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Resumo

O cancer de mama tem ganhado cada vez mais atencdo por ser uma das neoplasias
mais comuns e a principal causa de morbidade e mortalidade entre as mulheres no mundo.
E uma doenca heterogénea e de grande variabilidade clinica e histopatolégica. Nas ultimas
duas décadas, diversos estudos foram realizados buscando identificar as alteracdes
moleculares, entre elas as que envolvem mudancas dos padrdes de metilacdo do DNA,
principal mecanismo epigenético, que estd associado com o controle da expressao génica. A
hipermetilacdo das ilhas CpG localizadas em regiGes promotoras contribui para a perda da
funcdo de varios genes relacionados com o cancer, incluindo os que codificam o receptor de
estrégeno (ESR) e o receptor de progesterona (PGR). Esse projeto teve como objetivo
analisar em 15 linhagens celulares derivadas de cancer de mama o padrdo de metilacdo das
ilhas CpG dos genes que codificam os receptores de estréogeno a (gene ESR1, promotores A e
B), estrégeno B (gene ESR2) e progesterona (gene PGR, promotores A e B) e comparar com
os dados existentes na literatura. Para isso utilizou-se a técnica de “Methylation-Specific-
Polymerase Chain Reaction (MSP)”, a qual oferece uma avaliacdo qualitativa do estado de
metilacdo das ilhas CpG. Os resultados obtidos revelaram dados heterogéneos, para a
isoforma ESR1A observou-se somente uma linhagem com metilacdo total (BT549) e somente
duas apresentaram metilacdo parcial (MDA-MB-231 e MDA-MB-453), enquanto as demais
linhagens ndo apresentaram metilacdo nessa regido. A regido promotora ESRIB ndo
apresentou metilacdo nas linhagens BT549, T47D e SKBR3, as linhagens que apresentam
metilacdo parcial foram MDA-MB-231, MCF-7 e ZR-75-30, as demais linhagens apresentaram
apenas alelos metilados (metilagdo completa). Todas as linhagens apresentaram metilacdo
completa ou metilacdo parcial do promotor do gene ESR2. O padrdo de metilacdo do
promotor da isoforma A do gene PGR é muito varidvel nas linhagens. No promotor B deste
gene, PGRB, foi observada a metilacdo completa somente nas linhagens MDA-MB-134IV e
BT-20 e metilagdo parcial nas linhagens MDA-MB-231, BT-549, Hs578T, ZR-75-1. Nas demais
linhagens nao foi detectado a metilacdo desta regido promotora. Pode-se concluir que as
alteragcbes da metilacdo do DNA em regides distintas dos genes ESR1, ESR2 e PGR pode ser
utilizada para a identificacdo de um perfil de metilacdo caracteristico, relacionados com os

subtipos moleculares luminal e Basal A .



Abstract

Breast cancer has received an increasing attention because it is one of the most
common cancer type and a leading cause of morbity and mortality among women
worldwide. This disease has been considered as a heterogeneous condition, demonstrating a
large spectrum of clinical and histopathological variability. In the last two decades, several
studies have been conducted to identify new molecular markers of cancer cells, including
the alterations of DNA methylation, which is the major epigenetic mechanism associated
with the control of gene expression. The hypermethylation of promoter-associated CpG
islands contributes to the loss of function of several cancer-related genes, including those
encoding to the estrogen receptor (ESR) and progesterone receptor (PGR). This study aimed
to determine the methylation patterns of CpG islands of the genes encoding the estrogen
receptor a (ESR1 gene, promoters A and B), estrogen receptor B (ESR2 gene) and
progesterone receptor (PGR gene, promoter A and B) in 15 cell lines derived from breast
cancer. The DNA methylation analysis was based on the “Methylation Specific-Polymerase
Chain Reaction” (MSP), which provides a qualitative assessment of the methylation status of
a specific CpG island. The results revealed heterogeneous data: the promoter region of
ESR1A showed complete methylation in one cell line (BT549) and only two cell lines showed
partial methylation (MDA-MB-231 and MDA-MB-453), while the others lineages presented
unmethylated alleles. The promoter region of isoform ESR1B was unmethylated in the cell
lines BT549, SKBR3 and T47D; partial methylation were observed in the cell lines MDA-MB-
231, MCF-7 and ZR-75-30, while the others cell lines presented complete methylation. All
lineages showed complete or partial methylation of the ESR2 gene. The methylation pattern
of the promoter A of the PGR gene was highly variable. The promoter region B of this gene
was completely methylated in the cell lines MDA-MB-1341V and BT-20; partial methylation
was detected in the cell lines MDA-MB-231, BT-549, Hs578T, and ZR-75-1. The present study
provides evidences that altered DNA methylation patterns in distinct regions of ESR1, ESR2
and PGR genes are associated with a specific methylation profile related to the molecular
subtypes luminal and Basal A. Our results suggest that methylation may play an important

role in the development of breast cancers.
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1. Introdugao

1.1 Cancer de Mama

O cancer de mama é a neoplasia mais comum nas mulheres em todo o mundo, espera-
se para o Brasil mais de 50 mil novos casos em 2012 (INCA, 2011). Por ser uma doencga
complexa e heterogénea, é a principal causa de mortalidade por cancer entre as mulheres
(Ferlay, 2010 e Bird, 2002). Varios sistemas de classificagdo foram sugeridos como uma
tentativa de se uniformizar os critérios diagndsticos. Essas classificacbes também sdo
utilizadas como ferramentas auxiliares no tratamento e no progndstico das pacientes.
Atualmente, utilizam-se dois tipos de classificacdo: a histoldgica e a molecular. Na
classificacdo histoldgica, o cancer de mama é categorizado em in situ e invasivo (Stingl,
2007). Carcinoma de mama in situ é subdividido em ductal e lobular, essa divisdo é baseada
nas caracteristicas citoldgicas e no padrdo de crescimento. O carcinoma ductal in situ possui
uma grande variacdo histoldgica sendo categorizado em subtipos: comedo, cribiforme,
micropapilar, papilar e sélido. Semelhante, o carcinoma de mama invasivo também possui
subdivisdes: tubular, ductal-lobular, lobular invasivo, ductal infiltrante, mucinoso (coldide),
medular, papilar (Malhotra, 2010). Dentre os dois tipos de carcinoma de mama, in situ e

invasivo, o0 mais comum ¢é o ductal, 70-80% de todos os diagndsticos (Li, 2005).

Enguanto o modelo histolégico para a classificacdo do cancer de mama tem valor
progndstico, a falta de um componente molecular do sistema de classificacdo limita a
capacidade de prever uma resposta a novas terapias-alvo. A recente identificacdo dos
subtipos moleculares do cancer de mama comecou a abordar esta questdo. Estudos
recentes identificaram varios subtipos moleculares intrinsecos no cancer de mama, que
foram confirmados e classificados em: Basal-like, ErbB2+, Normal breast like, luminal subtipo
A e luminal subtipo B (Perou et al, 2000; Sorlie et al, 2001, Sorlie et al, 2003). Mais

recentemente, um novo subtipo foi classificado como claudin-low (Herschkowitz et al, 2007;
Prat et al, 2010). Esses subtipos moleculares foram identificados pela analise da expressao

génica em larga escala por microarray e pelo agrupamento hierdrquico ndo supervisionado.



