Gene Gene
Swisspro/Trembl Proteina
Inparanoid Ortologos
Unigene Cluster de EST
Gene Ontology Processo biologico
Componente celular
Fun¢do molecular
InterPro Familias e dominios proteicas
Oncomine Assinaturas de cancer
Connectivity Map Assinaturas de drogas
TRANSFAC Sitios de ligacdo ao promotor
picTAR Alvos para miRNA
Broad Motivo conservado no promotor
NCBI Braco cromossomico
Subregido cromossomica
Biocarta Vias de sinalizac¢do
KEGG Vias metabdlicas
HPRD Interagdo proteina-proteina
PINdb Complexo protéico nuclear

Fonte: Adaptado de RHODES et al.”".
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Em um primeiro momento, buscamos evidéncias de diminui¢do da expressao

dos genes correspondentes aos nossos fragmentos diferencialmente metilados nas
assinaturas de expressao génica de cancer de mama disponibilizadas pelo Oncomine.
Também utilizamos o Oncomine em busca de um enriquecimento de categorias de
ontologia génica (GO) e de regides cromossOmicas relevantes para o cancer de mama
entre os genes diferencialmente metilados entre nossos dois grupos de pacientes.
Para a andlise dos genes identificados como diferencialmente metilados no
Oncomine, utilizamos o nimero de acesso no GenBank referente a cada um desses
genes ¢ 0 nome do gene e seus aliases. Apos a submissdo da lista contendo os
nimeros de acesso referente aos genes o programa realiza andlises de associagdo
pareadas entre a lista de genes de interesse e as assinaturas previamente definidas e
armazenadas nos bancos de dados do Oncomine através do teste exato de Fisher.

Essas andlises levam em consideracdo o conjunto total de genes imobilizados no
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microarray enriquecido para seqliéncias promotoras a fim de evitar um viés em
relacdo aos genes representados na ldmina de microarray utilizada em nosso estudo.
Para tanto, foi submetida ao programa a lista contendo os numeros de acesso
referente aos genes da ldmina. As associacdes que representam um subgrupo de

associagOes estatisticamente significativas sdo entdo disponibilizadas (p < le-6).
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Legenda: A — Assinaturas de expressdo de mama identificadas no Oncomine. B — Dados do estudo
onde a assinatura foi identificada e lista dos genes em comum & minha assinatura. C — perfil de
expressdo dos genes comuns na assinatura relacionada (em azul = genes com expressdo diminuida
entre dois grupos de amostras comparados; em vermelho = genes com expressdo aumentada entre dois
grupos de amostras comparados).

Figura 10 Interface grafica disponibilizada pelo programa Oncomine.
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38 VALIDACAO DA ASSINATURA DE METILACAO
UTILIZANDO O DADO DE EXPRESSAO DO ESTUDO

DESENVOLVIDO POR VAN'T VEER ET AL.

Em uma segunda etapa de validagdo dos nossos dados de metilagao
diferencial, utilizamos somente os dados de expressao génica do estudo desenvolvido
por VAN’T VEER et al.'® disponibilizado pelo Oncomine. Nesse estudo, VAN’T
VEER et al.'® avaliou 78 amostras tumorais de pacientes com carcinoma ductal
invasivo de mama, linfonodo negativas que nao desenvolveram metastase (n=44)
comparadas a pacientes que desenvolveram metastase em pelo menos 5 anos (n=34),
exatamente como as pacientes avaliadas em nosso estudo. Nesse estudo a partir de
5000 genes diferencialmente expressos entre os dois grupos de pacientes (p = 0.05)
foi estabelecida uma assinatura de expressao composta pelo perfil de expressao de 70
genes capaz de discriminar o grupo de pior prognostico do grupo de melhor
prognostico.

Foram feitas duas analises distintas. Inicialmente, comparamos a nossa
assinatura de metilagdo com a assinatura de expressao génica de 70 genes de VAN’T
VEER et al.'” a fim de verificar quantos dos genes correspondentes aos nossos
fragmentos diferencialmente metilados se encontravam diferencialmente expressos.
Também verificamos se os genes que hipermetilados em cada um dos dois grupos de
pacientes do nosso estudo apresentavam evidéncia de diminui¢ao de expressao no
grupo correspondente do estudo de VAN’T VEER et al.

Na segunda analise, dados de expressdo para cada um dos genes

correspondentes aos nossos fragmentos diferencialmente metilados foram obtidos a
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partir do estudo de VAN’T VEER et al.'®. Essa informacdo de expressdo foi entdo
utilizada para clusterizar as pacientes do estudo desenvolvido por VAN’T VEER et
al.'® A clusterizagdo hierarquica foi realizada utilizando um algoritmo de
clusterizacdo baseado em distancia euclidiana (Euclidian average with support) e a
significancia da classificagdo foi testada através do método de reamostragem

Bootstrap (n de reamostragem = 1000)'*,



RESULTADOS
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4 RESULTADOS

41 CARACTERIZACAO DO PERFIL DE METILACAO DE

AMOSTRAS TUMORAIS DE MAMA

4.1.1 Hibridizagéo de fragmentos diferencialmente metilados

Para a caracterizagdo do perfil de metilagdo das amostras tumorais de mama
utilizamos a metodologia de hibridizagcdo de fragmentos diferencialmente metilados
desenvolvida por WANG et al.'"”. Neste trabalho foram hibridizadas 21 amostras de
carcinomas ductais invasivos de mama de pacientes sem comprometimento
linfonodal das quais 13 ndo desenvolveram doenca metastatica e 8 desenvolveram
metéstase a distancia em um periodo de pelo menos 5 anos. O tempo médio de
seguimento foi de 10 anos para o grupo sem doenca metastatica e de 7 anos para o
grupo que desenvolveu metastase a distancia.

Resumidamente, o DNA gendmico ¢ digerido com a enzima Hpall que
reconhece o sitio de restrigdo CGCG e possui atividade de clivagem sensivel a
metilagao. Ilhas de CpG, em geral, possuem varios sitios para a enzima Hpall
localizados uns préximos aos outros. Apds a digestdo do DNA gendmico em regides
ndo metiladas, sdo geradas extremidades coesivas nas quais € possivel ligar uma
seqliéncia adaptadora. Iniciadores complementares a essa seqiiéncia adaptadora sao
entdo utilizados para amplificar as regides ricas em CpG ndo metiladas. Devido a
proximidade entre os sitios da enzima Hpall os fragmentos gerados sdo pequenos

(50-500pb) e podem ser eficientemente amplificados por PCR. Esses fragmentos
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amplificados sd3o entdo marcados com fluordforos e utilizados como sonda na
hibridiza¢do de microarrays contendo seqii€éncias promotoras ricas em CpG.

A presenca de metilacdo nos sitios da enzima Hpall impede a digestdo do
DNA e conseqiientemente a ligacdo dos adaptadores e a amplificagdo das regides
ricas em CpG. A digestdo do DNA nesta situagdo ocorre fora das ilhas de CpG,
gerando fragmentos de DNA mais longos que apresentam baixa eficiéncia de
amplificacdo, estando portanto sub-representados na sonda utilizada para
hibridizagdo. Assim sendo, o sinal de hibridizagdo ¢ proporcional a
representatividade daquela regido na sonda, a qual por sua vez ¢ inversamente

proporcional ao nivel de metilagdo.

4.1.2 Analise de qualidade das hibridizacdes e normalizacdo dos sinais de
hibridizacdo

O dado bruto da hibridizacdo das 21 amostras tumorais de mama foi
submetido a andlise de qualidade e ao protocolo de normalizacdo da intensidade do
sinal de hibridizacao.

Na primeira etapa dessa analise, foram excluidos os pontos saturados e os
pontos que apresentaram emissao de fluorescéncia igual ou menor ao sinal emitido
pelo ruido local da lamina (background local). O niimero de pontos excluidos foi
adotado como um primeiro critério para avaliar a qualidade da hibridizagdo das
laminas e foram consideradas de baixa qualidade ldminas com mais de 40% dos
pontos excluidos. Na figura 11A, podemos observar que em uma hibridizagdo de boa
qualidade, a razao da intensidade do sinal de hibridizacdo (amostra/referéncia) entre

os pontos ¢ constante e que menos de 20% dos pontos representados em azul foram
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eliminados. No entanto, para uma hibridiza¢do de baixa qualidade, representada na
11C observamos que 1/3 do total de pontos da lamina foram eliminados por estarem
saturados ou com intensidade de sinal muito baixa. Um segundo critério adotado para
avalia¢dao da qualidade da hibridizagdo foi a distribui¢do da razdo de intensidade do
sinal de hibridizagdo entre os sub-arrays de uma mesma lamina. Na figura 11B,
notamos que a distribui¢do da razdo de intensidade do sinal para um experimento de
hibridizacao representado sob a forma de Box plots ndo apresentou grandes variagdes
sistematicas indicando boa qualidade da hibridizagdo e também da imobiliza¢do das
seqiiéncias na lamina (print-tip grid). Diferentemente do observado em 11B, a figura
11D representa uma lamina com baixa qualidade de hibridizagdo independente da
boa imobilizagdo das seqiiéncias na lamina.

Aplicados os critérios de qualidade, com excec¢do da hibridizagdo de uma
amostra do grupo de pacientes que desenvolveram metastase a distancia, todas as

demais hibridiza¢des apresentaram boa qualidade e seguiram em nossas analises.
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Legenda: A e C: Distribui¢do da intensidade de sinal dos pontos da lamina (Cy5/Cy3). B e D: Box
plots representando distribuicdo da razdo de intensidade (M = log, R/G) para cada um dos pentes de
espotagem presentes nas laminas (print-tip grids).

