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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



Discussdo 113

¢ 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).
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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



Discussdo 132

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



Material e métodos 178

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.





