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RESUMO

LISBOA, Lilian Brewer. Avaliagcdo de mecanismos de regulacdo de SPRR3 em
carcinoma epidermoide de es6fago. 2018. 142f. Tese (Doutorado em Biociéncias)
— Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Cancer de esb6fago (CE) é o oitavo tumor mais frequente e representa a sexta
causa de morte relacionada ao cancer, sendo o carcinoma epidermoide de es6fago
(CEE) correspondente a 80% dos casos. SPRR3 é uma proteina associada a
diferenciacao epitelial terminal, e a perda gradual da expressao, tanto génica quanto
proteica, de SPRR3 na transformacédo maligna das células escamosas da mucosa
do esofago saudavel ja foi vista em alguns trabalhos. No entanto, estudos sobre 0s
mecanismos moleculares envolvidos na regulacdo de SPRR3 sao limitados. Logo, o
alvo desse estudo foi investigar possiveis mecanismos relacionados a regulagéo
deste gene. Inicialmente, apés identificarmos a diminuicdo da expresséo génica de
SPRR3 em 35 amostras de CEE quando comparadas as respectivas mucosas
adjacentes ndo tumorais, avaliamos os niveis de metilacdo de DNA em 3 regides (A
e B — regido promotora e C — regidao 5’'UTR) desse gene por pirosequenciamento
nessas mesmas amostras. Os resultados mostraram uma correlacdo inversa entre
niveis de metilacdo de SPRR3 e sua expressao génica nas 3 regibes analisadas.
Em seguida avaliamos a expressdo das trés principais DNA metil-transferases
(DNMTSs), nesse mesmo grupo de amostras, e observamos correlacdo negativa
entre a expressdo de DNMT1, DNMT3A e DNMT3B com expressao genica de
SPRR3 e correlacfes positivas em relacao aos niveis de metilacdo de SPRR3, com
excecdo de DNMT3A e sitio C. A partir desses dados, fizemos o tratamento das
linhagens celulares de CEE (OE21, TE1l, TE13) com agente inibidor das DNMTs
(decitabina). Este tratamento induziu demetilacdo nas células e aumento de
expressao génica de SPRR3. Em seguida avaliamos o envolvimento de miRNASs no
silenciamento de SPRR3 e, analisando dados depositados no banco de dados
TCGA, identificamos que miR-21 e miR-503 apresentaram correlacdo inversa com
expressdo de SPRR3. MiR-503 possui SPRR3 como alvo predito, enquanto que
miR-21 parece atuar de forma indireta, conforme andlise preditiva utilizando site
MiRWalk. Este estudo também identificou, por meio de analise in silico utilizando os
programas Matlnspector e JASPAR, 24 fatores de transcricdo que poderiam afetar a
regulacdo da expressdo de SPRR3. Dentre estes, 13 genes apresentaram
correlacdo significativa com a expressdao de SPRR3 em amostras de CEE.
Identificamos o fator transcricional MEIS1 como possivel alvo do miR-21 e que este
poderia atuar na regulacao de SPRR3. Como conclusédo, podemos relacionar a
reducado da expressdao de SPRR3 em CEE com a metilacdo do DNA mediada pelas
DNMTSs, assim como podemos sugerir o envolvimento de outros mecanismos no
silenciamento deste gene, como a influéncia de fatores de transcricdo e a acao
direta e indireta de miRNAs.

Palavras-chave: Carcinoma epidermoide de eséfago. SPRR3. DNMTs. Metilacdo do
DNA. miRNA.



ABSTRACT

LISBOA, Lilian Brewer. Evaluation of SPRR3 regulatory mechanisms in
esophageal squamous cell carcinoma. 2018. 142f. Tese (Doutorado em
Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Esophageal cancer (EC) is the eighth most frequent tumor and represents a
sixth cancer-related death cause, with esophageal squamous cell carcinoma (ESCC)
accounting for 80% of cases. SPRR3 is a protein associated with terminal epithelial
differentiation and a gradual loss of both SPRR3 gene and protein expression in the
malignant transformation of healthy esophagus into ESCC has been seen in some
studies. However, studies on the molecular mechanisms involved in the regulation of
SPRR3 are limited. Therefore, the objective of the study was to investigate possible
mechanisms related to the regulation of this gene. Initially, after identifying the
decrease of SPRR3 gene expression in 35 ESCC samples in comparision to their
respective tumor surrounding mucosa, we evaluated DNA methylation levels in 3
gene regions (A, B and C) by pyrosquencing in these samples. The results showed a
negative correlation between methylation levels of SPRR3 and its gene expression in
the 3 regions analyzed. Then, we evaluated an expression of the three major DNA
methyl transferases (DNMTSs), enzymes involved in DNA methylation process, using
the same group of samples, and we observed correlation between expression of
DNMT1, DNMT3A and DNMT3B with genetic expression and methylation levels of
SPRR3, with the exception of DNMT3A and site C. After this, we performed the
treatment of ESCC cell lines (OE21, TE1, TE13) with DNMT inhibitor (decitabine).
Treatment with decitabine induced cell demethylation and increased SPRR3 gene
expression. Next, we evaluated the involvement of miRNAs in the silencing of
SPRR3 and, analyzing data deposited in the TCGA database, we identified that miR-
21 and miR-503 presented an inverse correlation with SPRR3 expression. MiR-503
has SPRR3 as the predicted target, while miR-21 appears to act indirectly, according
to predictive analysis using MiRWalk site. Therefore, our results suggest a direct
regulation by miR-503 and an indirect action of miR-21 on the silencing of SPPR3.
This study also identified, through in silico analysis using the Matinspector and
JASPAR programs, 24 transcription factors that could affect the regulation of SPRR3
expression. Among these, 13 genes showed a significant correlation with SPRR3
expression in ESCC samples. We identified the transcriptional factor MEIS1 as a
possible target of miR-21 and that it could act in the regulation of SPRR3. Thus, our
data together suggest that epigenetic mechanisms are involved in the silencing of
SPRR3 in ESCC. As conclusion, we can relate the reduction of SPRR3 expression in
ESCC with DNA methylation mediated by DNMTs, as well as we can suggest the
involvement of other mechanisms in the silencing of this gene, such as the influence
by transcription factors and the direct and indirect action of miRNAs .

Keywords: Esophageal squamous cell carcinoma. SPRR3. DNMTs. DNA

methylation. microRNA.
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INTRODUCAO

Cancer de Esb6fago

Anatomia do Es6fago

O esdfago é um canal tubular, de anatomia muscular complexa, medindo
aproximadamente 25 cm, conectando a faringe ao estémago, permitindo desta
forma, a passagem da comida mediante a uma série de contracdes musculares bem
coordenadas da musculatura da parede do eséfago (movimentos peristalticos)
(BRASSEUR et al., 2007).

Este oOrgdo transpassa por trés planos anatbmicos (pescocgo, térax e
abdbémen) e é dividido em esfincter esofagico superior, corpo do eséfago e esfincter
esofagico inferior (FISICHELLA & PATTI, 2002). O esbfago é constituido por quatro
camadas teciduais: a mucosa, a submucosa, a camada muscular externa (muscular
prépria), sendo esta subdividida em musculatura longitudinal e musculatura circular,
e a camada adventicia. Apresenta trés diferentes tipos celulares, células epiteliais
escamosas, fibroblastos e células musculares (ZHU & ONG, 2009) (Figura 1). A
mucosa esoféagica consiste de uma camada de células epiteliais escamosas nao
queratinizadas, e sua principal funcao € atuar na defesa tecidual contra os possiveis
danos causados pela passagem do bolo alimentar (BECKSTEAD et al., 2005).
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Figura 1 - Anatomia do eséfago com visdo do érgao ampliada
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Fonte: https://www.vencerocancer.org.br

Epidemiologia do Cancer de Esdfago

O cancer de esdfago (CE) corresponde a sétima neoplasia mais incidente em
todo o mundo e a sexta causa mais comum de morte por cancer (BRAY et al., 2018).
Foram estimados 456 mil novos casos no ano de 2012, em todo o mundo (FERLAY
et al., 2015), o que torna esta doenca um problema de saude publica. Este tumor
acomete trés vezes mais homens que mulheres e aproximadamente 80% dos casos
ocorrem em paises em desenvolvimento (FERLAY et al., 2015). A incidéncia deste
cancer varia amplamente conforme localizacdo geografica mundial (PICKENS &
ORRINGER et al., 2003). Esta diferenca pode variar em até centenas de vezes entre
regides de alta e baixa incidéncia, sendo leste da Africa, centro sul da Asia, Japdo e
sul da América do Sul (destacando-se Brasil e Uruguai) regides que apresentam
maiores taxas de incidéncia desta doenca (PICKENS & ORRINGER et al., 2003;
PARKIN et al., 2009; JEMAL et al., 2011) (Figura 2). As variacdes de incidéncia
deste tumor dentro de uma mesma area geografica evidenciam uma relacdo da
génese da doenca com uma etiologia multifatorial, muitas vezes relacionada a
habitos culturais de consumo e exposi¢cdo a carcindgenos, bem como relacionada a
fatores socioecondmicos (LAYKE & LOPEZ, 2006).


https://www.google.nl/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiBofGn4-_UAhUCI1AKHQszCiMQjRwIBw&url=https%3A%2F%2Fwww.vencerocancer.org.br%2Ftipos-de-cancer%2Fcancer-de-esofago-tipos-de-cancer%2Fcancer-de-esofago-o-que-e-2%2F&psig=AFQjCNHaL9z3mRsppoM3l2x3GncOw6_0-Q&ust=1499262772866991
https://www.google.nl/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiBofGn4-_UAhUCI1AKHQszCiMQjRwIBw&url=https%3A%2F%2Fwww.vencerocancer.org.br%2Ftipos-de-cancer%2Fcancer-de-esofago-tipos-de-cancer%2Fcancer-de-esofago-o-que-e-2%2F&psig=AFQjCNHaL9z3mRsppoM3l2x3GncOw6_0-Q&ust=1499262772866991
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Figura 2 - Distribuicéo geografica mundial da incidéncia do cancer de eséfago
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Legenda: Tom de azul escuro corresponde as regiées com alta incidéncia, enquanto que azul claro
corresponde a baixa incidéncia.
Fonte: Modificado de GLOBOCAN, 2012 — IARC.

Como visto na figura 2, o Brasil possui destaque por sua alta taxa de
incidéncia de CE. Conforme publicacéo realizada pelo Instituto Nacional de Cancer
(INCA) estima-se para o Brasil no biénio 2018-2019, 8.240 novos casos de cancer
de es6fago em homens e 2.550 em mulheres. Estes valores correspondem a um
risco estimado de 7,99 casos novos a cada 100 mil homens e 2,38 para cada 100
mil mulheres. Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de
esbfago corresponde ao sexto tumor mais incidente entre homens e o décimo quinto
entre as mulheres (INCA, 2018).

Existem dois subtipos histologicos prevalentes de CE: o adenocarcinoma de
es6fago (ADE) e o carcinoma de células escamosas do es6fago ou carcinoma
epidermoide do es6fago (CEE), que diferem entre si, consideravelmente, quanto aos
fatores etioldgicos e incidéncia geografica (PARKIN et al., 2009; DA COSTA et al.,
2013). Embora atualmente observa-se um aumento progressivo da incidéncia de
ADE em paises desenvolvidos, o CEE ainda assim predomina, com cerca de 80%
dos casos de CE diagnosticados no mundo (VIZCAINO et al.,, 2002; HUR et al.,
2013). O aumento do numero de casos de ADE pode estar relacionado,
principalmente, a mudancas nos habitos alimentares destas populagdes, refletindo

aumento no consumo de alimentos gordurosos e pobres em nutrientes (FALK et al,.
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2009), levando ao excesso de peso e obesidade, que sado fatores de risco para o
desenvolvimento de ADE (EL-SERAG et al 2007; POST et al. 2007).

Estudos do tipo caso-controle e coorte ja indicaram que refluxo
gastroesofagico, fumo e obesidade sdo os principais fatores de risco para o
desenvolvimento do ADE (RUBENSTEIN & TAYLOR, 2010). Embora o risco seja
maior para desenvolvimento do ADE entre fumantes ativos do que em individuos
nao fumantes, o fumo é um fator de risco muito mais forte e incontestavel para o
CEE do que para o ADE (TRAMACERE et al., 2011), assim como o consumo de
alcool, e o risco relativo aumenta em mais de 30 vezes com 0 uso concomitante do
cigarro (American Cancer Society, 2008; KUBO et al., 2010; PRABHU, OBI &
RUBENSTEIN, 2014). Também s&o propostos como fatores de risco para
desenvolvimento do CEE, baixo consumo de vegetais e frutas; deficiéncia de
selénio, zinco ou vitamina E; alto consumo de carnes vermelhas, gorduras e
alimentos processados (SECRETAN et al.,, 2009; COLEMAN et al., 2013;
PENNATHUR et al., 2013). Adicionalmente, a contaminacdo de alimentos por
nitrosaminas, que sao carcinégenos com alto tropismo pelo aparelho
gastroesofagico (FORREST, 1993), a desnutricdo e o consumo de cha quente estédo
envolvidos na etiologia deste tumor em alguns paises, como a China e a india. No
Ird, além da desnutricdo e da ingestdo de cha quente, o consumo de épio representa
um importante fator de risco para o desenvolvimento do CEE. Enquanto que no
Japdo, apenas o consumo de cha quente parece ter relacdo direta ao
desenvolvimento do CE (SEPEHR et al., 2001). O Sul do nosso pais representa a
regido com maior taxa de incidéncia de CE em todo territério nacional e além do
consumo de bebidas alcodlicas e tabaco, destaca-se o consumo do “chimarrao” (cha
da erva mate consumido em temperatura em torno de 70°C) como fator importante
ao desenvolvimento do CEE (CASTELLSAGUE et al., 1999, 2000).

Historia Natural do Carcinoma Epidermoide de Esdfago e Seu Tratamento

O CEE se desenvolve via um processo multi-etapas que se inicia no epitélio
escamoso esofagico normal que progride para uma neoplasia intraepitelial de baixo
grau (LGIN), seguida de uma neoplasia intra-epitelial de alto grau (HGIN) e por fim,
no carcinoma invasivo (BOSMAN et al., 2010). Em todas essas etapas € possivel
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detectar o CEE com auxilio da cromoendoscopia com lugol (Schiller test) (Figura 3).
A aplicacéo de lugol no esb6fago, em uma endoscopia de rotina, resulta na coloracéo
diferencial do tecido, possibilitando a deteccdo de displasias e lesfes neoplasicas
em estagios iniciais, uma vez que o lugol é um composto de marcacdo que
apresenta afinidade pelo glicogénio presente no epitélio escamoso néao
queratinizado, o mesmo encontrado na mucosa esofagica saudavel. Em tumores, 0
processo de diferenciacdo celular € alterado e observamos um perfil de células
pouco diferenciadas (“desdiferenciagao” tecidual) no epitélio esofagico, com isso a
reserva de glicogénio deste tecido é perdida e consequentemente ndo ha marcacéo

por lugol desse epitélio (Figura 3) (DAWSEY et al., 1998).

Figura 3 - Fotos representativas de cromoendoscopia utilizando marcacédo com lugol

Auséncia de lesoes Diversas lesoes Diversas les6es multiformes
evidenciadas com Lugol evidenciadas com Lugol evidenciadas com Lugol

Legenda: A seta indica area néo corada (iodo clara) com lugol.
Fonte: Modificado de Ohashi et al., 2015.

A histéria natural do CEE é proposta conforme modelo comumente utilizado
para outras doencas, em que descreve os diferentes estagios através dos quais
seria possivel intervir ao longo da progressdo da doenca (Figura 4). Este modelo
parte do principio de que apO0s uma exposi¢cdo crbnica a agentes etiologicos, a
transformacao neoplasica ocorre na mucosa esofagica e dificilmente é detectada em
estagios mais precoces do desenvolvimento. Neste caso, restando como possiveis
terapias, a quimioradioterapia neoadjuvante seguida por esofagectomia (DA COSTA
et al., 2013).
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Figura 4 - Histéria natural do CEE
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Legenda: Evolugédo temporal do carcinoma epidermoide de esbfago e destaque aos diferentes
momentos de intervencgdo para a prevencao e diagndstico da doenca.
Fonte: Modificado de da Costa et al., 2013.

O CEE é uma doenca altamente letal, e observamos esta caracteristica ao
avaliarmos a similaridade entre as taxas de incidéncia e mortalidade deste tumor
(Figura 5). O tratamento do CEE representa grande desafio, uma vez que seu
diagndstico é frequentemente definido em estadios mais avancados da doenca (T3 e
T4), em geral quando o paciente ja apresenta disfagia por conta de obstrucdo (que
pode acometer de 50 a 75% da luz esofagica). Desta forma, o diagndstico feito
tardiamente dificulta o tratamento adequado e torna o progndstico do paciente
bastante desfavoravel (STEIN et al., 2001). Além disso, no momento do diagndstico
cerca de 40% dos pacientes apresentam metastases, 0 que inviabiliza o tratamento

cirurgico curativo e culmina na piora das taxas de sobrevida (JEMAL et al., 2006).
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Figura 5 - Grafico representando as taxas de incidéncia e mortalidade por sexo, dos

tumores mais incidentes no mundo

Mundo
Homens Mulheres
Pulméo
Mama
Cdlon e Reto
Prostata
Estémago
Figado

Cérvix Uterino

Es6fago

Bexiga

Linfoma N&o-Hodgkin
Leucemia

Pancreas

Rim

Corpo do Utero

Labios, Cavidade Qral
Tiredide

Cérebro, Sistema Nervoso
Ovario

Melanoma da Pele

Vesicula Biliar

20000 15000 10000 5000 0 5000 10000 15000 20000

NUmero de novos casos/martes (x100)

M Novos casos
GLOBOCAN 2012 (IARC) (19.4.2016) . Mortes

Legenda: As barras azuis correspondem as taxas de incidéncia, enquanto que as vermelhas
correspondem a mortalidade. Taxas ajustadas por idade e por 100.000 habitantes.
Fonte: Modificado de GLOBOCAN, 2012 — IARC.

O estadiamento tumoral é importante para determinacdo de estratégias
terapéuticas. A classificacdo TNM, atualmente na oitava edicdo, é o sistema de
estadiamento preconizado pela Unido Internacional Contra o Cancer (UICC - Union
for International Cancer Control) para auxiliar a classificacdo do estadiamento de
diferentes tumores, incluindo CEE. O “T” é definido como extensao do tumor primario
e é classificado em cinco categorias: Tis (carcinoma in situ ou displasia de alto grau),
T1 (tumor confinado a lamina propria, podendo invadir submucosa); T2 (tumor
invade camada muscular); T3 (tumor invade tecidos adjacentes) e T4 (tumor invade
estruturas adjacentes, como outros o6rgaos) (Figura 6). O “N” refere-se ao
comprometimento linfonodal, definido pelo niumero de linfonodos envolvidos. As
categorias sdo: NO (sem metastase linfonodal); N1 (metastase em 1 ou 2 linfonodos
regionais); N2 (metastase em 3 a 6 linfonodos regionais) e N3 (metastase em mais

de 7 linfonodos regionais). Quanto ao “M”, os tumores sao classificados como MO
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(sem metastase a distancia) e M1 (com metastase a distancia) (NICHOLSON et al.,
2018).

Figura 6 - Representacao grafica do estadiamento do cancer de es6fago
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Fonte: Modificado de Rice, 2015.

Além da classificacdo TNM, o grau histopatolégico do tumor também é utilizado
para determinar prognostico (SOBIN, GOSPODAROWICZ & WITTEKIND, 2009). A
analise histopatolégica do CEE é definida baseada na atividade mitética, atipia
nuclear e no nivel de diferenciacdo (BOSMAN et al., 2010). Sendo os tumores entéo,
classificados como: G1 (bem diferenciado); G2 (moderadamente diferenciado); G3
(pouco diferenciado) e G4 (indiferenciado) (SOBIN, GOSPODAROWICZ &
WITTEKIND, 2009). Por conta desta caracteristica marcante que € a diferenciacédo
alterada, algumas proteinas associadas a diferenciacdo epitelial podem ser
utiizadas como marcadores de diferenciacdo. Um exemplo disto é a proteina
involucrina, que € expressa em ninhos de células bem diferenciadas do tumor, mas

gue nao é expressa em CEE pouco diferenciado (NOZOE et al., 2006).
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Diferenciacéo Epitelial

Os tecidos dos vertebrados séo tradicionalmente divididos em dois grandes
grupos: os tecidos epiteliais, de origem ectodérmica ou endodérmica, e geralmente
com pouca substancia intercelular; e os tecidos mesenquimais, de origem
mesodérmica, que possuem maior conteudo de material extracelular (BANKS,
1993).

Os tecidos epiteliais recobrem superficies internas e externas do corpo,
separando compartimentos (BRAGULLA & HOMBERGER, 2009), desempenhado
funcdes extremamente relevantes para a homeostase, tais como: criar uma barreira
protetora por envolver determinados 6rgdos, absorcdo de conteudos luminais,
secrecdo de substancias no lumen, assim como também desempenham funcao de
controle da passagem de substancias pela superficie do corpo através de difusédo
seletiva (MCHUGH, TAO & SAINT-GENIEZ, 2013). As células epiteliais costumam
ser observadas como uma lamina de células em alguns 6rgdos, mas em muitos
outros sdo encontradas na forma de camadas. Estas células residem sobre uma
membrana basal, a qual demarca o limite entre as células epiteliais e as outras
células que residem abaixo destas. Ainda, a membrana basal ndo é penetrada por
compartimentos sanguineos, portanto, as células do epitélio contam com difusédo
para seu suprimento de oxigénio e nutrientes (JOSHI & DAVIDSON, 2012).

Os tecidos epiteliais consistem de células escamosas, cuboides ou colunares
ligadas entre si por meio de estruturas de adesdo, que podem variar conforme
fungcdo desempenhada (BANKS, 1993, FRAPPIER, 2006). Os tecidos epiteliais
podem ser classificados em simples, um tipo intermediario chamado transicional ou
estratificado (FRAPPIER, 2006) (Figura 7). Resumidamente, o primeiro deles pode
ser de dois tipos, o de camada Unica, em que todas as células séo ligadas a camada
basal e se estendem a superficie do epitélio, e o de multicamadas (aspecto
pseudoestratificado), em que todas as células estdo em contato com a membrana
basal, mas nem todas, necessariamente, se estendem até a superficie do epitélio.
No epitélio transicional, algumas células estdo ligadas a membrana basal e também
se estendem a superficie epitelial. No epitélio estratificado, somente as células das
camadas inferiores estdo ligadas a membrana basal e sdo mitoticamente ativas,
enquanto as células mais apicais formam a superficie do epitélio. As células do

estrato intermediario do epitélio estratificado passam por processo de diferenciacéo.
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Em epitélio queratinizado, a camada cérnea é composta por células cornificadas
pela adicdo de uma camada proteica na superficie da membrana celular
(BRAGULLA & HOMBERGER, 2009).

Figura 7 - Tipos de epitélio e seus correspondentes sistemas fisiologicos
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Fonte: Modificado de SAKSENA et al., 2016.