O processo de carcinogénese mamdria envolve a evolucdo de uma célula epitelial
somatica normal, com tempo de vida finito, para células imortalizadas e metastaticas,
requerendo o acimulo de mutagdes que levam a perda da regulagdo de multiplos processos
celulares, incluindo estabilidade gendomica, proliferacdo, apoptose, motilidade e
angiogénese. Ha duas propostas para a origem do cancer de mama: a hipétese clonal e a
hipétese da célula-tronco (Reya et al, 2001, Melchor, 2008, Bombonati, 2010). A hipétese da
origem clonal propde que primeiramente a transformac¢do maligna ocorreria por multiplas
mutagBes ao acaso em uma Unica célula e subsequente expansdo e sele¢do clonal, ou seja,
células com alteracbes genéticas e epigenéticas com vantagens sdo selecionadas com o
tempo, o que contribui para a progressdo do tumor. Em contraste, a hipdtese da célula-
tronco sustenta que a transformacdo maligna ocorre somente em células-tronco normais ou
células progenitoras, provavelmente através da perda da regulacdo das vias de auto-

renovacgado (Wicha et al, 2006).

Assim, todos os canceres de mama tém origem genética. Acredita-se que 90%-95%
deles sejam esporadicos (ndo-familiares) e decorram de mutagbes somadticas que se
verificam durante a vida, e que 5%-10% sejam hereditarios devido a heranca de uma
mutacdo germinativa ao nascimento, que confere a estas mulheres um alto risco de

desenvolvimento de cancer de mama, ou predisposicdo genética (Barrol et al., 2001).

As situacdes que aumentam a chance de uma mulher vir a apresentar cancer de mama
sdo denominadas fatores de risco. Além da histdria familial positiva de casos de cancer de
mama na familia, que é indicativa de uma sindrome de cancer hereditario, sdo conhecidos
outros fatores de risco como a idade avangada, o uso de tratamento hormonal durante um

longo periodo, menopausa tardia, menarca precoce entre outros (NCCN, 2010).

As modalidades terapéuticas para o cancer de mama incluem a cirurgia, a radioterapia,
a quimioterapia, a terapia hormonal e a terapia-alvo. Em adi¢cdo, hd novos tratamentos
sendo testados clinicamente. O plano de tratamento de cada paciente serd baseado no
subtipo do seu cancer de mama. O status dos receptores hormonais, o status do gene HER2,
a observacdo das caracteristicas celulares, o tamanho do tumor e o envolvimento de

linfonodos sdo parametros progndsticos importantes (Maughan, 2010).



1.2 Receptores Nucleares

Os receptores nucleares sdo fatores de transcricdo regulados por um ligante que tem
como principal funcdo o controle da expressdao de diversos genes. Mesmo antes destes
genes serem clonados, sabia-se que estes codificavam proteinas com trés dominios
principais: dominio da transativacdo, na regido amino-terminal que é reconhecido pelo
coativador ou por outros fatores de transcricdo, dominio central de ligacdo ao DNA e o
dominio de ligacdo ao ligante, correspondente a regido carboxi-terminal (Gronemeyer &

Gustafsson, 2004).

Os receptores nucleares, por estarem envolvidos em diversos processos fisioldgicos, sdo
considerados um dos principais alvos terapéuticos contra doengas hormdnio-
dependetentes. A superfamilia dos receptores nucleares inclui os receptores para hormdnios
esterdides, vitamina D, hormonios tireoidianos, prostaglandinas, acido retindico, entre

outros (Pearce & Jordan, 2004).

Os hormonios esterdides como o estrégeno e a progesterona, sao lipofilicos e entram
nas células e nos nucleos pela difusdo através do plasma e das membranas nucleares. Uma
vez no nucleo, os esterdides encontram proteinas, os receptores nucleares, aos quais se
ligam com alta afinidade e especificidade (Anderson, 2002). Quando ativados pelo ligante, os
receptores controlam a expressao génica, pois a transcricdo é diretamente controlada pelo
hormonio através da sua interacdo fisica com seu receptor nos sitios regulatérios no genoma

e/ou na sinalizacdo dos efetores da traducdo (Grober, 2011).

O estréogeno regula o crescimento, a diferenciacdo e a homeostase em células
eucaridticas, mas tem sido patologicamente associado com o maior risco de cancer de mama
(Shao e Brown, 2004). A sua capacidade de modulacdo da expressdo génica é mediada pela
sua associacdo com o receptor de estrégeno (ER). Até agora, duas isoformas do receptor de
estrégeno alfa e beta (ER-a e ER-B) foram identificadas. Estas isoformas sdo codificadas por
genes independentes, ESR1 (estrogen receptor 1) e ESR2 (estrogen receptor 2),
respectivamente (Giacinti et al., 2006). As duas isoformas mostram 55% de identidade no

dominio de ligagdo ao estrogeno e aproximadamente 97% de identidade no dominio de



ligacdo ao DNA (Matthews e Gustafsson, 2003). Os genes ESR1 e ESR2 sao membros de uma
superfamilia de receptores nucleares de fatores de transcricio e estdo localizados
respectivamente em 6g25.1 e 14923.2. O gene ESR1 é regulado via multiplos promotores,
sendo A, B e C usados alternativamente em diferentes tecidos. Os promotores A e B estdo
localizados dentro de uma regido de 2kb upstream ao sitio de inicio da tradugdo, enquanto o
promotor C localiza-se a 101kb upstream a este sitio. Os transcritos resultantes dos
promotores A e B diferem apenas na regido 5’UTR e codificam a mesma proteina. Da mesma
forma, diferentes transcritos (RNAm) do gene ESR2 sdo gerados por multiplos promotores e

por splicing alternativo (Pearce & Jordan, 2004).

O receptor de progesterona media os efeitos da progesterona que tem papel
fundamental na reproducdo, no desenvolvimento da glandula mamadria e esta envolvida
também na carcinogénese mamaria (Poole et al.,, 2006). O PR tem duas isoformas
predominantes, denominadas PR-A e PR-B, que sdo codificadas pelo mesmo gene, o PGR
(progesterone receptor). (Jeltsch et al., 1986). O gene PGR estd localizado no cromossomo
11g22. As duas isoformas codificam receptores com atividades de ligacdo no DNA similares,
mas tem sido sugerido que PR-B é o maior ativador transcricional e que PR-A é o repressor

da atividade de PR-B (Anderson, 2002).

1.2.1 Relagao dos Receptores Nucleares com o Cancer de Mama

Ha evidéncias de que os receptores nucleares, do estrégeno e da progesterona, sdo
importantes para o inicio, a progressdo, o progndstico do cancer de mama e também como

preditores para a terapia enddcrina (Feinberg et al., 2006; Orlando e Brown, 2009).

