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RESUMO

Ierardi DF. Caracterizacdo do padrao de expressao e metilacao dos genes ADAM
12 e 33 em tumores de mama e sua correlacio com dados clinico-patologicos.

Sao Paulo; 2005. [Tese de Doutorado-Fundagao Antdnio Prudente].

As proteinas que fazem parte da Familia ADAM sdo glicoproteinas
transmembranicas formadas por multidominios. Entre eles estdo os dominios de
metaloproteinase, que tem a fung¢do de clivagem proteolitica, e o de desintegrina, que
tem funcdo de adesdo celular. Sabe-se que as proteinas que fazem parte desta familia
sdo capazes de atuar na clivagem proteolitica de proteinas de superficie celular
(moléculas de adesdo, citocinas, fatores de crescimento e seus respectivos receptores)
através de seu dominio de metaloproteinase e de promover interagdes célula-célula
através de seu dominio de desintegrina. A disponibilidade de fatores de crescimento
€ seus receptores, assim como as interagdes célula-célula e célula matriz extracelular
sdo importantes nos processos de proliferacdo celular, adesdo e migragdo. Esses
processos, por sua vez, estdo diretamente relacionados com processos de formagdo e
progressdo tumoral e com a formagdo de metastases. Para melhor entender o papel
dos diferentes membros da familia ADAM na tumorigénese, este trabalho avaliou o
padrao de expressdao dos genes ADAM 8, 10, 12, 15, 17, 19, 22, 23 e 33 em tecido
normal e linhagens tumorais de mama. Apos a andlises computacionais, verificou-se
a presenga de ilhas de CpG na regido promotora destes genes sugerindo que a
metilacdo poderia estar envolvida na regulagcdo da expressao desses genes. A analise
do padrao de expressao destes genes através de RT-PCR revelou uma reducdo
significativa nos niveis de expressdo dos genes ADAM 12 e 33 nas linhagens
tumorais em rela¢do ao tecido normal. Utilizando a metodologia de tratamento com
bissulfito de sédio seguido de sequenciamento, foi possivel verificar a existéncia de
uma correlacdo direta para a maioria das linhagens tumorais analisadas entre a
diminui¢do dos niveis de expressdo dos genes ADAMI12 e 33 e a presenca de
metilagdo na regido promotora desses genes. A expressdo dos genes ADAM 12 e 33

foi induzida em linhagens tumorais de mama através do tratamento com o agente



desmetilante 5-AZA-2 deoxicitidina confirmando o envolvimento da metilagdo na
regulacao da expressdao desses genes. Por fim o padrio de metilacdo da regido
promotora dos genes ADAMI12 e 33 foi analisado através de MSP em 108 amostras
de carcinomas ductais invasivos de mama. A presenca de metilagio na regido
promotora do gene ADAM 12 foi detectada 49,1% das amostras e a presenca de
metilacdo na regido promotora do gene ADAM 33 foi detectada em 55,6% dos
tumores analisados. A correlacdo entre o padrdo de metilagdo e os dados clinico-
patologicos das pacientes revelou uma associagdo estatisticamente significativa entre
a presenca de metilacdo na regido promotora das ADAMI12 e 33 com o estadio do
tumor. Também foi observada uma associa¢ao positiva entre a metilacdo no gene
ADAM 12, o tamanho do tumor e o status do linfonodo. No entanto, a
hipermetilacdo da regido promotora destes genes ndo mostrou estar estatisticamente

correlacionada com a sobrevida global e com a sobrevida livre de doenca.



SUMMARY

Ierardi DF. [Characterization of the expression pattern and methylation status of
the ADAMs 12 and 33 genes in breast tumors and the correlation with clinical
pathological data]. Sdo Paulo; 2005. [Tese de Doutorado-Fundacdo Antdnio
Prudente].

The ADAMs (A Desintegrin And Metalloprotease domain) comprise a family
of multidomain membrane-anchored cell surface proteins with a common structural
organization. They are unique among cell surface proteins in possessing both a
desintegrin domain, with adhesion properties, and a metalloprotease domain, with a
protease activity. Members of this family play am important role in shedding of cell
surface proteins (adhesion molecules, cytokines, growth factors and their receptors)
and in process of cell-cell and cell-matrix interactions. The availability of growth
factors and their receptors as well as the cell-cell and cell-matrix interactions are
important in the process of cell proliferation, adhesion and migration. These
processes are crucial in progression of tumor and metastasis. As a further
contribution to investigate the role of ADAM family members in the tumorigenesis
process, we have evaluated the expression pattern of the ADAMs &, 10, 12, 15, 17,
19, 22 and 33. After a computational analysis using the CpG plot program, these
members were shown to have a characteristic CpG island in their promoter region,
suggesting that the regulation of these ADAMSs could be controlled by methylation.
Analysis of the expression pattern by RT-PCR, followed by Southern blot and
densitometry showed a significant reduction of the ADAMs 12 and 33 in the breast
cell lines relative to the normal tissue. By bisulfite treatment followed by DNA
sequencing it was possible to verify a direct correlation between downregulation of
the ADAMs 12 and 33 in the cell lines and the hypermethylation of the promoter
regions of these genes in almost all cell lines analysed. Expression of these two genes
was also activated through treatment of two different cell lines with the demetilating
agent 5'-aza-2’-deoxicytidine. This fact confirmed the involvement of methylation in

regulation of the expression of the ADAMs 12 and 33. As further contribution to



elucidate the role of ADAMs 12 and 33 in breast tumorigenesis, we evaluated the
methylation status of the corresponding promoter region of these genes by bissulfite
treatment followed by Methylation Specific PCR (MSP) in 108 breast ductal invasive
primary tumors. We have detected ADAM12 promoter hypermethylation in 49.1%
of the cases and ADAM33 promoter hypermethylation in 55.6% of the cases. The
statistical analyses of the methylation pattern of the promoter regions of the ADAMs
12 and 33 and the clinical-pathological data of the patients revealed a significant
association between both promoter regions hypermetylation with tumor stage
(p=0.005 and p=0.017 respectively). We also observed a significant association
between the hypermethylation of ADAMI2 promoter region with tumor size
(p=0.028) and number of positive lymph nodes (p=0.038). However, the
hypermethylation of the both promoter regions were not significantly associated with

overall and disease-free survival.
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INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA




1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1.1 CANCER DE MAMA

O cancer de mama tem ganhado cada vez mais aten¢do no cendrio mundial
devido ao aumento indiscriminado de sua incidéncia. Este aumento ¢ resultado de
mudangas socioecondmicas ¢ de um melhor acesso aos servicos de saude. No
entanto, neste periodo, a mortalidade por este tipo de cancer diminuiu 2,3% ao ano
devido a varios fatores, que incluem o avanco nos métodos diagndsticos e o
desenvolvimento de regimes de tratamentos mais efetivos (DUMITRESCU e
COTARLA 2005).

O cancer de mama ¢ relativamente raro antes dos 35 anos, porém, acima
dessa faixa etdria sua incidéncia cresce rapida e progressivamente alcangando seu
pico na faixa etaria de 65 a 70 anos. Estima-se que ele seja responsavel por um
quinto dos oObitos de mulheres entre 40 e 50 anos. No Brasil, o cancer de mama ¢ o
segundo tipo de cancer com maior incidéncia entre as mulheres e estimativas feitas
pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA) apontam a ocorréncia de
aproximadamente 40.000 novos casos de cancer de mama e 9.000 6bitos decorrentes
da doenca por ano (Ministério da Saude 2004).

A etiologia do cancer de mama ¢ complexa, sendo influenciada tanto por
fatores exdgenos, como dieta, consumo de alcool, uso de contraceptivos orais entre
outros, como por fatores enddgenos, como as taxas hormonais e predisposi¢do

genética. Outros fatores de risco que influenciam o desenvolvimento desta doenca


http://www.inca.org.br/

incluem: a idade avancada, a menarca precoce (antes dos 12 anos), a menopausa
tardia (ap6s os 50 anos), a nuliparidade ou a primeira gravidez apos os 30 anos, a
localizagao geografica (pais de origem) e o status socioeconomico (DUMITRESCU
e COTARLA 2005).

O cancer de mama ¢ uma doenca extremamente heterogénea e apresenta uma
grande variabilidade clinica e histopatoldgica. A maior parte dos casos de cancer de
mama pertence a classe dos carcinomas que se originam do epitélio dos l6bulos e
ductos da glandula mamaria (Figura 1). Clinicamente, este tipo de cancer pode
apresentar desde formas ndo invasivas, ou “in situ”, cuja proliferacdao celular esta
restrita @ membrana basal, até formas em estadios mais avangados, ou invasivas, cuja
proliferacdo invade a membrana basal ¢ o tecido adjacente, e até formas altamente
metastaticas, atingindo outros tecidos como os pulmdes, os 0ssos e o figado (Figura
2) (NAKHLIS e MORROW 2003).

O diagnéstico precoce do cancer de mama ¢ fundamental para o sucesso do
tratamento e a cura da doenca. Quando o tumor ¢ detectado em estdgios iniciais a
taxa de cura da doenga ¢ superior a 90%. Da mesma forma, o progndstico desta
doenga ¢ relativamente bom se diagnosticado em estadios iniciais, sendo a sobrevida
média apds 5 anos na populagdo mundial de 61% (Ministério da Saude 2004).
Infelizmente, no Brasil aproximadamente 70% dos casos de cancer de mama sdo

diagnosticados tardiamente em estadios avancados (http://www.hcanc.org.br),

havendo claramente a necessidade de desenvolvimento de métodos diagnosticos mais
sensiveis e acessiveis.
Os métodos de deteccdo do cancer de mama incluem o auto-exame, o exame

clinico palpatério e a mamografia. A realizagdo de mamografias periddicas ¢
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recomendada a partir dos 40 anos de idade, no entanto 10 a 15% dos tumores de
mama ndo sdo detectados através desse exame e a ocorréncia de resultados falso-
positivos com base apenas nos dados da mamografia também ¢ elevada. Assim
sendo, apds a deteccdo de uma massa s6lida na mama, o paciente ¢ normalmente
submetido a biopsia e avaliagao anatomo-patologica (VAN POZNAK e SEIDMAN
2002).

Apobs a confirmacdo anatomo-patologica de carcinoma de mama, exames
complementares sdo realizados para se determinar o estadiamento clinico da doenca
o qual, por sua vez, definird a conduta teraputica a ser seguida. Exames
complementares incluem o raio-X de térax, a cintilografia 6ssea e a tomografia
computadorizada e sdo geralmente realizados para avaliar a presenca de doenca
metastatica (VAN POZNAK e SEIDMAN 2002). O sistema de classificagdo mais
utilizado para o estadiamento clinico do cancer de mama ¢ o TNM criado pelo The
American Joint Committee on Cancer (AJCC). Esse sistema se baseia
especificamente no tamanho do tumor (T), no acometimento de linfonodos (N) ¢ na
presenga de metastases a distancia (M).

A principal forma de tratamento para o cancer de mama ¢ a ressecgao
cirargica que pode ou ndo ser seguida de terapia adjuvante. A extensdo da ressecgdo
depende de varios fatores que incluem a histologia, o comprometimento das
margens, o estado geral do paciente ¢ a capacidade de tolerar a terapia adjuvante,
entre outros. As formas mais comuns de ressec¢do sao a cirurgia conservadora com
esvaziamento de linfonodos ou a mastectomia radical (VAN POZNAK ¢ SEIDMAN
2002). A terapia adjuvante é adotada em pacientes com tumores maiores que 1 cm ou

com metastases nos linfonodos axilares. Trés modalidades de terapia adjuvante sdo



comumente utilizadas: a quimioterapia (ex. taxanos e antraciclinas), a terapia
hormonal (ex. Tamoxifeno e inibidores de aromatase) e a radioterapia.

A presenga de metastases em linfonodos axilares e o tamanho do tumor sao
os fatores progndsticos mais importantes para o cancer de mama e determinam, como
mencionado anteriormente, a utilizagdo de terapia adjuvante. No entanto, cerca de
30% das pacientes com tumores menores que lcm e que ndo apresentam
acometimento de linfonodos morrem em decorréncia da doenga. Essas pacientes
teoricamente se beneficiariam da administracao de terapia adjuvante, contudo nao ¢é
possivel, até o momento, identificar tais pacientes. Por outro lado a adogao de terapia
adjuvante em todas as pacientes submetidas a ressec¢do cirargica ¢ inviavel devido a
alta toxicidade do tratamento e ao elevado custo do mesmo (THOMSSEN et al.
2003).

Uma das areas mais promissoras na pesquisa sobre o cancer de mama ¢ a
identificagdo de marcadores moleculares que possam ser utilizados no diagnostico
precoce da doenga, na avaliagdio do prognodstico do paciente ou mesmo no
desenvolvimento de abordagens terapéuticas alternativas (SRINIVAS et al. 2001;

NEGM et al. 2002).
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Figura 1 - Esquema de corte de mama, mostrando em destaque os 16bulos e ductos.
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Figura 2 - Esquema de progressdo tumoral.



Nos ultimos 10 anos, avangos tecnologicos tem resultado na habilidade de
examinar, a expressdo de varios genes simultaneamente, permitindo a identificagdo
de padrdes de expressdo génica nos diferentes tumores e a identificagdo rapida de
novos marcadores.Varios autores estdo estudando o perfil de expressdo génica dos
tumores de mama, o que pode elucidar a variabilidade biolégica dos tumores e
resultar em um novo sistema de classificacdo que correlacione melhor os parametros
bioldgicos, clinicos e prognosticos (SORLIE et al. 2001; NEGM et al. 2002;
RAMASWAMY e PEROU 2003; VAN'T VEER et al. 2005).

SHEN et al. (2004) combinando resultados de bancos de dados publicos de
SAGE, ESTs e microarrays foram capazes de identificar e validar experimentalmente
através de PCR em tempo real a expressdo diferencial de 8 genes em amostras
pareadas de tumores de mama. Com base nesses dados os autores sugeriram a
utilizagdo da combinacdo de varias técnicas de analise “high throghput” como uma
estratégia eficiente na identificacdo de genes envolvidos no cancer.

AMATSCHEK et al. (2004) utilizando amostras de tumores de mama com
linfonodos positivos e seguimento clinico conhecido e amostras de 16 tipos de
tecidos normais combinaram técnicas de subtragdo de cDNA (SSH) com microarray
e identificaram 42 genes correlacionados com a sobrevida global de pacientes com
cancer de mama. Entre os genes mais expressos em tumores de pacientes com pior
prognostico foram encontrados os genes da ciclina B1, TGF-B3, B-Myb e o Erg2, e
entre os genes com expressao reduzida nestes tumores foram encontrados os genes
MIG-6, Espl5 e o CAK.

Virios marcadores moleculares ja estdo sendo usados no diagndstico e

prognostico da doenga e também como alvos de terapias alternativas. Entre estes



marcadores estdo alguns receptores de hormonios esteroides (receptor de estrogeno e
de progesterona), fatores de crescimento (Platellet derived Growth factor- PDGF;
Vascular Endothelial Growth factor-VEGF), certos oncogenes (c-erbB2) e genes
supressores de tumor (p53, BRCA1 ¢ BRCA2) que podem estar desempenhando
papeis fundamentais na transformagdo maligna da glandula mamaria (KEEN e
DAVIDSON 2003).

Outra caracteristica molecular das células tumorais que esta sendo estudada
com interesse em determinar o risco de desenvolvimento da doenga, o prognostico
global e a resposta aos diferentes tipos de tratamentos sdo as alteragdes no padrao de

metilagcdo que ocorrem durante a formagao e a progressao tumoral.

1.2 A METILACAO E CANCER

A metilagdo de citosinas no carbono 5 dos dinucleotideos CpG (figura 3) ¢
uma caracteristica de genomas eucaridticos ¢ ¢ um dos principais mecanismos
epigenéticos de regulacdo da expressdo génica. A transferéncia do grupo metil ao
carbono 5 da citosina ¢ catalisada pelas DNA metiltransferases (DNMTs) e a
metilagdo ocorre em regides ricas em dinucleotideos CpG denominadas “Ilhas de
CpG”. GARDINER-GARDEN e FROMMER (1987) definem uma ilha de CpG
como uma regido de DNA maior que 200bp que contém pelo menos 50% de G+C e
uma razao entre a freqiiéncia observada e a esperada de dinucleotideos CG maior ou
igual a 0,6. Estima-se que existam no genoma humano em torno de 45 mil ilhas de
CpG. A localizagdo destas Ilhas de CpG ndo ¢ randomica, localizando-se

preferencialmente na regido promotora dos genes. Sabe-se que estas ilhas sdo



encontradas nas proximidades de genes de expressdo constitutiva e em 40% das
regides promotoras de genes que apresentam expressdo tecido especifico (ISSA
1999; NAKAO 2001).

A presencga de ilhas de CpG foi correlacionada com a estrutura génica quando
se observou que as regides do genoma acessiveis as nucleases, e, portanto, ativas
transcricionalmente, continham DNA hipometilado. Este dado, associado ao fato de
que estas ilhas se localizam preferencialmente na regido promotora dos genes,
sugeriu um papel importante destas regides na regulacdo da expressdo génica. De
modo geral, a presenca de metila¢ao nas ilhas de CpG das seqiiéncias promotoras dos

genes pode ser correlacionada com a inativagdo génica (Figura 4).
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Figura 3 - Representagdo da metilagdo da molécula de citosina.
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Vérios mecanismos foram propostos para explicar o papel da metilacdo na
diminui¢do da atividade transcricional. Em um primeiro modelo foi proposto que os
residuos de citosina metilados poderiam interferir diretamente na interacdo de fatores
de transcricdo aos seus sitios de ligacdo, uma vez que o grupo metil se projeta no
sulco maior da dupla fita de DNA. Além desta interferéncia direta, um segundo
modelo propde que a metilagdo dos dinucleotideos CpG tenha conseqiiéncia direta no
posicionamento nucleossomal precedendo a montagem desta estrutura. Outra teoria
da inativagdo da transcri¢do através da metilagao indica o recrutamento de proteinas
que se ligam a residuos metilados (MBPs-Methylcytosine Binding Proteins) e
competem diretamente com os fatores nucleares e tem um efeito direto na repressao
da transcri¢do (ESTELLER 2005a e b). Atualmente, sabe-se que as MBPs podem
recrutar complexos protéicos contendo co-repressores ¢ histona deacetilases
(HDACS) e, com base nessa interagdo, foi proposto que a ligagdo destes complexos
ao DNA levaria a uma mudanga na estrutura de cromatina impedindo a transcrigdo
(YANG et al. 2001). Nenhum dos modelos propostos ¢ exclusivo e, muito
provavelmente, todos esses modelos estdo atuando simultaneamente na repressao da
expressao génica pela metilagao.

A metilagdo do DNA estd envolvida em varios processo bioldgicos, como o
“imprinting” gendmico e a inativagdo do cromossomo X. Muta¢des em genes que
afetam o padrao global de metilagdo podem dar origem a varias doengas, como ¢ o
caso da sindrome ICF (Immunodeficiency, centromeric region instability and facial
anomalies) que € causada por mutagdes no gene da DNMT3b, uma enzima essencial
no estabelecimento dos padrdes de metilacdo. Alteragdes nos padrdes normais de

metilacdo também sdo aspectos comuns em células transformadas. Varios estudos
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revelaram que alteragdes no padrdo de metilagdo sdo eventos primarios no processo
de tumorigénese e contribuem diretamente para transformacgdo das células normais
(PRADHAN ¢ ESTEVE 2003).

Dois tipos de alteragdes no padrao de metilagdo sdo freqiientemente encontradas
em tumores: a hipometilagao global do genoma e a hipermetilagdo localizada de ilhas
de CpG presentes na regido promotora de genes relacionados ao cancer. A
hipometilacdo global do genoma de células tumorais foi inicialmente descrita em
1983 por GAMA-SOSA et al. que relataram uma reducdo global de 10-20% no
conteudo de S-metilcitosina no genoma de vdarios tipos de tumores quando
comparados aos tecidos normais correspondentes (GAMA-SOSA et al. 1983). Hoje,
sabe-se que a perda de metilagdo ou a hipometilagdo do DNA pode afetar diferentes
tipos de seqiliéncias repetitivas, tais como o0s retrotransposons, os retrovirus
enddgenos e as seqiiéncias satélites, induzindo a atividade transcricional dessas
seqiiéncias e favorecendo a ocorréncia de instabilidade cromossomica nos tumores.
A hipometilagdo também tem sido associada a expressao diferencial de oncogenes e
antigenos tumorais (EHRLICH 2002).