Um dos tecidos epiteliais mais conhecidos e estudados é a epiderme, que
consiste em um epitélio estratificado queratinizado composto por células chamadas
queratindcitos, ancoradas a membrana basal (Figura 8 e Figura 9) (ALONSO &
FUCHS, 2003). Ao longo da evolucao, este tecido desempenhou papel importante
na conquista do ambiente terrestre, uma vez que este houve especializacdo para
defender o organismo de insultos externo (PROKSCH, 2008). No entanto,
diferentemente da epiderme, nem todos os tecidos epiteliais estratificados séo
gueratinizados. Estes ndo queratinizados revestem a superficie interna do corpo,
incluindo esb6fago, cavidade oral e trato anogenital, e ndo estdo submetidos ao
mesmo grau de trauma mecéanico que a pele (MCLEAN & IRVINE, 2007) (Figura 8).
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Figura 8 - Estrutura do epitélio estratificado (A) queratinizado e (B) néo-

queratinizado
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Legenda: Representacdo ilustrando diferenca entre epitélio queratinizado, a exemplo da pele, e e
epitélio ndo-queratinizado, a exemplo do epitlio esofagico. Em epitélio ndo-queratinizado
ndo observamos presenca de camada cOrnea, assim como auséncia de camada granular.

Fonte: Modificado de Presland & Jurevic, 2002.

A epiderme esta organizada em quatro diferentes camadas celulares, camada
basal, espinosa, granular e a cérnea (Figuras 8 e 9). Apenas 0s queratindcitos da
camada basal sdo capazes de se dividirem e se apresentam com perfil ndo
diferenciado. Ao passo que se tornam comprometidos com o processo de
diferenciacdo, estes cessam a divisdo celular e sdo deslocados em direcdo ao
estrato cérneo, composto por células anucleadas que sdo constantemente liberadas
no meio ambiente. Este processo acontece, pois conforme as células ancoradas na
membrana basal se dividem de forma assimétrica, esta populacdo de células se
expande e algumas destas se desprendem da camada basal e sdo deslocadas em
direcdo a superficie da pele, as quais passam por mudancas fenotipicas
caracteristicas de diferentes estagios de maturacdo e camadas epiteliais, a fim de
completar o processo de queratinizagdo. A primeira mudanca € o enrijecimento da
rede de filamentos intermediarios (FI) de queratinas presentes nestas células, e isto
se deve a sintese de novos conjuntos de queratinas, as quais se agregam aos
filamentos ja existentes, formando cabos que se ancoram aos desmossomos, a fim
de distribuir tensdo em todo tecido e ndo somente a unidade celular (FUCHS &
CLEVELAND, 1998). Conforme o conjunto de células que se desprenderam da
camada basal se move pelas camadas do epitélio se diferenciando, proteinas séo

depositadas formando uma rede sob a membrana celular, a fim de formar o



30

envelope corneo. Estas células também produzem granulos lamelares de lipidios, os
quais sao distribuidos de forma a impermeabilizar a pele e impedir perda de fluidos
desreguladamente (KALININ, KAJAVA & STEINNERT, 2002; ALONSO & FUCHS,
2003). Apos producéo de todos os componentes necessarios ao longo do processo
de diferenciacdo epidermal, a célula cessa suas atividades metabdlicas e
transcricionais e entram em processo de morte celular, descamando da superficie da
pele (ALONSO & FUCHS, 2003; CANDI, 2005; KYPRIOTOU, HUBER & HOHL,
2012).

Ao longo do processo de diferenciagcdo epidermal, pode-se identificar
diferentes estgios caracterizados pela expressédo de diferentes proteinas (CANDI,
2005), como as citoqueratinas,que sdo proteinas predominantes do citoesqueleto
em todos os epitélios. Essas proteinas se reunem em pares especificos,
dependendo do tipo de célula e do estagio da diferenciacéo, para compor filamentos
que se estendem do ndcleo até a membrana, a fim de formar estruturas que
suportam estresse e mantém o formato e a viabilidade celular (STEINERT, 2001). A
maioria dos epitélios expressam o par de queratinas 5 e 14 (CK5/14) na camada
basal proliferativa, enquanto nas camadas suprabasais, em que se encontram
células pds-mitdticas e em processo de diferenciacdo, hd expressdo de outros
pares, como o par de queratinas 1 e 10 (CK1/10) (BRAGULLA & HOMBERGER,
2009).

Em paralelo a expressdo das citogueratinas, ocorre sintese de outras
proteinas. Em estagios avancados da diferenciacdo epitelial, as células adquirem
granulos querato-hialinos com profilagrina, precursor da filagrina, proteina que é
responsavel pela agregacdo de filamentos de queratina. Essa agregacdo é
importante, pois promove um colapso da célula em uma forma mais achatada
caracteristica das camadas superficiais e inicia 0 processo de cornificacdo com a
sintese de diferentes proteinas (CANDI, SCHMIDIT & MELINO, 2005). Entre elas
estdo a loricrina, involucrina, as proteinas pequenas ricas em prolina (small proline-
rich protein - SPRR) e as LEPs (late envelope proteins) (KALININ et al., 2001;
MARSHALL et al., 2001). Estas proteinas unem-se por meio de ligacfes dissulfeto e
isopeptidicas, catalisadas por proteinas transglutaminases dependentes de calcio
resultando num complexo proteico insolivel (envelope cérneo) (STEINERT &
MARCKOV, 1995) (Figura 8). Os genes que codificam as proteinas exclusivas do

envelope corneo (loricrina, involucrina, SPRRs e LEPS) possuem uma organizacéo
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similar e estdo mapeados em uma regido cromossdémica conhecida como “complexo
de diferenciacédo epidermal” (EDC-epidermal differentiation complex) (Figura 9)
(MISCHKE et al., 1996; MARTIN et al., 2004). A estrutura destas proteinas possui
semelhancas, como o alto conteddo de lisina e glutamina. Por conta disto,
Backendorf & Kohl sugeriram em trabalho publicado em 1992 que este grupo génico

evoluiu de um Unico gene ancestral comum apdés varias duplicagdes.

Figura 9 - Camadas do tecido epitelial estratificado e as diferentes proteinas
expressas em cada uma delas ao longo da diferenciagéo epitelial
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Legenda: A seta indica deslocamento das células ao longo da diferenciacdo epitelial. K=
Citoqueratina, TG= Transglutaminase, SPRR= Proteinas Pequenas Ricas em Prolina.
Fonte: Modificado de Candi, Schmidt & Melino, 2005.

Esofagina (SPRR3)

Esofagina ou SPRR3 (small proline-rich protein 3) € membro da familia das
proteinas pequenas ricas em prolina (SPRR), que compreende uma subclasse de
proteinas precursoras do envelope corneo, codificadas por uma familia multigénica
mapeada no complexo de diferenciacdo epidermal (EDC) no cromossomo humano
1921 (GIBBS et al.,1993) (Figura 10). A familia SPRR compreende onze membros,
sao eles: dois genes SPRR1 (A e B), sendo que o SPRR1A possui duas isoformas;
seis genes SPRR2 (A, B, D, E, F e G); um gene SPRR3 com duas isoformas; e um
SPRR4, além de um pseudogene SPRR2 (GIBBS et al., 1993; FISCHER &
BACKENDORF, 2007). Embora existam duas isoformas para o gene SPRR3, 0s
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produtos proteicos gerados séo idénticos; o mesmo € valido para as duas isoformas

de SPRRI1A (GIBBS et al., 1993; DE HELLER-MILEYV et al., 2000;).

Figura 10 - Representacdo esquematica da regido génica EDC no cromossomo 1
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Legenda: llustragéo representativa da regido do EDC, contendo a familia SPRR e outros genes

importantes para o processo de diferenciacéo epitelial.
Fonte: Modificado de De Heller — Milev et al., 2000.

SPRR é uma familia, como ja dito anteriormente, associada a diferenciacao

epitelial e expressao restrita as células mais diferenciadas. Ja foi visto que a

ativacdo destes genes pode ser modulada in vitro por fatores indutores de

diferenciacdo como forbol, retindides, monofostado de adenosina (AMP) ciclico e

interferon y (CANDI, 2005). Também ja foi observada em seus promotores a
presenca de sitios de ligacdo para OCT-11, ETs, AP-1, ATF, ISRE, TER, além de
elementos GC Box que podem atuar como sitios para ligacéo de a diferentes fatores
de transcricdo (FISCHER et al., 1996; SARK et al., 1998; FISCHER et al., 1999;
REDDY et al., 2003). Fischer e colaboradores em 2007 observaram a presenca de

elementos responsivos a calcio no promotor de SPRR3, o que refor¢ca a ideia de que

estes ions possuem papel na regulacdo da expresséo deste gene, por conseguinte,
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na diferenciacdo de queratindcitos. Além destes fatores, mecanismos epigenéticos
podem influenciar a expressao de SPRR3, como foi sugerido por trabalho publicado
por Sen e colaboradores em 2010. Neste trabalho foi visto que DNMT1 (DNA
metiltransferase 1), enzima que possui papel crucial no mecanismo de metilacado do
DNA, desempenha importante papel na manutencdo do estado proliferativo das
células epiteliais. Ap6s a supressdo de sua expressao, foi observada a entrada
precoce de células no processo de diferenciacéo tecidual com conseguinte aumento
de expressao de SPRR3 (SEN et al., 2010). Este estudo sugeriu um relevante papel
da metilacdo do DNA na regulacao da expressédo de SPRR3.

Segundo o banco de dados UniGene (htpp://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene),
existem sequéncias tag (Expressed Sequence Tags - ESTs) expressas para SPRR3
em diferentes sitios anatdomicos, especialmente em sitios do trato aerodigestivo
superior como esofago, laringe, cavidade oral e faringe, bem como na glandula
adrenal, figado, pulmdo, musculo, pancreas, placenta, prOstata e utero. Alguns
trabalhos ja mostraram expressdo génica e/ou proteica de SPRR3 em diferentes
sitios corporais, como em saliva de neonatos prematuros (MANCONI et al., 2010),
em fluido vaginal de mulheres saudaveis (IGOH, DOI & SAKURADA, 2015) e em
células do musculo liso vascular (CMLVs) de artérias, mas ndo em veias (YOUNG et
al., 2005). Entretanto, o aumento da expressdao de SPRR3 j4a foi associado a
algumas patologias, como dermatite atopica (ELIAS et al., 2014; LIANG et al., 2015),
aterosclerose (SEGEDY et al.,, 2014), eczema (MARENHOLZ et al.,, 2011) e
esofagite eosinofilica (BLANCHARD et al., 2010).

SPRR3 e Cancer

Alguns autores ja investigaram o perfil de expressdo da SPRR3 em diferentes
tipos tumorais, como cdélon, mama, glioblastoma, dentre outros (CHO et al., 2010;
KIM et al., 2012; LIU et al., 2014). Ja foi observada a expresséo diferencial de genes
da familia SPRR, incluindo SPRR3, em amostras de pacientes com céancer anal e
em linhagem celular deste mesmo tumor, em que foi visto maiores niveis de
expressdo de SPRR3 em relagdo aos outros membros da familia avaliados neste
estudo (ZUCCHINI et al., 2001). Isto também foi observado em amostras de
carcinoma de células escamosas da pele e em lesdes precursoras, como papiloma
benigno e queratoacantoma (De HELLER-MILEYV et at., 2000; KOIZUMI et al., 1996).
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J& foi observado em linhagens celulares derivadas de cancer de pulmao de
células ndo pequenas, em um modelo analisando os trés estagios de progresséo da
carcinogénese (imortalizacdo, tumorigénese e metastase), que SPRR3 poderia
exercer um papel pro-oncogénico . Foi identificado alto nivel proteico de SPRR3 na
linhagem metastéatica e apds seu silenciamento génico observou-se a diminui¢cdo da
migracdo celular. J& em amostras de pacientes diagnosticados com este tumor,
observadou-se associacdo entre a alta expressdo de SPRR3 e pior progndstico
destes pacientes (HU et al., 2016).

Em anadlise de expressdo global de RNAm de céncer colorretal, Kim e
colaboradores (2008) destacaram o SPRR3 dentre outros genes desregulados, por
observarem uma associacao entre a sua superexpressao e mutacdes no gene
TP53. Em posterior estudo do mesmo grupo, foi observado que a superexpressao
de SPRR3 resulta, in vitro, no aumento da proliferacdo das células tumorais de
colon, devido a ativagdo da via de sinalizacdo de AKT e na ativagdo da proteina
MDM2, culminando em posterior degradacgéo de p53 (Cho et al., 2010).

Em tumores de mama, a superexpressdao de SPRR3 foi observada em
tumores em estadiamentos iniciais e estd associada a superexpressdao de HER2.
Neste trabalho, foi demonstrado que SPRR3 promove a proliferacdo das células
tumorais de mama mediante o aumento da degradacéo de p53 pelas vias de AKT e
MAPK. Sendo, portanto, considerada como um potencial alvo terapéutico para
tumores de mama em estadios precoces (KIM et al., 2012).

Em cancer de esb6fago, diferentemente dos tumores anteriormente citados,
SPRR3 parece desempenhar um papel de supressor tumoral. Ja foi descrito que
pacientes diagnosticados com CEE ou ADE possuem de maneira geral perda da
expressdo de SPRR3 em comparagdo a mucosa normal, bem como ja foi observado
um decréscimo da expressdo gradual em displasias de alto e baixo grau, e em
linhagens celulares de carcinoma epidermoide de esbdfago, sugerindo diminuicéo da
expressao prematura na transformacdo neoplasica (Abraham et al., 1996; Chen et
al., 2000; KIMOS et al., 2004). Complementando estes achados, ja foi demonstrado
que a expressao diferencial de SPRR3 e GATA6 pode ser util em discriminar
epitélios provenientes de tecido esofagico normal, de displasia de Barrett e de
adenocarcinoma de eséfago (KIMCHI et al., 2005). Igualmente, a diminuicdo da
expressdo de SPRR3, combinada com perfil de expressdo de outros dois genes

PERP e S100A1, foi capaz de distinguir pacientes com CE com diferentes respostas
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ao tratamento (resposta patoldgica completa ou n&o), podendo este gene ser
considerado entdo, um indicador de resposta clinica (LUTHRA et al., 2006).

Ainda, ja foi demonstrado que a inducdo da expressao de SPRR3 parece
estar envolvida na diminuicdo da tumorigenicidade e na inducédo da apoptose em
linhagens de CEE (Zhang et al., 2008). Em adicdo, uma associacdo entre a
superexpressao induzida de SPRR3 e maior sensibilidade a morte por apoptose
induzida por danos ao DNA via perda do potencial de membrana mitocondrial ja foi
relatada. Um intrigante achado deste trabalho em CEE foi a localizacdo de SPRR3
na mitocondria e sua interacdo com a proteina Bcl-2, o que facilitou a translocagéo
de Bax e liberacdo do citocromo ¢ (Luo et al., 2013).

Em 2011, trabalho publicado pelo nosso grupo, caracterizou expressao
génica e proteica de SPRR3 em CEE, tendo sido o primeiro a avaliar
guantitativamente a expressao das variantes (SPRR3-vl e SPRR3-v2) de SPRR3 e
distribuicdo proteica em amostras de CEE. Foi observado maior nivel de expressao
de SPRR3-v1 em mucosa esofagica de individuos controle sem neoplasia, com uma
perda significativa e gradual de expressdo génica e proteica na mucosa adjacente

tumoral e em tumores de pacientes com CEE (Figura 11) (SIMAO et al., 2011).

Figura 11 - Expressao génica e proteica de SPRR3 em es6fago humano

P<0,001

>

120- P<0,001

1004

80+

P<0,001

60+

40+

UNIDADES RELATIVAS
(GAPDH)

20+

Legenda: A: Expressdo de SPRR3-v1 por gPCR, mostrando perda gradual da expressao génica na
mucosa adjacente tumoral e em tumores de pacientes com CEE comparadas ao tecido de
indivios sem doenga. B: Imuno-histoquimica de SPRR3. Essa imagem representa a
transicdo entre um epitélio morfologicamente normal (esquerda) e um carcinoma in situ de
esbOfago (direita). Uma clara reducéo na expressédo de SPRR3 foi observada na area tumoral
(barra de escala =150 pym).

Fonte: Modificado de Simé&o et al., 2011.

Apesar de diferentes trabalhos ja terem mostrado a reducao da expresséao de

SPRR3 em CEE, os mecanismos pelos quais isso ocorre ainda ndao foram bem
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estabelecidos. Em glioblastoma multiforme, ja foi demonstrado que a hipermetilacéo
da regidao promotora de SPRR3 esta associada a menor expressao génica (LIU et
al., 2014). Além disso, foi mostrado menor nivel de metilacdo em amostras de
pacientes diagnosticados com hepatocarcinoma quando comparados a pacientes
com cirrose e individuos saudaveis (AMMERPOHL et al., 2012; MAYOL et al., 2012).
Portanto, estes trabalhos mostraram um possivel papel da metilagdo do DNA, um
dos principais mecanismos epigenéticos, na regulacdo de SPRR3, evidenciando a
importancia da elaboracdo de estudos acerca deste tema, o que ainda é pouco

explorado.

Mecanismos Epigenéticos no Controle da Expressao Génica

A genética classica sozinha ndo é capaz de explicar a diversidade de
fenétipos dentro de uma populacdo, tampouco explicar fenotipos distintos e
susceptibilidades diferentes a doencas, em gémeos homozigéticos ou em animais
clonados (ESTELLER, 2008). O termo epigenética foi utilizado pela primeira vez por
Conrad Waddington em 1939 para descrever “as interagdes causais entre 0s genes
e seus produtos que permitem a expressao fenotipica” (HOLLIDAY, 1987; STERN,
2000). Atualmente o termo € utilizado para as modificagbes mitdtica e/ou
meioticamente herdaveis que resultam em alteracbes da expressdo génica e
organizacdo da cromatina, sem, no entanto, alterar a sequéncia de bases do DNA
(WOLFFE & MATZKE, 1999; JAENISCH & BIRD, 2003; HOLLIDAY, 2006).

A heranca epigenética representa um mecanismo crucial que permite a
propagacdo estavel da atividade génica ao longo de geracdes celulares. E notavel
sua importancia e, portanto, este campo de estudo tem recebido bastante atencao,
uma vez que processos epigenéticos sdo essenciais para o desenvolvimento e
processos celulares, tais como transcrigdo génica, diferenciacdo e protecéo antiviral.
Em adicdo, mecanismos epigenéticos sdo versateis e adaptados a especificas
funcdes celulares, ndo apenas durante o desenvolvimento do organismo, mas ao
longo de toda sua vida. Consistente com a grande importancia relacionada a estes
mecanismos, desregulacdo nestes esta intimamente relacionada a doencas

humanas, destacando-se o cancer (SAWAN et al., 2008).
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Existem trés mecanismos epigenéticos conhecidos que levam a regulacéo da
expressdo génica que sao: RNAs ndo codificante, modificacdes de histonas e
metilacdo do DNA que € o mecanismo mais bem estudado dentre os trés citados
(HERCEG, Z, 2007; SAWAN, VAISSIERE & HERCEG, 2008) (Figura 12). No
entanto, diferentes mecanismos epigenéticos estdo intimamente relacionados,

atuando de forma conjunta na regulagao de diversos processos celulares.

Figura 12 - Mecanismos epigenéticos relacionados a regulacdo da expressao génica
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Legenda: ModificagBes de histonas, silenciamento génico mediado por RNAs e metilacdo do DNA
constituem os principais mecanismos epigenéticos regulatérios.
Fonte: Modificado de SAWAN et al. 2008.

RNAs Nao-Codificantes

Desde a ultima década, tem se discutido muito sobre o papel funcional das
moléculas de RNA que vai além de seu papel tradicional como mensageiros do
DNA. Diferentes classes de RNAs, como os longos RNAs néo codificantes (INncCRNA

- long non-coding RNA, transcritos com mais de 200 nucleotideos) e os pequenos
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RNAs (sRNA — small RNA, transcritos com menos de 200 nucleotideos), atuam na
regulacédo da expressao génica, na manutencdo da estabilidade gendmica, defesa
contra elementos genéticos exogenos, entre outras funcdes (HOLOCH; MOAZED,
2015). A regulacado da expressao génica por RNAs nao codificantes pode ser dar por
diferentes mecanismos, como: recrutamento de complexos modificadores de
cromatina (HOLOCH; MOAZED, 2015), inducdo de modificacbes de histona ou
metilacdo do DNA (EGGER et al., 2004).

A classe de ncRNAs mais estudada sdo os microRNAs (BHARTIYA &
SCARIA, 2016; LOPEZ-SERRA & ESTELLER, 2012). Estes sdo pequenos RNAs
regulatérios, transcritos a partir de sequéncias codificantes e nao codificantes
(MOLNAR et al, 2008). Possuem tamanho aproximado de 20 nucleotideos, e
regulam negativamente a expressao proteica mediante sua ligagdo ao RNAm,
resultando assim, na clivagem direta ou a inibicdo da tradugdo, conforme o
pareamento estabelecido (HUMPHRIES; WANG; YANG, 2016) (Figura 13).
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Figura 13 - Biogénese dos miRNAs e mecanismos de regulagdo pos-transcricionais

i) %9, 070,070,0 0,4
Gene

15§t
&

Pre-miRNA

Nucleus
Citoplasma
j% Pre-miRNA

© |

@ Complexo RISC
M T

RS

e’
, F - i - Degradacao do RNAm
Desadenilacdo do RNAmM \wav : : A'\

/

Parada da Traducao

Legenda: A RNA Polimerase Il (Polll) produz um transcrito que varia de tamanho de 500 a 3000
nucleotideos, chamado RNA primario (pri-RNA). Este é entéo editado a fim de formar uma
estrutura hairpin pré-RNA por um complexo multi-protéico que inclui a enzima Drosha. A
estrutura hairpin dupla fita formada é exportada para fora do ndcleo pelo complexo RAN
GTPase e Exportina 5 (XPO5). Por fim, este pré-RNA é clivado pela enzima DICER1 a fim
de produzir miRNA dupla fita (miRNA maduro), com aproximadamente 20 nucleotideos de
tamanho, que posteriormente, sdo separadas e uma das fitas é incorporada ao complexo de
silenciamento induzido por RNA (RNA-inducing silencing complex — RISC). O complexo
RISC/miRNA se liga a sequéncia alvo no RNAm resultando na clivagem ou desadenilagao
do acido nucleico ou a repressdo da tradugdo. AA-cauda poli-A; m7G - cap 7-
metilguanosina; ORF — open reading frame.

Fonte: Modificado de MUHONEN & HOLTHOFER, 2009.

Modificagcdes em Histonas

As histonas sdo o0s principais componentes proteicos da cromatina. As
histonas centrais - H2A, H2B, H3 e H4 — compdem os nucleossomos. Cada
nucleossomo € circundado por cerca de 146 pares de bases de DNA enroladas ao
redor de um octamero de histonas e estdo conectados por um DNA de ligacdo (DNA
linker), que é o segmento do DNA genémico (ESTELLER, 2008; LUGER et al., 1997)
(Figura 14). Ainda ha a histona H1 que ndo comp®&e o octamero, mas tem funcao de
fixacdo do nucleossomo (GRIGORYEYV, 2012).



40

Figura 14 - Octamero de histonas e nucleossomo
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Fonte: Modificado de Pearson Education.