Figura 11 Analise da qualidade da hibridizagdo de duas amostras tumorais

independentes.
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Uma vez realizada a andlise de qualidade das hibridizagdes, foi feita a
normalizacdo da intensidade do sinal de hibridiza¢do de cada lamina individualmente
(Figura 12 grafico MA-plof) para minimizar as variagdes experimentais. Para a
normalizac¢do dos sinais de hibridizacdo, utilizamos o método de LOESS desenhado
para ajustar variagdes sistematicas ndo-lineares, do tipo intensidade dependente,
principalmente para pontos de baixa intensidade'*.

O painel A da figura 12 representa um MA-plot do dado de hibridizagdo nado
normalizado de uma amostra representativa, ao passo que o painel B representa o
mesmo dado normalizado. Este tipo de representacdo permite visualizar como
variagdes experimentais sistematicas, tais como a incorporagdo diferencial dos
corantes Cy3 e Cy5 pode afetar de forma ndo linear sinais de hibridizagdo de baixa e
alta intensidade. Nos graficos MA-plot, M representa a razao entre a intensidade R ¢
G, em log2 (M=log, R/G) e A (intensidade local) a média entre as intensidades R e G
em log2 (A = ' log2(RG)), onde R e G referem-se a incorporagdo dos fluordforos
Cy5 (RED) e Cy3 (GREEN). No painel 12B notamos que aplicada a normalizacdo o
desvio da nuvem de pontos em 12A pdde ser corrigido (trazida para o zero).

Apds a normaliza¢do das laminas individualmente foi feita a normalizagdo
entre todas as laminas, permitindo que todas as hibridiza¢des possam ser comparadas
entre si. Na figura 13, podemos observar graficos boxplots representativos de todas
as hibridizagdes realizadas em nosso estudo. O grafico boxplot da uma idéia da
posicdo, dispersdo, assimetria, caudas e medidas discrepantes de um conjunto de
dados. Na figura 13A, € possivel observar que as hibridizagdes variam entre si e que

uma vez feita a normalizagdo, figura 13B, as variagdes dos boxplots sdo corrigidas.
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Legenda: A e B: Grafico tipo MA-plot que representa as razdes ¢ as médias da intensidade dos sinais
do dado antes e depois da normalizacdo, onde hd uma corre¢do da distor¢do dos pontos. Vale ressaltar
que para esta representacdo, os pontos em vermelho sdo aqueles que apresentam razdo de intensidade
M, em escala logaritmica maior que zero (amplificacdo dos fragmentos); em amarelo estdo
representados os pontos com razdo de intensidade M = 0 e sem hibridizacdo diferencial; e por ultimo,
os pontos verdes aqueles em que a razdo ¢ menor que zero.

Figura 12 Normalizagdo intra laminas por LOESS.
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local) a média entre as intensidades R ¢ G em log2 (A=1/2 log, RG).

Figura 13 Representacdo grafica da normalizagdo entre laminas por LOESS.
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4.2 IDENTIFICACAO DE FRAGMENTOS DE DNA

DIFERENCIALMENTE METILADOS

ApoOs a andlise de qualidade das hibridizacdes e normalizagdao das
intensidades de sinal passamos para a identificacdo de fragmentos de DNA
diferencialmente metilados entre o grupo que ndo apresentou doenga metastatica € o
grupo que desenvolveu metastase a distancia. Foram considerados apenas os sinais
de hibridizacdo dos fragmentos de DNA imobilizados na lamina que correspondem a
seqliéncias promotoras de genes humanos conhecidos. Para cada um desses
fragmentos foi calculada, separadamente para os dois grupos de pacientes envolvidos
em nosso estudo, o log; R/G da média do sinal de hibridizacdo das diferentes
amostras. Foram identificados 234 fragmentos de DNA diferencialmente metilados
cuja diferenca na média das intensidades de hibridizagdo entre os dois grupos de
pacientes apresentou um p <0.01 e FDR <0.05.

O padrao de metilagdo desses 234 fragmentos foi entdo utilizado para
agrupar as 20 amostras incluidas em nosso estudo. O resultado da clusterizacdo
hierarquica das amostras esta representado na figura 14. Os genes presentes a figura
14 estao descritos na mesma ordem no anexo 1. Podemos observar que o padrao de
metilacdo dos 234 fragmentos de DNA foi capaz de discriminar com 100% de acerto
as pacientes que desenvolveram metédstase em relacdo as que ndo desenvolveram
metastase. O valor de bootstrap observado para o ramo principal de separagdo dos
dois grupos de amostras nessa clusterizagao hierarquica foi de 100% (BP).

Para aumentar a estringéncia da nossa analise, os resultados de hibridizagao

dos 234 fragmentos de DNA diferencialmente metilados foram submetidos a uma
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segunda analise estatistica na qual foi calculado um z score para cada um dos 234
fragmentos. O z score reflete a divergéncia de um dado experimental em relagdo a
média dos dados analisados, levando em conta o desvio padrdo do conjunto de dados.
Com esta abordagem identificamos 117 fragmentos de DNA diferencialmente
metilados entre os dois grupos de pacientes com z score = 3.0, p <0.001. Desses 117
fragmentos, 47 estdo hipermetilados no grupo de amostras de pacientes que
desenvolveram doenca metastatica ¢ 70 estdo hipermetilados no grupo de amostras
de pacientes que ndo desenvolveram metastase.

Uma nova clusterizacdo das amostras foi realizada utilizando os dados de
hibridizagdo dos 117 fragmentos de DNA diferencialmente metilados. Como
podemos observar na figura 15, mesmo reduzindo o nimero de fragmentos de DNA
analisados foi possivel separar as amostras tumorais em dois grupos distintos que
discriminaram com 100% de acerto as pacientes que desenvolveram metastase a
distancia das que ndao desenvolveram metastase a distancia. Os genes presentes na
figura 15 estdo descritos na mesma ordem no anexo 2. O valor de bootstrap
observado para a separacdo do ramo principal dos dois grupos de amostras nessa
clusterizacdo hierarquica foi de 92% (BP).

Para reduzir o nimero de fragmentos diferencialmente metilados entre os dois
grupos de amostras, priorizando aqueles com alteragdes no padrao de metilagdo mais
freqiientes em seus respectivos grupos, selecionamos os fragmentos que estavam
diferencialmente metilados em 75% das amostras de um dos grupos e em apenas
25% das amostras do outro grupo. Utilizando essa estratégia selecionamos 52

fragmentos de DNA diferencialmente metilados dos quais 18 estdo hipermetilados no
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grupo de pacientes com doenca metastatica e 34 hipermetilados no grupo de
pacientes que ndo desenvolveram metastase.

Como podemos observar na figura 16, os 52 fragmentos de DNA diferencialmente
metilados foram capazes de identificar dois grupos distintos de amostras tumorais
que discriminaram com 100% de acerto as pacientes que desenvolveram metastase a
distdncia em relagdo as que ndo desenvolveram metastase a distdncia. Os genes
presentes a figura 16 estdo descritos na mesma ordem no anexo 3. O valor de
bootstrap observado para a separagdo dos dois grupos de amostras nessa

clusterizagdo hierarquica foi de 88% (BP) para o ramo principal.
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Legenda: Na escala de cores o vermelho representa valores positivos de intensidade de sinal de
hibridizagdo e o verde, valores negativos.

Os (*) representam amostras de pacientes linfonodos negativos com recidiva e (*) amostras de
pacientes linfonodos negativos sem recidiva. O quadro laranja separa visualmente os dois grupos de
amostra.

BP - valor de bootstrap.

A ordem dos genes apresentados nesta figura € a mesma apresentada na tabela do anexo 1.

Figura 14 Clusterizagdo hierarquica das amostras com base no perfil de metilagdo

dos 234 fragmentos de DNA diferencialmente metilados.



68

-2 1
Walue

) AU | BP
d Hj i
ég " 76 92
8.—
= T TI—‘ ﬁ

AT

TR T T TGt

*CSL
*
*9€G
*¥0
vV
+EY
+69
+EEE
*€LL
*V6¥
*9G.
*6GL
*96¥
+002
+V€8

PN
©o u
w o0
o
* *

*1GTT
x/89T
*LELT

Legenda: Na escala de cores o vermelho representa valores positivos de intensidade de sinal e o
verde, valores negativos.

Os (*) representam amostras de que desenvolveram metastase a distancia e (*) amostras de pacientes
que ndo desenvolveram metastase a distancia. O quadro laranja separa visualmente os dois grupos de
amostra.

BP - valor de bootstrap.

A ordem dos genes apresentados nesta figura € a mesma apresentada na tabela do anexo 2.

Figura 15 Clusterizagdo hierarquica das amostras com base no perfil de metilagdo
dos 117 fragmentos de DNA diferencialmente metilados.
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43 VALIDACAO DOS FRAGMENTOS DE DNA
DIFERENCIALMENTE METILADOS UTILIZANDO INFORMACOES

DISPONIVEIS EM BANCO DE DADOS PUBLICOS.

Para validar nossos dados de metilagdo diferencial utilizamos informagdes
disponiveis nos bancos de dados PubMeth*® ¢ Oncomine’'. Para essa analise optamos
por trabalhar com a lista de genes correspondente aos 117 fragmentos de DNA
diferencialmente metilados por se tratar de uma lista gerada a partir de uma analise
estatistica bastante estringente € a0 mesmo tempo com um numero suficiente de

genes para a realizacdo das analises.