A possivel associacdo entre a hipermetilacio do DNA e cancer surgiu da
observacao de que grande parte dos genes supressores de tumor continha ilhas de
CpG nas suas regides promotoras ¢ geralmente apresentavam alteragdes nos padrdes
de metilagdo nas células transformadas em relagdo ao tecido normal (TEODORIDIS
et al. 2004). A primeira constata¢ao da presencga de metilacdo em ilhas de CpG de um
gene supressor de tumor humano foi feita por GREGER et al. em 1989, quando
estudavam o gene de retinoblastoma. Desde entdo, as descrigdes de inativagdo génica

por metilacdo em células tumorais vém crescendo na literatura. Entre os genes
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normalmente metilados em células tumorais estdo o gene RB1 em retinoblastomas
(como citado anteriormente), o gene VHL em carcinomas esporadicos de células
renais, 0 H19 em tumores de Wilm’s, o pl5 em leucemias e o pl6 em varias
linhagens tumorais (BEN-KASUS et al. 2005).

Analises do padrio global de metilagdo em células tumorais sugerem que
diferentes tipos de tumores apresentam padrdes de metilacdo especificos. Alteragdes
no perfil de metilagdo durante a formagdo e progressao dos tumores de mama tem
sido bastante estudadas. Entre os genes comumente metilados nestes tumores,
podemos citar o receptor de estrogeno (ER), a E-caderina, o RASSF1A, o HINI, o
Twist, a ciclina D2, o RARB, o THRB, o BRCA1 ¢ o GSTP1 (BAE et al. 2004;
ESTELLER 2005a e b).

A metilacdo do DNA presente nas células tumorais pode ser utilizada como
marcador molecular no diagnodstico precoce da doenga, na avaliagdo do prognostico
do paciente e da resposta ao tratamento (ESTELLER 2003; VERMA e
SRIVASTAVA 2002). A utilizagcao da metilagdo do DNA como marcador tumoral ¢é
vantajosa, ja que ao contrario da molécula de RNA e de proteina, o DNA ¢ bastante
estavel e de facil manipulacdo viabilizando a implantacdo de testes de deteccdo na
rotina clinica. Além disso, devido a alta especificidade e sensibilidade das técnicas
utilizadas para avaliar o padrdo de metilagdo (geralmente baseadas em PCR), células
tumorais com altera¢cdes na metilagdo podem ser detectadas mesmo em meio a uma
grande quantidade de células normais. Por fim, ao contrario das alteracdes genéticas,
que ocorrem em diferentes regides do gene e sdo de tipos diferentes, as alteracdes no
padrdo de metilagdo ocorrem sempre na mesma regido, simplificando a metodologia

de deteccao (VERMA e SRIVASTAVA 2002; ESTELLER 2003).
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A presenca de metilacdo em genes especificos tem se mostrado promissora no
que diz respeito a utilizagdo como marcador molecular para o diagndstico precoce do
tumor de mama. A presencga de metilagdo em genes especificos como, por exemplo,
pl6 tem sido detectada com sucesso em soro e em lavado ductal de pacientes com
cancer de mama, oferecendo uma alternativa menos invasiva e mais sensivel para o
diagnéstico da doengca (JOHNSON e LO 2002; KLEIN e LAWRENCE 2002;
MULLER et al. 2003; KRASSENSTEIN et al. 2004).

Da mesma forma, a presenca de metilagdo tem sido utilizada como fator
prognostico nos casos de cancer de mama. HU et al. (2003) mostraram que a
presenga de metilagdo na regido promotora do gene pl6 em tumores de mama esta
significativamente associada a um estadiamento mais avangcado da doenca, ao
tamanho do tumor e a presenca de linfonodos comprometidos, sugerindo que a
presenga de metilacdo em p16 possa ser utilizada como um marcador molecular em
cancer de mama (HU et al. 2003). MULLER et al. (2004) analisaram a presencga de
metilacdo em um painel de 39 genes e correlacionaram os dados de metilagao obtidos
com a histdria clinica de 86 pacientes com tumores de mama. Os resultados da
analise multivariada revelaram que a presenca de metilagdo nos genes RASSFI1A
e/ou no gene APC estd independentemente associada a um pior progndstico e que
pacientes que apresentaram metilagdo nesses genes possuiam um risco relativo 5,7
vezes maior de morrerem do que pacientes que ndo apresentaram metilagdo
(MULLER et al. 2004). Recentemente, YUAN et al. (2005) relataram a correlagdo
entre a inativa¢ao da expressdo do gene SYK (Spleen tyrosine Kinase) por metilagdo

de sua regido promotora ¢ a alta capacidade invasiva destes tumores, tornando desta
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forma a metilagdo um potencial biomarcador de detec¢do de cancer de mama
juntamente com outros marcadores usuais.

Diferente das mutagdes em ponto e cromossOmicas, as mudangas no padrao
de metilagdo sdo reversiveis, aumentando a possibilidade do desenvolvimento de
terapias baseadas na restauracdo do estado normal de metilagcdo de genes associados
ao cancer. Tem sido proposto a acdo anti-tumoral de agentes desmetilantes,
principalmente os derivados da molécula 2'-deoxicitidina, partindo do principio de
que estes agentes podem reativar a expressdo de genes supressores de tumor e da
observacao de que estes agentes podem restaurar a sensibilidade de tumores a alguns
agentes quimioterapicos (EGGER et al. 2004). Os agentes desmetilantes sdo
moléculas fosforiladas, analogas a nucleotideos e sdo incorporados a fita do DNA
durante a replicagdo. Uma vez incorporados eles formam um complexo com as
DNMTs e as inativam impedindo a metilagdo do DNA (ESTELLER 2005a e b). A
utilizacdo do inibidor de DNA metiltransferases 5-azacitidina no tratamento de
tumores tem sido extensivamente estudada e tem mostrado um grande sucesso no
tratamento da sindrome mielodisplasica (CML) e na leucemia mieldide aguda
(AML). Apesar deste sucesso, estudos clinicos de tratamento de tumores solidos com
inibidores de DNA metiltransferases, como o 5-azacitidina ¢ o 5’-aza-2'-
deoxicitidina, tem apresentado respostas baixas e/ou menores do que a de

tratamentos convencionais (CHRISTMAN 2002).
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1.3 A FAMILIA ADAM E O CANCER

A Familia ADAM (A Disintegrin And Metaloproteinase), também chamada
de MDC (Metaloproteinase-like, Disintegrin-like, Cystein-rich), é um subgrupo da
superfamilia de metaloproteinases dependentes de zinco e ¢ composta, até o
momento, por 40 membros que foram descritos em vertebrados e em varias outras
espécies incluindo Drosophila melanogaster e Caenorhabditis elegans.

As proteinas que fazem parte da Familia ADAM sdo glicoproteinas
transmembranicas formadas por multidominios. Entre eles estdo os dominios: de
metaloproteinase, que tem a fun¢do de clivagem proteolitica, e o de desintegrina, que
tem funcdo de adesdo celular. Os outros dominios que formam a proteina sdo: uma
seqiiéncia sinal, que direciona a proteina ao seu sitio de atividade; um pro-dominio,
que tem funcdo de bloquear a atividade protease; uma regido rica em cisteina, que
também tem funcdo de adesdo; um dominio EGF-like, com funcdo pouco
caracterizada; um dominio transmembrana, que ancora a proteina & membrana da
célula; e uma cauda citoplasmatica, que atua como sinalizador intracelular (Figura 5)
(PRIMAKOFF e MYLES 2000). Sabe-se que as proteinas que fazem parte desta
familia sd3o capazes de promover interacdes célula-célula através de seu dominio de
desintegrina e de atuar na clivagem proteolitica de proteinas de superficie celular
(moléculas de adesdo, citocinas, fatores de crescimento e seus respectivos receptores)
através de seu dominio de metaloproteinase. As ADAMs também sdo capazes de
interagir e clivar componentes da matriz extracelular. Os membros da familia

ADAM estdo envolvidos em processos bioldgicos complexos como, por exemplo, a
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miogénese, a adipogénese, a neurogénense ¢ a fertilizacio (PRIMAKOFF e MYLES
2000; SEALS e COURTNEIDGE 2003).

O pré-dominio, como citado anteriormente, regula negativamente a atividade
de protease destas enzimas, no entanto acredita-se que este dominio tenha também
uma fungdo secundaria de chaperonina importante para o enovelamento correto da
proteina e que este dominio deva direcionar e facilitar a passagem da proteina pelos
pontos de verificagdo de qualidade na via de secre¢do. A remogao do pro-dominio €
feita através da acdo de convertases, como a furina, ou através de autocatalise. Para a
ativacdo dependente de convertases as ADAMs devem conter entre seu pro-dominio
e o dominio de metaloprotease, a seqiiéncia consenso RX(K/R)R (SEALS e
COURTNEIDGE 2003; HUOVILA et al. 2005).

O dominio de metaloproteinase para ser ativo depende da presenca da
seqiiéncia consenso de aminoacidos HEXGHXXGXXHD. Em metaloproteinases de
matriz (MMPs), os trés residuos de histidina (H) deste sitio constituem os trés
ligantes de zinco e o residuo de acido glutamico (E) ¢ o sitio ativo. Algumas
proteinas da familia ADAM possuem o dominio de metaloproteinase inativo por
apresentarem um ou mais residuos de aminoacidos incompativeis com sua atividade
enzimatica. Esse ¢ o caso das ADAMs 2-7, 11, 14, 16, 18, 22, 23, 27 e 29 que
provavelmente atuam exclusivamente como moléculas de adesdao. Como mencionado
anteriormente, os membros, 1, 8-10, 12, 13, 15-17, 19-21, 24-26, 28, 30 e 33, que
possuem a seqiiéncia consenso ativa de metaloproteinase, t€ém um papel importante
no processamento de proteinas da superficie celular como, por exemplo, no
processamento da forma precursora de citocinas, como o TNFa, o CXCL1, o CXCL-

16 e o TRANCE, de fatores de crescimento, como o HB-EGF, a anfiregulina e o
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TGFa e de seus respectivos receptores, como o TNFRI, o TNFRII e o IL-6R e na
degradacdo de proteinas da matriz extracelular como, por exemplo, do colageno tipo
IV, gelatina e fibronectina (SEALS e COURTNEIDGE 2003; MOSS ¢ BARTSCH
2004; HUOVILA et al. 2005).

A ADAM com fun¢do de proteinase melhor caracterizada ¢ a enzima
conversora do TNF-a (TACE) ou ADAM 17 (BLACK 2002; SEALS e
COURTNEIDGE 2003). Essa enzima foi inicialmente identificada através da sua
habilidade de clivar a citocina pro-inflamatoria TNF-o do seu precursor ligado a
membrana e a confirmacdo desta atividade surgiu da observacdo da auséncia do
processamento desta citocina em células contendo o gene ADAM 17 mutado
(BLACK et al. 1997; MOSS et al. 1997; BAX et al. 2004). A ADAM 17 também
estd envolvida na clivagem proteolitica de outras citocinas e de fatores de
crescimento, além do processamento de receptores de TNF, de receptores de
interleucinas e de receptores de fatores de crescimento como o HER4/erbB4, assim
como a clivagem de moléculas de adesio como a L-selectina (SEALS e
COURTNEIDGE 2003). Outro membro desta familia que possui sua atividade
proteolitica bem caracterizada ¢ a ADAM 10/Kuzbanian que atua na clivagem do
precursor da proteina amildide, no processamento da proteina prion celular, e no
processamento do receptor Notch e de seu ligante deltal (BLOBEL 1997;
BUXBAUM et al. 1998; LAMMICH et al. 1999), entre outros.

O dominio de desintegrina, como ja dito, tem fun¢do na adesdo célula-célula
e age como ligante de integrinas na superficie celular (SAGANE et al. 1999). As
desintegrinas foram, inicialmente, descritas como proteinas soliveis e pequenas.

Estas moléculas s3o componentes do veneno de cobra Viperidae que interferem
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eficientemente com a agregacao de plaquetas pela sua ligagao com a integrina o33,
via seqiiéncia RGD, resultando no impedimento da ligagdo das plaquetas com seus
ligantes naturais, como o fibrinogénio.

O dominio de ligagdo a integrina nos membros da familia ADAM possui
aproximadamente 90 aminoécidos e ¢ representado por uma seqiiéncia de tripeptideo
caracteristica que ¢ exposta em um loop flexivel da estrutura protéica ¢ determina,
junto com as regides adjacentes, a especificidade e afinidade das ADAMs as
diferentes integrinas (BECK et al. 2005). O inico membro desta familia que contém
a seqliéncia RGD em seu dominio de desintegrina ¢ a ADAM 15 humana, sendo
neste sentido, antecipada sua interagio com as integrinas (KRATZSCHMAR et al.
1996). ZHANG et al. (1998) através de ensaios de adesdo e cromatografia de
afinidade, utilizando o dominio de desintegrina recombinante da ADAM 15 expresso
em bactéria e células de mamiferos expressando diferentes integrinas, determinaram
a especificidade da interacdo desta ADAM com a integrina a3 dependente do
dominio RGD. Posteriormente, NATH et al. (1999) sugeriram que esta ADAM pode
mediar adesdo celular pela sua ligagdo com diferentes integrinas dependendo do tipo
celular envolvido. Além de demonstrar a ligagdo da ADAM 15 com a integrina o33
nas linhagens tumorais U937 de mondcitos e A375M de melanoma, este grupo
demonstrou a interacdo desta ADAM com a integrina osP; na linhagem celular
MOLT-4 de células T. Mais recentemente, BECK et al. (2005) determinaram a agao
da ADAM 15 como inibidora da interacdo célula-matriz mediada por integrina o33
em ensaios de adesdo celular com linhagens tumorais de ovario.

As ADAMs, com fun¢do de desintegrinas celulares, que foram melhor

caracterizadas sdo a fertilina o (ADAM 1) e a fertilina B (ADAM 2) que interagem
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com a integrina agP; € estdo envolvidas na ligacdo e fusdo das membranas dos
gametas. Outros membros da familia ADAM também envolvidos em interagdes com
integrinas sdo a ADAM 9, que interage com as integrinas o¢P; € ayPs (NATH et al.
1999), a ADAM 23, que interage com a integrina ayPs (CAL et al. 2000), a ADAM
17 que interage com a integrina asf; (BAX et al. 2004), a ADAM 28 que interage
com a a4f; (BRIDGES et al. 2002) e varios membros da familia que interagem com a
integrina aof; (ETO et al. 2002).

Outro dominio que parece atuar em processos de adesdo célula-célula e
célula-matriz ¢ o dominio rico em cisteina. Este fato foi inicialmente proposto pela
similaridade de um motivo dentro deste dominio nas ADAMs 1, 3, 12 ¢ 14 com
peptideos de fusdo viral (BLOBEL e WHITE 1992) e das observacdes de que as
ADAMs 1, 3 e 12 participam de processos de fusdo celular. Outra evidéncia da
atuacdo deste dominio em processos de adesdo celular é a comprovada interagcdo da
ADAM 12 com moléculas de sindecans (IBA et al. 1999, 2000). E provavel que este
dominio complemente a capacidade de ligagdo do dominio de desintegrina e conceda
a ele a especificidade das interagdes (SEALS e COURTNEIDGE 2003; WHITE
2003).

Outra fun¢do deste dominio parece ser a de regular a atividade proteolitica
destas moléculas. Experimentos feitos com embrides de Xenopus transfectados com
diferentes construgdes de quimeras das ADAMs 10 e 13 mostraram que a presenca
do dominio rico em cisteina da ADAM 13 ¢ essencial para a atividade do dominio de
metaloprotease no desenvolvimento da glandula de cimento (estrutura epitelial
especializada encontrada na por¢ao anterior dos embrides que marca a ligacao axial

dorso-ventral do animal) nestes embrides (SMITH et al. 2002; WHITE 2003).
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O dominio EGF-like das proteinas da familia ADAM ¢ muito pouco estudado
e até o momento ndo foi sugerida para ele nenhuma fungdo especifica. Este dominio
¢ normalmente estrutural e parece estar envolvido, em outras proteinas, na interagao
entre ligante e receptor, na adesdo celular e na quimiotaxia (SEALS e
COURTNEIDGE 2003; MA et al. 2005).

O dominio citoplasmatico dos membros da familia ADAM parece estar
envolvido na regulagdo da atividade de metaloprotease, na regulacio da sinalizagdo
celular, no controle de maturagdo e na localizacdo subcelular destas proteinas. Seu
tamanho e seqii€ncia sdo muito diferentes entre os diferentes membros, variando de
11 residuos de aminoacidos na ADAM 11 até 197 na ADAM 13 de Xenopus laevis
(WOLFSBERG ¢ WHITE 1996; COUSIN et al. 2000; POGHOSY AN et al. 2002).
Apesar disso, existe uma grande similaridade na seqiiéncia deste dominio de
membros especificos entre as espécies, sugerindo que 0s mesmos possuam
importantes funcdes que foram conservadas durante a evolucdo (POGHOSYAN et
al. 2002).

O motivo mais comum presente no dominio citoplasmatico € a regido rica em
prolina (PxxP), sitio ligante de proteinas com dominios SH3. As primeiras proteinas
contendo o dominio SH3 descritas como ligantes do dominio citoplasmatico de
ADAM foram identificadas através de experimentos de duplo hibrido e sdo a
endofilina I e a SH3PX1 que interagem respectivamente com os dominios
citoplasmaticos das ADAMs 9 e 15 (HOWARD et al. 1999). Outra proteina ligante
do dominio citoplasmatico de ADAM identificada através de ensaios de duplo
hibrido foi a ArgBP1 que se liga a ADAM 19 através de sua regido P4 (HUANG et

al. 2000). Outros motivos encontrados na cauda citoplasmatica destas proteinas
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incluem sitios de fosforilagdao de serina/treonina e/ou de tirosina quinases, que podem
nao somente estar regulando a fung¢do das ADAMs como também, no caso do
residuo de tirosina fosforilada, pode ser alvo de proteinas com dominios SH2. DIAZ-
RODRIGUEZ et al (2002) demonstraram que a MAPK Erk é capaz de fosforilar a
treonina 735 da ADAM 17 regulando a atividade de metaloprotease desta ADAM na
clivagem, induzida por PMA, de TrkA. Outra fun¢do do dominio citoplasmatico dos
membros da Familia ADAMs ¢ a de proteina adaptadora para a formacdo de
complexos protéicos em sitios criticos para sua atividade (SEALS e

COURTNEIDGE 2003).

=+ Seqiléncia Sinal
** Pro-dominio

=+ Metaloprotease

== Desintegrina
=~ Rico em Cisteina
=* EGF like

-~
~ Transmembrana

Citoplasmatico

Fonte: modificado de SEALS e COURTNEIDGE (2003)

Figura 5 - Representacdo esquemadtica de uma proteina da Familia ADAM contendo

seus dominios.

A disponibilidade de fatores de crescimento e seus receptores, assim como as
interagdes célula-célula e célula matriz extracelular sdo importantes nos processos de
proliferacdo celular, adesdo e migragdo (GIANCOTTI e RUOSLAHTI 1999). Esses
processos, por sua vez, estdo diretamente relacionados com processos de formagdo e

progressdo tumoral e com a formacdo de metastases. Devido as propriedades dos
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membros da familia ADAM, ja& descritas, observamos, atualmente, um aumento no
nimero de trabalhos que relatam a participacdo de alguns membros da familia
ADAM no desenvolvimento e na progressao tumoral.

O gene ADAM 11 foi originalmente identificado como um gene supressor de
tumor em cancer de mama (KATAGIRI et al. 1995) e a expressao de varios membros
da familia ADAM (ADAMs 9, 10, 11 e 15) parece estar diretamente relacionada com
aspectos patologicos de tumores hematologicos (WU et al. 1997). O gene da ADAM
10 apresenta a sua expressdo aumentada em feocromocitomas e neuroblastomas ¢ a
expressao dos genes das ADAMs 9, 10 e 17 ¢ regulada por hormonios andrégenos na
linhagem celular de tumor de préstata LNCaP (McCULLOCH et al. 2000). A
ADAM 15 aparece mais expressa na frente de invasao de tumores de pulmao quando
comparados com o centro do tumor, sugerindo uma atividade desta ADAM na
invasdo, migragdo e proliferacio celular (SCHUTZ et al. 2005). Outros membros
desta familia génica, como a ADAM 17, t€m um papel importante na progressao
tumoral pela sua participacdo na ativagdo proteolitica de precursores de fatores de
crescimento de relevancia no cancer como, por exemplo, o TNF-o (MOSS 2001).
Outro estudo realizado por FABRE-LAFAY et al. (2005) sugeriu o papel desta
ADAM no processamento da Nectina-4, um novo marcador molecular sorologico de
cancer de mama. Além disso, a ADAM 12 e a ADAM 9 foram correlacionadas com
a agressividade de tumores de figado e correlacionadas nestes tumores com a
expressdo e atividade da MMP2 (metaloproteinase de matriz 2) (LE PABIC et al.
2003).

