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Resumo

O carcinoma de células escamosas de cabega ¢ pescoco (HNSCC) é uma
doenca heterogénea que afeta o epitélio da cavidade oral, laringe e faringe. A
maioria dos pacientes ¢ diagnosticada em estagios avancados da doenca e ainda
ndo existe nenhum marcador sensivel e especifico para o comportamento
agressivo deste tumor. Portanto, uma detecgdo precoce e biomarcadores de
prognostico sdo altamente necessarias para uma administragdo mais racional da
doenca. A hipermetilagdo de ilhas CpGs ¢ um dos mecanismos epigenéticos mais
importantes que levam a um silenciamento génico em tumores e tem sido
extensivamente utilizados para a identificagdo de biomarcadores. Neste estudo
foram combinados as analises de Rapid Substractive Hybridization (RaSH) e
microarray de uma maneira hierarquica para selecionar genes que, supostamente,
sdo reativados pelo agente desmetilante 5'-Aza-2"-deoxicitidina (5Aza-dC) em
linhagens celulares derivados de carcinoma de cabega ¢ pescog¢o (FaDu, UM-
SCC-14A, UM-SCC-17A e UM-SCC-38). Esta analise combinada identificou 78
genes dos quais 35 foram reativados em, pelo menos, 2 linhagens celulares e
apresentavam ilha CpG nas suas regides 5°. A reativacdo de trés destes 35 genes
(CRABP2, MXI e SLCI15A43) foi confirmada por PCR em tempo real (Fold
change > 3). O seqiienciamento de bissulfito de sddio das suas ilhas CpGs
revelou que eles estdo, de fato, diferencialmente metilados em linhagens celulares
derivadas de carcinoma de cabeca e pescogo. Foram detectadas uma maior
freqtiéncia de hipermetilagdo dos genes CRABP2 (58.1% para a regido 1) e MX]
(46.3%) em amostras primarias de cancer de cabega e pescoco quando
comparados a linfécitos de individuos saudaveis utilizando o PCR de metilagao
especifica (MSP). Finalmente a auséncia da proteina CRABP2 foi associada com
o decréscimo das taxas de sobrevida livre de doenca, sugerindo a potencial
utilizacdo da expressdo do CRABP2 como um biomarcador de prognéstico para
pacientes de cancer de cabega e pescogo.

Palavras-chave: cancer de cabega e pescogo, hipermetilagdo, expressdo génica,

imunoistoquimica.



Abstract

Head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) is a heterogeneous
disease affecting the epithelium of the oral cavity, pharynx and larynx. Most
patients are diagnosed at late stages of the disease and no sensitive and specific
predictors of aggressive behavior have been identified yet. Therefore, early
detection and prognostic biomarkers are highly desirable for a more rational
management of the disease. Hypermethylation of CpG islands is one of the most
important epigenetic mechanisms that leads to gene silencing in tumors and has
been extensively used for the identification of biomarkers. In this study, we
combined Rapid Subtractive Hybridization (RaSH) and microarray analysis in a
hierarchical manner to select genes that are putatively reactivated by the
demethylating agent 5-aza-2’-deoxycytidine (5Aza-dC) in HNSCC cell lines
(FaDu, UM-SCC-14A, UMSCC-17A, UM-SCC-38A). This combined analysis
identified 78 genes of which 35 were reactivated in at least 2 cell lines and
harbored a CpG island at their 5° region. Reactivation of three out of these 35
genes (CRABP2, MX1 and SLC15A43) was confirmed by qRT-PCR (fold change >
3). Bisulfite sequencing of their CpG islands revealed that they are indeed
differentially methylated in the HNSCC cell lines. Using Methylation Specific
PCR (MSP), we detected a higher frequency of CRABP2 (58.1% for region 1)
and MXI (46.3%) hypermethylation in primary HNSCC, when compared to
lymphocytes from healthy individuals. Finally, absence of the CRABP2 protein
was associated with decreased disease-free survival rates, supporting a potential

use of CRABP2 expression as a prognostic biomarker for HNSCC patients.

Keywords: Head and neck cancer, gene expression, Hypermethylation,

immunohistochemistry
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1. Cancer de cabega e pescogo

O cancer de cabega e pescogo ¢ o sexto tipo de cancer mais comum,
representando 6% de todos os casos e sendo responsavel por uma estimativa de
650.000 novos casos e 350.000 mortes por cancer mundialmente todos os anos
(Parkin et al., 2005). As regides de maior risco para este tipo de cancer incluem a
Melanésia (uma sub-regidio da Oceania, nordeste da Austrélia) e a Asia sul central,
oeste e sul europeu e Africa do sul, e para o cancer de laringe as regides de maior
risco sdo o sul e leste europeu, América do sul e oeste da Asia (Parkin et al.,
2005). Somente nos Estados Unidos, foram diagnosticados 47.560 novos casos de
cancer em 2008 (NCI, 2008). No Brasil, o estado de Sdo Paulo é o estado com a
incidéncia mais alta para o cancer da cavidade oral em homens (16,84/100.000
homens) e o estado do Rio Grande do Norte possui a incidéncia mais alta para as
mulheres (5,44/100.000 mulheres). Para o ano de 2008 foram esperados 14.160
novos casos de cancer da cavidade oral, sendo 8.010 casos localizados somente na
regido sudeste (INCA, 2009).

A média de idade para o diagndstico € em individuos de idade avancada
(>60 anos), embora um nimero crescente desta malignidade estad também sendo
documentada em adultos jovens (Llewellyn et al., 2001; Schantz e Yu, 2002). Um
decréscimo sutil na incidéncia geral de cincer de cabeca e pescoco tem sido
detectado nas ultimas duas décadas. Entretanto, um aumento nos casos de cancer
de base de lingua e tonsilar tém sido notados (Saraiya et al., 2007), que pode ser
mais pronunciado em jovens adultos nos Estados Unidos e nos paises europeus

(Annertz et al., 2002; Shiboski et al., 2005).
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Os tumores intraorais e de orofaringe sdo mais comuns entre os homens do
que entre as mulheres, com uma razio homem:mulher de mais de 2,1. Entretanto
esta disparidade na razdo homem:mulher tem se tornado menos pronunciada ao
longo dos ultimos cingiienta anos, provavelmente porque as mulheres tém entrado
em maior contato com carcinogénicos orais conhecidos, como o tabaco e o alcool.
A incidéncia anual de céncer de cabegca e pescogo em Afro-americanos
(12,4/100.000 individuos) é maior que em caucasianos (9,7/100.000 individuos),
sendo que a incidéncia mais alta estd entre os homens Afro-americanos
(20,5/100.000 individuos) (Silvermman, 2001).

Apesar dos avancos na cirurgia, radiagdo e quimioterapia, a taxa de
sobrevida de 5 anos para o cancer de cabegca e pescogco ndo tem melhorado
significantemente ao longo das ultimas décadas, sendo que a taxa permanece em
torno de 60% (Howe et al, 2006). Os Afro-americanos t€ém uma taxa de
mortalidade significantemente mais alta quando comparado aos caucasianos (4,4
versus 2,4/100.000 individuos) e isso ocorre parcialmente porque entre os Afro-
americanos os tumores sdo freqiientemente descobertos em um estagio avancado
(Caplan e Hertz-Picciotto, 1998).

O consumo de tabaco e alcool estd implicado em 75% de todos os casos de
cancer de cabeca e pescoco e tem efeito combinado multiplicativo (Vineis ef al.,
2004). A porcentagem de pacientes que consomem tabaco diagnosticados com
cancer oral é duas a trés vezes maiores quando comparado a populacdo geral. Em
adicdo, pacientes tratados que foram diagnosticados com céncer oral e que

continuam a consumir tabaco tem duas a seis vezes um risco maior de
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desenvolver um segundo tumor no trato aerodigestivo superior do que aqueles que
pararam de consumir tabaco (Silverman & Shillitoe, 1998). O consumo de
maconha ¢ também considerado um fator de risco potencial e pode ser
parcialmente responsavel pelo aumento de casos de cancer oral observado entre os
jovens adultos (Zhang et al., 1999). Entretanto, sdo ainda necessarios estudos para
confirmar a suposta associagdo entre o consumo de maconha e o cancer oral em
jovens adultos.

O consumo de alcool tem sido identificado com um dos principais fatores
de risco para tumores do trato aerodigestivo superior. Em estudos controlados
para o consumo de tabaco, observou-se que os consumidores de alcool (moderado
a alto) mostraram um risco de trés a nove vezes mais de desenvolver cancer oral
(Blot et al., 1988; Jovanovic et al., 1993; Mashberg et al., 1993; Lewin et al.,
1998). Um estudo realizado na Franga observou que consumidores extremos de
alcool (mais que 100 gramas de alcool por dia) tinham um risco 30 vezes maior de
desenvolver cancer oral e de orofaringe. E importante mencionar a significancia
do efeito sinérgico do alcool e do tabaco, em alguns subgrupos de pacientes que
eram consumidores extremos de alcool e tabaco podem ter mais de cem vezes um
risco de desenvolver este tipo de cancer (Andre et al., 1995).

Na India e no sul da Asia, o uso cronico de betel na boca tem sido
fortemente associado com o aumento no risco para o cancer oral. O consumo de
betel freqlientemente resulta em uma condi¢do pré cancerosa progressiva da boca

conhecida como fibrose da submucosa oral (Murti ef al., 1985).
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Recentemente o HPV16 e 18 foram identificados como fatores de risco
para o cancer de cabega ¢ pescogo. Aproximadamente 25% dos tumores de cabeca
e pescogo contem DNA gendmico do HPV. A associagdo entre o HPV e o cancer
de cabeca e pescogo € muito forte para o cancer de tonsila, intermedidria para o
resto da orofaringe e fraca para a cavidade oral e laringe. Os tumores de cabeca ¢
pescogo relacionados ao HPV ocorrem mais freqiientemente em individuos que
nio sdo fumantes, consumidores de alcool ou imunosuprimidos e sdo,
freqiientemente, pobremente diferenciados ou de histologia basaldide. Algumas
praticas sexuais, por causa de seus altos riscos para a transmissdo da infecg¢do por
HPV, foram também notadas como fatores de risco para o cancer de orofaringe.
Os tipos de HPV oncogénicos de alto risco (ex: HPV16 e HPV18) mediam seus
efeitos carcinogénicos por meio das proteinas oncovirais E6 ¢ E7, que inativam
proteinas supressores de tumor p53 e pRb, respectivamente (Munger ¢ Howley,
2002). Diferengas substanciais nos perfis de expressio génica e defeitos
cromossomicos tém sido documentados entre os tumores HPV positivos ¢ HPV-
negativos (Slebos et al., 2006).

A associagdo entre 0 HPV e o cincer de cabega e pescogo tem implicagdes
importantes para o tratamento de prevencdo e progndstico. A positividade para
HPV ¢ um fator de prognoéstico favoravel no cancer de cabeca e pescogo (Licitra
et al., 2006). Os tumores HPV positivos t€ém tido uma melhor resposta a radiagao,
quimioterapia ou ambos e parecem ser mais suscetiveis ao sistema imune do que
os tumores HPV negativos. Portanto, a infec¢do por HPV é um biomarcador

preditivo importante que deveria ser levado em consideragio no delineamento de
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estudos clinicos prospectivos para o cancer de cabega e pescogo. Por exemplo, ¢
possivel que pacientes diagnosticados com cancer de cabegca e pescogo de
estadiamento local avangado HPV positivos poderiam ter sucesso com terapia
padrio, mas ndo poderiam se beneficiar de intensificacdo no tratamento.
Finalmente, a vacinacdo contra o HPV mostrou-se eficiente na prevengdo de
cancer cervical e isto ¢ de interesse potencial para a prevengdo do cancer de
cabega e pescogo (Argiris et al., 2008).

O consumo de frutas e verduras tem sido associado com o risco reduzido
para o cancer de cabega e pescogo (Pavia ef al., 2006). A anemia deficiente de
ferro em combinagdo com disfagia é associada com um risco elevado de
carcinoma da cavidade oral, orofaringe e esdfago (Larsson er al, 1975). A
imunossupressdo parece predispor alguns individuos para um risco aumentado
para o desenvolvimento do cancer de cabeca e pescoco, sendo que o carcinoma
oral tem sido documentado em pacientes jovens com infec¢do por HIV (De
Visscher et al., 1997). Adicionalmente o papel de varidveis antropométricas
especificas tém sido associadas ao desenvolvimento do cdncer de cabega e
pescogo. Um estudo realizado com 1548 individuos na Italia observou que
individuos do sexo masculino com um menor percentual de gordura abdominal
tinham um risco maior de desenvolver cancer de laringe (Garavello et al., 2006).
Os fatores ocupacionais também tém sido associados ao desenvolvimento do
cancer de cabega e pescog¢o (Shangina et al., 2006; Gillison, 2007). Embora a
carcinogénese de cabecga e pescoco seja esporadica, a heranga familial tem sido

notada (Suarez et al., 2006). Além disso, o risco para o cancer de cabega ¢
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pescoco aumenta em individuos com sindromes de suscetibilidade ao céncer,
como o cancer coloretal ndo poliposo hereditario, sindrome de Li-Fraumeni,
anemia Fanconi e ataxia talangectasia (Trizna e Schantz, 1992; Foulkes et al.,
1996).

Os carcinomas de células escamosas de cabeca e pescog¢o sdo comumente
localizados na cavidade oral, orofaringe, nasofaringe, hipofaringe e laringe. A
cavidade oral inclue a mucosa bucal, cristas alveolares superior e inferior, trigono
retromolar, o assoalho da boca, palato duro, e dois tergos anteriores da lingua. A
orofaringe inclui a base da lingua, tonsilas, palato mole, ivula, parede posterior da
faringe e as paredes laterais da faringe. A nasofaringe esta situada atras da
cavidade nasal e tem uma parede posterior abaulada e paredes laterais que
incluem a fossa de Rosenmuller e a mucosa cobrindo o térus tubario formando o
orificio do tubo Estaquiano. A hipofaringe esta localizada entre a orofaringe ¢ o
esofago cervical. A hipofaringe ¢ dividida em trés partes: o sinus piriforme, as
paredes lateral e posterior da hipofaringe ¢ a area pos cricoide. A laringe ¢é
dividida em trés regides: a laringe supraglotica, glotica e subglotica (Marur e
Forastiere, 2008).

Os pacientes diagnosticados com a doenga em estagio inicial apresentam
sintomas vagos e achados fisicos minimos; a apresentac@o clinica varia de acordo
com o sitio primdrio envolvido. Os pacientes com céncer da cavidade oral
geralmente apresentam Ulceras nlo-cicatrizantes e dores, enquanto o
envolvimento da orofaringe pode resultar em sintomas de dores de garganta,

disfagia cronica ou degluticdo dolorosa persistente, que dura mais de seis semanas
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e dores de ouvido. Pacientes diagnosticados com cancer de hipofaringe
apresentam disfagia, dores de ouvido, rouquidao e as vezes adenopatia cervical. A
apresentacdo clinica do cancer de laringe varia dependendo do subsitio. Os
tumores de glote sdo freqiientemente diagnosticados em estagio inicial e possui
uma alta taxa de cura. Estes pacientes apresentam rouquiddo persistente ¢ em
estdgio avangado apresentam respiracdes curtas ocasionais. Ao contrario, os
pacientes com tumores na supraglote sdo diagnosticados em um estadiamento
mais avangado e freqiientemente possuem uma massa no pescoco (Marur e
Forastiere, 2008).

Um reconhecimento precoce dos sintomas e sinais de cancer de cabecga e
pescogco € importante para um rapido diagndstico. Ainda ndo existe nenhum
método de rastreamento da doenga, com excecdo de rastreamento populacional
com inspecdo oral em regides com alto risco para cancer da cavidade oral. As
variantes histoldgicas do cancer de cabega sdo raras e incluem verrucoso,
basaldide, células fusiformes e carcinomas adenoescamoso. Os carcinomas
pobremente diferenciados ou indiferenciados de cabega e pescogo sdo
administrados de forma similar ao carcinoma escamoso de cabeca e pescogo.

Um estadiamento acurado ¢ o fator mais importante que guia as decisdes
sobre o regime terapéutico. Os métodos de estadiamento incluem um exame pelo
cirurgido de cabega e pescoco e uma avaliagdo radioldgica que freqlientemente
implica em imagens do pescogo por meio de tomografia por emiss@o de protons
(CT) ou ressonancia magnética (MRI) ou ambos. O sitio mais comum de

metastases distantes ¢ o pulméo, seguido por linfonodos mediastinos, figado e
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0ssos. A imagem do peito € rotineiramente feita em um rastreamento inicial e
poderia detectar um segundo céncer primario no pulmio ou especialmente a
presenca de metastases no pulmio em cancer de cabeca e pescoco em estagio
avangado. A classificacdo do estadiamento da sexta edi¢io do Comité da Junta
Americana (AJCC) ¢ amplamente usada e o critério de estadiamento varia de
acordo com o sitio primario. Embora o sistema AJCC seja util na defini¢do da
extensdo anatdmica do céancer, ele nfo inclui pardmetros patoldgicos ou
bioldgicos de comportamento do tumor (Argiris ef al., 2008).

As decisdes no tratamento de carcinoma de células escamosas de cabega e
pescogco sdo freqiientemente complicadas, envolvendo muitos especialistas,
incluindo cirurgides de cabeca e pescogo, médicos oncologistas, radiologistas,
cirurgides plasticos e dentistas. O sitio do tumor primdrio, o estadiamento, a
resectabilidade e os fatores do pacientes, incluindo as consideragdes sobre o ato
de engolir e respirar, o desejo pela preservacio do o6rgdo e as doencas de
comorbidade s3o utilizados para guiar um delineamento apropriado para o
tratamento da doenca. A cirurgia e a radioterapia tém sido as principais
abordagens de tratamentos. Um aperfeicoamento nas cirurgias e nas radioterapias
e a incorporagdo de agentes sistémicos na terapia curativa t€ém melhorado os
resultados clinicos (Argiris, Karamouzis et al. 2008).

Os sobreviventes do carcinoma de células escamosas de cabeca e
pescogo enfrentam riscos, durante toda sua vida, de morrerem de doengas
cardiacas ou respiratorias ¢ de surgimento de segundo tumores primarios, que sdo

comumente associados com o consumo de cigarro (Khuri et al., 2006).
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Os segundos tumores primarios desenvolvem em uma taxa de 3 a 5% todo
ano ¢ podem afetar todo o trato aerodigestivo. Até o presente, nenhum
biomarcador estabelecido ou evidéncias baseadas em imagens para a
sobrevivéncia do paciente existem, e nenhum agente quimiopreventivo teve sua
eficiéncia comprovada.

De 1960 a 1980, a cirurgia e a terapia de radiagdo (TR) eram consideradas
os unicos tratamentos eficientes para uma conduta curativa de pacientes com
cancer de cabega e pescoco. A cirurgia € o tratamento padrio para o carcinoma de
células escamosas de cabega e pescog¢o, mas ¢ freqiientemente limitado pela
extens@o anatomica do tumor e o desejo de preservacdo do 6rgdo. Quando a
cirurgia ¢ o tratamento primario, a dissec¢io de pescogo ¢ realizada como parte do
tratamento cirirgico. Entretanto, apos o tratamento, com quimioterapia primaria, a
disseccdo do pescogo é freqiientemente recomendada quando se suspeita de
doenga residual, enquanto seu papel ainda permanece controverso no quesito
resposta completa. A adaptagdo de procedimentos de disseccdo seletiva de
pescogo menos moérbido estd fornecendo informacdes importantes sobre
estadiamento para o delineamento de terapias e para a estimativa de prognostico.
A disseccdo seletiva de pescogo € também um procedimento terapéutico razoavel
para os pescocos que ndo apresentam envolvimento clinico, que podem abrigar
metastases em até um ter¢co dos casos, na auséncia de caracteristica adversas
histolégicas em doenca N1 clinicamente. A bidpsia de linfonodo sentinela tem
ganhado atenc¢do por sua habilidade de detectar, de modo confiavel, metastases

nodais em carcinomas de células escamosas na cavidade oral e orofaringe e foi
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validado por um grande teste multi-institucional realizado pela Faculdade
Americana do Grupo de Cirurgides Oncoldgicos. No futuro, os riscos de
metastase poderdo ser determinados por meio de assinaturas moleculares
genéticas no linfonodo sentinela ou no tumor primario.

A radioterapia ¢ uma parte integral do tratamento primario ou adjuvante
do carcinoma de células escamosas de cabega e pescoco. A radioterapia sozinha
resulta em um alto controle do tumor e altas taxas de cura para estagios iniciais de
cancer de glote, lingua e tonsila. Avangos na imagem e entrega de radiacio tem
mudado drasticamente as abordagens nos tratamentos. Tomografias
computadorizadas planejadas s3o agora freqlientemente combinadas com
tomografia computadorizada de diagndstico, imagem de ressonancia magnética ou
dados da tomografia de emissdo de pdsitron para melhorar a delineagdo do tumor
em trés dimensdes. A terapia de radiagdo para o tratamento do carcinoma de
células escamosas de cabeca e pescogo ¢ tipicamente dado em pequenas fragdes
diarias de 2.0 Gy, 5 dias por semana, até¢ uma dose total de 70 Gy ao longo de sete
semanas. Os esquemas de altas doses por fracdo t€m sido testados para estagios
iniciais de carcinoma de células escamosas de laringe, com resultados excelentes e
néo foi observado nenhum aumento nos efeitos toxicos (Le et al., 1997).

As longas interrup¢des na radioterapia ou atrasos no comego da
radioterapia pds-operativa sdo potencialmente prejudiciais, presumivelmente por
causa da repopulagdo das células cancerosas (Bese et al., 2007). Para contornar a
cinética do tumor e explorar as diferencas no reparo de danos entre as células

tumorais e sadias, os regimes de radioterapia de fracionamento alterado foram
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introduzidos. Adicionalmente, a combinagcdo de esquemas de fracionamento
alterado e quimioterapia tém sido testadas em testes clinicos com resultados
promissores (Bernier, 2005).

O papel da quimioterapia no tratamento do carcinoma de células
escamosas de cabega e pescogo tem evoluido de um cuidado paliativo para um
componente central do programas curativos para o carcinoma de células
escamosas de cabega e pescogo localmente avangados. Varias classes de agentes
como os compostos de platina, antimetabolitos e taxanos tem mostrado uma
atividade de agente tinico contra o carcinoma de células escamosas de cabeca ¢
pescogo. O composto de platina, cisplatina, ¢ tido como um agente padrdo na
combina¢do com radiagdo ou com outros agentes. As combinagdes baseadas no
taxano sdo mais ativas ¢ t€m sido testadas na quimioterapia de carcinoma de
células escamosas de cabeca e pescoco localmente avangado (Argiris, 2005).
Além disso, a inibigdo de EGFR tem emergido como uma nova estratégia de
tratamento para o carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco
(karamouzis et al., 2007), e o cetuximab € o primeiro agente direcionado a um
alvo molecular que tem sido introduzido como uma pratica padrao.

Uma série de eventos genéticos leva a inativagdo de genes supressores de
tumor ou ativagdo de proto-oncogenes ou ambos, guiando com isso ©
desenvolvimento do carcinoma de células escamosas de cabeca e pescogo. As
técnicas moleculares identificaram alteragdes genéticas e epigenéticas em lesodes
pré malignas e invasivas e permitiram o delineamento de um modelo de

progressdo hipotética para a carcinogénese de carcinoma de células escamosas de
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cabeca e pescoco, que inicia-se com a observacdo de delegdes e inativagdes e vai
até a observagdo de dele¢des e inativacdo do PTEN que estdo presentes no
carcinoma invasivo (Califano et al., 1996; Perez-Ordones et al., 2006; Ha &
Califano, 2006). Células inflamatdrias, imune e estromais contribuem apara a
carcinogénese ¢ a resisténcia ao tratamento. A telomerase, que esta envolvida na
manutengdo do telomero e imortalizagdo, encontra-se reativadas em 90% do
carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco e em lesdes pré malignas
(McCaul et al., 2002). A perda do 9p21 é uma aberragdo genética muito comum
porque ela tem sido encontrada em 70 a 80% dos casos de cancer de cabeca ¢
pescogo (Mao et al., 1996). A inativa¢do do gene pl6, que é causada por uma
delecio homozigdtica, mutagdes pontuais ou hipermetilagio do promotor e a
perda de 3p poderiam ser eventos iniciais na carcinogenese de cabeca e pescogo
(Perez-Ordones et al., 2006).

Esperam-se elucidagdes adicionais dos eventos moleculares no
desenvolvimento do céncer de cabeca e pescogo para acelerar o desenvolvimento
de novos agentes potencialmente eficientes e identificacdo de biomarcadores, que

poderia otimizar o tratamento.

II. Metilacdo

O controle do inicio da transcrigdo em células de mamiferos pode ser
dividido em trés categorias: for¢a intrinseca do promotor e disponibilidade do
core da maquinaria de transcri¢cdo (Dvir et al., 2001; Sandelin et al., 2007), as

agoes de fatores de transcri¢do reguladores ou promotores especificos (positivo ou
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negativo) (Malik e Roeder, 2005; Schulz er al, 2007) e o controle da
acessibilidade do DNA por alteragdo da estrutura da cromatina (Horisberger e
Gunst, 1991; Gillison, 2007). Esta tltima categoria, incluindo as modifica¢des pos
traducionais de histonas e modifica¢des pos replicacionais do DNA sdo menos
compreendidos que as outras duas primeiras categorias.