As histonas sdo proteinas responsaveis pelo empacotamento do DNA no
nacleo das células. Porém as histonas ndo séo simplesmente proteinas
empacotadoras do DNA, mas sim, estruturas que participam na regulacdo da
expressdo génica e armazenam a informacgdo epigenética através de modificacdes
pos-transducionais, como acetilacdo de residuos de lisinas, metilacdo de residuos
de argininas e lisinas, e fosforilacdo de residuos de serinas (JENUWEIN & ALLIS,
2001). Estas modificacdes envolvem alteracbes da carga positiva das histonas que
provocam perda de afinidade do octamero pela cromatina, culminando no
afrouxamento da cromatina para subsequente ligacdo dos fatores de transcricdo e
regulacdo génica (BOWMAN, 2010) (Figura 15). De maneira geral, elas afetam a
transcricdo génica e o reparo do DNA. Logo, foi proposto que estas diferentes
modificagdes compdem o que foi chamado de “Cédigo das Histonas” (JENUWEIN &
ALLIS, 2001).

As modificac¢des influenciam o perfil conformacional da cromatina conforme a
alteracdo ocorrida, por exemplo: a acetilacdo e metilacdo das histonas tém efeito
direto em diversos processos celulares, incluindo transcricdo génica, reparo do DNA,
replicacio do DNA e organizagcdo dos cromossomos (ESTELLER, 2008).
Geralmente, acetilacdo das histonas esta associada com ativacdo transcricional,
enquanto que o efeito da metilacdo depende de qual aminoacido e sua posi¢ao na
cauda da histona (BERNSTEIN, MEISSNER & LANDER, 2007).
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A acetilacdo das histonas é a modificagdo em histona mais bem estudada, é
um mecanismo reversivel realizado pelas histonas acetil-transferases (HATS),
enquanto que a desacetilacdo de histonas é catalisada pelas enzimas histona
desacetilases (HDACs), que em geral, atuam como coativadores e corepressores
transcricionais, respectivamente (VAISSIERE, SAWAN & HERCEG, 2008;
PASTORE & LEVINE, 2016). Quando ndo acetiladas, as caudas das histonas
apresentam carga positiva, fazendo com que a interacdo com o DNA, que possui
carga negativa, seja forte.  Nestes casos, geralmente ha a formacédo de
heterocromatina e o silenciamento génico. JA& quando as histonas sédo acetiladas,
suas caudas perdem a carga positiva, 0 que torna a interacdo com o DNA mais
fraca, levando a configuracdo de eucromatina. Esta conformacdo da cromatina é
mais acessivel e esta geralmente associada a transcricdo génica (BERNSTEIN,
MEISSNER & LANDER, 2007). Além disto, a acetilacdo também participa da
modulacdo da expressao génica afetando a interacdo de proteinas reguladoras da
transcricio ao DNA alvo (VAISSIERE, SAWAN & HERCEG, 2008; CAIRNS, 2001).

Outra modificacdo de histonas bem estudada € a metilacdo, como por
exemplo, a metilagdo de arginina e de residuos de lisinas. Este metilacdo é
catalisada pelas enzimas histonas metiltransferases (HMT) e o este processo esta
envolvido na regulagdo de uma extensa variedade de atividades génicas e da
estrutura da cromatina. Em geral, a metilagdo das lisinas H3K9, H3k27 e H4K20 esta
associada ao silenciamento, enquanto que a metilacao das lisinas H3K4, H3k36 e
H3K79 estéd associada com ativagdo da transcricdo genica (MULERO-NAVARRO &
ESTELLER, 2008).
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Figura 15 - Interacdo de modificacdes nas caudas de histonas e efeitos na cromatina

Heterocromatina: Cromatina fehada, Eucromatina: Cromatina aberta, ativacdo da transcricdo
repressao da transcricdo

HDAC HOAC
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Legenda: A desacetilacdo promovida pelas HDACs resulta numa conformacdo de heterocromatina,
uma vez que as histonas retomam sua carga positiva, 0 que permite forte interagdo com
DNA gque é negativamente carregado. J& a eucromatina esta associada a acetilacdo das
histonas pelas HATs, que bloqueia a carga positiva das caudas dessas proteinas,
diminuindo a interagéo entre histonas e DNA. As caudas das histonas podem ainda sofrer
outras modificagbes covalentes, como metilacdo e fosforilacdo, também envolvidas na
manutencdo dos estados da cromatina. HDAC = Histona desacetilases; HAT = Histona
Acetiltransferase; Ac = Radical Acetil; Me = Radical Metil; P = Fosfato.

Fonte: Adaptado de JOHNSTONE, 2002.

Metilacdo do DNA

A metilacdo do DNA é um mecanismo chave na formacdo e manutencao da
estrutura da cromatina e esta envolvido em processos importantes como a
inativacdo do cromossomo X e o imprinting gendmico, além de atuar de forma critica
na manutencado da homeostase celular e na regulacdo da transcricdo (BIRD, 2002;
HERCEG, 2007; ESTELLER, 2008). Portanto, um padrdo de metilacdo do DNA
aberrante, tem sido relacionado ao desenvolvimento de uma série de doencas,
incluindo o céncer (FEINBERG & TYCKO, 2004; ESTELLER, 2008).

A metilacao do DNA é realizada pela acdo das enzimas DNA
metiltransferases (DNMTs) que adicionam um grupamento metil (-CHz), proveniente
de uma S-adenosil metionina (SAM), ao carbono 5 da citosina seguida por uma
guanina, chamados de dinucleotideos CpG (Figura 16) (LEWANDOWSKA &
BARTOSZEK, 2011) dando origem a 5-metilcitosina (5mC), sendo por muitos
considerada a quinta base do DNA, (LOPEZ-SERRA & ESTELLER, 2008). A
metilacdo dessa base desempenha importantes atividades no estabelecimento dos

padrdes epigenéticos e sua relevancia em algumas desordens humanas, como o
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cancer (HEYN & ESTELLER, 2012). Os dinucleotidoes CpG estédo, em grande parte,
localmente enriquecidos em sequéncias do DNA conhecidas como ilhas CpG (BIRD,
2002). Estas estéo frequentemente associadas as regides de controle da expressao
génica, como a regido pomotora de um gene e estimou-se que 60% dos genes
humanos contenham ilhas CpGs (ANTEQUERA & BIRD, 1993). Os dinucleotideos
CpG também sdo encontrados em sequéncias repetitivas, chamadas SINEs e LINEs
(short interspersed nuclear elements e long interspersed nuclear elements), que em
células normais, apresentam-se metiladas, impedindo assim, a expressdo de
retrotransposons e promovendo a estabilidade do genoma (BESTOR, 2000; REIK,
2007; LOPEZ et al, 2009).

Figura 16 - Metilacdo do DNA
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Legenda: A metilagdo do DNA em mamiferos ocorre quase que exclusivamente em residuos de
citosina contidas em dinucleotideos CpG. O padrdo de metilagdo é copiado e mantido
durante a replicacdo do DNA em um processo catalisado pelas DNA metiltransferases
(DNMTs). As DNMTs utilizam S-adenosil-L-metionina (SAMe) como fonte de grupamentos
metil, gerando S-adenosil homocisteina (SAH). As DNMTs catalizam a adicdo dos
grupamentos metil no carbono 5.

Fonte: Modificado de ESPADA & ESTELLER, 2010.

A familia das DNMTs é composta por 5 membros: DNMT1, DNMT2,
DNMT3A, DNMT3B e DNMT3L (BESTOR, 2000; PRADHAN & ESTEVE, 2003).
DNMT1 foi a primeira a ser descrita por Bestor e colaboradores em 1988. E
amplamente expressa e age durante a replicagéo, tendo a fungcdo de manutencéo do
padrdo de metilacdo do DNA durante as divisbes celulares, através da adicdo de
grupamentos metil as fitas de DNA recém-sintetizadas nos sitios CpG hemimetilados
(GUIBERT & WEBER, 2013. Apesar de um estudo publicado em 1996 ter mostrado
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que fibroblastos com superexpressdao de DNMT1 apresentaram aumento da
metilacdo de novo, indicando que esta enzima também € capaz de realizar esse tipo
de metilacdo (VERTINO et al, 1996), a DNMT1 tem preferéncia 10-40 vezes maior
por dinucleotideos hemimetilados (BESTOR, 1992; PRADHAN S et al, 1999).

Outro membro identificado por homologia de sequéncia foi chamado
DNMT2, no entanto, posteriormente, foi identificada sua fungédo na metilagdo de
RNA ao invés de DNA e é atualmente descrita como TRDMT1 (tRNA-aspartic acid
methyltransferase 1) (GOLL et al., 2006). E uma proteina altamente conservada em
muitas espécies e que compartilha caracteristicas estruturais e de sequéncia com a
familia das DNA metiltransferases, exceto por uma fenda que, acredita-se ser a
ligacdo com o acido nucleico, mas que nao se liga facilmente ao DNA dupla fita
(GOLL & BESTOR, 2005).

As DNA metiltransferases de classe trés (DNMT3A, DNMT3B) sao
responsaveis por estabelecer a metilacdo de novo, ou seja, adicionam grupamentos
metil a dinucleotidios CpG do DNA sem a necessidade de uma fita-molde metilada
(LUCZAK et al, 2006). Estas sdo altamente expressas em células embrionérias
precoces, fase em que ocorre a maioria dos eventos programados de metilacdo de
novo, e estao reguladas negativamente apds a diferenciacdo em tecidos somaticos
adultos. Entretanto, a DNMT3L, devido a falta de um aminoé&cido essencial para a
atividade catalitica, ndo possui capacidade de metilacdo; porém, atua como um
cofator para as enzimas DNMT3A e B (MULLER et al., 2015; GUIBERT & WEBER,
2013; GOLL et al., 2006).

Em diversos tumores, observa-se um padréo de hipometilacdo a nivel global
do genoma, incluindo elementos transponiveis como SINE e LINE, o que leva ao
aumento da instabilidade gendémica, predispondo o individuo a mutacdes, delecdes,
amplificacbes, inversdes e translocacdes. A hipometilacdo do DNA pode também
resultar na ativagéo de genes normalmente silenciados, ativando vias relacionadas a
proliferagcéao celular e escape da apoptose (EHRLICH, 2002; ISSA, 2008).

Outra alteracéo observada € a hipermetilacdo de genes supressores tumorais
(ESTELLER, 2008). Cerca de 3 a 6% de todas as citosinas do genoma sao
metiladas em humanos, e em cancer, a hipermetilacdo é uma marcacéo epigenética
chave para o processo de tumorigénese, contribuindo com o desenvolvimento de
todos os tipicos hallmark do céncer que resultam na inativagdo de genes
supressores tumorais (HANAHAN & WEINBERG, 200) (Figura 17).
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Figura 17 - Padrbes de metilacdo alterados na tumorigénese
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Legenda: A hipermetilacdo de ilhas CpG em genes supressores tumorais € considerada uma
alteracdo comum em células transformadas e resulta na inativacdo transcricional destes
genes e a perda de suas funcdes normais. Este mecanismo epigenético contribui para
aquisicdo de muitos dos hallmarks do cancer. Simultaneamente, 0 genoma da célula
tumoral passa por uma hipometilacéo global em sequéncias repetitivas, genes imprinting e
em genes tecido-especificos. Em alguns casos, esta hipometilagdo € conhecida por
contribuir para o ganho do fenétipo tumoral, como perda de imprinting e ganho de
instabilidade gendmica. E, exon.

Fonte: Modificado de ESTELLER, 2007.

O silenciamento génico promovido por metilacdo é potencialmente reversivel,
tornando-se assim um potencial alvo terapéutico (KWA et al., 2011). Ha quase 50
anos, foram desenvolvidos dois analagos de citidina que inicialmente foram
utilizados no combate a células tumorais (SORM et al., 1964), mas que
posteriormente descobriu-se que eram (teis para promover queda nos niveis de
metilacdo global do DNA (JONES & TAYLOR, 1980). Sao eles: 5-azacitidina e 5-
aza-2'-deoxicitidina (decitabina) (Figura 18). Pelo seu papel em inibir a metilacéo do
DNA sdao utilizados em estudos sobre o papel da metilagdo na regulacdo da
expressdo génica (NERVI, DE MARINS & CODACCI-PISANELLI, 2015). Durante a
replicacdo do dna, os analagos de citidinas sdo incorporados a nova fita, uma vez
que sdo reconhecidos pelas DNMTs como substratos. No entanto, ao serem

reconhecidos, estes analogos estabelecem uma ligacdo covalente irreversivel com
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as DNMTs, impedindo assim a fung&o destas e resultando numa queda de metilagao
global do DNA sintetizado (SZYF, 2009; STRESEMANN & LYKO, 2008).

Figura 18 - Analogos de citidinas usados em estudos de regulcao por metilcéo
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Fonte: Modificado de NERVI, DE MARINS & CODACCI-PISANELLI, 2015.

Como dito anteriormente, poucos trabalhos mostram mecanismos
relacionados a regulacéo da expressdo de SPRR3. Portanto, pouco se sabe sobre
0S mecanismos pelos quais hd o decréscimo gradual da expressdo de SPRR3
durante a tumorigénese esofagica. Logo, é possivel sugerir que a perda prematura
desta proteina desempenhe papel na transformacao neoplasica (Siméo et al., 2011).
Ao considerarmos a alta agressividade caracteristica do carcinoma epidermoide de
esoOfago, faz-se necessario entender os possiveis mecanismos pelos quais células
normais adquirem alteracdes que facilitem a tumorigénese esofégica. A utilizacdo da
SPRR3 como marcador de perda de diferenciacdo no epitélio esofagico pode tornar
possivel a deteccdo de tumores em estagios iniciais de desenvolvimento facilitando
o tratamento da doenca e o entendimento de sua contribuicdo para 0 mecanismo de
carcinogénese esofagica pode gerar potenciais alvos terapéuticos. Neste sentido,
este estudo foi desenvolvido a fim de conhecermos melhor os mecanismos por tras

deste fendmeno.
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1. OBJETIVOS

1.10bjetivo geral

Avaliar possiveis mecanismos envolvidos na regulagdo da expressdo de SPRR3

no carcinoma epidermoide de esodfago (CEE).

1.2 Objetivos especificos

a) Avaliar o perfil de expressdo génica de SPRR3 em linhagens celulares de

CEE, bem como em amostras pareadas de mucosa adjacente ao tumor e

tecido tumoral de pacientes com CEE;

b) Avaliar o perfil de expressdo de DNMT1, DNMT3A e DNMT3B em amostras

pareadas de mucosa adjacente ao tumor e tecido tumoral de pacientes

diagnosticados com CEE;

c) Avaliar o perfil de metilgdo de DNA de SPRR3 em linhagens celulares de CEE

d)

f)

9)

h)

tratadas ou ndo com agente demetilante, bem como em amostras pareadas
de mucosa adjacente ao tumor e tecido tumoral de pacientes com CEE;
Correlacionar as possiveis alteracdes de metilacdo com expressao dos genes
SPRR3 e DNMT1, DNMT3A e DNMT3B em pacientes com CEE;
Correlacionar o perfil de metilacdo e expressdo génica de SPRR3 em
linhagem celular de es6fago apods tratamento com o agente demetilante;
Avaliar o perfil de expressao e de metilacdo de SPRR3 com os dados clinico-
patolégicos dos pacientes com CEE;

Avaliar, por meio de andlises in silico, possivel associagdo de microRNAs na
regulacéo da expressdo de SPRR3 em CEE;

Avaliar, por meio de andlises in silico, possivel associacdo de fatores de

transcricdo na regulacao da expresséo de SPRR3 em CEE;
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras de Pacientes

2.1.1 Amostras Recém-Obtidas

O estudo inclui amostras cirtrgicas ou de biopsias de carcinoma epidermoide
de es6fago e sua mucosa adjacente criopreservadas em RNA later, coletadas no
Instituto Nacional de Cancer — INCA e armazenadas no Banco Nacional de Tumores
— BNT. Os dados socio-demogréficos destes individuos foram obtidos a partir de
questionario padronizado pelo grupo, colhidos no ato da coleta das biopsias. Este

projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa pelo nimero 116/11 (INCA).

2.1.2 Extracao do RNA

As amostras recém-obtidas de CEE e tecido normal adjacente foram
processadas no Banco Nacional de Tumores (BNT) - INCA, como determina o
regimento da instituicdo. Para a extracdo do RNA total, foi utilizado o RNeasy Mini
kit (Qiagen, Alemanha), seguindo as orientagcoes do fabricante. As amostras foram
armazenadas em freezer -80°C até sua utilizacéo.

Um fragmento da biépsia de até 30 mg foi colocado em um microtubo de 1,5
mL junto com 200 pL do tampdo RLT com beta-mercaptoetanol. Apds macerar o
tecido, foram adicionados mais 400 pL do tampdo RLT e posteriormente foram
centrifugados em microcentrifuga por 3 min a velocidade de 12.000 x g. Em seguida,
0 sobrenadante foi transferido para um novo tubo e 1 volume de etanol 70% foi
adicionado. Apos homogeneizacao, 700 pL da solucdo foram transferidas para uma
coluna de purificacdo alocada em um tubo coletor de 2 mL e centrifugados por 15 s
a 8.000 x g. Ao término, o liquido do tubo coletor foi descartado e o procedimento foi

repetido até passar toda a solucéo pela coluna. Em seguida, 700 pL do tamp&do RW1
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foram adicionados a coluna de purificacéo e centrifugados por 15 s a 8.000 x g. Ao
término, o liquido do tubo coletor foi descartado e 500 pL do tampdo RPE foram
adicionados a coluna de purificacdo e, posteriormente, centrifugados por 2 min a
8.000 x g. Em seguida, a coluna foi transferida para um novo tubo coletor de 2 mL e
centrifugados por 1 min a 12.000 x g. Apds essa centrifugacdo, a coluna foi
transferida para um microtubo de 1,5 mL e 30 pL de agua livre de RNase foram
adicionados no centro da membrana sem encostar a ponteira na mesma a fim de
elur o RNA total. Ap6és 1 minuto a temperatura ambiente, os tubos foram
centrifugados por mais 1 min a 8.000 x g. A coluna foi descartada e posteriormente
os tubos contendo o RNA total extraido foram armazenados a -80°C.

2.1.3 Quantificacdo do RNA

A quantificacdo e determinacdo da pureza das amostras de RNA foi realizada
com o auxilio do equipamento NanoDrop (Uniscience), um espectrofotdmetro
simples, capaz de mensurar a concentracdo de &cidos nucleicos em solucéo. Para a
realizacdo da quantificacao, é necessario configurar os parametros do equipamento
para mensurar acidos nucleicos, determinados pela absorvancia em comprimento de
onda de 260 nm. Em seguida, 1 pL de RNA total foi pipetado no leitor do aparelho. O
aparelho calcula a concentragdo do RNA em ng/uL e verifica o grau de pureza da
amostra a partir da razdo entre a leitura em 260 nm e a leitura em 280 nm
(comprimento de onda necesséario para mensuragdo de proteinas na solucdo). As
amostras foram consideradas puras quando o resultado desta razéo era equivalente

ou ultrapassava o valor de 1,7.

2.1.4 Reacao de Transcriptase Reversa

A fim de analisarmos a expressao génica por PCR (reacdo em cadeia de
polimerase) quantitativo, foi realizada a converséao da fita simples de RNAm em fita
dupla de DNA complementar (cDNA). A sintese de DNA complementar (cDNA) foi

feita através da reacao de transcricdo reversa (RT), na qual o 500 ng de RNA total
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extraido, foi incubado com a enzima transcriptase reversa SuperScript 1I®
(Invitrogen, Estados Unidos). Posteriormente, em um microtubo foram adicionados
250 ng de primer randémico (Promega), 500 ng de RNA, 1 uL de dNTPs a 10 mM e
agua livre de RNase suficiente para completar o volume final de 20 pL de reacédo e
subsequente incubagdo 20 por 5 min a 65°C. Em seguida, foram adicionados 4 pL
do tampdo da enzima transcriptase reversa (5X) fornecido pelo fabricante
(Invitrogen, Estados Unidos) e 2 yL de DTT 0,1M e subsequente incubagao por 2
min a 25°C. Logo em seguida, foi adicionado 1 uL de SuperScript lI® (200 U) e as
reacoes foram incubadas no termociclador por 10 min a 25°C e 50 min a 42°C. A
inativacao da enzima é feita incubando a reacdo a 70°C por 15 min. Apdés a sintese,

o cDNA foi armazenado a -20°C até sua utilizacao.

2.1.5 Reacdo Em Cadeia Da Polimerase Quantitativa (QPCR)

A técnica de PCR em tempo real foi utilizada para analisar a expressdo dos
RNAmM correspondentes aos genes SPRR3, DNMT1, DNMT3A e DNMT3B. O
GAPDH foi usado como housekeeping gene (ou gene de referéncia). As sequéncias
dos oligonucleotideos especificos para amplificacdo de segmento de cada gene e as
demais informacdes sobre a reacdo de PCR em tempo real encontram-se na Tabela
1.

As reacdes foram realizadas na plataforma Rotor-gene (Qiagen). Em cada
reacao foi adicionado 5 pL de tampdo SYBR green FAST 2x (Qiagen), 0,3 pL de
cada um dos oligonucleotideos especificos da reacdo a 10 pM, 1 puL de cDNA
diluidos 1:20 e 3,4 pL de agua livre de nuclease. . A ciclagem consistiu de uma
incubacédo a 95°C por 5 min, seguida de 40 ciclos de desnaturacéo a 95°C por 5 seg
e anelamento/amplificagdo a 60°C por 10 seg. ApGs cada ciclo, a fluorescéncia foi
capturada. Ao fim da reacao, foi adicionada uma curva de dissociacao (Curva de
Melt) a fim de verificar a formacé&o de produtos inespecificos, formacéo de estruturas
secundarias e contaminacdo na reacdo. Para a quantificacdo dos resultados e
determinacdo da eficiéncia dos oligonucleotideos iniciadores especificos para cada
gene (Tabela 1) foi estabelecido uma curva padrédo de expresséo utilizando uma

diluicdo seriada de cDNA de um controle positivo da reacao.
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Tabela 1 - Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores as reacdes de qPCR

Gene Identificaco Sentido Sequéncia (5' - 3') A Pro_d_uto
mplificado
SPRR3  NC_000001.11 Senso CTC AGC TTC AAC AGC AGC AG
Anti-senso TTG TGT TTC CAG GTT GTG GA
pnmT  M_001379 Senso AAC TCC AAG ACC CAC CCT CC 151 pb
Anti-senso CAG ACT CGT TGG CAT CAA AGA T
DNMT3A  WM_175629 Senso CAG AAG CGG GCA AAG AAC AGA 134 pb
Anti-senso CTG GAA GGT GAG CCT CGG CA
DNMT3E  WM_006892 Senso ATC AGG ATG GGA AGG AGT TT 163 pb
Anti-senso TCG GAG AAC TTG CCA TCG CC
GAPDH WM_002046 Senso CAA CAG CCT CAA GAT CAT CAG CAA 124 pb

Anti-senso AGT GAT GGC ATG GAC TGT GGT CAT

A quantificacdo relativa ao controle interno, GAPDH, de cada gene, foi
possivel pelo método de ACt. Um grafico de amplificagdo, cujo eixo Y era o sinal de
fluorescéncia e o eixo X era o numero de ciclos, foi desenhado. No primeiro ciclo da
reacao de PCR ha pouca mudanca no sinal de fluorescéncia. Isso definiu a linha de
base para o grafico de amplificacdo. Um nivel de fluorescéncia acima da linha de
base indicou o acumulo de produto de PCR, que é representado por meio de uma
curva exponencial. Foi determinado, entdo, um limiar de deteccao de fluorescéncia
fixo acima da linha de base (threshold) durante a fase exponencial da PCR. A patrtir
desse limiar, é obtido o parametro Ct (ciclo de threshold), definido como o nimero
de ciclos, inteiro ou ndo, em que a fluorescéncia ultrapassou o limiar previamente
estabelecido. A diferenca entre as médias (de trés experimentos) do gene de
interesse e do gene de referéncia, foi calculada pelo programa Microsoft Excel e o
valor de quantificacéo relativa foi expresso como 2 (LIVAK & SCHMITTGEN,
2001). Como gene de referéncia, foi esolhido o GAPDH (glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase), visto que foi observado que este gene se expressa
homogeneamente em dados de transcriptoma gerados por microarranjo de DNA de

amostras tumorais e amostras adjacentes ao tumor, em amostras de CEE.
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2.1.6 Extracdo do DNA

As amostras de CEE e tecido normal adjacente foram processadas no
laboratorio do BNT-INCA, como determina o regimento da instituicdo. Foram
utilizadas as mesmas amostras em que foi extraido RNA. Para a extragdo do DNA
total, foi utilizado o DNeasy Mini kit (Qiagen, Alemanha), seguindo as orientagdes do
fabricante. As amostras foram armazenadas em freezer -20°C e foram utilizadas na
avaliacao do perfil de metilacdo da regido promotora de SPRR3.