A expressdo do receptor de estrégeno alfa estd intimamente associada com a
biologia do cancer de mama, por exemplo, tumores que ndo expressam o ER-a (ER-) tendem
a apresentar um fendtipo mais agressivo (Hayashi et al., 2003). Entretanto, ER-a é expresso
em 70% dos canceres de mama (ER+) e permanece sendo um efetivo alvo bioldgico para o
tratamento endécrino. O intrigante é que apds uma andlise na literatura epidemioldgica
concluiu que a exposicdo ao estrégeno é associada com o aumento do risco de cancer de
mama ER+ e ndo ER- (Althuis et al., 2004). Isso sugere que a ativacdo do ER pela exposicdo

ao estrégeno pode ser um evento critico que leva ao cancer de mama ser ER+ e ndo ER-,
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entdo outros fatores devem estar envolvidos com status negativo do cancer de mama,

incluindo genéticos e alimentares (Cozen, 2008).

A descoberta do gene codificador do ER-B, o ESR2, encontrado em um locus
cromossémico distinto, ajudou a entender a complexidade da sinalizacdo do estrégeno na
mama e em outros tecidos. Embora, os dois receptores sejam similares na estrutura e na
sequéncia, no cdncer de mama o ER-B tem um efeito biolégico diferente do ER-a (Heldring
et al.,, 2007). Além disso, os dois ERs apresentam uma grande diferenca no nivel de
expressao no cancer de mama, com um maior nivel do ER-a e um menor do ER-f em células
malighas em comparacdo com epitélio mamario normal ou células tumorais benignas
(Sugiura et al, 2007 e Saji et al., 2005). Adicionalmente, enquanto o ER-a induz a resposta
mitogénica ao estrégeno, o ER-B, quando expresso sozinho, ndo é capaz de induzir a mesma
resposta mitégenica, mas reduz a proliferacdo celular horménio-dependente (Lindberg,
2003). Finalmente, ER-B tem mostrado mudar dramaticamente o comportamento celular in
vivo do cancer de mama ER-a+, pois a sua expressdo nas células previne a tumorigenicidade
no modelo xenogréfico de ratos pela reducdo do crescimento tumoral e da angiogénese

(Behrens, 2007, Grober 2011).

Mais da metade dos cinceres de mama ER+ expressam PR (PR+), e a sinalizacdo do
estrégeno através de seu receptor é necessaria para a ativacdo de PR. Adicionalmente, o
tratamento hormonal é mais efetivo em tumores ER+/PR+ quando comparado com os
tumores ER+/PR- (Creighton, 2009). H4 estudos que mostram que a razdo entre as isoformas
de PR (PR-A e PR-B) tém um papel muito importante na carcinogénese mamaria. Ha algumas
evidéncias que mostram que a razdo entre PR-A e PR-B ¢é alterada durante a tumorigénese,
com a predominancia do PR-A. Isso pode ser conciliado com a sugestdo de que PR-A tem
uma ag¢do como repressor da acdo de PR-B e de outros receptores esterdides. (Anderson,

2002).
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1.3 Epigenética

1.3.1 Conceito

Epigenética sdo as alteracbes da cromatina e do DNA que sdo estdveis nas divisOes
celulares e ndo alteram a sequéncia de nucleotideos, que tem como fun¢ao a regulacdo da
transcricdo génica. Alguns de seus mecanismos sdo a metilacdo do DNA e a modificacdo de

histonas (Ballestar, 2011).

A metilacdo do DNA corresponde a adicdo de um grupo metil a citosina. Esse processo é
mediado pelas metiltransferases do DNA (DNMT) que adicionam o grupo metil ao carbono 5
da citosina, gerando a 5-metilcitosina. Ocorre quase que exclusivamente nas citosinas (C)
seguidas por guaninas (G), denominados de dinucleotideos CpG, que muito frequentemente
encontram-se nas chamadas ilhas CpG (regides do genoma com alto conteldo de C e G,
>55% e com razdo de CpGs observados; esperado > 0.65), diferenciando-se do resto do
genoma. A 5 metilcitosina é quimicamente instavel e pode sofrer desaminacdo espontanea
resultando em timina. O padrdao de metilacdo é apagado no inicio da embriogénese e
restabelecido no desenvolvimento. O conteddo de metilacdo também se acentua com o

envelhecimento.

Desta forma, pose-se dizer que nos vertebrados a sequéncia CpG é um sinal para a
metilacdo pelas metiltransferases de DNA. A principal funcdo da metilacdo nestes
organismos é a repressdao da expressdo génica (Gibney, 2010). Seqléncias de DNA ndo
devem estar metiladas para serem transcritas (a0 menos na regido promotora). Genes que
possuem altos niveis de expressdo apresentam ilhas CpG associadas ndo metiladas
geralmente localizadas upstream ao sitio de inicio da transcricdo, na regido do promotor e,

algumas vezes, se estendendo ao primeiro éxon (Jovanovic, 2010)

O DNA juntamente com proteinas forma um complexo altamente organizado e dindmico
formando uma plataforma para a transcricdo, que é denominado cromatina. O estado da

cromatina “aberto” (eucromatina) e “fechado” (heterocromatina) é controlado pelas
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modificacGes das histonas e pela sua composi¢do. A subunidade fundamental da cromatina,
o nucleossomo, é composto por um octdmero de quatro histonas, um tetrdmero H3/H4 e
dois dimeros H2A/H2B, ao redor do DNA (lto et al. 2002, Strahl e Allis, 2000). A arquitetura
local da cromatina é reconhecida como um importante fator na regulacdo da expressao
génica, altamente influenciada pelas modificagbes pds-traducionais das caudas N-terminal

das histonas (Rodolph, 2010).

As principais modificacdes de histonas sdo a acetilacdo e a metilacdo das mesmas. A
acetilacdo das histonas é a mais investigada das modificacOes, sendo um mecanismo de
estimulo a transcricdo. Varias acetiltransferases de histonas (HATs) foram descritas como
catalizadores da adicdo de um grupo acetil (CH3CO) aos residuos lisina das cadeias laterais
dos octameros de histonas. As HATs funcionam como coativadores da transcricdo, sendo o
seu efeito final a facilitacdo do acesso as regides dos promotores génicos, facilitando a
transcricdo. A metilacdo de histonas é promovida por algumas metiltransferases que tem
como alvo determinados residuos de arginina e de lisina nas histonas, particularmente a
histona H3. A metilacdo de arginina nas histonas é relacionada a ativacdo da transcricdo;
entretanto, a metilacdo de lisina é relacionada a ativacdo ou repressdo da transcricdo. O
padrdo de modificagdes das histonas influencia a metilacdo do DNA, contribuindo para uma
menor ou maior compactacdo da cromatina, respectivamente (Wade, 2001; Forsberg and

Bresnick, 2001)

1.3.2 Alteracdes Epigenéticas e o Cancer de Mama

A carcinogénese é um processo multiplo resultado do acumulo de alteragdes
genéticas, como as mutacdes, rearranjos e também envolve as alteracdes epigenéticas,
como a metilacdo da DNA e a modificagdo das histonas (Jaenisch et al, 2003; Dworkin et al,

2009).