4.3.1 Validacao dos fragmentos de DNA diferencialmente metilados utilizando
dados de metilacdo diferencial do PubMeth

O PubMeth ¢ um banco de dados publico que inclui informagdes sobre o
status de metilacdo de aproximadamente 440 genes humanos em 43 tipos de tumores.
Essas informagdes sdo extraidas dos resumos disponiveis no Medline/PubMed
(www.ncbi.nlm.nih.gov.br/sites/entrez?db=PubMed) combinada a leitura e anotagdo
manual dos resumos pré-selecionados. A pesquisa no PubMeth pode ser feita para
um gene especifico, buscando em quais tipos de cancer esse gene se apresenta
metilado, ou para um tipo ou subtipo especifico de tumor buscando quais genes estiao
metilados.

Utilizando o banco de dados PubMeth, verificamos, para cada um dos genes
correspondentes aos 117 fragmentos diferencialmente metilados, se havia evidéncia

de alteracdo no padrdo de metilacdo em diferentes tipos de tumores. A busca por
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informacdes de genes catalogados no PubMeth foi realizada utilizando tanto o
nimero de acesso do GenBank quanto o nome oficial do gene e foi possivel a
identificagdo de 114 dos 117 fragmentos diferencialmente metilados pelo programa.

Dos 114 genes analisados apenas 1 (FHIT) havia sido descrito como
freqlientemente metilado em tumores de mama, porém (RASGRF1, GADDA45G,
ADAMTSS, FAS, PLEKHGS) se mostraram metilados em outros tipos de tumores.
Como podemos observar na tabela 6, o gene FHIT € o gene que estd metilado em um
maior numero de tumores (15) seguido pelo gene GADD45G (4).

E importante ressaltar que, dados da literatura mostram que ha uma
correlacdo negativa entre o silenciamento do gene FHIT e a progressdo tumoral de
mama®**”1?* Em um destes trabalhos, ZOCHBAUER-MULLER et al.'** avaliaram
o status de metilagdo por Methylation Specific PCR (MSP-PCR), a expressdo da
proteina FHIT por imunoistoquimica e perda de heterozigose (LOH) em 36 amostras
de tumores de mama em diferentes estddios da doenca (I, Ila, IIb, IIla, Illbe IV).
Juntos os resultados destas analises demonstraram que a metilagdo do gene FHIT ¢
um evento importante para o silenciamento deste gene em tumores de mama e esta
associada tanto a perda da expressdo do RNA mensageiro quanto da proteina. No

entanto, ndo houve correlagdo entre o status de metilagdo e o estadio tumoral.
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Tabela 6 Freqiiéncia de metilagdo dos genes em diferentes tumores disponibilizada
pelo PubMeth.

Tipo de cancer FHIT RASGRF1 GADD45G ADAMTS5 FAS  PLEKHGS

Linfoma 20-40% 40-60%
Gastrico 60-80% 0-20%
Mama 40-60%
Cervical 20-40%
Esofago 20-40% 0-20%
Coloretal 0-20% 20-40%
Figado 60-80%
Laringe
Leucemia 20-40% 40-60%
Nasofaringe 0-20%
Vesicula biliar  20-40%
Cérebro 20-40%
Ovario 20-40%
Prostata 0-20% 0-20%
Pulmaéo 20-40%  20-40%
Cabeca e pescoco
Testiculo 20-40%
Tumor de Wilms 60-80%
Bexiga 20-40% 0-20% 80-100%

Legenda: 0-20%, 20-40%, 40-60%, 60-80% e 80-100% representam a porcentagem de amostras de
tumores metilados dentre os analisados.
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4.3.2 Validacgéo dos fragmentos de DNA diferencialmente metilados utilizando
dados de expressdo génica do Oncomine.

Em seguida, utilizando o banco de dados de expressdo génica em cancer
Oncomine, buscamos evidéncias de diminui¢do de expressao em tumores de mama
para os genes correspondentes aos 117 fragmentos de DNA diferencialmente
metilados identificados no nosso estudo.

O Oncomine ¢ um banco de dados de expressdo génica em cancer que contém
informagdes referentes a 362 estudos de expressdo génica em cancer utilizando a
técnica de microarray disponibilizados no Gene Expression Omnibus (GEO)’ e no
Stanford Microarray Database (SMD)’, totalizando mais de 28880 hibridizagdes que
abrangem 41 tipos de cancer.

Dos 117 genes 113 foram relacionados ao banco de dados do Oncomine.
Como apresentado na tabela 7, 38 dos 113 genes analisados apresentaram evidéncias
de diminuicdo de expressdo em 5 assinaturas de mama de acordo com os dados
armazenados no Oncomine. Desses 38 genes 6 estavam entre os 10% dos genes que
se apresentam menos expressos em tumores ERBB2 positivos quando comparados a
negativos, 5 estavam entre os 1% dos genes que se apresentam menos expressos em
amostras de pacientes com comprometimento de linfonodos comparados a pacientes
sem comprometimento de linfonodos, 23 e 21 estavam entre os 10% dos genes que
se encontram menos exXpressos em amostras positivas para receptor de estrogeno em
duas assinaturas independentes, e 23 estavam entre os 10% dos genes que se
apresentam menos expressos em amostras positivas para receptor de progesterona.
Dos 38 genes analisados, 27 apresentam evidéncia de diminui¢do de expressao em

mais de um estudo e 5 genes (CORO1A, FANCA, HCRTR2, SEZ6L e SFXN3)
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tiveram sua expressao induzida na linhagem tumoral de mama MCF7 tratada com
acido Valproico, um inibidor de histona deacetilase, quando comparada a linhagem
ndo tratada.

Nesta analise também observamos evidéncias de diminui¢do de expressao de
aproximadamente 50 dos 113 genes diferencialmente metilados em pelo menos 3
outros tumores, tais como tumores de prostata, de colon, gastrico, bexiga,
endométrio, ovario, testiculo, mesotelioma, além de leucemias e linfomas.

Vale ressaltar que 17 dos 113 genes analisados apresentaram evidéncias de
diminui¢ao de expressdo em 2 assinaturas que estdo envolvidas com recorréncia local
e metastase a distancia. Desses 17 genes 4 estavam entre os 1% dos genes que se
apresentam menos expressos em tumores de pacientes com cancer coloretal que
desenvolveram recorréncia local quando comparados a pacientes que ndo
desenvolveram (EIF4E, FANCA, FAS, TIPIN) e 13 estavam entre os 5% dos genes
que se apresentam menos expressos em amostras de pacientes com cancer de
endométrio que desenvolveram metastase a distdncia comparados a pacientes que
ndo desenvolveram doenca metastitica (ANAPC4, CCRS8, COL21A, DNAJB9Y,

GFRA3, NDP, NEIL, PKIG, SEC14L1, SERPINA 1, SERPINA 4, SSTR3, TXN).
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Tabela 7 Lista de assinaturas de expressdo génica de mama do Oncomine com
evidéncia de diminui¢do de expressdo de genes da lista 117 genes.

Genes ERBB2+ Linfonodo+ RE+' RE+? RP+
AARS X X
ACY3 X
ANAPC4 X

BID

BMS1

Co6orf66

CORO1A

CRTC3 X
DNAJC11

FANCA

FAS

FDX1

GABRB?2 X

GFI1
GFRA3
HIST1H4I
JRKL
KIR2DL4
MAPK1
MPPED?2
NDP
PHGDH X
POLR2A X

PSMB9 X
PTX3 X
RASGRIF1

RRP1B

SAT1

SEC14L1

SEMABGA X X
SLCO5A1

SOBP X
SUMO3

TIPIN

TNFRSF9

TXN

UBE3C

T B R o ol o T
R e lale
MR XXX XX XX
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e lale
>~ XE < X
MR R XK X XX
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Legenda: ERBB2+: 1% de genes menos expressos em amostras tumorais ERBB2+ quando
comparadas a amostras ERBB2 (p = 0.003) (Bittner); Linfonodo+: 1% de genes menos expressos em
amostras tumorais de pacientes linfonodo positivas quando comparadas a pacientes linfonodo
negativas (p = 0.004) (Miller); RE+': 10% de genes menos expressos em amostras tumorais de mama
positivas para RE quando comparadas a negativas (p = 0.006) (Bittner); RE+*: 10% genes menos
expressos em amostras tumorais de mama positivas para RE quando comparadas a negativas (p =
0.007) (Ginestier); RP+: 10% de genes menos expressos em amostras tumorais de mama positivas
para RP quando comparadas a negativas (p = 0.01) (Ginestier).
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4.3.3 Validacgéo da assinatura de metilagéo utilizando o dado de expressao do
estudo desenvolvido por VAN’T VEER et al.*®

Em uma segunda etapa de validagdo dos nossos dados de metilagao
diferencial, utilizamos somente os dados de expressao génica do estudo desenvolvido
por VAN’T VEER et al. disponibilizado pelo Oncomine. Nesse estudo, VAN'T
VEER et al. avaliaram 78 amostras tumorais de pacientes com carcinoma ductal
invasivo de mama, linfonodo negativas que ndo desenvolveram metastase (n=44)
comparadas a pacientes que desenvolveram metastase em pelo menos 5 anos (n=34),
exatamente como as pacientes avaliadas em nosso estudo. Nesse estudo a partir dos
5000 genes diferencialmente expressos entre os dois grupos de pacientes (p = 0.05)
foi estabelecida uma assinatura de expressao composta pelo perfil de expressao de 70
genes capaz de discriminar o grupo de pior prognostico do grupo de melhor
prognostico.