Esses estudos iniciais sugerem uma importante participacdo das proteinas da

familia ADAM nos processos de formagao e progressdo tumoral. Apesar disso, até o
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momento, ndo existe na literatura nenhum estudo que avalie de forma sistematica o
padrdo de expressao génica dos diferentes membros da familia ADAM em diferentes
tipos de tumores e correlacione a expressdo génica com fatores reguladores de
expressdao como, por exemplo, a metilacao.

Em um trabalho realizado em nosso laboratério, foi possivel verificar que o
promotor do gene ADAM 23 esta diferencialmente metilado em 66,7% (8/12) das
linhagens tumorais de mama. Nestas linhagens, foi verificado que a presenca de
metilacdo no promotor desse gene estd diretamente associada com a auséncia de
expressao do RNA mensageiro e da proteina (COSTA et al. 2004) (Anexo 2). A
presenga de metilacdo na regido promotora do gene ADAM 23 também foi
observada em tumores primarios de mama. No entanto, uma maior freqiiéncia de
metilagcdo foi observada nos tumores em estddios mais avancados, indicando que a
expressdo deste gene ¢ inibida durante a progressdo tumoral. Além disso, foi
verificada a redugdo da expressdo deste gene e sua correlacdo com a hipermetilagao
de seu promotores em 2 linhagens tumorais de glioblastoma (COSTA et al. 2005). A
proteina ADAM 23 atua como uma molécula de adesdo e € possivel que o
silenciamento deste gene altere as propriedades adesivas e migratorias das células
tumorais.

Posteriormente em nosso laboratorio, o valor progndstico da hipermetilagao
no promotor do gene ADAM 23 foi avaliado em 106 amostras de tumores primarios
de mama. Neste estudo foi verificado que a hipermetilacdo deste gene esta associada
com o estddio do tumor (p=0,017) e com o numero de linfonodos positivos (p=
0,012). Além disso, foi detectada a hipermetilagdo da regido promotora deste gene

em 70% dos tumores primdrios de pacientes com metéstase a distdncia e em apenas
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25,6% dos tumores primarios de pacientes sem metastases (p<0,001), sugerindo que
a expressdo deste gene tenha um papel protetor contra o desenvolvimento de
metastases em tumores de mama. Através de analises de Kaplan-Meier foi estimada a
relacdo entre o status de metilagdo da regido promotora da ADAM 23 com a
sobrevida global e a sobrevida livre de doenga. Foi mostrado que pacientes que
apresentaram hipermetilagdo na regido analisada tiveram uma sobrevida global
(p=0,018) e livre de doenga (p<0,001) menor que as que ndo apresentaram
hipermetilagio no promotor deste gene. Foi observado também, em analise
multivariada, que a hipermetilagdo deste gene ¢ um fator independente para a
sobrevida livre de doenga (p=0,007 e Hazard ratio= 3,9), sendo o segundo melhor
fator prognodstico entre os fatores analisados. Esses dados mostram que a
hipermetilacdo deste gene pode ser usada como um novo marcador molecular em
cancer de mama e sugere que esta hipermetilacdo devera ter importante implicagdes
no monitoramento clinico e na avaliagdo do risco de metastases neste tipo de tumor
(em fase de publicagdo COSTA et al. 2005) (Anexo 3).

A exemplo do trabalho desenvolvido em nosso laboratério para o gene
ADAM?23, este trabalho visou, em um primeiro momento, avaliar o padrio de
expressdo e de metilagdo de outros membros da familia ADAM em tecido normal e
linhagens tumorais de mama. Foi observada uma diferenca de expressdo entre as
linhagens estudadas e o tecido normal de mama para os genes ADAM 12 e 33 e uma
correlacdo inversa entre o padrdo de expressao desses genes e o status de metilagdo
de sua regido promotora. Em um segundo momento, esse trabalho visou avaliar o
potencial prognoéstico da hipermetilagdo nos promotores dos genes ADAM 12 e 33

em tumores primarios de mama. Para tanto o padrio de metilacdo das regides
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promotoras dos genes ADAM 12 e 33 foi analisado através da técnica de MSP
(Methylation Specific PCR) e o dados de metilagdo foram associados com os dados

clinico patologicos dos pacientes.

1.3.1 O gene ADAM 12

O gene ADAM 12 foi inicialmente identificado em linhagem celular
miogénica de camundongos, quando YAGAMI-HIROMASA et al. (1995) buscavam
por homologos das ADAMs 1 e 2 (envolvidas em processos de fusdo de gametas)
que poderiam estar envolvidos na fusdo de mioblastos. Posteriormente, a ADAM 12
humana foi descrita e mapeada na regido cromossomica 10q26 (GILPIN et al. 1998).
Sua expressao ¢ restrita temporal e espacialmente e € mais proeminente em regioes
de formagao de musculo esquelético e de o0sso. No adulto sua expressdo ¢ aumentada
em musculos em regeneragdo e em carcinomas. Esta proteina é encontrada tanto em
uma forma longa ancorada a membrana (ADAM 12L/NM _003474), composta por
909 residuos de aminoacidos, como em uma forma menor secretada (ADAM
12S/NM _021641), composta por 738 residuos de aminoacidos, que ndo possui os
dominios transmembrana e citoplasmatico e ¢ originada a partir de splicing
alternativo. As duas formas possuem atividade de metaloprotease ¢ de desintegrina,
porém apenas a forma longa atua como sinalizadora intracelular devido a presenca
do dominio citoplasmatico (GILPIN et al. 1998; TIAN et al. 2002).

Sua atividade de metaloprotease ¢ regulada como nas outras ADAMs que
possuem este dominio ativo pela clivagem de seu proé-dominio. Apesar da presenca
da seqiiéncia consenso de clivagem por furinas (RX(R/K)R) entre o pro-dominio e o

dominio de metaloprotease, foi mostrado que esta proteina ¢ dispensavel no processo
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de clivagem da ADAM 12. Porém, ainda nao foi determinada a proteina responsavel
por este processo. O pré-domino da ADAM 12 também foi mostrado como essencial
no enovelamento correto da proteina e no seu transporte para a superficie celular,
assim como em outras ADAMs (CAO et al. 2002)

A ADAM 12 esta envolvida no processamento de varias proteinas de matriz
extra-celular, como a gelatina, o coldgeno tipo IV e a fibronectina, sugerindo seu
papel no remodelamento da matriz extra-celular, uma potente marca das neoplasias.
Além disso, foi demonstrada a atividade proteolitica desta proteina na clivagem de
fatores de crescimento. A proteina ADAM 12 ¢é capaz de realizar a clivagem
proteolitica de IGFBP 3 e 5 (Insulin-like growth factor-bidng proteins). Essas
proteinas s3o capazes de se ligar e seqliestrar os fatores de crescimento IGF e
possuem, portanto, atividade anti-mitogénica. Sendo o IGFBP-3 o maior
seqiiestrador de IGF, a regulagdo da ADAM 12S possui implicagdes nas doengas
relacionadas com os baixos niveis de IGF como a osteoartrite e diabetes, assim como
nas relacionadas com os altos niveis de IGF como em alguns tumores, inclusive
tumores de mama (SHI et al. 2000).

O envolvimento da proteina ADAM 12 no processamento de HB-EGF
(Heparin binding-EGF) também foi proposto por ASAKURA et al. (2002). O HB-
EGF, assim como os demais ligantes de EGFR, é expresso como precursor
transmembranico que se liga a receptores asf3; e transmite sinais anti-proliferativos.
Esses fatores sdo liberados da superficie celular através de clivagem proteolitica do
seu dominio extracelular gerando uma forma solivel mitoticamente ativa. Varios
estudos correlacionaram a regulacdo da atividade proteolitica da ADAM 12 na

clivagem do proHB-EGF com ligantes citoplasmaticos da ADAM 12. Estes ligantes
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incluem as proteinas ligantes de SH3, que sdo a proteina EVE-1 e a proteina
PACSIN3 (MORI et al. 2003; TANAKA et al. 2004).

A atividade de adesdo da proteina ADAM 12 ¢ realizada tanto pelo dominio
de desintegrina como pelo dominio rico em cisteina e ¢ sustentada pela existéncia de
interagdes com integrinas ¢ moléculas de sindecans (IBA et al. 1999; 2000; ETO et
al. 2000). ETO et al. (2000) demonstraram que a ligacdo da ADAM 12 a integrina
aof; media interagdes célula-célula e deve possuir um papel importante no
desenvolvimento e em condi¢des patoldgicas. Mais recentemente, THODETTI et al.
(2003) demonstraram que a interagdo de sindecan-4 com a ADAM 12 promove
espalhamento celular e a formacao de fibras de estresse pela ativagdo de duas vias
distintas em diferentes estagios da adesdo celular, uma envolvendo PKCa e integrina
B e a outra envolvendo a proteina RhoA. A proteina ADAM 12 foi correlacionada
de maneira positiva com a diferenciacdo de mioblastos. Esta correlagdo parecer estar
associada exclusivamente com os dominios de desintegrina, o dominio rico em
cisteina e EGF-like, uma vez que construgdes dessa proteina contendo o dominio de
metaloprotease inibem a fusdo dos mioblastos durante o processo de diferenciacao.
Foi sugerido que o impacto negativo do dominio de metaloproteinase da ADAM 12
durante a miogé€nese estaria associado ao processamento do fator de crescimento
denominado miostatina, que inibe o desenvolvimento muscular. Modelos de animais
knock-out para o gene ADAM 12 suportam o papel deste gene nos processos de
diferenciagdo e regeneracdo muscular e sugerem também um envolvimento deste
gene na adipogénese (KURISAKI et al. 2003).

O dominio citoplasmatico da ADAM 12 possui 10 possiveis dominios

ligantes de SH3 e 2 sitios de fosforilagdo de tirosinas (SEALS e COURTNEIDGE
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2003). Associagdes da ADAM 12 com as proteinas, SRC, quinase relacionada YES,
FISH e Grb2 foram descritas (SUZUKI et al. 2000; ABRAM et al. 2003)
comprovando sua atividade na sinalizagdo intracelular.

A ADAM 12 esta relacionada com processos patologicos como distrofia
muscular, hipertrofia cardiaca e cancer. Varios estudos independente sugeriram a
correlagdo entre a ADAM 12 e o cancer. O aumento da expressdao da ADAM 12 foi
verificado em tumores de mama, colon e tumores de células escamosas de pulmao
(IBA et al. 1999). Posteriormente, TIAN et al. (2002), demonstraram que a ADAM
12 esta associada a fusdo de células mononucleares estromais na formacao de células
gigantes multinucleadas em tumores de células gigantes de osso. O aumento da
expressio do gene ADAMI2 foi observado em carcinoma hepatocelular e
correlacionado com a agressividade e a progressao destes tumores (LE PABIC et al.
2003). Também foi verificada a superexpressao desta proteina em glioblastomas e a
mesma foi associada a atividade proteolitica da proteina na clivagem de proHB-EGF
(KODAMA et al. 2004). ROY et al. (2004) detectaram pela primeira vez a altos
niveis da proteina ADAM 12S em urina de pacientes com cancer de mama e
mostraram que esta deteccdo ¢ preditiva do status da doenca. A correlagdo entre o
nivel da proteina na urina das pacientes e o estadio da doenca reflete o papel da
atividade desta proteina na progressdo tumoral in vivo. Sugere-se que a exemplo de
tumores de mama, os niveis de ADAM 12 possam ser preditivos em outros tipos de
cancer, como prostata ¢ bexiga, e que a sua deteccdo na urina possa ser util no
desenvolvimento de diagndsticos ndo invasivos e terapias mais eficientes em varios

tipos de tumores.
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1.3.2 O gene ADAM 33

O gene ADAM 33 humano foi inicialmente descrito por YOSHINAKA et al.
em 2002. Este gene estd localizado no cromossomo 20pl3, possui 22 exons ¢
apresenta duas variantes de splicing, sendo a isoforma mais longa (variante 1/
NM _025220) composta por 813 aminoacidos e a mais curta (variante 2/
NM 153202), que exclui o exon 17, composta por 787 aminoacidos (YOSHINAKA
et al. 2002; GARLISI et al. 2003). Ambas isoformas possuem todos os dominios que
caracterizam os membros desta familia, incluindo a seqii€ncia consenso do sitio
catalitico de ligagdo ao zinco (YOSHINAKA et al. 2002).

Esta ADAM ¢ expressa em varios tecidos adultos normais como fibroblastos
pulmonares, coragdo, musculo liso de bronquios, no sistema nervoso central,
placenta, pulmao, bexiga e veias. Além disso, ndo foi observada a expressdo deste
gene em tecidos normais de rim, figado, pancreas e medula 6ssea, e em linhagens
tumorais de célon, mama, prostata, gliomas e melanomas (UMLAND et al. 2003). A
ADAM33 de camundongo assim como seu ortdlogo de Xenopus laevis foram
relacionados com o desenvolvimento embrionario, sugerindo uma papel da
ADAM33 humana na embriogénese (GUNN et al. 2002; YOSHINAKA et al. 2002).

A ativacdo de seu dominio catalitico através da clivagem do pré-dominio ¢
realizada por mecanismos dependente de catalise por furinas. E a presenga deste sitio
ativo tanto em humanos como em camundongos sugere que esta molécula tenha
papel na regulagdo de eventos fisioldgicos e patologicos (GARLISI et al. 2002).

Recentemente, ZOU et al. (2004) caracterizaram bioquimicamente pela
primeira vez a atividade catalitica da ADAM 33. Neste trabalho, foi demonstrado,

através de experimentos envolvendo o sitio catalitico da ADAM 33 e algumas
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seqliéncias de peptideos como substratos, que esta proteina estd envolvida mais
especificamente no processamento da proteina ligante de KIT-1. O gene c-Kit ¢ um
oncogene altamente expresso em AML (Leucemia mieldide aguda) e ¢ ativado pela
interagdo com seu ligante, principalmente, quando este estd ancorado a membrana
plasmatica das células (ASHMAN et al. 1999).

Assim como outras ADAMs, a ADAM33 parece estar relacionada com
adesdo celular. BRIDGES et al. (2005) mostraram em um estudo com as integrinas
P, asfs, € aoPl, a interacdo exclusiva da ADAM33 com a integrina awf3;. Esta
integrina ¢ expressa em neutrofilos e media eventos de adesdo que facilitam a
migracdo transendotelial destas células. Apesar da caracterizagdo desta interacao, sdo
necessarios mais estudos envolvendo a ADAM33 em eventos de adesdo para
esclarecer seu papel nestes processos.

Nao existem, até o momento, estudos que correlacionam o gene ADAM33 e o
cancer. No entanto, polimorfismos encontrados no gene ADAM33 parecem estar
significativamente associados com a suscetibilidade ao desenvolvimento de asma e a
hiperresponsividade dos bronquios. Acredita-se que tais polimorfismos afetem a
atividade proteolitica da proteina ADAM33 alterando dessa forma a clivagem
proteolitica de citocinas e fatores de crescimentos (SHAPIRO e OWEN 2002).
Varios SNPs foram encontrados no gene ADAM33 afetando tanto regides ndo
traduzidas como regides codificantes. Um dos polimorfismos que afetam a regido
codificante foi localizado no sitio catalitico do dominio de metaloproteinase e pode
afetar a ligacdo ao substrato e os parametros enzimaticos dessa proteina. Outro SNP
presente na regido codificante e que pode afetar a atividade enzimatica da ADAM 33

estd localizado no pré-dominio e pode interferir na a ativacdo do sitio catalitico
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(VAN EERDEWEGH et al. 2002; CHAE et al. 2003). Os SNPs localizados nos
introns e na regido 3" ndo traduzida parecem afetar o padrao de splicing e o turnover

do mRNA.



OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar a participa¢do de diferentes membros da familia ADAM no processo
de formagdo e progressdo de tumores de mama através do estudo do padrio de
expressao e de metilagdo da regido promotora dos diferentes membros em linhagens
tumorais de mama. Avaliar também o valor prognoéstico da presenca de metilagao na
regido promotora dos membros que se mostrarem diferencialmente metilados nas
linhagens tumorais através da analise do perfil de metilagdo em tumores de mama e

correlacdo com os dados clinico-patoldgicos das pacientes.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Identificar entre os membros que fazem a parte da familia ADAM aqueles
que possuam ilhas CpG em suas regides promotoras € que possam em teoria
ter seu padrdo de expressao regulado por metilagdo.

» Avaliar o padrao de expressao dos diferentes membros da familia ADAM em
linhagens tumorais e tecido normal de mama através de RT-PCR.

» Correlacionar para os diferentes membros da familia ADAM que
apresentaram expressao diferencial (ADAM 12 e 33) nas linhagens tumorais
de mama o padrao de metilacdo da regido promotora com o padrao de

expressao génica observado.
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» Confirmar o papel da metilagdo na regulagdo da expressdo dos membros
diferencialmente expressos nas linhagens tumorais de mama, ADAMs 12 e
33, através de ensaios com agentes desmetilantes.

» Avaliar o padrio de metilagdo dos membros diferencialmente expressos e
metilados, ADAMs 12 e 33, em amostras de tumores primarios de mama
através da técnica de MSP (Methylation Specific PCR).

» Correlacionar os dados de metilagdo das amostras tumorais com os dados
clinico-patologicos das pacientes a fim de avaliar a utilizagdo da metilagdo na
regido promotora desses genes como marcador molecular para o cancer de

mama.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL BIOLOGICO

Neste estudo foram utilizadas as linhagens tumorais de mama MCF-7, MDA -
MB-436 ¢ SKBR3 obtidas comercialmente através da ATCC (American Type
Culture Collection) e a linhagem HB4a cedida pelo Dr. Michael O"Hare do Instituto
Ludwig de Londres—Inglaterra. Também foram utilizados o DNA e mRNA
gentilmente cedidos pelo Dr. Michael O’Hare de um painel de 20 linhagens tumorais
de mama. As linhagens foram: MDA-MB-134, MDA-MB-415, MDA-MB-175,
MDA-MB-436, MDA-MB-435, MDA-MB-468, MDA-MB-453, BT-20, ZR-75-30,
ZR-75-1, CAMA-1, GI-101, 734b, CAL-51, MCF-7, SKBR-7, SKBR-5, SKBR-3,
PMC42 e DU4475. O DNA de mama normal foi obtido de peca de borda de tumor
considerada normal pelo patologista. O RNA mensageiro de tecido normal de mama
foi obtido comercialmente da Clontech e mantido a -70°C.

Além disso, foram utilizadas 108 amostras de tumores de carcinomas ductais
invasivos com pelo menos 3 anos de seguimento que estdo disponiveis no Banco de
Tumores do Hospital do Cancer A.C.Camargo/ Instituto Ludwig. Todas as amostras
catalogadas no Banco de Tumores foram obtidas mediante consentimento informado
dos pacientes e aprovagdo do comité de ética da Instituigdo.

As amostras obtidas do banco de tumores foram submetidas a nova avaliacao
patologica, com o auxilio do Dr. Fernando A. Soares e da Dra. Isabela W. Cunha do

Departamento de Anatomia Patologica do Hospital do Cancer A.C. Camargo, e
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macrodissecadas para separar areas normais ¢ de carcinoma “in situ” presentes na
peca. Foram utilizadas neste estudo apenas as areas de carcinoma ductal invasivo e

as bordas consideradas normais pelo patologista.