Em células cancerosas, as ilhas CpG que normalmente estdo desmetiladas se tornam
metiladas, o que resulta no silenciamento de importantes genes, como os supressores de
tumor. Ao mesmo tempo, em outras regides as ilhas CpG se tornam desmetiladas, levando a
uma menor repressao transcricional de genes normalmente silenciados (Berdasco & Esteller,

2010). Diferentes classes de genes sdo silenciadas pela metilagdo aberrante do DNA: genes
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supressores de tumor, que sdo genes que inibem a invasdo do tumor e a metdstase; genes
de reparo do DNA; genes dos receptores hormonais e genes que inibem a angidégenese. A
metilacdo do DNA afeta a expressdo do gene, pois as proteinas que atuam como reguladores
transcricionais sdo sensiveis a metilacdo. O silenciamento génico pela hipermetilagdo dos
promotores dos genes é um importante mecanismo da carcinogénese que pode ser no
futuro uma ferramenta para o diagndstico precoce e terapia do cancer (Lo and Sukumar,

2008).

A andlise do perfil de metilacio dos canceres em humanos indica que a
hipermetilacdo de algumas ilhas CpG é compartilhada por multiplos tipos de tumores, porém
outras ilhas sdo metiladas de modo tumor-especifico (Esteller, 2000 e Bae, 2004). A
metilacdo aberrante do promotor parece ser um evento precoce na tumorigénese, e o
aumento do numero de genes metilados durante a progressdo tem sido observado em

diversos tumores, inclusive no cancer de mama (Subramaniam, 2009).

No cancer de mama é observado a hipermetilacdo de diversos genes, entre eles os
gue estdo envolvidos com a regulagdo do ciclo celular (TP16, CCDN2), com a adesao celular
(CDH1), com o reparo do DNA (BRCA1) (Li, 2005). Para os genes dos receptores de estrégeno
e progesterona alguns estudos mostraram a hipermetilagcdo de seus promotores como uma
das provdveis causas da inibicdo da expressdo no cancer de mama, que leva ao fendtipo ER-

e PR- dos tumores (Ottaviano, 1994, Lapidus, 1998 e Yan 2001).
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2. Objetivo

Esse estudo teve como objetivo avaliar o padrdo da metilacdo das ilhas CpG dos
genes dos receptores de estrégeno (ESR1 e ESR2) e progesterona (PGR) em 15 linhagens

celulares derivadas de cancer de mama.

3. Material e Métodos

As linhagens celulares de cancer de mama tém sido usadas extensivamente em
pesquisas bdsicas e tem fornecido informacgGes valiosas de varios aspectos da biologia do
cancer de mama. No entanto, a linhagem celular escolhida para um determinado estudo é
baseado em suas caracteristicas Unicas e na sua disponibilidade (Subik et al., 2010). Se o
cancer de mama representa um heterogéneo grupo de doencas, as linhagens celulares
derivadas de diferentes tumores de pacientes devem refletir essa diversidade bioldgica
(Neve et al, 2006).

As linhagens selecionadas para o presente estudo encontram-se listadas abaixo,
incluindo os dados relatados por Neve et al, 2006, que compararam as caracteristicas
moleculares e bioldgicas de 51 linhagens derivadas de carcinomas mamarios humanos com

as dos tumores primarios de mama.
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Tabela 1: As caracteristicas moleculares das linhagens celulares derivadas de cancer de

mama utilizadas no projeto.

Linhagem Celular | Subtipo molecular (*) ER PR
1 BT20 BaA - -
2 BT474 Lu + +
3 BT483 Lu + +
4 BT549 BaA - -
5 HS578T BaA - -
6 MCF-7 Lu + +
7 MDA-MB-1341V Lu + -
8 MDA-MB-231 BaA - -
9 MDA-MB-361 Lu + -
10 MDA-MB-436 BaA - -
11 MDA-MB-453 Lu - -
12 SKBR3 Lu - -
13 T47D Lu + +
14 ZR-75-1 Lu + -
15 ZR-75-30 Lu + -

*Classificagdo molecular baseada nos perfis globais de expressdo génica. BaA = Basal A; BaB = Basal B; Lu =
Luminal; (+) presenca de expressdo do receptor (-) auséncia de expressao, retirado de Neve et al, 2006.

= Extragao do DNA

A extracdo do DNA das linhagens celulares de cancer de mama foi realizada em
pellets de células cultivadas previamente (Prando et al., 2011) e congeladas em freezer a -
80°C, pela desagregacdo enzimatica, adicionando-se proteinase K na concentracdo final de
100pg/mL, tampéo de extracdo (100mM de Tris pH 8,0; 50mM de EDTA e 500mM de NaCl)
em um volume final de 500uL e 30uL de SDS 20%. Apds homogeneiza¢do, o tubo foi
incubado a 37°C, overnight ou até a dissolu¢cdo completa das células.

Apods a digestdo protéica, foi realizada a extra¢do padrdo com solventes organicos.
Foi adicionado igual volume de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) seguido de
homogeneizacdo por 5 minutos e centrifugacdo a 14000 rpm por 15 minutos. O
sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e foi adicionado cloroférmio. Apds
homogeneizacdo por cinco minutos e centrifugacdo por 15 minutos a 14000rpm o
sobrenadante foi mais uma vez transferido para um novo microtubo. O DNA foi precipitado

adicionando-se 50uL de acetato de amoénio 7,5M e 800uL de etanol absoluto gelado. O
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microtubo foi mantido a -20°C overnight. Em seguida, o material foi centrifugado a
14000rpm durante 15 minutos e depois de descartado o sobrenadante, o pellet foi lavado
com etanol 70%, secado em temperatura ambiente e ressuspendido em 50 plL de 4dgua ultra-
pura estéril, sendo posteriormente armazenado no freezer -20°C. A quantidade e qualidade

do DNA foram avaliadas através da leitura em espectrofotémetro NanoDrop® ND-100.

= Modificagao do DNA por bissulfito de sodio

A modificacdo por bissulfito de sédio foi realizada segundo o protocolo descrito por
Paulin et al. (1998), com algumas modificacGes. Aproximadamente 2ug do DNA gendmico
foram diluidos em agua ultra pura estéril para completar um volume final de 18 pL. Este DNA
foi desnaturado pela adicdo de 2uL de uma solucdo de NaOH 3M (para obter uma
concentracdo final de 0,3M) a 40°C durante 15 minutos, ao abrigo da luz. Foi adicionado
208uL da solugdo de bissulfito de sddio 4M/uréia 6,25M e 12uL de hidroquinona 10mM
(concentracdo final de 0,5mM) ao DNA. Ambas as solucbes foram preparadas
imediatamente ao uso. O conteldo foi cautelosamente homogeneizado por inversdo e
submetido a 20 ciclos de 15 minutos a 55°C, separados por um periodo de desnaturacdo de
30 segundos a 95° em um termociclador PTC200 (MJ Research).