Inicialmente, comparamos a nossa assinatura de metilacdo composta pelos
117 fragmentos de DNA diferencialmente metilados com a assinatura de expressao
génica de 70 genes do estudo de VAN'T VEER et al. Nessa comparagcdo nao
identificamos genes comuns as duas assinaturas. Em seguida, verificamos se os
genes correspondentes aos fragmentos hipermetilados em cada um dos dois grupos
de pacientes do nosso estudo apresentavam evidéncia de diminui¢do de expressao no
grupo correspondente do estudo de VAN’T VEER et al. Como descrito
anteriormente, dos 117 genes diferencialmente metilados entre os dois grupos de
amostras, 47 estavam hipermetilados nas amostras das pacientes que desenvolveram
doenca metastatica e 70 hipermetilados nas amostras das pacientes que ndo

desenvolveram metastase a distancia. Dois genes (RALB e TMPRSS3) dos 47 genes
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hipermetilados no grupo de pacientes com doenca metastatica, estavam entre os
genes com expressdao diminuida no grupo de pacientes com doenga metastatica do
estudo de VAN’T VEER et al. Por outro lado, dentre os 70 genes hipermetilados nas
amostras das pacientes que ndo desenvolveram metastase a distancia, 10 (CLPB,
FANCA, GFR3A, GP5, PHGDH, PTX3, RASGRFI1, RRPIB, TIPIN e TXN)
estavam entre os genes com expressao diminuida nos tumores de pacientes sem
doenca metastatica do estudo da VAN’T VEER et al.'®

Esta andlise nos mostra que apesar de estarmos comparando dados de
metilacdo com dados de expressdo génica, fomos capazes de identificar genes que
apresentam o mesmo comportamento entre os dois estudos.

Para verificar se a assinatura de metilacdo composta pelos 117 fragmentos de
DNA diferencialmente metilados ¢ capaz de identificar quais pacientes linfonodo
negativas desenvolverdo doengca metastatica, seria necessario valida-la
experimentalmente em um grupo independente de amostras. Em nosso estudo, isso
nao foi possivel por se tratar de um grupo de pacientes pouco freqliente na nossa
populacdo ja que a maioria dos casos sdo diagnosticados em estadio avangado da
doenga quando as pacientes ja apresentam comprometimento de linfonodos. Além
disto, somente 30% das pacientes linfonodo negativas recaem.

Uma maneira indireta de verificar o valor progndstico da nossa assinatura de
metilacdo foi utiliza-la para classificar as pacientes do estudo desenvolvido por
VAN’T VEER et al. Para tanto, o dado de expressdo para cada um dos genes
correspondentes aos nossos fragmentos diferencialmente metilados foram obtidos a

partir do estudo da VAN’T VEER et al.'”® Esse dado de expressdo foi entdo utilizado



78

para separar as pacientes. Nessa analise, verificamos que 27 dos 117 genes nao
estavam presentes no estudo de expressdo de mama.

Como podemos observar na figura 17, o padrio de expressdo dos genes
correspondentes a 90 dos nossos fragmentos diferencialmente metilados foi capaz de
separar corretamente 52 das 78 amostras utilizadas no estudo de expressdo, o que
representa 66,6% de acerto. O valor de bootstrap dessa clusterizagdo foi de 71% no
principal ramo de separagdo. Das amostras classificadas erroneamente, 3 amostras de
pacientes que desenvolveram metastase ¢ 23 amostras de pacientes que nao
desenvolveram metastase clusterizaram com o grupo oposto. No estudo original, a
assinatura de 70 genes classificou corretamente 83% das amostras, com 5 pacientes

de pior prognoéstico e 8 de melhor progndstico, atribuidas a categoria oposta.
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Legenda: Na escala de cores o vermelho representa valores positivos de intensidade de sinal e o verde
valor negativo.

Os (*) representam amostras de pacientes linfonodos negativos com recidiva e (*) amostras de
pacientes linfonodos negativos sem recidiva.

Valor de bootstrap BP.

Figura 17 Clusterizagdo hierarquica dos 90 fragmentos de DNA diferencialmente
metilados utilizando as amostras do estudo de expressio de mama'®.
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5 DISCUSSAO

A presenca de células tumorais nos linfonodos axilares constitui o fator
prognéstico mais importante para pacientes com cancer de mama, devendo
virtualmente toda mulher com comprometimento linfonodal ser submetida a
tratamento adjuvante. No entanto, pacientes portadoras de cancer de mama em
estadios iniciais da doenca e sem comprometimento de linfonodos podem apresentar
diferengas marcantes na evolugdo da doenga e cerca de 30% dessas pacientes
morrem em decorréncia do desenvolvimento de doenga mestastatica. A necessidade
de se determinar quais pacientes linfonodo negativas possuem um risco aumentado
de desenvolver doenca metastitica tem conduzido estudos voltados para a
identificacdo de marcadores moleculares que possam ser utilizados como ferramentas
no prognostico destas pacientes.

Portanto, a proposta deste trabalho foi analisar o perfil de metilagao de
amostras de pacientes linfonodo negativas que desenvolveram doenga metastatica ou
ndo a fim de identificar marcadores moleculares de prognodstico que possam
distinguir estes dois grupos de pacientes.

Alteragdes no padrao de metilagdo do DNA, destacando-se a hipermetilagao
da regido promotora de genes supressores de tumor associada ao silenciamento
génico, tém sido amplamente utilizadas na caracterizacdo de novos genes envolvidos
no processo de formagdo e progressao tumoral e sdo encontradas em todos os tipos

de neoplasias humanas®®.
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A identificacdo de novas regides promotoras diferencialmente metiladas
presentes no genoma tumoral ¢ um passo importante para se entender o papel da
metilacdo do DNA na tumorigénese, no entanto a presenca de metilacdo em tais
regides também pode ser utilizada como marcador molecular para o diagnostico e
prognostico da doenca.

A utiliza¢do da metilagdo diferencial como marcador tumoral ¢ vantajosa, ja
que, ao contrario de moléculas de RNAs e de proteinas, o DNA ¢ bastante estavel e
de facil manipulagdo viabilizando a implantagdo de testes de detec¢do na rotina
clinica. Além disto, devido a alta especificidade e sensibilidade das técnicas
utilizadas para avaliar o padrio de metilacdo, geralmente baseadas em PCR, a
metilagdo diferencial do DNA em células tumorais pode ser detectada mesmo em
meio a um grande numero de células normais. Ao contrario das alteragdes genéticas
que ocorrem em diferentes regides do gene e sdo de tipos diferentes, as alteragdes no
padrao de metilagdo ocorrem sempre na mesma regido, simplificando a metodologia
de deteccdo™™®!13,

Virias tecnologias que permitem avaliar o perfil de metilagao global tem sido
utilizadas para a analise de metilacao diferencial entre tumores e tem possibilitado a

~ ;e . 1,86,110,116,121
correlacdo com os dados clinicos das pacientes ™

. Entre estas, podemos
mencionar as técnicas hibridizagdo de metilagdo diferencial desenvolvidas por
HUANG et al.* ¢ por WANG et al.'”.

Na metodologia desenvolvida por HUANG et al. uma populagio de
fragmentos de DNA metilados é amplificada a partir de amostras tumorais a qual

serdo utilizadas como sonda contra os microarrays de seqiiéncias enriquecidas para

ilhas de CpG. Em um estudo piloto, desenvolvido em nosso laboratorio, utilizamos
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esta metodologia para caracterizar e comparar o perfil de metilagao de ilhas de CpG
do cromossomo 21 entre uma amostra de DNA de cérebro normal e duas linhagens
de glioblastoma. Neste estudo, observamos que muito poucas ilhas de CpG
apresentavam sinal de hibridizacdo e que ndo era possivel observar diferengas
significativas no sinal de hibridizacdo destas ilhas entre as linhagens analisadas
mesmo para fragmentos sabidamente diferencialmente metilados entre as linhagens.
Observamos que este fato nio estava diretamente associado a auséncia de seqiiéncias
diferencialmente metiladas e sim a baixa representatividade das ilhas de CpG na
sonda obtida através do protocolo de amplificagdo devido a dificuldade de
amplificacdo das ilhas de CpG por estas serem longas e apresentarem um alto
conteudo de CG. Além disto, verificamos que havia uma enorme competicdo com a
populacdo de fragmentos de DNA gendmico irrelevantes para o estudo da metilacao
que também se ligam aos adaptadores, e s30 muitas vezes menores e apresentam
baixo contetdo de CG.

Ao contrario da técnica desenvolvida por HUANG et al.*

, a metodologia
desenvolvida por WANG et al.'”® permite a amplificacio de fragmentos pequenos e
nao metilados no genoma o que aumenta substancialmente a chance de detecg¢do de
diferengas de metila¢do. Esta condigao foi corroborada por um estudo promovido por
SCHUMACHER et al.”” que demonstraram as vantagens em se utilizar fragmentos
de DNA ndo metilado aumentando assim substancialmente a chance de deteccao de
diferengas de metilagdo. A eficiéncia de amplificacdo de um determinado fragmento

e sua representatividade na sonda utilizada na hibridizacdo devera permanecer

inalterada entre diferentes amostras de DNA a ndo ser que haja diferenca nos niveis



84

de metilagdo entre as mesmas. Essas diferencas podem entdo ser visualizadas através
da intensidade do sinal de hibridizagdo de cada uma das amostras.
Por este motivo, utilizamos essa metodologia de hibridizacdo de metilagao

diferencial desenvolvida por WANG et al.'"

para comparar o perfil de metilacao
global de amostras de carcinomas ductais invasivos de mama de pacientes linfonodo
negativas que desenvolveram doenca metastatica, e pacientes que nao desenvolveram
metastase a distancia com o objetivo de identificar uma assinatura de metilagdo que
fosse capaz de discriminar as pacientes de diferentes prognosticos.