3.2 IDENTIFICACAO DOS MEMBROS DA FAMILIA ADAM QUE

POSSUEM ILHAS DE CPG EM SUAS REGIOES PROMOTORAS

Para a identificacdo da regido promotora dos diferentes membros da familia
ADAM, as seqiiéncias de mRNA de cada um dos membros descritos para humanos
foram alinhadas contra a seqiiéncia genomica humana, utilizando o programa
BLAST N e os bancos de dados Nr (Non-redundant) e/ou High Throughput Genome
Sequences (HTGS) do National Center of Biotechnology Info (NCBI)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). O nucleotideo inicial de cada alinhamento foi

determinado e, a partir deste, foram isolados fragmentos de aproximadamente 10kb
representando a regido promotora e os primeiros exons de cada um dos genes. Estes
fragmentos foram isolados obtendo-se aproximadamente S5kb anteriores e Skb
posteriores ao primeiro nucleotideo alinhado. Estes fragmentos foram submetidos a
analise da presenga de ilhas de CpG no programa CpGplot disponivel na pagina do
grupo European Bioinformatics Institute (EMBL)

(http://www.ebi.ac.uk/emboss/cpgplot/). Esta andlise seguiu o0s pardmetros

estipulados pelo CpGplot que compreendem uma regido de DNA maior que 200bp
contendo pelo menos 50% de G+C e uma razdo entre a freqiiéncia observada e a

esperada de dinucleotideos CG maior ou igual a 0,6.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
http://www.ebi.ac.uk/
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33 AVALIACAO DO PADRAO DE EXPRESSAO DOS

DIFERENTES MEMBROS DA FAMILIA ADAM

3.3.1 Desenho de iniciadores especificos

Neste trabalho foram selecionados para andlise de expressdo diferencial
apenas os membros da Familia ADAM que apresentaram em sua regido promotora
uma ilha de CpG. Iniciadores especificos para cada um dos membros da familia
ADAM foram desenhados na regido 3’ da molécula de mRNA e utilizados em
reagdes de RT-PCR para avaliar o padrdo de expressdo génica em tecido normal e
nas linhagens tumorais. Os iniciadores foram desenhados com o auxilio do programa
Oligotech e posicionados em exons diferentes para que uma eventual contaminagao
com DNA genomico pudesse ser detectada. As seqiiéncias dos iniciadores e o

tamanho dos fragmentos esperados na amplificagdo sdo mostradas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Iniciadores para as reacdes de RT-PCR de cada um dos membros
selecionados por apresentarem ilhas de CpG em suas regides promotoras.

ADAM/Iniciadores Seqiiéncia dos iniciadores Tamanho
ADAM 8 357 pb
RTPS81F 5' GGT CAT CAA GCC AACGTTCG 3'

RTP8IR 5' CAA GGC GGG GAG AAG GAA TTG 3'

ADAM 10 354 pb
RTP101F 5" GGG CAG TAT TAC TTA TGG G 3°
RTP101R 5'TTT AAG TAA TTC CAC CTG G 3'

ADAM 12 L 331 pb
RTPI21F 5' AGA ACA ACTCGG CTC ACTC 3
RTPI21R 5'TTT ACA AGT ACC TGT GCA AG 3'

ADAM 12 S
RTP12SF 5" TGG AGG AAG CAC AGACAGC3’ 234 pb
RTP12SF 5" CTG ACC GTC GTA ACT GAG ACA 3’
ADAM 15 223 pb
RTP151F 5' AAG CCA CTG CCT GCC GACC 3
RTP151R 5'CTT CAG TCA TGG TAG GGG AC 3
ADAM 17 259 pb
RTP171F 5' GGA TAA GAA ATT GGA TAA AC 3'
RTP171R 5'GTC CTT CTC AAA CCC ATC C 3'
ADAM 19 423 pb
RTP191F 5' AGA AGG CAC TCC CGG CAA AC 3
RTP191R 5' CCT GGG GCT GTA TAT TGC AC 3'
ADAM 22 308 pb
RTP222F 5' AAA ATA CCC TTA CCA ATG 3'
RTP222R 5'ATA TTT CAG TAG TTC TTT TC 3'
ADAM 33 328 pb
RTP331F 5'TTC CTG CTG GCC ATG CTCC 3'
RTP331R 5' ATC TTG GCA TCT GGA CTT G 3'
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3.3.2 Extracido de RNA

O RNA total das diferentes linhagens celulares utilizadas neste estudo foi
isolado utilizando TRIzol Reagent (Life Technologies USA), segundo especificagoes
do fabricante. A extragdo do RNA utilizando esse reagente ¢ uma adaptagdo do
método desenvolvido por CHOMCZYNSKI e SACCHI (1987).

A integridade dos RNAs foi visualizada aplicando-se 1ug do RNA total em
gel de agarose 1%. Antes de ser aplicado, o RNA foi desnaturado a 65°C por 5
minutos, sendo mantido em condi¢do desnaturante em tampao de amostra contendo
uréia (7 M uréia e 30% glicerol). Todos os procedimentos foram feitos com material
para uso exclusivo de RNA. A coloragdo foi feita com brometo de etideo e o gel
visualizado em luz UV. Desta maneira, foram considerados integros os RNAs que
apresentaram as bandas correspondentes aos RNAs ribossomicos 28S e 18S bem
evidentes, tendo a primeira o dobro da intensidade da segunda.

A quantificagdo do RNA foi feita através da leitura em espectrofotdmetro
com comprimento de onda equivalente a 260 nm, considerando-se que 1 Absysonm
equivale a 40 pg/ml de RNA. A relacdo entre as leituras realizadas a 260 ¢ 280 nm
foi utilizada como pardmetro na estimativa do grau de contaminacdo do RNA por

proteinas.

3.3.3 Sintese de cDNA

Um micrograma de RNA total foi transcrito reversamente a primeira fita de
cDNA na presenca de 200 U da enzima transcriptase reversa (Superscript II, Gibco-
BRL), utilizando 25 pmoles do iniciador OLIGO dT em uma reagdo com volume

final de 20 pl contendo tampdo 1X, 25 U de inibidor de RNAse (RNAsin, Promega)
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e 200 uM da mistura de todos os dNTPs. Inicialmente, a mistura de RNA, agua e
iniciadores foi incubada a 65°C por 5 minutos para abertura de possiveis estruturas
secundarias. A sintese de cDNA foi realizada a 42°C por 60 minutos e a enzima foi
inativada a 72°C por 15 minutos.

O gene constitutivo GAPDH (Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase) foi
utilizado como controle para analisar a qualidade do cDNA nas amostras e
comprovar a eficiéncia de sintese do mesmo. Uma aliquota de 1ul do cDNA foi
utilizada em reagdes de amplificagdo com volume final de 20 ul contendo 1X tampao
de Taq Polimerase (Invitrogen), 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 0,5 U Taq
polimerase (Invitrogen) e 20 pmoles de iniciadores especificos. As condigdes de
amplificacdo do gene constitutivo GAPDH foram: desnaturagdo do cDNA por 5
minutos a 94°C e, em seguida, 35 ciclos de desnatura¢do a 94°C por 45 segundos,
anelamento a 62°C por 45 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto. Ao final da
ciclagem, as moléculas foram estendidas por 6 minutos a 72°C. As seqiiéncias
correspondentes aos iniciadores utilizados para o gene constitutivo GAPDH foram:
GAPDH F (5 CTG CAC CAC CAA CTG CTT A 3") e GAPDH R (5" CAT GAC

GGC AGG TCA GGT C3").
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3.3.4 RT-PCR semi quantitativo

Para o estudo preliminar dos padrdes de expressao génica dos diferentes
membros da Familia ADAM, que possuem ilhas de CpG em suas regides
promotoras, foram utilizadas reagdes de RT-PCR semi-quantitativo. Para tanto, as
reacOes foram feitas em triplicatas para o gene em estudo, usando com controle
normalizador o gene constitutivo GAPDH. As reagdes foram realizadas em um
volume final de 20 ul contendo 1 pl do cDNA sintetizado, 1X tampao de Taq
Polimerase (Invitrogen), 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 0,5 U Taq polimerase
(Invitrogen) e 20 pmoles de iniciadores especificos. As condi¢des da reagdo foram: o
cDNA foi desnaturado por 5 minutos a 94°C e, em seguida, submetido a ciclos de
desnaturagdo a 94°C por 45 segundos, anelamento a temperatura especifica dos
iniciadores por 45 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto. Aliquotas da reagdo
foram retiradas em diferentes ciclos, no caso das ADAMs 8, 10, 15, 17, 19 e 22, os
ciclos de retirada foram: 28, 30 e 35; para as ADAMs 12 e 33 os ciclos de retirada
foram 30, 35 e 38 e, no caso do gene constitutivo GAPDH, os ciclos de retirada
foram: 16, 19 e 22. Os fragmentos amplificados foram visualizados em gel de

poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata.

3.3.5 Eletrofores em géis de poliacrilamida 8%

Os produtos das reagdes de RT-PCR foram analisados em gel de
poliacrilamida 8%. Estes géis foram feitos utilizando-se uma solugdo de
poliacrilamida e bis-acrilamida na propor¢do 29:1, TEMED (Life Technologies
USA), como catalisador da reagdo e persulfato de amonio (APS) 10%, como doador

de elétrons. A eletroforese foi conduzida em aparato de gel médio a 100 V por
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aproximadamente 1 hora. O gel foi incubado em cuba de vidro por 10 minutos em
solugdo fixadora (0,5% de 4cido acético glacial, 10% de etanol absoluto), sob
agitacdo, a temperatura ambiente. Esta solucdo foi substituida pela de nitrato de prata
(0,2% de nitrato de prata) e o gel foi incubado por mais 6 minutos. Apds
impregnacao do DNA com prata, o gel foi lavado com agua deionizada e a este foi
adicionado o revelador (30% de hidroxido de sodio e de 0,5% formaldeido) por mais
15 minutos, sob agitacdo, a temperatura ambiente. Apos a revelagdo, o gel foi

incubado em solugdo fixadora e seco em papel celofane.

3.3.6 RT-PCR em painel de linhagens tumorais de mama

O padrao de expressdo dos genes ADAMs 12 e 33 foi também verificado
através de RT-PCR em um painel de 20 linhagens tumorais de mama gentilmente
cedido pelo Dr. Michael O’Hare do Instituto Ludwig de Londres—Inglaterra. As
linhagens utilizadas foram: MDA-MB-134, MDA-MB-415, MDA-MB-175, MDA-
MB-436, MDA-MB-435, MDA-MB-468, MDA-MB-456, BT-20, ZR-75-30, ZR-75-
1, CAMA-1, GI-101, 734b, CAL-51, MCF-7, SKBR-7, SKBR-5, SKBR-3, PM(C42
E DU4475. A reacdao de PCR foi realizada conforme descrito no item 3.3.4 em um
unico tubo, retirado ao final de 38 ciclos. A visualizacdo da amplificagdo foi feita em
gel de agarose 1% e quantificada através de Southern Blot seguido de densitometria

utilizando o software LabWorks conforme descrito nos item 3.3.7.
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3.3.7 Quantificacdo da expressao diferencial dos membros da familia ADAM
através de Southern blot e densitometria

A quantificagdo da expressdo diferencial foi realizada através de Southern
Blot e densitometria apenas para aqueles membros que apresentaram alteracdes
aparentes no padrdo de expressdo nas linhagens tumorais em relacdo ao tecido
normal.

Para a confirmagdo e quantificagdo do padrao de expressao das ADAMs 12 e
33, que apresentaram alteragcdes no padrio de expressao, foi feito Southern Blot dos
produtos da reacdo de RT-PCR. Para tanto, os produtos de amplificagdo foram
aplicados em gel de agarose 1,0 % com brometo de etideo e depois transferidos para
membranas de nylon (Hybond-N"-Amersham Pharmacia Biotech). Antes da
transferéncia, os fragmentos de DNA foram quebrados através de exposicdo a luz
ultra-violeta (60 mJ/cmz), e o gel foi, entdo, incubado em solugdo desnaturante (1,5
M NaCl e 1,0 M NaOH) por 45 minutos e, em seguida, duas vezes em solucdo de
neutralizagdo (0,5 M Tris/HCI pH 7,5 e 1,5 M NaCl) por 30 minutos, sob agitagao
constante. A transferéncia foi feita conforme descrito por SOUTHERN (1975). Apoés
a transferéncia, as membranas foram lavadas em tampao apropriado (SSC 2X: 0,6 M
NaCl e 60 mM de Citrato de Sodio) e, em seguida, foi feito o cross-link em luz ultra-
violeta (120 mJ/cm?).

As sondas referentes aos fragmentos das ADAMs 12, 33 e GAPDH foram
marcadas com foésforo radioativo através da incorporagdo de nucleotideo [o-
32P]dCTP. A marcacio foi feita com o Random Primers Labeling System (Gibco-
BRL), seguindo-se as instru¢des do fabricante. As membranas foram hibridizadas

com as respectivas sondas radioativas no forno de hibridiza¢do a 65°C overnight em
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solucdo de hibridizagdo (0,25 M Na,HPO4, 7% SDS, 1% BSA, 1 mM EDTA)
(CHURCH e GILBERT 1984). Apds a incubagdo, as membranas foram lavadas em
solugdo de lavagem (0,25 M Na,HPOy, 1% SDS, 1 mM EDTA) durante 30 minutos a
65°C, por duas vezes. Finalmente, as mesmas foram expostas ao filme fotografico
(Kodak) a —80°C por periodos que variaram de 5 minutos a 24 horas e, depois,
revelados utilizando-se solugdes reveladoras e fixadoras conforme as especificagdes
do fabricante (Kodak).

A quantificagdo da alteragdo do padrdo de expressdo nas linhagens tumorais
em relacdo ao tecido normal dos genes das ADAMs 12 e 33 foi realizada utilizando o
software LabWorks (UPV Bioimaging Systems). Este software obtém a imagem a
partir da digitalizacdo dos filmes fotograficos referentes a cada gene. A intensidade
de cada banda foi obtida apos a delimitagdo da area da mesma por inteiro levando em
consideracdo a espessura total das mesmas.

Apds a obtencao da intensidade das bandas, o nivel de expressao de cada uma
das ADAMs nas diferentes amostras foi normalizado pelo nivel de expressdo do gene
constitutivo GAPDH. Pata tanto, o valor da intensidade de cada banda
correspondente ao membro da familia ADAM foi dividido pelo valor da intensidade
da banda correspondente do gene constitutivo GAPDH. Apds a normalizagdo, foi
feito o calculo para quantificar a expressdo de cada gene nas linhagens tumorais em
relacdo ao tecido normal. Quando nos filmes fotograficos foi observada a diminuig¢ao
da expressdo nas linhagens tumorais em relagdo ao tecido normal, este calculo foi
feito pela divisdo da razio do tecido normal pela razdo da linhagem tumoral. E nos
casos em que foi observado o aumento da expressio em linhagens tumorais, o

calculo foi feito pela divisdo da razdo da linhagem tumoral pela razdo do tecido
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normal. Amostras com razodes superiores a 3 foram consideradas diferencialmente

eXpressas.

3.4 CARACTERIZACAO DO PADRAO DE METILACAO DOS
PROMOTORES DOS MEMBROS DA FAMILIA ADAM
DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS EM LINHAGENS TUMORAIS

DE MAMA

3.4.1 Extraciao de DNA

Para a extracdo do DNA gendmico tanto das linhagens tumorais quanto dos
tecidos normais e tumorais obtidos do Banco de tumores do Hospital do Cancer A.C.
Camargo/Instituto Ludwig foi utilizado o método convencional de fenol/cloroféormio.
Resumidamente, as amostras foram digeridas durante toda a noite em tampao TES (1
M Tris/HCI pH 8,0, 0,5 M EDTA e 10% SDS) contendo 100 pg/ml de Proteinase K
e extraidas com o mesmo volume de fenol/cloroformio até a obtencdo de uma fase
aquosa transparente livre de proteinas. Apods recuperacdo da fase aquosa, o DNA foi
precipitado com 1/10 do volume de 3M Acetato de Sodio, pH 5,2 e 2 volumes de
etanol absoluto. Apds centrifugagdo, o precipitado de DNA foi lavado com etanol
70% e ressuspendido em TE (10 mM de Tris/HCl e 50 mM de EDTA pH 8,0) e
armazenado a 4°C. A qualidade e quantidade do DNA obtido foram avaliadas através
de eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com brometo de etideo e de leituras

em espectrofotdmetro, respectivamente.
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3.4.2 Tratamento do DNA com Bissulfito de Sodio

Os DNAs das linhagens, do tecido normal e das 108 amostras de tumores
primarios de mama do Banco de tumores do Hospital do Cancer A.C.
Camargo/Instituto Ludwig devidamente quantificados foram submetidos ao
tratamento com o bissulfito de sédio de acordo com HERMAN et al. (1996). Para
tanto, foi utilizado o Kit de tratamento “CpG Genome Modification Kit ” da empresa
Intergen. O tratamento foi iniciado pela desnaturagdo de 1 pg de DNA gendmico
com 0,21 M de NaOH por 10 minutos seguido do tratamento do DNA com bissulfito
de s6dio durante um periodo que variou de 16 a 20 horas a 55°C. Apds o tratamento,
o DNA foi purificado através de sua ligacdo a uma silica de carga positiva seguido de
varias lavagens com etanol e finalmente desligado da silica e recuperado pela
ressuspensdo em 40 ul de TE (10 mM Tris/HCl ¢ 1 mM EDTA pH 8,0). Os DNAs

tratado foram armazenados em freezer —70°C.
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3.4.3 Anailise do padrao de metilacio pela técnica do tratamento do DNA com
bissulfito de sodio seguida de seqiienciamento

Para a andlise do padrio de metilacdo, das ADAMs que apresentaram
expressdo diferencial, pela técnica do tratamento do DNA com bissulfito de sodio
seguida de seqlienciamento foram utilizados o tecido normal de borda de tumor e
linhagens tumorais que apresentaram e linhagens tumorais que ndo apresentaram a
expressao dos genes ADAM 12 e 33, diferencialmente expressos nas analises de
expressdo. As linhagens foram selecionadas analisando-se o padrao de expressao dos
2 genes ¢ pela disponibilidade de material em nosso laboratorio. As linhagens
selecionadas para essa analise foram: PMC-42, BT20, MCF-7, MDA-MB-435,
MDA-MB-468, SKBRS5 e 734B.

Para tanto foram desenhados iniciadores para amplificacdo das ilhas de CpG
dos genes ADAM 12 e 33. As seqiiéncias dos iniciadores para a analise do padrao de
metilacdo deste genes e os respectivos tamanhos dos fragmentos a serem
amplificados estdo mostrados na tabela 2. O desenho dos iniciadores ¢ um passo de
fundamental importancia neste processo, pois a regido onde os iniciadores foram
desenhados ndo deveriam conter nenhum dinucleotideo CG para que o anelamento
especifico dos iniciadores pudesse ocorrer independentemente do perfil de metilagdo
da regido. As reagcdes de PCR de cada fragmento a ser amplificado foram
padronizadas e uma reagdo de PCR nested foi utilizada na intengdo de aumentar a
especificidade e o rendimento da reagao.

As reacdes de PCR foram realizadas em um volume final de 25 ul por tubo
contendo 1x tampdo AmpliTaq Polimerase (Perkin Elmer), 3 mM MgCl,, 200 uM

dNTPs, 0,5 U de AmpliTaq Gold (Perkin Elmer), 20 pmoles de iniciadores ¢ 1-5 ul
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de DNA (0,02-0,1 pg/ul) previamente tratado com bissulfito de sodio. As reagdes
nested foram realizadas nas mesmas condigdes utilizando de 1-5 ul do produto da
primeira reacdo. As reagdes foram realizadas com incremento de 2°C na temperatura
de anelamento ap6s o primeiro ciclo e com aumento de mais 2°C apds o sexto ciclo,
seguindo com esta temperatura de anelamento até o final da reagdo. Para a primeira
reacdo de todos os fragmentos, a temperatura inicial de anelamento foi 48°C e para a
reagOes nested foi de 46°C. As condigdes de amplificagdo de cada fragmento, tanto
na primeira rea¢cdo como na reagdo nested, foram: desnaturagao inicial do DNA por
12 minutos a 94°C, seguida por 1 ciclo de desnatura¢do a 94°C por 3 minutos,
temperatura inicial de anelamento por 3 minutos e extensdo a 72°C por 2 minutos,
seguida por 5 ciclos de desnaturag¢do a 94°C por 3 minutos, segunda temperatura de
anelamento por 3 minutos e extensio a 72°C por 2 minutos e, por fim, seguida de 35
ciclos sucessivos de desnaturagdo a 94°C por 1 minuto, temperatura final de
anelamento por 1 minutos e extensdo a 72°C por 1 minuto. Ao final da ciclagem, as
moléculas foram estendidas por 7 minutos a 72°C. A analise da amplificagdo foi feita

sempre para as reagdes nested em gel de poliacrilamida 8%.