Foi adicionado 1 mL de resina (Kit Wizard DNA Clean-Up System — Promega) ao DNA
resultante do processo de modificacdo pelo bissulfito de sédio, homogeneizados por
inversdo. Em seguida, foi utilizado o equipamento Vaccun Manifold (Promega), uma seringa
de 3mL desprovida de émbolo que foi adaptada a uma mini-coluna e o DNA ligado a resina
foi a ela transferido. Foi adicionado, posteriormente, 2mL de isopropanol 80% que foram
passados através da mini-coluna por pressdo com auxilio de uma bomba de vacuo. Apds
desconectada, a mini-coluna foi transferida para um novo tubo de 1,5mL e centrifugada a
14000rpm durante 3 minutos para a remocdo do excesso de alcool. A eluicdo foi realizada
pela adicdo de 45ulL de agua (pré-aquecida a 65-80°C) a mini-coluna. Passado 1 minuto, a
mini-coluna adaptada ao tubo de micro-centrifuga foi centrifugada durante 3 minutos para a
recuperacdo do DNA . A mini-coluna foi removida e descartada.

A modificacdo do DNA foi finalizada pela adicdo de 5uL de NaOH 3M (concentragcdo
final de 0,3M) a temperatura ambiente por 15 minutos para a dessulfonac¢do das uracilas. A
precipitacdo foi realizada pela adicdo de 30uL de acetato de amonio 5M (pH 7,0) aguardando
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5 minutos para a completa desaminacdo. Na sequéncia, foram acrescentados 350uL de
etanol 100% gelado e 1,0uL de glicogénio (20ug/mL) incubando o DNA a -20°C overnight.
Para a ressuspensdo, o conteudo foi centrifugado por 20 minutos a 14000rpm a temperatura
ambiente. Depois de removido o sobrenadante, foi adicionado ao DNA 500puL de etanol 70%
(temperatura ambiente) e por seguinte centrifugado por 20 minutos a 14000rpm. Foi
dispensado o alcool e os tubos foram mantidos horizontalmente para secar o sedimento de
DNA. Apds a secagem, o precipitado foi ressuspendido em 40uL de agua ultra-pura e

mantido a temperatura ambiente por 1 hora.

= Methylation-Specific Polymerase Chain-Reaction (MS-PCR)

O DNA modificado pelo bissulfito de sédio e purificado foi utilizado para a avaliacdo do
padrdo de metilacdo dos genes selecionados pela utilizacdo de pares de oligonucleotideos
especificos para alelos metilados e ndo metilados.

Os conjuntos de oligonucleotideos iniciadorem foram selecionados baseados em
Sasaki et al (2002). A sequéncia dos primers e as condi¢cOes de amplicagdo estdo descritas na
Tabela 2. As reagbes ocorreram em um volume final de 25uL, contendo 0,24uM de cada
primer, 200uM de cada dNTP, 15mM de Tris-HCl pH 8,0, 50mM KCl, 1 U de AmpliTaq Gold
(Applied Biosystem). As concentragcdes de MgCl, variam da forma como se segue: 2mM para
PGR (isoformas A e B) e ESR1 (isoformas A e B) e 1,5 mM para ESR2. Os produtos
amplificados foram visualizados apds a eletroforese em gel de poliacrilamida 6% nao
desnaturante e coloracdo com nitrato de prata. A analise e a interpretacdo dos resultados
foram realizadas por uma abordagem qualitativa, com base na presenca ou auséncia do

produto amplificado.

18



Tabela 2: Sequéncia dos primers e as condi¢gdes de amplificagdo do PCR dos genes PGRA,

PGRB, ESR1A, ESR1B e ESR.

Gene Iniciadores Condigdo da PCR Tamanho do
amplicon
ESR1A UF 5’-GGATATGGTTTGTATTTTGTTTGT-3’ 1 ciclo: 95° 10 min 123pb
35ciclos:  95°C, 1 min
UR 5’-ACAAACAATTCAAAAACTCCAACT-3’ 49°C(M), 1 min
47°C(U), 1min
MF 5’-GATACGGTTTGTATTTTGTTCGC-3’ 72°C, 1min
1 ciclo: 72°C, 7min
MR 5’-CGAACGATTCAAAAACTCCAACT-3’ 15°C, oo
ESR1B UF 5’-TTTATTGTTATTTATTTAGT-3’ 1 ciclo: 95°, 10 min 180pb
35 ciclos:  95°C, 1 min
UR 5’-AAAAATATACTCACATATACA-3’ 49°C(M), 1 min
47°C(U), 1min
MF 5’-TTTATTGTTATTTATTTAGC-3’ 72°C, 1min
1 ciclo: 72°C, 7min
MR 5’-AAAAATATACTCGCATATACG-3’ 15°C, oo
ESR2 UF 5’-TTTGGAAGGTGGGTTTGGTT-3’ 1 ciclo: 95°, 10 min 109 pb
35ciclos:  95°C, 1 min
UR 5’-CACATACAAATATAATAACTAACA-3’ 54°C(M), 1 min
55°C(U), 1min
MF 5’-TTTGGAAGGTGGGTTTGGTC-3’ 72°C, 1min
1 ciclo: 72°C, 7min
MR 5’-CGCATACAAATATAATAACTAACG-3’ 15°C, oo
PGRA UF 5’-ATGGGTTATTTTTTTTTTG-3’ 1 ciclo: 95°, 10 min 99 pb
35 ciclos: 95°C, 1 min
UR 5’-TAAAATATACACCCTCCACA-3’ 51°C, 1 min
72°C, Imin
MF 5’-ACGGGTTATTTTTTTTTCG-3’ 1 ciclo: 72°C, 7min
15°C, ©
MR 5’-TAAAATATACGCCCTCCACG-3’
PGRB UF 5’-TGATTGTTGTTTGTAGTATG- 3’ 1 ciclo: 95° 10 min 200 pb
35 ciclos:  95°C, 1 min
UR 5’-CAACAATTTAATAACACACA- 3’ 50°C, 1 min
72°C, Imin
MF 5’-TGATTGTCGTTCGTAGTACG- 3’ 1 ciclo: 72°C, 7min
15°C, o0

MR 5’-CGACAATTTAATAACACGCG- 3’

MF = Primer Forward Metilado; MR = Primer Reverse Metilado; UF = Primer Forward N3do-metilado; UR = Primer Reverse

N&o-metilado; bp = base pair.
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4. Resultados

4.1 Avaliagao preliminar in silico

Inicialmente, foi realizada avaliacdo in silico dos oligonucleotideos iniciadores
(primers) que foram utilizados para a andlise de MSP dos genes ESR1 (promotores A e B),
ESR2, PGR (promotores A e B) relatados por Sasaki et al (2002). Além da confirmacdo de suas
sequéncias também considerou-se outras caracteristicas importantes da regido em anlise,
como a posicdo de anelamento dos primers em relagdo ao sitio de inicio da transcricdo.