As amostras provenientes de biopsias de CEE foram colocadas em microtubo
de 1,5 mL contendo 150 pL de tampao ATL e maceradas com auxilio de pildao. Apds
esse processo, foram adicionados mais 150 uL de tampao ATL e a proteinase K,
com posterior incubacdo a 56°C em agitacdo constante por 2 horas no equipamento
Thermomixer Comfort (EPPENDORF®). A inativagdo da proteinase K foi realizada
pela manutencdo das amostras a 90°C em agitacdo constante durante 10 minutos,
seguida por centrifugacdo a 14000 rpm por 30 segundos e adicdo de 200 pL de
tampao de ligacdo e 200 yL de etanol absoluto. Apods a homogeneizagdo das
solucdes, este conteudo foi entdo transferido para a uma coluna com tubo coletor
(contidos no kit) e centrifugado a 14000 rpm por 1 minuto. A solugédo coletada no
tubo foi descartada. Adicionou-se em seguida 500 yL de tampdo de lavagem a
coluna e esta foi centrifugada a 14000 rpm por 1 minuto. A solu¢éo coletada no tubo
foi descartada. Foi adicionado em seguida 500 pL de um segundo tampdo de
lavagem a coluna e esta foi centrifugada a 14000 rpm por 1 minuto. A solucéo
coletada no tubo foi descartada. Foi realizada uma centrifugacédo a 14000 rpm por 3
minutos para a retirada de qualquer residuo do tampé&o. O tubo coletor foi entdo
descartado e substituido por um microtubo de 1,5 mL. Por fim, foram acrescentados
30 pyL de tampéao de eluigdo (contido no kit) ao centro da coluna seguida de uma
centrifugacédo a 14000 rpm por 1 minuto e 0 material coletado foi armazenado em

refrigeracdo até seu uso.
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2.1.7. Quantificacdo de DNA

Assim como para as amostras de RNA, a quantificacdo e determinacdo da
pureza das amostras de DNA foram realizadas com o auxilio do equipamento
NanoDrop (Uniscience). Para a realiza¢do da quantificacédo, é necessario configurar
0s parametros do equipamento para mensurar acidos nucleicos, determinados pela
absorvancia em comprimento de onda de 260 nm. Em seguida, 1 pL de DNA total foi
pipetado no leitor do aparelho. O aparelho calcula automaticamente a concentragao
do DNA em ng/pL e verifica o grau de pureza da amostra a partir da raz&o entre a
leitura em 260 nm e a leitura em 280 nm (comprimento de onda necessario para
mensuracdo de proteinas na solucdo). As amostras foram consideradas puras

guando o resultado desta razdo era equivalente ou ultrapassava o valor de 1,7.

2.1.8. Modificacao Por Bissulfito de Sédio

A conversdo por bissulfito de sd6dio tem como base a desaminagdo das
citosinas ndo metiladas a uracila e a manutencdo das citosinas metiladas na
presenca de NaOH e bissulfito de s6dio (FROMMER et al., 1992). Foi utilizado EZ
DNA Methylation Kit® (Zymo Research, Estados Unidos), de acordo com o protocolo
fornecido pelo fabricante. ApGs o tratamento, o DNA foi eluido em 20 pL do tampéo
de eluicdo fornecido no kit, de maneira que sua concentragcédo final fosse de 25

ng/uL. As amostras foram armazenadas em freezer -20°C até sua utilizacao.

2.1.9. Reacado de PCR para Pirossequenciamento

Para a determinagcédo do nivel de metilagdo da regido promotora de SPRR3,
foi necessaria uma prévia amplificacdo das regides de interesse. Para isso, um total
de 25 ng de DNA gendmico tratado com bissulfito de sddio foi amplificado utilizando
oligonucleotideos iniciadores especificos para as regides que contém os sitios CpGs

avaliados (Tabela 2). A figura 19 ilustra a localizacdo dos sitios CpGs avaliados,
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sendo Sitios A e B localizados na regido promotora (TSS1500) e Sitio C localizado
na regido 5UTR, com respectivas distancias em relagdo ao ponto de inicio da
transcricdo génica, assim como também inclui a identificacdo das sondas na
Plataforma Infinium 450K. Vale ressaltar que o promotor de SPRR3 n&o possui ilhas
CpGs, mas sim, sitios CpGs . Logo, foram desenhados trés pares de
oligonucleotideos que amplificam regides que contemplam 3 sitios CpGs (Figura 19).

Para que posteriormente apenas uma das fitas amplificadas seja selecionada,
um dos oligonucleotideos utilizados na reacdo de PCR deve ser marcado com
biotina. A reagdo de PCR foi realizada em um volume final de 50 pL contendo
Tampéao 1X, 0,2 mM dNTP Mix, 0,2 mM de cada primer, (2,0mM para primer Sitio A,
2,0 mM para primer Sitio B e 1,5mM para primer Sitio C) de MgCl, 50mM e 1
unidade de Tag Platinum DNA polimerase (Qiagen, Alemanha). A amplificacédo foi
realizada nas seguintes condicdes: pré-desnaturacao (5 minutos a 95°C), seguida de
50 ciclos de desnaturacéo (30 segundos a 95°C), anelamento (30 segundos a 55°C
para Sitio a, 57°C para Sitio b e 53°C para Sitio c) e extenséo (30 segundos a 72°C),
finalizada por uma extensédo a 72°C por 10 minutos. Os produtos das reacfes de

PCR foram entéo visualizados em gel de agarose 2%.

Tabela 2 - Sequéncia de oligonucleotideos utilizados para amplificacdo das regides
contendo sitios CpGs no gene SPRR3 pela técnica de
pirosequenciamento

Sitio Sentido Sequéncia (5' - 3") Anljz)?i?iﬂg)do
A Senso GGT TGA GTT ATA ATG TTA TAT AGA 295 pb
Anti-senso AAC CAA ATT AAT CCT ATT AAACTT
Sequenciamento AAC AAT AAACAT TTC
B Senso TTT AAT TAT GAG GAA GTT TAATAG G 175 pb
Anti-senso CTA ACT CAC TATCCACCCTTTAT
Sequenciamento GGT TAA GAG GTT TGG
C Senso GAG TAT TAG GAA GGA TAG TTA TG 115 pb
Anti-senso ACC TAA AAACCT CTATTC ACA CTA

Sequenciamento GGG TAT GTG TGG G
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Figura 19 - Representacao grafica da localizagéo dos sitios CpGs avaliados

375 265 =550
leg04138756] A B [cg25856811 ¢ [eg21543102]
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500ph 2110 pb

Legenda: Esquema representando gene SPRR3 e a distribuicdo ao longo do gene das regifes
avaliadas neste estudo. Os retangulos da cor preta representam os éxons, sendo 0s éxons
1, 2 e 3, da esquerda para a direita. As letras A, B e C correspondem a identificacdo dos
sitios analisados neste estudo.Os numeros acima das letras correspondem a localizagao
dos sitios em relacéo ao ponto de inicio da transcri¢ao.

Fonte: Genome Browser.

2.1.10 Pirosseguenciamento

Os produtos amplificados nas reacdes de PCR (Tépico 3.1.1.9) foram
examinados por pirossequenciamento mediante selecdo das fitas biotiniladas, por
“‘beads” revestidas com estreptavidina, e posteriormente sequenciadas na
plataforma PyroMark Q96 (Qiagen, Alemanha) da Facility de Epigenética do INCA.
Esta técnica baseia-se no sequenciamento por sintese, com adicdo e incorporacéo
sequencial de nucleotideos. Cada nucleotideo é incorporado pela DNA polimerase
se houver complementariedade a fita molde, e essa incorporacdo pode ser
monitorada em tempo real. Inicialmente, o oligonucleotideo se anela a fita simples
do produto gerado na reacdo de PCR. S&o entdo adicionados tanto as enzimas
responsaveis pela catalise da reacdo: DNA polimerase, ATP sulfurilase, luciferase e
apirase quanto os substratos da reacgdo: adenosina 5 fosfosulfato 25 (APS) e
luciferina. O sequenciamento se inicia pela adicdo sequencial de dNTPs a fita molde
e, conforme h& a incorporagdo, ha também a liberagdo de pirofosfato (PPi) que é
convertido entdo, em ATP pela enzima ATP sulfurilase, na presenca do substrato
APS. O ATP produzido é utilizado na conversdo de luciferina em oxiluciferina
(catalisado pela luciferase) que gera luz em uma intensidade proporcional a
guantidade de ATP produzida. Sé entdo, a luz produzida é captada e visualizada

como um pico no gréafico luz X tempo, em que a altura de cada pico € proporcional a



56

quantidade de nucleotideos incorporados. Enquanto isso, a apirase degrada
continuamente os nucleotideos nao incorporados e o ATP. O método de
pirossequenciamento trata cada sitio CpG como um polimorfismo C/T e gera um
dado quantitativo da proporcdo relativa do alelo metilado versus o alelo né&o
metilado. Os niveis de metilagdo dos sitios CpG de interesse foram avaliados
convertendo os pirogramas em valores numericos correspondentes as alturas dos
picos obtidos (VAISSIERE et al., 2009). Para a andlise do perfil de metilacdo do
gene SPRR3 foram utilizados oligonucleotideos de sequenciamento como descrito
na Tabela 2.

2.2 Experimentos In Vitro

2.2.1 Caracteristicas das Linhagens Celulares

A principio, foram realizados testes a fim de detectarmos a expressdo génica
de SPRR3 em linhagens provenientes de epitélio esofagico normal e de CEE: HET-
1A, OE-21, TE-1le TE-13 (Tabela 3).

Tabela 3 - Descricao das linhagens celulares

Linhagem Histologia Diferenciacdo Estagio  Tumorigenicidade Imortalizagdo

HET-1A Normal - - - Sv40
OE-21 CEE Moderado A + -
TE-1 CEE Bem Il + -
TE-13 CEE Pouco v + -

FONTE: ATCC HTTP://WWW.ATCC.ORG/



http://www.atcc.org/
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2.2.2 Cultivo das Linhagens Celulares

As linhagens celulares OE-21, TE-1 e TE-13 foram cultivadas em meio RPMI
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), 1% do coquetel de
penicilina/estreptomicina e 1% de glutamina (GIBCO BRL, Gaithersburg, MD, EUA).
As células foram mantidas em estufa a 37° C e 5% de CO..

A linhagem HET-1A foi cultivada em meio BEBM com adicdo de colageno
bovino tipo | a 1mg/mL, fibronectina 1mg/mL e 1% do coquetel de
penicilina/estreptomicina e 1% de glutamina (GIBCO BRL, Gaithersburg, MD, EUA).
As células foram mantidas em estufa a 37° C e 5% de CO,. Todas as células sé&o
testadas com MycoAlertTM Mycoplasma Detection Kit (Cambrex Bio Science,

Estados Unidos) para a confirmagao da auséncia de contaminagao por micoplasma.

2.2.3 Extracdo de RNA

O RNA total foi extraido das células coletadas apds tratamento utilizando o
reagente TRIzol® (Invitrogen, Estados Unidos) seguindo indicacBes do fabricante.
Cada amostra foi homogeneizada por pipetagem em 500 uL de TRIzol® e incubada
por cinco minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, foram adicionados 100
ML de cloroférmio com subsequente homogeneizagdo em agitador vortex. Apoés este
processo, houve incubacdo por 5 minutos a temperatura ambiente e centrifugacdo a
12.000 rpm por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo e
foram adicionados 250 pL de isopropanol e 1 uL de glicogénio (Life Technologies,
Estados Unidos) com posterior agitacdo e incubacédo overnight em freezer -20°C,
para a precipitacdo do RNA. O protocolo foi seguido de centrifugacao a 12.000 rpm
por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com
500 pL de etanol 75%. As amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm por 5 minutos,
com posterior descarte do etanol. Ao pellet formado foram adicionados 10 uyL de
agua livre de RNase e DNase, as amostras foram armazenadas em freezer -80°C
até sua utilizacdo. A quantificacdo do RNA, a RT e a PCRq foram feitas nas

mesmas condi¢des das amostras humanas (itens 3.1.1.3, 3.1.1.4, 3.1.1.5).
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2.2.4 Tratamento com 5-Aza-2'-desoxicitidina

A fim de determinarmos melhor dose para tratamento com o0 agente
desmetilante 5-Aza-2 -desoxicitidina, foi realizada uma curva com diferentes doses
utilizando a linhagem celular OE21. Um total de 2x10* foram plaqueadas em cada
poco em placas de seis pocos. Apoés incubacdo por 24h, o tratamento foi iniciado
com 2 mL da solucéo de meio de cultura acrescido de 5-Aza-2'-desoxicitidina diluida
em DMSO nas doses de 10 nM, 100 nM e 1 yM. Ao controle, foram adicionados 2
mL da solugéo de meio de cultura acrescido de DMSO (mesmo volume de DMSO da
solucdo de 5-Aza-2’-desoxicitidina). Em seguida, as células foram incubadas por
120h na estufa a 37°C sob 5% de CO2. O meio de cultivo com o composto foi
trocado a cada 48 horas. Também foi realizada uma curva para determinar o melhor
tempo para o tratamento com o0 agente 5-Aza-2'-desoxicitidina. Para realizagéo
deste experimento, foram plagqueadas quantidades diferentes de células para cada
grupo de avaliacdo, como se segue: 25 x 104 células/poco para o tratamento por
24hs de exposicdo; 12,5 x104 células/poco para tratamento de 48h de exposicao;
6,2 x10* células/poco para tratamento de 72h de exposicdo; 3,1 x10* células/poco
para tratamento de 96h de exposicdo e 1,5 x10* células/poco para tratamento de
120h de exposicao.

Apoés incubacdo por 24h, as linhagens celulares seréo tratadas com 2 mL da
solucdo de meio de cultura acrescido de 5-Aza-2'-desoxicitidina diluida em DMSO na
dose de 100 nM, e cultivadas nas mesmas condi¢des do tratamento anterior. Serao
feitos mais dois experimentos independentes em triplicata de cada tratamento.

Para as linhagens TE-1 e TE-13, a curva de dose foi realizada com
tratamento com o agente desmetilante 5-Aza-2"-desoxicitidina nas concentragdes de
0,5 pM, 1,0 uM e 2,5 uM. Um total de 1x10° foram plaqueadas em cada poco em
placas de seis po¢os. ApGs incubagdo por 24h, o tratamento foi iniciado com 2 mL
da solucdo de meio de cultura acrescido de 5-Aza-2'-desoxicitidina diluida em DMSO
nas diferentes doses. Ao controle, foram adicionados 2 mL da solucdo de meio de
cultura acrescido de DMSO (mesmo volume de DMSO da solugdo de 5-Aza-2’-
desoxicitidina). Em seguida, as células foram incubadas por 72h na estufa a 37°C
sob 5% de CO,. O meio de cultivo com o composto foi trocado apds 48 horas do

inicio do tratamento.
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2.2.5 Ensaio de Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi avaliada por meio do ensaio de MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) que é amplamente utilizado para
determinacdo da viabilidade celular. Este teste baseia-se na quantidade de MTT
reduzida pela atividade metabdlica celular ligada ao NADH e NADHP formando
cristais de formazan, de cor azul. Dessa maneira, a quantidade de formazan medida
por espectrofotometria, é diretamente proporcional ao nimero de células viaveis.
Este teste foi primariamente sugerido por Mossman em 1983.

Inicialmente prepara-se a solucdo de meio com SFB com 1x10* células/100
ML e em seguida as células séo plaqueadas em placas de 96 pogos estéreis e
colocar em estufa 37°C e 5% de CO, por quatro horas. Em seguida, em ambiente
estéril, foi retirado o meio de cultura dos pocgos e adicionados 100 yL de meio sem
SFB e as placas permaneceram em estufa por 12-16h nas condicdes ja citadas
anteriormente. ApoOs isto, em meio estéril, foi retirado o meio de cultura e os
compostos foram adicionados, que devem estar diluidos em meio com SFB, aos
pocos, 200 uL/pog¢o. Em seguida, a placa foi colocada novamente em estufa por 24,
48 ou 72 horas. Foram adicionados 50 uL da solugdo de MTT em cada poco e
seguiu-se de encubacao por 4h. Apdés isto, retirou-se o sobrenadante e os cristais
precipitados foram diluidos com 100 pL de alcool isopropilico por poco e prosseguiu-

se com a leitura em leitor de placas a 540 nm.

2.2.6 Extracdo de DNA

O DNA genbdmico das células, foi extraido conforme descrito no item 3.1.1.6
para as amostras humanas assim como a quantificagdo, tratamento com bissulfito,
PCR e pirossequenciamento serdo realizados nas mesmas condi¢cbes ja descritas
anteriormente (itens 2.1.8, 2.1.9, 2.1.10, 2.1.11).
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2.3 Andlise in silico de miRNAs

Foram utilizados dados de sequenciamento de RNA total provenientes de 94
amostras CEE e 3 amostras de tecido adjacente ao tumor depositados no TCGA (do
inglés: The Cancer Genome Atlas; https://gdc.nci.nih.gov/) visando identificar os
mMIiRNA diferencialmente expressos no tumor em relagdo ao tecido nao tumoral
adjacente. Para esta andlise foi utilizado o pacote DESeq2 do programa R e os
parametros utilizados foram valores de >1 e <-1, assim como FDR<0.05. Uma vez
determinados os mMiRNAs diferencialmente expressos no tumor, foi realizada a
integracdo desses dados com os dados de transcriptomas também depositados de
Log fold change no TCGA a fim de avaliarmos possivel correlacdo entre expressao
de SPRR3 e miRNAs super-expressos encontrados. Para a andlise destes dados foi
utilizado programa DESeq2 do Software R.

2.4 Andlise in silico de Fatores de Transcricao

Para a predicdo de sitios de ligacdo de fatores de transcricdo (FT) ao
promotor de SPRR3, foi utilizado a ferramenta Matinspector do software Genomatix
e o programa JASPAR 2016. Foi feita a intersecao dos dados gerados entre os dois
programas e foram identificados 24 FT em comum

(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/). Dentre estes FT foram

identificados 0s que possuiam relacdo estatisticamente significante com expressao
de SPRR3, mediante analise utilizando programa R.

Os fatores transcricionais identificados foram submetidos a posterior anélise
para identificacdo de alvos pelo miR-21 utilizando site MiRWalk e MirTarBase. Apos
esta triagem, foi identificado o perfil diferencial de expressdo conforme dados

gerados pelas técnicas de RNA-Seq e microarranjo realizadas pelo nosso grupo.


http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/
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2.5 Analises Estatisticas

Inicialmente, foi feita analise descritiva da populacdo do estudo com
frequéncias absoluta e relativa para as variaveis categoricas e medidas de tendéncia
central (média ou mediana) e de dispersdo (desvio padrdo ou valores minimo e
maximo) para as variaveis continuas. As analises estatisticas referentes a
comparacao da expressao génica em diferentes grupos foram realizadas com o
auxilio do software GraphPad Prism 5. Primeiramente, todos os dados foram
testados quanto a sua normalidade pelo teste Kolmogorov-Smirnov. Quando os
grupos a serem comparados passavam no teste de normalidade, foi realizado um
teste paramétrico (Teste T pareado ou ndo pareado, dependendo do caso). Ja
guando os dados ndo obedeceram a distribuicdo normal, foram utilizados testes néao
paramétricos (Wilcoxon ou Mann-Whitney para amostras pareadas e ndo pareadas,
respectivamente). As correlagbes entre os diferentes parametros avaliados foram
feitas com o auxilio do software GraphPad Prism 5. Quando os dados se
enquadravam num distribuicdo normal, foi feito o teste de Pearson, enquanto que a
correlacao de Spearman foi utilizada quando os dados ndo foram paramétricos.

Os fatores sécio-demograficos e clinicopatologicos foram avaliados pelo teste
do 1% (qui-quadrado) em relacdo a fold change de expressédo da SPRR3. Para a
analise exploratoria da sobrevida global, foi utilizado o método de Kaplan-Meier e
para avaliar a diferenca entre os grupos, foi aplicado o teste de log-rank. Para tanto,
foi utilizado pacote estatistico SPSS, versédo 20.0.

Para todas as andlises utilizou-se p < 0,05 como critério para determinar

valores estatisticamente significativos.



62

3 RESULTADOS

3.1 Casuistica

Foram incluidas neste estudo, 35 pares de amostras correspondentes a
mucosa adjacente ao tumor e ao tecido tumoral de individuos diagnosticados com
carcinoma epidermoide de esbfago entre os anos de 2012 e 2013 coletadas no
Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes de Souza — INCA e armazenadas
no Banco Nacional de Tumores da instituicdo. As caracteristicas clinico-patolégicas
dos pacientes listadas na tabela 4.

Conforme as informacfes disponiveis, os pacientes com CEE foram
predominantemente do sexo masculino (71,4%), com idade mediana de 60 anos.
Em relacdo aos habitos de vida, 60,0% séo fumantes ativos, 37,1% sao ex-fumantes
e apenas um individuo se declarou ndo fumante. A maior parte dos pacientes
selecionados declararou consumir ativamente bebidas alcodlicas (60,0%), 31,4%
dos pacientes avaliados neste estudo sdo ex-etilistas e apenas trés pacientes se
declararam n&o etilistas. Os tumores foram classificados em sua maioria como
moderadamente diferenciados (80,0%) e com localizacéo preferencialmente no terco
meédio (77,1%). Quanto ao estadiamento clinico, a maior parte dos tumores com

informacdao disponivel, foi classificada como Il — IV (88,6%) (Tabela 4).