Tabela 2 - Iniciadores para as reagdes de PCR com DNA tratado com Bissulfito de
Sédio e o tamanho do fragmento a ser amplificado
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Ilha  Iniciador Seqiiéncia Tamanho
12 B12.2.1F 5> GGT TTT TAG TGT AGT AGT TTT 3’
BI12.2.1R 5> AAC CCA AAT ACTTCT TAC AATC3’
B12.2.2F 5TTGAGT TTTTTT AGT TTT TTATTTTTA A 3’ 715pb
B12.2.2R 5> ACCCTT TTC TAA ATC CAA ATC 3’
33 B33.1F 5" AGG GAG TTA TGT TTT TTG TTT TGT TAG 3”
B33.1R 5" ATT ACC TAA ACC TTC CTA TCC TTA 3’
B33.2F 5" TTG ATT TGA GTT TTG AGT AGA ATT TAT 3’ 742 pb
B33.2R 5" ACA CCC AAT ACA AAT AAATAACC3’

Os fragmentos amplificados foram purificados em gel de agarose 1,0%
utilizando QIAquick gel Extraction Kit (Qiagen), seguindo as especificagdes do
fabricante, e clonados. Para a clonagem dos fragmentos foi utilizado o pGEM-T-Easy
(Promega) segundo instrugdes do fornecedor. O produto de ligacdo foi utilizado para
transformagdo de bactérias E. coli (JM109 ou DH5a) eletrocompetentes tratadas com
glicerol 10%, que apos a transformagdo foram selecionadas em placa de petri
contendo meio Circle Grow e ampicilina. Para a selecdo dos clones a serem
seqilienciados foi realizado um screening de 12 coldnias de cada placa através de uma
reacdo de PCR, onde em cada tubo uma colonia selecionada foi palitada. As reagdes
foram realizadas em um volume final de 20 pl contendo 1X tampao de Taq
Polimerase (Invitrogen), 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTPs, 0,5 U Taq polimerase
(Invitrogen) e 20 pmoles de iniciadores especificos para o plasmideo (FOWARD:
5'CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC 3" e REVERSE: 5'TCA CAC AGG
AAA CAG CTA TGA C 3’). As condicdes da reagdo foram: desnaturacdo por 4
minutos a 94°C e em seguida submetido a 30 ciclos de desnaturagdo a 94°C por 45
segundos, anelamento a 55°C por 45 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto. Ao

final da ciclagem as moléculas foram estendidas por 7 minutos a 72°C.
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O seqiienciamento dos fragmentos de DNA tratados com bissulfito de sodio
foi realizado segundo a técnica de terminagdo com dideoxinucleotideos descrita por
SANGER et al. (1977), utilizando-se o Kit Big Dye terminator (Applied Biosystems)
seguindo as instrugdes do fornecedor. Os produtos do seqiienciamento foram
submetidos a eletroforese por capilaridade no seqiienciador automatico de DNA ABI
3100 (Applied Biosystems). Para cada fragmento clonado, foram seqiienciadas 5

coldnias, cada uma representando um alelo.

3.4.4 Tratamento das linhagens tumorais com o agente desmetilante 5'-AZA-
2’-deoxicitidina.

Para confirmar o papel da metilagdo na regulagdo da expressdo dos genes
ADAM 12 e 33, as linhagens MCF-7 ¢ SKBR-3, que normalmente ndo expressam
estes genes, foram tratadas com o agente desmetilante 5-aza-2’-deoxicitidina. Uma
quantidade de 10° células foi adicionada a placas de 100mm e cultivada por 48 horas.
Ap0s este periodo as linhagens foram tratadas com o agente desmetilante 5'-aza-2’-
deoxicitidina. A linhagem tumoral MCF-7 foi tratada com 1 uM e 10 uM ¢ a
linhagem SKBR3 com 0,75 uM e 1 uM da droga. Apds um periodo de 2 a 6 dias as
células foram lavadas com PBS e 0 DNA e o RNA total foram extraidos.

A partir do RNA obtido das linhagens tratadas o cDNA foi sintetizado e
reagdes de RT-PCR para as ADAMs 12 e 33 foram realizadas conforme descrito no
item 3.3.4. Os produtos foram inicialmente visualizados em gel de poliacrilamida 8%
conforme descrito no item 3.3.5. Para a confirmagao da re-expressao os produtos de
PCR foram entdo transferidos para uma membrana de Nylon conforme descrito no

item 3.3.6 ¢ hibridizados com as sondas especificas para estes genes.
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3.4.5 Anailise do padriao de metilacdo pela técnica do tratamento de dna com
bissulfito de sodio seguida de pcr especifico para metilacao (MSP).

Os DNAs das 108 amostras tumorais e 10 tecidos normais de borda de tumor
previamente tratados com bissulfito de sédio foram utilizados para a analise do
padrao de metilagdo das ADAMs 12 e 33 através da técnica de PCR especifico para
Metilagdo (MSP). Esta técnica consiste na amplificacdo de fragmentos utilizando
iniciadores especificos para as situagdes metiladas (M) e ndo metiladas (U).

Um passo muito importante nesta técnica ¢ o desenho dos iniciadores
especificos, que devem ser posicionados englobando dinucleotideos presentes em
sitios de ligacdo de fatores de transcricdo e que sejam importantes no processo de
regulacdo da expressdo nestes genes. Para tanto, as ilhas de CpG de cada gene foram
analisadas quanto a presenca de sitios de ligagdo do fator de transcricdo SP1 através
da ferramenta TESS (Transcription Element Search System) disponibilizada na
Internet pelo Laboratorio de Biologia Computacional e Informatica da Universidade

da Pensilvania (http://www.cbil.upenn.edu/tess) ¢ os dinucleotideos englobados por

estes sitios foram localizados.

Analisando a localizacdo dos dinucleotideos CpG presentes em sitios de
ligacdo do fator de transcri¢do SP1 e os padrdes de metilagao das regides de interesse
em tecido normal e nas diferentes linhagens tumorais analisadas, foram selecionados
aqueles dinucleotideos em sitios do fator de transcrigdo que se apresentavam
diferencialmente metilados no tecido normal e nas linhagens tumorais. Desta forma,
evitando a formagao de tetraplex de guanidina (devido a grande concentragdo de CG
da area) e observando a homogeneidade entre as temperaturas de anelamento dos

oligonucleotideos, os iniciadores foram desenhados englobando estes dinucleotideos.


http://www.cbil.upenn.edu/tess
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A seqiliéncia dos iniciadores, a temperatura de anelamento e os dinucleotideos
englobados por cada iniciador estdo resumidos na tabela 3

As reagdes de MSP foram entdo padronizadas variando-se a temperatura de
anelamento, a concentracdo final de MgCl, na reagdo ¢ o tempo de duracdo dos
ciclos. As reacdes de MSP foram realizadas em um volume final de 25 pl com os
seguintes reagentes: 0,24 mM de dNTPs (Amersham Bioscience); 0,32 uM de cada
iniciador (Forward e Reverse); 1,5 mM de MgCL, (Applied Biosystem); 1U de Taq
Platinum (Invitrogen) e 1pl de DNA tratado com bissulfito de sddio. As condigdes de
amplificagdo foram: 95°C por 10 minutos para a ativa¢do da enzima seguido de 40
ciclos de 95°C por 30 segundo, seguidos de 30 segundos de anelamento a 65°C e por
30 segundos a 72°C de extensdo, e uma extensdo final de 5 minutos a 72°C. Como
controles positivos para as situagdes metiladas foi utilizada a linhagem MCF-7 e para
a situacdo ndo metilada a linhagem HB4a. As reagdao de MSP foram analisadas em

géis de poliacrilamida 8%.
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Tabela 3: Relacao dos iniciadores para as reagdes de MSP

Nome Seqiiéncia ™ CpGs
Situagdo
Metilada
12.2MF2 5" TTT GGG CGT TTA GGG TCG G 3° 69,7°C 6/7
12.2MF3 5" AAA AGT TGG ATC GTG TCG TCG 3’ 68,9°C 20/21/22
12.2MR1 5" CCA AAA TCC CGC CCC GAA 3 69,1°C 41/42
12.2MR2 5" ACC AAA CGC ACA TAC GAC GA 37 68,3°C 6/7
332MF2 5"TTT ATC GTT TTA TTT TAT TAC GTC GCG GT 3’ 70,9°C 10/11/12/13
33MF3 5" GTT CGG GTC GGT TAT TCG AGG 3’ 72,8°C 17/18/19
33MRI1 5" CCA CCT CCC ACC GCC CG 3’ 75,6°C 40/41
33MR2 5" CCT CCC CTC CCC GCC AA 3’ 73,1°C 37
Situacdo Nao
Metilada
12.2UF2 5"TTT TTT GGG TGT TTA GGG TTG G 3° 67,6°C 6/7
12.2UF3 5" TGA AAA GTT GGA TTG TGT TGTT G 3’ 67,0°C 22/21/22
12.2UR1 5"CCA AAATCCCACCCCAAACYT’ 68,3°C 41/42
12.2UR2 5"CTA CCA AAC ACA CAT ACAACAAC3T’ 68,2°C 6/7
33UF2 5" TGT TTA TTG TTT TAT TTT ATT ATG TTG TGG T 3’ 67,7°C 10/11/12/13
33UF3 5'AGG GAT GGT TTG GGT TGG TTATTT G 3’ 72,5°C 17/18/19
33UR1 5" CCC ACCTCC CAC CACCCA 3’ 73,6°C 40/41
33UR2 5" ACC TCC CCT CCC CAC CAA 3’ 71,3°C 37

3.5 CORRELACAO ENTRE O PADRAO DE METILACAO NOS
TUMORES PRIMARIOS DE MAMA E OS DADOS CLINICO-

PATOLOGICOS DAS PACIENTES.

3.5.1 Obtencao dos dados clinico-patologicos.

Para cada um dos casos foram levantados os dados clinico-patologicos
referentes as pacientes através da analise dos prontudrios arquivados no “Servigo de
Arquivo Médico” (SAME) do Hospital do Cancer A.C. Camargo com o auxilio da
Dra. Isabela W. Cunha do Departamento de Anatomia-Patologica e do Dr. José A.
Rinck do Departamento de Oncologia Clinica do mesmo hospital.

Os dados clinicos levantados incluem: a data de nascimento, a data do
diagnoéstico da doenca, realizagdo de quimioterapia neoadjuvante antes da cirurgia,

estadio da doenca no momento da avaliagdo clinica, o estadiamento do tumor
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segundo a Classificacdo TNM da Unido Internacional contra o Cancer (UICC),
tamanho do tumor, classificacdo do grau histolégico conforme o SBR (Sistema de
Bloom & Richardson), a presenca de linfonodos positivos, presenga dos marcadores
moleculares ER (receptor de estrogeno), c-erbB2 e p53, a presenca de metastases no
momento da cirurgia, a presenga de recidivas a distancia e a sobrevida da paciente. O
tempo minimo de seguimento das pacientes foi de 3 anos. As estratégias para a
detec¢do de metastases a distancia incluiram: cintilografia 6ssea, ultra-sonografia de

figado, tomografia computadorizada e radiografia da regido toracica.

3.5.2 Analise estatistica dos dados.

A andlise estatistica da associagdo entre as variaveis qualitativas foi realizada
utilizando o programa SPSS 12.0 (Statistical Package for Social Science) através do
teste do qui-quadrado ou teste exato de Fisher e a analise de sobrevida foi realizada
pelo método de Kaplan-Meier, com o teste de log-rank para a comparagdo das
curvas. Para todos os teste estabeleceu-se um erro a= 5%, ou seja, os resultados
foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05. Estas analises
foram realizadas com o auxilio da Dra. Karina B. Ribeiro do Departamento de

Registro Médico Hospitalar do Hospital do Cancer A.C. Camargo.
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4 RESULTADOS

4.1 IDENTIFICACAO DE ILHAS DE CpG NA REGIAO

PROMOTORA DOS DIFERENTES MEMBROS DA FAMILIA ADAM.

Para a identificagdo de ilhas CpG na regido promotora dos diferentes
membros da familia ADAM descritos em humanos, as respectivas seqiiéncias de
mRNAs foram alinhadas contra a seqiiéncia do genoma humano utilizando o
programa BLAST N, como descrito no item 3.2 do Material e Métodos.

Os membros da familia ADAM descritos em humanos estio listado na tabela
4 juntamente com os numeros de acesso no GenBank das seqiiéncias de mRNA, a
localizagdao cromossdmica e o numero de acesso no GenBank do clone gendmico em
que o inicio da seqiiéncia do mRNA foi alinhado. Através dessas analises foi
possivel mapear na seqiiéncia genomica humana todos os 21 membros descritos para
humanos.

A partir destes alinhamentos foi selecionada na seqiiéncia gendmica uma
regido de 5Kb upstream e 5Kb downstream do primeiro nucleotideo alinhado com a
seqiiéncia de mRNA. A regido gendmica de 10Kb, que compreende a regido
promotora € os primeiros exons dos diferentes membros, foi entdo utilizada para a
identificagdo das ilhas de CpG através do programa CpGplot. Esse programa analisa
os parametros que definem uma ilha de CpG. Esses parametros sao uma regiao maior

que 200bp, ter uma razao entre a freqiiéncia observada e esperada de dinucleotideos
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CpG maior ou igual a 0,6 e conter pelo menos 50% de C+G (GARDINER-GARDEN
e FROMMER 1987).

Foi possivel identificar ilhas de CpG nos fragmentos gendmicos
correspondentes a 9 dos 21 membros analisados. Os resultados obtidos utilizando o
programa CpG plot estdo representados nas figuras 6 a 14. Os membros que
apresentaram ilhas de CpG em sua regido promotora ¢/ou nos primeiros exons foram:
ADAMs 8, 10, 12, 15, 17, 19, 22, 23 e 33. Como mencionado anteriormente, foi
demonstrado em nosso laboratério que o gene ADAM 23 apresenta ilha de CpG em
sua regido promotora ¢ a analise do padrao de expressdo e metilagdo deste membro
foi realizada paralelamente a este projeto, e excluida de nossas analises.

Tabela 4: Membros da Familia ADAM descritos em humanos, nimero de acesso no

GenBank, localiza¢do cromossdmica e o nimero de acesso do clone gendmico no
qual esté localizado o primeiro nucleotideo do mRNA.

ADAM  Numero de acesso do Localizacao Numero de aceso do
mRNA Cromossdmica clone gendmico

1 Y 09232 12q24 AC003029
2 Us52370 8pll.2 AC 136365
3 X89657 8p21-pl2 AC007861
7 AF215824 8p21.1 AC024958
8 D26579 10q26 AL592071
9 U41766 8pl1.21 AC105089
10 AF009615 15g21 AC091046
11 D17390 17q21.3 AC005180
12 AF023476 10g26 AL589787
15 u41767 1921.3 AC021890
17 U69611 2q25 AC073195
18 AJ133004 8pl1.22 AC104998
19 Y 13786 5932 AC008676
20 AF029899 14q24.1 AL357153
21 AF158644 14 Al1391223
22 AF073291 7921 AC005075
23 AB009672 2q33 AC009225
28 AJ242015 8p21.1 AC044891
29 AF171929 4q343 AC105914
30 AF171933 Ip13-pl1 AL359752

33 AB055891 20p13 AP002898
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dinucleotideos CG em toda a extensdo do fragmento gendmico; (B) representagdo grafica da
porcentagem de CG em toda a extensdo do fragmento gendmico; (C) representagdo grafica da
localizagdo da Ilha de CpG no fragmento gendmico; e (D) resultado contendo o tamanho e a
localizacdo da ilha de CpG em relacdo ao fragmento gendmico e os parametros utilizados pelo

programa CpGplot.

Figura 6 - Identificagdao de ilhas de CpG na regido promotora e primeiros exons do

gene ADAMS através do programa CpGplot.
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localizagdo da ilha de CpG em relacdo ao fragmento gendmico e os parametros utilizados pelo

programa CpGplot.

Figura 7 - Identifica¢do de ilhas de CpG na regido promotora e primeiros exons do

gene ADAMI10 através do programa CpGplot.
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localizagdo da ilha de CpG em relagdo ao fragmento gendmico e os parametros utilizados pelo

programa CpGplot.

Figura 8 - Identifica¢do de ilhas de CpG na regido promotora e primeiros exons do

gene ADAMI12 através do programa CpGplot.
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localizagdo da ilha de CpG em relagdo ao fragmento gendmico e os parametros utilizados pelo

programa CpGplot.

Figura 9 - Identifica¢do de ilhas de CpG na regido promotora e primeiros exons do

gene ADAMI1S5 através do programa CpGplot.
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programa CpGplot.

Figura 10 - Identificacdo de ilhas de CpG na regido promotora e primeiros exons do

gene ADAM17 através do programa CpGplot.



65

ADAM 19

Obperved v Expected

A —— e : : §
3s -
A e d ) nﬂll'\nhh'h A #1 MﬂMHrfhﬁhn
=n 2000 4000 s ik BO0D
Pereentage
B-)& ;
5 &
7 o
g af
"o 2{;30 I Base number : EC:m
C_)q Putative lelenda .
i ?
= &
30 P =5 a0 e
]}_) Base Humber

CPGPLOT islands of unusual CG composition
EMBOSS_001 from 1 to 2896

Obgerved/Expected ratic > 0.60
Parcent C + Percent G > 50.00
Length > 200
Length 287 (4479..4765)
Length 705 (4836..5540)
Length 285 (5743..6027)
Legenda: (A) representagdo grafica da razdo entre o observado/esperado da freqiiéncia de
dinucleotideos CG em toda a extensdo do fragmento genOmico; (B) representagdo grafica da
porcentagem de CG em toda a extensdo do fragmento gendmico; (C) representagdo grafica da
localizagdo da Ilha de CpG no fragmento gendmico; e (D) resultado contendo o tamanho e a
localizagdo da ilha de CpG em relagdo ao fragmento gendmico e os parametros utilizados pelo

programa CpGplot.

Figura 11 - Identificacdo de ilhas de CpG na regido promotora e primeiros exons do

gene ADAMI19 através do programa CpGplot.



66

ADAM 22
.;";.— Obsarved v Expected
)
'“§~ ok :
i T PR gy Al ]
0.0 .z 0.4 n.s6 0.8 1.0,
Bas# number {x107)
B— Percentage
)
2
s 2
fs
2 g
I:I‘:I.IZF IZI-IE ﬂ.ld- e i IZI.IE IZI.IB {t‘jg*}
C-) !
Futative lslonds
i |
= s
E‘ i Il Il 1 1
.0 0.2 = TR | 03 {:;i%]
uriber
D-)

CPGPLOT islands of unusual CG composition
EMEOSS_ 001 from 1 teo 10020

Obzerved/Expected ratio > 0.60
Parcent C + Percent G > 50.00
Length » 200

Length 544 (4564..5107)

Length 286 (5598..5883)

Legenda: (A) representagdo grafica da razdo entre o observado/esperado da freqiiéncia de
dinucleotideos CG em toda a extensdo do fragmento genOmico; (B) representagdo grafica da
porcentagem de CG em toda a extensdo do fragmento gendmico; (C) representagdo grafica da
localizagdo da Ilha de CpG no fragmento gendmico; e (D) resultado contendo o tamanho e a
localizagdo da ilha de CpG em relagdo ao fragmento gendmico e os parametros utilizados pelo

programa CpGplot.

Figura 12 - Identificacdo de ilhas de CpG na regido promotora e primeiros exons do

gene ADAM22 através do programa CpGplot.
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Legenda: (A) representagdo grafica da razdo entre o observado/esperado da freqiiéncia de
dinucleotideos CG em toda a extensdo do fragmento genOmico; (B) representagdo grafica da
porcentagem de CG em toda a extensdo do fragmento gendmico; (C) representagdo grafica da
localizagdo da Ilha de CpG no fragmento gendmico; e (D) resultado contendo o tamanho e a
localizagdo da ilha de CpG em relagdo ao fragmento gendmico e os parametros utilizados pelo

programa CpGplot.