Inicialmente, as sequéncias de cada um dos genes foram identificadas em bancos de
dados publicos (http://genome.ucsc.edu), incluindo 2000 pb upstream ao primeiro éxon. No
software Methyl Primer Express 1.0 a sequéncia selecionada foi submetida a simulacdo da
modificacdo pelo bissulfito de sddio em que todas as citosinas foram substituidas por timina,
considerando-se a auséncia de metilacdo e, para a condicdo metilada, apenas as citosinas
ndo CpG foram convertidas. As sequéncias resultantes foram alinhadas com os respectivos
primers no BLAST 2 Sequences (http://ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi). Todos os
primers apresentaram 100% de identidade com as sequéncias investigadas e delimitaram o
tamanho dos amplicons para as respectivas reacdes de MSP.

Uma segunda avaliacdo foi realizada utilizando a ferramenta MethBLAST
(http://medgen.ugent.be/methBLAST/) que permitiu a analise da especificidade dos primers
selecionados para este estudo. A partir dos melhores hits, a regido delimitada pelos primers
foi recuperada e alinhada no genoma humano usando o UCSC Genome Browser on Human,
Feb. 2009. (GRCh37/hg19) Assembly (http://genome.ucsc.edu/). Os dados de alinhamento
confirmaram o tamanho dos amplicons de 123, 180, 109, 99 e 200pb para os genes ESRIA,
ESR1B, ESR2, PGRA e PGRB, respectivamente e o mapeamento das regides alvos dos ensaios

de MSP. As figuras 1 a 5 ilustram estes dados.
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Figura 1 - Dados do mapeamento da regido alvo do ensaio de MSP do promotor A do gene ESR1(ESR1A), que
se sobrepde a ilha CpG 89. Estdo também ilustrados os diferentes transcritos alternativos deste gene. [Human
(Homo sapiens) Genome Browser Gateway, assembly: Feb.2009 (GRCh37/hgl9), disponivel em
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway, acesso em Novembro/ 2011].
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Figura 2 - Dados do mapeamento da regido alvo do ensaio de MSP do promotor B do gene ESR1, (ESR1B).
Estdo também ilustrados os diferentes transcritos alternativos deste gene. [Human (Homo sapiens) Genome
Browser Gateway, assembly: Feb.2009 (GRCh37/hgl9), disponivel em http://genome.ucsc.edu/cgi-
bin/hgGateway, acesso em Novembro/ 2011].

21




Gene ESR2

chrid4 (g22.1) 3

Your Segquence from Blat Search
E3RE-Mz |

EsRa-LUz |
ESR2-M1 |
EZR2-U1 |
CpG Islands (Islands < 388 Bases are Light Greend

CpiG IS lands [ |

Reffen Gehes

EzR2
EZR2 I
EzR2
EzRE
EzR2

UCEC Genes EBased on RefSed, UniProt, kenBank, CCOE and Comparat ive Genomics
EzRE

EzR2
EzR2
EzRE
EzR2
EzR2
EzR2
EzRE
EzR2
EzR2
kL] GG Percent in S-Base Windows

T

i 1 s i i e s
LT

1

GO Fercent

Figura 3 - Dados do mapeamento da regido alvo do ensaio de MSP do gene ESR2. Estdo também ilustrados os
diferentes transcritos alternativos deste gene. [Human (Homo sapiens) Genome Browser Gateway, assembly:
Feb.2009 (GRCh37/hg19), disponivel em http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway, acesso em Novembro/
2011].
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Figura 4 - Dados do mapeamento da regido alvo do ensaio de MSP do promotor A do gene PGR, (PGRA), que se
sobrepde a ilha CpG 172. Estdo apresentados nesta figura os diferentes transcritos alternativos deste gene.
[Human (Homo sapiens) Genome Browser Gateway, assembly: Feb.2009 (GRCh37/hgl9), disponivel em
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway, acesso em Novembro/ 2011].

22



Gene PGRB
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Figura 5 - Dados do mapeamento da regido alvo do ensaio de MSP do promotor B gene PGR, (PGRB), que se
sobrepde a ilha CpG 32. Estdo apresentados também nesta figura os diferentes transcritos alternativos deste
gene. [Human (Homo sapiens) Genome Browser Gateway, assembly: Feb.2009 (GRCh37/hg19), disponivel em
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway, acesso em Novembro/ 2011].
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4.2 Resultados da andlise de MSP

Dentre as quinze linhagens celulares selecionadas para o presente estudo, a andlise
de MSP foi conduzida com sucesso em 14 e 12 linhagens celulares para as regides
promotoras A e B do gene ESR1, respectivamente. Em adi¢cdo, em uma linhagem nao foi
possivel a determinacdo do padrdo de metilagdo da regido promotora A do gene PGR.

Os dados globais do padrdao de metilacdo dos receptores hormonais encontram

apresentados na tabela 3.

Tabela 3: Resultado da andlise de MSP para as linhagens celulares derivadas de cancer de
mama.

Linhagens Genes
Celulares ESR1A ESR1B ESR2 PGRA PGRB
BT20 U M M M M
BT549 M U M/U M M/U
HS578T U NA M U M/U
MDA-MB-231 M/U M/U M/U M/U M/U
MDA-MB-436 U NA M M/U U
MDA-MB-453 M/U M M/U M/U U
SKBR3 U U M/U NA U
MDA-MB-134IV U M M M M
ZR-75-1 U M M M/U M/U
MDA-MB-361 U NA M U U
ZR-75-30 U M/U M U U
BT474 NA M M M/U U
BT483 U M M U U
MCF-7 U M/U M/U U U
T47D U U M U U

M = metilacdo completa, M/U = metilagdo parcial, U = sem metilagdo, NA = N3o analisado

A andlise do padrdo de metilacdo da ilha CpG 89 que se sobrepde a regido promotora
da isoforma A do gene ESR1 (ESR1A) revelou o predominio de alelos ndo metilados na
maioria das linhagens (Figura 6). A metilacdo completa foi observada na linhagem BT549 e

somente duas apresentaram metilacdo parcial, a MDA-MB-231 e MDA-MB-453. Quando
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estes dados foram comparados com a expressdo da proteina ER pode-se observar que a
Unica linhagem que possui metilacdo total, a BT549, ndo possui a expressao do ER. Achados
concordantes também foram observados em relacdo a auséncia de metilagdo, pois entre as
11 linhagens que ndo apresentam metilacdo nessa regido, sete expressam a proteina ER-a

(63%).

ESR1A
BT483 ZR-75-1  ZR-75-30

L Mm U M U M U

Figura 6 — Eletroforese em gel de poliacrilamida ilustrativo do padrdao de metilagdo do promotor A do gene
ESR1 nas linhagens BT483, ZR-75-1 e ZR-75-30. As trés linhagens mostraram banda correspondente ao alelo
ndo metilado. M — alelo metilado; U — alelo ndo metilado; L — marcador de tamanho molecular 100pb DNA

Ladder.