Os genomas dos eucariotos carregam marcas quimicas que s30
adicionadas a0 DNA ou a cromatinas. Esta informagdo epigenética ndo ¢é
uniforme, mas ¢ aplicada regionalmente e ela sinaliza ou preserva as atividades
locais, como a transcri¢do ou o silenciamento génico. O resumo total de todas as
informagdes epigenéticas ¢ denominado de epigenoma. Se quisermos entender o
significado bioldgico e biomédico do fendmeno epigenético € obviamente
importante mapear o epigenoma em alguns detalhes. Entretanto, diferentemente
do genoma, o epigenoma ¢ altamente variavel entre as células e flutua no tempo
de acordo com as condi¢des de até mesmo uma tUnica célula. Portanto, ha pelo
menos tantos epigenomas quanto ha tipos celulares (Suzuki e Bird, 2008). As
mudangas epigenéticas podem ser divididas, de maneira geral, em trés processos
interativos: a metilagdo de DNA, a modificag@o de histonas e o remodelamento de
cromatina (Gal-Yam et al., 2008).

A metilagdo do DNA refere-se a uma adigdo bioquimica de um grupo
metil a bases nucleotidicas. A adenina pode ser modificada na posi¢do 6-N (em
bactérias e também na maioria dos eucariotos) (Baniushin, 2005), a citosina pode
ser modificada na posi¢do 4-N ( na maioria das bactérias termofilicas) (Gromova

e Khoroshaev, 2003) e na posi¢cdo 5-C. A ultima modificagdo ¢ a forma mais
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comum de alteragdo do DNA entre todos os organismos (Leonhardt er al., 1992).
O genoma dos mamiferos contém aproximadamente 3 x 10 residuos de 5-
metilcitosina (m’C), sendo a maioria localizada dentro de 5'-m’CG-3'
dinucleotideos (Leonhardt ez al., 1992). A modificagdo epigenética mais estudada
em humanos ¢ a metilagdo da citosina do DNA dentro do dinucleotideo CpG; 3 a
6% de todas as citosinas estdo metiladas no DNA normal humano. Em eucariotos
superiores, os pares CpGs sdo os principais hotspots para mutacdo por causa da
desaminagio espontinea de m°C em timina (T). A transicdo C—T resulta na
eliminacdo progressiva de sitios CpG metilados de seqiiéncias codificantes
durante a evolugdo (Bird, 2002; Januchowski et al., 2004). Potencialmente, os
dinucleotideos CpGs metilavéis ndo estdo aleatériamente no genoma humano, ao
contrario, as regides ricas em CpG conhecidas como ilhas CpGs estdo localizadas
na regido final 5°(promotor, regido ndo traduzida e 1 éxon) de muitos genes, que
normalmente ndo estdo metilados em células normais (Hanahan e Weinberg,
2000).

A metilag@o, juntamente com as modificagdes de histonas, desempenha
um papel importante na modulacdo da estrutura da cromatina, controlando entdo a
expressdo génica e muitos outros processos dependentes de cromatina
(Kouzarides, 2007). Os efeitos epigenéticos resultantes mantém os varios padroes
de expressdo génica em diferentes tipos celulares (Turner, 2007). Os processos
epigenéticos incluem imprinting gendémico (Hore ef al., 2007), silenciamento
génico (Lande-Diner et al., 2007, Miranda e Jones, 2007), inativagdo do

cromossomo X (Yen et al., 1998), reprogramacdo do processo de transferéncia
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nuclear (Nagano ef al., 2004; Reik, 2007) e alguns elementos da carcinogénese
(Gronbaek et al., 2007). A metilacio do DNA também esta associada com
fendmenos como reparo do DNA (Walsh e Xu, 2006), iniciacdo de dimorfismo
sexual (Schaefer et al., 2007), progressdo por meio de pontos de checagem da
divisdo celular (Unterberger et al., 2006) e supressdo de um grande nimero de
elementos transponiveis e retrovirais no genoma de mamiferos (Bird e Wollffe,
1999).

A metilagdo da citosina ocorre depois da sintese do DNA, pela
transferéncia enzimatica de um grupo metil do doador S-adenosilmetionina (SAM
ou Adomet) para o carbono da posi¢do 5’ na citosina e a reagdo enzimadtica ¢ feita
por uma das enzimas chamada DNA metiltransferases (DNMTs) (Figura 1). A
posi¢do 5 da citosina ¢é relativamente ndo reativa e sua metilagdo em solugdo
aquosa neutra tem sido chamada de uma reag¢do “quimicamente improvavel”.
Todas as enzimas metiltransferases utilizam um mecanismo comum catalitico e
empregam o cofator AdoMet (S-adenosilmetionina (SAM)) como fonte do grupo
metil. O inicio da reagfo ocorre quando a citosina ¢ impulsionada para fora do
DNA e inserida em um sitio ligante da enzima metiltransferase. Neste sitio ativo,
a cisteina tiolato catalitica forma um estado de transi¢do intermedidrio com o
carbono 6 do anel da citosina. Isto cria uma enamina 4-5 reativa que ataca o grupo
metil fornecido pelo cofator. Apds o grupo metil ser transferido para a posi¢@o 5
do carbono do anel da citosina, a remog¢do do proton da posi¢do 5 causa a

reconstrugdo da liga¢do dupla 5,6 e o desligamento da enzima por B-eliminagéo

(Siedlecki et al., 2006) (Figura 2).
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Figura 1- Processo de herdabilidade do padrdo de metilagdo. A metilagdo ¢ uma
modificacdo estavel que ¢ herdada por meio das divisdes celulares (metilacdo de
manuteng@o). A preferéncia das DNA metiltransferase de manutengdo por
substratos hemimetilados e seus alvos para metilagdo permitem a copia do padréo
de metilagdo da fita parental de DNA para a fita filha de DNA recém sintetizada.
(Modificado de Kanai et al., 2008)
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Figura 2- Reagfo catalisada pela DNA metiltransferase (DNMT) (Modificado de
Siedlecki et al., 2006).

As DNMTs (DNA metiltransferases) usam o S-adenosil-L-metionina
(AdoMet) como um doador de grupos metil. A primeira DNMT foi isolada e
clonada da bactéria Haemophilus haemolyticus. Esta enzima bacteriana ¢
composta de 327 residuos de aminoacidos e trés vezes menor que as DNMTs
eucaridticas (Kumar et al., 1994). A familia de DNMT eucaridtica possui cinco
membros: DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b ¢ DNMT3l. As DNMTs de

mamiferos contém pelo menos trés regides estruturais: o dominio regulatério N-
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terminal, que é responsavel pela localizagio de DNMTs no ntcleo; o dominio
catalitico C-terminal, que se assemelha aquele da enzima procariotica e o ligante
central, que consiste de dipeptideos repetidos GK (Figura 3) (Araujo ef al., 2001).
O dominio N-terminal desempenha um papel regulatério e contém os seguintes
elementos: dominio ligante ao antigeno celular nuclear proliferante (PBD), sinal
localizador nuclear (NLS), motivo Zinc Finger rico em cisteina (ATRX), dominio
de homologia polibromo (PHD) e um dominio ligante a cromatina tetrapeptideo
PWWP (Posfai et al., 1989; Leonhardt ef al., 1992). Em contraste, a seqiiéncia
primaria do dominio catalitico C-terminal de DNMTs eucaridticas contém dez
seqiiéncias de motivos caracteristicos diferentes, sendo que seis delas sdo

evolutivamente conservadas: motivos I,LIV,VLVIILIX e X.
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Figura 3- Arranjos dos dominios dos membros de DNA metiltransferases

(Modificado de Siedlecki et al., 2006).

A primeira DNA metiltransferase eucariotica que foi purificada e clonada
foi denominada DNMT1. Inicialmente sua habilidade de metila¢do de novo foi
identificada (Leonhardt et al., 1992) e, mais tarde, esta enzima foi identificada por
possuir uma preferéncia de 5 a 30 vezes maior para DNA hemimetilado,
dependendo da seqiiéncia nucleotidica (Yoder ef al.,, 1997). Por causa desta
preferéncia, a familia de DNMT1 foi reconhecida como metiltransferase de
manutengdo. O termo “manutengdo da metilagdo” se refere a um processo que
reproduz o padrio de metilagdo do DNA parental para as fitas filhas de DNA.

Este processo fornece a herdabilidade para os padroes de DNA gendmico que sido
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copiados durante a replicacio do DNA. De fato, a DNMTI1 estd intimamente
associada com a maquinaria de replicacdo do DNA e tem a preferéncia por novas
seqiiéncias CpGs cujo complemento tem o grupo metil aderido.

Além disso, sabe-se que a atividade especifica da DNMT1, em substratos
de DNA ndo metilados, é maior que as enzimas DNMT3a ¢ DNMT3b,
reconhecidas como metiltransferases de novo (Okano et al., 1998; Hsieh, 2005).
Se esta atividade ¢ inibida por alguns fatores celulares que reforgcam a maioria da
manutengdo da metilagdo, ou se a DNMT1 também tem -caracteristicas de
metilacdo para a realizacdo da metilagdo de novo in vivo, ainda continua um
mistério.

A DNA metiltransferase 1 eucariotica é uma proteina, aproximadamente,
trés vezes maior que a procariotica e foi sugerido que a eucariotica € resultado de
uma fusfio de trés genes, um sendo uma metiltransferase procaridtica ancestral
(Margot et al., 2000). Esta enzima ¢ formada por dois dominios: a regido N-
terminal funcionando como um ligante do DNA e dominio regulatorio e a parte C-
terminal reconhecida como um dominio catalitico. Os primeiros 621 aminoacidos
da regido N-terminal ndo sdo essenciais para a atividade da DNMT 1. Entretanto, o
dominio N-terminal € essencial para a discriminagdo entre as fitas de DNA
metiladas ¢ hemimetiladas e é responsavel pela diminuicdo na atividade de
metilacdo de novo. O dominio N-terminal ¢ formado por multiplos dominios que
realizam fungdes especializadas para eucariotos incluindo: importagdo para o
nucleo, coordenagdo da replicacdo e metilagdo durante a fase S e a supressdo

parcial da metila¢do de novo (Leonhardt et al., 1992). O dominio que posiciona a
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DNMTT nos pontos de replicacdo media uma dramatica redistribui¢do da DNMT1
durante a fase S (Leonhardt er al, 1992); a distribui¢do uniforme
nucleoplasmatica na fase G € seguida na fase S pela unido em pontos discretos
que sdo organizados ao redor de agregagdes de DNA satélite y em nucleos de
fibroblastos de camundongo. Durante o meio e o final da fase S estes pontos
toroidais sdo os principais sitios da replicagdo do DNA e no inicio da fase S ha
muitos pontos pequenos de replicagdo espalhados pelo nucleo (Leonhardt ef al.,
1992).

O motivo rico em carga do dominio N-terminal da enzima DNMTI1
interage com a DNMT1 e reprime a transcricdo sem a participagdo de HDAC
(histona desacetilase). O dominio N-terminal também pode interagir com outras
proteinas, incluindo o antigeno nuclear de célula proliferante (PCNA), a enzima
remodelante da cromatina dependente de ATP (hSNF2H), o inibidor de kinase
dependente de ciclina (p21WAF1) e o fator de transcrigdo E2F1, HDACI ou
HDAC2 (Zhang et al., 1999; Pradhan e Esteve, 2003; Hermann et al., 2004;
Robertson et al., 2004). O dominio N-terminal da DNMTI1 também pode
reconhecer as proteinas MBD1, MBD3, MeCP2 ¢ HP1. A interagdo da DNMT1
com numerosas proteinas supressores de promotores sugere que esta DNA
metiltransferase ¢ também um elemento crucial do complexo de supressdo da
transcricao.

Os motivos ATXR Zinc Finger e o dominio ligante-PCNA (PBD) da
DNMTI1 também interagem respectivamente com o DNA e PCNA durante a

replicagdo. Isto causa uma melhor apresentagdo das seqiiéncias alvos (TS) e
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dominios PBHD, que estabiliza os pontos de replicagdo ¢ induz um aumento na
taxa de biossintese de novas fitas de DNA. A DNMTI1, que forma o centro do
complexo da maquinaria de replicagdo estd também envolvida no sistema de
reparo do DNA (Dharel et al., 2008).

A fungdo da DNMT1 em células de mamiferos tem sido intensivamente
investigada com experimentos realizados em camundongos ou em células
embrionarias de murinos. A perda de fungdo dos alelos de DNMT1 produz varias
mudangas importantes na célula. A mudanga mais visivel ¢ a desmetilagdo severa
do genoma, embora a metilacdo ainda esteja presente em 5% comparado ao tipo
selvagem (Leid et al., 1992). Entre outras mudangas observadas foram o aumento
(aproximadamente 10 vezes) nas taxas de mutacdo em células embrionarias e um
pequeno defeito no sistema de reparo de DNA (Jinno et al., 2002; Guo et al.,
2004). Outra observacdo importante foi que as células embrionarias que nfo
possuem a enzima DNMT1 crescem normalmente em um estado indiferenciado,
porém quando induzidas a se diferenciar morrem em conseqiiéncia de apoptose
(Robertson, 2005). A apoptose é também a causa da morte dos embrides que ndo
possuem o gene DNMTI.

As enzimas DNA metiltransferases mais conservadas sdo aquelas
pertencentes a familia DNMT2. A DNMT2 ¢ também a mais amplamente
distribuida, pois seus homodlogos estdo presentes até mesmo em espécies que, de
acordo com a literatura, nd3o metilam o seu DNA (por exemplo,

Schizosaccharomyces pombe, Caenorhabditis elegans). FEstas enzimas sdo as
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mais enigmaticas pois as suas fungdes ou o seu substrato ainda ndo sdo
compreendidos (Hermann et al., 2004).

A DNMT2 humana ¢ uma proteina relativamente pequena, com 391
aminoacidos, que ndo possuem os grandes dominios de reconhecimento N-
terminais presentes na DNMT1 e DNMT3. A auséncia da parte N-terminal faz da
enzima DNMT2 uma DNA metiltransferase peculiar que mais se assemelha as
enzimas bacterianas (Siedlecki e Zielenkiewicz, 2006).

A forte conservagio das seqiiéncias dos 10 motivos cataliticos sugere que
a DNMT2 deveria ser uma DNA citosina metiltransferase. Porém, até agora, é
incerto se esta enzima ¢ uma citosina metiltransferase ativa. Alguns ensaios
falharam em detectar qualquer atividade de DNA metiltransferase em DNMT2
(Okano et al., 1998; Yoder e Bestor, 1998; Dong et al., 1999). Por outro lado, dois
sistemas de ensaios independentes mostraram que a proteina DNMT2 purificada
tem uma fraca atividade de DNA metiltransferase (Hermann et al., 2003) e,
também, ha resultados demonstrando que a DNMT?2 ¢ necessaria e suficiente para
a metilagio do DNA em Drosophila sugerindo uma atividade DNA
metiltransferase CpT/A-especifica para as proteinas DNMT2 (Kunert et al.,
2003).

A enzima DNMT2 estd presente na maioria dos tecidos adultos de
humanos e camundongos (Yoder e Bestor, 1998; Goll e Bestor, 2005). Seus
padrdes de expressdo sdo muito semelhantes aqueles da DNMT1. Os organismos
que contém membros das familias DNMT1 e DNMT3 sempre contém DNMT2.

Entretanto, células tronco embrionarias homozigotas para a disrup¢do do gene
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DNMT2 nao mostram anormalidades de metilagdo e apresentam um fenotipo
normal (Okano et al, 1998; Yoder e Bestor, 1998). Foi sugerido que os
homoélogos de DNMT2 poderiam ter um papel na fungdo do centrdmero. A
estrutura e fungdo do centrdmero sdo conservadas entre as espécies que tem uma
homologia de DNMT?2, sendo um pouco diferente das espécies que ndo possuem
essas enzimas (Leonhardt et al., 1992; Hermann ef al., 2004).

Goll e col. observaram que as enzimas DNMT?2 purificadas de humano e
de Drosophila melanogaster podem metilar citosina em tRNA 4, € ndo em DNA
(Goll e Bestor, 2005). Esses achados poriam a DNMT2 entre as RNA
metiltransferases apesar da forte conservagdo dos motivos cataliticos de DNMT.
Embora a mais nova funcdo atribuida a DNMT2 possa explicar algumas das
questdes sobre esta enzima, ha novas perguntas que ainda nio foram respondidas
e por isso a enzima DNMT2 continua sendo enigmatica e um desafio para a
comunidade cientifica (Siedlecki e Zielenkiewicz, 2006).

A familia DNMT?3 inclui duas enzimas DNMTs de novo ativas, DNMT3a
¢ DNMT3b e um fator regulatério, DNMT3-like proteina (DNMT3L) (Leonhardt
et al., 1992). A DNMT3a e DNMT3b possuem arranjos de dominios similares:
ambas contém uma regido variavel no N-terminal seguida pelo dominio PWWP
que pode estar envolvido na ligacdo ndo especifica do DNA (Qiu et al., 2002;
Lukasik et al., 2006), e, ainda, dominios ligante 3-Zn rico em cisteina
(compreendendo seis motivos CXXC) e um dominio catalitico C-terminal. A
seqiiéncia de aminoacidos de DNMT3L é muito semelhante a das DNMT3a e

DNMT3b no dominio ligante 3-Zn rico em cisteina, mas ela ndo possui os
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residuos conservados necessarios para a atividade metiltransferase no dominio C-
terminal.

As DNMT3a e DNMT3b exibem um alto grau de homologia de estrutura
primdria, mas estas enzimas sdo codificadas por dois genes diferentes mapeados
no cromossomo 2p33 e 20qll.2 respectivamente (Xie et al., 1999). Estas
metiltransferases metilam dinucleotideos CpG sem preferéncia por DNA
hemimetilado e sdo responsaveis pela metilagdo de novo do DNA, particularmente
durante a embriogénese. As atividades de DNMT3a e DNMT3b sdo reduzidas até
a diferenciacdo de células troncos e permanecem baixas em células somaticas
adultas. A expressdo de DNMT3a ¢ onipresente enquanto que a DNMT3b esta
expressa em niveis baixos na maioria dos tecidos com excecdo dos testiculos,
tiredide e medula dssea (Xie et al, 1999). O nivel de DNMT3b esta
profundamente aumentado em varias linhagens celulares de tumores indicando
que a enzima desempenha uma papel importante na tumorigénese (Robertson et
al., 1999; Hermann et al., 2004).

A arquitetura das enzimas DNMT3a e DNMT3b ¢ consistente com a
estrutura geral das DNMTs. Os dominios PWWP das DNMT3a e DNMT3b
podem interagir com a cromatina e entfo estas regides regulatdrias destas enzimas
sdo capazes de se ligar a varios repressores transcricionais (Qiu ef al., 2002). A
DNMT?3a pode se ligar ao co-repressor RP58, fator oncogénico PML-RAR ou
proteina HP1B enquanto que a DNMT3b pode ser associado com Sin3a,
coondensina, KIF4A, SUMO-1/Ubc9 e enzima remodelante de cromatina

dependente de ATP (hSWNF2H) (Pradhan e Esteve, 2003; Geiman et al., 2004).
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As DNMT3a e DNMT3b podem também interagir com a DNMTI1 e ativar
HDACI que desacetila histonas e reprime a transcrigdo génica. Isto indica que a
DNMT3a e DNMT3b podem estar envolvidas na remodelacdo da cromatina
associada com a modulag@o da transcricdo génica. Kelly e Trasler observaram que
a DNMT3a € responsavel pela aquisi¢do de padrdes de metilagdo de novo durante
o desenvolvimento pré natal de células germinativas masculinas enquanto que a
DNMT?3D esta envolvida na manutengdo de metilagdo de novo em estagios iniciais
da mitose de células germinativas masculinas (Kelly e Trasler, 2004). Os
diferentes papéis da DNMT3a e DNMT3b na gametogénese masculina sugere que
ambas as enzimas sdo essenciais neste processo e ndo podem ser substituidas uma
pela outra (Kelly e Trasler, 2004).

A DNMT3a exibe um nivel mais baixo de atividade metiltransferase
quando comparado com a DNMT1. Isto pode indicar que a DNMT3a requer uma
proteina pequena ou co-fatores para uma atividade 6tima. Além disso, a DNMT3a
exibe uma preferéncia por sitios de metilagdo que sio flanqueados por pirimidinas
(Hermann et al., 2004). Embora a DNMT3a seja altamente especifica para a
metilagdo de dinucleotideo CpG, esta enzima também ¢ capaz de metilar citosinas
em dinucleotideos CpA e CpT embora a fungdo desta modificacdo do DNA ainda
seja desconhecida (Ramsahoye et al., 2000).

A DNMT3b ¢ especializada para a metilagdo de dinucleotideos CpG
dentro de seqiiéncias repetidas das regides satélites pericentroméricas dos
cromossomos. As muta¢des dentro do gene DNMT3b podem estar associadas a

imunodeficiéncia genética humana, instabilidade cromossomica ¢ sindrome de
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anomalias da face (sindrome ICF) (Gowher et al., 2005). Individuos com a
sindrome ICF freqiientemente carregam alelos com uma mutacéo no dominio C-
terminal da DNMT3b. As anormalidades na cromatina de pacientes com ICF
incluem DNA completamente desmetilado dentro de regides pericentroméricas
dos cromossomos 1, 9 e 16 (Leonhardt ef al., 1992; Geiman et al., 2004; Kelly e
Trasler, 2004).

O RNA mensageiro da enzima DNMT3b pode ter numerosas formas de
splicing alternativo que apresentam uma variagdo de grau de ligagdo de DNA que
vai do baixo até o alto. A existéncia de isoformas de DNMT3b sugere que outros
fatores podem estar envolvidos na ligagdo do DNMT3b a uma regido particular do
DNA (Robertson et al., 1999).

A proteina da DNA metiltransferase DNMT3I n&o possui motivos do sitio
ativo de metiltransferase ativa e deve cooperar com outras DNMTs de novo
(Deplus et al., 2002; Margot et al., 2003). O gene DNMT?3I esta localizado no
cromossomo 21q22.3 e é principalmente expresso em linhagem germinativa pos
natal feminina durante a aquisi¢do de padrdes de metilagio do DNA. A DNMT3I
contém uma seqiiéncia sinal de localizag¢@o de nucleo ativo (NLS) e o motivo zing
finger ATRX que, respectivamente, possibilita a translocagio desta proteina para
o nucleo e a ligagdo da mesma ao DNA. As mesmas seqiiéncias NLS e ATRX
foram encontradas nas enzimas DNMT3a e DNMT3b (Aapola et al., 2002).

O motivo conservado PHD-like da DNMTS3I interage com HDACI e a
ativa. O papel de DNMT3I na ativagdo de HDACI indica que esta proteina

também esta envolvida na desacetilacdo de histona, remodelamento de cromatina
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e repressdo da transcricdo. Este dado também sugere que estas DNMTs sdo
proteinas epigenéticas multifuncionais que também ativam a modificagdo de
histona e a reconstru¢do da estrutura da cromatina (Turek-Plewa e Jagodzinski,
2005).

A DNMT3I1 se liga a parte carboxi-terminal d¢ DNMT3a e DNMT3b e
aumenta o nivel de atividade destas enzimas. A interacdo de DNMT3I de
camundongo com DNMT3a induz mudangas conformacionais com aumento da
afinidade de ligacdo de AdoMet ao sitio ligante do substrato. A DNMT31 humana
aumenta de 1,5 a 3 vezes a atividade de DNMT3a e DNMT3b mas nio afeta a
atividade de DNMT1. Adicionalmente, o complexo DNMT3a /DNMT3I exibe
uma maior afinidade de ligagdo com o DNA quando comparado com a DNMT3a
sozinha. Isto sugere que a DNMT3I1 ¢ translocada para o nucleo, se liga ao DNA ¢
pode servir como um fator de troca de substrato para as metiltransferases

funcionais DNMT3a e DNMT3b (Turek-Plewa e Jagodzinski, 2005).

II1. Mecanismos de regulagdo da transcricdo génica

A unidade basica de cromatina é o nucleossomo, que é um dimero de 2
complexos iguais, cada um consistindo de 4 proteinas histonicas: H2A, H2B, H3 e
H4 (Pruss et al.,, 1995). As caudas N-terminais das histonas H3 e H4 sdo
altamente carregadas e estdo associadas ao DNA. A cromatina foi vista no
passado como uma entidade estatica, que empacotava o DNA em uma forma
condensada e mantinha a integridade do DNA. Entretanto, estudos estabeleceram

que a histona passa por diversas modificagdes covalentes, que incluem acetilagao,
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metilacdo, fosforilagdo, ubiquitinagdo e sumoilagdo (Zhang e Reinberg, 2001).
Estas modificacdes formam um cddigo que regula a fungio da cromatina, pela
influéncia da dindmica do cromossomo, ditando as expressdes dos genes pela
definicdo do acesso da maquinaria de transcrigdo aos genes, assim como
controlando o acesso do genoma a outras maquinarias como reparo, replicagdo do
DNA e segregacdo cromossomica (D'alessio e Szyf, 2006).