A etapa de identificacdo de fragmentos de DNA diferencialmente metilados
entre o grupo que apresentou doenga metastatica e o grupo que ndo desenvolveu
metastase a distancia foi realizada em trés etapas e foram considerados apenas os
sinais de hibridizagdo dos fragmentos de DNA imobilizados na lamina que
correspondem a seqii€ncias promotoras de genes humanos conhecidos. Na primeira
etapa desta andlise, foram identificados 234 fragmentos de DNA diferencialmente
metilados cuja diferenga na média das intensidades de hibridiza¢do entre os dois
grupos de pacientes apresentou um p <0.01 e FDR <0.05. Esses 234 fragmentos
representam 5% do total de fragmentos correspondentes a genes conhecidos. Essa
porcentagem era esperada uma vez que se trata de um grupo bastante homogéneo de
pacientes. No trabalho original desenvolvido por WANG et al. o percentual de genes
diferencialmente metilados é maior (20%) uma vez que eles compararam linhagens
celulares normais e tumorais de prétata. Entretanto, somente um gene foi identificado
como diferencialmente metilado quando eles comparam duas linhagens tumorais,

PC3M-LN4 metastatica e PC3M-Pro4 menos metastatica, derivadas da linhagem

PC3.
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Na segunda etapa, para aumentar a estringéncia da nossa analise, os
resultados de hibridizagdo dos 234 fragmentos de DNA diferencialmente metilados
foram submetidos a uma segunda andlise estatistica na qual foi calculado um z score
para cada um dos 234 fragmentos. Com esta abordagem identificamos 117
fragmentos de DNA diferencialmente metilados entre os dois grupos de pacientes
com z score = 3.0, p <0.001, sendo que 47 estdo hipermetilados no grupo de
pacientes que desenvolveram doenga metastatica e 70 estdo hipermetilados no grupo
de pacientes que ndo desenvolveram metéstase. Por fim, para reduzir o nimero de
fragmentos diferencialmente metilados entre os dois grupos de amostras, priorizando
aqueles com alteragdes no padrao de metilacdo mais freqlientes em seus respectivos
grupos, selecionamos os fragmentos que estavam diferencialmente metilados em
75% das amostras de um dos grupos e em apenas 25% das amostras do outro grupo.
Dessa forma, selecionamos 52 fragmentos de DNA diferencialmente metilados dos
quais 18 estdo hipermetilados no grupo de pacientes com doenca metastatica e 34
hipermetilados no grupo de pacientes que nao desenvolveram metéstase.

Todas as trés assinaturas quando utilizadas para a clusterizacdo hierarquica
das amostras foram capazes de discriminar com 100% de acerto as pacientes que
desenvolveram doenca metastatica das que ndo desenvolveram metastase a distancia.
Este resultado demonstra que a metodologia de escolha foi eficiente em identificar
genes diferencialmente metilados entre os dois grupos de amostras e em estabelecer
uma assinatura de metilagdo associada a uma pior evolucao da doenga.

Uma vez observado que estas assinaturas de metilagdo eram capazes de
separar as amostras em dois grupos distintos era necessaria a validagao das mesmas

em um grupo de amostras independentes. Entretanto, ndo foi possivel conseguir
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amostras independentes com as caracteristicas clinicas e patologicas de interesse no
nosso estudo por se tratar de pacientes pouco freqlientes na nossa populagdo ja que a
maioria dos casos ¢ diagnosticada em estadio avangado da doenca quando as
pacientes ja apresentam comprometimento de linfonodos.

Para tanto, utilizamos dois tipos de informagdes disponiveis em bancos de
dados publicos e comerciais para validar a assinatura de 117 genes diferencialmente
metilados que envolvia dados de metilacdo e dados de expressdo génica.

Inicialmente, utilizamos o banco de dados PubMeth® para verificar para
cada um dos 117 genes diferencialmente metilados em nossa andlise, se havia
evidéncia de altera¢dao no padrao de metilagdo em diferentes tipos de tumores. Dentre
os 114 genes identificados pelo programa apenas 1 (FHIT) foi descrito como
freqlientemente metilado em tumores de mama e 4 (RASGRFI, GADDA45G,
ADAMTSS, FAS, PLEKHGS) se mostraram metilados em outros tipos de tumores.

Dentre os genes identificados, o gene FHIT foi o gene que se apresentou
metilado em um maior nimero de tipos tumorais (15) incluindo tumor de mama. Este
gene ¢ um supressor de tumor, envolvido no controle da proliferacdo celular,
apoptose e tem papel de modulador na resposta ao dano ao DNA™.

O gene FHIT pode ser inativado tanto por alteracdes genéticas e
cromossOmicas (mutagdo, perda de heterozigosidade e delecdo) quanto epigenéticas

. . ~ R . A 2 2
(hipermetilagdo do promotor) em varios tipos de cancer™ >

0 Além disto, o
nivel da proteina FHIT pode ser regulado por degradagdo em proteassomo mediada

por ativagdo, dependente de EGF, de membros da familia FGFR, incluindo ERBB2,

1 Embora, alteragdes no nivel de expressio do gene FHIT tém sido observadas em
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20 a 40% dos carcinomas primarios de mama, a reducdo ou auséncia da proteina
pode ser vista em mais de 72% das amostras '>*'2%%,

GATALICA et al.*® avaliaram a expressdo da proteina FHIT em carcinomas
ductais de mama e lesdes epiteliais e epitélio normal adjacentes ao tumor de 50
pacientes que sofreram mastectomia através da técnica de imunoistoquimica e
observaram perda ou reducdo significativa de FHIT em 72% dos tumores. Eles
também observaram que a expressao da proteina diminuia a medida que o tumor
progredia para estagios mais avangados (epitélio normal, lesdes hiperplasicas,
hiperplasia atipica e carcinoma ductal in situ e carcinoma invasivo).

GINESTIER et al.’’, utilizando tissue microarray, observaram que em
pacientes linfonodo negativas, com tumores menores que 2 cm, € que ndo receberam
quimioterapia adjuvante a perda total da expressdo da proteina FHIT estava
significativamente associada a um pior prognoéstico, com sobrevida livre de doenga
em 5 anos de 78,9% (60.6 — 97.3) quando comparadas a pacientes que apresentavam
expressao intermedidria ou total da proteina, 87,2% (80.4 — 94.0) (p = 0.024).

ZOCHBAUER-MULLER et al.'** avaliaram o status de metilagio (MSP) e
expressdo da proteina FHIT (imunoistoquimica) em 36 amostras de tumores de
mama em diferentes estadios da doenca (I, Ila, IIb, IlIa, ITIbe IV). Das 36 amostras,
20 estavam metiladas e destas 16 apresentaram perda de expressdo da proteina.
Dentre as 16 amostras ndo metiladas, 10 apresentaram perda de expressdo da
proteina. Neste trabalho, eles também analisaram a perda de heterozigosidade (LOH)
de FHIT em 24 das 36 amostras e observaram LOH do locus de FHIT em 50% destas
amostras. A correlacdo entre LOH e metilagdo foi de 48% nos tumores de mama.

Juntos estes resultados demonstram que a metilagdo do gene FHIT ¢ um evento
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importante para o silenciamento deste gene em tumores de mama e estd associada
tanto a perda da expressdo do RNA mensageiro quanto da proteina. No entanto, ndo
houve correlagdo entre o status de metilagdo ¢ o estadio tumoral.

Em uma segunda abordagem de validagdo, buscamos evidéncias de
diminui¢do de expressdo em tumores de mama para os genes correspondentes aos
117 fragmentos de DNA diferencialmente metilados, utilizado o banco de dados de
expressdo génica em céncer do Oncomine’’. Com esta abordagem, observamos
evidéncia de diminui¢do de expressdo para 38 dos 113 genes analisados em 5
assinaturas de tumores de mama de acordo com os dados armazenados no Oncomine.
Dos 38 genes analisados, 27 apresentam evidéncia de diminui¢do de expressao em
mais de um estudo e 5 genes (CORO1A, FANCA, HCRTR2, SEZ6L e SFXN3)
tiveram sua expressao induzida na linhagem tumoral de mama MCF7 tratada com
acido Valproico, um inibidor de histona deacetilase, quando comparada a linhagem
ndo tratada. Estes resultados demonstram que os genes diferencialmente metilados
identificados em nosso estudo ja foram descritos como diferencialmente expressos
em cancer, incluindo cancer de mama e, portanto sdo bons candidatos a serem
regulados por metilacao.

Além disto, comparamos a nossa assinatura de 117 genes diferencialmente
metilados com a assinatura de expressao génica de 70 genes de VAN'T VEER et
al.'”® Nessa comparagdo nio identificamos genes comuns as duas assinaturas.

A tecnologia de DNA microarrays tem se mostrado promissora no que diz
respeito a identificagdo de assinaturas de expressdo génica que possam predizer a
sobrevida de pacientes com cancer e assistir na selecdo de condutas terapéuticas

Otimas, permitindo que terapias sejam adaptadas de acordo com a severidade da
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doenca. Além da assinatura de expressao génica identificada por VAN’T VEER et al.
acima mencionada, outros estudos também identificaram assinaturas de expressdo
génica capazes de predizer o potencial metastatico de tumores primadrios de
mama®’?*1%!14 SORLIE et al.” ¢ RAMASWAMY et al.¥’, identificaram com
sucesso assinaturas de expressdao génica capazes de separar 5 diferentes subtipos de
carcinoma de mama e tumores primdrios de suas metastases, respectivamente.
WANG et al. identificou uma assinatura de 76 genes com valor prognoéstico, que
pode ser aplicada para pacientes linfonodo negativas independentemente de idade,
tamanho e grau do tumor e status de receptor hormonal''*.