Figura 13 - Identificacdo de ilhas de CpG na regido promotora ¢ primeiros exons do

gene ADAM23 através do programa CpGplot.
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CPGPLOT islands of unusual ©G composition
EMBOSS 001 from 1 to 9120

Obzsarved/Expacted ratio > 0.860
Percent C + Percent &G > 50.00
Length > 200

Length 514 (4912..5425)

Length 263 (5755..6017)

Legenda: (A) representagdo grafica da razdo entre o observado/esperado da freqiiéncia de
dinucleotideos CG em toda a extensdo do fragmento gendmico; (B) representagdo grafica da
porcentagem de CG em toda a extensdo do fragmento gendmico; (C) representagdo grafica da
localizagdo da Ilha de CpG no fragmento gendmico; e (D) resultado contendo o tamanho e a
localizacdo da ilha de CpG em relacdo ao fragmento gendmico e os parametros utilizados pelo

programa CpGplot.

Figura 14 - Identificacdo de ilhas de CpG na regido promotora e primeiros exons do

gene ADAMB33 através do programa CpGplot.
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Cada uma das ilhas identificadas possui tamanhos e porcentagens de CG
diferentes que estdo listadas na tabela 5. Podemos observar que a porcentagem de
CG nas diferentes ilhas ¢ alta e varia de 62% na ilha da ADAM 22 a 75% na ilha da
ADAM 8. Os tamanhos destas ilhas também variam de 341bp no gene da ADAM 8§
até 1280bp no gene da ADAM 10. Para as seqiiéncias que apresentaram mais de uma
ilha CpG, foram selecionadas para analise as que se localizavam na regido promotora

logo acima do primeiro nucleotideo alinhado.

Tabela 5 - Caracteristicas das ilhas de CpG identificadas na regido gendmica
correspondente a regido promotora e primeiros exons dos diferentes membros da
familia ADAM.

ADAM %CG Tamanho (pb)

8 75 341

10 70 1280

12 72 1121

15 67 906

17 64 792

19 71 705

22 62 544

23 69 853

33 73 514

42 ESTUDO DO PADRAO DE EXPRESSAO DOS DIFERENTES
MEMBROS DA FAMILIA ADAM QUE APRESENTARAM ILHAS DE

CpG EM SUAS REGIOES PROMOTORAS.

O RT-PCR semi-quantitativo foi conduzido conforme descrito no item 3.3.4
do Material e Métodos para avaliar a expressdo dos diferentes membros da familia
ADAM no tecido normal de mama e nas linhagens tumorais MCF-7 e MDA-MB-

436, que estavam disponiveis para cultivo no laboratério no inicio desse trabalho.
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Dentre as 8 ADAMs que possuem ilhas de CpG em seus promotores apenas as
ADAMs 12 e 33 apresentaram alteragdes no padrao de expressdo em nossos ensaios
preliminares (figura 15). O gene ADAM 12 apresentou uma redugdo significativa em
sua expressdao nas duas linhagens tumorais em relagdo ao tecido normal e o gene

ADAM 33 se mostrou expresso apenas no tecido normal de mama.

Mama Normal MD A-MB-436 MCF-7
ADAM GAPDH ADAM GAPDH AD AN GAPDH

Figura 15 - RT-PCR semi-quantitativo. Géis de poliacrilamida representando a
expressdo dos diferentes genes da Familia ADAM analisados no tecido normal e

nas linhagens tumorais MCF-7 e MDA-MB-436.

Com base nesses resultados preliminares, o padrdo de expressdo dos genes
ADAM 12 (isoformas L e S) e ADAM 33 também foi analisado por RT-PCR em um
painel ampliado composto por 20 linhagens tumorais de mama gentilmente cedidas
pelo Dr. Michael O’Hare do Instituto Ludwig de Londres. Os fragmentos de RT-

PCR foram transferidos conforme descrito por SOUTHERN (1975) para uma
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membrana de Nylon. A hibridizagdo da membrana foi realizada com sondas
especificas para as ADAMs 12L, 1285, 33 e para o gene constitutivo GAPDH e as
mesmas foram expostas ao filme fotografico que foi posteriormente revelado. A
intensidade das bandas referentes a expressio de cada ADAM e do controle
constitutivo GAPDH foram obtidas utilizando o software LabWorks e a diferenca de
expressao foi calculada como descrito no item 3.3.7. do Material e Métodos

Na Figura 16 estdo representadas as duas isoformas do gene ADAM 12 ¢ a
posicdo da ilha de CpG na regido promotora. No caso da isoforma L, ndo foi
detectada expressdo em 10 das 20 linhagens tumorais estudadas (50,0%), foram
observados niveis reduzidos de expressdo em relagdo ao tecido normal em 5 das 20
linhagens tumorais (25,0%) e ndo foi observada diferenca de expressdo em 5 das 20
linhagens tumorais (25,0%) (figura 17). A quantificagdo desta diferenca de expressao
revelou uma diminui¢do da expressdo deste gene que varia de 5 vezes na linhagem
tumoral PMC-42 a 353,3 vezes na linhagem tumoral SKBR-3 (Tabela 6).

No caso do estudo de expressdo da isoforma S, ndo foi detectada expressao
em 13 das 20 linhagens tumorais estudadas (65,0%), foram observados niveis
reduzidos de expressao em relacdo ao tecido normal em 4 das 20 linhagens tumorais
(20,0%) e nao foi observada diferenca de expressdo em relagdo ao tecido normal em
3 das 21 linhagens tumorais (15,0%) (Figura 17). A quantificacdo da diferenca de
expressao revelou uma diminui¢do da expressao deste gene que varia de 3,9 vezes na
linhagem tumoral MDA-MB-134 a 5,5 vezes nas linhagens tumorais MDA-MB-175
e MCF-7 (Tabela 6).

Nesta analise podemos observar:
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a auséncia da expressdo de ambas isoformas da ADAM 12 em 7 das 20
linhagens tumorais estudadas (35,0%),

a redugdo da expressdo das 2 isoformas em 2 das 20 linhagens tumorais
estudadas (10%),

6 das 20 linhagens tumorais estudadas (30,0%) apresentaram, mesmo que
reduzido em relagdo ao tecido normal, somente a expressao da isoforma L,

3 das 20 linhagens tumorais (15,0%) apresentaram, mesmo que reduzidas em
relacdo ao tecido normal, apenas a expressao da isoforma S e

2 das 20 linhagens tumorais estudadas (10,0%) ndo apresentaram diferenga na

expressao em relacdo ao tecido normal de nenhuma isoforma.

ADAMIZIL i 1 +—t+—++H——t—H
ADAMIZS | 4 t o H——
MalEcpe |

Legenda: a composicdo de exons ([1) e introns (<) das diferentes isoformas (ADAMI12L: isoforma
longa; ADAMI12S: isoforma curtaB).

Figura 16 - Representacdo grafica das duas isoformas do gene ADAM 12 e a
posi¢do da ilha de CpG na regido promotora.
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Legenda: Southern Blot das reacdes de RT-PCR da ADAM 12 isoforma L (painel superior), da
isoforma S (painel inferior) e do gene constitutivo GAPDH no painel de linhagens tumorais de mama.
1- mama normal; 2- MDA-MB-134; 3- MDA-MB-415; 4- MDA-MB-175; 5- MDA-MB-436; 6-
MDA-MB-435; 7- MDA-MB-468; 8- MDA-MB-456; 9- BT-20; 10- ZR-7530; 11- ZR-751; 12-
CAMA-1; 13- GI101; 14- 734B; 15- CALS1; 16- MCF-7; 17- SKBR-7; 18- SKBR-5; 19- SKBR-3;
20- PMC42 e 21- DU4475.

Figura 17 - Southern Blot das rea¢des de RT-PCR das diferentes isoformas da

ADAM 12 e do gene constitutivo GAPDH no painel de linhagens tumorais de mama.

Tabela 6 - Dados de densitometria utilizando o software LabWorks do gene ADAM
12 em painel de linhagem tumoral de mama. (N/T) nimero de vezes em que a
expressao do gene esta diminuida na linhagem tumoral em relacdo ao tecido normal.

Amostra Linhagem Razao N/T Razao N/T
ADAM 12 S ADAM 12 L

2 MDA-MB-134 3,9 52,1
3 MDA-MB-415 0 0

4 MDA-MB-175 5,5 16,5
5 MDA-MB-436 2,4 0,9
6 MDA-MB-435 0 1,0
7 MDA-MB-468 0 29
8 MDA-MB-453 42 0

9 BT-20 0 0
10 ZR-7530 0 0
11 ZR-751 0 0
12 CAMA-1 0 29
13 GI101 1,2 1,7
14 734B 0 0
15 CALS1 0 0
16 MCE-7 5,5 0
17 SKBR-7 0 0
18 SKBR-5 1,1 0
19 SKBR-3 0 353,9
20 PMC42 0 5,0
21 DU4475 0 119,1
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No caso da ADAM 33, os iniciadores utilizados analisaram a expressao das 2
isoformas descritas simultaneamente e ndo permitem distinguir as duas isoformas,
uma vez que estdo localizados em exons comuns as duas. Na figura 18 estdo
representadas as duas isoformas do gene ADAM 33 e a posi¢ao da ilha de CpG na
regido promotora.

A andlise da diferenca de expressdo da ADAM 33 entre o tecido normal ¢ o
painel de 20 linhagens tumorais revelou:

uma diminui¢do nos niveis de expressdo em 6 das 20 linhagens estudadas

(30,0%),

uma completa inibicdo da expressdo em 13 das 20 linhagens tumorais

(65,0%) e

a auséncia de diferenca de expressdo em relagdo ao tecido normal em 1 das

20 linhagens tumorais estudadas (5,0%) (figura 19).

A diminui¢do nos niveis de expressdo variou de 3,3 vezes na linhagem

tumoral SKBR-5 a 234, 6 vezes na linhagem tumoral SKBR-7 (Tabela 7).

ADAM33 B }
Iha IE (36

ADANM33 A Fl o
1

Legenda: a composicdo de exons ([]) e introns (<) das diferentes isoformas (isoA: isoforma A; isoB:
isoforma B) .

Figura 18 - Representacdo grafica das duas isoformas do gene ADAM 33 e a
posicao da ilha de CpG na regido promotora.
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Legenda: 1- mama normal; 2- MDA-MB-134; 3- MDA-MB-415; 4- MDA-MB-175; 5- MDA-MB-
436; 6- MDA-MB-435; 7- MDA-MB-468; 8- MDA-MB-456; 9- BT-20; 10- ZR-7530; 11- ZR-751;
12- CAMA-1; 13- GI101; 14- 734B; 15- CALS51; 16- MCF-7; 17- SKBR-7; 18- SKBR-5; 19- SKBR-

3;20- PMC42 e 21- DU4475.

Figura 19 - Southern Blot das reagoes de RT-PCR da ADAM 33 (painel superior) e

do gene constitutivo GAPDH (painel inferior) no painel de linhagens tumorais de

mama.

Tabela 7 - Dados de densitometria utilizando o software LabWorks do gene ADAM
33 em painel de linhagem tumoral de mama. (N/T) numero de vezes em que a
expressao do gene esta diminuida na linhagem tumoral em relagdo ao tecido normal.

Amostra Linhagem Razdo N/T

2 MDA-MB-134 0

3 MDA-MB-415 0

4 MDA-MB-175 0

5 MDA-MB-436 4,2
6 MDA-MB-435 0

7 MDA-MB-468 0

8 MDA-MB-456 0

9 BT-20 0
10 ZR-7530 1,1
11 ZR-751 0
12 CAMA-1 0
13 GI101 0
14 734B 0
15 CALS1 4,9
16 MCE-7 12,7
17 SKBR-7 234,6
18 SKBR-5 33
19 SKBR-3 0
20 PMC42 68,5
21 DU4475 0
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43 ANALISE DO PADRAO DE METILACAO DA REGIAO
PROMOTORA DOS GENES ADAM 12 E ADAM 33 EM TECIDO

NORMAL E LINHAGENS TUMORAIS DE MAMA.

A metodologia de tratamento do DNA com bissulfito de sodio seguida de
amplificagdo por PCR, clonagem e seqilienciamento foi utilizada para verificar a
existéncia de correlagcdo entre o padrdo de expressdo dos genes ADAM 12 e 33 e a
presenca de metilagdo em suas regides promotoras nas linhagens tumorais e tecido
normal de mama. Foram selecionadas para esta andlise linhagens celulares que
expressam os genes ADAM 12 e 33 e linhagens nas quais a expressdo desse genes
nao pode ser detectada por RT-PCR.

Nesta analise foi possivel verificar a correlagdo positiva entre o padrao de
metilagdo e o de expressao de ambos os genes analisados em algumas linhagens
tumorais. No geral, as linhagens tumorais que ndo apresentam expressao destes genes
apresentaram maior densidade de metilagdo nas regides promotoras analisadas e as
linhagens que apresentam expressao apresentaram uma menor freqiiéncia de
metilagao nas regides analisadas (Figuras 21 e 23).

A ilha de CpG do gene ADAM 12 analisada por tratamento com bissulfito de
sodio seguido de seqlienciamento, corresponde a um fragmento de 715 pb que
engloba a regido promotora propriamente dita (dinucleotideos 1 a 56) e parte da

regido 5"UTR (dinucleotideos 57 a 70) como esquematizado na Figura 20.
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accocttttoctggytocagytoatgyaatygaaalbtgagocaatotatcaallbtaaaac
1 2
ctaacactgtigatcaaaagtaalbococaggiytotbgtge oyl Gagtccaagotogt
3 4
ttotC Gyl Gagagatyccocc tttggyCGottagqyge Coga Ceay gtCGCGCG ooy oo
5 & 7 3 9 101112 13
tgtgyqeCECGgtggagacctgaccCocactol Fagygtte ccagagaycCbggqagCc
1415 15 17 13 19
agtagcagagtcatlGttboccagottcagocctyaaaagqotggact GLge CoeC Goat gt
20 z1 22 Z3
ghGocttggoageC Gyl GoceCrgycoctgChgocacatcatoct gy Coraggal G oo
24 25 286 27 28 29 30
tgCGocteChyglbecCgalbocactgagocal Gtotgage Chocccacc ctCogogg oo
31 32 33 34 35 36 37 35
agCGagqeCELGge tCGyggCGggac cotggCoggagggaccl Gagl Ggtc totagagac el
39 4041 a4z 43 44 45 dgi 47
GCGggaCGoChoccaactggC gy tgChgayyagqacaataatttgbte CECGgtaata
45 49 50 51 52 5354
agaal GgtgactgctgyclGtgyatcoatticacayyoctycttototcactaalbo o
55 56 57
ttoectagtococcChyggocaactChgacagtttyc toatttat tgcaalby tocaaggot o
55 59 60
cttgbtgocagqaal GgCECGLGCGEGLGFcalbocalboacacacalbyygygaaactit b
6l 626364656667 63 69 7a

Legenda: Em vermelho estdo marcados os dinucleotideos presentes na ilha e abaixo de cada um esta

o seu numero. Em azul estd marcada a regido 5'UTR englobada pela ilha.

Figura 20 - Seqiiéncia de nucleotideos da Ilha de CpG do gene ADAM 12.

O estudo do padrao de metilacdo desta regido nas diferentes linhagens
analisadas revelou, como mostrado na figura 21, uma menor densidade de metilagao
no tecido normal e na linhagem tumoral PMC-42, que apresenta expressdo deste
gene, em relacdo as linhagens tumorais 734B e BT20 que ndo apresentam expressao
deste gene, revelando uma estreita correlacdo entre o padrdo de expressdo com o
padrdo de metilagdo nestas linhagens. Nao foi possivel verificar esta correlagcdo para
as linhagens MDA-MB-468 e MCF-7, que apresentam expressao deste genes, pois a
densidade de metilacdo nestas linhagens tumorais ¢ semelhante as das linhagens que

ndo apresentam expressao do mesmo.
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No caso do tecido normal que apresenta expressao de ambas isoformas, foi
verificada a presen¢a de metilagdo em apenas 0,01% (1/70) dos dinucleotideos CG
em todos os alelos analisados. Para as linhagens que apresentam expressdo deste
gene, a linhagem tumoral PMC-42 nao apresentou nenhum (0/70) dos dinucleotideos
metilados em todos os alelos analisados, a linhagem MDA-MB-468 apresentou
22,8% (16/70) dos dinucleotideos CG metilados em todos os alelos analisados ¢ a
linhagem MCF-7 apresentou 70% (49/70) dos dinucleotideos CG metilados em todos
os alelos analisados. Das linhagens tumorais que ndo apresentam expressao de
nenhuma das isoformas destes genes, a linhagem 734B apresentou 82,8% (58/70) dos
dinucleotideos metilados em todo os alelos analisados e a linhagem tumoral BT-20
apresentou 14,3% (10/70) do dinucleotideos metilados em todos os alelos analisados.
Podemos observar também que, nas linhagens tumorais, a densidade de metilagao ¢é
maior até o dinucleotideo 53 e coincide com o inicio da regido 5'ndo traduzida

(Figura 21).
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Legenda: (A) porcentagem de metilagdo no tecido normal e nas linhagens tumorais; e (B) esquema da

posicdo dos dinucleotideos em relagdo ao gene. Do lado direito da representacdo pode-se observar o

status de expressao do gene em cada linhagem (+) expressa as duas isoformas; (+L) expressa apenas a

isoforma L; (+S) expressa apenas a isoforma S; e (-) ndo expressa nenhuma das isoformas analisadas.

Figura 21 - Representagdo grafica da porcentagem de metilacdo nos dinucleotideos

CG da Ilha de CpG do gene da ADAM 12 em tecido normal e nas diferentes

linhagens tumorais de mama.
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O fragmento de PCR correspondente a ilha de CpG identificada na regido
promotora do gene da ADAM 33 possui 742pb e compreende 67 dinucleotideos
CpG, estando os dinucleotideos de 1 a 46 posicionados na regido promotora, 0s
dinucleotideos 47 a 55 na regido 5'UTR e os dinucleotideos 56 a 67 posicionados no

primeiro exon como esquematizado na Figura 22.

gracccoagtgocaggbggatgaccCFactcaacc tolFocaggyocaccotChyygcagga
1 2 4
ChggtagocaaggagyggacagaqatCégocecagyagaccalzyaaqatCGCGotoo ty
4 5 6 78
gggccaacttocagecagl FagaggChgoctttgoccacCGoctoatcccaccal GeCEEE
9 10 11 1z 1314
groctocaagaaccttoccaylGyttotctoctocte Loagyagtaqagycoc totgag
15
acCGaCGgggagggaCbgoctCGgyc Chgtcate Chagggyc Chcalbgattooc oo to
lg 17 135 139 20 2l 2P wis
Chococcagotocaccooc tCFagqaquy Cogl Gate ChggagtygCtaccCogotooooocat
24 25 Ze 27 28 29 30
guCGCGCGe CotC Ggayoocoe by cagyctol Gagl gy gy Cogg gagyg goadg gl
313233 34 35 3e 37 38 39
GagagCragggCEoyCootgygagy tygygyCEygaaggte ChaaggCogCbyoctgag
40 41 42 43 44 45 45
gotgocacChggoalbygtCoycChocaatccage ctgdgChgyageCryag tegl Gage CG
a7 45 49 50 51 52 53 54
ctgcctagaggel GaggagetcacagqotATEg ctggagyc coChgagagotl Ggggga
55 56 57
coceChttgotgotgoctgoctac tactgotgotge totggoccagtgocagqy Coel Gggag ta
55 59 60
cttcaaggtgagqal G Fagl Gaoyg tyChocctgaggggcaggc taqgl GGy toggtag
6leZ 63 Gd 6566
tggCGgggatgggttotgotcagaget
67

Legenda: Em vermelho estdo marcados os dinucleotideos presentes na ilha e abaixo de cada um esta
o seu numero. Em azul claro estd marcada a regido transcrita e em azul escuro esta evidenciado o

ATG inicial representando o inicio da traducao.

Figura 22 - Seqiiéncia de nucleotideo da Ilha de CpG do gene ADAM 33.