A acetilacdo das caudas terminais das histonas H3 e H4 ¢ um sinal
predominante para a cromatina ser ativada pelo aumento do acesso & maquinaria
de transcrigdo. O sinal € removido pela agdo de histonas desacetilases (HDAC). A
metilagdo da histona na lisina 9 catalisada pela Suv39 recruta a proteina da
heterocromatina HP-1, que condensa a cromatina em uma estrutura inativa. A
metilacdo de histona na lisina 4, por outro lado, esta associado a ativag¢do génica.
Embora acreditasse que a metilacdo das histonas fosse um processo irreversivel,
foram identificadas que as desmetilases de histonas podem remover marcas
repressoras ou ativadoras de metilacdo de histonas (Metzger et al., 2005).

A metilagdo do DNA interfere na expressdo génica por mecanismos
diretos e indiretos. Primeiro, a metilacdo de um sitio CpG e o reconhecimento de
seqliéncias de fatores de transcricdo obstrui sua interagdo com seqiiéncias de
reconhecimento de DNA. Segundo, a metilagdo de uma regido em volta de um
sitio regulatorio de transcricdo atrai proteinas com dominio ligante ao DNA
metilado, como MeCP2, que recruta corepressores ¢ histonas desacetilases que
inativam a configuragdo da cromatina ao redor do gene. Este paradigma do

silenciamento do gene pela metilagdo do DNA ¢ um dos mais finos exemplos da
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estreita relacdo entre a metilagdo do DNA ¢ a estrutura da cromatina (D'alessio e
Szyf, 2006).

Originalmente, a aten¢@o foi focada na relacdo entre a metilagdo do DNA
e a estrutura de cromatina inativa. Estudos iniciais demonstraram que, quando o
DNA metilado ¢ transfectado em células, ele assumia uma estrutura de cromatina
inativa. Isto levou a uma no¢do de uma relagdo unidirecional entre a metilagdo do
DNA e a estrutura da cromatina. Portanto, acreditou-se que embora o
silenciamento génico envolva ambas a metilagdo do DNA e inativacdo da
cromatina, a metilagdo do DNA leva a um silenciamento génico e, portanto um
gene metilado poderia somente ser ativado se a metilagdo fosse removida.
Geralmente era demonstrado que os inibidores de HDAC somente ativariam genes
metilados em cooperagdo com o inibidor de metilagdo do DNA. A nogdo de que a
metilacio do DNA ¢ o sinal primario na inativagdo do gene recebeu suporte
experimental do descobrimento de proteinas ligantes ao DNA metilado e suas
habilidades de recrutar proteinas modificantes de histonas para os genes metilados
(D'alessio e Szyf, 2006).

Entretanto, dados recentes sugerem que essa visdo unidirecional precisa
ser revista e que a estrutura da cromatina poderia também ditar os padrdes de
metilagdo do DNA. Brenner ¢ col. mostraram que as proteinas que estdo
envolvidas no silenciamento da cromatina recrutam DNA metiltransferases para
os genes. Szyf e colaboradores, com base nos resultados de pesquisas sobre o

assunto, sugeriram que a hipometilagdo do DNA poderia também ser ditada pela
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cromatina e com isso propuseram que ha uma relacdo bidirecional entre a
metilacdo do DNA e a estrutura da cromatina (Szyf ef al., 2004).

A evidéncia genética para um possivel papel de causa da cromatina no
delineamento dos padrdes de metilacdo do DNA veio dos estudos de Tamaru e
Selker, que mostraram que a histona metiltransferase DIM-5 de Neurospora
crassa ¢ importante para a metilagdo normal do DNA (Tamaru ef al., 2003).

Ha evidéncia genética em mamiferos de que a disrup¢do da cromatina
influencia a metilagio do DNA. Em camundongos, a delecdo do gene Lsh, que
codifica a helicase SNF2 envolvida no remodelamento da cromatina, produz uma
perda substancial de metilagdo do DNA por todo o genoma (Fan et al., 2003). Isto
sugere que a atividade presumida de remodelamento da cromatina do Ls/ é crucial
para a organizacdo dos padrdes de metilagdo do DNA. Interessantemente, o gene
Lsh esta envolvido na mediacio dos padrdes de metilacdo de novo pela interagéo
com DNMT3a e DNMT3b. O gene Lsh ndo afeta a manutengio de epissomos
préviamente metilados e a proteina Lsh ndo mostrou interagir com DNMT1 (Zhu
et al., 2003). Em humanos a muta¢do no gene ATRX codificante de um membro
da familia SWI/SNF de proteinas remodelantes de cromatinas leva a um certo
déficit de metilagdo do DNA.

Um modelo atrativo de mecanismo no qual a cromatina poderia direcionar
a metilagdo do DNA seria o modelo de D’Alesio et al (2006) no qual enzimas
modificantes de cromatina recrutam DNMTs para genes especificos (figura 4). A
primeira linha de dados consistente com esta hipotese veio de estudos que

examinaram a intera¢do entre HDACI e DNMT1 (Fuks et al., 2003). Foi
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subseqiientemente mostrado que a DNMT1 também interage com a HDAC2
(Rountree et al., 2000). Experimentos mostraram que as DNMTs interagem com
as histonas metiltransferase SUV39 (Fuks et al., 2000), que metila a histona H3 na
posi¢ao lisina 9 e EZH2, um membro do complexo policomb de multiproteinas
PRC2, que metila a histona H3 na posicao lisina 27 (Vire ef al., 2006). Ambas as
marcas de modifica¢des inativam a cromatina (Cao et al., 2002). Estes estudos
mostram o significado de alvos de DNMTs em promotores para o estabelecimento
e manutencdo de um padrdo de metilagdo do DNA especifico. Uma segunda linha
de dados mostra que a EZH2 ndo somente serve para recrutar a DNMT para
cromatina, mas também posiciona a metilagdo do DNA-complexos multiprotéicos
de modificagdo de histona para seqiiéncias especificas no DNA (Vire et al., 2006).
Desde que o knock-down de EZH?2 resulta na perda de metilagdo do DNA de um
gene alvo metilado, a marcacdo de DNMTs ¢ necessaria ndo meramente para a
iniciagdo da metilagdo de novo, mas também para a seguranca da manutengio
deste padrio. Estes estudos corroboram com a hipdtese de que esta marca de
cromatina precede a metilagdo do DNA e predispde o DNA a metilagéo.

A existéncia de uma programacdo de expressdo génica baseada em
cromatina em organismos cujo genoma nio contém citosinas metiladas sugere
que, de uma perspectiva evolucionaria, a modificagdo da cromatina precede a
metilacdo do DNA. Por exemplo, ndo ha evidéncia para metilagio do DNA em
Saccharomyces cerevisae; entretanto este organismo possui um sofisticado
silenciamento gé€nico baseado em cromatina homdlogo aquele encontrado em

vertebrados (D'alessio e Szyf, 2006).
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Esta nog¢do de inativagdo de cromatina anterior a metilagdo tem também o
suporte da cronologia da inativagdo gé€nica em mamiferos. Por exemplo, um
estudo cronolégico demonstrou que a metilagdo do gene HPRT no cromossomo X
inativo ocorre apds a inativagdo do cromossomo (Lock et al, 1987).
Similarmente, o silenciamento da y-globina fetal precede a metilagio do DNA
(Enver et al., 1988). Um estudo de inativagdo epigenética do gene supressor de
tumor RASSFIA em células epiteliais mamarias proliferantes demonstrou que,
com o aumento do nimero de passagens, o gene RASSFIA era dramaticamente
silenciado. A trimetilagdo da histona H3K9 ocorre ao mesmo tempo em que a
inativagdo génica e precede a metilagdo do DNA (Strunnikova et al., 2005).
Bachman e colaboradores (Bachman ez al., 2003) estudaram o silenciamento do
gene pl6 em cultura celular seguido de metilagdo do DNA e mostraram que a
metilagdo da histona H3 na posicdo lisina 9, que correspondeu ao silenciamento
do gene, ocorreu antes da metilacdo do DNA.

Um possivel modelo para a vantagem de possuir 2 niveis de informac¢o
epigenética ¢ que o silenciamento génico é um mecanismo de auto reforgamento
no qual a metilagdo da histona H3 na posic¢ao lisina 9 leva a ligacdo de moléculas
adaptadoras, como a HP1, que por sua vez recruta metilases de DNA. A metilagio
do DNA direciona a ligagdo do DNA metilado a proteinas ligantes, como o
MeCp2, que por sua vez recruta as HDACs para desacetilar histonas e entdo
adicionalmente precipitar a um estado fechado da cromatina. A informagao do
silenciamento epigenético passa da cromatina para o0 DNA e vice-versa. Este auto

reforco pode ter evoluido para prevenir dispersio ou perda da informagio
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epigenética. A perda inadvertida de modifica¢des de cromatina associadas com o
DNA metilado seria rapidamente corrigida pelo recrutamento de enzimas
modificantes de cromatina (Nan, Cross et al., 1998; Nan, Ng et al.,, 1998),
enquanto a perda aberrante de metilagdo do DNA seria corrigida pelo

recrutamento de DNMTs pela cromatina modificada.
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Figura 4 — A cromatina inativa atrai as DNA metiltransferases (DNMTs). Os
repressores transcricionais recrutam as metilases de histonas (ex: SUV39) para
metilar a lisina 9 da histona 3 (H3K9), estabilizando o estado inativo pelo
recrutamento da HP1 e DNMTs. O DNA metilado resultante serve para guardar o
estado inativo pela tragdo de proteinas ligantes a0 DNA metilado, como a MeCP2,
que por sua vez recruta as desacetilases de histonas para condensar e inativar a

cromatina (Modificado de D’alesio et al., 2006)
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A cromatina pode afetar a metilagdo do DNA em ambas as direcdes,
inciando a metilagdo de novo do DNA ou a desmetilagdo. Esta conexdo ¢
extremamente importante para o estabelecimento de diferentes programas
epigenéticos ndo somente na transformagdo celular, mas também nas areas
fisiologica, comportamental, e patologica. Entretanto, enquanto a metilagdo do
DNA ¢ a modifica¢do da cromatina interagem uma com a outra, a metilagdo do
DNA afeta mecanismo de fechamento de cromatina a longo prazo em muitas
situagdes como, por exemplo, a repressdo definitiva de retroelementos e
transposons e a formacdo de cromatina facultativa. Dados recentes apontaram
para o papel da programag¢@o epigenética no comportamento e na adaptacdo a

diferentes comportamentos de interagao.

1V. Metilacdo e cincer

Na ultima década houve mudangas fundamentais dos determinantes do
cancer. Isto se deveu principalmente ao aciimulo de evidéncias indicando que a
desregulacdo epigenética em células contribuem e cooperam com as alteragdes
genéticas em todos os estagios do desenvolvimento e progressdo do cancer.
Anteriormente, a maioria dos esforcos em pesquisas na area de cancer ocorreu
sobre a premissa que as alteragdes genéticas ocorrem em genes que possuem um
papel chave em diferentes processos celulares incluindo proliferacdo e
diferenciacdo celular, apoptose, adesdo entre outros. Entretanto, uma forte e
crescente linha de evidéncia indica que as mudancas epigenéticas tém uma

contribuicdo significativa nas perdas ou ganhos de fun¢des em células cancerosas.
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As mudangas genéticas e epigenéticas afetam a atividade dos genes. As alteragdes
genéticas levam a uma marca permanente no genoma que podem afetar ou a
funcdo da proteina, quando localizada na regido codificadora do gene ou sua
expressdo, quando ocorre em regides regulatdrias. As mudancas epigenéticas
relevantes para o cancer ocorrem nas regides regulatérias de genes codificadores
de proteinas, resultando em uma expressio alterada, ou em seqiiéncias repetitivas,
onde eles t€m sido propostos estarem associados com alteragcdes cromossdmicas.
(Jacinto et al., 2007).

O padrio da metilagdo da citosina influencia a formagdo do céncer em
muitas formas. Primeiramente a citosina metilada pode alterar as regides
codificadoras dos genes pela adi¢do de mutagdes pontuais; em segundo lugar a
deplecdo de metilcitosina no genoma pode causar instabilidade no genoma e em
terceiro lugar a hipermetilacdo focal dos promotores dos genes pode inativar a

transcrigdo do gene.

1V.1. Metila¢do do DNA causando mutagées pontuais

A formagdo de mutagdes pontuais ¢é facilitada pelos residuos de
metilcitosina em muitas formas. A citosina metilada pode sofrer desaminagio
espontdnea para timina, que faz disto um mutagénico endogeno. Quando as
transi¢des C—T permanecem sem corre¢do no genoma € ocorre na regido
codificadora dos genes, elas podem se transformar mutag¢des pontuais causadoras
de doencas. No cancer, estas mutagdes tipicamente causam mudangas na fungéo

dos genes que estdo envolvidos na regulagdo do crescimento celular e
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sobrevivéncia. Mais de 30% de todas as mutagdes pontuais na linhagem
germinativa conhecidas relacionadas a doengas ocorrem em dinucleotideos CpG,
incluindo mutagdes “hot spots” de genes supressores de tumor. Além disso,
muitas das maiorias das muta¢des comuns do gene 7P53, que ocorre em células
somaticas e incluem hot spots nos codons 248, 273 e 282 sfo causadas por
transicdes C—T, e isto mostrou que os CpGs nestas regides estdo metilados em
tecidos normais (Rideout ef al., 1990). Foi demonstrado que até 1/3 de todas as
mutacdes na linhagem germinativa e aproximadamente metade de todas as
mutagdes somaticas ocorrem em CpGs metilados.

Em um estudo recente, o seqiienciamento de multiplos genes associados
ao cancer em cancer coloretal ¢ em cancer de mama revelou uma diferenca na
presenca de mutagdes em sitios CpGs: em cancer coloretal 44% das mutagdes
foram transicdes C—T enquanto somente 17% dos casos de cancer de mama
apresentaram mutacdes C—T. Estes dados indicam que a freqliéncia de mutacdes
induzidas por metilagdo variam entre os tecidos, que € provavelmente causado por
diferentes habilidades de reparar os pareamentos errdneos G:T nos tipos celulares
individuais (Sjoblom et al., 2006).

A metilagdo também pode facilitar o efeito mutagénico de carcinogénicos
exdgenos. Foi mostrado que a metilcitosina favorece a formagdo de adutos no G
adjacente com o carcindgeno benzopireno diol epoxido presente na fumaca
produzida pelo cigarro. Isto causa as mutagdes transversionais G—T em sitios
m’CpG no DNA em pulmdes e no trato intestinal de fumantes (Yoon ez al., 2001).

Mais recentemente, mostrou-se que mudancas estruturais similares em m°CpGs
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no gene 7P53 foram causadas por acreolina, um abundante aldeido mutagénico
presente na fumaca do cigarro. Além disso, a metilacdo de citosina altera a onda
de absorcdo de luz da base em uma faixa incidente de luz do sol, que favorece a
formagdo de dimeros de pirimidina (CC-TT) no DNA da pele sobre exposi¢do a
luz UV. Acredita-se que isto causa um aumento da taxa de mutagdes do 7P53 em

peles expostas a luz solar (Pfeifer et al., 2000).

1V.2. Hipometila¢do do DNA

Em geral, as células cancerosas sfo caracterizadas pela hipometilagio
gendmica global e hipermetilacdo focal de ilhas CpGs, que geralmente ndo estio
metiladas em células normais. O baixo nivel de metilagdo em tumores, quando
comparados com o nivel de metilacio do DNA em suas contrapartes normais,
foram uma das primeiras alteragdes epigenéticas a ser encontradas em cancer
humano (Feinberg e Vogelstein, 1983). A perda de metilagdo deve-se
principalmente a hipometilagdo de seqii€ncias repetitivas de DNA e desmetilagao
de regides codificadoras e introns, regides do DNA que permitem versdes
alternativas de RNA mensageiro que € transcrito de um gene (Feinberg e Tycko,
2004). Um estudo recente de larga escala de metilagio do DNA com o uso de
microarrays genomicos detectou extensas regides genOmicas hipometiladas em
areas pobre em genes. Durante o desenvolvimento de um neoplasma, o grau de
hipometilagdo do DNA genOomico aumenta conforme a lesdo progride de uma

proliferagdo benigna de células a um céancer invasivo (Fraga et al., 2004).
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Trés mecanismos foram propostos para explicar a contribuicio da
hipometilagdo do DNA para o desenvolvimento de uma célula cancerosa: geragéo
de instabilidade cromossomica, reativagdo de elementos transponiveis e perda do
imprinting gendmico. O baixo nivel de metilagdo pode favorecer a recombinagio
mitotica, levando a delecdes e translocagdes (Eden et al., 2003) e isto pode
também promover rearranjos cromossomicos. Este mecanismo tem sido visto em
experimentos no qual a deplecio da metilagio do DNA pela disrupg¢do das
DNMTs causaram aneuploidia (Karpf e Matsui, 2005). A hipometilacdo do DNA
em células malignas pode reativar o DNA endoparasitico intragendmico, como o
L1 (elementos nucleares longos intercalares) e repeticdes Alu (seqiiéncias
recombinantes) (Leonhardt ef al., 1992). Estes transposons com baixo nivel de
metilacdo podem ser transcritos ou translocados para outras regides gendmicas,
interrompendo com isso 0 genoma.

A perda de grupos metil do DNA também pode interromper o imprinting
gendmico. Na sindrome Beckwith-Wiedemann (uma sindrome caracterizada por
gigantismo e macroglossia), ha a perda do imprinting do gene /GF2 e um aumento
do risco de cancer (Feinberg, 1999). A perda do imprinting do gene /IGF2 ¢
também um fator de risco para o cancer coloretal e a interrup¢do do imprinting
gendmico contribui para o desenvolvimento do tumor de Wilms (Cui ef al., 2003;
Kaneda e Feinberg, 2005). Em modelos animais, camundongos com a perda do
imprinting de /GF2 ou outros defeitos no imprinting t€ém um aumento no risco de
desenvolvimento de cancer. Normalmente, certos genes especificos de testiculos,

genes que codificam antigenos de melanoma ou genes especificos relacionados a
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proliferagcdo estdo silenciados em células somaticas porque as ilhas CpGs das
regides promotoras dos genes estdo metiladas. Em algumas células cancerosas, ao
contrario, estas regides promotoras sofrem desmetilagio e o0s genes
freqlientemente reprimidos se tornam expressos. Dois exemplos notaveis do
mecanismo de hipometilagdo sdo a ativagdo do gene PAX2 (um gene que codifica
o fator de transcri¢do envolvido na proliferagdio e em outras atividades
importantes das células) e a ativa¢do do mir-RNA /et-7a-3, que estdo envolvidos
em cancer endometrial e de colon (Wu et al., 2005; Brueckner et al., 2007).

A hipometilagdo do DNA pode ter efeitos imprevisiveis. A progénie de um
camundongo deficiente em metilagdo do DNA e um camundongo Min, que tem
um defeito genético no gene APC e com tendéncia a desenvolvimento de adenoma
de colon teve um niimero menor de tumores do que o esperado; ao contrario, outra
linhagem de camundongo com defeito nas DNMTs teve um aumento no risco de
linfoma. Além disso, a hipometilagdo suprime os estagios tardios da tumorigénese
intestinal (Laird et al., 1995) mas promove lesdes iniciais pré-cancerosas no célon

e figado através de dele¢des gendmicas (Yamada ef al., 2005).

1V.3. Hipermetilacdo do DNA

Aproximadamente 200 genes estdo mutados em cancer de mama e cdlon,
com uma média de 11 mutagdes por tumor (Sjoblom et al., 2006). A vasta maioria
dos genes identificados neste estudo ndo era conhecida por serem geneticamente
alterados em tumores e¢ eram preditos afetarem uma ampla faixa de fungdes

celulares, incluindo transcri¢do, adesdo e invasdo com uma ampla faixa de



Introducgdo 62

impactos potenciais para a contribuicdo do cancer. Similarmente, um numero
médio de ilhas CpGs hipermetiladas em um particular cancer ¢ uma questio de
grande interesse. A resposta poderia iluminar na contribuicio de eventos
genéticos e epigenéticos no desenvolvimento do cdncer e a sinergia entre eles.
Resultados obtidos usando varias abordagens indicam uma faixa entre 100 a 400
ilhas CpGs hipermetiladas na regido promotora em um dado tumor, embora estes
numeros estdo propensos a mudangas conforme os estudos epigendmicos sao
realizados em uma faixa mais ampla de tipos tumorais. Similarmente, por causa
das conseqiiéncias variadas das alteragdes genéticas de diferentes genes, as
conseqiiéncias funcionais do silenciamento epigenético em certos genes serdo
mais desvantajosas que os genes com fungdes mais restritas ou especificas.

A inativagdo epigenética de certos genes tem um efeito especifico em uma
unica atividade. Por exemplo, a inativagdo epigenética do gene pl5/INK4b
(Herman et al., 1996) ou do gene EXT! (Jacinto et al., 2007) sdo especificos para
leucemias e afetam diretamente os niveis de expressdo e fungdo de um tnico gene.
Entretanto, quando o gene que sofre a inativagdo epigenética ¢ um regulador
transcricional, como o gene SFRPI (Fukui et al., 2005) ou GATA4 (Akiyama et

al., 2003), seu silenciamento afeta os genes alvos para estes fatores e portanto o

defeito epigenético resulta em uma cascata de amplificacdo epigenética.

1V.3.1. Silenciamento de genes supressores de tumor
Acredita-se que as mudangas genéticas que resultam na inativagdo ou

funcdo alterada de genes supressores de tumor sdo essenciais no desenvolvimento
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e progressdao do cancer humano (Jones e Baylin, 2002; Feinberg e Tycko, 2004).
As pesquisas estdo se baseando profundamente na deteccdo de mudancas
genéticas usando abordagens de genes candidatos e estudos gendmicos.
Entretanto, atualmente é amplamente aceito que os eventos epigenéticos também
sdo mecanismos freqiientes que contribuem para o silenciamento de genes
supressores de tumor. De fato, a hipermetilagdo de genes supressores de tumor,
juntamente com a hipometilagdo global do DNA constituem alteragdes comuns
em cancer humano. Em muitos casos, o silenciamento de genes supressores de
tumor pela hipermetilacdo da regido promotora pode afetar diferentes vias
celulares contribuindo para a tumorigénese (Herman et al., 1996).

A hipermetilagdo do DNA ocorre em ilhas CpGs e € tipicamente associada
com o silenciamento gé€nico. De fato, muitos estudos demonstraram que genes
com altos niveis de metilcitosina em suas regides promotoras estdo
freqlientemente silenciados. Tais hipermetilagdes t€ém sido associadas com um
grande niimero de malignidades humanas, além de doengas ndo cancerigenas ¢
envelhecimento. Ha uma lista crescente de genes supressores de tumor que sdo
silenciados por meio de hipermetilagdo. A inativa¢do do gene p16 (CDKN2A), do
gene retinoblastoma (RB) e do gene VHL s3o exemplos de genes supressores de
tumor silenciados pela hipermetilagdo da regido promotora. Um niimero de outros
genes supressores de tumor e genes relacionados ao céncer, incluindo plJ5,
BRCAIl, RASSFI1A, LKBI, MTHFR e CDHI também sio silenciados por este
mecanismo (Jacinto et al., 2007). A lista de genes alterados por mecanismos

epigenéticos esta expandindo rapidamente e com o Projeto Epigenoma Humano
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em preparacdo, mais genes alterados por mecanismos epigenéticos serdo
identificados (Jones e Martienssen, 2005).

Entretanto, apesar de pesquisas intensivas e as fortes evidéncias
experimentais implicando a hipermetilagdo do DNA no silenciamento de genes
supressores de tumor, o mecanismo que ativa a metilagdo de novo patoldgica
ainda permanece pobremente entendida. Varias hipoteses tém sido discutidas: a
superexpressdo de DNMTs, a perda de atividade transcricional e a estabilizagdo
de DNMT na regidio promotora (Tycko, 2000). E provéavel que a inativagdo de
genes supressores de tumor por meio de metilagdo aberrante do DNA tenha as
mesmas conseqiiéncias que a inativagdo destes genes por meio de mecanismos
genéticos. As conseqiiéncias incluem comprometimento da fidelidade da
replicagdo do DNA, reparo do DNA e divisdo mitotica, que podem gerar

instabilidade genomica e aumento dos eventos mutacionais.

1V.3.2. Silenciamento de genes de reparo do DNA

Mais recentemente, com estudos sobre o silenciamento dos genes, surgiu
uma ligacdo interessante entre a inativagdo epigenética dos genes de reparo de
DNA e a indugéio de mudangas genéticas. Uma observacéo intrigante sugere que
as mudangas genéticas (como as muta¢des), uma marca registrada da maioria dos
neoplasmas, pode ser simplesmente secundario e conseqiiéncia do silenciamento
epigenético de genes de reparo do DNA. Isto ¢ uma questdo importante ja que
muitos estudos genéticos estdo limitados com relagdo a causalidade do cancer ¢ a

patogénese. A inativacdo transcricional por hipermetilagio de CpGs das regides
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promotoras de uma grupo particular de genes envolvidos no reparo do DNA
(MLHI,MGMT e BRCAI) e destoxificacdo de carcin6genos (GSTPI) pode causar
mudangas genéticas levando ao cancer (Jones e Baylin, 2002; Jacinto et al., 2007).