No entanto, o mesmo perfil ndo foi observado para a regido promotora que controla
a expressao da isoforma beta, ESRIB. A presenca exclusiva de alelos metilados ou nao
metilados foi observada em seis (BT20, MDA-MB-453, MDA-MB-134lv, ZR-75-1, BT474 e
BT483) e trés linhagens (BT549, SK-BR-3, e T47D), respectivamente. O padrdo hemimetilado
(Figura 7) foi observado em quatro linhagens (MDA-MB-231, MCF-7 e ZR-75-30).
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ESR1B
MCF-7 MDA-MB-231

L M U M U

Figura 7 — Eletroforese em gel de poliacrilamida ilustrativo do padrdo de metilagdo da regido promotora B do
gene ESR1 nas linhagens MCF-7 e MDA-MB-231. As duas linhagens mostraram bandas correspondentes ao
alelo ndo metilado e ao alelo metilado. M — alelo metilado; U — alelo ndo metilado; L — marcador de tamanho

molecular 100pb DNA Ladder.

Todas as linhagens apresentaram metilacdo completa ou metilacdo parcial do gene

ESR2 (Figura 8).

ESR2
BT483 ZR-75-1 ZR-75-30

L M U ™M UM U

Figura 8 — Eletroforese em gel de poliacrilamida ilustrativo do padrdo de metilagdo do gene ESR2 nas linhagens
BT483, ZR-75-1 e ZR-75-30. As trés linhagens mostraram banda correspondente ao alelo metilado. M — alelo

metilado; U — alelo ndo metilado; L — marcador de tamanho molecular 100pb DNA Ladder.

A regido promotora que controla a expressdo da isoforma A do gene PGR, PGRA,

apresenta-se metilada nas linhagens BT549, MDA-MB-134IV e BT20, parcialmente metilada
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nas linhagens MDA-MB-231, BT474, MDA-MB-453, ZR-75-1 e MDA-MB-436, e ndo é metilada
nas linhagens, MCF-7, T47D, BT483, ZR-15-30, HS578T, MDAMB361 (Figura 9). A comparacao
do padrdo de metilacdo da ilha CPG 172 com a expressao da proteina PR, revelou que todas
as linhagens (100%) que possuem a metilagdo completa ou parcial, ndo apresentam a
expressao desta isoforma, enquanto metade das linhagens que ndo possuem metilacao,

expressam a mesma.

PGRA

BT483 ZR-751 ZR-75-30

L m U M U M U

Figura 9 — Eletroforese em gel de poliacrilamida ilustrativo do padrdo de metilagdo do promotor A do gene PGR
nas linhagens BT483, ZR-75-1 e ZR-75-30. As linhagens, BT483 e ZR-75-30, mostraram banda correspondente
ao alelo ndo metilado e a linhagem ZR-75-1 mostrou bandas correspondentes ao alelo metilado e ao alelo ndo

metilado. M — alelo metilado; U — alelo ndo metilado; L — marcador de tamanho molecular 100pb DNA Ladder.

A anélise do padrdo de metilagdo (Figura 10) da regido promotora B (ilha CpG 32) do
gene PGR revelou que todas as linhagens que apresentam metilagao completa ou parcial ndo
apresentavam a expressdao de PR. Observou-se metilagdo completa somente nas linhagens
MDA-MB-1341V e BT20 e metilagdo parcial nas linhagens MDAMB231, BT549, HS578T, ZR75-
1.
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PGRB
BT483 ZR-75-1 ZR-75-30

L M U M U M U

Figura 10 — Eletroforese em gel de poliacrilamida ilustrativo do padrdao de metilagdo do promotor B do gene
PGR nas linhagens BT483, ZR-75-1 e ZR-75-30. As linhagens, BT483 e ZR-75-30 mostraram banda
correspondente ao alelo ndo metilado e linhagem ZR-75-1 mostrou bandas correspondentes ao alelo metilado
e ao alelo ndo metilado. M — alelo metilado; U — alelo ndo metilado; L — marcador de tamanho molecular 100pb

DNA Ladder.
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Quadro 1. Perfil de metilagdo dos genes dos receptores de hormonios esteréides em

linhagens celulares derivadas de carcinomas mamarios.

Linhagem Celular

Subtipo Molecular (*)

BT20 BaA
BT549 BaA
HS578T BaA
MDA-MB-231 BaA
MDA-MB-436 BaA
MDA-MB-453 Lu
SKBR3 Lu
MDA-MB-1341V Lu
ZR-75-1 Lu
MDA-MB-361 Lu
ZR-75-30 Lu
BT474 Lu
BT483 Lu
MCF-7 Lu
T47D Lu

Auséncia de metilagao dos genes
Presenca de alelos metilados e ndo metilados

Presenca de alelos metilados apenas

ESR1

ESR2

PGR

*Classificagdo molecular baseada nos perfis globais de expressdo génica. BaA = Basal A; BaB = Basal B; Lu =

Luminal; (+).
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Quadro 2. Comparagdo entre o perfil de metilagio do DNA dos genes ESR1 e PGR e a

expressao dos receptores ER-a e PR.

Linhagem Celular | Subtipo Molecular (*) ER PR
BT20 BaA - -
BT549 BaA - -
HS578T BaA - -
MDA-MB-231 BaA - -
MDA-MB-436 BaA - -
MDA-MB-453 Lu - -
SKBR3 Lu - -
MDA-MB-1341V Lu + -
ZR-75-1 Lu + -
MDA-MB-361 Lu + -
ZR-75-30 Lu + -
BT474 Lu + +
BT483 Lu + +
MCF-7 Lu + +
T47D Lu + +
Auséncia de metilagdo dos genes ESR1 PGR

Presenca de alelos metilados e ndo metilados
Presenca de alelos metilados apenas

*Classificagdo molecular baseada nos perfis globais de expressdo génica. BaA = Basal A; BaB = Basal B; Lu =

Luminal; (+) presenca de expressdo do receptor (-) auséncia de expressdo, retirado de Neve et al, 2006
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5. Discussao

A expressdo dos transcritos alternativos dos genes ESR e PGR é regulada por
multiplos promotores, alguns destes associados a ilhas CpG. Atualmente, tem sido sugerido
gue a metilacdo anormal das ilhas CpG estd associada ao desenvolvimento de doencas
humanas, sendo que a hipermetilacio do DNA das ilhas CpG tem sido associada com o

silenciamento génico (Portela e Esteller, 2010).