Tabela 4 - Descricdo das caracteristicas sociodemograficas e clinicopatologicas
da populacdo do estudo

Caracteristicas n (%)
Idade <60 anos 20 (57,1)
= 60 anos 15 (42,9)
Mediana (min. — max.) 60 (39-7)
Género Masculino 25 (71,4)
Feminino 10 (28,6)
Tabagismo Nao 1(2,9)
Sim 21 (60,0)
Ex-tabagista 13 (37,1)
Etilismo N&o 3(8,6)
Sim 21 (60,0)
Ex-etilista 11 (31,4)
Subsitio Inferior 3(8,6)
Médio 27 (77,1)
Superior 5(14,3)
Diferenciagéo Pouco diferenciado 7 (20,0)
Moderadamente diferenciado 28 (80,0)
Estadiamento clinico I-11 (Precoce) 4 (11,4)
[1I-1V (Avangado) 31 (88,6)

3.2 Analise da Expressédo Génica de SPRR3

63

Inicialmente identificamos o perfil de expressdo de SPRR3 em 35 pares de

amostras de pacientes diagnosticados com CEE. Foi observada uma diminui¢do nos

niveis de expressao génica entre 0os grupos de amostras de tumor em relacdo as

amostras de tecido adjacente (p<0,0001), sendo a mediana de expressao nas

amostras adjacentes 5,66 vezes maios do que nos tumores (Figura 20).
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Figura 20 - Perfil de expressao génica de SPRR3 em pacientes com CEE
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Legenda: A) Dotplot representando a comparacdo da expresséo entre tecido adjacente ao tumor e
tecido tumoral. B) Variacdo da expressdo de SPRR3 entre os pares de amostras de CEE e
mucosa adjacente ao tumor. CEE - carcinoma epidermoide de esbéfago. qPCR realizado em
triplicata
A variacdo na expressao (Fold Change) de SPRR3 foi estatisaticamente

associada a idade e ao género dos pacientes com CEE. Como podemos observar

na tabela 5, considerando o Fold Change de expressdo de SPRR3, pacientes com
idade igual ou superior a 60 anos possuem maiores variagcbes da expressdo de

SPRR3, assim como também foi observado maiores niveis de variacdo em pacientes

do sexo feminino. Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi encontrada

para as comparacdes feitas utilizando o Fold Change de expressao e habitos sociais

(tabagismo e etilismo) e caracteristicas do tumor (tamanho do tumor, subsitio

esofagico e grau de diferenciacgao).
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Tabela 5 - Analise de fatores sociodemograficos e clinicopatologicos em
relacdo a fold change de expressdo de SPRR3

Caracteristicas Fold Change de expressdo SPRR3 p valor
Baixa Variacéo

Alta Variacao

n (%) n (%)
Idade

< 60 anos 13 (76,5) 7 (38,9,0) 0.02
=260 anos 4 (23,5) 11 (61,1) '

Género
Masculino 15 (88,2) 10 (55,6) 0.04
Feminino 2 (11,8) 8 (44,4) '

Tabagismo

N&o 5(29,4) 9 (50,0) -
Sim 12 (70,6) 9 (50,0) ’

Etilismo
N&o 8(47,1) 6 (33,3) 0.41
Sim 9 (52,9) 12 (66,7) ’
Tamanho do tumor
T1-T2 _ 1(7,7) 045
T3-T4 16 (100,0) 12 (92,3) ’
Subsitio Esofagico
Superior 2 (11,8) 3 (16,7) 0,15
Médio 12 (70,6) 15 (83,3)
Inferior 3 (17,6) _

Grau de

diferenciacéao

Pouco diferenciado 5 (29,4) 2(11,2)
Moderadamente 0,18
diferenciado 12 (70,6) 16 (88,9)

Legenda: Os valores representados indicam a quantidade de pacientes em cada grupo avaliado e,
entre parénteses o valor percentual correspondente. Valores inferiores @ mediana foram
classificados como “baixa variagdo de expressao”, ao passo que valores acima desta, foram
classificados como alta variagdo de expressao”.
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3.3 Avaliagdo da Associagéo entre a Metilagdo do DNA e Silenciamento Génico
de SPRR3

3.3.1 Analises do Perfil de Metilacdo de SPRR3

Conforme descrito em tépico anterior, SPRR3 apresenta perda de expressao
em amostras de tumor em comparacédo ao tecido adjacente tumoral. Por conta disto,
0 préximo passo foi investigar quais seriam 0s possiveis mecanismos envolvidos na
regulacédo da expressao de SPRR3.

Em analise preliminar dos resultados de metiloma obtidos no nosso grupo,
utilizando a plataforma Infinium 450 k (lllumina), observamos regiées do tumor com
maior taxa de metilacdo quando comparado ao seu tecido adjacente no gene
SPRR3. Foram analisados amostras pareadas de tecido adjacente ao tumor e
tecido tumoral provenientes de sete pacientes diagnosticados com CEE e também
amostras provenientes de mucosa esofagica de individuos livres de neoplasia. Foi
observado para os Sitios A e B (na regido promotora do gene), maiores niveis de
metilacdo em amostras tumorais em relacdo ao tecido tumoral adjacente e tecido
saudavel. J4 para o sitio C (5'UTR), foi observado aumento de metilagdo em
amostras tumorais e em amostras de tecido adjacente ao tumor em relacdo a
mucosa saudavel (Figura 21).

Portanto, estes resultados sugeriram evidéncias que justifiguem uma possivel
associacao entre a metilacdo do DNA e a expressao diminuida de SPRR3 no CEE.
A figura 6 contém a localizacdo de cada sitio CpG avaliado neste estudo e sua
localizag&o no gene, assim como a identificagdo da sonda correspondente em cada
sitio CpG no gene SPRR3.
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Figura 21 - Analise da metilagdo de SPRR3 utilizando dados do metiloma de
carcinoma epidermoide de esbfago
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Legenda: (A) Analise dos resultados preliminares de dados obtidos do metiloma de CEE, utilizando a
plataforma Infinium 450 k (lllumina) em que podem ser observadas amostras tumorais com
maior taxa de metilacdo quando comparada ao seu tecido adjacente e/ou a mucosa
esofagica saudavel (amostras pareadas de sete mucosas de individuos com CEE e sete
mucosas esofagicas de individuos sem neoplasia). Nesta analise foram identificadas trés
regides de interesse que foram avaliados no presente estudo, duas na regido promotora (A
e B) e uma na regido 5’'UTR do gene (C). * p<0,05.

O préximo passo foi validar os resultados encontrados na anélise de metiloma
em um grupo maior de pacientes. Portanto, identificamos o perfil de metilacdo de
SPRR3 nas mesmas amostras pareadas de pacientes com CEE que tiveram a
expressao desse gene avaliada. No entanto, por problemas técnicos, nem todas as
amostras puderam ser analisadas para os trés sitios identificados previamente,
sendo validados os resultados de 29 pares analisados para Sitio A, 35 pares para o
Sitio B e 34 pares para o Sitio C.

Para os trés sitios avaliados foram observadas taxas de metilacdo
significativamente maiores nos tecidos tumorais em comparacao aos seus tecidos
adjacentes correspondentes: 77,40 % vs. 58,47 %, p<0,0001 para Sitio A; 68,56 %
vs. 47,49 %, p<0,0001 para Sitio B e 85,47 % vs. 77,56 %, p<0,0001 para Sitio C
(Figura 22).
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Figura 22 - Analise do perfil de metilacdo dos trés sitios de SPRR3 em pacientes

com CEE
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Legenda: Boxplot representando a comparacao da metilagdo entre tecido adjacente e tumor para o
Sitio A (A), Sitio B (B) e Sitio C (C) p<0,0001

A capacidade do perfil de metilagdo de SPRR3 em discriminar mucosa

adjacente de tecido tumoral foi estatisticamente significativa para todos os sitios

analisados, com sensibilidade de 93,10% e especificidade de 86,21%, p<0,0001
para Sitio A; sensibilidade de 88,24% e especificidade de 76,47 %, p<0,0001 para
Sitio B e sensibilidade de 82,35% e especificidade de 73,53 %, p<0,0001 para Sitio
C, sendo acuréacia de 94,90%, 89,32% e 82,74%, respectivamente. Assim esses

dados mostram que estes tumores possuem padrdes caracteristicos de metilacao de

SPRR3 a ponto de identifica-los em relagdo a mucosa adjacente ao tumor (Figura

23).
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Figura 23 - Curvas ROC exibindo poder discriminativo entre tecido tumoral e mucosa

adjacente ao tumor utilizando os niveis de metilacao
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Legenda: Os pontos em vermelho correspondem aos pontos de corte que possuem melhores
valores de sensibilidade e especificidade para o Sitio A (A), Sitio B (B) e Sitio C (C).
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Investigarmos uma possivel correlagdo entre a diminuicdo da expressao
de SPRR3 com o perfil de metilagdo encontrado nos trés sitios analisados. Foi
observada uma diferenca estatisticamente significativa entre a metilacdo de
SPRR3 e sua expressao, para todos os sitios avaliados (p< 0.0001 para Sitio
A; p< 0.0001 para Sitio B e p=0,0007 para Sitio C). Para o Sitio A foi
encontrado coeficiente de correlacdo de -0,6083, para o Sitio Br=-0,4714 er=
-0,4475 para o Sitio C (Figura 24).

Figura 24 - Correlacdo entre expressdo génica e metilacdo de SPRR3 em
amostras de pacientes com carcinoma epidermoide de es6fago
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Legenda: Correlacdes entre expressdo génica de SPRR3 e niveis de metilagdo do Sitio A (A),
Sitio B (B) e Sitio C (C). Valores de p e de r estdo no grafico.

Em seguida, avaliamos se o perfil de metilagédo, utilizando o A Delta de
metilacdo, poderia estar associado com o0s dados clinico-patologicos dos
pacientes com CEE, no entanto ndo observamos nenhuma diferenca
estatisticamente significativa em nenhuma dessas associacfes avaliadas
(Tabela 6).



Tabela 6 - Mediana de A de metilagdo nos sitios A, B e C e valores minimo e maximo de acordo com as

categorias das variaveis sociodemogréficas e clinicopatoldgicas

A de metilagao sitio

Caracteristicas A de metilagao sitio A Valor de p A de metilagao sitio B Valor de C Valor de p
Mediana (Min-Max) Mediana (Min-Max) p Mediana (Min-Max)
Idade
<60 23,71 (0,74 - 56,21) 24,08 (-0,08 - 53,19) e 453’40'5'05 -
0,10 0,06 ,24) 0,24
> 60 15,59 (1,10 - 35,69) 16,37 (2,33 - 44,44) 7,20 (-3,07 - 24,25)
Género
Masculino 18,34 (0,740 - 56,21) 18,18 (2,33 - 53,19) 8,34 (-3,07 - 87,79)
0,46 0,16 0,32
Feminino 21,02 (7,36 - 35,69) 24,81 (-0,08 - 42,66) 6,90 (0,10 - 24,25)
Etilismo
Nunca 17,10 (13,18 - 21,02) 9.92 (10,08 - 17.22) 4,36 (1,25 - 7,87)
Sim, ex- 18,43 (0,74 - 56,21) 0,74 21,53 (2,33 -53,19) 0,10 8,12 (-3,07 - 87,79) 0,48
consumidor.
Sitio tumoral
. 25,89 (15,97-56,21) 28,32 (15,84 — 53,19) 18,68 (7,43 — 30,45)
Superior
Médio 18,43 (1,10 - 43,35) 011 19,07 (-0,08 - 49,46) 0.30 6,36 (-3,07 - 87,79) 0,06
Inferior NA 32,27 (4,50 — 37,79) 8,34 (7,62 — 15,90)
Grau de diferenciacdo
PouCo 26,25 (3,60 - 56,21) 18,18 (9,92 - 53,19) 7,87 (-3,07 - 87,79)
0,27 0,47 0,53
Moderadamente 18,25 (0,74 - 43,35) 20,15 (-0,08 - 49,46) 7,66 (-0,44 - 27,97)
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Legenda: Os valores de A Delta de metilagdo para cada sitio CpG avaliado foram calculados subtraindo o vaalor encontrado na amostra de tecido
adjacente ao tumoral, do valor observado na amostra tumoral, para cada individuo incluido neste estudo. NA: ndo aplicavel.
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4.3.2 Anélises da Expressido Génica das DNMTs

Nossos dados até aqui sugerem a participacdo da metilacao do DNA na
regulacao da expressao de SPRR3, uma vez que observamos uma diminuigao da
expressao génica correlacionada a hipermetilacdo de SPRR3 em amostras tumorais,
quando comparadas as amostras do tecido adjacente tumoral. O proximo passo foi
identificar o perfil de expressdo das DNMTs e possivel correlagdo com a metilagéo
de SPRR3 em amostras de CEE.

A fim de avaliarmos o envolvimento das DNMTs no processo de perda da
expressdo de SPRR3 no CEE, foi examinado o perfil de expressdo dos genes
DNMT1, DNMT3A e DNMT3B nas amostras tumorais e adjacentes. DNMTL1,
DNMT3A e DNMT3B foram superexpressos em tumores, 3,7, 2,6 e 13 vezes,
rescpectivamente, relativamente as mucosas adjacentes (valor de p< 0,0001,
p=0,0005 e p< 0,0001,respectivamente) (Figura 25).

Posteriormente correlacionamos os niveis de expressdo dos genes DNMT1,
DNMT3A e DNMT3B com a expressdao de SPRR3 no conjunto de amostras
avaliadas e observamos uma correlacéo inversa, com menor expressiao de SPRR3
em pacientes com maior expressdo de DNMT1 (p=0,0013; r=-0,3761), de DNMT3A
(p=0,0043; r=-0,3369) e de DNMT3B (p< 0,0001; r=-0,5969) (Figura 26).
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Figura 25 - Perfil de expressao génica de DNMT1l, DNMT3A e DNMT3B em
pacientes com carcinoma epidermoide de es6fago
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Legenda: A) Dotplot representando a comparacao da expressdo do gene DNMTL1 entre mucosa
adjacente ao tumor e tecido tumoral. B) Variacdo da expressdo de DNMT1 entre os pares
de amostras de CEE e mucosa adjacente ao tumor. C) Dotplot representando a comparacéo

da expressdo do gene DNMT3A entre mucosa adjacente ao tumor e tecido tumoral.

D)

Variacdo da expressdo de DNMT3A entre os pares de amostras de CEE e mucosa
adjacente ao tumor. E) Dotplot representando a comparacdo da expressdo do gene
DNMT3B entre mucosa adjacente ao tumor e tecido tumoral. F) Variacdo da expresséo de
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DNMT3B entre os pares de amostras de CEE e mucosa adjacente ao tumor. gPCR em

triplicata.

Figura 26 - Correlacdo entre os niveis de expressao de SPRR3 e DNMT1, DNMT3A
e DNMT3B em amostras de pacientes com carcinoma epidermoide de

DNMT3A
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Legenda: A) Correlacdo entre expressdo génica de SPRR3 e DNMT1 nas amostras tumorais e
mucosa adjacente ao tumor. B) Correlacdo entre expressao génica de SPRR3 e DNMT3A
nas amostras tumorais e mucosa adjacente ao tumor. C) Correlagao entre expresséo génica
de SPRR3 e DNMT3B nas amostras tumorais e mucosa adjacente ao tumor.

De forma semelhante, observamos correlagéo entre a expressdo de DNMT1 e
0s niveis de metilacdo de cada sitio CpG de SPRR3 (p=0,0019 e R = 0,4036 para
Sitio A; p=0,0176 e R = 0,2893 para Sitio B e p=0,0168 e R = 0,2912 para Sitio C)

(Figura 27).
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Figura 27 - Correlagdo entre a expressao génica de DNMT1 e a metilagdo dos 3
sitios de SPRR3 em amostras de pacientes com carcinoma epidermoide

de esbéfago
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Legenda: Correlagéo entre expressao génica de DNMT1 e niveis de metilagdo do Sitio A (A), Sitio B

(B) e Sitio C (C).

Correlacéo positiva, também foi observada entre a expressdo de DNMT3A e
niveis de metilacdo dos sitios CpG A (p=0,0130 e R= 0,3272, Pearson) e B

(p=0,0274 e R= 0,2695, Pearson). Entretanto, ndo foi observada correlacdo da

expressédo de DNMT3A e os niveis de metilagéo no sitio C (Figura 28).
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Figura 28 - Correlagéo entre a expressédo génica de DNMT3A e a metilacdo dos 3
sitios de SPRR3 em amostras de pacientes com carcinoma epidermoide

de esb6fago.
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Legenda: Correlacdo entre expressédo génica de DNMT3A e niveis de metilacdo do Sitio A (A), Sitio

B (B) e Sitio C (C).

A mesma analise foi feita com o gene DNMT3B e foram encontradas

correlagbes positivas estatisticamente significativas para os trés sitios avaliados
(p=0,0069 e r = 0,3570, para Sitio A; p=0,0066 e r = 0,3312, para Sitio B e p=0,0021

e r =0,3718, para Sitio C) (Figura 29).
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Figura 29 - Correlagéo entre a expressédo génica de DNMT3B e a metilacdo dos 3
sitios de SPRR3 em amostras de pacientes com carcinoma epidermoide

de esbéfago
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Legenda: Correlacé@o entre expressdo génica de DNMT3B e niveis de metilagcdo do Sitio A (A), Sitio

B (B) e Sitio C (C).

Em conjunto, nossos dados sugerem que a metilagdo do DNA como um possivel

mecanismo envolvido na diminuicdo da expressdao de SPRR3 em carcinoma

epidermoide de esofago.
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3.3.3 Impacto da Expressdo e Metilacdo de SPRR3 no Prognoéstico de Pacientes
com CEE

A sobrevida global dos pacientes avaliados neste estudo apresentou uma
mediana de 10 meses (IC 95% de 9,14 a 10,90) com apenas 7,3% dos pacientes
vivos ao final do seguimento avaliado (41 meses) (Figura 30). Devido a baixa
sobrevida dos pacientes com CEE, também avaliamos a sobrevida destes pacientes

em 24 meses, quando somente 21,8% estavam vivos neste periodo

Figura 30 - Curva de sobrevida global para os individuos incluidos no estudo
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Em seguida avaliamos se a expressdo génica de SPRR3 teria impacto na
sobrevida dos pacientes e observamos que individuos com expressao alta ou baixa
expressao deste gene (de acordo com a mediana) ndao apresentaram diferencas nas

taxas de sobrevida global (p=0,91) (Figura 31).
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Figura 31 - Curva de sobrevida global em relacdo a expressdo de SPRR3 em
pacientes com carcinoma epidermoide de es6fago
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Legenda: O critério utilizado para analise de sobrevida foi a mediana do Fold Change (FC) da
expressdo de SPRR3. O valor da mediana do FC foi 1,29. p=0,91

Em seguida, avaliamos o impacto no delta de metilacdo na sobrevida dos
pacientes incluidos neste estudo. Nossos dados mostraram que 0s pacientes
classificados como hipermetilados (delta de metilacdo acima da mediana) e
hipometilados (delta de metilacdo abaixo da mediana) nos sitios A e B néo
apresentaram diferenca significativa nas taxas de sobrevida (Figuras 32 e 33).
Entretanto, o delta de metilacdo do sitio C impactou na sobrevida destes pacientes,
onde individuos classificados como hipermetilados apresentaram uma sobrevida

significativamente melhor (39,3% dos pacientes vivos em 24 meses) do que oS
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individuos classificados como hipometilados (ndo houve sobreviventes), p=0,01

(Figura 34).

Figura 32 - Curva de sobrevida global em relacdo a metilagéo do Sitio A de SPRR3
em pacientes com carcinoma epidermoide de eséfago
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Legenda: O critério utilizado para analise de sobrevida foi a mediana do delta de metilagao para o
Sitio A. O valor da mediana do delta de metilagdo foi 21,4. HR = harzard ratio; IC =

intervalo de confianca.
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Figura 33 - Curva de sobrevida global em relacdo a metilagdo do Sitio B de SPRR3
em pacientes com carcinoma epidermoide de es6fago
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Legenda: O critério utilizado para analise de sobrevida foi a mediana do delta de metilagdo para o
Sitio B. O valor da mediana do delta de metilacdo foi 23,39. HR = harzard ratio; IC =
intervalo de confianca.
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Figura 34 - Curva de sobrevida global em relacdo a metilagéo do Sitio C de SPRR3
em pacientes com carcinoma epidermoide de eséfago
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Legenda: O critério utilizado para analise de sobrevida foi a mediana do delta de metilagdo para o
Sitio C. O valor da mediana do delta de metilacdo foi 8,16. HR = harzard ratio; IC =

intervalo de confianca.

3.3.4 Linhagem celular

Com base nos dados obtidos em analises in vivo, podemos sugerir a

participacdo da metilacdo do DNA como um possivel mecanismo envolvido na
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diminuicdo da expressdo de SPRR3 em CEE. Nosso passo seguinte foi confirmar o
envolvimento das DNMTs na metilacdo de SPRR3, mediante o tratamento das
células com agente inibidor da funcdo das DNMTs. Para isto, as células foram
tratadas com agente demetilante 5-Aza-2'- desoxicitidina a fim de verificarmos se

haveria diminuicdo dos niveis de metilacéo e retomada da expressédo de SPRR3.

Primeiramente identificamos o perfil de expressdo de SPRR3 em quatro
linhagens celular provenientes de mucosa esofagica humana, sendo uma obtida de
linhagem celular livre de neoplasia (HET-1A) e trés obtidas a partir de CEE (TE-1,
TE-13 e OE21) (Figura 35). Foi observado que TE-13 foi a linhagem celular tumoral
que expressou menores niveis de SPRR3 ao passo que a OE21 apresentou maiores
niveis detectaveis. As células HET-1A, que € uma linhagem proveniente de tecido
esofagico livre de neoplasia, ndo apresentou niveis elevados de SPRR3. Na figura
35 podemos comparar 0s niveis de expressdo encontrados para cada linhagem
testada e em amostras frescas tumorais de pacientes com CEE, mostrando que a
linhagem OEZ21 apresenta niveis de expressao similares aos de amostras tumorais
de pacientes. Por esse motivo, selecionamos a OE21 para 0s experimentos in vitro
iniciais.

Figura 35 - Perfil de expressdo de SPRR3 em linhagens celulares de carcinoma
epidermoide de es6fago
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Legenda: Niveis de expressdo de SPRR3 em linhagens celulares provenientes de mucosa esofagica,
tanto tumoral quanto saudavel, e em amostras de pacientes diagnosticados com CEE.
gPCR realizado em triplicata (média dos valores).
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O tratamento da linhagem OE21 com o agente demetilante 5-Aza-2'-
desoxicitidina foi feito inicialmente com concentra¢des de 10 nM, 100 nM e 1 uM por
6 dias (144 horas), com o objetivo de determinar a melhor dose da droga que
apresentasse menores niveis toxicos e o maior efeito de demetilacao. Foi observado
que a dose de 100 nM, apesar de ter causado a maior demetilagao dos sitios CpGs
avaliados em SPRR3 na linhagem OE21, (Figura 36-B), se mostrou bastante toxica
nesse tempo de tratamento, apresentando média de viabilidade celular de apenas
11% (Figura 36-A). Nao foi possivel avaliar os sitios de metilacao do sitio A, uma vez
que a reacao de pirossequenciamento nao funcionou em nenhuma condicéo

testada.

Figura 36 - Viabilidade celular e perfil de metilacdo dos sitios B e C de SPRR3 em
linhagem celular de carcinoma epidermoide de eséfago
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Legenda: (A) Porcentagem de células viaveis nas doses de 10 nm, 100 nm e 1uM, apés tratamento
com 5-Aza-2'-desoxicitidina por 144 horas; (B) e (C): Percentual de metilacdo de SPRR3
nos sitios B e C, respectivamente, nas doses testadas. Linhagem célular de carcinoma
epidermoide de eséfagop (CEE) OE21. Experimentos em triplicata.

Visto que a dose de 100 nM levou a uma demetilagdo expressiva, mas

altamente toxica no tempo de 144 horas, foi entdo realizado o tratamento com 5-aza-
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2'-desoxicitidina nessa concentracdo, com menores intervalos de tempo (24 — 120h).
A figura 37 mostra grafico de viabilidade celular referente ao tratamento
estabelecido, mostrando que todos os tempos, com excecdo de 120h, apresentaram
viabilidade celular superior a 50% em relacdo ao controle.