O estudo do padrao de metilagdo da ilha de CpG do gene ADAM 33 nas

diferentes linhagens analisadas revelou, como mostrado na figura 23, uma menor
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densidade de metilagdo no tecido normal e nas linhagens que apresentam expressao
deste gene, revelando uma estreita correlagdo do padrao de expressdo com o padrdo
de metilagdo. Na figura 23 podem ser observados os padrdes de metilacdo da ilha de
CpG do gene ADAM 33 no tecido normal e nas linhagens tumorais analisadas. No
tecido normal nao foi detectada a metilacdo em nenhum dinucleotideo analisado. Das
linhagens tumorais que apresentam expressao deste gene a linhagem tumoral PMC-
42 apresentou 12,9% (9/67) dos dinucleotideos metilados em todos os alelos
analisados e a linhagem SKBR-5 apresentou 12,9% (9/67) dos dinucleotideos CG
metilados em todos os alelos analisados. Das linhagens tumorais que ndo apresentam
expressdo deste gene, a linhagem tumoral MDA-MB-436 apresentou 39% (26/67)
dos dinucleotideos CG metilados em todos os alelos analisados, a linhagem tumoral
MCF-7 89% (60/67) dos dinucleotideos CG metilados em todos os alelos analisados
e a linhagem tumoral BT-20 apresentou 92,5% (62/67) dos dinucleotideos CG

metilados em todos os alelos analisados.
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Legenda: (A) porcentagem de metilagdo no tecido normal e nas linhagens tumorais; e (B) esquema da

posicao dos dinucleotideos em relagdo ao gene. Do lado direito da representacdo pode-se observar o

status de expressdo do gene em cada linhagem (+)apresenta expressdo deste gene; e (-) ndo apresenta

expressdo deste gene.

Figura 23 - Representagdo grafica da porcentagem de metilagdo nos dinucleotideos

CG da Ilha de CpG do gene da ADAM 33 em tecido normal e nas diferentes

linhagens tumorais de mama.
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4.3.2 Inducdo da expressio dos genes ADAM 12 e ADAM 33 apéds o
tratamento das linhagens tumorais de mama com o agente desmetilante 5'-
AZA-2’-deoxicitidina

Para confirmar o envolvimento da metilacdo na regulagdo da expressao dos
genes ADAM 12 e 33, visto que a correlagdo do padrao de expressdo e o padrdo de
metilacdo ndo foi observado em todas as linhagens tumorais, as linhagens celulares
de mama MCF-7 e SKBR-3, foram submetidas ao tratamento com o agente
desmetilante 5’-aza-2’-deoxicitidina. Para a linhagem MCF-7 o tratamento foi
realizado com 1 uM e 10 uM e para a linhagem SKBR-3 com 0,75 uM e 1 uM do
agente desmetilante. O RNA total foi extraido dessas linhagens antes e apds o
tratamento. A expressdao dos genes ADAM 12 isoforma L e ADAM 33 foi analisada
nas diferentes amostras através de RT-PCR. O gene GAPDH foi utilizado para
avaliar a qualidade e quantidade do mRNA nas diferentes amostras.

Como pode ser observado na Figura 24, a expressao do gene ADAM 12L foi
induzida em ambas as linhagens ap6s o tratamento com 1 pM de 5'-aza-2’-
deoxicitidina. Na Figura 25 podemos observar a indugdo da expressio do gene
ADAM 33 na linhagem MCF-7 ap6s o tratamento com 10 uM e na linhagem SKBR-
3 com 0,75 uM da droga. A re-expressdo destes genes apds o tratamento com o
agente desmetilante 5’-aza-2’-deoxicitidina confirma o envolvimento da metilagdo
no controle da expressdo gé€nica destes 2 genes nestas linhagens tumorais como

sugerido nos experimentos anteriores.
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Figura 24 — RT-PCR seguido de Southern blot mostrando a re-expressao do gene da
ADAM 12 apos o tratamento das linhagens MCF-7 ¢ SKBR-3 com 1uM do agente

desmetilante 5 -aza-2 -deoxicitidina .
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Figura 25 - RT-PCR seguido de Southern blot mostrando a re-expressao do gene da
ADAM 33 apo6s o tratamento das linhagens MCF-7 e SKBR-3 com 10uM e 0,75uM,

respectivamente, do agente desmetilante 5-aza-2"-deoxicitidina.
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44 ANALISE DO PADRAO DE METILACAO DA REGIAO
PROMOTORA DOS GENES ADAM 12 E ADAM 33 EM AMOSTRAS
DE TUMORES PRIMARIOS DE MAMA E CORRELACAO COM OS

DADOS CLINICO-PATOLOGICOS DAS PACIENTES.

4.4.1 Levantamento e processamento das amostras de tumores primarios de
mama do banco de tumores do Hospital do Cancer A.C. Camargo/Instituto
Ludwig

Para validar as alteracdes nos padrdes de metilacdo observadas para os genes
ADAM 12 e 33 nas linhagens tumorais de mama, foram selecionados 108
carcinomas ductais invasivos de mama do banco de tumores do Hospital do Cancer
A. C. Camargo/Instituto Ludwig. Este estudo faz-se necessario uma vez que existem
relatos na literatura que afirmam que alteragdes no padrao de expressdao génica e
metilagao podem estar associadas exclusivamente as condi¢gdes de cultura.

Os tumores foram reavaliados pelo servigo de patologia do hospital e foram
retiradas das areas de carcinoma ductal invasivo as areas de carcinoma “in situ” e as
bordas consideradas normais. Apenas aquelas amostras, que foram confirmadas
como sendo carcinomas ductais invasivos, tiveram seu DNA extraido conforme
descrito no item 3.4.1 do Material e Métodos. Um exemplo do resultado da extracao

de DNA de algumas amostras tumorais pode ser visualizado na figura 26.
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Figura 26 - Eletroforese em gel de agarose 1% de 19 (1-19) amostras de DNA de

tumores ap0s a extragdo com Fenol/Cloroférmio.

4.4.2 Levantamento dos dados clinico-patologicos das pacientes junto ao
Servico de Arquivo Médico (SAME) do Hospital do Cancer A.C. Camargo.

Para cada um dos casos de carcinomas ductais invasivos utilizados nesse
estudo, foram levantados os dados clinico-patoldgicos referentes as pacientes através
da andlise detalhada dos prontudrios. Os dados clinicos levantados incluiram: a data
de nascimento, a data do diagndstico da doenga, realizacdo de quimioterapia
neoadjuvante, estddio da doenga no momento da avaliacao clinica, o estadiamento do
tumor segundo a Classificacdo TNM, tamanho do tumor, classificacio do grau
histolégico conforme o sistema SBR, a presenca de linfonodos positivos, a presenca
dos marcadores moleculares ER (receptor de estrogeno), c-erbB2 e p53, a presenca
de metéastases no momento do diagnostico, a ocorréncia de recidivas locais e a
distancia. Estes dados estdo mostrados no Anexo 1.

As pacientes incluidas no estudo foram submetidas a ressec¢do segmentar ou
mastectomia total, ndo receberam quimioterapia neoadjuvante ou tratamento
endocrino  pré-operatério. Estas pacientes retornaram ao servico para
acompanhamento da doenc¢a a cada 6 meses nos primeiros 2 anos e 1 vez por ano por
5 anos. A estratégia para a deteccao de metastase a distancia incluiu: cintilografia

oOssea, ultra-sonografia de figado, tomografia computadorizada e radiografia de torax.
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A média de idade das pacientes no momento do diagnostico da doenca foi de 56,7
anos ¢ a mediana de tempo de seguimento foi de 55,4 meses. Das 108 pacientes
analisadas, 22 desenvolveram metéastases ¢ 15 morreram durante o periodo de
seguimento. Os dados clinicos ¢ histopatologicos estdo resumidos na Tabela 8.

Das 108 amostras tumorais analisadas, 19 (17,6%) foram diagnosticadas com
estadio I, 53 (49,1%) com estadio II, 36 (33,3%) com estadio III ou IV. Devido ao
pequeno nimero de amostras com o estadio IV, apenas 2 (0,02%), as mesmas foram
agrupadas com as amostras de estadio III para a realizagdo de nossas analises. O
comprometimento de linfonodos foi avaliado em 105 pacientes entre as quais 58
(55,2%) apresentaram linfonodos comprometidos. Em relacdo aos marcadores
moleculares analisados, 106 tumores foram avaliados para a presenca de ER dos
quais 65 (61,3%) apresentaram expressdo deste marcador. No caso do marcador
tumoral c-erbB2, 102 tumores foram avaliados, dos quais 69 (67,6%) apresentaram
positividade para este marcador. E no caso da expressao de p53, 104 tumores foram

avaliados dos quais 63 (60,6%) apresentaram positividade para este marcador.



Tabela 8 - Distribuicao categdrica dos dados clinicos das pacientes

Variavel Pacientes
(%)
Estadio
I 19(17,6)
II 53(49,1)
/v 36(33,3)
Tamanho do
Tumor
pT1 33(30,6)
pT2 60(55,6)
pT3 15(13,9)
SBR
I 30(27,8)
II 59(54,6)
11 18(16,7)
Comprometimento
de linfonodos
Negativo 47(44,8)
Positivo 58(55,2)
Receptor de
Estrégeno (ER)
Negativo 41(38,7)
Positivo 65(61,3)
c-erbB-2
Negativo 33(32,4)
Positivo 69(67,6)
P53
Negativo 41(39.4)
Positivo 63(60,6)
Metastase
Negativo 86(79,6)

Positivo 22(20,4)
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4.4.3 Analise do padrio de metilagio dos genes ADAM 12 e ADAM 33 nas
amostras de tumores primarios do banco de tumores do Hospital A.C.
Camargo/Instituto Ludwig.

Em andlises anteriores foi observada a existéncia de correlacdo entre o padrao
de metilacdo da regido promotora dos genes ADAM 12 e 33 com o padrio de
expressao dos mesmos em linhagens tumorais de mama. Com intengdo de validar os
dados de metilagcdo observados para as linhagens tumorais em amostras de tumores
de mama de uma forma eficiente e com a utilizacio de pequena quantidade de
amostra, foi utilizada a técnica de tratamento do DNA com bissulfito de sodio
seguida de PCR especifico para Metilagao (MSP). Nesta técnica, o DNA gendmico ¢é
tratado com bissulfito de so6dio e os iniciadores sdo desenhados dentro das regides
ricas em CG. Dois pares de iniciadores, capazes de distinguir as amostras metiladas
das ndo-metiladas, sdo desenhados levando-se em consideragdo a modificacdo dos
nucleotideos pelo bissulfito de s6dio. Dessa forma, duas reacdes de PCR separadas
(uma para a situacdo metilada e outra para a situacdo ndo-metilada) sdo realizadas e a
presenga de metilagdo em uma seqiiéncia de nucleotideos pode ser inferida a partir
do padrao de amplificagdo observado.

Um passo muito importante nesta técnica ¢ o desenho dos iniciadores
especificos, que devem, na medida do possivel, ser desenhados englobando
dinucleotideos presentes em sitios de ligagdo de fatores de transcrigdo e que sejam
importantes no processo de regulacdo da expressdo destes genes. Para isso, as
seqiiéncias referentes as ilhas de CpG dos genes ADAM 12 ¢ ADAM 33 foram
analisadas quanto a presenca de sitios de ligagdo do fator de transcricdo SP1 através

da ferramenta TESS (Transcription Element Search System) disponibilizada na
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Internet pelo Laboratorio de Biologia Computacional e Informética da Universidade

da Pensilvania (http://www.cbil.upenn.edu/tess). Foram encontrados na ilha de CpG

dos genes ADAM 12 e 33 um total de 6 sitios do fator de transcricdo SP1 como
esquematizado nas figuras 27 e 28, respectivamente. Estes sitios contém
dinucleotideos CpG que foram localizados na ilha de cada gene e correlacionados
com o padrdo de metilagdo obtidos previamente. Destes CpGs foram selecionados
para o desenho dos iniciadores das reacdes de MSP aqueles sitios que estavam
densamente metilados nas linhagens que ndo expressam e que nao estavam metilados
nas linhagens que expressam cada um destes genes. Para cada ADAM foram
desenhados mais de um par de iniciadores englobando os dinucleotideos CpG
selecionados. Assim, para o gene da ADAM 12 os iniciadores foram desenhados
englobando os dinucleotideos 6, 7, 20, 21, 22, 41 ¢ 42. Para o gene da ADAM 33 os
iniciadores foram desenhados englobando os dinucleotideos 10, 11, 12, 13, 17, 18,
19, 37, 40 e 41. A localizagdo dos iniciadores na ilha de CpG dos genes ADAM 12 ¢
33 esta esquematizada nas figuras 29 e 30, respectivamente. A seqiiéncia de cada

iniciador e os dinucleotideos englobados por cada um esta listada na tabela 3.


http://www.cbil.upenn.edu/tess
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Legenda: localizag¢do dos sitios do fator de transcri¢do SP1; os dinucleotideos englobados em cada

sitio (em verde) e a localizagao dos iniciadores de MSP (em vermelho).

Figura 27 - Esquema da Ilha de CpG do gene ADAM 12.
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Legenda: Localizagdo dos sitios do fator de transcri¢do SP1; os dinucleotideos englobados em cada

sitio (em verde) e a localizag@o dos iniciadores de MSP (em vermelho).

Figura 28 - Esquema da Ilha de CpG do gene ADAM 33.
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Para a analise do padrao de metilagdo das amostras tumorais através da
técnica de MSP foi necessario padronizar as reacdes para os diferentes pares de
iniciadores. Foram utilizadas as linhagens tumorais MCF-7 para a situagdo metilada
e a HB4a para a situacdo nao metilada. Estas linhagens foram selecionadas para a
padronizagdo uma vez que o padrao de metilagdo ja havia sido previamente analisado
por seqilienciamento, e foram posteriormente utilizadas como controles positivos nas
respectivas reagdes para a analise das amostras tumorais. Durante a padronizacdo das
reacOes foram variados a temperatura de anelamento dos iniciadores, a concentragao
de MgCl,, o tempo de cada etapa do ciclo de amplificagdo e o nimero de ciclos. Foi
possivel padronizar as reagdes com os iniciadores F2 e R1, F2 ¢ R2 e F3 ¢ R2 para a
ADAM 12 e apenas com os iniciadores F3 e R2 para a ADAM 33.

Para selecionar o par de iniciadores mais adequado para a analise do padrao
de metilagdo nas amostras tumorais, foi feita a analise do padrao de metilagdo dos
genes ADAM 12 e 33 em 10 amostras de DNA extraidas de tecido normal de borda
de tumor e tratadas com bissulfito de sddio conforme descrito no item 3.4.2 do
Material e Métodos. Observou-se amplificagdo especifica para a situacdo metilada
em 100% (10/10) das amostras quando os iniciadores F2 ¢ R2 da ADAM 12 foram
utilizados, em 90% (9/10) dos casos quando foram utilizados os iniciadores F3 ¢ R1
e em apenas 10% (1/10) dos casos quando foram utilizados os iniciadores F2 ¢ R1
para a ADAMI2 (figura 29). No caso da reacdo com os iniciadores F3 e R2 da
ADAM 33 foram observadas amplificacdes especificas para a situagdo metilada em
40% (4/10) dos casos (figura 30). Esse resultado sugere que os iniciadores F3 e R2
da ADAM 33 ndo sdo os mais indicados para esta andlise por apresentarem uma

freqiiéncia de metilagdo relativamente alta em amostras normais. Porém, devido a
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grande dificuldade de se desenhar iniciadores nesta regido e a dificuldade de
padronizar as reagdes com os outros iniciadores, os primers F3 e R2 foram utilizados
para a continuidade de nossas andlises. Assim sendo, foram selecionados para a
utilizagdo na analise dos tumores as reagdes com os iniciadores F2 ¢ R1 para a

ADAM 12 e com os iniciadores F3 e R2 para a ADAM 33.

ADAM 12
;= s oty g R sl a® o ol

Legenda: Os niimeros indicam a amostra; (M) reacdo com os iniciadores para a situagdo metilada;
(U) reagdo com os iniciadores para a situagcdo ndo metilada; do lado esquerdo esta indicado o par de

iniciadores utilizado em cada reagdo e do direito a porcentagem de metilagdo observada.

Figura 29 - Gel de acrilamida das reagdes de MSP com os diferentes iniciadores da

ADAM 12 utilizando as amostras normais.
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ADAM 33
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Legenda: Os niimeros indicam a amostra; (M) reagdo com os iniciadores para a situagdo metilada;
(U) reagdo com os iniciadores para a situacdo ndo metilada e do direito a porcentagem de metilagao

observada.

Figura 30 - Gel de acrilamida das reagdes de MSP com os iniciadores F3 e R2 da

ADAM 33 utilizando as amostras normais.

4.4.4 Reacoes de PCR especifico para metilacio (MSP) nas amostras de
tumores primarios do banco de tumores do Hospital A.C. Camargo/Instituto
Ludwig.

Na andlise das reagdes de MSP para as 108 amostras de tumores de mama
utilizadas neste estudo observamos que 53 (49,1%) apresentaram metilagdo nos
dinucleotideos analisados da ADAM 12 e 55 (55,6%) apresentaram metilagdo nos
dinucleotideos analisados da ADAM33. Na figura 31 e 32 observamos alguns
exemplos das reagdes de MSP com as amostras tumorais para as ADAMs 12 e 33,

respectivamente.
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Legenda: Os numeros representam cada caso, (M) reagdo com os iniciadores para a situagdo

metilada; e (U) reag@o com os iniciadores para a situagdo ndo metilada.

Figura 31 - Gel de acrilamida corado com prata das reagdes de MSP de 15 casos de

tumores de mama com os iniciadores F2 ¢ R1 da ADAM 12.

ADAM 33
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Legenda: Os numeros representam cada caso, (M) reagdo com os iniciadores para a situagdo metilada;

e (U) reacdo com os iniciadores para a situagdo nao metilada.

Figura 32 - Gel de acrilamida corado com prata das reagdes de MSP de 15 casos de

tumores de mama com os iniciadores F3 e R2 da ADAM 33.
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4.4.5 Analise estatistica dos dados clinico-patologicos e do padriao de metilacio
dos genes ADAM 12 e ADAM 33.

O padrdo de metilagdo das amostras tumorais determinado através de MSP
foram associados as dados clinico-patoldgicos dos pacientes através de analises
estatisticas. A associagdo das variaveis qualitativas foi avaliada através do teste do
Qui-Quadrado ou teste exato de Fisher e a andlise de sobrevida foi realizada pelo
método de Kaplan-Meier, com o teste de log-rank para a comparagao ente as curvas.

Na analise da ADAM 12 observamos a presenca de metilagdo em 4 de 19
(21,1%) pacientes com estadio I, em 25 de 53 (47,2%) pacientes com estadio II, em
24 de 36 (66,7%) dos pacientes com estadios III e IV (ver Tabela 9). Essas diferengas
foram consideradas estatisticamente significativas (p=0,013). A presenga de
metilacdo também foi considerada estatisticamente significativa (p=0,028) quando
correlacionada com o tamanho do tumor. Dos tumores T1 13 de 33 (39,4%)
apresentaram metilagao neste gene, dos tumores T2 28 de 60 (46,7%) apresentaram
metilacdo neste gene ¢ dos tumores T3 12 de 15 (80,0%) apresentaram metilagdo
neste gene. A associacdo entre a presenca de metilagao na regido promotora do gene
ADAM 12 e o comprometimento de linfonodos também foi considerada
estatisticamente  significativa  (p=0,038). Dos tumores com linfonodos
comprometidos 34 de 58 (58,5%) apresentaram metilacdo na regido analisada e dos
tumores sem linfonodos comprometidos 18 de 47 (38,3%) apresentaram metilagdo na
regido analisada.

Nao observamos associacdes estatisticamente significativas entre metilacao
na regido promotora deste gene e o grau histolégico SBR (p=0,42), a ocorréncia de

metastases a distancia (p=0,292) e a expressdo dos marcadores moleculares ER
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(p=0,55), c-erbB2 (p=0,432) e p53 (p=0,358). Também ndo observamos associagdes
estatisticamente significativas entre o padrdo de metilagdo e a sobrevida global
(p=0,81) (figura 33) e sobrevida livre de doenga (p=0,28) (Figura 34). Foi verificado
que 83,6% das pacientes que apresentaram metilagdo estavam vivas apds 60 meses
de acompanhamento, enquanto que 84,7% das que ndo apresentaram metilagdo
estavam vivas no mesmo periodo. Foi verificado também que 77,4% das pacientes
que apresentaram metilagdo neste gene ndo apresentaram recidivas apos 60 meses ¢
que 84,5% das pacientes que ndo apresentaram metilacdo neste gene ndo
apresentaram recidivas no mesmo periodo.