O reparo do DNA ¢ uma parte importante de um arsenal de ferramentas
elaborado pelas células para enfrentar lesdes do DNA diarias e constantes
provenientes do meio ambiente (radiagdo UV, radiagdo ionizante) e agentes
endogenos (por produtos do metabolismo celular) (Lindahl ef al., 1993; Lindahl e
Barnes, 2000). As células evoluiram diferentes mecanismos para reparar as lesdes
do DNA causadas por stress genotoxico e erros de replicagdo. O gene de reparo de
pareamento erroneo MLHI possui um papel no reparo de erros de pareamento de
bases do DNA na nova fita de DNA recém replicada (Jascur e Boland, 2006).
Defeitos nesta via causam instabilidade de microsatélite, especialmente
observados em cancer coloretal. Em tumores esporadicos, a principal causa de
instabilidade de microsatélite ocorre devido ao defeito da via de reparo do
pareamento erroneo do DNA e a inativagdo epigenética do gene MLHI pelo
silenciamento do promotor e s3o encontrados em tumores coloretais, do
endométrio e estdomago (Boukerche et al, 2007; Jacinto et al., 2007).
Interessantemente, os agentes desmetilantes sdo capazes de restaurar a atividade
de reparo do pareamento erroneo do DNA em conseqiiéncia da reativagdo do gene
MLHI. A hipermetilagdo do promotor do gene MLH]I parece ser uma alteragio
inicial em céancer coloretal. Além disso, o grau de metilagdo parece afetar a
freqiiéncia de instabilidade do microsatélite (Fleisher ef al., 2000). O passo final

da progressdo maligna ¢ marcado por instabilidade do microsatélite adicional
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ativada pela inicial inativacdo epigenética do gene MLHI levando a mutagdes
inativantes de multiplos genes alvos, como os genes codificadores do APC e fator
de crescimento transformante BRIl (Parsons et al., 1995; Malkhosyan et al.,
1996).

O gene MGMT ¢é outro gene de reparo do DNA que ilustra perfeitamente a
influéncia de eventos epigenéticos e genéticos anormais em cancer. A proteina
MGMT desempenha um papel na remog¢do de adutos mutagénicos e citotoxicos da
O°-metilguanina no DNA. Isto ¢ feito pela transferéncia de um grupo metil da O°-
metilguanina para uma cisteina ativa dentro da sua propria seqiiéncia em uma
reagdo que inativa uma molécula MGMT para cada lesdo reparada. Se o DNA néo
é reparado, a O®-metilguanina pode induzir a mutagdo transicional G:C para A:T.
O silenciamento transcricional do MGMT pela hipermetilacdo do promotor causa
a transi¢do de G para A no gene K-ras e do gene p53 (Jacinto et al., 2007). O
silenciamento epigenético do MGMT ¢é responsavel por 72% dos eventos
mutacionais no gene p33 e por 40% dos casos de carcinomas coloretais devido a
indugdo de mutagdes no gene K-ras. O silenciamento do MGMT também tem sido
reportado em cancer de célon e vesicula (Barbacid, 1987; Whitehall et al., 2001;
Kohya et al., 2003).

Os genes GSTPI e BRCAI sdo outros dois genes que podem estar ligados
ao aumento de lesdes do DNA devido ao silenciamento epigenético pela
hipermetilagdo do DNA. O promotor do GSTPI ¢ encontrado hipermetilado
principalmente em tumores de mama e renal e sua inativagio epigenética resulta

no acumulo de produtos intermediarios do metabolismo de estrogénios (Cavalieri
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et al., 1997; Jacinto et al., 2007). A hipermetilacdo do promotor do BRCAI
também parece estar envolvido no desenvolvimento de cancer primarios de mama
e ovario, devendo-se ao fato de que células faltando a proteina BRCA1 podem
reparar as lesdes do DNA pelos mecanismos alternativos com tendéncia a erros,
levando a mutagido do gene ¢ instabilidade do cromossomo. Embora estes genes
sdo estudados de uma maneira menos extensa no contexto de silenciamento
epigenético, hd uma ligacdo Obvia entre a hipermetilagio dos promotores e o

cancer (Jacinto et al., 2007).

V1.3.3. Possiveis mecanismos para hipermetilagcido de ilhas CpGs no
promotor em células tumorais
Uma das questdes fundamentais para serem respondidas em epigenética do
cancer se refere aos determinantes da hipermetilagio de genes supressores de
tumor e os mecanismos que definem a existéncia de perfis especificos de
hipermetilagdo de ilhas CpGs no promotor de genes em células tumorais (Paz et
al., 2003; Jacinto et al., 2007). Duas hipdteses possiveis foram propostas: (a) a
hipermetilagdo da ilha CpG ocorre de maneira aleatdria e a inativagdo epigenética
de certos genes confere uma vantagem seletiva em um tipo particular de tumor e
(b) um grupo de fatores nucleares marcam especificamente para diferentes
subgrupos de genes em uma maneira especifica ao tipo de tumor.
Evidentemente, ambas as hipoteses sdo compativeis com a observagio
da especificidade dos perfis das altera¢des epigenéticas, que parece ser o resultado

da selec@o de clones com vantagens claras na proliferacio e dispersdo. Varios
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mecanismos que previnem as ilhas CpGs da metilagdo ndo sao habeis para manter
este processo em células cancerosas. Entretanto, ndo foi encontrada nenhuma
evidéncia experimental que corrobora com esta hipdtese. Alternativamente,
pesquisas intensas estdo sendo feitas com o objetivo de identificar os mecanismos
que determinam a marcagdo da metilagdo do DNA. Para isso, ¢ importante
distinguir entre genes que se tornam naturalmente metilados em células normais e
aqueles que sdo aberrantemente metilados em células cancerosas, assim como os
mecanismos que aplicam a células normais estdo provavelmente disruptos em
células cancerosas.

A primeira evidéncia de mecanismos de marcagdo para metilacdo do
DNA vem de estudos de células de plantas, que identificaram a existéncia de
mecanismos baseados em RNA (Wassenegger ef al., 1994). Uma hipotese ¢
através de metilagcdo do DNA direcionada por RNA, que pode envolver um RNA
sintetizado no nucleo ou no citoplasma. Uma segunda hipétese possivel que ainda
precisa ser confirmada experimentalmente ¢ a transcrigdo de RNAs alterados a
partir de um molde de DNA metilado. Estes RNAs alterados ativariam o
transporte do RNA para o citoplasma e a metilagcdo de cdpias de DNA homologos
ndo ligados. A habilidade dos RNAs produzidos no citoplasma em responderem e
induzirem mudancas epigenéticas de uma maneira seqiiéncia-especifica foi
mostrada em plantas, onde os transgenes nucleares tornam-se metilados por um
virus de RNA construido com seqiiéncias transgénicas (Jones et al., 1998). Os
RNAs dupla-fitas poderiam ser os reais indutores da metilagio do DNA que tem

sido sugerida pela habilidade de virdides, um patogeno da planta consistindo
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unicamente de uma duplex de RNA ndo codificante, que ativa a metilagdo de
DNA homologos nucleares (Wassenegger et al., 1994). Durante os ultimos anos,
muitas observagdes importantes sobre 0os mecanismos que guiam a metilagdo do
DNA em plantas através da atividade de pequenos RNAs tém sido relatados em
estudos (Chan et al., 2005).

Em contraste, o potencial papel do RNA no direcionamento da
metilagdo em mamiferos ainda é pouco compreendido, embora existam algumas
evidéncias que moléculas de RNA antisense possam marcar a metilagdo de
elementos regulatdrios (Tufarelli et al., 2003). Em um modelo transgénico de o-
talassemia e em células troncos embrionarias em diferenciacdo, a transcricdo de
RNA antisense media o silenciamento e a metilagdo da ilha CpG do promotor do
gene o-globina. Outros estudos indicam que a metilagdo mediada por RNA
poderia ser um mecanismo na marcagdo da metilagio do DNA em mamiferos;
entretanto, a maioria destas vias precisa ser determinada.

Também foi proposto que os fatores de transcri¢do poderiam marcar
para metilagdo. Um exemplo ¢ fornecido pelo fator de transcricio Myc, um
mediador essencial de crescimento celular e proliferag¢do através de sua habilidade
de regular a transcricdo positivamente ou negativamente. Recentemente foi
mostrado que o Myc se liga ao corepressor DNMT3a e associa com a atividade in
vivo de DNA metiltransferase (Brenner et al., 2005). Estes autores observaram
que estas células com niveis reduzidos de DNMT3a exibem reativacdo especifica
do gene repressor do Myc, p21Cipl, enquanto as expressdes dos genes E-box

ativados por Myc estdo inalterados. Em adicdo, a ligagdo seletiva do Myc e
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marcacdo do DNMT3a para o promotor do p2I/Cipl foi observada. O Myc ¢
conhecido por ser recrutado para o promotor do p27Cipl pelo fator Miz-1 ligante
ao DNA. Consistente com isso, Brenner e col. observaram que o Myc e DNMT3a
formam um complexo ternario com Miz-1 e que este complexo pode coreprimir o
promotor do p2/Cipl em uma maneira dependente da metilacio do DNA. Estes
achados estavam entre as primeiras sugestdes que a marcacdo das DNA
metiltransferases pelos fatores de transcri¢do poderia ser um mecanismo amplo e
geral para a geragdo de padrdes especificos de metilagdo de DNA dentro de uma
célula.

Dados recentes implicam que proteinas do grupo Polycomb (PcG) na
marcagdo de inativagdo epigenética (Figura 5). As proteinas PcG sdo uma classe
de reguladores epigenéticos que funcionam como repressores transcricionais. Esta
familia de proteinas tem um papel chave no desenvolvimento. Especificamente,
células troncos dependem das proteinas PcG para reprimir, de uma maneira
reversivel, genes codificadores de fatores de transcrigdo necessarios para a
diferenciacdo. Recentemente, Vire e col. (Vire et al., 2006) mostraram que a
proteina PcG EZH2 interage, dentro de um contexto de complexos repressivos
Polycomb 2 e 3 (PRC2/3), com as DNMTs e se associam com a atividade in vivo
da DNMT. A EZH?2 ¢ necessaria para a metilagdo do DNA dos promotores alvos
de EZH2. Varias evidéncias indicam que genes alvos de PcG nas células troncos
tém uma maior probabilidade de ter hipermetilagio do DNA no promotor
especifico pra cancer do que os genes que ndo sdo alvos. Este recrutamento de

DNMTs dependente de PcGs e subseqiiente metilagdo de novo ocorre somente em
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células cancerosas em oposi¢ao as células normais. Estes dados sdo relevantes nao
somente por que eles langam alguma luz sobre os genes que sdo alvos potenciais
para metilagdo aberrante mas também porque eles suportam a origem do cancer

por meio de células tronco (Widschwendter et al., 2007).
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Figura 5 — Padroes epigenéticos em células normal e cancerosa (A) metilagdo do
DNA em células normais, quase todos os dinucleotideos CpGs estdo metilados
enquanto as ilhas CpGs que residem principalmente nas regides regulatdrias 5’
dos genes ndo estdo metiladas. Nas células cancerosas, muitas ilhas CpGs se
tornam hipermetiladas em conjungdo com o silenciamento dos seus genes
relacionados., enquanto que ocorre a hipometilagdo global principalmente dos
elementos repetitivos. (B) Modificacdo de histonas e de cromatina. Os genes
ativos estdo associados com a acetilagdo das caudas das histonas. Metilagdo da
lisina 4 na histona 3 (H3K4), ¢ a deplecio dos nucleossomos nos seus promotores.
Os promotores de genes silenciados (mostrados na figura acima em conjungio

com a hipermetilagdo do DNA) se tornam associados com nucleossomos, perdem
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as marcas de acetilagdo e metilagdo H3K4 e ganham marcas de metilagdo
repressivas com na lisina 9 na histona 3, que recruta complexos repressores. As
proteinas lifgantes ao DNA metilado ligam o DNA metilado com as maquinarias
de modificacdo de histonas e remodelante de nucleossomo (Modificado de Gal-

Yam et al., 2008).

Outras linhas de evidéncias sugerem que pelo menos em certos
contextos, os mecanismos alvo-dirigidos colaboram para as alteragdes
epigenéticas. A leucemia aguda, por exemplo, tem sido uma fonte rica de
informacéo sobre a interrup¢do marcada de modifica¢des de histonas em céancer.
As leucemias sdo bem caracterizadas para translocagdes cromossdmicas aleatorias
interrompendo genes que se localizam na regido de ponto de quebra de
translocagdo. Os genes que se localizam nestas regides de pontos de quebra sdo
freqiientemente reguladores importantes da diferenciagdo celular hematopoiética,
apoptose ou proliferagdo. Muitas das translocagdes cromossdmicas associadas
com leucemia aguda interrompe genes que codificam fatores modificantes de
histonas ou expressam fatores de transcricdo que recrutam enzimas modificantes
de histonas.

Embora muitas destas enzimas mostrem uma especificidade
extraordindria, enzimas modificantes de histonas também podem modificar
proteinas ndo histonicas, incluindo outros fatores de transcri¢do, tornando dificil
descrever exatamente a acdo das enzimas modificantes de histonas na
leucemiogénese. Um exemplo tipico € o gene leucemia de linhagem mista (MLL),

uma metiltransferase especifica pra a histona H3K4 que ¢ um regulador positivo
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da expressdo de Hox. Os rearranjos em MLL e amplificacdo sdo comuns em
leucemias mieldides e linfoéides agudas e desordens mielodisplasicas e estdo
associadas com regulacdo positiva anormal da expressdo do gene Hox (Hess,
2004). Em qualquer grau, estas transloca¢des cromossémicas indicam como as
alteragdes da fungdo das enzimas que controlam a estrutura da cromatina podem
causar alteragdes do padrdo de histona e estrutura da cromatina para alterar a
expressdo génica em um ldcus especifico, eventualmente causando transformagio
celular. E provavel que ambos a desregulagio de processos fisioldgicos que
direcionam as DNA metiltransferases para seus alvos normais e o direcionamento
das enzimas modificantes de histonas para alvos errados através de rearranjos

cromossomicos ocorram nas células cancerosas.

V. Agentes desmetilantes e cancer de cabeca e pescogo

As modificagdes epigenéticas sdo alvos atrativos para intervengdes
terapéuticas em conseqiiéncia de sua reversibilidade. Em contraste a mutagdes
genéticas, que sdo herdadas passivamente através da replicagio do DNA, as
modificagdes epigenéticas devem ser ativamente mantidas. Conseqiientemente, as
inibigdes farmacoldgicas de certas modificagdes epigenéticas poderiam corrigir
padrdes defeituosos de modificagdes e entdo mudar diretamente os padrdes de
expressdo génica e as caracteristicas celulares correspondentes.

O progresso no desenvolvimento de inibidores difere amplamente entre as
familias de enzimas. O desenvolvimento de inibidores de metiltransferase de

histonas estd ainda em um estagio pré clinico inicial. Vdrios inibidores de
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desacetilase de histona estdo sendo testados atualmente em testes clinicos de fase I
e fase II. Entretanto, muitas outras proteinas sdo acetiladas, incluindo reguladores
chaves do crescimento celular do tumor, ¢ entdo ndo é claro se a inibicdo do
crescimento induzida pelos inibidores de desacetilase de histona € o resultado de
alteragdes nos padrdes de acetilagio de histona ou de alteracdes nas vias de
sinalizacdo que regulam a proliferacdo celular. Os inibidores de DNA
metiltransferase estdo em um estidgio de desenvolvimento clinico mais avangado
que os inbidores de desacetilase de histona ou de metilstransferase de histona,
sendo extensivamente testados clinicamente nas fases I-I11I. Em adi¢o, o protdtipo
do inibidor de metiltransferase 5-azacitidina (ex:Vidaza) foi recentemente
aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) como um agente
antitumorigénico para o tratamento de sindrome mielodisplasica (Lyko e Brown,
2005).

Os inibidores de DNA metiltransferases representam uma nova promessa
para terapias epigenéticas contra o cancer (Egger et al., 2004). Devido a sua longa
disponibilidade, a maioria das atengdes tem sido focada nos analogos de citosina
azanucleosideos 5-azacitidina (azacitidina) e 2'-deoxi-5-azacitidina (decitabina).
Estas duas drogas tém sido utilizadas em varios testes clinicos e tem provado
serem eficientes contra uma variedade de desordens hematoldgicas, especialmente
quando administradas em concentragdes baixas (Issa et al., 2004; Issa et al.,
2005). Mais recentemente, outros componentes tém sido descritos como
inibidores de DNA metiltransferases, mas suas eficiéncias ndo tém sido

caracterizadas ainda de uma maneira sistematica. Em adi¢cdo, a quantidade
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limitada de dados disponiveis tem dificultado a compreensdo de caracteristicas
particulares destas drogas.

Os inibidores de DNA metiltransferases sdo divididos em dois grupos. O
primeiro grupo inclui as drogas inibidoras de nucleosideo DNA metiltrasferase e
sdo representadas pelos azanucleosideos 5-azacitidina (azacitidina) e 2'-deoxi-5-
azacitidina (decitabina) e zubilarina. O segundo grupo inclui os inibidores ndo
nucleosideos de DNA metiltransferase e sdo representados por (-)-
epigallocatechina-3-gallato (EGCG) e RG108, sendo que este grupo ainda possui
trés classes adicionais de compostos que ndo estdo bem caracterizados ainda.

Alguns compostos ndo nucleosideos podem também inibir a atividade da
DNA metiltransferase. Estas substancias bloqueiam diretamente a atividade da
DNA metiltransferase e portanto ndo parecem ter uma toxicidade inerente causada
pelo bloqueio da enzima. Um inibidor ndo nucleosideo de DNA metiltransferase é
a (—)-epigallocatechina-3-gallato (EGCG), o principal composto poilifenol do cha
verde. O EGCG afeta varias vias biologicas (Moyers ¢ Kumar, 2004) e inibe a
atividade da DNA metiltransferase em extratos de proteina e em linhagens
celulares humanas (Fang et al., 2003). Apds a analise da estrutura quimica da
EGCQG, Fang e col. (Fang et al., 2003) propuseram que a ECGC se liga e bloqueia
o sitio ativo da DNA metiltransferase 1 humana. Entretanto, a degradacdo de
EGCG gera uma quantidade substancial do agente oxidante perdxido de
hidrogénio (Nakagawa et al., 2004) e a oxidacdo de DNA metiltransferases e
outras proteinas poderiam contribuir para a inibi¢do da metilagdo do DNA pelo

EGCG in vitro e para sua citotoxicidade em linhagens celulares humana. A
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oxidagdo de DNA metiltransferases pode também estar envolvida no mecanismo
de a¢do dos compostos de organoselénio, como o benzil selenocianato (Fiala et
al., 1998). Entretanto, nenhum composto de organoselénio mostrou-se inibir a
metilacdo do DNA sobre condig¢des in vivo.

Outro composto ndo nucleosideo inbidor da atividade da DNA
metiltransferase, identificado por meio um ensaio de rastreamento in silico, é o
RG108, uma molécula de tamanho pequeno, que ¢ inibidora de DNA
metiltransferase (Siedlecki et al., 2003; Brueckner et al., 2005). O RG108 parece
bloquear o sitio ativo da DNA metiltransferase, como indicado pelos dados de
modelamento e sua habilidade de inibir a atividade catalitica de DNA
metiltransferase purificada recombinante. O mecanismo inibitério do RG108
parece também ser direto e especifico para DNA metiltransferases, no qual a
RG108 tem comparativamente baixa toxicidade em linhagens celulares. Ento, a
RG108 ¢ um candidato atrativo para analises futuras para o desenvolvimento de
novas drogas (Brueckner ef al., 2005).

Ha mais de 40 anos atras, os azanucleosideos 5-azacitidina (azacitidina) e
2"-deoxi-5-azacitidina (decitabina) foram desenvolvidos como agentes citostaticos
classicos (Sorm et al., 1964). Varios anos mais tarde observaram-se que estes
compostos inibiam a metilagdo do DNA em linhagens celulares humanas, que
forneceu uma explicagio mecanica para as suas atividades moduladoras de
diferenciacdo (Jones e Taylor, 1980). Em adi¢@o, esta observacdo também iniciou
o desenvolvimento de azanucleosideos como drogas epigenéticas. Apos um

refinamento substancial em suas dosagens clinicas, ambas a azacitidina e a
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decitabina tem mostrado beneficios clinicos significantes no tratamento da
sindrome mielodisplasica (MDS), uma disordem pré leucémica da medula
(Silverman et al., 2002; Kantarjian et al., 2006). Como conseqiiéncia, estas drogas
receberam a aprovagdo do FDA para o tratamento de MDS. Ha fortes tentativas
para identificar e desenvolver novos inibidores de DNA metiltransferases.
Entretanto, os atuais compostos disponiveis parecem tem um potencial mais fraco
de reativagdo de genes quando comparados com os azanucleosideos (Chuang et
al., 2005; Stresemann et al., 2006) e nenhuma das drogas candidatas tem atingido
uma estagio avangado de testes clinicos para indicagdo epigenética ainda. Isto tem
estabelecido a azacitidina e a decitabina como drogas arquétipas para terapias
epigenéticas de cancer (Egger et al., 2004).

Os inibidores de metilacdo do DNA rapidamente reativam a expressio de
genes que tinham sofrido silenciamento epigenético, particularmente se este
silenciamento ocorreu em uma situagdo patologica. Os inibidores protdtipos 5-
azacitidina (5-aza-CR) e 5-aza-2"-deoxicitidina (5-aza-Cdr), foram desenvolvidos
inicialmente como agentes citotdxicos (Sorm et al., 1964), mas subseqiientemente
descobriu-se que eles sdo inibidores potentes de metilagdo do DNA e induz
expressdo génica e diferenciagdo em culturas celulares sdo convertidos em
deoxinucleotideos trifosfatos e sdo entdo incorporados no lugar da citosina no
DNA replicante (Constantinides et al., 1977). Eles sdo entdo ativos somente em
células em fase S, onde eles servem como potentes inibidores da metilagdo do

DNA (Jones e Taylor, 1980).
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Apo6s os azanucleosideos terem sido metabolizados em 5-aza-2'-
deoxicitidina trifosfato, eles podem se transformar em substratos para a
maquinaria de replicacio do DNA e serdo incorporados ao DNA, onde a
azacitosina pode ser substituir a citosina. Os dinucleotideos azacitosina-guanina
sdo reconhecidos pelas DNA metiltransferases como um substrato natural ¢ as
enzimas iniciardo a reagdo de metilagdo pelo ataque nucleofilico. Isto resulta no
estabelecimento de uma ponte covalente entre o &tomo de carbono 6 do anel da
citosina e a enzima. A ponte ¢ normalmente quebrada por beta-eliminagéo através
do atomo do carbono 5, mas a reacdo ¢ bloqueada com azacitosina, onde o
carbono 5 ¢ substituido por nitrogénio. Entdo, a enzima permanece
covalentemente ligada ao DNA e a sua fungdo de DNA metiltransferase ¢
bloqueada. Em adic¢do, a adugdo da proteina covalente também compromete a
funcionalidade do DNA e ativa a sinalizacdo de dano no DNA, resultando na
degradacdo das DNA metiltransferases bloqueadas. Assim, como conseqiiéncia,
as marcas da metilagdo sdo perdidas durante a replicagdo do DNA (Stresemann e
Lyko, 2008).

O 5-azacitidina (5-aza-CR) € uma ferramenta molecular para a inducdo da
desmetilagdo do DNA em sistemas de modelos celulares. Entretanto, também ¢
conhecido que altas doses desta droga pode induzir um alto nivel de toxicidade
nos pacientes. Quando as dosagens sdo adaptadas para otimizar os efeitos
epigenéticos torna-se altamente importante fornecer provas dos dados do
mecanismo, isto é, demonstrar a desmetilagio do DNA nos pacientes. A

decitabina pode ser mais especifica e menos toxica que a 5-azacitidina e, de fato,
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esta droga mostra uma grande inibicdo da metilacdo e atividade antitumoral em
modelos experimentais (Momparler et al., 1984). Entretanto, a decitabina também
tem efeitos toxicos substanciais, em particular a mielosupressio com febre
neutropénica (Issa et al., 2005), que pode ser ligada a formagdo de adutos
covalentes entre o0 DNA ¢ as proteinas metiltransferases bloqueadas.

In vivo, varios fatores adicionais limitam a estabilidade e a
biodisponibilizacdo dos azanucleosideos. Refinamentos nas dosagens e na
administra¢do tém melhorado a performance clinica destas drogas. Por exemplo,
mostrou-se que a administracdo subcutdnea de azacitidina resulta em um a
aumento de 2 vezes na meia-vida beta (eliminagdo da substincia) quando
comparado com a administragfo intravenosa (Marcucci et al., 2005).

