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1 INTRODUGCAO

A organizagdo tecidual é essencial para manter a funcdo e fisiologia
adequada do tecido, assim como, outras importantes atividades celulares sao
dependentes da rigorosa adesao entre as células, incluindo proliferacao, motilidade,
migracdo e apoptose. Em decorréncia dessas caracteristicas, uma disfungdo na
adesao celular é identificada em diversas patologias, especialmente na progressao e
invasividade do cancer (Brooks, et al., 2010).

Enquanto tumores primarios sao estaticos, no processo de progressao
tumoral as células perdem sua capacidade de aderéncia e se tornam mais
migratérias, contribuindo para o inicio da metastase. No cancer, onde o0s
mecanismos de reparo celular sdo deficientes, lesbes locais e rompimento da
adesdo das células tumorais, causam um dano indesejavel e comprometedor ao
tecido local (Drivalos, et al., 2011).

A invasividade do cancer é sustentada por um aumento da atividade
enzimatica das células tumorais, expressando metaloproteinases de matriz (MMPs).
As MMPs pertencem a familia de endopeptidases zinco-dependentes, as quais
constituem um grupo de 20 proteinas que sao responsaveis pela degradag¢ao de um
vasto numero de proteinas, especialmente aquelas envolvidas na adesao celular e
componentes da matriz extracelular. Além disso, as MMPs estao envolvidas no
rompimento da matriz extracelular das células endoteliais, aumentando a
angiogénese tumoral (Zarrabi, et al., 2011).

Outro grupo de proteases dependentes de zinco é a familia da Adamalisina
(ADAMs). As ADAMs também apresentam fungdes de metaloproteases. Ambas as
proteinas apresentam dominios conservados entre os membros da sua familia, os
quais podem sofrer intervencao de reguladores negativos, processo necessario para
a remodelacao da matriz extracelular.

O principal regulador das MMPs e ADAMs ¢é a familia denominada de
Inibidores de Metaloproteases (TIMP), constituida de quatro membros TIMP-1, -2, -3
e -4. Tais proteinas apresentam uma regido N-terminal conservada que se liga ao
dominio catalitico das MMPs, inibindo sua atividade. Todas as MMPs podem ser
inibidas pela TIMP, entretanto ndo € mantida a mesma eficacia para todas as
inibicdes (Stetler, et al., 2008).

Entre os inibidores se destaca a TIMP-3, a qual inibe eficazmente a MMP-2,
MMP-9 e a grande maioria das ADAMs. Além dessas funcoes, a familia de TIMP
participa em diversas atividades biolégicas incluindo diferenciacao, crescimento,
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migracao, invasao celular, angiogénese e apoptose. Esses efeitos sdo mediados
independentemente da inibicdo da MMPs.

Visto a importancia da atividade da TIMP-3 como um inibidor da atividade
proteolitica do MMPs, acredita-se que seu principal papel no microambiente tumoral
seja reduzir a invasividade do tumor e da metastase. A baixa expressao e atividade
da TIMP-3 ocorre em alguns tipos de cancer como Adenocarcinomas Esofagicos
(Smith, et al., 2008) e tem sido associada a um pobre prognoéstico, resultando em
uma baixa sobrevida dos pacientes. Uma das hip6teses para essa baixa expressao
e atividade baseia-se na possivel presenca de mutagbes que afetam atividade
natural inibitéria da proteina, facilitando a invasividade tumoral; e a segunda
hipotese para a reducdo da expressao da proteina TIMP-3 é a ocorréncia de
metilacdo do DNA na regido promotora do gene, afetando assim, a sua expressao
(Smith, et al., 2008).

Assim, o presente estudo teve como objetivo fazer uma analise mutagénica
por sequenciamento do gene de amostras proveniente de pacientes diagnosticados
com Carcinoma Bucal, para possivelmente relacionar a frequéncia de mutagdes com
a invasividade do cancer de acordo com o histérico do paciente.

2 METODOLOGIA (MATERIAL E METODOS)

Amostras e Extracdo de DNA

As 10 amostras diagnosticadas com carcinoma bucal utilizadas para a analise
mutagénica do gene TIMP-3, sdo provenientes do Biobanco de DNA do Laboratério
de Gendmica Funcional/UFPel. Para a extracdo do DNA genbmico foi seguido os
procedimentos recomendados pelo fabricante do DNeasy Blood & Tissue Kit
(Quiagene). As amostras foram eluidas em um volume de 100uL. O material foi
armazenado em ultrafreezer a — 80°C.