Figura 37 - Viabilidade celular em linhagem celular de carcinoma epidermoide de
es6fago apos tratamento com 5-Aza-2'-desoxicitidina
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Legenda: Contagem de células viaveis nos diferentes tempos (24h, 48h, 72h, 96h e 120h) na dose de
100 nM. Linhagem célular de carcinoma epidermoide de es6fagop (CEE) OE21.
Experimento realizado em triplicata.

Na figura 38 pode-se observar a demetilacdo de SPRR3 na linhagem OE21
provocada pelo tratamento com 5-Aza-2'- desoxicitidina ao longo do periodo
avaliado, mostrando que a partir de 72h o perfil de demetilagdo observado é
semelhante em todos os tempos que se sucederam. Para Sitio B foi observada
diminuicdo estatisticamente significante da metilagdo nas amostras tratadas com o
agente em relacdo ao controle, a partir de 48h (48h,p=0,0025; 72h, p=0,0099; 96h,
p=0,0010 e 120h, p=0,0024) (Figura 38-A). Quanto ao sitio C, foi observada
diminuicdo significante em todos os tempos avaliados (24h, p=0,0032; 48h,
p=0,0002; 72h, p=0,0008; 96h, p=0,0015 e 120h, p=0,0002) (Figura 38-B). N&o foi
possivel avaliar o sitio A, como dito anteriormente, pois a reacdo de

pirossequenciamento n&o funcionou.
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Figura 37 - Perfil de metilacdo dos sitios B e C de SPRR3 em linhagem de
carcinoma epidermoide de esdfago apls tratamento com 5-Aza-2'-
desoxicitidina
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Legenda: A) Percentual de metilagdo do sitio B de SPRR3 em linhagem celular OE-21 em tempos de
24 a 120 horas de tratamento com 5-Aza-2'- desoxicitidina na dose de 100 nM. B)
Percentual de metilagdo do sitio C de SPRR3 em linhagem celular OE-21 em tempos de
24 a 120 horas de tratamento com 5-Aza-2'- desoxicitidina na dose de 100 nM. Os valores
de p significativos encontram-se no grafico.
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A fim de avaliar se o perfil de expressdo génica se alterava pela metilacéo, foi
feita reacdo de gPCR nessas linhagens e foi observado um aumento dos niveis de
expressdo de SPRR3, embora ndo estatisticamente significativo, nas linhagens que
foram tratadas com o agente demetilante nos tempos de 72h, 96h e 120h (Figura
39).

Figura 39 - Expressdo de SPRR3 em linhagem de carcinoma epidermoide de
esbfago apos tratamento com 5-Aza-2'-desoxicitidina
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Legenda: Expressdo do gene SPRR3 em cada tempo avaliado (24h, 48h, 72h, 96h e 120h) na dose
100 nM em linhagem celular de carcinoma epidermoide es6fago OE21. Experimento
realizado em triplicata. Nao foram observados valores de p<0,05.

Com o intuito de avaliar se a demetilacdo promovida pelo tratamento com 5-
Aza-2’-desoxicitina também seria capaz de reestabelecer a expressdo de SPRR3
em outras linhagens de CEE, realizamos o tratamento nas linhagens TE-1 e TE-13.
Pelos resultados obtidos com a linhagem OE21 nesse trabalho e pelos dados
observados em outros trabalhos do nosso grupo, o tempo de tratamento selecionado
foi o de 72h.

Entretanto, conforme dados obtidos em experimentos prévios realizados em
nosso grupo, foi mostrado que a dose de 0,1 pM (100 nM) nédo foi capaz de
promover o mesmo efeito observado na linhagem OE21 nas linhagens TE-1 e TE-
13, sugerindo que essas células sejam menos sensiveis ao tratamento com esse

agente. Portanto, o tratamento com o 5-Aza-2'-desoxicitidina foi realizado em
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concentragbes maiores, 0,5 uM, 1 uM, e 2,5 uM no tempo selecionado de 72h,
conforme mencionando anteriomente. ApOs o tratamento, foi avaliada a viabilidade
celular das linhagens tratadas e tanto a TE1l quanto a TE13 apresentaram

viabilidade acima de 50% em todas as doses administradas (Figura 40).

Figura 40 - Viabilidade celular em linhagens celulares de carcinoma epidermoide de
es6fago apos tratamento com 5-Aza-2'-desoxicitidina
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Legenda: Contagem de células de carcinoma epidermoide de esbfago (OE21) viaveis apoés
tratamento por 72h com 5-Aza-2'-desoxi nas doses testadas (0,5 uM, 1 uM, e 2,5 uM).
Experimento realizado em triplicata.

Com a finalidade de verificarmos se o tratamento impactou na expresséao de
SPRR3, realizamos o ensaio de gPCR e somente o tratamento com a dose de 2,5
MM apresentou aumento de expressao de SPRR3 nas linhagens tratadas em relagéao
ao controle, embora sem a possibilidade de realizar tste estatistico visto o numero
de replicatas bioldgicas (Figura 41).
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Figura 41 - Variagéo da expressao de SPRR3 em linhagens celulares de carcinoma
epidermoide de esbdfago apds tratamento com 5-Aza-2'-desoxicitidina
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Legenda: Avaliagdo da expressdo do gene SPRR3 em cada linhagem celular de carcinoma
epidermoide de esbdfago, TE1 e TE13 (A e B, respectivamente), mediante ao tratamento
por 72h com agente demetilante em diferentes doses (0,5 uM, 1 uM, e 2,5 uM). Valores
relativos ao controle em cada dose avaliada. Experimento realizado em triplicata.

Pelo exposto anteriormente, a dose de 2,5 pM foi a escolhida para dar
prosseguimento aos demais experimentos com as linhagens TE1 e TE13. Em
relacdo aos niveis de expressdo de SPRR3, ndo foi observada significancia
estatistica entre o controle e a linhagem celular TEL1 (p = 0,0536), nem para a
linhagem celular TE13 (p = 0,0625), quando tratadas com o agente demetilante,
embora tenha sido possivel notar a expressdo aumentada de SPRR3 (cerca de 4
vezes mais na TE1l e cerca de 60 vezes mais na TE13), sugerindo um possivel

papel desse mecanismo epigenético na regulacao da expresséo desse gene (Figura

42).
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Figura 42 - Variagéo da expressao de SPRR3 em linhagens celulares de CEE
tratadas com 5-Aza-2'-desoxicitidina
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Legenda: Expressdo de SPRR3 nas linhagens TE-1 e TE-13 de CEE mediante ao tratamento com
agente demetilante na dose 2,5 uM. A) Fold Change de expressdo de SPRR3 em linhagem
TE-1 (p = 0,0536). Embora tenha sido observado um aumento da expresséao, este nao foi
estatisticamente significante. B) Fold Change de expressao de SPRR3 em linhagem TE-13.
Assim como para TE-1, também observamos um aumento da expressao, porém nao foi
estatisticamente significante (p = 0,0625). Experimento realizado em triplicata.

O tratamento com 2,5 pM de 5-Aza-2'- desoxicitidina promoveu aparente
demetilacdo de SPRR3 nas linhagens TE-1 e TE-13, no entanto, este efeito apenas
foi estatisticamente significante para Sitio A na linhagem TE-13, p = 0,0286 (Figura
43).
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Figura 43 - Perfil de metilagdo dos sitios A e B de SPRR3 em linhagens de

carcinoma epidermoide de esdfago apls tratamento com 5-Aza-2'-
desoxicitidina
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nda: A) Percentual de metilagéo do sitio A de SPRR3 em linhagem celular TE-1 tratada com
5-Aza-2'- desoxicitidina na dose de 2,5 pM. B) Percentual de metilagdo do sitio B de SPRR3 em
linhagem celular TE-1 tratada com 5-Aza-2'- desoxicitidina na dose de 2,5 puM. C) Percentual de
metilacdo do sitio A de SPRR3 em linhagem celular TE-13 tratada com 5-Aza-2'- desoxicitidina

na dose de 2,5 uM. D) Percentual de metilagdo do sitio B de SPRR3 em linhagem celular TE-13
tratada com 5-Aza-2'- desoxicitidina na dose de 2,5 uM. Os valores de p significativos encontram-se
no gréfico.

Diante do exposto, nossos dados sugerem que a diminuicdo da expressao de

SPRR3 esta correlacionada com metilagdo do DNA promovida pelas DNMTSs.

3.4 Identificacdo de Potenciais miRNAs Ligantes a SPRR3
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Em seguida, avaliamos se outro componente da maquinaria epigenética
poderia estar contribuindo para o silenciamneto de SPRR3 em CEE. A andlise
utilizando dados de 94 amostras de CEE e 3 amostras de tecido adjacente ao tumor
depositados no TCGA identificou 55 miRNAs diferencialmente expressos em CEE,
sendo 29 miRNAs super-expressos e 26 miRNAs sub-regulados. Com esse dado em
maos analisamos se a expressao génica de SPRR3 estava correlacionada com a
expressdo dos 29 miRNAs superexpressos em CEE. Para esta andlise foram
utilizados 74 dos 94 casos anteriormente citados, devido a disponibilidade de
informacéo sobre expressdo de SPRR3 e dos supracitados miRNAs. Foi observada
correlacao inversa entre expressdo de SPRR3 e hsa-miRNA-21 (p=0,0004; r=-0,4) e
hsa-miRNA-503 (p=0,0005; r=-39) (Figura 44).

Figura 44 - Correlagéo entre expressao de dois miRNAs super-expressos em CEE e

expressao génica de SPRR3
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Legenda: A) Correlac@o encontrada entre expressdo do miRNAa-21 e expressdo génica de SPRR3
utilizando dados de amostras de CEE depositados no TCGA. B) Correlacdo encontrada
entre expressao do miRNAa-21 e expressdo génica de SPRR3 utilizando dados de
amostras de CEE depositados no TCGA.

Utilizando a base de dados Mirwalk, SPRR3 n&o consta como alvo predito do
miR-21, porém foi identificada como alvo de miRNA-503 em trés diferentes bancos
(hsa-miRNA-503-3p: RNA Hybrid e hsa-miRNA-503-5p: miRmap, RNA22 e RNA
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Hybrid). Desta forma, nossos dados sugerem uma possivel participagdo dos miR-21
e miR-503 na regulacéo da expressdo de SPRR3 em CEE.

3.5 Identificacdo De Potenciais Fatores de Transcricdo Associados a
Expresséo de SPRR3

A fim de predizermos quais fatores de transi¢do (FT) se ligariam ao promotor
de SPRRS3, realizamos analise in silico utilizando os programas Matinspector e
JASPAR2016.

Segundo o JASPAR2016 foram identificados 355 FT com regifes de ligagao
no promotor de SPRR3, enquanto que o programa Matlnspector identificou 105 FT
com elementos responsivos na sequéncia do promotor deste gene. A intersecao
entre os dados gerados por ambos os programas resultou em 24 FT em comum
(Figura 45).

Figura 45 - Numero de potenciais fatores de transcricdo de SPRRS3 identificados

pelos programas Matinspector e JASPAR
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Legenda: Cruzando os dados gerados pelos programas Matlnspector e JASPAR, foram identificados
24 fatores transcricionais que se ligariam a SPRR3.

Tendo em méaos os dados de transcriptoma (RNA-Seq) gerados pelo nosso
grupo, de amostras pareadas de CEE e de mucosa esofagica de individuos
saudaveis, fizemos uma analise de correlacédo entre a expressao desses 24 genes
identificados com a expressdo de SPRR3. Treze destes genes apresentaram
correlacéo estatisticamente significante com a expressao de SPRR3 (Figura 46), dos

quais dois (PRDM1 e MEIS1) apresentaram correlacdo positiva e onze
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apresentaram correlacéo inversa (SPI1, GATA3, SRF, NFE2, MSX2, RFX5, TBX20,
CEBPB, FOSL1, PLAG1, TEAD4). Para os treze genes, igualmente avaliamos a
correlacdo entre a expressdo destes e SPRR3 utilizando dados depositados no
banco de dados The Cancer Genome Atlas (TCGA) e encontramos as seguintes
correlagbes: PRDM1 r=0,38, p=0,0032; SPI1 r=-0,41, p=0,012; GATA3 r=-0,26,
p=0,06; SRF r=0,48, p=0,9; MSX2 r=-0,11, p=0,56; NFE2 r=-0,15, p=0,374; RFX5 r=-
0,20, p=-0,20, MEIS1 r=0,15, p=0,37; TBX20 r=-0,01, p= 0,96; CEBPB r=-0,14,
p=0,40; FOSL1 r=0,01, p=0,96; PLAG1 r=-0,02, p=0,92; TEADA4 r=-0,27, p=0,055.

Além disso, todos apresentaram diferenca de expressao entre tecido tumoral
e tecido adjacente ao tumor. Dois genes (PRDM1 e MEIS1) apresentaram menor
expressdo no tumor quando comparado com a mucosa adjacente e os demais
genes apresentaram maior expressdo no tumor em relagdo a mucosa adjacente
(Tabela 7).

Tabela 7 - Relacdo dos treze fatores de transcri¢cdo identificados e sua variacdo na
expressao génica em amostras de carcinoma epidermoide de eséfago

Genes log2 Fold P
Change
PRDM1 PR Domain Containing 1 -1,66 <0,0001
SPI1 Spi-1 Proto-Oncogene 1,07 <0,0001
GATA3 GATA Binding Protein 3 0,88 0,018
SRF Serum Response Factor 0,48 0,009
MSX2 Msh Homeobox 2 2,20 <0,0001
NFE2 Nuclear Factor, Erythroid 2 3,76 <0,0001
RFX5 Regulatory Factor X5 0,72 <0,0001
MEIS1 Myeloid Ecotropic Viral Integration Site 1 Homolog -0,80 0,005
TBX20 T-Box Protein 20 3,29 0,001
CEBPB CCAAT/Enhancer Binding Protein Beta 1,86 <0,0001
FOSL1 FOS Like 1, AP-1 Transcription Factor Subunit 1,29 0,0002
PLAG1 Pleiomorphic Adenoma Gene 1 1,63 <0,0001
TEAD4 TEA Domain Transcription Factor 4 2,49 <0,0001

Legenda: A variacao de expressao foi normalizada na escala e log 2, que é a razao da expressao
génica entre amostra tumoral e tecido adjacente ao tumor (analise de transcriptoma por
RNA-seq).



Figura 46 - Correlacfes entre expressdo de SPRR3 e 13 fatores de transcricao
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Legenda: Treze fatores de transcricdo foram selecionados mediante valor de p encontrado nas correlacées com a expresséo de SPRR3 obtidas na andlise
feita a partir dos dados gerados pelo transcriptoma (RNA-Seq) realizado pelo nosso grupo. Pontos verdes correspondem a amostras livres de

neoplasia, pontos azuis correspondem a amostras provenientes de tecido adjacente ao tumor e os pontos vermelhos correspondem ao tecido
tumoral.
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Visando integrar os dados obtidos nas analises preditérias de miRNA e de

fatores de transcricdo e tendo conhecimento que o miR-21 apresentou correlagéo
negativa com expressao de SPRR3, mas que o RNA mensageiro deste gene nao
possui elemento responsivo a sequéncia do miR-21, procuramos nos 13 FT
identificados quais seriam possiveis alvos deste miRNA.
O Uunico gene downregulado em CEE e alvo do miR-21 na relacédo dos FT listados
foi o MEIS1 (Myeloid ecotropic viral integration site 1), membro da familia dos genes
homeobox e que desempenham papéis cruciais no desenvolvimento embrionario
(Figura 47).

Conforme observado na figura 46H, a expressdo de MEIS1 esta
positivamente correlacionada com a expressao de SPRR3 (p= 0,0008 e r= 0,54).
Essa correlacdo foi confirmada num set de dados produzidos pela analise de
transcriptoma de microarranjo de DNA também realizada pelo nosso grupo (p=
0,0008 e r= 0,76). Avaliamos também a correlacdo em amostras tumorais e em
amostras adjacentes separadamente, essa analise mostrou correlacdo significativa
somente em amostras tumorais (p=0,0078 e r= 0,66), sugerindo um fenémeno

exclusivo tumoral (Figura 48).

Figura 47 - Perfil de expressdo de MEIS1 utilizando valores gerados pela andlise de
transcriptoma
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Legenda: Perda de expressdo de MEIS1 em amostras com carcinoma epidermoide de esodfago.
LHP= Laudo Histopatol6gico. RMA = Robust Multiarray Average. Dados gerados pela
técnica de microarranjo de DNA.
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Figura 48 - Correlacéo entre expressao génica de SPRR3 e MEIS1 em CEE
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Legenda: A) Correlacdo entre expressdo de SPRR3 e MEIS1 utilizando dados de transcriptoma
gerados por microarranjo de DNA de amostras tumorais e amostras adjacentes ao tumor. B)
Correlacdo entre expressdo de SPRR3 e MEIS1 utilizando dados de amostras provenientes
de tecido adjacente ao tumor C) Correlagéo entre expressdo de SPRR3 e MEIS1 utilizando
dados de amostras de tumor.

Também integramos os dados gerados pelas analises de identificacdo de
fatores de transcricdo e a localizagdo dos sitios CpGs avaliados neste trabalho.
Utilizamos como referéncias para esta andlise, as sequéncias NC_000001.11
Cromossomo 1, Hg19 (152973500 — 152975000) e Hg38 (153001024 — 153002524).
O sitio A situa-se na posi¢cao 152973880, enquanto que o sitio B situa-se na posicéo
152973958 e sitio C na posicdo 152974771. Dentre todos os 13 fatores
transcricionais avaliados, apenas MEIS1 e GATA3 possuem sequéncias preditas de
ligacdo em regides do DNA que contemplam localizacdo de sitios CpGs. Sendo o
MEIS1 (GAGCCAG, sequéncia predita de ligacdo) ligando-se a regido em que se
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localiza o sitio B avaliado neste trabalho e o gene GATAS3 ligando-se a regido em

que se localiza o sitio C (CGATGA, sequéncia predita de ligacao).
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5 DISCUSSAO

A capacidade de proliferar somada ao adequado controle do ciclo celular e a
parada do processo de diferenciacéo terminal, sdo essenciais para a manutencgao da
auto renovacéo tecidual (MORRISON & SPRADLING, 2008). Durante o processo de
diferenciacéo epitelial, modificacbes no perfil de expressdo génica sao cruciais para
alterar o equilibrio entre diferenciacao e proliferacdo, podendo resultar muitas vezes,
no desenvolvimento de patologias, como o cancer (SEN et al., 2010).

SPRR3, como ja& mencionado, € uma proteina associada ao processo de
diferenciacdo epitelial e sua expressdo diferencial ja foi observada em diversas
patologias (FISCHER et al., 1999; BLANCHARD et al., 2010; CHO et al., 2010;
ELIAS et al.,, 2014; SEGEDY et al., 2014). Em cancer de esb6fago, um tumor
agressivo e letal, é observada a perda de expressdo gradual ao longo da
transformacdo neoplasica, 0 que sugere uma participacdo no processo de
carcinogénese esofagica (Simdo et al, 2011). Pouco se sabe acerca dos
mecanismos envolvidos na regulacdo da expresséo deste gene, logo, este trabalho
visou investigar possiveis mecanismos envolvidos nesta regulagéo.

Como ja dito anteriormente, o cancer de eséfago encontra-se entre os dez
tipos de tumores mais frequentes e mortais (FERLAY et al., 2015), refletindo
péssimo prognostico (MAO et al., 2011; FERLAY et al., 2010; ENZINGER & MAYER
et al., 2003). Nossos dados mostraram que apenas 21,8% dos pacientes incluidos
neste estudo estavam vivos aos 24 meses de seguimento e menos de 10% estavam
vivos no final dos 41 meses de acompanhamento. Os pacientes foram em sua
maioria individuos do sexo masculino, com mediana de idade de 60 anos, tabagistas
e etilistas ativos. Quanto ao tumor, o principal terco acometido foi o terco médio, a
maioria foi moderadamente diferenciado e de estadiamento avancado (lll e V).
Estas caracteristicas observadas em nossa populagdo sdo similares as descritas
para CEE em outros trabalhos (SHI, et al, 2014; ARNOLD, et al, 2015).

Em 2011 foi publicado pelo nosso grupo, o primeiro trabalho que avaliou os
niveis de expressdo de SPRR3 utilizando a técnica de gPCR e, os dados obtidos
nesse trabalho validaram esses achados (SIMAO et al., 2011), mostrando que

SPRR3 foi menos expresso em amostras de CEE quando comparadas com as
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amostras adjacentes ao tumor. Logo, nos questionamos quanto aos possiveis
mecanismos envolvidos no silenciamento de SPRR3 .

Ja foi descrito o envolvimento de diversos fatores exdgenos e enddgenos ha
regulacdo da transcricdo de genes associados ao processo de diferenciacao
epitelial. O presente estudo avaliou a possivel influéncia de fatores endégenos na
regulacdo da expressdo de SPRR3, incluindo alteracdes epigenéticas, onde a
metilacdo do DNA e a regulacdo por miRNAs foram abordadas neste estudo, e
também a possivel atuacéo de fatores de transcricdo. A literatura cientifica carece
de estudos que explorem os diferentes mecanismos que atuam na regulacao
expressdo de SPRR3, o que ressalta a urgéncia no desenvolvimento de novos
estudos acerca deste tema e destaca a importancia do presente trabalho. Em
conjunto, a existéncia de alguns trabalhos que ja citaram o mecanismo de metilagéo
relacionado a SPRR3 (AMMERPOHL et al., 2012; MAYOL et al., 2012) somando-se
as observacdes de dados gerados por trabalho prévio do nosso grupo que avaliou
metiloma do CEE (LIMA et al. 2011), inicialmo nossa investigacdo pelo mecanismo
de metilacao do DNA. Alguns estudos em CEE ja mostraram a hipermetilacdo em
genes supressores tumorais, como por exemplo, CDKN2A, MGMT, hMLH1 (Wang et
al., 2008; ALHEJAILY et al., 2014; SIPPL et al., 2017), e em trabalho publicado por
nosso grupo em 2011 foram identificadas, por meio de andlise em larga escala,
assinaturas distintas de metilacdo do DNA em amostras de tumor em relacdo ao
tecido adjacente, bem como entre tecido saudavel e tecido adjacente ao tumor.
Foram observadas alteracbes no perfil de metilagdo em genes associados a
inflamacédo (por exemplo IL-10 e IL-6), adesdo (por exemplo, DSG1) diferenciacao
celular (por exemplo, KRT13). Portanto, os achados observados neste trabalho
sugerem que a desregulagdo epigenética parece estar envolvida em etapa precoce
do desenvolvimento do CEE (LIMA et al., 2011).