EIN-DOR et al.”® realizaram um estudo no qual exploraram os dados do
estudo de VAN'T VEER et al.'”® na tentativa de explicar a ndo concordancia entre os
grupos de genes derivados dos diferentes estudos. Eles observaram que muitos genes
diferencialmente expressos no estudo desenvolvido por VANT VEER et al. tinham
uma correlagdo apenas intermedidria com o desenvolvimento da doenga e que a
diferencga entre estas correlagdes era pequena. Além disto, o ranqueamento dos genes
com base na correlacdo com a sobrevida das pacientes mudava drasticamente quando
um grupo diferente de pacientes era utilizado para treinar o classificador. Desta
forma, observaram que o classificador de 70 genes ndo era o Unico possivel no
estudo e que era influenciado pelo grupo de pacientes utilizados para a selecao dos
genes.

Um estudo semelhante foi desenvolvido por MICHIELS et al.”

que
estenderam a analise para varios estudos de expressdo génica descritos na literatura

entre janeiro de 1995 e abril de 2003. Neste estudo, eles também observaram que as

assinaturas génicas identificadas como preditores de progndstico eram altamente
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variaveis e que estas assinaturas moleculares dependiam da sele¢do dos pacientes do
grupo de treinamento dos classificadores.

Apesar de ndo haver genes em comum entre nossa assinatura e a assinatura de
VAN’T VEER et al., verificamos que dois genes (RALB e TMPRSS3) dentre os 47
genes hipermetilados no grupo de pacientes com doenga metastatica, e 10 genes
(CLPB, FANCA, GFR3A, GP5, PHGDH, PTX3, RASGRF1, RRPI1B, TIPIN e
TXN) entre os 70 genes hipermetilados nas amostras das pacientes que ndo
desenvolveram metastase a distancia, apresentavam evidéncia de diminui¢do de
expressdo no grupo correspondente do estudo de VAN’T VEER et al.'®,

Dados da literatura confirmam a importancia de alguns destes genes para o
desenvolvimento tumoral do cancer de mama assim como para outros tipos de tumor.
Como exemplo, podemos destacar o gene TXN que codifica uma proteina
multifuncional que atua como um potente antioxidante e oxiredutor. A expressao
deste gene esta aumentada em diversos tumores em resposta direta ao stress e confere
resisténcia a drogas quimioterapicas e a apoptose induzida por radiagdo™. Tem sido
demonstrado que a atividade redutora de TXN ativa varios fatores de transcri¢do
envolvidos na regulagdo do crescimento e sobrevivéncia celular, incluindo NF-«B,
API1 and SP1. Além disto, TXN aumenta a expressdo de HIFIA possivelmente pela
inibigdo da degradagio de HIF1A ®*''. TXN se liga e inibe a atividade pro-
apoptotica do regulador de apoptose ASK1 e do supressor de tumor PTEN'*%,
Quando PTEN ¢ expresso nas células tumorais sua proteina atenua a atividade de
PIP3/AKT na via de sobrevivéncia celular. TXN estimula a angiogénese induzida
por VEGF em tumores através do aumento da atividade do fator de transcricdo SP1

em condicoes de normoxia e aumenta os niveis de HIFIA em condicOes de



91

hipéxia''’. Recentemente, observaram em cincer de pulmio que uma vez que TXN
aumenta HIFIA este aumenta COX2 que faz de TXN um potente estimulador do
crescimento tumoral aumentando proliferagdo e a angiogénese e inibindo a
apoptose”. Uma constru¢io dominante negativa que bloqueia a atividade de TXN
inibe o crescimento de tumores xenograficos em camundongo™.

Para tentar elucidar a relevancia biologica dos genes diferencialmente
metilados identificados em nosso estudo foi feita uma analise utilizando os dados de
ontologia génica (Gene Ontology - GO) disponibilizados pelo Oncomine®®. Nessa
analise ndo foi possivel identificar fun¢des moleculares, processos biologicos ou
localizagdes celulares enriquecidas em nossa assinatura. No entanto, identificamos
genes cujas fungdes poderiam ter um papel relevante no processo tumoral, tais como
genes envolvidos em processos como apoptose (FAS, BID, GADD45QG),
diferenciagdo celular (GADD45G, SEMAG6), adesdo celular (ITGA3) sobrevivéncia
celular (RALB) e motilidade celular (CORO1A, TXN, DCTN4), proliferagao celular
(TXN), reparo de DNA (FANCA) e genes descritos como possiveis supressores de
tumor em cancer (DNAJCI11, FHIT).

Além disto, para verificar se a assinatura de metilagdo composta pelos 117
fragmentos de DNA diferencialmente metilados era capaz de discriminar as
pacientes linfonodo negativas que desenvolveram doenca metastatica, a utilizamos
para separar as pacientes do estudo desenvolvido por VAN'T VEER et al.'”. Para
tanto, os dados de expressdo para cada um dos genes correspondentes aos nossos
fragmentos diferencialmente metilados presentes no estudo de VAN’T VEER et al.

foram obtidos e utilizados para separar as amostras deste estudo de expressdo. Os

genes comuns aos dois estudos foram capazes de discriminar 52 das 78 amostras
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utilizadas no estudo de expressdo, o que representa 66,6% de acerto contra 83% de
acerto da assinatura de expressdo do estudo original. Das amostras classificadas
erroneamente, 3 amostras de pacientes que desenvolveram metastase e 23 amostras
de pacientes que ndo desenvolveram metéstase clusterizaram com o grupo oposto.

Entretanto, ndo podemos deixar de mencionar que mesmo sendo possivel
validar a nossa assinatura de metilagdo com dados de expressdo disponiveis na
literatura e principalmente com os dados do estudo desenvolvido por VAN’T VEER
et al. '% a metodologia de hibridiza¢io de metilagdo diferencial utilizada em nosso
estudo permite a deteccdo de alteracdes no numero de copias de um determinado
segmento gendmico o que provoca um aumento no sinal de hibridizagdo sem
necessariamente haver correlagdo com o grau de metilagdo do fragmento. No
entanto, neste caso ¢ possivel verificar que o aumento de sinal abrange varios genes
com localizagdo proxima na regido amplificada.

Desta forma, verificamos se as diferengas de hibridizagdo identificadas em
nossa analise poderiam estar relacionadas a alteragdes no numero de cdpias dos
genes ¢ nio a diferengas de metilagdo. Para tanto, utilizamos o Oncomine para
identificar regides cromossdmicas ou citobandas enriquecidas em nossa assinatura
que apresentassem evidéncias de alteragdes no nimero de copias ja descritas na
literatura. Nesta andlise, observamos que 5 dos 117 genes presentes na assinatura
(ADAMTSS, C2lorf67, H2BFS, RRP1B, SUMO3 e¢ TMPRSS3) encontram-se
mapeados no brago longo do cromossomo 21 (p = 0.002) e com exce¢ao do gene
ADAMTSS, todos estdo mapeados na citobanda 21q22.3 (p = 0.004).

Estudos recentes tém avaliado alteragcdes no numero de copias em amostras

tumorais de mama que possam ser utilizados como marcadores de progndstico para
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pacientes com cancer de mama através da técnica de Comparative Genomic
Hybridization (CGH)**'. HWANG et al.’', avaliaram 62 amostras de pacientes com
cancer de mama em diferentes estadios da doenga, sendo que 31 desenvolveram
doenga metastatica ¢ 31 ndo desenvolveram metastase a distancia. Neste estudo, eles
observaram que a regido 21g22.3 se encontrava dentre as 17 regides que
apresentaram um ganho freqiiente no numero de copias entre as amostras de
pacientes com cancer de mama linfonodo negativas que desenvolviam doenga
metastatica em relagdo as pacientes que ndo desenvolveram metéstase a distancia e
que tinha correlagdo estatisticamente significativa com a sobrevida livre de doenga
sistémica nestas pacientes. Em um segundo estudo HAN et al.** compararam ganhos
e perdas de regides cromossdmicas entre 28 amostras de pacientes com cancer de
mama triplo negativas (receptor de estrogeno, progesterona ¢ ERBB2) e portanto de
pior progndstico, 62 amostras hormonio positivas € 24 amostras positivas somente
para ERBB2. Neste estudo, eles observaram que ganhos em 8 regides incluindo a
regido 21g22.3 eram exclusivos das amostras triplo negativas e que portanto estavam
relacionados a um pior prognostico.