Os picos de concentracdes no plasma observado em pacientes sdo
comparaveis as concentragdes que estdo sendo usadas para atingir a desmetilagio
do DNA in vitro (Stresemann et al., 2006). Entretanto, a meia vida para
eliminagfo da substincia em pacientes é substancialmente menor que a incubagio
da droga usada para experimentos in vitro (freqiientemente 48 ou 72 horas).
Streseman et al. (2008) realizaram uma série de experimentos com a linhagem
celular de célon HCT116 e mostraram que o maximo de desmetilagido foi
observado apods 48 horas, que confirmou que a exposi¢do prolongada a drogas
causa uma reposta mais pronunciada de desmetilagio (Bender ef al, 1999;
Stresemann e Lyko, 2008).

Por causa da associagdo entre o tempo de exposi¢do a droga ¢ a

desmetilagdo do DNA, varios estudos clinicos t€ém tentado maximizar as respostas
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de desmetilacdo em pacientes pela infusdo continua de azanucleosideos por varios
dias. As analises do nivel de metilagdo do DNA mostraram que a administragido
continua de decitabina causou uma desmetilagio pronunciada, mas o
delineamento do estudo ndo permitiu as analises de correlacdes entre a
desmetilagdo e as respostas clinicas.

Uma preocupagdo em conseqiiéncia da desmetil¢do continua do DNA € o
aumento de indugdo de eventos transcricionais ilegitimos. Modelos de
camundongos com niveis de metilagio do DNA fortemente reduzidos e
permanentes mostraram amplificagdo genética e ativag¢do insercional de loci
oncogénico (Gaudet et al, 2003; Howard et al., 2008). Estes eventos estdo
provavelmente ligados a reativag@o epigenética de elementos de DNA moveis e
precisa ser monitorado e minimizado durante a terapia de desmetilagdo. Neste
contexto, ¢ interessante notar que planejamentos de administragdo de decitabina
com doses relativamente altas tém mostrado uma melhor resposta que
planejamentos que continuadamente mantém niveis baixos de drogas no plasma
(Kantarjian et al., 2007). Entdo, os efeitos posteriores da desmetilagdo poderiam
também ser importantes para a atividade clinica da droga e planejamentos clinicos
otimizados provavelmente causardo um equilibrio entre a desmetilacio do DNA e
a indugdo de apoptose.

A base racional por tras das terapias de desmetilagdo € a habilidade dos
inibidores de DNA metiltransferase de reverterem os genes silenciados por
conseqiiéncia da metilagdo do promotor. O silenciamento por metilacdo de genes

supressores de tumor e de outros genes relacionados ao céncer tem um papel
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fundamental na tumorigénese humana. As reversdes destas alteracdes epigenéticas
podem entdo restabelecer o controle da proliferagio e da sensibilidade a apoptose.
A identificacdo destes eventos em pacientes que passaram pela terapia de
desmetilacdo tem sido notadamente dificil. A maioria dos estudos neste contexto
tem focado no gene supressor de tumor p/5, que pode estar hipermetilado em
pacientes com MDS e AML e podem ser desmetilados e reativados em pacientes
que passaram por terapia com decitabina. Observagdes semelhantes também
foram feitas em outros estudos clinicos com azacitidina, mas uma conexio entre a
desmetilagio e a reativagdo do pl5 e respostas clinicas nio puderam ser
confirmadas.

Tsunoda et al. analisaram o perfil de metilacdo em 19 genes selecionados
apods tratamento com o agente desmetilante 5-azacitidina em linhagens celulares
de cabeca e pescoco e observaram que 6 genes tiveram um aumento de expressdo
em linhagens celulares tratadas com o agente desmetilante e estes genes também
mostraram uma maior freqii€ncia de metilagdo nos tumores que nas margens
proximais de ressec¢do. Eles observaram uma diferenga significante na freqiiéncia
de metilacdo e na extensdo da metilagdo entre o tumor e as margens para os genes
CLDN6, FBN2, TFPI2 e TMEFF?2 (Tsunoda et al., 2009).

Kong e col. analisaram se a hipermetilagdo na regido promotora do gene
DAPK ocorre também em tumores de laringe como ja foi observado em tumores
de outros sitios anatomicos. FEles trataram linhagem celular Hep-2 e
xenotransplante de Hep-2 com o agente desmetilante 5-azacitidina-2'-

deoxicitidina e ndo observaram uma expressio do mRNA deste gene antes do
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tratamento, além da hipermetilacdo do gene DAPK. Entretanto houve expressdo
do mRNA deste gene apds o tratamento. Eles observam uma restauragdo na
expressio do mRNA do gene DAPK na linhagem celular Hep-2 e nos
xenotransplantes apos o tratamento. Além disso, eles observaram que 67, 2% das
amostras de tumor de laringe analisadas apresentaram hipermetilagdo do promotor
de DAPK e notaram também que nenhuma amostra normal analisada apresentou
hipermetilagdo deste gene (Kong ef al., 2005).

Cui e col. analisaram o perfil de metilagdo do gene NGALR em linhagens
celulares de carcinoma de esdfago e observaram metilagdo na regido promotora
deste gene em trés linhagens celulares que também ndo apresentavam expressio
do mRNA deste gene. Em contrapartida eles também observaram que outras trés
linhagens ndo apresentavam metilagdo deste gene e apresentavam expressdo do
mRNA deste gene. Apos o tratamento com 5-aza-2'-deoxicitidina, as trés
linhagens recuperaram a expressio do mRNA deste gene. Além disso, eles
observaram que 40,3% dos tumores primarios de esofago ¢ 50,7% dos tecidos
normais adjacentes aos tumores apresentaram hipermetilacdo deste gene,
concluindo que neste caso, a hipometilagdo deste gene e conseqiiente ativagio
transcricional tém um importante papel no desenvolvimento deste tipo de tumor
(Liu et al., 2005).

Bennett e col. selecionaram os genes SEPT9, SLC5A48, FUSSELIS, EBF3
e IRX] por meio de um rastreamento gendmico usando RLGS (Restriction
Landmark Genomic Scanning). Eles observaram uma freqiiéncia de

hipermetilag@o nas regides promotoras dos genes entre 27 a 67% nas amostras de
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tumores de cabega e pescogo analisadas. Bennettt e col. também observaram que o
tratamento com o agente 5-aza-2'-deoxicitidina foi capaz de restabelecer a
expressdo de todos os genes em pelo menos duas das cinco linhagens celulares
tratadas (Bennett ef al., 2008).

A identificacdo de genes hipermetilados que sofreram desmetilagdo e
reativagdo pelo tratamento de droga e o estabelecimento de associagdes
estatisticamente robustas entre eventos de reativacdo epigenética e repostas de

pacientes serdo uma area importante para pesquisas futuras.

VI. Hipermetilac¢do em cdncer de cabeca e pescogo

O cancer de cabega e pescogo € uma doenga complexa que € caracterizada
por heterogeneidade clinica, patologica, fenotipica e bioldgica. A evolucdo e a
progressao deste cancer ¢ o resultado de multiplas alteracdes das vias celulares e
moleculares do epitélio escamoso. As evidéncias sugerem um modelo de
progressdo molecular de lesdes pré-malignas a doenga invasiva. A carcinogénese
constitui um processo em multiplos passos, caracterizando-se pela ocorréncia ou
acimulo de alteragdes genéticas como: aneuploidia, perda de heterozigose,
delegdes, insergdes, mutagdes pontuais, amplificacdo génica e pelas alteragdes
epigenéticas, as quais se caracterizam por um processo herdado durante a divisdo
celular, sem a ocorréncia de alteragdes na seqiiéncia do DNA (Jacinto et al.,
2007). As mudangas no perfil da expressdo génica sdo evidentes em células
cancerosas no nivel genético, como por exemplo, mutag¢des e no nivel epigenético,

como por exemplo, a inativagdo transcricional devido a metilacdo. Atualmente,
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sabe-se que os fatores epigenéticos s@o igualmente importantes nesse processo de
muitos passos (Jones e Baylin, 2002).

A avaliagdo de alteragdes genéticas e/ou epigenéticas envolvidas na
patogénese ou na progressdo tumoral vem sendo utilizada nos ultimos anos
evidenciando-se consideravel valor prognostico e diagndstico (Rosas et al., 2001;
Ogi et al., 2002). A presen¢a da metilacdo na regido dos promotores génicos tem
sido considerada como um potencial marcador para os canceres em geral,
principalmente para os canceres esporadicos, podendo ser considerada um
marcador para varios tumores.

A alteragdo do padrido de metilacdo da regido promotora de gene ¢ um
evento epigenético associado com as fases iniciais da carcinogénese. Sua
freqiiéncia em tumores de cabega e pescogo tem sido reportada entre uma faixa de
21% a 47%. A hipermetilagdo do gene supressor de tumor pode ser usada para a
deteccdo de uma quantidade minima de DNA especifico de tumor em um
microambiente de DNA normal de tecidos ndo tumorais. Sinha e col. observaram,
por meio de MSP-PCR, uma freqiiéncia de 86,5% de hipermetilacdo da regido
promotora do gene pl6 em individuos com carcinoma de células escamosas de
lingua e 43,3% dos pacientes com margens negativas histologicamente para o
cancer apresentaram pelo menos 1 margem positiva para hipermetilagdo do gene
pl6 (Sinha et al., 2009). Rosas e col. observaram uma freqiiéncia de
hipermetilagdo do gene p/6 em 47% dos tumores e a hipermetilagio foi observada
em todos os estadiamentos. J4 para o gene DAPK, a incidéncia foi de 33% e para

o gene MGMT a incidéncia de hipermetila¢do foi observada em 23% das amostras
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analisadas. Neste estudo também foi observado que 65% dos pacientes que
apresentaram hipermetilagdo no DNA do tumor também apresentaram metilagao
anormal no DNA da saliva, detectando uma freqiiéncia de hipermetilacdo de 79%,
60% e 50% para os genes pl6, DAPK ¢ MGMT respectivamente (Rosas et al.,
2001).

Tan e col. realizaram um estudo para determinar se a presenga de genes
hipermetilados em margens cirargicas poderia predizer recorréncias locais para
cancer de cabeca e pescogo. Por meio de MSP-PCR quantitativa foi observado
que 64.3% das amostras estavam hipermetiladas para os genes CDKN24, CCNA
e DDC e este grupo de individuos foram associados com uma sobrevida livre de
doenga mais longa e um tempo mais longo para mortes em conseqiiéncia da
doenga. A analise por meio de QMSP de 24 margens revelaram que 11 pacientes
que possuiam margens molecularmente positiva e dos quais cinco desenvolveram
eventos especificos da doenca (trés recorréncias locais e duas metastases) (Dharel
et al.,2008) .

De Schutter e col. investigaram a incidéncia e valor de progndstico da
hipermetilagdo da regido promotora dos genes TIMP3, CDHI, DAPK, RASSF1A,
pl6INK4A4 e MGMT em pacientes diagnosticados com cancer de cabega e pescogo
tratados somente com radioterapia. As freqiiéncias de hipermetilagdo dos genes
TIMP3, CDHI, DAPK, RASSFI1A, pl6INK44 e MGMT nas amostras analisadas
foram de 40.5%, 13.2%, 11.4%, 2.4%, 4.8%, 42.5% respectivamente. A
hipermetilagdo da regido promotora dos genes TIMP3 e CDHI foi

significantemente relacionada com melhor controle locoregional, sobrevida geral,
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sobrevida livre de doenca e sobrevida especifica da doenca. Entdo, para os
pacientes analisados o silenciamento destes dois genes prediz um melhor
resultado (De Schutter et al., 2009).

Misawa e col. observaram por meio de MSP-PCR a hipermetilagdo na
regido promotora do gene GALRI em 52.7% das linhagens celulares analisadas e
em 38% das amostras de tumores de cabeca e pescoco analisadas. Além disso, a
hipermetilagdo deste gene foi correlacionada com a diminui¢do da expressdo do
gene, estadiamento de tumor, sobrevivéncia, metilacio do pl6, expressdo da
ciclina DI e status do linfonodo. Também foi observada uma supressio do
crescimento da linhagem celular apos a reexpressdo do gene, sugerindo que este
gene pode ser um gene supressor de tumor em tumores de cabega e pescoco
(Misawa et al., 2008). Chen e col. analisaram o perfil de metilacdo da regido
promotora de 22 genes por meio de MS-MLPA e observaram que os genes RARB,
APC e CHFR apresentaram as maiores freqiiéncias de hipermetilagio nas 28
amostras de tumores de cabega ¢ pescogo analisadas, sendo que a hipermetilagdo
da regido promotora do gene CHFR somente foi observada em amostras com
estadiamento IV (Jinno et al.,, 2002). Calmon e col. analisaram o perfil de
metilagdo dos genes pl4, pl6, CDHI, DAPKI e ADAMZ23 e observaram que
100% das amostras de tumores de cabeca ¢ pescoco analisados apresentavam
hipermetilagdo da regido promotora de pelo menos um gene. Além disso também
foi observada uma associacio significativa entre a hipermetilacdo do gene DAPK1

e a ocorréncia de metastases linfonodais em tumores na orofaringe e na laringe foi
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observada uma associagdo significativa entre a hipermetilacdo do gene ADAM23
e tumores de estadiamento avangado (Calmon et al., 2007).

Ha um crescente interesse na habilidade de detectar pequenas quantidades
de material derivado do tumor com o intuito de uma detec¢do precoce ou
monitoramento um residuo minimo da doenga apds o tratamento. Geralmente a
identificacdo de biomarcadores ¢ inteferida pela presen¢a de tecido normal
contaminante, que, por exemplo, complica o uso de microscopia de luz,
imunoistoquimica e muitos métodos de detec¢do baseados em PCR. Entretanto, a
presenca de alelos metilados de genes associados ao cancer fornece uma excelente
possibilidade para o monitoramento de doenga. Os tumores sélidos liberam
células malignas circulantes ¢ DNA de células necréticas ou apoptoticas na
corrente sanguinea ¢ nos fluidos corpdéreos. Em casos onde os tumores possuem
marcadores de metilagdo conhecidos, o DNA isolado do fluido corporeo
correspondente pode ser utilizado para o monitoramento da doenca durante e apds
o tratamento. Os métodos de detec¢do deveriam possuir a habilidade de distinguir
pequenas quantidades de DNA metilado (alta sensibilidade) e discriminar
claramente entre o DNA metilado e nfdo metilado (alta especificidade).
Obviamente, os genes que possuem uma alta freqiiéncia de metilagdo em certos
tumores sdo os marcadores mais apropriados. No caso do céncer de cabega ¢
pescogo, os exemplos de genes marcadores de metilagdo sdo LHX6, RASSFIA,
DAPK e RARB2 que apresentaram uma freqiiéncia de metilagdo de >60%, >80%,
>70% e >70% respectivamente; e os exemplos de marcadores de progndstico para

o cancer de cabega e pescoco sdo RPRM, MGMT e MINT31. Além disso,
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pequenas quantidades de alelos metilados tem sido detectados em lesdes pré
cancerosas ¢ a metilacdo de certos promotores ¢ caracteristico destes tecidos e
pode ajudar na identificacdo de tumores em estagio inicial. Por exemplo, a
metilacdo do gene pl/6 tem sido documentado no esdfago de Barret e varios
supressores de tumor tém-se mostrados hipermetilados nos pulmdes de fumantes
cronicos. Portanto, a descoberta de pequenas quantidades de alelos de supressores
de tumor metilados pode ser indicativo de lesdes pré malignas ou malignas e
deveriam ser utilizados como procedimentos complementares para um diagnostico
sistematico (Gronbaek et al., 2007). At¢ o momento, nio ha nenhum kit
disponivel de teste molecular baseado em metilagdo do DNA para diagndstico que
esteja aprovado pela FDA(Mulero-Navarro e Esteller, 2008).

A metilagdo do DNA tem provado ser um marcador valioso para
estratégias de detecgdo de cancer e no prognostico da doenga. Ainda, muitas das
oportunidades fornecidas pela metilagdo do DNA para deteccdo precoce e
monitoramento cuidadoso da doenga ainda ndo foi transformado em uma pratica
clinica. A lista crescente de marcadores de metilagdo facilmente aplicaveis pode
encorajar os meédicos clinicos a desenvolverem um rastreamento de céancer
baseado em metilagdo e programas de monitoramento da doenga como parte de

testes clinicos futuros (Gronbaek et al., 2007).
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Os objetivos gerais do presente trabalho foram identificar
biomarcadores candidatos para diagndstico e prognostico dos tumores em
cabeca e pescoco, validar e investigar o perfil de metilacdo de ilhas CpG neste
tipo de tumor e analisar a associacdo da expressdo da proteina dos genes

candidatos com os pardmetros clinico-patologicos.
Seus objetivos especificos foram:

1. Analisar a expressdo dos marcadores candidatos selecionados por meio
das técnicas de RaSH e microarray nas linhagens derivadas de cancer de
cabeca e pescogo tratadas e ndo tratadas com o agente desmetilante 5°-
AZA-"2-deoxicitidina por meio da técnica PCR em tempo real, que
quantifica a expressao de genes alvo.

2. Analisar o padrio de metilagdo dos dinucleotideos CpGs da regido
promotora dos genes validados por meio de Real Time nas linhagens
derivadas de cancer de cabega e pescogo.

3. Validar o padrio de metilagio do DNA dos marcadores através da
utilizagdo da técnica MSP, que proporciona uma avaliacdo qualitativa do
estado de metilacdo das regides promotoras dos genes alvos nas amostras
de cancer de cabeca e pescogo.

4. Analisar a expressdo da proteina CRABP2 nos tecidos tumorais em
diferentes estagios da doenga e em suas respectivas margens, 0S

marcadores moleculares selecionados por MSP ¢ PCR em tempo real.
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DISCUSSAO

O céancer de cabegca e pescogo é o sexto tipo de cdncer mais comum,
representando 6% de todos os casos e sendo responsavel por uma estimativa de
650.000 novos casos ¢ 350.000 mortes por cancer mundialmente todos os anos
(Parkin et al., 2005). Apesar dos avancos na cirurgia, radiacdo e quimioterapia, a
taxa de sobrevida de 5 anos para o cancer de cabega e pescogo ndo tem melhorado
significantemente ao longo das ultimas décadas, sendo que a taxa permanece em
torno de 60% (Howe et al., 2006). Um reconhecimento precoce dos sintomas e
sinais de cancer de cabega e pescoco € importante para um rapido diagndstico.
Elucidag¢des adicionais dos eventos moleculares no desenvolvimento do cancer de
cabega e pescoco poderiam acelerar o desenvolvimento de novos agentes
potencialmente eficientes e identificagdo de biomarcadores, que poderia otimizar
o tratamento. A metilagdo do DNA tem provado ser um marcador valioso para
estratégias de detecgdo de cancer e no prognoéstico da doenga. Ainda, muitas das
oportunidades fornecidas pela metilagio do DNA para detec¢do precoce e
monitoramento cuidadoso da doenga ainda ndo foi transformado em uma pratica
clinica.

O tratamento com o agente desmetilante 5°-AZA-2’-deoxicitidina em
combinag¢do com inibidores de desacetilases tem sido amplamente utilizado para
reativar genes epigenéticamente silenciados em linhagens celulares de varios tipos
de tumores. Embora esta abordagem possa levar a efeitos secundarios na
expressdo dos genes, parece ser bem eficiente comparado a estratégias alternativas

na qual arrays de ilhas CpGs sdo hibridizados com digestdo do DNA gendmico
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com enzimas de restrigdo sensiveis a metilacdo, uma vez que isto sugere
diretamente a ativagdo da expressdo dos genes em vez da presenga de uma ilha
CpG.

Neste estudo foi utilizado 5’-AZA-dC para identificar genes supostamente
silenciados por metilagdo do DNA. Os inibidores de desacetilases de histonas ndo
foram utilizados uma vez que estudos anteriores que empregaram estratégias
similares demonstraram que a maioria dos genes sdo reativados por um tratamento
com altas concentracdes de 5°-AZA-dC e somente um pequeno subgrupo de genes
sdo induzidos pelo tratamento sinérgico com agentes desmetilantes e inibidores de
desacetilases.

Para avaliar mudangas na expressdo génica induzidas por 5’-AZA-dC, foi
realizado uma combinagdo de analises de RaSH ¢ cDNA microarray. A
metodologia de RaSH (Rapid Subtraction Hybridization) tem sido utilizada na
identifica¢do de genes diferencialmente expressos em diversos tipos de tumores
(Jiang et al., 1994; Jiang et al., 2000; Dong et al., 2005; Boukerche et al., 2007) e
no presente estudo, ela foi utilizada com o intuito de enriquecer o cDNA
microarray para genes reativados ¢ ndo limitar as analises para um grupo de
genes pré-definidos representados em arrays comerciais. Foram identificados, por
meio da técnica de RaSH, 415 genes conhecidos nos quais somente 65 estavam
presentes em ambas as bibliotecas de RaSH (linhagem celular FaDu tratada e néo
tratada com 5’-AZA-dC), o que indicou uma alta eficiéncia de subtragao.

Também foi identificado 181 genes supostamente induzidos por 5°-AZA-

dC na linhagem FaDu, sendo 151 destes genes foram espotados na plataforma de
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microarray e analisados para a reativagdo génica em mais trés linhagens de cancer
de cabega e pescoco. Ndo houve a possibilidade de espotar os 181 genes nas
membranas de microarrays, pois alguns genes apresentaram problemas em
alguma das etapas do procedimento para a constru¢do das membranas de
microarrays. Portanto, utilizando uma abordagem de combinagdo dos resultados
por meio de RaSH e microarrays, foram identificados 78 genes com expressio
induzida apos o tratamento com 5’-AZA-dC e 35 destes genes foram selecionados
para validagdo técnica por meio de PCR em tempo real por serem induzidos em,
pelo menos, duas das linhagens celulares analisadas e por apresentarem ilhas CpG
naregido 5°.

Apés validagdo, foram selecionados trés genes (CRABP2, MXI e
SLC1543) que, analisados por meio da técnica de PCR em tempo real,
apresentaram um maior nivel de expressdo, de pelo menos trés vezes, nas
linhagens FaDu, UM-SCC-14A ¢ UM-SCC-38A apds o tratamento com o agente
desmetilante quando comparadas as mesmas antes do tratamento com o agente
desmetilante, sugerindo que a metilagdo poderia estar atuando na regula¢do da
expressdo destes genes. Entretanto, apenas os genes CRABP2 e MXI confirmaram
a hipétese de que, de fato, a hipermetilagdo estava atuando na regulacido da
expressdo destes genes nas linhagens celulares analisadas.

No presente estudo, observou-se que o gene CRABP2 apresentou uma
expressdo aumentada na linhagem celular FaDu apos o tratamento com o agente
desmetilante 5’-AZA-2’-deoxicitina, indicando que este gene poderia ter sua

expressdo regulada por metilagdo. Foi realizada a analise do perfil de metilacdo da
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regido promotora do gene por meio de seqiienciamento da ilha CpG presente em
sua regido promotora e por meio da andlise das temperaturas da curva de
dissociagdo do PCR em tempo real. Observou-se a hipermetilagdo da regido
promotora do gene CRABP2 na linhagem FaDu antes do tratamento com uma
porcentagem de metilagdo global da ilha CpG na regido promotora de 40%
comparado a 5% apds o tratamento com o agente desmetilante. A ilha CpG da
regido promotora do gene CRABPZ2 possui 1796 pares de bases e foi analisado o
perfil de metilagdo de 22 dinucleotideos CpG contidos em 333 pares de bases
seqiienciados na linhagem FaDu antes e apds o tratamento. Por meio das

ferramentas de  bioinformatica  TESS (http://www.cbil.upenn.edu/cgi-

bin/tess/tess?’RO=WELCOME) e AliBaba2.1 (http://www.gene-

regulation.com/pub/programs/alibaba2/index.html?) pode-se predizer que esta
regido possui mais de 35 sitios de ligacdo a fatores de transcri¢do, entre eles o
sitio de ligagdo para o fator de transcrigdo Spl.

Interessantemente, os dinucleotideos CpGs correspondentes aos sitios de
liga¢do do fator de transcri¢do Spl tornaram-se desmetilados apds o tratamento
com 5'-AZA-2’-deoxicitidina. Um dos mecanismos propostos para explicar como
a metilacdo do DNA poderia inibir a transcri¢do gé€nica sugere que a metilacdo
dos residuos de citosina poderia impedir a ligagdo dos fatores de transcrigdo aos
seus sitios de ligacdo (Comb ¢ Goodman, 1990; Prendergast et al., 1991). Como
muitos fatores de transcricdo dos mamiferos (E2F, GATAI, GATA4, CREB, USF,
por exemplo) apresentam sitios de ligagdo no DNA ricos em CpG, a metilagdo

ocorreria nestes sitios e impediria a ligagdo destes fatores ao DNA e dessa forma
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inibiria a transcri¢do. Kitasawa e col. e Mancini e col. mostraram que a metilagdo
de CpG presentes nos sitios de ligacdo do fator de transcricdo Spl ou adjacentes
ao mesmo diminuem a eficiéncia de liga¢do deste fator ao DNA e a atividade
deste fator (Kitazawa et al., 1999; Zhu et al., 2003). Entretanto, outros trabalhos
mostraram que a metilagdo presentes nos sitios de ligagdo do fator Spl nio
interferem na ligagdo deste fator ao gene (Holler et a/., 1988; Ohtani-Fujita ef al.,
1993). Assim, parece que o mecanismo de silenciamento por metilagdo depende
do tipo de célula, do fator de transcri¢do ou do estimulo recebido.