Uma vez que a perda de SPRR3 parece ser um evento importante e precoce
na carcinogénese esofagica, fomos avaliar a metilacao do DNA como possivel
mecanismo regulador desse gene. Em uma analise preliminar, investigamos se
SPRR3 apresentava regides metiladas, analisando dados de metiloma do grupo e
observamos um aumento dos niveis de metilagdo em trés regides de SPRR3. Esses
resultados foram validados em um grupo maior de amostras avaliadas por
pirossequencimento e correlacionadas negativamente com o resultado da expressao

génica, sugerindo que este mecanismo possa contribuir para a regulacdo da
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expressao deste gene (Figura 25). Até 0 momento apenas trés trabalhos mostraram
algum tipo de associacdo entre metilacio e SPRR3. Um deles, mostrou o
envolvimento da metilacdo de SPRR3 na assinatura de padrbes especificos ao
longo do processo de carcinogénese ao avaliar amostras de tecido hepatico normal,
tecido hepatico de pacientes com cirrose e tecido tumoral. Neste estudo foi
observado menor nivel de metilagdo em pacientes diagnosticados com
hepatocarcinoma quando comparados a pacientes com cirrose hepatica e individuos
saudaveis (AMMERPOHL et al., 2012). Este trabalho foi de grande relevancia, pois
em uma avaliacdo inicial do seu promotor génico, observamos que SPRR3 néo
possuia perfil com ilhas CpGs no promotor, mas sim sitios CpGs isolados. O
segundo trabalho identificou assinatura epigenética caracteristica de pacientes com
neuroblastoma, o qual identificou hipermetilacao em genes envolvidos em processos
de desenvolvimento celular e proliferacdo, por exemplo RASSF1A e HOXD3, e
também identificou hipometilacao em genes que ja foram descritos alterados em
outros tumores, incluindo SPRR3, em amostras de pacientes diagosticados com
neuroblastoma (MAYOL et al., 2012). O terceiro trabalho avaliou amostras de
pacientes diagnosticados com glioblastoma e observou hipometilacdo em SPRR3
em amostras tumorais em comparacdo a amostras saudaveis, e que, 0os baixos
niveis de metilacdo estdo associados ao pior prognostico destes pacientes (LIU et
al., 2014).

Ja foi reportado que a superexpressao das DNMTs desempenham papel
fundamental no processo de metilagdo de DNA em diferentes tumores humanos
(RHEE et al., 2002; ESTELLER, 2008). Portanto avaliar o nivel de expressédo das
DNMT1, DNMT3A e DNMT3B nas mesmas amostras em que foram avaliadas a
expressao e a metilacdo de SPRR3 foi uma etapa relevante neste estudo, uma vez
uma das DNMTs (DNMT1) ja foi apontada como essencial para o processo de
diferenciacdo epidermal e que sua auséncia resulta na diferenciacdo prematura e
perda da capacidade de auto renovacao tecidual (SEN et al, 2010). Os resultados
obtidos das analises de correlagcéo entre a expressao dessas DNMTs e a expressao
e metilacdo de SPRR3 corroboram a nossa hipotese de que a metilacdo € um dos
mecanismos de regulacao de SPRR3.

Alguns estudos tém demonstrado que a expressdo aberrante de DNMTs
contribui para a transformacéo neoplésica, uma vez que estas proteinas medeiam a

metilacdo de promotores de genes supressores tumorais. Robertson e
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colaboradores observaram um aumento de expressdo de DNMTs em diferentes
neoplasias (rim, bexiga e coélon) em relacdo ao tecido adjacente tumoral
(ROBERTSON et al., 1999). Em céancer de orofaringe também ja foi observado o
aumento de expressdo das DNMTs em tumor em relacdo as amostras
correspondentes normais, bem como este trabalho sugeriu que a hipermetilacao do
gene CDKN2A e superexpressdao das DNMTs estdo associados a carcinogénese
oral (YAKUSHIJI et al., 2003). Zhao e colaboradores descreveram a importancia de
DNMT1 no carcinoma epidermoide de es6fago, uma vez que em modelo knockdown
para DNMT1, foi observada hipometilacdo e re-expressdo de genes supressores
tumorais (ZHAO et al., 2011). Estes estudos apontaram a relevancia das DNMTs na
carcinogénese de diferentes tumores.

Em seguida, avaliamos se a metilacdo do DNA de SPRR3 impactava na
sobrevida de pacientes com CEE. O perfil de metilacdo de SPRR3, sitio C, foi capaz
de influenciar o prognéstico do paciente, individuos com maiores niveis de metilagcao
neste sitio apresentaram melhor prognéstico quando comparados aos individuos
com valores abaixo da mediana. ApGs entre intrigante resultado, vimos que o sitio C
esta localizado na regido 5UTR do gene SPRR3 e o impacto da metilacdo na
regido 5’UTR é controverso na literatura. Em um trabalho recente, os autores
avaliaram dados de metiloma, obtidos da plataforma Infinium
HumanMethylation450k, combinados com os dados de transcriptoma, obtidos da
plataforma Affymetrix Human Gene 1.0ST arrays, com a finalidade de enteder a
variacdo no perfil de metilacdo e o possivel impacto na expressdo génica. Os
autores mostraram que nas regides proximas ao inicio da transcricao (transcriptional
start site -TSS), a relacdo entre a metilacdo do DNA e a expressao génica foi
associada ao silenciamento génico, por outro lado, a metilagdo em regides 5UTR
nao mostrou uma relagdo clara com o perfil de expressdo génica (MARTINO &
SAFFERY, 2015). Outro trabalho mostrou que a repressao por metilacdo no gene
que codifica a eritropoietina funciona de duas maneiras, regides 5’UTR que
apresentam alta densidade de metilacdo, recrutam proteinas que se ligam a DNA
metilado (MBP), por outro lado, a metilacdo em regides proximas ao promotor atuam
bloqueando a associacéo de proteinas nucleares (YIN & BLANCHARD, 2018).

Além disso, ao avaliarmos a média dos deltas de metilagdo do DNA de
SPRR3 dos sitios analisados, observamos que o sitio A apresenta uma media de

21,40%, o sitio B de 23,39% e curiosamente o sitio C apresenta um média de
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apenas 8,11%. Esses dados nos motraram que o tecido adjacente ao tumor ja
possui um alto perfil de metilagdo, quando comparado aos demais sitios, sugerindo
gue a metilacdo no sitio C ocorra de forma precoce. Outra dado que sustenta nossa
hipétese é que, apos andlise dos dados de metiloma gerados pelo nosso grupo, foi
visto que o tecido adjacente ao tumor apresenta maiores niveis de metilagdo que a
mucosa esofagica de individuos saudaveis apenas no stio C. Entretanto é
necessario avaliar a metilacdo da mucosa esofagica de individiduos saudaveis a fim
de confirmar essa hipotese.

Até este ponto do estudo, os resultados obtidos sugerem a expressdo de
SPRR3 possa ser regulada negativamente pela metilacdo do DNA, mediada pela
acdo das DNMTs. Para confirmar o envolvimento das DNMTs neste fendmeno, foi
realizado tratamento de linhagens celulares de CEE com agente demetilante. A acéo
deste agente resulta na perda da atuacdo das DNMTSs, sendo uma boa abordagem
para testarmos nossa hipotese. Portanto, observamos em ensaio in vitro, que o
agente demetilante 5-aza-2"-deoxicitidina AZA) foi capaz de induzir demetilacao e
aumento da expressdao de SPRR3 nas linhagens de carcinoma epidermoide de
es6fago OE21, TE-1 e TE-13, corroborando os achados em amostras humanas,
descritos neste trabalho. Recentemente foi visto, através de ensaio em larga escala
por RNAseq, que linhagens celulares de cancer de esoOfago tratadas
concomitantemente com AZA e HDACi (inibidor de histona deacetilase),
apresentaram perfil diferencial de expressao génica quando comparadas ao controle
sem tratamento. Dentre os genes diferencialmente expressos, SPRR3 foi um deles,
mostrando-se mais expresso apos o tratamento das células (AHRENS et al.,2015).
Esses dados confirmam o ja mencionado cross-talk entre os mecanismos de
metilacdo do DNA e modificacbes do perfil de histonas, na transcricdo génica
(VAISSIERE, SAVAN & HERCEG, 2008). Logo, podemos pensar numa possivel
interac&o entre estes mecanismos na regulacdo de SPRR3.

Além da metilacdo do DNA, outro mecanismo epigenético que ja foi descrito
por desempenhar importante papel no silenciamento génico em varios processos
biologicos é a regulacdo da expressdo génica por miRNAs (BARTEL, 2004). Os
micro-RNAs pertencem a uma familia de pequenos RNAs nao codificantes que
participam na regulacdo da expressao de genes envolvidos em diversos processos
biolégicos incluindo carcinogéneas. Ao longo da ultima década tem-se observado a

desregulacéo da expressdo de miRNAs em diferentes neoplasias (PENG & CROCE,
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2015). Explorando mais hipGteses acerca da diminuicdo da expressdo de SPRR3,
através da realizacdo de analise in silico utilizando dados de CEE depositados no
TCGA, encontramos dois miRNAs superexpressos (hsa-miR-21 e hsa-miR-503) que
apresentaram correlagdo negativa com a expressao de SPRR3. No entanto, apenas
MiRNA-503 teve como alvo predito a SPRR3, ao passo que o miR-21 parece atuar
de forma indireta (Figura 41).

Trabalhos ja evidenciaram a atuacdo do miR-503 como um supressor tumoral,
por participar do silenciamento de genes que regulam processos de proliferacao
celular, invasdo e migracdo em diversos tipos tumorais, como cancer de mama,
cancer de estbmago, em céancer de pulmdo de células ndo pequenas e
osteossarcoma (PENG et al., 2014; POLIOUDAKIS, ABELL & IYER, 2015; GUPTA
et al.,, 2017; MA et al., 2017; WANG et al., 2017). Em tecido escamoso de cavidade
oral foi observada elevada expressdo de miR-503 em relacdo a amostra controle
proveniente de mucosa saudavel sem neoplasia, 0 que nos instiga a investigar o
nivel de expressdo em amostras de tecido esofagico (LAJER et al.,, 2011). Em
carcinoma epidermoide de esobfago, foi observado que o0 miR-503 regula
negativamente a expressdo de HOXC13 que resulta na diminui¢cdo da proliferacéo
do tumor e inibicdo da apoptose (LUO et al.,, 2017). Diferentemente de outros
tumores, SPRR3 parece atuar como supressor tumoral em CEE e nossos achados
sugerem uma possivel participacdo do miR-503 na regulacdo negativa deste gene, o
gue atribuiria a este miRNA uma nova atuacao, até entdo desconhecida. O miR-21 é
um microRNA oncogénico (oncomiR) e esta superexpresso em diversas neoplasias,
incluindo cancer de mama, célon e reto, pulmdo, préstata, estdbmago, alguns
tumores de cabeca e pescoco e esbfago, entre outros (MISAWA et al., 2010). Como
observado, SPRR3 n&do € um alvo predito do miR-21 e a correlagdo encontrada nos
sugere um processo de regulacdo de forma indireta com a participacdo do gene
MEIS1 na regulacdo de SPRR3. Esse gene é responsavel por codificar uma proteina
homeobox pertencente a familia TALE ("extensdo de loop de trés aminoacidos")
(WILLIAMS, WILLIAMS & INNIS, 2005), estando envolvido em processos como
proliferacéo celular, diferenciacdo e na embriogénese (Huang et al., 2005; Williams
et al., 2005; Chang et al., 2005).

Em trabalho publicado em 2017, foi visto que a superexpressdo de MEIS1
inibiu a proliferagdo celular, a transicdo da fase G1 para fase S do ciclo celular,

diminuiu a invasdo celular e migracdo, bem como inibiu a transicdo epitélio-
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mesénquima em linhagens celulares de cancer gastrico (SONG, WANG & WANG,
2017). Em carcinoma renal de células claras, a expressdo também foi associada a
inibicdo da proliferag&o celular, invasdo e migragéo (ZHU et al., 2017). Em pacientes
com LMA (leucemia miel6ide aguda) a super expressao de MEIS1 (IMAMURA et al.,
2002) pode estar relacionada com mutacdes no gene DNMT3A, uma vez que foi
observada pacientes com mutacées nesse gene apresentaram alta expressédo de
MEIS1 (FERREIRA et al.,2015) ou a fusdes do gene MLL (MILNE et al. 2005).

Em CEE ja foi visto que a expresséo de MEIS1 , tanto proteica quanto génica,
(ABBASZADEGAN & MOGHBELI, 2015), estdo significantemente reduzidas em
amostras tumorais em relacdo a mucosa adjacente ao tumor, assim como também
foram observados baixos niveis de metilacdo em seu promotor génico, o que indica
gque a supressao de sua expressao ndo depende da metilagdo do DNA (RAD et al.,
2015). Em conjunto, temos evidéncias que justificam propor a investigacdo da
participacdo de miR-21 e MEIS1 na regulacdo da expressdo de SPRR3.

Outros componentes enddgenos podem influenciar a expressao génica, como
a atuacdo de fatores transcricionais. Dos treze fatores de transcricdo identificados
como possiveis reguladores da expressao de SPRR3 em CEE, o gene FOSL1 nos
chamou atencdo, uma vez que outro membro da familia FOS, o c-FOS, foi visto
como um regulador de SPRR3 (FISCHER et al., 1999). Membros da familia FOS se
dimerizam com outras proteinas da familia JUN, formando um complexo de fatores
de transcricdo (heterodimero) que se liga a uma sequéncia do DNA chamada de
sitio AP-1. (RAUSCHER et al., 1998). Logo, este dado nos instiga a pensar na
possibilidade de outro membro deste complexo proteico participar da regulacdo da
expressdo de SPRR3 e, nossos dados mostram que FOSL1 esta mais expresso em
tumor em comparacéo ao tecido adjacente.

Outra subunidade de AP-1, c-JUN, ja foi associada a regulacdo da expressao
de SPRR3. Em 2014, foi mostrada regulacdo de SPRR3 por c-JUN via PKC/JNK em
resposta ao estimulo por TPA (12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate) em linhagem
celular de CEEE, KYSE450. Neste trabalho, por meio da realizagdo de ensaios in
vitro, foi demonstrada a ligagdo de c-Jun diretamente ao promotor de SPRR3 e
observaram que a inducédo da expressédo de c-Jun resulta no aumento da ativacéo
de SPRRS3, assim como também mostraram que c-Jun aumenta a expressao de
SPRR3 principalmente pela ativacdo da via de PKC/IJNK em resposta ao TPA, em

células de CEE. As células quando tratadas com inibidor da proteina quinase C
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(PKC) apresentaram menores niveis de expressdo de SPRR3, logo os autores
sugeriram a influéncia desta proteina (PKC) na regulacdo de SPRR3, em conjunto
com c-JUN. Além disto, foi observado que a baixa expressdo de SPRR3 mostrou-se
relacionada ao grau de diferenciacdo dos tumores avaliados e observou-se perda de
sua expressao desde lesdes de baixo grau até ao CEE. Estas observacdes levaram
0s autores a sugerirem um papel importante na disfuncdo de c-Jun e proteinas
associadas a diferenciacdo epitelial, como eventos precoces na progressao
neoplasica intraepitelial. (LUO et al., 2014).

Nosso grupo ja mostrou que a perda da expressdo de SPRR3 é um evento
precoce na carcinogénese esofagica (SIMAO et al., 2011) e, o presente estudo
mostra evidéncias robustas do envolvimento de mecanismos epigenéticos na
desregulacdo da expressao deste gene. Nossos achados nos incitam a questinar se
a perda da expressao deste gene atua de maneria causal na iniciagdo tumoral
esofagica ou se este fenbmeno é consequéncia do processo de transformacéo
tumoral. Para isto, tentamos desenvolver modelo de cultura organotipica (3D)
construido a partir de célula de mucosa esofagica livre de neoplasia imortalizada por
hTERT (NE2-hTERT).

Esta parte do projeto foi realizada durante o periodo do estagio
supervisionado no Programa de Doutorado Sanduiche no Exterior (PDSE) sob a
supervisdo da Dra. Susan Gibbs na Vrije Universiteit em Amsterdam. O modelo de
cultivo celular tridimensional (3D) se aproxima em histologia ao tecido nativo, o que
contribui para o desenvolvimento de estudos investigatérios, como testes de novas
drogas em abordagens terapéuticas, estudos de resposta imune, e particularmente
sobre processos que afetam a diferenciacdo (KOSTEN et al.,, 2015). Logo, o
desenvolvimento de um modelo de cultivo de célula de mucosa esofagica de
histologia normal em 3D representa uma excelente ferramenta que nos permitiria
explorar potenciais mecanismos do envolvimento da SPRR3 sobre a transformagéo
tumoral esofégica.

A escolha do laboratério da Dra. Susan Gibbs foi devido ao fato que ela
desenvolve ha mais de 10 anos modelos de pele e, mais recentemente, de gengiva,
em cultura organotipica. Levando-se em consideracdo a semelhanca histolégica e
experiéncia prévia do grupo de pesquisa, escolhemos o protocolo utilizado em
modelo de gengiva para desenvolvermos a cultura em esoéfago, uma vez que sao

epitélios contendo células escamosas e sem camada cornea. Resumidamente, este
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protocolo compreendeu etapa inicial de construcéo de gel de matrix de colageno tipo
| povoado por fibroblastos, ap6s 24 horas foram adicionados os queratindcitos no
topo dos géis e estes foram cultivados por mais 3 dias e, por fim, foram expostos a
interface liquido-ar por 10 dias a fim de induzir o processo e diferenciacéo epitelial
(KOSTEN et al., 2015). Embora, como dito anteriormente, tivessemos adotado o
mesmo protocolo para o modelo em gengiva, ndo foi observada inducdo de
diferenciacdo. Em seguida, o tempo de cultivo em interface liquido-ar foi aumentado
para 24 dias e com retirada de bidpsia ao 17° dia para avaliar possivel diferenciacéo
epitelial por coloragdo H&E. Apesar de ter sido observado aparente acumulo de
camadas, no entanto, ao final do experimento concluimos que n&o foi possivel
desenvolver o modelo de equivalente de tecido esofagico.

Algumas observacdes nos levaram a esta concluséo, sendo estas: a linhagem
celular apresentou carater bastante invasivo e migratério, uma vez que observamos
a invasdo destas células no gel de coldgeno povoado com fibroblastos (avaliamos a
distribuicdo de citoqueratinas por imuno-histoquimica), e NE2-hTERT néo foi capaz
de formar membrana basal, nas condicbes testadas. Cheung e colaboradores
destacaram o ganho de N-caderina e Vimentina durante o processo de
imortalizacdo, o que pode justificar o perfil invasivo desta linhagem (CHEUNG et al.,
2010). No mais, cabe ressaltar que nédo foi posssivel testar outras condi¢cbes, como
por exemplo alterar condi¢cdes relacionadas a construcdo dos géis de colageno e
tempo de exposicdo a interface liquido-ar, pois ndo houve tempo habil para realizar
novos experimentos (Detalhes da metodologia, experimentos realizados e uma
breve discusséo dos dados observados, encontram-se em Anexo 2).

Este foi o primeiro trabalho em CEE que buscou entender melhor os
mecanismos que participam da regulacdo da expressdo de SPRR3. Nossos
resultados sugerem que a metilagdo do DNA é um mecanismo importante na
regulacdo da expressdo de SPRR3, porém ndo € o Unico responsavel pelo
fendbmeno. Para isto, exploramos outros mecanismos que poderiam estar envolvidos
na perda de expressdo desse gene e encontramos possiveis fatores transcricionais
e miRNAs, que atuariam de forma direta ou indireta na regulacdo da expressao

deste gene.
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CONCLUSOES

a)

b)

Observamos baixos niveis de expressdo de SPRR3 em linhagens de CEE,
bem como menores niveis de expressdo génica em amostras de tecido
tumoral em comparacao ao tecido adjacente ao tumor de pacientes com CEE;
Foram identificados maiores niveis de expressdo de DNMT1, DNMT3A e
DNMT3B em amostras de tecido tumoral em comparacéo ao tecido adjacente
de pacientes com CEE;

Observamos maiores niveis de metilacdo de SPRR3 em linhagens de CEE
guando comparadas as células tratadas com agente demetilante, bem como
maiores niveis e metilacdo em amostras de tecido tumoral em comparacao ao

tecido adjacente ao tumor de pacientes com CEE;

d) A metilacdo de SPRR3 esta significantemente relacionada aos menores

f)

9)

h)

niveis de expressdo de SPRR3, assim como observamos correlacdo positiva
entre a metilagdo do SPRR3 com os niveis de expressdo de DNMTL,
DNMT3A e DNMT3B;

Nossos dados sugerem que tratamento com agente demetilante foi capaz de
induzir demetilacao e reestabelecer a expressdo de SPRR3 em linhagens de
CEE;

Observamos associagao entre a idade e sexo dos pacientes avaliados e Fold
Change de expressao de SPRR3 e ndo observamos correlacdo com os dados
clinico patologicos e o delta de metilacdo de SPRR3;

Identificamos dois possiveis MmiIRNAs que possivelmente participariam no
silenciamento de SPRR3;

Foram identificados treze possiveis fatores de transcricdo que poderiam atuar

na regulacao da expressao de SPRR3;
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Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa

C/c - Dr. Luiz Augusto Maltoni - Direciio Geral
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ANEXO B - Cultura Organotipica Utilizando Célula de Mucosa Esofagica
Imortalizada por hTERT

Introducéao:

O modelo de cultivo celular tridimensional (3D) se aproxima em
histologia ao tecido nativo, o que contribui de forma grandiosa ao
desenvolvimento de estudos investigatérios, como testes de novas drogas em
abordagens terapéuticas, estudos de resposta imune, entre outros (KOSTEN et
al., 2015). Logo, o desenvolvimento de um modelo de cultivo de célula de
mucosa esofagica de histologia normal em 3D representa uma excelente
abordagem que nos permite explorar mecanismos 0s quais favorecem a
transformacao tumoral esofagica.

Além disto, o modelo tridimensional de cultura de células exibe uma
grande vantagem em relacdo a cultura 2D, uma vez que permite a construgcao
de ambiente mais realistico ao tumor, por meio do co-cultivo de diferentes
células com diferentes com fendtipos diferentes (como por exemplo a presenca
de células proliferativas enquanto que outras células podem estar se
diferenciando e outras até mesmo em necrose) (KIM, 2005).

Os passos para o desenvolvimento do modelo serdo descritos nesta
secdo, como um anexo a tese, uma vez que nao foi possivel padroniza-lo e,
por sua vez, ndo obtivemos resultados que respondesse nossa questdo. Foi
observado nos experimentos até entéo realizados, que a linhagem celular NE2-
hTERT néo é indicada para o modelo proposto. Esta linhagem celular ndo
apresentou formacédo de camada basal continua e realizou invasdo da matriz
de colageno apds o cultivo em interface ar-liquido, o que nos fez questionar se
esta possuia caracteristicas oncogénicas, pois mimetizou o comportamento de

células neopléasicas in vivo com a invasao no tecido conjuntivo adjacente.

Objetivo:
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Desenvolver modelo de cultura organotipica utilizando linhagem celular

proveniente de mucosa esofagica imortalizada por h-TERT.