Estudos prévios relataram que os genes codificadores dos receptores dos hormonios
esterdides sdo regulados epigeneticamente. Pilat et al (1998), analisaram um painel de
linhagens celulares epiteliais mamarias e detectaram que o conteudo total de 5-metilcitosina
foi menor nas derivadas de carcinomas (MCF-7 e T47D) quando comparadas com duas
linhagens ndo tumorigénicas, a MCF12M e a MCF10A. Os autores também demonstraram
gue a regido promotora do gene ESRI encontra-se ndo metilada nas linhagens MCF-7 e
MCF10A. Estes dados foram compativeis com a expressao positiva do receptor ER-a nestas
duas linhagens. Em adicdo, as linhagens ndo tumorigénicas estudas ndo apresentaram
diferencas na atividade de DNA metiltransferase, mas houve um aumento de 3 a 10 vezes
nas linhagens derivadas de carcinomas (MCF-7, T47D, SK-BR-3, MDA-MB-231 e MDA-MB-
468). A andlise do padrdo de metilagdo nestas linhagens revelou a auséncia de metilacdo em
todas as linhagens, com exce¢do da MDA-MB-468, que apresentou padrdao hemimetilado. Os
dados do presente estudo sdo concordantes com a auséncia de metilacdo do gene ESR1A
nas linhagens MCF-7, T47D, SK-BR-3; no entanto, foram contrastantes para a linhagem MDA-

MB-231, que foi hemimetilada para todas as regides analisadas.

Kang et al (2005) observaram que a expressdo do gene ESRI foi induzida pelo
tratamento com BBP (butil benzil ftalato), uma substdncia usada na industria de
plastificantes que possui efeitos no sistema enddcrino por sua atividade anti-androgénica e
pro-estrogénica. A expressdo génica foi correlacionada com a desmetilacdo da regido
promotorado gene ESRI na linhagem MCF-7. Os autores sugeriram que o0s niveis de
expressao deste gene estdo associados com alteracdes da metilacdo do DNA. Em adicao,
outro estudo mostrou que a auséncia de expressao do ER-a esta associada com a presenca
de metilagdo na regido promotora A e B, mas ndo na regido C, na linhagem celular MDA-MB-

231 (Tang et al, 2005).
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Os dados do presente estudo mostraram uma relacdo entre a expressao da proteina
ER, a auséncia de metilacio do DNA e o subtipo molecular luminal; por outro lado, a
auséncia de expressao de ER nas linhagens BT20, BT549, Hs578T, MDA-MB-231 e MDA-MB-
436 foi relacionada com a presenca de alelos metilados nos promotores A ou B do gene ESR1
em trés destas linhagens (BT20, BT549, MDA-MB-231), que sdo do subtipo basal A. Wang et
al (2006), detectaram que a inativacdo do gene ESR1 apresentava uma forte relagdo com a
metilacdo anormal da sua regido promotora e que o tratamento com o agente desmetilante
5-Aza-2’desoxicitidina foi capaz de causaz a desmetilacdo efetiva destas regies e restaurar a
expressao da proteina ER na linhagem celular MDA-MB-231. Em adicdo, o tratamento com o
inibidor de desacetilases de histonas, tricostatina A (TSA) reativa a expressdo do gene ESR1
nas linhagens ER- MDA-MB-231 e MDA-MB-435 por mediar a reorganizacdo de proteinas
associadas a cromatina, sem necessariamente induzir alteracGes na hipermetilacdo da regido
promotora. Em conjunto, estes dados indicam que a terapia epigenética pode oferecer uma
alternativa para que pacientes portadoras de carcinomas de mama ER negativo também

possam se beneficiar da terapia hormonal.

A variabilidade observada no perfil de metilacdo das cinco regiées estudadas por MSP
nas 15 linhagens celulares derivadas de carcinomas mamadrios, provavelmente, correlaciona-
se com a heterogeneidade descrita por Subik et al. (2010) apds a analise imunohistoquimica,
bem como aquela detectada pelas analises de expressdo génica global (Neves et al., 2006). O
presente estudo mostrou que foi possivel identificar trés agrupamentos diferentes, o grupo
do subtipo molecular BaA (Basal-like A) formado pelas linhagens BT20, BT549, Hs578T, MDA-
MB-231, MDA-MB-436, caracterizado por um maior numero de regiGes apresentando
metilacdodo DNA e pela auséncia de expressdo dos receptores ERa e PR. O grupo do subtipo
molecular Lu (Luminal) foi caracterizado por um menor nimero de regides mostrando
metilacdo do DNA e a expressdo de ambas as proteinas (linhagens BT474, BT 483, MCF-7,
T47D). Um terceiro agrupamento apresentou caracteristicas intermediarias: estas linhagens
do subtipo molecular Luminal apresentaram um perfil mais heterogéneos, tanto para os
resultados de MSP quanto para a expressdo dos receptores. Este grupo formado pelas
linhagens MDA-MB-453, SK-BR-3, MDA-MB-1341V, ZR-75-1, MDA-MB-361, ZR-75-30 ndo
expressa o receptor de progesterona; entretanto,apenas 50% destas linhagens apresentam a

metilacdo parcial ou total dos promotores A ou B do gene PGR. A falta de expressdo de PR na
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auséncia de metilagio DNA em PGRA e/ou PGRB pode ser explicada pelo fato de outros
mecanismos epigenéticos, como as modificacdo de histonas e a regulagdo pds-transcricional

mediada por microRNAs (Jovanovic, 2010, Huang, 2011).

O padrao de metilacdo do gene ESR2 é distinto daquele observado para o gene ESRI.
Foi observado que 70% das linhagens ER+ apresentavam metilacdo completa deste gene. Em
adicdo, trés das seis linhagens ER- também mostrava apenas alelos metilados. Estes achados
corroboram dados da literatura que mostram que no cancer de mama ha um maior nivel de
expressao do receptor ER-a codificado pelo ESR1 em relacdo ao ER-B codificado pelo ESR2
(Sugiura et al, 2007 e Saji et al., 2005). Estes dados sugerem que as diferengas na razao entre

os niveis de expressdo de ER-a/ ER-B pode ser mediada pelos nivel de metilacdo.
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6. Conclusao

Baseado nos dados apresentados pode-se concluir que as altera¢des da metilagdo do
DNA em regibes distintas dos genes ESR1, ESR2 e PGR pode ser utilizada para a identificacdo
de um perfil de metilacdo caracteristico, relacionado com o subtipo molecular.

O status dos receptores de estréogeno (ER) e progesterona (PR) tem sido reconhecido
como um importante fator progndstico em pacientes de cancer de mama, por ser um
marcador preditivo para a resposta ao tratamento com a terapia enddcrina. O padrao de
expressao de ER e PR é influenciado pelas mudancas na cromatina e interfere com os niveis
de expressdo dos transcritos. Assim, a metilacdo do DNA e as modificacdes de histonas tem
um papel crucial na regulacdo transcricional. O presente estudo, mostrou evidéncias
adicionais de que a metilacdo do DNA esta relacionada com a regulacdo da expressdo dos
genes estudados em um painel composto por linhagens derivadas de cancer de mama, a
maioria ainda ndo caracterizadas em relacdo a presenca ou auséncia de metilacdo dos
promotores associados a expressdo de transcritos alternativos. No entanto, a metilacdo do
DNA n3o deve ser considerada o Unico fator envolvido nesta regulacdo. Estes dados sdo
relevantes e poderdo subsidiar estudos futuros, pois as linhagens celulares estudadas sdo
consideradas sistemas modelos para estudos sobre os mecanismos basicos e sobre o efeito

de novas drogas para o tratamento do cancer.
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