Na andlise do status de metilacdo da regido promotora do gene ADAM 33
apenas foi considerada estatisticamente significativa a associacdo da metilagdo desta
regido com o estadiamento da doenca (p=0,017). Foi observada a presenca de
metilacdo em 6 das 19 pacientes (31,6%) com estadio I, em 36 das 53 pacientes
(67,9%) com estadio II, em 18 das 36 pacientes (50,0%) com estadio III e IV. Para
este gene ndo observamos associagdes estatisticamente significativas entre metilagdo
na regido promotora ¢ o tamanho do tumor (p=0,110), o grau histolégico SBR
(p=0,584), a presenca de linfonodos comprometidos (p=0,704), a ocorréncia de
metastases a distancia (p=0,708) e a expressdo dos marcadores moleculares ER
(p=0,933), c-erbB2 (p=0,423) ¢ p53 (p=0,205). Além disso, ndo observamos
associagOes estatisticamente significativas na sobrevida global (p=0,50) (figura 35) e
sobrevida livre de doenca (p=0,70) (figura 36) entre as pacientes com e sem
metilacdo na regido promotora do gene ADAM 33. Foi verificado que 86,1% das
pacientes que apresentaram metilagdo estavam vivas apos 60 meses de

acompanhamento, enquanto que 82,7% das que ndo apresentaram metilagao estavam



99

vivas no mesmo periodo. Foi verificado também que 79,9% das pacientes que
apresentaram metilacdo neste gene ndo apresentaram recidivas apos 60 meses e que

82,1% das pacientes que ndo apresentaram metilacdo neste gene ndo apresentaram

recidivas no mesmo periodo.
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Tabela 9 - Distribuicao categorica dos dados clinicos das pacientes analisadas e a
metilacdo das regides promotoras dos genes ADAM 12 e 33.

Variavel ADAM 12 ADAM33
Nao Met. (%) PV. Nao Met. (%) PV.
Met(%) Met(%)
Estadio
1 15(78,9) 4(21,1) 13(68,4) 6(31,6)
1I 25(52,8) 25(47,2) 17(32,1) 36(67,9)
1V 12(33,3) 24(66,7) 0,013 18(50,0) 18(50,0) 0,017
Tamanho do
Tumor
pTl 20(60,6) 13(39,4) 19(57,6) 14(42,4)
pT2 32(53.,3) 28(46,7) 25(41,7) 35(58,3)
pT3 3(20,0) 12(80,0) 0,028 4(26,7) 11(73,3) 0,110
SBR
1 17(56,7) 13(43,3) 12(40,0) 18(60,0)
11 27(45,8) 32(54,2) 26(44,1) 33(55,9)
111 11(61,1) 7(38,9) 0,422 10(55,6) 8(44.,4) 0,584
Comprometimento
de linfonodos
Negativo 29(61,7) 18(38,3) 22(46,8) 25(53,2)
Positivo 24(41,4) 34(58,6) 0,038 25(43,1) 33(56,9) 0,704
Receptor de
Estrogeno (ER)
Negativo 22(53,7) 19(46,3) 18(43,9) 23(56,1)
Positivo 31(47,7) 34(52,3) 0,550 28(43,1) 37(56,9) 0,933
c-erbB-2
Negativo 19(57,6) 14(42,4) 13(39,4) 20(60,6)
Positivo 34(49,3) 35(50,7) 0,432 33(47,8) 36(52,2) 0,423
P53
Negativo 19(46,3) 22(53,7) 15(36,6) 26(63,4)
Positivo 35(55,6) 28(44,4) 0,358 31(49,2) 32(50,8) 0,205
Metastase
Negativo 46(53,5) 40(46,5) 39(45,3) 47(54,7)

Positivo 9(40,9)  13(59,1) 0292  9(40,9)  13(59,1) 0,708
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Curva de Sobrevida Global
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Figura 33 - Curva de Sobrevida Global das pacientes que apresentaram metilagdo no

gene ADAM 12 e que ndo apresentaram metilagdo neste gene.
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Curva de Sobrevida Livie de Doenca
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Figura 34 - Curva de Sobrevida Livre de Doenga das pacientes que apresentaram
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5 DISCUSSAO

A tumorigénese ¢ um processo complexo que pode ser dividido em trés
etapas: a iniciacdo, a promog¢ao e a progressao tumoral. Esse processo ¢ resultado de
defeitos genéticos e epigenéticos acumulados no DNA das células. A iniciagdo ¢ a
promog¢do ocorrem precocemente € compreendem alteragdes em genes envolvidos
principalmente no controle da proliferacdo celular. Durante a progressdo tumoral, as
alteracdes acometem genes envolvidos com a adesdo celular e genes de enzimas
proteoliticas. Neste processo, algumas células perdem a capacidade de adesdo,
invadem a membrana basal do tecido de origem, atravessam a parede do vaso, caem
na circulacdo e formam 4&reas de proliferacio em outros tecidos denominadas
metastases (MENDELSOHN et al. 1995; BOGENRIEDER e HERLYN 2003).

As caracteristicas moleculares dos tumores, incluindo os eventos epigenéticos
como a metilagdo, estdo sendo exploradas com o objetivo de determinar o risco de
desenvolvimento da doenga, o progndstico global e a resposta aos diferentes tipos de
tratamentos (KEEN e DAVIDSON 2003). A caracterizagdo das alteragdes no padrdo
de metilacdo parecem ser promissoras para a detec¢do precoce de tumores, uma vez
que elas podem ser detectadas com alto grau de especificidade mesmo na presenga de
células normais contaminantes. Além disso, essas alteragdes podem ser detectadas
em amostras de bidpsias e em diversos fluidos corpdreos, constituindo assim um
método de diagnodstico menos invasivo (LAIRD 2003; BAIS et al. 2004).

O cancer de mama ¢ um dos tumores mais freqlientes entre as mulheres

ocidentais, sendo no Brasil a terceira causa mais freqliente de morte neste sexo.
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Quando diagnosticado em estadios iniciais a taxa de cura ¢ superior a 90%, e a
sobrevida média da populagdo mundial apds 5 anos ¢ de 61%. Porém as dificuldades
de acesso aos métodos diagndsticos levam, no Brasil, ao diagnostico tardio em 70%
dos casos resultando em um pior prognostico da doenga. Os fatores progndsticos
mais importantes sdo: a presenga de metastases axilares (linfonodos comprometidos)
e o tamanho do tumor. No entanto, cerca de 30% das pacientes que ndo apresentam
acometimento de linfonodos vem a obito em decorréncia da doenga. Visando
melhorar o diagndstico e o progndstico da doenga, ha claramente a necessidade de
explorar melhor as caracteristicas moleculares destes tumores e de desenvolver
novos marcadores.

As proteinas que fazem parte da Familia ADAM s3o glicoproteinas
transmembranas do tipo I formada por multidominios e sdo capazes de promover
interagdes célula-célula através de seu dominio de desintegrina e de atuar na
clivagem proteolitica de proteinas de superficie celular (moléculas de adesdo,
citocinas, fatores de crescimento e seus respectivos receptores) através de seu
dominio de metaloproteinase. Varios trabalhos vém demonstrando a participagao dos
diversos membros desta familia em diferentes patologias, incluindo os diferentes
tipos de cancer (PRIMAKOFF e MYLES 2000; SEALS e COURTNEIDGE 2003).

Neste trabalho analisamos o padrao de expressdo e de metilagdo da regido
promotora de diferentes membros da familia ADAM em linhagens tumorais e
tumores primarios de mama. Através de analises de bioinformadtica foi possivel
detectar a presenca de ilhas de CpG na regido promotora de 9 dos 21 membros da
familia ADAM descritos para humanos. Este dado sugere que a metilagdo tenha um

papel importante na regulagdo da expressdo gé€nica desses genes.
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Utilizando inicialmente a técnica de RT-PCR semi-quantitativo e duas
linhagens tumorais de mama, disponiveis no laboratorio no inicio desse estudo, foi
possivel verificar a ocorréncia de alteragdes no padrido de expressdo para os genes
ADAM 12 ¢ 33 em relagdo ao tecido normal de mama. Essas alteragdes foram
posteriormente confirmadas em um numero significativo de linhagens tumorais
através de RT-PCR seguido de Southern blot e densitometria. Nao foi utilizada a
técnica de PCR em tempo Real (Real-time-PCR), pois ndo havia equipamento
disponivel no momento da realizacdo desse estudo e principalmente porque
procuravamos alteragdes significativas (silenciamento completo) no padrio de
expressdo dos genes analisados. Outro fator que influiu na escolha da metodologia
foi a quantidade limitante de RNA da maioria das linhagens tumorais.

Apos a andlise de expressao foi possivel estabelecer uma correlagio positiva
entre o padrao de expressdao e o padrao de metilagdo da regido promotora dos genes
ADAMI12 e 33 para algumas linhagens analisadas utilizando a técnica de tratamento
do DNA com bissulfito de sodio seguida de seqlienciamento. Visto que nem todas as
linhagens apresentavam esta correlagdo, experimentos com o agente desmetilante 5'-
aza-2’-deoxicitidina foram também realizados para comprovar o envolvimento da
metilacdo na regulacao da expressao desses genes. Em conjunto, estes dados indicam
que a metilagdo possui um papel fundamental na regulagdo da expressdo génica dos
membros da Familia ADAM e sugerem que, a exemplo do que foi verificado pelo
nosso grupo para a ADAM 23, alteragdes no padrdo de metilagdo possam estar
associadas com a tumorigénese (COSTA et al. 2004-Anexo 2). Uma vez que nao foi
possivel comprovar esta correlagdo para todas as linhagens analisadas, ¢ possivel que

outros mecanismos de regulagdo da expressao estejam atuando. SCHLOMANN et al.
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(2000) demonstraram que a expressao da ADAM 8, uma das ADAMs que possui
ilhas de CpG em seu promotror, ¢ induzida pela secre¢do de TNF-a via ativacdo do
fator de transcrigdo IRF-1, dependente da sinalizacdo de TNFRI, em células
primdrias e linhagens celulares de origens neuronal e glial nas vias de eventos da
neurodegeneracdo (SCHLOMANN et al. 2000).

Para determinar o valor da hipermetilagdo da regido promotora dos genes
ADAM 12 e 33 como marcadores moleculares de cancer de mama, foi analisado o
padrdo de metilacdo dos mesmos, através de MSP, em 108 amostras de tumores
primdrios de mama e correlacionou-se estes dados com parametros clinico-
patoldgicos ja estabelecidos para essa doenga. A técnica utilizada para a anélises de
metilagdo foi o tratamento do DNA com bissulfito de s6dio seguido de MSP devido a
sua eficiéncia e a pequena quantidade de material necessario para o procedimento.

Através das andlises estatisticas foi possivel observar uma associagdo
significativa entre o padrdo de metilacio do gene ADAM 12 e o estadiamento da
doenca, o tamanho do tumor e a positividade de linfonodos. Além disso, foi
observada a associacdo positiva da presenca de metilacdo na regido promotora do
gene ADAM 33 com o estadiamento da doenca. Apesar de ndo terem sido
observadas associacOes significativas entre a hipermetilacdo destes genes e a
sobrevida global e a sobrevida livre de doenca, nossos dados sugerem a existéncia de
modifica¢des do padrdo de metilacdo durante o processo de tumorigénese de mama.
A auséncia de um numero maior de associagdes positivas com os parametros clinicos
jé estabelecidos pode ser explicada pelo tamanho da amostra utilizada (n=108). No

caso mais especifico da ADAM 33 este fato também pode estar relacionado a
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limitagdo da técnica utilizada, visto que, os iniciadores disponiveis detectavam
metilagdo em 40% dos tecidos normais.

As ADAMs 12 e 33, analisadas neste trabalho, possuem a estrutura tipica de
um membro da familia ADAM incluindo a seqiiéncia consenso de atividade de
metaloprotease.

A ADAM 12 parece estar envolvida em varios processos bioldgicos, como a
diferencia¢do de mioblastos, a regeneracdo muscular, a adipogénese, a neurogénense
e a fertilizagdo. Ela parece atuar de diferentes formas em cada processo. Na
diferencia¢do de mioblastos, sua atuagdo parecer estar associada exclusivamente com
os dominios relacionados com processos de adesdo celular (os dominios de
desintegrina, rico em cisteina ¢ EGF-like) (GILPIN et al. 1998). O envolvimento da
proteina ADAM 12 em processos de adesdo célula-célula e célula-matriz ¢
sustentada pela existéncia de interagdes desta proteina com moléculas de sindecans e
integrinas (IBA et al. 1999, 2000; ETO et al. 2000; THODETI et al. 2003).

Em relagdo a sua atividade na clivagem proteolitica de moléculas de
superficie, ja foi demonstrada que a ADAM 12 age na clivagem de IGFBP-3 ¢ 5
(Insulin-like growth factor-bidng proteins) e de proHB-EGF (SHI et al. 2000;
ASAKURA et al. 2002). As IGFBPs 3 e 5 sdo capazes de se ligar e seqiiestrar os
fatores de crescimento IGF e possuem, portanto, atividade anti-mitogénica. Ao
contrario, o proHB-EGF assim como os demais ligantes de EGFR sdo expressos
como precursores transmembranicos que se ligam a receptores o3p; € transmitem
sinais antiproliferativos. Esses fatores sdo liberados da superficie celular através de

clivagem proteolitica do seu dominio extracelular gerando uma forma soluvel
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mitoticamente ativa. Outras ADAMs, como as ADAMs 10 e 17 também sdo capazes
de processar o proHB-EGF e outros ligantes de EGFR.

A ADAM 33 ndo possui ainda sua atividade em interacdes célula-célula
descrita. Ensaios funcionais comprovaram a atividade proteolitica desta ADAM e até
o momento foi comprovada sua atuagdo na clivagem da proteina ligante de Kit 1.
Este gene atua sobre seu receptor, o oncogene c-Kit, principalmente em sua forma
ancorada a membrana. Isso sugere que a auséncia da expressdo da ADAM 33, como
observado em nossos resultados, aumentaria a ativagdo de c-kit, uma vez que essa
ativacdo ¢ mais intensa quando seu ligante permanece ancorado a membrana
plasmatica da célula (ASHMAN et al. 1999; ZOU et al. 2004). Porém, sao
necessarios estudos adicionais envolvendo ensaios funcionais para determinar outros
possiveis substratos da ADAM 33 e determinar sua atuagdo funcional na formagao e
ou progressao tumoral.

Das duas ADAMs analisadas neste estudo, apenas a ADAM 12 ja foi
correlacionada com o cancer. A expressdo da ADAM 12 foi associada a fusdo de
cé¢lulas mononucleares estromais na formagao de células gigantes multinucleadas em
tumores de células gigantes de osso (TIAN et al. 2002) e também foi correlacionada
com a agressividade de tumores de figado e com a expressdo e atividade da MMP2
(metaloproteinase de matriz 2) nestes tumores (LE PABIC et al. 2003). Além disso,
foi detectada sua superexpressao em glioblastomas, sugerindo que nestes tumores a
ADAM 12 estaria ativando receptores de fatores de crescimento através de sua
atividade proteolitica (KODAMA et al. 2004). Foi visto, recentemente, que a ADAM
12 estd mais expressa em tumores gastricos do que no epitélio normal, em especial

em tumores intestinais do que em tumores difusos e esta ADAM, assim como as



112

ADAMs 9 e 15, parece estar diretamente relacionada com o crescimento tumoral
nestes tumores (CARL-MCGRATH et al. 2005).

Em tumores de mama, a detec¢do da isoforma curta da ADAM 12 em urina
de pacientes também foi correlacionada com a agressividade deste tumores (ROY et
al. 2004). Recentemente, LENDECKEL et al. (2005) demonstraram uma expressao
aumentada deste gene em tumores em relagdo aos seus pares normais de borda de
tumor e que a localizagdo da ADAM 12 ¢ predominante no citoplasma das células
tumorais. Além disso, através de ensaios de proliferagdo este grupo mostrou que a
adicdo de anticorpo monoclonal anti-ADAM12 tem efeitos opostos em linhagens
tumorais diferentes. Na linhagem MCF-7, que apresenta expressdo deste gene na
superficie celular, a adi¢do do anticorpo promove o crescimento celular, enquanto
que a mesma adi¢do na linhagem MDA-MB-453, que possui expressao deste gene no
citoplasma das células, ndo apresenta efeitos na proliferagao.

Outro trabalho analisando a influéncia da ADAM 12 em tumores de mama
mostrou através de ensaios de imunohistoquimica e a produgdo de camundongos
transgénicos carregando a ADAM 12, que este gene aumenta a agressividade de
tumores de mama, acelerando o desenvolvimento tumoral, aumentando o tamanho
dos tumores ¢ o numero de metéastases pulmonares. Além disso, este estudo mostrou
que a ADAM 12 diminui a apoptose das células tumorais ¢ aumenta a apoptose nas
células do estroma favorecendo a progressao tumoral através do remodelamento do
compartimento estromal (KVEIBORG et al. 2005).

Apesar de nossos resultados de expressao serem aparentemente contraditdrios
com os dados disponiveis na literatura os experimentos realizados ndo sdo

diretamente comparaveis. No nosso trabalho a expressio do gene ADAMI2 foi
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analisada exclusivamente em tecido normal e linhagens tumorais de mama, sendo a
grande maioria dessas linhagens de origem metastatica. Além disso, a expressao do
gene ADAM12 em tumores de mama foi indiretamente inferida a partir da presenca
de metilagdo na sua regido promotora. Através desses experimentos, € como
mencionado anteriormente, a metilagdo na regido promotora do gene ADAMI2 se
mostrou mais freqiiente em tumores de estadio III e IV sugerindo que esse fendmeno
ocorra em estagios mais avangados do desenvolvimento tumoral. No trabalho de
LENDECKEL et al. (2005) foram analisadas quanto a expressao 15 tumores de
mama dos quais apenas 26,6% correspondiam a tumores de estadio III e IV. Os
autores nao mostram dados individuais de cada tumor, ndo sendo possivel avaliar a
expressdo desse gene durante a progressdo tumoral. Com base nesses resultados
podemos sugerir que a ADAMI2 possa atuar em estadios precoces do
desenvolvimento tumoral, remodelando o tecido adjacente (como sugerido por
KVEIBORG et al. 2005) e que em estadios mais avancados, devido a sua dualidade
de funcio, esta expressao seja desligada através da metilagdo favorecendo a invasdo
e migracao das células tumorais.

A continuidade deste estudos devera indicar a correlagdo da hipermetilagao
tanto da ADAM 12 como da ADAM 33 na progressdo dos tumores de mama e
indicar a localizacdo da expressao destes genes “in vivo”, além de mostrar os fatores

que regulam a expressdao dos mesmos nestes tumores.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho nos permitem concluir que:

9 das 21 ADAMSs humanas apresentam ilhas de CpG em suas regides
promotoras sugerindo que a metilagdo possa ter um papel importante na
regulacao da expressao desses genes.

Uma diminuigao significativa nos niveis de expressao dos genes ADAM 12 e
33 foi detectada através de RT-PCR em linhagens tumorais de mama em
relacdo ao tecido normal.

Uma correlacao direta entre a auséncia de expressao dos genes ADAMI2 e
33 e a presenca de metilagdo da regido promotora desses genes foi verificada
para a maioria das linhagens tumorais avaliadas, sugerindo que a metilacao
esteja diretamente relacionada com a expressao destes genes nestas linhagens.
Porém, ndo podemos excluir a possibilidade da existéncia de outros
mecanismos de regulacao da expressao génica.

O tratamento com o agente desmetilante 5"-aza-2"-deoxicitidina foi capaz de
induzir a expressdo dos genes ADAMI2 e 33 em linhagens de mama nas
quais 0os mesmos estavam silenciados.

A presenca de metilagdo na regido promotora dos genes ADAM 12 e 33 foi
verificada em 49,1% e em 55,6% das amostras tumorais de mama

respectivamente.
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» Existe uma associacdo entre a hipermetilagdo da regido promotora dos genes
ADAM 12 e 33 e o estadiamento de tumores de mama, sugerindo que a
metilacdo desses genes ocorra durante o processo de progressao tumoral.

» Existe uma associagdo entre a hipermetilagdo da regido promotora da ADAM
12 com o tamanho do tumor e a positividade de linfonodos, sugerindo que o
gene ADAMI12 possa ser utilizado como um marcador molecular para o
cancer de mama.

» Nao foi possivel observar uma associagdo estatisticamente significativa entre
a hipermetilagdo da regido promotora dos genes ADAM 12 e 33 e a sobrevida

global e livre de doenga para pacientes com tumores de mama.
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