Materiais e Métodos:

Cultivo das linhagens Celulares imortalizadas com gene humano TERT

A linhagem celular NE2-hTERT foi estabelecida a partir de cultura
primaria de células epiteliais normais de tecido esofagico (tecido esofagico
normal longe de borda tumoral), obtido de paciente diagnosticado com CEE, do
sexo masculino, 52 anos de idade, submetido a esofagectomia. A
imortalizagdo ocorreu mediante utilizagdo de vetor retroviral pLXIN-hTERT e
definida ap6s duplicacdo de populacdo superior a 50 passagens além da vida
atil das células parentais (CHEUNG et al., 2010). Esta linhagem celular foi
doada pelos pesquisadores Annie Cheung e Sai Wah Tsao Universidade de
Hong Kong. Para o cultivo da linhagem NE2-hTERT, foi utilizado o protocolo
do laboratério do Dr. Tsao, que consiste no cultivo das células utilizando
mistura em proporgcdo 1:1 dos meios Definided Keratinocyte-SFM (DKSFM,;
GIBCO) e Epilife (Cascade Biologics, Portland, Oregon) com suplementagao de
fatores de crescimento especificos para cada meio e fornecidos pelos
fabricantes e antibidtico, mantidas a 37 C com 5% CO,. No entanto, foi
realizada a troca gradual para o meio de cultura |, que serd referido neste
manuscrito como KC-I (DMEM 75% + HamF12 25%, suplementado com
Pen/strep,). Este meio consiste na mistura (3:1) dos meios DMEM e HamF12
com suplementacéo (UltrogerG, Insulina, hidrocortisona, isoproteronol, I-serina
e L-carnitina) e antibidtico (1% penicilina/estreptomicina). Para o cultivo de
gueratinécitos, fez-se necessario o uso de garrafas de cultura com
revestimento de colageno do tipo IV (Colageno IV, 10%, diluido em meio
DMEM). A linhagem celular de gengiva humana imortalizada com gene h-TERT
(hTERT-hNOF), disponivel no laboratorio da Dr. Susan Gibbs, referida nesta
tese como Fib-TERT, foi cultivada em meio para fibroblasto, que consiste no
meio DMEM suplementado com 5% de Fetal Clone Il e 1%

penicilina/estreptomicina.
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Construcao e Cultura de Fibroblastos em Géis de Colageno e Cultura de
NE2-hTERT em Interface Ar-Liquido.

A cultura organotipica de equivalentes teciduais foi realizada em trés
dias independentes, envolvendo a construcdo dos géis contendo fibroblastos, o
cultivo de queratindcitos sobre os géis de fibroblastos e a exposicdo ao ar
destas culturas. Inicialmente foi preparado o meio para os fibroblastos [1/5
Fetal Clone Il e 4/5 HBSS (1x com Ca‘'/Mg’). Em seguida, procedeu-se o
preparo da solucéo de coldgeno contendo fibroblastos na concentracdo de 0.8
x 10° células em meio anteriormente citado, colageno tipo | dissolvido na
concentracdo de 4mg/ml e HBSS 10x, na proporcéo 1:10:1,25. O volume a ser
utilizado de cada reagente depende da quantidade de equivalentes cultivados.
Chama-se equivalente, cada cultura desenvolvida em modelo 3D de tecido
especifico, portanto, o cultivo 3D de células provenientes de mucosa esoféagica
é referido na tese como Equivalentes de Esbéfago (EE). Apds o preparo da
solucdo para o gel com fibroblastos, foi adicionado 2mL desta solucdo no
centro de cada poco de uma placa transwell 0,4um (CLS3450 Sigma Corning®
Transwell® polyester membrane cell culture inserts), sem tocar na membrana.
Incubou por pelo menos duas horas a 37 C e 5% CO,. ApGs este periodo de
incubacéo, adicionou 3,5mL de meio embaixo e em cima das culturas.

No segundo dia de experimento, procedeu-se o cultivo de queratindcitos
sobre os géis de fibroblastos em matriz de colageno. Inicialmente retirou-se
meio de cultura adicionado aos pocos com a cultura no dia anterior e a placa foi
recolocada na estufa enquanto foi feita a contagem dos queratindcitos. Apés
isto, adicionou-se 2 mL de meio KC-I contendo 0,25 x 10° NE2-hTERT células e
3,5 mL do meio KC-I suplementado com 1ng/mL de EGF sob das culturas, e
entdo estas permaneceram na estufa a 37 C e 5% CO, pelo periodo de 2 a 4
horas. ApOs este periodo, foram adicionados 3,5mL de meio KC-I
suplementado com 1ng/mL de EGF no topo de cada cultura. As culturas
permaneceram na estufa, nas condic¢des ja citadas, por 3 dias.

A fim de induzir diferenciacéo tecidual, as culturas foram expostas ao ar
em interface ar-liquido e cultivadas em meio de diferenciacdo, consistindo em

DMEM / Ham's F12 (3/1) e suplementos. Este meio de diferenciagéo é referido
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neste manuscrito como KC-Il. Para que haja a exposi¢cdo dos queratinécitos ao

ar, as culturas foram transferidas para uma placa transwell profunda.

Imuno-histoquimica para Citoqueratinas

A fim de observarmos a invasdo de queratindcitos no gel contendo
fibroblastos, foi realizada a técnica de imuno-histoquimica a fim de
identificarmos a distribuicdo de citoqueratinas [Anti-Cytokeratin AE1/AE3 (Pan
cytokeratins) Antibody, prediluted, clone AE1/AE3]. O clone AE1/AE3 é uma
mistura (coquetel) de citoqueratinas de baixo e alto peso molecular, que
detecta tanto as citoqueratinas acidas (tipo I) 10, 14, 15, 16 e 20 assim como
as citoqueratinas béasicas ou neutras (tipo Il) 1, 2, 3, 4,5, 6, 7 e 8 (MOLL et al.,
1982; BATTIFORA et al., 1988).

Neste estudo a técnica foi realizada em seccdes de 5 ym de cada
cultura de equivalente de tecido esofagico desenvolvida, incluindo tratamento
com nicotina e controle de cada experimento realizado. Os cortes foram fixados
nas laminas através de uma incubacdo a 37°C por 7 horas, em placa de
aguecimento.

A desparafinizacao foi feita em dois banhos de 15 minutos e 5 minutos
em Xilol seguidos de banho em solucdo 50% xilol/50% etanol absoluto por 2
minutos, seguidos por banho de 2 minutos/cada em etanol 96% seguido de
etanol 70% e hidratado em agua destilada. Para a recuperacéo antigénica, as
seccOes foram incubadas submersas em solucdo tampdo 10 mM Tris/1 mM
EDTA e pH 6, por 6 minutos em micro-ondas na poténcia 100%, seguido de 10
minutos na poténcia 70%. Em seguida, as laminas foram incubadas por 1h em
ventilacdo e apoOs sao lavadas em PBS (Phosphate-buffered saline) por 5 min.
Para delimitar o tecido a ser marcadas, as seccoes foram circuladas por caneta
Dako Pen (Dako®; Agilent Technologies, Estados Unidos) e foram adicionados
aproximadamente 100puL de anticorpo na diluicdo 1:25 seguido de incubacéo a
temperatura ambiente por 60 minutos em auséncia de luz. ApoOs esta
incubacgao, as laminas foram lavadas em dois banhos de 5 minutos/cada com
PBS (Phosphate-buffered saline) e excesso de liquido foi removido. Em
seguida, foram adicionados aproximadamente 100 pL de solugdo DAKO

EnVision™ (DAKO EnVision™+ System, HRP) e incubagao por 30 minutos em


https://pathologika.com/histologia/celula/citoplasma/
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caixa fechada seguida de banho por 5 minutos em PBS. Para inibicdo de
peroxidase enddgena, foram adicionados 200 pL de solugdo AEC (3-amino-9-
ethylcarbazole) a cada corte tecidual e foram incubados por 10 minutos na
auséncia de luz. Apos este periodo, a reacao foi interrompida por lavagem em
adgua destilada. Seguiu-se com coloracdo com hematoxilina por 3 segundos e
banho em &gua corrente. Para finalizar, os tecidos foram cobertos por

laminulas utilizando Aquatex® (Merck).

Experimentos Realizados:

Apoés a chegada ao laboratorio, inicialmente a célula passou por
um periodo de observacdo e adequacdo ao revestimento de colageno IV, o
qual teve sua aplicacdo na garrafa de cultura reformulada para permitir o
crescimento celular. Posteriormente, foi realizada a troca gradual para o meio
de cultura KCI, desde a proporcdo 1:4 até total uso do novo meio. A troca foi

feita a cada nova passagem celular (Figura 48).



Figura 48 - Timeline conforme a realizacdo dos experiemtnos referentes ao desenvolvimento do modelo 3D
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Julho

Cheglada

Agosto/Setembro

Setembro/Outubro

Novembo/Dezembro

Troca do meio de cultura
Troca gradual - 100%
Mudanc¢a morfologia

celular

Adaptacao da linhagem celular

Mudancas no revestimento de colageno
Crescimento em meio de cultura normal

Experimentos |, Il e lll
MTT
H&E

IHC - citoqueratinas

Janeiro

Fotos
Analises

Legenda: Esquema com cronologia desde a chegada da linhagem celular até a realizacdo dos experiemntos referentes ao desenvolvimento da cultura organotipica de mucosa

esofégica.
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Foi observado mudancga na morfologia celular, em que as células adquiriram
aspecto fibroblast-like. No primeiro experimento realizado foi observada leve
contracdo dos géis (encolhimento do tamanho dos géis) de algumas culturas (Figura
47).

Figura 47 - Placas contendo cultura de célula NE2-hTERT cultivada em modelo 3D —

Experimento |

Legenda: Cultura de queratindcitos sobre géis de colageno povoados por fibroblastos em interface
liquido-ar. A) Placa contendo controle sem nenhuma exposi¢do, controle com DMEM e
cultura com dose 300 pM de nicotina, respectivamente. B) Placa contendo 600 pM, 1200 pM
e 2400 puM de nicotina, respectivamente. Culturas em duplicata. Setas indicam leve
contracao dos géis.

A viabilidade celular frente ao tratamento das culturas com as diferentes
concentragcdes de nicotina por 24h foi avaliada (Figura 48), embora ndo tenha sido
observada diferenciacdo epitelial nesse experimento (Figura 49). Foi possivel
observar menor viabilidade das amostras retiradas do centro da cultura sob
exposicao a gazes embebidas com diferentes concentracdes de nicotina em relagéao
ao controle ndo exposto, entretanto apenas o tratamento com 300 uM de nicotina

mostrou significAncia estatistica (p<0,05). (Figura 48).
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Figura 48 - Viabilidade celular em cultura 3D de es6fago exposta a nicotina
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Legenda: A viabilidade celular das células em cultura 3D foi menor na regido central da cultura nas
diferentes concentrac6es de nicotina em relacdo aos controles. As amostras retiradas da
margem da cultura apresentaram viabilidade celular similar tanto nas amostras tratadas com
nicotina quanto nos controles. Duplicata bioldgica. *p<0,05.

Histologicamente foi observada formacéo de camada Unica de células sem
processo de diferenciacdo, tanto nos controles quanto nas células tratadas (Figura
49).



Figura 49 - Histologia de cultura de célula NE2-hTERT cultivada em modelo 3D
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Legenda: Por meio de andlise histoldgica, ndo foi observado formagédo de camadas e processo de
diferenciagdo tecidual. A) Controle sem exposi¢cao B) Controle DMEM C) Cultura exposta a
600 UM de nicotina D) Cultura exposta a 1200 uM de nicotina E) Cultura exposta a 2400 uM

de nicotina.

Como néo foi observada a diferenciagao tecidual nem formagéao de camadas

no primeiro experimento, o tempo de inducdo de diferenciacdo foi alterado de 10

dias para 24 dias, assim como foi ajustada a quantidade de Vitamina C ao meio KC-

Il nos experimentos seguintes. Nao foi observada contragdo excessiva das culturas

desenvolvidas (Figura 50).
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Figura 50 - Placas contendo cultura de célula NE2-hTERT cultivada em modelo 3D —
Experimentos Il e 11l

Legenda: Cultura de queratindcitos sobre géis de colageno povoados por fibroblastos em interface
liquido-ar. A) Experimento Il - Placas contendo controles e culturas expostas a diferentes
concentracdes de nicotina. B) Experimento Il - Placas contendo controles e culturas
expostas a diferentes conentracbes de nicotina. Culturas em duplicata em ambos os
experimentos. Seta indica biopsia (3 mm) retirada no 17° dia de indug&o de diferenciagéo.

A viabilidade ap0s tratamento foi avaliada e foi observada menor viabilidade
das amostras retiradas do centro da cultura que foram submetidas a 600 uM de
nicotina (p< 0,05) embebida em gaze (Figura 51).
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Figura 51 - Viabilidade celular em cultura 3D de esb6fago frente a exposicdo a

diferentes doses de nicotina por 24h
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Legenda: A viabilidade celular das células em cultura 3D foi menor na regido central da cultura com

600 pM de nicotina em relacdo aos controles. As amostras retiradas da margem da cultura

ndo apresentaram diferenca na viabilidade em relacdo aos controles. Duplicata biolégica e
duplicata experimental. *p<0,05.

A fim de avaliarmos se as culturas permaneciam com formacdo de Unica

camada celular, foi realizada uma bidpsia de 3 mm no 17° dia apOs expor as culturas

ao ar. Histologicamente foi possivel observar aparente formacdo de camadas

celulares de epitélio (Figura 52).
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Figura 52 - Bidpsia de cultura organotipica de equivalente de es6fago ao 17° dia

apos inducao de diferenciacdo

Legenda: No 17° dia ap6s inducdo da diferenciacdo epitelial foi realizada bidpsia em que foi
observada aparente formacgdo de camadas celulares de epitélio, apés analise histolégica.

Apbs 24° dia de inducdo de diferenciacdo, as culturas foram expostas as
diferentes doses de nicotina por 24h e posteriormente as amostras foram coletadas.
De maneira geral, foi observado maior nimero de queratinocitos nas culturas
desenvolvidas sob o efeito indutério de diferenciacdo, quando comparadas as
culturas obtidas no primeiro experimento, as quais ndo apresentaram inducao de
diferenciacao.

Inicialmente, avaliamos a histologia por meio da coloracao Hematoxilina-
Eosina destas culturas. E notdria a presenca de queratinécitos infiltrados no gel de
colageno povoado por fibroblastos, sendo estes mais espacados com formacado
“serpentiforme” na regido central, embora este arranjo celular também esteja

presente em algumas regides de borda (Figura 53).
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Figura 53 - Histologia de culturas 3D de equivalente de es6fago sob tratamento

com nicotina

Legenda:

H&E em amostras provenientes das culturas 3D de queratinécitos em gel de
coladgeno e fibroblastos em interface liquido-ar. Fotos representativas de controle e
culturas tratadas com diferentes doses de nicotina. A) Borda da cultura ndo exposta
ao tratamento com nicotina, porém exposta a gaze. B) Regido central da cultura nédo
exposta ao tratamento com nicotina, porém exposta a gaze. C) Borda da cultura
exposta a 300 uM de nicotina. D) Regido central da cultura exposta a 300 uM de
nicotina. A seta indica a formagdo de estrutura celular em organizacéo
“serpentiforme”, indicando invasdo de células epiteliais no gel povoado ou
fibroblastos, na area central da cultura.E) Borda da cultura exposta a 2400 uM de
nicotina. F) Regiéo central da cultura exposta a 2400 uM de nicotina.

Pela andlise da histologia por coloracdo por H&E, observamos a

presenca de formacgao celular atipica no interior os géis de colageno contendo

fibroblastos, 0 que nos sugere uma possivel migracdo das células epiteliais

para dentro dos géis. Portanto, a fim de confirmarmos a invasdo dos

queratinécitos no gel, foi avaliada a distribui¢cdo de diferentes citoqueratinas por

imuno-histoquimica. Desta forma, foi possivel identificar positividade para

célula epitelial,

confirmando presenca de células epiteliais no gel,

principalmente em area de borda (Figura 53 C-F).
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Figura 53 - Imunomarcacédo de citoqueratinas em cultura equivalente de

esbfago

Legenda: Imuno-histoquimica avaliando distribuicdo de citoqueratinas em cultura 3D de
equivalente de esbtfago. A) Controle negativo da imuno-histoquimica em pele. B)
Controle positivo da imuno-histoquimica em pele. C) Marcagdo em amostra
proveniente de borda de cultura tratada com DMEM. D) Marcacdo em amostra
proveniente da regido central de cultura tratada com DMEM. E) Marcacdo em
amostra proveniente de borda cultura tratada com 1200 pM de nicotina. F)
Marcacdo em amostra proveniente da regido central de cultura tratada com 1200
MM de nicotina. A seta indica marcacgdo de queratinas em regido com formagéo de
estrutura celular em organizagdo “serpentiforme”, indicando invasdo de células
epiteliais no gel povoado ou fibroblastos, na area central da cultura. Aumento 10x
em todas as fotos.
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Ao longo do desenvolvimento do modelo, como j& dito anteriormente, as
culturas foram expostas a nicotina. Apos avaliarmos a distribuicdo de diferentes
citoqueratinas, foi realizada imuno-histoquimica a fim de identificarmos
distribuicio de SPRR3 e possiveis diferencas de marcacdo mediante ao
tratamento estabelecido com as diferentes doses de nicotina. Foi observada
maior localizagcdo de SPRR3 em regido de borda quando comparada a regiao
central da mesma cultura, entretanto ndo foi identificada diferenca de

expressao entre os tratmentos com nicotina. (Figura 54).



Figura 54 - Imunomarcacao de SPRR3 em cultura de equivalente de es6fagO

Legenda da figura 54: Imuno-histoquimica avaliando distribuicdo de SPRR3 em cultura 3D de equivalente de es6fago. A) Marcagdo em amostra proveniente
de borda de cultura ndo exposta ao tratamento com nicotina e nem gaze. Aumento 20x. B) Marcagdo em amostra proveniente de regido central de
cultura ndo exposta ao tratamento com nicotina e nem gaze. Aumento 10x. C) Marcacdo em amostra proveniente da borda de cultura tratada com
DMEM. Aumento 20x. D) Marcacdo em amostra proveniente da regido central de cultura tratada com DMEM. Aumento 10x. E) Marcagdo em
amostra proveniente de borda cultura tratada com 300 pM de nicotina. Aumento 20x. F) Marcagdo em amostra proveniente de regido central de
cultura tratada com 300 pM de nicotina. Aumento 10x. G) Marcagdo em amostra proveniente da borda de cultura tratada com 1200 pM de nicotina.
Aumento 20x. H) Marcacdo em amostra proveniente da regido central de cultura tratada com 1200 pM de nicotina. Aumento 10x.

44"
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Discussao:

Em artigo publicado em 2010, foi visto que esta linhagem celular exibe
algumas alteracdes genéticas e gendmicas ja relacionadas ao cancer de
es6fago, incluindo progressiva perda de p1l6INK4a, super expressao de genes
associados a transicao epitélio mesénquima, de proteinas antiapoptoéticas e
duplicacdo do braco longo do cromossomo 5 (5g). Como uma limitacdo ao uso
desta célula, foi observado ao longo da imortalizacdo celular, partir da
passagem celular de nimero 40, aumento nos niveis proteicos de N-caderina,
vimentina e a-SMA, o que pode contribuir para o perfil migratério da NE2-
hTERT visto em nossas culturas. Além disto, a linhagem apresentou perda de
expressdo de E-caderina, e esta € uma alteracao que ja foi descrita em CEE,
associada a um mau prognostico em pacientes com este tumor (LIN, DU &
WANG, 2009). Embora o processo de transformacao desta linhagem tenha
acarretado ganho de caracteristicas comuns ao processo de carcinogenese,
NE2-hTERT néo € tumorigénica (CHEUNG et al., 2010).

Cabe ressaltar que a linhagem celular foi doada apds contato com a
Dra. Cheung, no entanto, houve atraso em todo processo envolvendo o envio e
a documentacdo necessaria, bem como a permissao pelo governo holandés
para o uso desta célula (nivel de Biosseguranca 2), o que resultou na
diminuicdo do tempo habil para o desenvolvimento do referido projeto. Apos
construcdo da cultura organotipica seguida de avaliacdo histolégica e imuno-
histoquimica, concluimos que a linhagem NE2-hTERT néo é apropriada para o
desenvolvimento do modelo, uma vez que esta nao foi capaz de formar
membrana basal. Conforme trabalho publicado em 1993, as interagdes entre
epitélio e mesenquima sé&o essenciais para formacdo e manutencao do tecido
epitelial, uma vez que a comunicacdo entre o estroma e o epitélio influencia
diversos processos como proliferagcdo dos queratindcitos, migracéo,
diferenciacdo e a formacdo da camada basal na juncdo epitélio-derme
mediante sintese de componentes da matriz extracelular (SAINTIGNY et al.,
1993).

A limitacdo imposta pelo pouco tempo disponivel, ndo nos
permitiu testar alteracdes na constru¢do do gel de colageno, uma vez que

observamos em algumas culturas uma tendéncia a acumular algumas poucas
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camadas de queratinécitos nas regides de borda. Moon e calaboradores
observaram que células epiteliais de pele adquiriram comportamento
proliferativo e invasivo (entrando no gel de colageno povoado por fibroblastos)
na presenca de EGF e inducdo da expressao de MMP-1 (Matrix
metalloproteinase-1) (MOON et al., 2001). Outros trabalhos ja mostraram que a
exposicdo a EGF resulta na inducdo da migracdo de células epiteliais para
interior do estroma e expressao de metaloproteinases (ZEIGLER et al., 1996;
VARANI, 2004). O protocolo utilizado para a construgdo do modelo de
equivalente de esbdfago seguiu protocolo utilizado no laboratério da Dra. Susan
Gibbs para a construcdo de equivalente de gengiva, uma vez que tanto
esb6fago quanto gengiva, séo epitélios estratificados com células esquamosas e
nao queratinizados, diferentemente da epiderme. O protocolo utilizado para
cultivo e inducdo de diferenciacdo em modelo contendo queratindcitos de
gengiva recebe suplementacdo com EGF (Epidermal Growth Factor), logo, foi
adicionado EGF ao meio de cultivo de NE2-hTERT. Embora existam
semelhancas nestes epitélios, estes possuem caracteristicas proprias, o que
pode influenciar a resposta a agentes exdgenos ao cultivo de queratindcitos em
modelos in vitro.

Ja foi visto, em pele, que a populacdo de fibroblastos apresenta-se
heterogénea neste 6rgdo e que células epitelias interagem com células da
derme, tanto através de contato célula-célula ou por fatores paracrinos,
incluindo IL-6, IL-8 e KGF (WERNER & SMOLA, 2001). Esta comunicacao
também estimula a producdo, pelos fibroblastos dérmicos, de fatores de
crescimento e citocinas necessarios para o desenvolvimento de queratinécitos
(STEILING & WERNER, 2003). Logo, a pouca interacdo entre a linhagem
celular NE2-hTERT e os fibroblastos pode ter prejudicado a producédo de
moléculas necessarias para a inducdo da diferenciacéo epitelial, assim como
nao promoveu uma base adequada para suportar o epitélio.

Sabe-se que em cultura 3D utilizando células imortalizadas por
hTERT de pele (HaCaT) e mucosa oral (IHOK), o tratamento com 300 puM de
nicotina foi capaz de alterar a histologia (epitélio com menor numero de
camadas) de ambos os modelos, exibindo uma pobre estratificacdo e
organizacdo das camadas celulares, assim como menor queratinizacdo em

modelo de pele. Os dados levaram os autores a concluirem que a nicotina inibe
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crescimento celular mediante parada do ciclo celular em fase G(0)/G(1) e esta
parada pode estar relacionada com aumento de expressdo de p21, além de
afetar o processo de diferenciacéo epitelial (LEE et al., 2005. Portanto, fomos
investigar a hipdétese da nicotina regular a expressdao da SPRR3 em CEE.
Esses dados mostrararam maior marcacao em regidao de borda de cultura em
relagdo a regido central da cultura. Como falado anteriormente, as células na
regido de centro de cultura se espalharam pela regido do gel, com formacéao de
estruturas celulares serpentiformes, mas isso ocoreu independente da

concentracéo de nicotina.

Concluséo:

Como uma conclusdo deste projeto, nossos dados sugerem que a
linhagem celular NE2-hTERT nao € adequada para desenvolver o modelo de
cultura organotipica, uma vez que esta nao foi capaz de formar membrana

basal continua e organizada.