Também foi realizado analise de hipermetilagdo na linhagem FaDu antes e
apods o tratamento por meio da técnica de MSP-PCR onde foram utilizados dois
pares de primers (R1 e R2) que amplificavam regides diferentes da regido
promotora do gene CRABP2. Notou-se a presenca de hipermetilagdo na linhagem
FaDu antes do tratamento quando utilizados os dois pares de primers. J4 na
linhagem FaDu apds o tratamento com o agente desmetilante foi detectado
hipermetilag¢@o na regido promotora do gene CRABP2 apenas quando utilizou-se o
par de primers R1. Este resultado é um pouco discrepante quando comparado com
o seqienciamento da linhagem FaDu antes e apds o tratamento. Porém,
provavelmente detectou-se a hipermetilacio da regido promotora do gene
CRABP? na linhagem FaDu apos o tratamento quando foi empregada a técnica de
MSP-PCR pois esta técnica ¢ muito sensivel, permitindo a detecgcdo de uma copia

génica metilada em 1000 copias ndo metiladas (Herman et al., 1996).
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A hipermetilagdo do gene CRABP2 foi detectado em 56.4% das amostras
quando analisadas com o primer R1 e 10% das amostras quando analisadas com o
primer R2. Este ¢ um dado muito interessante, pois ndo hd dados prévios na
literatura sobre metilagdo do gene CRABP2 em tumores, sendo encontrado apenas
um estudo de Park e col. que observaram a hipermetilacdo do gene CRABP2 em
linhagem celular de pulméo (Park ez al., 2008).

E interessante notar que a freqiiéncia de metilagio na regio promotora do
gene CRABP2 ¢ quase seis vezes maior quando utilizado o primer R1 quando
comparado com a freqiiéncia de metilagdo utilizando-se o primer R2. Esta
observagdo corrobora com estudo de Homma e col. que observaram freqiiéncias
de metilagdo diferentes quando analisados a metilagdo por meio da técnica de
MSP-PCR em regides diferentes do promotor do gene RUNX3 (Homma et al.,
2000).

O primer R1 do promotor do gene CRABP2 localiza-se em uma regido
mais proxima ao sitio de inicio de transcri¢do, com mais de trés sitios de ligagdo
ao fator de transcrigdo Spl e foi a regido que apresentou um maior numero de
dinucleotideos CpGs metilados quando foi seqiienciada a regido promotora do
gene CRABP2 na linhagem celular FaDu sem o tratamento com o agente
desemetilante. Sugere-se que esta regido apresentou uma maior densidade de
CpGs metilados pois segundo Leonhardt (1992) uma vez que os sitios CpGs
dentro de sinais cis-atuantes sdo metilados, eles podem atuar como pontos para
uma segunda forma de metilagdo de novo, que se espalha para os sitios distais.

Depois de um sitio CpG se tornar metilado via “espalhamento”, esta modificagéo
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¢ preservada via manutengdo da metilagdo que envolve a marcagdo da DNMTI ao
DNA hemimetilado logo apds a replicagdo (Leonhardt et al., 1992). Enquanto o
fenomeno do “espalhamento” nio tem sido definido mecanicamente e nem se sabe
ainda como este fendmeno inicia-se, sugere-se que isto representa uma intera¢ao
auto-perpetuante entre as proteinas modificantes de cromatina e a metilagdo do
DNA. De acordo com esta visdo, a metilagio do DNA fecha a cromatina via
atracdo de complexos repressivos. A presenca deste complexo, por sua vez, ira
alterar a cromatina proxima tornando-a acessivel ao espalhamento da metilagdo. O
efeito de rede desta interagcdo € o espalhamento gradual da metilagdo ao longo da
molécula de DNA até isto tornar-se uma for¢a oponente a forma da cromatina
aberta e ativa (Bird e Wolffe, 1999).

Turker especula que o silenciamento inicia-se com um descréscimo
dramatico, embora incompleto e ainda indefinido, na transcricdo que poderia
resultar de perturbacdes espontdneas na expressdo atuando ao nivel de alelos
individuais, induzidas pelo meio ambiente ou relacionadas a malignidades. O
silenciamento entdo progride por meio de uma série de passos mutualmente
reforcantes que gradualmente reduzem a probabilidade de ligagdo do fator de
transcricdo. Por causa da barreira que atua para prevenir a metilagdo do
“espalhamento” em dire¢do ao promotor ser um produto da ligagdo do fator de
transcri¢@o, um cenario cadtico se sucede no qual a barreira para o espalhamento
da metilagdo alternadamente desaparece e reaparece. Como resultado a metilacédo
se espalha em direcdo ao promotor em um processo hesitante, devagar ou até

mesmo reverso ocasionalmente quando a ligag@o ao fator de transcri¢@o ocorre € a
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barreira ¢ formada mais uma vez. Ao mesmo tempo, por causa da inter-relagdo
entre a modificacdo de histona e a metilagdo do DNA , modificagdes repressivas
se moverdo em direcdo ao promotor, também em um processo reversivel e
hesitante (Turker, 2002). Ainda, por causa da localizagdo da barreira ser o
resultado de uma forga e longevidade da ligagdo do fator de transcri¢do, que por
sua vez pode ser afetado pela proximidade da metilagdo do DNA, a barreira se
desenvolvera cada vez mais perto do promotor cada vez que ela ¢ reformada.

Esta situagdo gradual criara circunstincias interessantes, como quando a
barreira se forma antes dos sitios CpG metilados. Como um evento temporario
permitiria os sitios metilados se tornarem ndo metilados se a transcricdo e o
dominio aberto fossem restaurados e mantidos durante a replica¢do. Entretanto,
visto que as barreiras se formam e desaparecem continuamente, ndo ha nenhuma
certeza de que um sitio CpG néo metilado que esta localizado fora do dominio
protetor se tornara metilado, ou alternativamente, que um sitio metilado localizado
fora do dominio protetor se tornard desmetilado. Ao contrario, visto que a barreira
esta sendo formada, perdida e formada novamente, ha probabilidades crescentes
para cada sitio CpG estar sendo metilado quando a barreira ¢ empurrada
gradualmente em direcdo ao promotor, mas isto ndo ¢ uma garantia. O resultado
da rede deste processo continuo é o avango gradual da metilagdo do DNA em
direcdo ao promotor ¢ a formagdo de alelos com padrdes de metilagdes variados
(Figura 7). Durante a progressdo do cancer este processo € acelerado pela seleg@o

para alelos com baixos niveis de expressdo progressivos por causa da perda da
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regulacdo normal do crescimento celular e, as vezes, as vias de reparos de DNA

sdo criticas para o desenvolvimento de células cancerosas (Turker, 1998).

OO0 O 0000

Legenda: o CpG metilado o CpG ndo metilado

Figura 7- O silenciamento como um processo. Um alelo expresso (A) com
uma barreira entre o espalhamento da metilagdo do DNA e a regido de cromatina
aberta do promotor expressando o gene (bandeira com sinal “+”) sofre uma perda
dramatica na transcricdo (bandeira com sinal “-”), que elimina a barreira
permitindo que a metilacdo se espalhe em dire¢do cada vez mais perto do
promotor. Uma série de restauracdes e perdas da expressdo do promotor se sucede
(c-g), com o decréscimo dos niveis de transcricdo conforme a metilagdo avanga.
Finalmente, uma densidade de metilagdo suficiente e/ou metilagio de sitios CpG
criticos ocorrem levando a estabilizacdo do silenciamento (h). O produto deste
processo ¢ a formacdo de padrdes variados de metilagdo (Modificado de Turker,

2002) .
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Também foi observado que a auséncia da expressdo da proteina CRABP2
foi associada com um pobre prognéstico, uma vez que pacientes cujos tumores
foram negativos para expressdo da proteina CRABP2 tiveram um risco maior de
recorréncia loco-regional ou metastases a distdncia do que aqueles pacientes com
tumores positivos para CRABP2. Estes dados sugerem que a auséncia da
expressdo do gene CRABP2 compromete a ativacdo da transcricdo de varios genes
envolvidos com a regulacdo do ciclo celular, apoptose, diferenciacdo celular entre
outras fungdes que quando alteradas conferem as células cancerigenas um perfil
invasivo e metastatico.

A vitamina A e seus derivados, retinol, retinaldeido e acido retindico (RA),
conhecidos coletivamente como retinoides, desempenham papéis importantes na
embriogénese, diferenciacdo e homeostase. O retinol, a forma principal da
vitamina A, é principalmente armazenada no figado. Ela ¢ recrutada do figado
através de proteinas ligantes ao retinol do plasma (RBP) e é levada até as células
via uma membrana receptora para RBP. Dentro das células, o retinol ¢ oxidado
para retinaldeido e subseqlientemente para acido retinodico. Isto é uma forma ativa
da vitamina em tecidos ndo oculares e funciona com um ligante para a familia de
receptores nucleares controlados por ligantes (Leid et al., 1992; Stunnenberg,
1993; Giguere, 1994).

Os retindides s@o hidrofobicos na natureza e sdo, portanto, pobremente
soluveis em um ambiente aquoso. Para a certificagdio de um armazenamento

apropriado, transporte ¢ aquisi¢do celular dos retindides, um numero de proteinas
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ligantes ao retin6ide aumentou. O transporte no plasma de retindide € realizado
pela RBP. Em tecidos ndo oculares, duas classes de proteinas ligantes ao retindide
aumentaram, as proteinas 1 e 2 ligantes ao retinol (CRBP1/2) e as proteinas 1 e 2
ligantes ao acido retindico celular (CRABP1/2) (Donovan et al., 1995).

Os efeitos do acido retindico sdo mediados via duas classes de receptores
de acido retindico, os RARs (o, B € y) € os RXRs (o, B e y). Estas proteinas
formam complexos heterodiméricos e atuam como fatores de transcricdo
controlados por ligantes. Na presenca do acido retindico, estes heterodimeros
podem ativar ou suprimir a transcri¢do de genes que contém um elemento de
resposta ao acido retindico (RARE) (Stunnenberg, 1993; Giguére, 1994). As
relagdes entre os processos que governam a aquisi¢do celular de retinol e a sintese
de acido retindico e os receptores de acido retindico nuclear sdo desconhecidos.
Entretanto, desde que ambos os CRABPI e 2 podem ligar-se ao acido retindico
eles sdo candidatos para regular os efeitos do acido retindico por controlar a
disponibilidade do acido retindico para os receptores nucleares.

O 4cido retindico enddgeno ¢ sintetizado pela oxidagdo do retinol pela
retinaldeido desidrogenases (RALDHs). Em uma reacdo reversivel, o retinal é
sintetizado a partir do retinol (vitamina A) ou pelas aldeido desidrogenases
(ADHs) ou redutases/desidrogenases de cadeia curta (RDHs/SDRs). As proteinas
ligantes ao retinol celular (CRBPs) se ligam ao retinol, enquanto que as proteinas
ligantes ao acido retindico (CRABPs) se ligam ao acido retindico. Finalmente o
acido retindico enddgeno ¢ degradado pelas enzimas CYP26. O heterodimero

RAR/RXR media os efeitos do 4cido retindico; na auséncia do ligante (4cido
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retindico), o complexo RAR/RXR ¢ ligado ao DNA e a co-repressores. Este
complexo induz a repressdo transcricional por meio da desacetilacdo de histonas.
Quando o ligante (4cido retindico) estd presente, o mesmo induz mudancas

conformacionais e a ligacdo de co-ativadores que levam a acetilagdo de histona ¢ a

ativaco da transcri¢do(Marletaz et al., 2006)(Figura 8).
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Figura 8 - (A) Sintese, degradagido e modo de agéo do acido retindico (RA). (B) O
complexo RAR/RXR ¢ mediado pelos efeitos do RA. (Modificado de Marletaz et
al., 20006)

Os CRABPI e 2 pertencem a uma familia de proteinas ligantes a lipideos
celulares que incluem CRBP tipo I e 2, a proteina mielina P2, adipocito P2 e
varias outras proteinas ligantes aos acidos graxos. Ambas as CRABPs sdo
proteinas pequenas, cada uma consistindo de 136 aminoacidos com um peso
molecular de, aproximadamente, 15-16 kDa. Elas sdo encontradas em todos os
vertebrados e sdo proteinas altamente conservadas durante a evolucdo. A
seqiiéncia de aminoacido da proteina CRABP1 de camundongo ¢é idéntica a
seqiiéncia bovina. Ela é também essencialmente idéntica a seqiiéncia CRABPI
humana com apenas uma reposicdo nos 136 aminoacidos (Astrom ef al., 1991). A
proteina CRABP2 ¢é também conservada evolutivamente, com a seqiiéncia
humana tendo 94% de identidade com a seqiiéncia do camundongo (Giguere et
al., 1990; Astrom et al., 1991). As reposi¢des nos aminoacidos entre duas
proteinas CRABP2s de mamiferos sdo freqlientemente encontradas em residuos
com as cadeias hidrofobicas, provavelmente virados para o interior das proteinas
enquanto que os residuos hidrofilicos, que estdo expostos na superficie, sdo
conservados. As superficies distintas, mas ainda altamente conservadas das duas
proteinas CRABPs implica que ambas as proteinas estdo sob forte pressao seletiva
e que as duas CRABPs interagem com diferentes proteinas celulares (Donovan et

al., 1995).
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O gene CRABP2 ¢ amplamente expresso durante a embriogénese do
camundongo. Os niveis de expressdo de ambas os CRABPI ¢ CRABP?2 variam em
tecidos embriogénicos de um modo espago-temporal e isto é claramente ilustrado
nos padrdes de sobreposi¢do e complementares as vezes observados. Em adultos,
o gene CRABP2 ¢ predominantemente expresso na pele. Hd também tecidos
embrionarios em desenvolvimento onde o CRABP?2 ¢ expresso € 0 CRABPI nio ¢
expresso. Estes tecidos sdo derivados da endoderme e incluem a faringe, es6fago,
epitélio da traquéia e figado (Ruberte ef al., 1992).

Freqiientemente é proposto que as CRABPs servem para solubilizar e
proteger seus ligantes no citosol e que elas transportam o acido retindico entre os
diferentes compartimentos celulares. Sugeriu-se, por exemplo, que as CRABPs
atuam de modo a entregar seus ligantes para o nucleo (Takase ef al., 1986). De
fato, foi demonstrado que ambas as isoformas da CRABP estio presentes ndo
somente no citosol mas também no nucleo das células (Gaub ez al., 1998).

Dong e col. observaram que a expressio do CRABP? estimulou
marcadamente a transativagdo pelo acido retindico e que a proteina CRABP2
entrega o acido retindico para o receptor de acido retindico por meio de
canalizagdo entre as duas proteinas. Além disso, eles também observaram que as
interagdes entre a CRABP2 e RAR resultam em um facilitamento significativo da
formag@o do complexo RAR-RA e pode ser a base para o aumento do efeito de
CRABP2 na transativagdo mediada por RAR (Dong et al., 1999).

A vitamina A e alguns de seus analogos (retindides) sdo moduladores

estabelecidos da diferenciagdo epitelial celular in vivo e in vitro (De Luca, 1991;
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Jetten et al, 1992). Os retindides podem inibir o crescimento celular de
carcinoma de células escamosas de cabega e pescogo in vitro (Lotan, 1994) ¢ in
vivo (Shalinsky et al., 1995). Uma das principais fungdes fisiologicas da vitamina
A ¢ prevenir a diferenciacdo escamosa com queratinizagio de células epiteliais em
tecidos ndo queratinizados. Além disso, os retindides suprimem a diferenciagéo de
células escamosas que ocorrem espontaneamente ou ¢ induzida por ions de célcio
em cultura normal de queratindcitos ou células traqueais. Estudos com
experimentagdo animal tém demonstrado que os retindides suprimem a
carcinogé€nese em uma variedade de tecidos epiteliais, incluindo pele, traquéia,
pulméo e mucosa oral (Shklar et al., 1980; Moon ¢ Mehta, 1990b; 1990a).

Manor e col. observaram que a expressio do CRABP2 ¢ essencial para a
atividade transcricional de RAR em linhagem de células de carcinoma mamario.
Além disso, o CRABP2 sensibiliza as células mamarias para a inibicdo do
crescimento induzido pelo acido retindico (Manor et al., 2003). Neste mesmo
estudo, o CRABP2 também inibiu a tumorigenicidade nas células mamarias em
modelo de camundongo. Em outros estudos, usando outros modelos
experimentais, foi verificado que os retindides inibiram o crescimento celular por
uma variedade de mecanismos, incluindo indu¢do da diferencia¢do (Breitman et
al., 1981), parada do ciclo celular (Yen et al., 1998), apoptose (Seewaldt et al.,
1995) ou pela combinagdo de efeitos (Jinno et al., 2002).

O exame do efeito do 4acido retindico no perfil de expressdo génica de
células MCF-7, realizado por Donato e col. revelaram que varios genes pro-

apoptdticos foram super regulados em uma exposicio de 4 horas ao acido
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retindico. Apds um curto periodo de tratamento foi esperado que pelo menos
alguns dos genes respondedores fossem alvos diretos para o RAR.
Adicionalmente, devido a sua habilidade de aumentar a atividade transcricional do
RAR, pode-se predizer que 0 CRABP2 aumenta a resposta do acido retindico de
genes que estio sob controle direto do R4AR. Mostrou-se que a caspase 9 €, de fato,
um alvo direto do RAR e que a indugdo aumenta com a super expressdo do
CRABP2. Estas observagdes compreendem a primeira demonstracdo que o
CRABP2 aumenta a ativagdo mediada por RAR ¢ induzida por RA de gene
endogeno (Donato e Noy, 2005).

O gene CRABP2, por meio do transporte de acido retindico e ligagdo do
mesmo ao complexo RAR/RXR ao RARE ativam varios genes que desempenham
papéis na diferenciagéo, indugo a apoptose e proliferagdo celular. Donato e col.
sugerem que o0 CRABP2 desempenha atividades de supressor de tumor por meio
de duas fungdes bioldgicas separadas: o papel conhecido desta proteina na entrega
direta do acido retindico para o RAR e outra fungdo, independente de RA, embora
esta fungdo adicional do CRABP2 ainda ndo esteja esclarecida (Donato e Noy,
2005). Neste mesmo estudo também foi notado que embora o gene CRABP2
desempenhe atividades prd apoptoticas, ele ndo induz a apoptose por si s6. O gene
CRABP? sensibiliza as células para apoptose, cooperando com outros agentes
apoptdticos para permitir uma inducdo mais eficiente da morte celular.
Atualmente sabe-se que 532 genes estio sob a regulag@o da via do acido retindico
e Balmer e col. estimaram que 27 genes sfo, indiscutivelmente, controlados

através da via classica do acido retindico em varios contextos celulares (Balmer ¢
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Blombhoff, 2002). Entre esses genes estdo o EGRI (supressor de tumor) ¢ o gene
ETS]I (regula genes envolvidos na senescéncia, morte e tumorigénese).

A ilha CpG da regido promotora do gene MXI possui 738 pares de bases
onde foi analisado o perfil de metilagdo de 78 dinucleotideos CpGs nas linhagens
FaDu e UM-SCC-14A antes e apds o tratamento com o agente desmetilante.
Uma redug@o menos pronunciada no nivel de metilagdo da regido 5° do gene MX1
foi observada na linhagem FaDu (de 27.7 para 12.7%) ¢ na linhagem UM-SCC-
14A (de 7.8 para 1.02%). A reducdo estava limitada aos nucleotideos 39 a 56
localizados dentro do primeiro éxon do gene MXI. A redugdo nos niveis de
metilacdo destes dinucleotideos especificos foram diretamente correlacionados
com a indugdo da expressdo gé€nica apds o tratamento observado nestas linhagens
celulares corroborando com os resultados das andlises de expressdo deste gene nas
linhagens apods o tratamento com o agente desmetilante (22.4 “fold” para FaDu e
4.5 para UM-SCC-14A), sugerindo que este dinucleotideos desempenham uma
papel critico na regulagdo da transcrigéo.

Na linhagem FaDu observou-se que alguns dinucleotideos CpGs, na
maioria dos clones, ainda continuaram metilados apds o tratamento com o agente
desmetilante embora a expressdo génica do MXI fosse recuperada. Este fato
também ja foi observado em outros estudos quando analisados outros genes em
linhagens celulares de diferentes sitios anatomicos. Por exemplo, Arai e col
obtiveram resultados semelhantes a este estudo quando analisaram os
dinucleotideos CpGs da regido promotora dos genes CSTL2, NEMSI, FABPS ¢

GADD45A4 por meio de seqiienciamento de DNA em linhagens de carcinomas de
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células escamosas de esdfago (TE-1, TE-2 e TE-10) e Moriguchi e col. também
obtiveram uma desmetilagcdo parcial do dinucleotideos da regido promotora do
gene TUBBG6 em linhagem celular de cancer gastrico (AGS) (Moriguchi et al.,
2007; Arai et al., 2008). Kass e col. observaram que o DNA metilado pode ser
transcrito na auséncia de proteinas ligantes ao DNA metilado (Kass ef al., 1997).
Embora neste estudo ndo tenha sido possivel a realizagdo do estudo de
alteragdes epigenéticas nas histonas por meio de ChiP (Imunoprecipitacdo de
cromatina), sugere-se que a deplecdo da metilacdo do DNA nas células apds o
tratamento com o agente desmetilante poderia induzir a expressdo génica embora
as cromatinas destas células ndo retornem ao estado totalmente eucromatico como
observado em um gene normalmente transcrito. Neste estado intermediario, os
sitios CpGs estdo parcialmente desmetilados, as histonas contém marcas de
ativacdo transcricional como K4me2 e K9/Kl4ac e o Hpl ndo estd presente.
Entretanto, varias modificacdes repressivas ainda permanecem e aparentemente
ndo precisam mudar para a transcri¢do ocorrer. As histonas que retém esta mistura
de marcas de cromatina ativas e repressivas permanecem com um arranjo

nucleossomal compactado (Figura 9). (Mcgarvey et al., 2006).
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Figura 9- Modelo dos estados de cromatina para os genes nas células
cancerosas. No modelo acima, o gene ativamente transcrito nao mostra metilagdo
do DNA na regido promotora (pequenos circulos brancos) e a H3 ¢
preferencialmente modificada com marcas de cromatina ativa. As histonas
carregando essas marcas de cromatina ativas (circulos ovais verdes) estdo
amplamente dispersas, fornecendo um arranjo de cromatina aberta favoravel para
a transcricdo ativa. Inversamente, no modelo da parte de baixo da figura, o
promotor do gene hipermetilado (circulos ovais pretos) e silenciado (seta preta
com um X vermelho) estd associado com histonas organizadas em uma
configuragdo nucleossdmica mais compacta tipica de promotores de genes
reprimidos transcricionalmente. No modelo do meio, a deplecdo da metilagdo do

DNA pode induzir a expressdo génica (Modificado de Mcgarvey et al., 2006).



Discussdo 126

As proteinas Mx compreendem uma pequena familia de GTPases. As
células de camundongos expressam proteinas Mx nucleares assim como
citoplasmaticas, enquanto a maioria das outras espécies de vertebrados expressa
proteinas Mx que se acumulam exclusivamente no citoplasma de células tratadas
com interferon. Inicialmente, as proteinas Mx foram descobertas em
camundongos A2G que mostravam alto grau de resisténcia contra infecgdes por
virus Influenza A (FLUAV) (Lindenmann, 1964). O fendtipo de resisténcia foi
herdado de uma maneira autossomica dominante e foi especifica para membros da
familia ortomixovirus (Lindenmann, 1964).

Um estudo revelou que um unico gene, Mx/ (orthomyxovirus resistance
gene 1) foi responsavel pelo fenotipo de resisténcia e que a proteina Mx1 tinha
uma atividade antiviral intrinseca (Stacheli et al., 1986; Arnheiter et al., 1990).
Interessantemente o gene Mx/ no cromossomo 16 do camundongo passou a
pertencer aos genes responsivos ao interferon (ISGs) (Haller et al., 1980). A
expressdo do gene é normalmente silenciosa, mas ¢ rapidamente induzida por
meio da infeccdo por uma variedade de virus através da acdo de interferons do
tipo I (a/b) ou tipo III induzidos por virus. Estudos mostram que a MxI1 € a
principal molécula efetora que protege animais infectados por influenza (Grimm
et al., 2007). As proteinas Mx antivirais ativas sdo encontradas na maioria das
espécies de vertebrados incluindo péassaros e peixes. Entretanto, os genes Mx sdo
polimdrficos na maioria das espécies. As diferencas de aminoéacidos resultantes
sdo responsaveis por variagdes nas atividades antivirais dos produtos dos genes

alélicos (Seyama et al., 2006; Nakajima et al., 2007; Palm et al., 2007).
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As Mx GTPases diferem das GTPases pequenas e das proteinas G
heterotriméricas por possuirem uma massa molecular relativa de
aproximadamente 80 kDa, uma relativa baixa afinidade por GTP e uma alta taxa
intrinseca de hidrélise de GTP. Estas propriedades sdo caracteristicas para
membros da superfamilia dinamina de GTPases de alto peso molecular (Stacheli
et al., 1993). As proteinas Mx apresentam um dominio GTPase na regido N-
terminal, um dominio central interativo (CID) no meio, e um dominio efetor com
motivos de ziper de leucina no final C-terminal. A regido N-terminal contendo o
motivo consenso tripartido ligante a GTP ¢ altamente conservado enquanto que a
regido C-terminal ¢ divergente (Haller et al., 2007).