Em nosso estudo observamos somente o enriquecimento da citobanda
21g22.3 em nossa assinatura. Isto demonstra que uma pequena por¢do de genes da
nossa assinatura podem estar apresentando diferencas no numero de copias, mas que
possivelmente, a maior parte dos genes diferencialmente metilados identificados em
nossa analise estdo alterados por metilagdo. No entanto, ¢ necessario que estas
diferencas de metilagdo sejam confirmadas por outras metodologias tais como,
Methylation Specific PCR (MSP-PCR) e ou tratamento do DNA por bissulfito de

sodio seguido de sequenciamento.
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Como podemos observar, este trabalho gera perspectivas para muitos outros,
nos quais estes genes possam ser validados quanto ao perfil de metilagdo, que esta
assinatura possa ser validada em um grupo independente de amostras e que possa ser

demonstrada sua aplica¢do na pratica clinica.
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CONCLUSOES

Através da utilizacdo da metodologia de hibridizagdo de fragmentos
diferencialmente metilados foi possivel estabelecer o perfil de metilagao
global das amostras de pacientes com carcinoma ductal invasivo de mama
linfonodo negativas que desenvolveram ou nao metastase a distancia;

Foi possivel identificar, utilizando diferentes critérios, assinaturas de
metilagdo compostas por 234, 117 e 52 fragmentos de DNA diferencialmente
metilados capazes de discriminar os dois grupos de pacientes em estudo;
Evidéncias de alteragao no perfil de metilagdo ou diminui¢do de expressao
foram encontradas para 50 dos 117 genes correspondentes aos fragmentos de
DNA diferencialmente metilados ap6s consulta nos bancos de dados PubMeth
e Oncomine.

O perfil de expressao dos 90 genes correspondentes a 90 dos nossos 117
fragmentos de DNA diferencialmente metilados foi capaz de predizer com
66% de acerto o prognostico de pacientes com cancer de mama linfonodo

negativas do estudo desenvolvido por VAN’T VEER et al.'®.
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ANEXOS



ANEXO 1



Anexo 1. Assinatura de 234 genes diferencialmente metilados entre os dois grupos
de amostras.

N° Acesso Simbolo p valor
NM_004744 LRAT 0.000123
NM_006515 SETMAR 0.000173
NM_ 025010 KLHL18 0.000182
NM 016152 RARB 0.000199
NM_002891 RASGRF1 0.000232
NM_138467 LOCI127253 0.000306
NM_006936 SMT3HI 0.000315
NM_ 004800 TMOSF2 0.000365
NM_001497 B4GALTI 0.000383
NM_004679 VCY 0.000437
NM 001526 HCRTR2 0.000450
NM_032509 LOC84549 0.000490
NM_002526 NT5E 0.000606

AF171235 PHGDH 0.000689
NM 019855 CABP5 0.000714

AK131307 PFKFB3 0.000740

X17122 SERPINA1 0.000827
NM_000965 RARB 0.000897
NM_001696 ATP6E 0.001028
NM_ 024608 FLJ22402 0.001035

AF217986 pp9099 0.001075
NM_ 003543 H4FH 0.001080
NM 007213 PRAF2 0.001122
NM_017840 MRPL16 0.001123
NM_203316 DPAGTI1 0.001135
NM 015148 PASK 0.001168
NM_001418 EIF4G2 0.001170
NM_002841 PTPRG 0.001187
NM_016039 Cl4orf166 0.001195
NM_005288 GPR12 0.001203
NM_021115 SEZ6L 0.001224
NM_000937 POLR2A 0.001229
NM_000737 CGB 0.001230
NM_000851 GSTM5 0.001251
NM_021824 NIF3L1 0.001260
NM_005080 XBP1 0.001318
NM_015160 PMPCA 0.001448




N° Acesso Simbolo p valor
NM 015056 KIAA0179 0.001505
NM 181874 GRM7 0.001771
NM 004693 K6HF 0.001783
NM 002113 HFL1 0.001783
NM 004126 GNGl11 0.001816
NM 006705 GADD45G 0.001892
NM_005925 MEP1B 0.001935
NM 172171 CAMK2G 0.001958
NM 012141 DDX26 0.001982
NM_017858 FLJ20516 0.001996
NM_020796 SEMAGA 0.002037
NM 030958 OATPRP4 0.002072
NM 000138 FBN1 0.002175
NM_005725 TSPAN-2 0.002175
NM 021928 FLJ22649 0.002238
NM 018198 FLJ10737 0.002254
NM_005033 PMSCL1 0.002329
NM_ 015602 LAPIB 0.002386
NM 207491 MGC48628 0.002423
NM 012464 TLLI1 0.002471
NM_030813 SKD3 0.002487
NM 001335 CTSW 0.002499
NM 152486 SAMDI1 0.002571
NM_007074 CORO1A 0.002664
NM_ 002745 MAPK1 0.002676
NM 052878 C190rf36 0.002711
NM_002376 MARK3 0.002727
NM_032192 FLJ20940 0.002736

BC007366 C9orf70 0.002754
NM_ 002989 SCYA21 0.002768
NM_004109 FDX1 0.002806
NM 001496 GFRA3 0.002853
NM 024490 ATP10C 0.002853
NM_032404 TMPRSS3 0.002888
NM_016592 GNAS 0.002888

AL512687 NOMO2 0.002962
NM_002021 FMO1 0.002963
NM_004314 ART1 0.002995
NM 030820 COL21A1 0.003017
NM 014461 CNTN6 0.003088




N° Acesso Simbolo p valor
NM 015872 LOC51043 0.003099
CDNAO0174 cDNA 0.003099
NM 138387 G6PC3 0.003126
NM_ 014051 PTDO11 0.003178
NM 052818 CGO18 0.003214
NM 018189 FLJ10713 0.003223
AKO001021 FLJ10159 0.003278
NM_002255 KIR2DLA4 0.003357

NM 001005911 IHPK2 0.003366
NM_004488 GP5 0.003411
NM_007055 RPC155 0.003447
NM 004314 ARTI1 0.003456
NM_000183 HADHB 0.003521
NM_019851 FGF20 0.003532
NM 002012 FHIT 0.003538
NM 007117 TRH 0.003554
NM_001968 EIF4E 0.003568
NM_000266 NDP 0.003660
NM 144765 EVALI 0.003691
NM 014555 TRPMS5 0.003735
NM_000895 LTA4H 0.003759
NM 024106 MGC2663 0.003803
NM 016269 LEF1 0.003819
NM_032747 MGC14697 0.003912
NM_012242 DKK1 0.003934
NM_003003 SECI14L1 0.003961
NM_197967 BID 0.003985
NM_198681 KIAA0720 0.004058
NM 002852 PTX3 0.004060
NM 006731 FCMD 0.004062
NM_014165 HSPC125 0.004078
NM 080658 MGC9740 0.004135

BC010444 MATN2 0.004237
NM_003329 TXN 0.004246
NM_000637 GSR 0.004273
NM_004869 SKD1 0.004273
CR457153 SPG3A 0.004322
NM_003495 H4FM 0.004373
NM_ 004505 USP6 0.004404
NM 005989 AKRI1D1 0.004458




N° Acesso Simbolo p valor
NM 001051 SSTR3 0.004538
NM 012328 DNAJB9 0.004566
NM 016221 DCTN4 0.004574
NM_032280 DKFZp761J139  0.004701
NM 004073 CNK 0.004716
NM 016013 LOC51103 0.004806
NM_000135 FANCA 0.004812
NM_001690 ATP6AL1 0.004909
NM 002970 SAT 0.004911
CDNAO0073 cDNA92 0.004959
NM_000970 RPL6 0.005018
NM 022777 FLI14117 0.005069
NM 005165 ALDOC 0.005084
NM_000737 CGB 0.005171
NM 133332 WHSC1 0.005269
NM 197962 GLRX2 0.005272
NM_001010901 LOC388791 0.005360
NM_ 018640 LMO3 0.005378
NM 017445 H2BFS 0.005402
NM_004663 RABI1A 0.005463
NM 138796 LOC128153 0.005495
NM 002759 PRKR 0.005497
NM 015594  DKFZP4340047 0.005520
NM_003772 JRKL 0.005539
NM_ 003794 SNX4 0.005568
NM 148954 PSMB9 0.005724
NM_007038 ADAMTSS 0.005726
NM_002621 PFC 0.005741
AL353935 AL353935 0.005742
AF090884 AF090884 0.005777
NM_014950 KIAAQ0997 0.005907
NM 016034 MRPS2 0.005907
NM_ 024093 MGC5509 0.006015
NM_ 181804 PKIG 0.006054
NM_002851 PTPRZ1 0.006116
NM 016170 TLX2 0.006134
NM_001561 TNFRSF9 0.006158
NM_015235 CSTF2T 0.006225
NM 005642 TAF7 0.006234
NM 014753 KIAA0187 0.006269




N° Acesso Simbolo p valor
NM 003834 RGSI11 0.006270
NM 022078 FLJ12455 0.006324
NM 007284 PTKOL 0.006326
NM_ 002204 ITGA3 0.006349
NM 017546 C40 0.006366

AKO026711 AKO026711 0.006478
NM_032417 SPANXD 0.006480
NM_005844 HCGIX 0.006572
NM 012079 DGATI1 0.006594
NM_022095 ZNF335 0.006619
NM 201544 LGALSS 0.006692
NM 022557 GH2 0.006758
NM 024334 MGC3222 0.006799
NM_004143 CITEDI1 0.006972
NM 022748 TEM6 0.006987
NM 001584 Cllorf8 0.006999
NM_006215 SERPINA4 0.007039
NM 003142 SSB 0.007081
NM 001661 ARF4L 0.007085
NM 007195 POLI 0.007120
NM_005201 CCRS 0.007241
CDNAO0167 cDNA71 0.007258
NM 014278 APG-1 0.007262
CDNAO0220 cDNA26 0.007355
NM_000959 PTGFR 0.007403
NM_ 000920 PC 0.007415
NM_000585 IL15 0.007416
NM_016503 MRPL30 0.007428
NM 005263 GFI1 0.007515
NM 002881 RALB 0.007531
NM_013367 APC4 0.007537
NM 005253 FOSL2 0.007540
NM 178191 ATPIF1 0.007601
NM_001605 AARS 0.007644
NM_014612 C9orf10 0.007669
NM_000513 OPNIMW 0.007677
NM_ 152877 FAS 0.007680
NM_004283 RAB3D 0.007862
NM 030971 BCR 0.007865
NM 152713 ITM1 0.007880




N° Acesso Simbolo p valor
NM 006422 AKAP3 0.007902
NM 001730 KLF5 0.007919
NM 017514 HSSEXGENE  0.007953
NM_000813 GABRB2 0.007980
NM_000669 ADHIC 0.008070
NM 001452 FOXF2 0.008090
NM_003436 ZNF135 0.008179
NM_001687 ATP5D 0.008321
NM 024323 MGC11271 0.008405
NM_004782 SNAP29 0.008462
NM_ 016240 SCARA3 0.008593

AK027414 NOD27 0.008609
NM 001943 DSG2 0.008738
NM_058188 C2lorf67 0.008792
NM 133343 RAD17 0.008850
NM 006571 DCTN6 0.008863
NM_021933 FLJ12438 0.008971
NM 207168 ENSA 0.009039
NM 004315 ASAHI1 0.009045
NM 014671 KIAA0010 0.009081
NM_022122 MMP27 0.009115
NM 032954 WBSCR14 0.009115
NM 013353 TMODA4 0.009120
NM_000985 RPL17 0.009160

AJ310884 AJ310884 0.009179
NM 031210 Cl4orfl56 0.009210

BC034926 CILP2 0.009295
NM_016058 LOC51002 0.009381
NM 002223 ITPR2 0.009491
NM 201567 CDC25A 0.009499

AKO025521 TORC3 0.009540
NM 020685 HTO021 0.009589
NM 001816 CEACAMS 0.009595
NM_002937 RNASE4 0.009629
NM_001118 ADCYAPIRI 0.009801
NM 172312 SPAGS 0.009852
NM_001260 CDK8 0.009894

Legenda: p valor teste ¢ de student.



Anexo 2



Anexo 2. Assinatura de 117 genes diferencialmente metilados entre os dois grupos

de amostras.

N° Acesso Simbolo p valor
NM_002891  RASGRF1  0.000232
NM_006936 SMT3HI  0.000315
NM_004800 TM9SF2  0.000365
NM 001526 HCRTR2 0.000450
NM 032509  LOCB84549  0.000490

AF171235 PHGDH 0.000689

X17122 SERPINAT  0.000827
NM_ 024608 FLJ22402  0.001035

AF217986 pp9099 0.001075
NM 003543 H4FH 0.001080
NM 015148 PASK 0.001168
NM_005288 GPR12 0.001203
NM 021115 SEZ6L 0.001224
NM_000937 POLR2A  0.001229
NM_000737 CGB 0.001230
NM_000851 GSTM5 0.001251
NM_005080 XBP1 0.001318
NM 015160 PMPCA 0.001448
NM 015056  KIAA0179  0.001505
NM_ 004693 K6HF 0.001783
NM_006705 GADD45G  0.001892
NM_005925 MEP1B 0.001935
NM_017858 FLJ20516  0.001996
NM 020796 SEMA6A  0.002037
NM_030958 OATPRP4  0.002072
NM 018198 FLJ10737  0.002254
NM_005033 PMSCL1  0.002329
NM_015602 LAPIB 0.002386
NM 207491 MGC48628  0.002423
NM_030813 SKD3 0.002487
NM_007074 COROIA  0.002664
NM_002745 MAPK1 0.002676
NM_052878 C19orf36  0.002711

BC007366 C90rf70 0.002754
NM_004109 FDX1 0.002806
NM_001496 GFRA3 0.002853
NM_032404  TMPRSS3  0.002888




N° Acesso Simbolo p valor
NM 030820 COL21A1  0.003017
NM 014461 CNTN6 0.003088
NM 015872 LOC51043  0.003099
NM 052818 CGO18 0.003214
NM 018189 FLJ10713 0.003223

AKO001021 FLJ10159 0.003278
NM_002255 KIR2DL4  0.003357
NM_ 004488 GP5 0.003411
NM 002012 FHIT 0.003538
NM_007117 TRH 0.003554
NM 001968 EIF4E 0.003568
NM 000266 NDP 0.003660
NM 014555 TRPM5 0.003735
NM_024106 MGC2663  0.003803
NM 003003 SECI14L1 0.003961
NM 197967 BID 0.003985
NM_198681 KIAA0720  0.004058
NM_002852 PTX3 0.004060
NM 006731 FCMD 0.004062
NM 014165 HSPC125 0.004078
NM_080658 MGC9740  0.004135
NM 003329 TXN 0.004246
NM 004869 SKDI1 0.004273
NM_003495 H4FM 0.004373
NM_001051 SSTR3 0.004538
NM 012328 DNAJB9 0.004566
NM_016221 DCTN4 0.004574
NM_000135 FANCA 0.004812
NM 001690 ATP6AL1 0.004909
NM_002970 SAT 0.004911
NM_005165 ALDOC 0.005084
NM_ 000737 CGB 0.005171
NM_018640 LMO3 0.005378
NM_017445 H2BFS 0.005402
NM_004663 RABI11A 0.005463
NM 003772 JRKL 0.005539
NM_ 148954 PSMB9 0.005724
NM_007038 ADAMTSS 0.005726

AF090884 AF090884  0.005777
NM_014950 KIAA0997  0.005907




N° Acesso Simbolo p valor
NM 016034 MRPS2 0.005907
NM 181804 PKIG 0.006054
NM 001561 TNFRSF9  0.006158
NM_ 005642 TAF7 0.006234
NM 014753 KIAA0187  0.006269
NM 002204 ITGA3 0.006349
NM_017546 C40 0.006366
NM 032417 SPANXD 0.006480
NM 005844 HCGIX 0.006572
NM_012079 DGATI1 0.006594
NM 004143 CITEDI1 0.006972
NM 001584 Cllorf8 0.006999
NM 006215 SERPINA4  0.007039
NM_003142 SSB 0.007081
NM 001661 ARF4L 0.007085
NM 005201 CCRS 0.007241
NM_000920 PC 0.007415
NM 005263 GFI1 0.007515
NM 002881 RALB 0.007531
NM 013367 APC4 0.007537
NM_005253 FOSL2 0.007540
NM 001605 AARS 0.007644
NM 014612 C9orf10 0.007669
NM_ 152877 FAS 0.007680
NM_030971 BCR 0.007865
NM 006422 AKAP3 0.007902
NM_000813 GABRB2 0.007980
NM_004782 SNAP29 0.008462
NM 058188 C2lorf67 0.008792
NM 133343 RAD17 0.008850
NM_006571 DCTNG6 0.008863
NM 014671 KIAA0010  0.009081
NM 022122 MMP27 0.009115
NM_013353 TMODA4 0.009120
NM_031210 Cl4orfl56  0.009210
NM 002223 ITPR2 0.009491

AK025521 TORC3 0.009540
NM 001816 ~CEACAMS  0.009595

NM 001118 ADCYAPIR1 0.009801




N° Acesso Simbolo p valor

NM_172312 SPAGS 0.009852

Legenda: p valor teste ¢ de Student.



ANEXO 3



Anexo 3. Assinatura de 52 genes diferencialmente metilados entre os dois grupos de

amostras.

N° Acesso Simbolo p valor
NM_006936 SMT3HI 0.000315
NM_001526 HCRTR2 0.000450
NM 032509  LOC84549 0.000490

AF171235 PHGDH 0.000689

X17122 SERPINAI 0.000827
NM_024608 FLJ22402 0.001035
NM_015148 PASK 0.001168
NM_ 005288 GPR12 0.001203
NM_000937 POLR2A 0.001229
NM_015160 PMPCA 0.001448
NM 006705 GADDA45G 0.001892
NM_020796 SEMA6A 0.002037
NM 207491 MGC48628  0.002423
NM 030813 SKD3 0.002487
NM_002745 MAPK1 0.002676
NM 052878 C190rf36 0.002711

BC007366 C9orf70 0.002754
NM 004109 FDX1 0.002806
NM_001496 GFRA3 0.002853
NM 032404  TMPRSS3 0.002888
NM_030820 COL21A1 0.003017
NM 014461 CNTN6 0.003088
NM 015872  LOC51043 0.003099
NM 018189 FLJ10713 0.003223
NM_004488 GP5 0.003411
NM_000266 NDP 0.003660
NM 024106  MGC2663 0.003803
NM_003003 SEC14L1 0.003961
NM_ 014165 HSPC125 0.004078
NM 003329 TXN 0.004246
NM_003495 H4FM 0.004373
NM 016221 DCTN4 0.004574
NM_001690 ATP6A1 0.004909
NM_017445 H2BFS 0.005402
NM 007038  ADAMTSS 0.005726
NM_005642 TAF7 0.006234
NM 014753  KIAAO0187 0.006269




N° Acesso Simbolo p valor
NM 002204 ITGA3 0.006349
NM 032417 SPANXD 0.006480
NM 005844 HCGIX 0.006572
NM 012079 DGATI1 0.006594
NM 004143 CITEDI1 0.006972
NM 005263 GFI1 0.007515
NM_002881 RALB 0.007531
NM 013367 APC4 0.007537
NM 001605 AARS 0.007644
NM_ 152877 FAS 0.007680
NM_ 006422 AKAP3 0.007902
NM 000813 GABRB2 0.007980
NM 006571 DCTN6 0.008863
NM_014671 KIAAO0010 0.009081
NM 001118 ADCYAPIR1 0.009801

Legenda: p valor teste ¢ de Student.
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