Em humanos, o gene MxA4 é um homologo Mx com atividade antiviral e é
codificado pelo gene humano Mx! na regido do cromossomo 21 que € sinténico
com o cromossomo 16 do camundongo (Horisberger et al., 1988). A proteina de
camundongo Mx1 e a proteina humana MxA agregam granulos pontuados no
ntcleo ou no citoplasma, respectivamente, de células tratadas com interferon.
Estudos em culturas de células mostraram que a MxA monomérica (L612K) ¢
rapidamente degradada. Em contraste, o tipo selvagem da proteina MxA ¢ estavel,
com uma meia vida de mais de 24 horas. Portanto, assume-se que a agregacéo de
proteinas Mx previne sua rapida degradagio e fornecem uma forma de
armazenamento nas quais moléculas ativas podem ser recrutadas por longos
periodos de tempo.

Holzinger e col. observaram que o gene MxA ¢ transcricionalmente

induzido por interferon através da via JAK/STAT (Holzinger et al., 2007) (Figura
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10). Os interferons do tipo 1 (IFN-a/f) constituem a defesa celular primaria
contra a infecg@o viral incluindo HCV, da familia Flaviridae. O interferon ligante
a seus receptores ativam as kinases jakl e Tyk2, que levam a fosforilacdo e
organizacdo de um tradutor de sinal e ativagdo do complexo trimérico (STAT1)-
STAT?2-fator regulatdrio interferon (IRF)9 chamado gene fator 3 estimulado por
interferon que transloca para o nucleo e se liga aos elementos de resposta
estimulados por interferon (ISRE), levando a indugdo transcricional de varios
genes antivirais, incluindo proteina kinase ativada por RNA dupla fita (PRK),
2°,5 -oligoadenilato sintetase (OAS) e proteina A de resisténcia a myxovirus
(MxA)(Dharel et al., 2008).

O promotor do gene MxA ¢ sensivel a ativacdo pelos interferons do tipo I e
III mas ndo € responsivo a infecgdo por virus. A indugdo exclusiva da sintese de
proteina MxA pelo IFN sugere uma forte restri¢gdo a expressdo génica do MxA
(Holzinger et al., 2007). Efeitos negativos na homeostase normal da célula
poderiam ser provocados pelo acumulo de Mx. Estudos observaram que a
superexpressdo de MxA aumentou a sensibilidade das células ao estimulo
apoptdtico (Li e Youssoufian, 1997; Mibayashi et al., 2002). Entdo, sugeriu-se
que a regulacdo positiva de MxA4 ¢ um fator que promove o desenvolvimento da
anemia Fanconi, uma desordem que predispde os pacientes os pacientes a ma
formagdes esqueléticas, progressdo na falha da producdo de medula dssea e

leucemia aguda (Li e Youssoufian, 1997).
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Figura 10 - Mapa da via do MxA  (software GeneGo:

https://portal.genego.com/cgi/regulation/upload_list.cgi?ez_page=1)

No presente estudo foi detectado a hipermetilacdo do gene Mx4 em 45%
das amostras de cancer de cabega e pescog¢o analisadas, corroborando com
achados de outro estudo que também observou a hipermetilacdo da regido

promotora deste gene em amostras de pacientes diagnosticados com leucemia
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mieldide aguda (Jacinto et al., 2007). Além disso, também ha dados de baixa
expressdo deste gene em adenocarcinoma de pancreas, carcinoma de prostata, pele
e colangiocarcinoma de figado (CGAP, 2009,(Schulz et al., 2007). Estes achados
sugerem uma liga¢do entre o silenciamento deste gene ¢ a tumorigénese e/ou
desenvolvimento do tumor.

Evidéncias bioquimicas e genéticas mostram que as proteinas Mx
participam no transporte intracelular e mecanismos de seleg¢@o relacionados com
proteinas. Os estudos de interagdes proteina-proteina indicaram que a MxA
humana é capaz de se ligar a elementos do citoesqueleto e possivelmente a outras
proteinas (Obar et al., 1991). Mushiski e col. observaram que a proteina MxA se
associa com a tubulina e que a MxA imita a efeito do IFN na motilidade
(Mushinski et al., 2009), sugerindo que esta proteina poderia ser um mediador
molecular critico do efeito do IFN, pois sabe-se a quase trinta anos que o IFN
pode inibir a motilidade normal da célula (Brouty-Boye e Zetter, 1980). Além
disso, no mesmo estudo também foi observado que a proteina MxA pode inibir o
desenvolvimento de metastases experimentais in vivo.

Estudos recentes demonstraram que, em células moveis, além das actinas,
os microtubulos também podem regular a atividade da proteina Rho e
polimerizagdo da actina e entdo, os microtubulos também s3o importantes
reguladores do movimento direcional. Além disso, ha varios dados recentes
relacionando os microtubulos e o centro organizante de microtubulos no
direcionamento da polarizagdo celular e migragcdo. Mishinski e col. sugerem que o

gene MxA pode ser importante neste processo, representando um membro de uma
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nova classe de proteinas associadas ao microtubulo que regulam a motilidade
celular e controlam a metastase (Mushinski et al., 2009).

Além das evidéncias observadas que sugerem que a proteina MxA
desempenha um papel na regulacio da motilidade celular e controle da
metastases, ha ainda outros estudos que associaram a expressdo do gene Mx4 com
uma sensibilidade para estimulos apoptdticos. No estudo de Li e col., onde foi
observado que o gene MxA estd superexpresso em células com anemia Fanconi,
sugerindo que a superexpressdo do gene MxA estd associado a apoptose e
levando-os a propor um modelo onde a superexpressdo constitutiva de MxA pelos
IFNs ou por infecgcdo viral poderia resultar em uma perda gradual de células
troncos da medula éssea por apoptose (Li & Youssoufian, 1997). No estudo de
Mybiashi e col., com células de fibroblastos infectadas e ndo infectadas por virus
Influenza A/PR/8/34, observou-se que tanto as células que expressavam MxA
infectadas ou ndo por Influenza apresentavam fragmentacdo do DNA e que a
funcdo ou as fungdes do MxA ou induzidas por MxA estavam intimamente
relacionadas com processos apoptéticos e sintese de proteinas e que a atividade de
promocdo de apoptose mediada pelo MxA4 era dependente do nivel de expressdo
do MxA. Os pesquisadores sugerem duas possibilidades de acdo do gene MxA nas
células. A primeira possibilidade seria a inibicdo da sintese de proteina celular
total em adicdo a sintese de proteina viral causaria apoptose, como a
ciclohexamida, um inibidor de sintese protéica. A segunda possibilidade seria a
reducdo da sintese de proteina como um dos resultados derivados da apoptose

promovida pelas células que expressam Mx4. Com isso, sugere-se que a
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expressdo de MxA promove apoptose possivelmente causada ou por aceleragdo de
processos apoptoticos ou por redugdo na sintese de proteina (Mibayashi et al.,
2002).

Neste estudo foi observado uma correlagdo significativa entre a
hipermetilagdo do gene MxA e invasdo vascular (p= 0.055) e o tamanho do tumor
(p=0.035), corroborando com os resultados observados nos estudos citados acima
e sugerindo que a expressdo do gene MxA, de algum modo, que ainda ndo ¢
compreendido, poderia promover a morte celular por estimulos apoptoticos e
regular a metastase nos tumores de cabecga e pescogo.

No presente estudo foi demonstrado pela primeira vez que a expressdo do
RNA mensageiro do gene CRABP2 e MX1 ¢ regulada pela metilacdo do DNA em
cancer de cabeca e pescogo e que o silenciamento destes genes esta relacionado
com a tumorigénese e/ou desenvolvimento de tumores de cabeca e pescogo,
sugerindo, com isso o papel de supressor de tumores destes dois genes em cancer

de cabega e pescogo.
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Pelo presente trabalho foi concluido que:
1) O tratamento com o agente desmetilante 5°-AZA-2’-deoxicitidina  nas
linhagens celulares derivadas de cabega e pescogo e a analise combinatoéria da
expressdo diferencial de genes por meio de RaSH e microarray séo suficientes
para a identificagio de genes supostamente regulados por hipermetilagdo do DNA.
2) A hipermetilagdo do DNA nas regides promotoras dos genes CRABP2 e MXI
esta regulando a expressdo dos mesmos.
3) Os dinucleotideos CpGs localizados proximos ao inicio do sitio de transcri¢ido
do gene CRABP2 apresentaram uma maior freqiiéncia de hipermetilagdo nas
amostras de carcinoma de cabeca e pescogo analisadas quando comparados com
dinucleotideos CpGs localizados mais distantes do inicio do sitio de transcricdo
do gene CRABP2.
4) A auséncia da proteina CRABP2 estd associada com um pobre progndstico,
uma vez que pacientes cujos tumores foram negativos para expressdo da proteina
CRABP2 tem um risco maior de recorréncia loco-regional ou metastases a
distdancia do que aqueles pacientes com tumores positivos para CRABP2,
sugerindo o papel de supressor de tumores deste gene em cancer de cabega e
pescoco ¢ a potencial utilizacdo deste gene como um biomarcador de progndstico
para o cancer de cabeca e pescogo.
5) A hipermetilagio de um numero pequeno de dinucleotideos da regido
promotora do gene Mx/ localizados dentro do primeiro éxon do gene MXI

silencia a express@o deste gene em cancer de cabeca e pescoco.
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6) Ha uma correlagdo significativa entre a hipermetilacdo do gene MxA e invasdo
vascular ¢ o tamanho do tumor, sugerindo que a expressdo do gene MxA, de
algum modo, promove a morte celular por estimulos apoptoticos e regula a
metastase nos tumores de cabega e pescogo, sendo um gene candidato a gene

supressor de tumor em cancer de cabega e pescogo.
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1. MATERIAIS E METODOS

1.1. Linhagens celulares de cabeca e pescoco

O laboratodrio de Genética Molecular e Bioinformatica de Ribeirdo Preto

foi responsavel pela cultura das quatro linhagens celulares FabDu, UM-SCC-14A,

UM-SCC-174, UM-SCC-38, cujas caracteristicas sdo apresentadas na Tabela

1. Para cada linhagem foram feitas duas culturas celulares, uma foi tratada com o

agente desmetilante 5-AZA e outra no recebeu o tratamento. As linhagens foram

cultivadas rotineiramente em meio minimo essencial (Eagle) suplementado com

10% soro fetal bovino, 1% L-glutamina e 1% penicilina/estreptomicina, a 37°C e

5% de CO,. Para cada linhagem foram feitas duas culturas celulares, uma foi

tratada com o agente desmetilante 5-aza (2,5 UM 5-aza-2’-desoxicitidina em 50%

acido acético) por 4 dias e outra ndo recebeu o tratamento.

Tabela 1. Caracteristicas das linhagens utilizadas no estudo.

Linhagem

Caracteristicas

TNM

Estadio

Grau

FaDu

linhagem tumoral (ATCC:
HTB-43) proveniente de
carcinoma epidermdide de
células escamosas da faringe

de grau |

UM-SCC-144

linhagem tumoral derivada
de recidiva de tumor de
assoalho de boca

previamente submetido a

TINOMO

Moderadamente

bem diferenciado
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radioterapia
linhagem tumoral
Moderadamente
UM-SCC-17A4 | proveniente de tumor TINOMO |I
o bem diferenciado
primario de supraglote
linhagem tumoral
proveniente de tumor
o o Moderadamente
UM-SCC-38 primario de tonsila pilar sem| T2N2aMO0 | IV
diferenciado

tratamento quimioterapico

prévio

1.2. Amostras de tumores primarios

Foram utilizadas 140 amostras de carcinomas epidermdides de cabeca e

pescogo e 10 amostras de tecido normal de cabega e pescogo. As amostras foram

obtidas do Banco de Tumores do Hospital A.C. Camargo, criado durante a

realizagdo do projeto Genoma Humano do Cancer e a coleta das amostras foi

devidamente regularizada e aprovada pelo CONEP (parecer n°® 728/2000). As

amostras foram obtidas também do projeto “Head and Neck Genome

Project/GENCAPO”, também regularizado e aprovado pelo CONEP (parecer n°

1763/05). Todas as amostras armazenadas no Banco de Tumores e obtidas do

Projeto GENCAPO foram coletadas mediante consentimento informado dos

pacientes.

1.3. Amostras de linfocitos normais

Foram utilizadas 10 amostras de linfocitos normais provenientes de

mulheres que doaram sangue no Hospital A.C. Camargo durante a realizagéo do
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projeto “Caracterizagdo do gene ADAM23 como um novo marcador molecular
de prognostico em cancer de mama” e que ndo apresentavam nenhuma

patologia no momento em que foi realizada a coleta de sangue.

1.4. Extracio de RNA total.

A extragdo de RNA foi realizada no laboratério de Genética Molecular e
Bioinformatica de Ribeirdo Preto e seguiu a técnica descrita por Sambrook &
Russel (2001) com modificagdes, sendo que o sucesso da técnica depende
principalmente da obtencdo de RNA em quantidade e de boa qualidade.

O meio celular foi descartado logo apods o término do experimento e as
células forma tratadas com TRIzol (solugdo de extragdo de RNA., Life
Technologies, Grand Island, NY). Os restos celulares na massa gelatinosa assim
obtida foram transferidos para tubos de centrifuga de 15 mL e colocados em
geladeira por um periodo aproximado de cinco dias para melhor extracdo do
RNA.

A préxima etapa foi a divisdo das amostras em tubos limpos de 1,5mL,
sendo 1mL para cada tubo, além de 250uL de cloroféormio em cada, misturando-se
por 1 minuto e incubando-se por 2 minutos a temperatura ambiente. Na seqiiéncia,
os tubos foram centrifugados a 14.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Apos
centrifugacdo, o RNA permaneceu exclusivamente na fase superior aquosa. Essa
fase foi transferida para um tubo de 1,5mL limpo, que recebeu um volume igual
de isopropanol para precipitacio do RNA. A solu¢do foi homogeneizada e

incubada a —20°C de um dia para outro. Em seguida, foi centrifugada a 12.000
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rpm por 30 minutos a 4°C e o sobrenadante descartado. Foram adicionados 500uL
de etanol 75% ao sedimento, seguindo-se de centrifugacéo por 10 minutos, com a
mesma velocidade e temperatura descritas na etapa anterior. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento seco em temperatura ambiente. O RNA foi ressupendido
em 20pL a 50uL de agua DEPC (dietil pirocarbonato). A proxima ectapa foi a
determinagdo da concentragdo dos RNAs (1DO,g= 40ug/ml), medindo-se a
densidade dptica nos seguintes comprimentos de ondas: DO,/ DO 280. Uma
aliquota de cada amostra foi submetida a uma corrida eletroforética em gel de
agarose 1% para analise da presenca ou ndo de RNA degradado. A analise do gel,
sob luz ultra-violeta, deveria mostrar um rastro de RNA, com bandas especificas
de 28S e 18S representando o RNA ribossomal.

Depois de isolado o RNA total, as moléculas foram utilizadas para sintese

de DNA complementar (cDNA) com a enzima transcriptase reversa.

1.5. Obtencdo do cDNA por transcriptase reversa

Os RNAs extraidos das linhagens foram levados para o Laboratorio de
Estudos Genomicos da UNESP de Sdo José do Rio Preto para a obtengdo de
c¢DNA para andlise da expressdo dos genes candidatos por meio da técnica de
Real Time PCR, sendo que as etapas relacionadas a esta técnica foram
realizadas neste mesmo laboratdrio. Para a reacdo de RT, foi necessario 2 pg
do RNA total ao qual foi adicionado 1uL de oligo (dT) ancorado (500pg/mL) e
1uL de dNTPs mix 10 mM. Em seguida, o material foi incubado a 65°C por 5

minutos. Ao término da incubagdo, foram acrescentados os seguintes
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reagentes: 2ul. de DTT 0.1mM, 1puL de RNaseOUT (40U/uL), 4uL de tampdo
5X Superscript e 1uL da enzima transcriptase reversa Superscript II Rnase H

Reverse Transcriptase (200U/uL).

O material foi incubado a 42°C por 50 minutos e a reagéo foi finalizada

com a incubag¢do a 70°C por 15 minutos.

1.6. Controle da qualidade do cDNA

A etapa seguinte foi a validagdo do cDNA tanto das linhagens celulares
por meio da amplificacdo por PCR (Polymerase Chain Reaction) de um
fragmento de 305 pb do gene GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase), o qual serve como controle para transcritos abundantes.

As reacdes foram processadas em 25uL, contendo 100 a 500 ng de cDNA,
Tampdo 1X, dNTP mix (200 pM), MgCI*" (1,5mM ), oligonucleotideos (0,4
pmol) e Tag DNA Polimerase (1 unidade). Em todos os experimentos, um dos
tubos ndo recebeu DNA, tal procedimento ¢ usado como controle de
contaminagio.

A reagdo compreendeu uma etapa inicial de 4 minutos a 94°C, 35 ciclos de
30 segundos a 94°C, 45 segundos a 60°C para anelamento dos oligonucleotideos e
45 segundos a 72°C para extensdo das cadeias, além de 7 minutos a 72°C para
extensdo final.

Apds a reagdo, os fragmentos foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 2% (100Volts por 30 minutos), juntamente com um marcador de 100pb

(Ladder Gibco 100pb), para verificar a amplificacdo de um fragmento de 305 pb
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referente ao gene GAPDH. Os géis foram corados com brometo de etideo e
visualizados sob luz ultra violeta.
As seqliéncias de bases de oligonucleotideos utilizados para amplificagdo
do fragmento de 305 pb do gene GAPDH esta descrita a seguir:
5’CTGCACCACCAACTGCTTA ¥’

5’CATGACGGCAGGTCAGGTC 3’

1.7. Extracdo de DNA de tumores primarios e linhagens celulares de
cabeca e pescoco

O DNA de tumores primarios de cancer de cabeca e pescoco e das
linhagens celulares derivadas de tumores de cabega e pescogo foi extraido pelo
método convencional de fenol-cloroférmio. Os tumores primarios de cabeca e
pescogo e linhagens celulares foram incubados a 55°C durante a noite em 4 mL de
tampdo de extragdo (10 mM Tris HCI, 50 mM EDTA, 0.5% SDS, pH 8,0), em
presenca de 100 pg/mL de RNase A e 200 pg/mL de proteinase K. Apos a
digestdo, adicionou-se 4 mL de fenol equilibrado (pH 8,0) a amostra. Seguiu-se
sua agitagdo por 5 minutos e centrifugacdo durante 15 minutos a 5000xg, 4°C.
Apoés a recuperagdo da fase aquosa, adicionou-se & mesma 4 mL de solugdo
cloroférmio-alcool isoamilico (24:1), seguindo-se novamente a agitacdo da
amostra por 5 minutos ¢ sua centrifugacdo durante 15 minutos a 5000xg, 4°C.
Separou-se novamente a fase aquosa e repetiu-se a extragdo com cloroférmio-
alcool isoamilico. Apos esta extracdo, a fase aquosa foi coletada em tubo corex

estéril. A precipitagdo de DNA foi realizada adicionando-se 1/10 do volume da
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amostra de 3M NaAc pH 6,0 e 2,5 vezes do volume final de etanol absoluto
gelado. As amostras foram deixadas a -20°C por toda a noite. No dia seguinte, as
amostras foram centrifugadas durante 30 minutos a 22.000xg. Apos a secagem do
DNA a temperatura ambiente, o0 DNA foi ressuspendido em 100-500 de tamp3o
(10 nM Tris HCL, 1.0 mM EDTA pH 8,0) e armazenado a 4°C. A qualidade das
preparagdes de DNA foi avaliada em géis de agarose 0,8% corados com brometo

de etideo e suas concentra¢des determinadas por espectrofotometria.

1.8 Extracio de DNA de linfécitos

Para a obtengdo dos linfocitos, cerca de 2 mL de sangue foram
centrifugados durante 5 minutos a 5.000xg. Apds a centrifugacdo, a camada
leucocitaria. foi removida e transferida para um tubo de 1,5 mL. A extragdo de
DNA dos linfécitos foi realizada empregando-se o método convencional fenol-
cloroférmio, de modo semelhante a extracdo de DNA dos tumores primarios,
exceto pelo volume dos reagentes. Inicialmente, ao volume de cerca de 300 puL de
papa linfocitaria, adicionou-se 600 pL de tampdo de extracdo contendo 100
pg/mL RNase A e 200 ug/mL de proteinase K. Apds a digestdo a 55 °C durante a
noite, foram realizadas trés extracdes, sendo a primeira com 900 uL de fenol
equilibrado (pH 8,0) e as duas seguintes com solugdo cloroférmio-alcool-
isoamilico (24:1). Durante as extragdes, foram utilizados tubos phase lock gel, a
fim de evitar contaminacdo entre as fases. Ao final das extragdes, seguiu-se a
precipitacdo do DNA com 0,3M NaAc pH 6,0 e etanol absoluto. As amostras

foram deixadas a -20°C por toda a noite e, no dia seguinte, apds a centrifugacio
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durante 30 minutos a 15.300xg e lavagem com etanol 70%, o DNA foi
ressuspendido em 100-200 uL de tampdo e armazenado a 4°C. A qualidade das
preparagdes de DNA foi avaliada em géis de agarose 0,8% corados com brometo

de etideo, e suas concentra¢des foram determinadas por espectrofotometria.

1.9 Selecio de genes potencialmente regulados por metilacdo

Foram selecionados para validagdo por meio de PCR em tempo real 35 genes
analisados por meio de microarray que foram reativados por 5-azacitidina em, pelo
menos, duas das quatro linhagens celulares de cabeca e pescogo. As regides
promotoras dos genes selecionados foram analisadas para a presenga de ilha CpG
proxima ao sitio de inicio de transcri¢do utilizando UCSC Genome Browser
(http://genome.ucsc.edu/). O critério para a ilha CpG foi baseado em Gardiner-Garden
et al., 1987 com um conteudo de CG de 50% ou mais, com um comprimento maior que
200 pb e uma taxa maior que 0.6 no numero observado de dinucleotideos CG que o

nimero esperado com base no nimero de Gs e Cs no segmento.

1.10 Padronizacio das reacées de PCR em tempo real

Primeiramente, foram desenhados, com auxilio do programa Primer Express
2.0 (Applied Biosystem), oligonucleotideos iniciadores inter-éxons para os genes de
interesse e para os genes TUBA6 e GAPDH que foram utilizados como controles
endogenos. Os oligonucleotideos foram desenhados para que os produtos tivessem
entre 80 a 150pb e apresentassem temperatura de anelamento de aproximadamente

60 C.
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Posteriormente, foram realizadas reagcdes de padronizacdo para cada par de
oligonucleotideos e para selecdo da concentragdo que garantisse sua saturagdo. As
concentragdes de oligonucleotideos testadas foram 0,25 pM; 0,4 uM; 0,5 pM; 0,6 uM
e 0,8uM.

As reagdes de padronizac¢do foram processadas em volumes de 20uL, contendo
25ng de cDNA proveniente da linhagem celular Hep-2 (linhagem de cancer de laringe),
10 puL dePower Master Mix SYBR™ Green (Applied Biosystem) e os
oligonucleotideos iniciadores nas concentra¢des referidas acima. O Power Master Mix
SYBR™ Green contém todos os componentes para a reacdo de PCR em tempo real,
exceto o femplate, os oligonucleotideos iniciadores ¢ a dgua. Entre esses componentes,
estdo a enzima AmpliTaq Gold®, que cataliza a reagdo; a enzima UNG, que degrada
DNA dupla fita contendo uracila; o dye SYBER Green, fluoréforo que se intercala em
DNA de fita dupla; os dNTPs e o ROX, que ¢ a referéncia passiva da reagéo.

Para uma melhor anilise dos resultados, os ensaios de otimizagdo de
concentragdo de oligonucleotideos foram realizados em triplicata para cada gene
analisado. Além disso, todos os experimentos incluiram controles negativos sem
cDNA.

As reagdes compreenderam uma incubacéo inicial de dois minutos a 50°C para
a ativagdo da enzima UNG. Em seguida, realizou-se um passo de 10 minutos a 95 °C
para inativacdo da UNG, evitando, dessa forma, que a enzima degrade os produtos da
termociclagem a ser iniciada em seguida e também para a ativagdo da enzima
AmpliTaq Gold®. Posteriormente, seguiram-se 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e um

minuto a 60°C para anelamento dos primers e extensdo dos fragmentos. Foi
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acrescentado um passo de dissociacdo que tem, em média, 20 minutos de duragcdo onde
ha um aumento gradual de 60°C para 95°C a 0,2°C por segundo. A curva de dissocia¢do
tem como objetivo a verificagdo de ocorréncia de primer dimers, produtos
inespecificos e de contaminagdes. A Figura 1 mostra as curvas de amplificacdo dos
genes THRAPI, PLXNBI, CLDNI e CRABP2, com as diferentes concentragdes
testadas.

As curvas de dissociagdo dos genes analisados ndo mostraram a formaco de
primer dimer, produtos inespecificos, bem como de contaminantes, o que confirma a
qualidade e a especificidade dos produtos amplificados por PCR em tempo real. A
Figura 2 mostra a curva de dissociagdo do gene CRABP2, na qual pode ser observada a

presenga de apenas um pico.

Figura 1. Curva de amplifica¢do dos genes THRAPI, PLXNBI, CLDNI e

CRABP2 com as diferentes concentragdes testadas.
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CRABP2

Figura 2. Curva de dissociagdo do gene CRABP2 evidenciando a presenca de apenas

um pico

As eficiéncias de amplificagdo dos iniciadores especificos para os
trancritos alvos e os genes normalizadores foram calculadas de acordo com a
equacdo: E 10(-1/slope). Nesta equacdo, o slope corresponde a inclinagio da reta
obtida quando se analisa a variagdo do CT dos transcritos alvo e normalizador em
funcdo do log de diferentes quantidades de cDNA. Para a realizagdo do calculo
citado acima, foram realizadas dilui¢cdes seriadas de cDNA de Hep-2, que foi
sintetizada a partir de 2png de RNA total, sendo as concentragdes finais utilizadas:
20ng, 10 ng, 5 ng, 2,5 ng e 1,25 ng. As amostras de cDNA nas concentra¢des
citadas foram submetidas a amplificagio por PCR em tempo real. O teste foi
realizado para cada gene utilizando a concentragio de oligonucleotideo otimizada
anteriormente. A Figura 3 mostra o resultado da validagio da eficiéncia do gene

TUBAG, cujo valor de slope foi de —3,30155.
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Figura 3. Validagdo da eficiéncia de amplificacdo do gene da alfa-tubulina

1.11. Validacdo dos genes diferencialmente expressos por PCR em tempo

real

As reacdes de padronizacdo foram processadas em volumes de 20uL, contendo

10ng de cDNA proveniente das linhagens celulares de cabeca e pescogo, 10 uL de

Power Master Mix SYBR™ Green (Applied Biosystem) e os oligonucleotideos

iniciadores nas concentragdes referidas acima. Para uma melhor analise dos resultados

foram realizados em triplicata para cada gene analisado. Além disso, todos os

experimentos incluiram controles negativos sem cDNA.

As reacdes compreenderam uma incubagao inicial de dois minutos a 50°C para

a ativacdo da enzima UNG. Em seguida, realizou-se um passo de 10 minutos a 95 °C

para inativacdo da UNG, evitando, dessa forma, que a enzima degrade os produtos da
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termociclagem a ser iniciada em seguida e também para a ativagdo da enzima
AmpliTaq Gold®. Posteriormente, seguiram-se 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e um
minuto a 60°C para anelamento dos primers e extensdo dos fragmentos. Foi
acrescentado um passo de dissociacdo que tem, em média, 20 minutos de duragdo onde
ha um aumento gradual de 60°C para 95°C a 0,2°C por segundo. A curva de dissociacdo
tem como objetivo a verificagdo de ocorréncia de primer dimers, produtos
inespecificos e de contaminagdes.

A expressdo diferencial dos transcritos de interesse foi determinada pelo
método de quantificag@o relativa em relagdo a genes normalizadores utilizando como
amostra de referéncia o cDNA da linhagem nio tratada.

Para o calculo da expressdo diferencial foi utilizando o modelo matematico

proposto por PFAFFL (2001).

R = (E alvo)ACTalvo/(E normalizador)ACTnormalizador

em que “E alvo” corresponde a eficiéncia de amplificagdo dos iniciadores
especificos para o transcrito alvo, “E normalizador” corresponde a eficiéncia de
amplificacdo dos iniciadores especificos para o gene normalizador, “ACT alvo”
corresponde a diferenca entre o CT do transcrito alvo obtido para a amostra em analise
e o CT do transcrito alvo obtido para a amostra referéncia, “ACT normalizador”
corresponde a diferenga entre o CT do gene enddgeno obtido para a amostra em analise

e 0 CT do gene enddgeno obtido para a amostra referéncia.
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O cut-off para validagdo de cada gene foi de > 2.0 fold change, tanto para

expressdo reduzida como aumentada.

1.12 Analise do padrio de metilacio das ilhas CpG na regido promotora
dos genes validados nas linhagens

Ap6s a analise da expressdo dos genes entre as quatro linhagens tratadas e ndo
tratadas com o agente desmetilante, os genes que foram validados por Real Time PCR

seguiram para a analise de metilacdo da regido promotora.

1.12.1 Conversio do DNA por Bisssulfito de Sédio

Os DNAs das linhagens foram levados para o Laboratério de Estudos
Genomicos da UNESP de Sdo José do Rio Preto para a realizagdo do
tratamento de bissulfito nos mesmos para analise do perfil de metilagdo da
regido promotora dos genes candidatos validados por meio da técnica de Real
Time PCR. As etapas relacionadas a pré-andlise do perfil de metilacdo pela
curva de dissociacdo do Real Time PCR e andlise do perfil de metilagdo dos
dinucleotideos da seqiiéncia da regido promotora dos genes candidatos foram
realizadas pela aluna de doutorado Marilia de Freitas Calmon no laboratério de
Biologia Molecular ¢ Gendmica do Instituto Ludwig de Sdo Paulo cuja chefe

do Laboratorio € a Dra. Anamaria Aranha Camargo.

Apds a determinagdo da concentragdo de cada amostra de DNA por
espectrofotometria, 2 g de DNA (por amostra) foram desnaturados por adi¢io

de Herring Sperm DNA (10 mg/mL) and NaOH (3M) e, a seguir, as amostras
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foram aquecidas a 50 °C por 20 minutos. Em seguida, o DNA foi tratado pela
adi¢do da solugdo bissulfito de sddio (2,5M) / hidroquinona (1M) seguido de
aquecimento a 70 °C durante 3 horas em ambiente escuro. Apds o tratamento,
foi utilizado o Wizard Clean up kit (Promega) para purificagdo do DNA de
acordo com as instrugdes do fabricante. Subseqiientemente, o DNA foi
precipitado por adigdo de acetato de amoénia (SM), 100% de etanol gelado e
glicogénio (20mg/mL) e incubado a -20 °C overnight. Apds a precipitagdo, o
DNA foi ressuspendido por adicdo de DDW (Double Destilled Water) apds ter

sido centrifugado e seco em temperatura ambiente.

1.12.2 Desenho de primers para PCR e NESTED PCR para analise do
padrio de metilacdo nas linhagens tratadas com bissulfito de s6dio

Foram desenhados, com o auxilio do programa Oligotech, primers externos e
internos as regides promotoras dos genes para clonagem e sequenciamento da regido
promotora. A tabela 5 mostra os primers externos ¢ a tabela 6 mostra os primers
internos de cada gene, sua temperatura de anclamento e o tamanho do produto de

amplificacdo.
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Tabela 5: Primers externos para analise de ilhas CpGs

Genes Primers externos Temp. | Tamanho

5-3 de anel.| produto

CDK7 F - GAG TGA tAt AGt AGt tAT TGA AGA 60°C | 413
R - AaC CAA aCC AaA CCT CTa aC

CRABP2? | F - GAG TGG Ttt tAt TGG Att Tag TTt A 60°C 427
R - CCC CTa CCC Aaa ATT aAA aTa aC
CLTC F - AGG ttt ttT ttt TAG GtT GTA GG 60°C 439

R-CCA aTC TTC TCT TTC TCC C

ATPSL F - GAt AGG tTG GAT TtT GtA AAG ATt 60°C 397
R - CCA ACC TaC TTC CTa CTC

BTAF1 F - GtT TTt GAA GTT ttA GGA tTT GGA 60°C 413
R - AaC TCC AaA aCC CAa TaA CAA TaA a

GOLTIB |F-TGt AGt AGG AAA GGG AAG GA 60°C | 676
R - CCA ACC CAa AaC TTC ATT CAT Ta

HSPAS5 F - GAA GGG AGA AtA AGt AGT AGA 60°C | 639
R - CAa CCA aTT aaa CAa CAa CAaaCA a

MDNI1 F - GTG TGT TAA GGt AGA AGt AAG 60°C | 525
R - AAa AAC CTa CCC AAC TCA CTa

NCL F - GAG GGA AAT GtT tTG GTT TGt 60°C | 611

FRAG.1 R - CCT Taa AaT TCC TCA aAa ACC C

NCL F - tAA GtA GGG ATA AGt TGT Gtt Ttt 60°C 868

FRAG.2 R - CCC AaC ACC TaC AaA AaC TC

TCPI F - GAG tTG GTT GAt AGG GtT G 60°C | 933

FRAG.1 R -aCT TTa CTC CAa aCC TCA aaA aT

TCPI F - AtT ttT GAG Gtt TGG AGt AAAG 60°C 609
FRAG.2 R -aAC AAA aaC CCCTCC ATC TTa A
VEGF F - GGG AGA AGG ttA GGG GT 60°C 731

FRAG.1 R - aaA AaT AaA aCA ATC TCC CCA AaC
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VEGF F - GtT TGG GGA GAT TGt TtT AtT Ttt 60°C 828

FRAG.2 R - AaC AaC AAa aCA Aaa CTC CAA TaC

SKIL F - GTG AGG GTG GGG TGG 60°C 970
R - CCT AAT aCT aCA CCT CCC

CTNNDI1 |F - AAG GGt tAt AGttAG tTt tTG AtT TG 60°C 880

66 R -TAC ACC TaC AAa aaC Aaa aAC AaT C

CTNND1 | F - GtA GAT GGT GGt AtA tAAtAT TTA G | 60°C 774

72 R -TCC CCC ACA TCC Aaa TCC

CTNDI F - GGG tTT tAG GGA GAG ttt TG 60°C 497

36 R - CAT CCC CCT aCC TCT TaC

MX1 F - ttt TtA GtA tAG GGT tTG TGA GTT 60°C 619
R - AaA ACT CCT TaA ACC TTC CCT

NXF1 F - GGt AGt AtT GTG tTt TAG tAt TAA tTt | 60°C 587
R - CCA ACA CCA aaA TaC CAaCAaa

PERP F - ttT GGA GAG Gtt AGG AGA G 60°C 679
R -CCT AAA CAaaCA TTC TaA AAA aCA (

SLCI1543 | F - AGG AGA GGA GAG AAG AGt 56°C 669
R - CTa aaa aCC AaC CCT CCT TC
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Tabela 6 - Primers internos para analise de ilhas CpGs

Genes Primers internos Temp. | Tam.

5-3 Anel. produto

MX1 FN - tAt AGG GTt TGT GAG TTTtAT TTt TT | 60°C 602
RN -TTa AAC CTT CCC TCC CCA a

NXF1 FN - AtT AAt TtT GAA GtT Gtt AGG GtA G 60°C 553
RN - CAa CAa aAA TCC Aaa AaT CAA CAA CT|

PERP FN - GAt TGG AGG GTT GTG GG 60°C 645
RN - TTC TaA AAA aCA CTa aCT CCCC
SLC15A43| FN - tTG GTG GAG ATG tTG GAG 58°C 494

RN -TCCTTC CCT CCA CACC

CDK7 FN - GtA Gtt ATT GAA GAT Gtt ttA tTT tA 60°C 500
RN - aCC AaA CCT CAa aCC TCC A

CRABP2 | FN - tAT TtA ATG GAG tTA GGG ttA GtT A 60°C 427
RN - CCA CCA ACC TCT aaA TCT AaC

CLTC FN - GGA GGA GTG tTG tAG ttA Gt 60°C 388
RN - TCT CTT TCT CCC CCC ACT

ATP5L | FN -GGt TGG ATT tTG tAA AGA TtT TTG 60°C 397
RN - CCC TCC ACC TaC Aaa CC

BTAFI | FN-TtG AAG TTt tAG GAt TTG GAt TAA AT | 60°C 413
RN-TAA aAa aAa ACC ATa CCT TCC CT

GOLTIB | FN - AGt AGG AAA GGG AAG GAT GA 60°C 676
RN - CCA aAa CTT CAT TCA TTa ACC C

HSPAS5 | FN - GGG GGT tAt Ttt TGt TGG Att T 60°C 639
RN -aCA aaC AaT CCA aCC ACA aaC

MDN1 | FN-TGT GTT AAG GtA GAA GtA AGG t 60°C 525
RN - ATa ACC CAa aaC CCT CACC

NCL FN - GGA AAT GtT tTG GTT TGt TAA Gtt 60°C 611

FRAG.1 | RN - aaA aaC ACA aCT TAT CCC TaC TTa
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NCL FN - GGG TtT tTG AGG AAt Ttt AAG G 60°C 868

FRAG.2 | RN - ACC TaC AaA AaC TCT TCA CCT

TCPI FN - TAT Gtt tAt AGG GTG GAG TtA G 60°C 933

FRAG.1 | RN - CTa CAT CTT aCC CTa CCT TA

TCPI FN - AGt AGG GAt AAG GAA AAG AtA (T 60°C 609

FRAG.2 | RN - AACACA CCACCCCACC

VEGF | FN- AGA AGG ttA GGG GTtAtT ttA G 60°C 731

FRAG.1I | RN - aAT CAA TaA ATA TCA AAT TCC AaC A

VEGF | FN - AGt AGA AAG AGG AAA GAG GTA 60°C 828

FRAG.2 | RN - AAa aCA Aaa CTC CAA TaC ACCC

SKIL FN - TGG GGT GGG GAG GGA 60°C 970
RN - CAT CCA AAC CCC CTA CTC

CTNND1| FN - GGG GTG GAG GtT TTt tTG 60°C 880

66 RN - aCT CAC CCA aTC AAA aTC ACA

CTNNDI| FN - ttA TGt AAA GGT AtA GAA AAG ATT G | 60°C 774

72 RN - Aaa TCC CCA CTT ACT aCT aC

CTNND1| FN - AGG GTT TtT GGG AAT GGA tt 60°C 898

36 RN -aCA aCC CAa CCa TCT TCC

1.12.3 PCR e Nested PCR

As reagdes da 1° PCR e Nested PCR foram processadas em 25uL,
contendo 2,5 ul de tampdo 10X, 4,0 ul de dANTP mix a 1,25 uM), 1ul de MgCI**
a 50mM, 0,4 pl de oligonucleotideos a 10 pmol e 0,2 ul de Taq Platinum a S5U/pl.
Em todos os experimentos, um dos tubos ndo recebeu DNA, tal procedimento ¢

usado como controle de contaminacdo. Para a 1° PCR foi utilizada,
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aproximadamente, 50 ng de DNA tratado e para o Nested PCR foi utilizada 1pl
de produto do 1° PCR.

A reacdo da 1° PCR compreendeu um passo inicial de 10 minutos a 95 °C
para ativagdo da enzima Taq Platinum (invitrogen) Posteriormente, seguiram-se
30 ciclos de: 50 segundos a 95°C, 50 segundos a temperature de anelamento de
cada gene, 1 minuto a 72°C e um passo final de cinco minutos a 72°C para
extensdo dos fragmentos. A reag¢do de Nested PCR compreendeu um passo inicial
de 10 minutos a 95 °C para ativagdo da enzima Taq Platinum (invitrogen)
Posteriormente, seguiram-se 35 ciclos de: 50 segundos a 95°C, 50 segundos a
temperatura de anelamento de cada gene, 1 minuto a 72°C e um passo final de
cinco minutos a 72°C para extensdo dos fragmentos. Os produtos das
amplifica¢des foram submetidos a corrida eletroforética em gel de poliacrilamida

8% para visualizagdo das bandas de interesse.

1.12.4 Purificacio do produto de PCR

Conforme descrito no relatério anterior, observou-se que o produto do
gene SKIL estava apresentando problemas de amplificagcdo. Portanto, apds a
alteracdo das condi¢des de PCR para o gene SKIL, os produtos do Nested PCR do
gene SKIL para as linhagens UM-SCC-17 tratada e ndo tratada com o agente
desmetilante apresentaram algumas bandas inespecificas quando submetidos a
uma corrida em gel de poliacrilamida 8%. Entfo, estes foram submetidos a uma

corrida de gel de agarose 2%, onde se cortou a banda de interesse e estas foram
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purificadas de acordo com as instru¢des do fabricante do QlAquick Gel Extraxtion

Kit (Qiagen). Apds, utilizou-se 6 ul dos produtos para fazer a liga¢do ao vetor.

1.12.5 Clonagem

O amplificado das bandas foram clonados utilizando-se o Kit p-GEM T-
Easy Vector™ (Promega), numa reago contendo 2pL do produto de PCR, 5uL
de solugdo tampao 2X, 1uL de T4 DNA ligase (3U/uL) e 1uL do vetor (50
ng/ul), e incubado a 4°C overnight. A transformacio foi realizada com a
transferéncia de 2ul. da reaglo para aliquotas de 50ul de bactérias FE.coli
(DH10B) eletrocompetente. Os pardmetros utilizados na transformagdo foram:
1.8kV, 25.0 puF e 200-700Q. Foram adicionados 1 ml de meio CG liquido e as
bactérias foram incubadas por 40 minutos a 37°C com agitacdo de 200rpm. Em
seguida, foram transferidas para placas contendo 20mL de meio CG sélido, 16uL
de Xgal (50mg/ml), 2uL. de IPTG(0.2g/ml) e 10ul de ampicilina (200mg/ml) para
crescerem, permanecendo a 37°C “overnight”. Apds o crescimento das bactérias
em meio solido, col6nias brancas foram selecionadas. Foram escolhidas 12
colénias para fragmento clonado.

Ass colonias brancas foram selecionadas e a eficiéncia de clonagem foi
verifivada através das reacdes de amplificacdo dos fragmentos de 12 colonias de
cada fragmento clonado. A reagdo de PCR foi realizada com iniciadores
universais M13 que anelam-se em seqiiéncias do plasmideo anterior e posterior a
inser¢do do fragmento na clonagem. As reagdes foram realizadas em um volume

final de 20 pl contendo 3,2 umM de iniciadorespUC/M13, 0,5U Taq DNA
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polimerase, 125pM de cada dNTP, tampdo (Tris-HCl 10mM (pHS. 3); KCI1 50
mM; 1,5mM de MgCl,) e uma pequena fragdo de cada coldnia retirada com um
palito estéril. As condi¢des da reagdo foram: desnaturagdo inicial (3 min a 94°C)
seguida de 35 ciclos de 40 segundos a 95°C, 40s a 55°C, 55s a 72°C e um passo de
extensdo (10min a 72°C). O produto dessa amplificagdo foi submetido a corrida

eletroforética em gel de agarose 1% para checagem do sucesso da clonagem.

1.12.6 Purificacdo de plasmideo

Os plasmideos que contém os fragmentos das regides promotoras dos
genes NCL frag.1, SKIL e VEGF frag.1 que estavam apresentando problemas na
clonagem e sequenciamento (descrito no relatorio anterior) foram purificados de
acordo com o protocolo do fabricante do Wizard Plus SV minipreps DNA
purification System (Promega). Apds a purificagdo, o plasmideo foi submetido a

corrida em gel de agarose de 1% para analise a qualidade do plasmideo.

1.12.7 Sequenciamento.

Os fragmentos de DNA de 12 coldnias de cada gene clonado foram
seqiienciados segundo a técnica de terminagdo com dideoxinucleotideos descrita
por Sanger e Coulson (1977), utilizando-se o Kit Big Dye terminator (Applied
Biosystems), seguindo as instru¢des do fornecedor. Os produtos do
sequenciamento foram submetidos a eletroforese por capilaridade no seqiienciador

automatico de DNA ABI 3100 (Applied Biosystems). As seqiiéncias de
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nucleotideos obtidas foram analisadas através do programa computacional

BLAST (Altschul et al., 1997) para a confirmagao de sua especificidade.

1.12.8 Analise do padrao de metilacio dos dinucleotideos CpG na
regido promotora dos genes candidatos e calculo da metilacdo global da
regifio promotora.

A analise de metilagdo dos dinucleotideos de cada gene foi realizada em 5
clones de cada linhagem. Apds a analise da metilagdo dos dinucleotideos na
regido promotora dos genes, foi realizado o calculo da metilagdo global da regido
promotora dos genes candidatos na linhagem tratada e nfo tratada com o agente
desmetilante, sendo utilizada a seguinte férmula:

Metilagdo global = [( X clones que apresentaram metilagdo em cada dinucleotideo

analisado) x 100]/ n° de dinucleotideos analisados x n° de clones analisados.

1.13. Analise do perfil de metilacio em amostras de carcinomas de
cabeca e pescoco por meio da técnica MSP - Methylation Specific PCR

(Herman e cols., 1996)

O perfil de metilagdo da regido promotora do gene CRABP?2 foi analisado
através de MSP em amostras de carcinomas de cabega ¢ pescogo. Os iniciadores
empregados nas reagdes de MSP para analise da regido 1 da ilha CpG do gene
CRABP?2 foram: CRABP2 U —F: 5' TTT TTT TGT TTT TGT GGA GAG TGT G
3'/ CRABP2 U — R: 5' AAA CCA AAA TAA CCT TCT CCT ACa 3' para a

situagdo ndo metilada e CRABP2 M- F: 5° CGTTTTTGCGGAGAGCG 3’/
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CRABP2 M — R: 5 CGA AAT AAC CTT CTC CTA CG 3’ para a situagio
metilada. As reagdes foram realizadas em um volume final de 25 pL por tubo
contendo 1X tampao Taq Platinum Polimerase (Invitrogen), 2mM de MgCl,
(Invitrogen), 200 mM de dNTPs (Gibco BRL), 0,32 uM de cada iniciador e 1U de
Taq Platinum (Invitrogen). As condigdes de amplificagdo foram 10 minutos a
95°C para ativagdo da enzima, seguido de 40 ciclos de 95°C por 55 segundos,
anelamento de 60°C por 55 segundos e extensdo de 72 °C por 55 segundos.
Seguiu-se extensdo final de 72°C a 7 minutos. A amplificacdo do fragmento
localizado na ilha CpG na regido 1 do gene CRABP2 gera um produto de 93 pares
de bases na reacdo com iniciadores especificos para situagcdo ndo metilada e de 83

pares de bases para a situacdo metilada.

Os iniciadores empregados nas rea¢des de MSP para analise da regido 2 da
ilha CpG do gene CRABP2 foram os seguintes: CRABP2 U — F: 5' GTG AGA
TGT GAG GAA TTT G 3/ CRABP2 U—-R: 5 ATC ACA CTC TCC ACA AAA
ACA 3’ para a situagdo ndo metilada e CRABP2 M- F: 5' GAG ACG TGA GGA
ATT CG 3/ CRABP2 M — R: 5' CGC TCT CCG CAA AAA CG 3' para a
situagdo metilada. As reacdes de MSP foram realizadas em condigdes e ciclagem
semelhantes as reagdes para analise da ilha CpG na regido 1 do promotor do
CRABP2. A amplificagdo do fragmento localizado na ilha CpG na regido 2 do
gene CRABP2 gera um produto de 96 pares de bases na reacdo com iniciadores
especificos para situagdo ndo metilada e de 91 pares de bases para a situacdo

metilada.
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Como controle das reacdes de MSP com amostras de DNA de carcinomas
epidermoides de cabeca e pescoco utilizou-se amostras de DNA de linfécito
normal, metilado ou nfo in vitro com a enzima MSssl (New England BioLabs).

Os produtos das reacdes de MSP foram analisados em gel de
poliacrilamida 8%, preparados utilizando-se uma solucéo de poliacrilamida e bis-
acrilamida na proporcdo 29:1, 10% de APS e TEMED. Apos a eletroforese, os
géis de poliacrilamida foram submetidos a coloracdo com AgNO; (Sanguinetti et

al., 1994).

1.13.2 Metilacao de DNA de linfécitos in vitro

DNA de linfécitos de individuos normais foram metilados in vitro
utilizando-se 0,32 mM S-adenosilmetionina ¢ 25 U da metilase M.Sssl (New
England Biolabs), em volume final de 250 uL. Apods 4 horas de incubagio,
acrescentou-se mais 0,64 mM de S-adenosilmetionina e 12,5 U da enzima M.Sssl.
Seguiu-se mais 4 horas de incubagdo a 37°C. Apods a modificagdo do DNA, foi
realizada a extracdo com 250 pL de fenol-cloroformio (1:1). As amostras foram
centrifugadas durante 15 minutos a 16.000xg, seguindo-se a precipitagio do DNA
com a adi¢do de 1/3 do volume da amostra de 7,5M NH4OAc e 2 vezes o volume
final da amostra de etanol absoluto gelado. As amostras foram deixadas a -20°C
por toda a noite e, no dia seguinte, apds centrifugacdo e lavagem com etanol 70%,
o DNA foi ressuspendido em 100-200 puL de tamp3o e armazenado a 4°C. A

concentracdo dos DNAs metilados foi determinada por espectrofotometria.
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Apos, foi realizado o tratamento de bissulfito neste DNA conforme o

protocolo descrito no item 1.12.
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