Etapa de Amplificacao

A amplificagdo dos 5 éxons do gene foi realizada usando as técnicas de PCR
Convencional e Touchdown. Foram utilizados primers descritos por Liu et al., (2007).
O protocolo foi estabelecido para a melhor amplificacdo através de dois programas
especificos para cada grupo de éxons. Para os éxons 1 e 3 foi utilizada a técnica de
Touchdown PCR, iniciando-se com uma desnaturagédo a 95° C (10’), seguido por
outro ciclo de 942 C (30”), uma sequéncia de ciclos de anelamento de 60° até 56° C
(30”) diminuindo 1° C a cada ciclo por 6 ciclos consecutivos e um ciclo de extenséao
de 72° C (45”). Posteriormente, ciclos de desnaturacédo de 94° C (30”), anelamento
56° C (30”) e extenséo a 72° C (45”), totalizando 40 ciclos e ao final um ciclo a 72° C

(5.

Para o grupo de éxons 2,4 e 5 foi utilizado o seguinte programa de PCR
Convencional: iniciando-se com uma desnaturacdao de 94°C (5’), seguidos de 30
ciclos de 94°C (45”), 60°C (45”) e 72°C (45”), finalizando com uma extensdo de
72°C(7’). As reagdes de PCR foram executadas com um volume de 25 pl contendo
1,2 ul de DNA, 2,1 ul de cada primer forward e reverse na concentracéao de 10 pmol,
12,4 ul de GoTag® qPCR Master Mix (Promega, USA) e 7,4 ul de Hx0.
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Purificacao, Sequenciamento e Analise das Amostras

A amplificacdo dos éxons foi confirmada por sequenciamento usando o0s
primers anteriormente citados. Os produtos de PCR foram purificados com o auxilio
do Kit de Purificacdo de Banda de Gel de acordo com as instru¢des do fabricante
(GE Healthcare, USA). O sequenciamento foi realizado com o uso do MegaBACE
1000 (Amersham Biosciences) e os cromatrogramas foram analisados e editados
usando o ContigExpress®, programa fornecido pelo Vector NTI 11.0 suite
(Invitrogen, USA). Os resultados do sequenciamento foram comparados com a
sequéncia referéncia do gene TIMP-3 depositada no NCBI (identificacdo
NG_009117.1).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Como se pode observar na Fig. 1 a técnica de sequenciamento forneceu
resultados de boa qualidade, o que demonstra que os protocolos de amplificagao
foram devidamente padronizados e a etapa de purificacdo bem estabelecida. As
sequéncias obtidas foram devidamente editadas e agrupadas para verificar a
existéncia de mutacdes e/ou alteracées genéticas. Até a presente data foram obtidas
36 sequéncias que, depois de editadas, apresentaram uma alta qualidade nos
padroes dos eletroferogramas, permitindo uma boa andlise e interpretagcdo dos
dados. Dessas 36 sequéncias, apenas duas apresentaram alteragbes genéticas em
relagdo a sequéncia referéncia, mais precisamente, Polimorfismos de Base Unica
(SNP).

Os SNPs foram localizados na posicao 1435 do mRNA (SNP numero de
acesso — rs9862) e correspondem ao éxon 3 da amostra 7 e da amostra 41,
entretanto trata-se de um SNP sinénimo, ou seja, os cddons da sequéncia referéncia
e das amostras sequenciadas codificam para o0 mesmo aminoacido independente do
fato de serem sequéncias trinucleotidicas diferentes. Essa caracteristica €
proveniente da degeneracdo do DNA e, segundo o conhecimento atual, tendem a
nao incorrer em nenhuma alteracao de fungao da proteina TIMP-3 (Komar, 2009)

Exon 5

ACTACGCCTGCATCCGGOCAGA AHSLR

LCTACGCCTITGCATCCGG G L L L
ARCTARACGCCTGCRTCCOGS®G z B R

c G

C G
ACTACGCCTGCATCCGGOCAGA AHSR
LARCTLCGCCTITGCRTCCGGCRRGS R2TSR

n A S LA

ACTACGCCTGCATCCGGOCAGA AHSR

Figura 1- Andlise do seqlienciamento do éxon 5 da amostra 4.
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4 CONCLUSAO

A andlise mutagénica foi realizada com sucesso nas amostras seqlienciadas
até a presente data e nao foram detectadas alteragdes genéticas no gene TIMP-3
que possibilitariam uma associacdo com o grau de invasividade do cancer dos
pacientes diagnosticados com carcinoma bucal. As préximas etapas do projeto
consistem em sequenciar novas amostras para garantir resultados estatisticos
relevantes, além disso, faz-se necessario uma analise dos perfis de metilacdo do
gene TIMP-3 como alternativa promissora na prospeccdo de marcadores
moleculares para a invasividade do carcinoma bucal utilizando o gene TIMP-3.
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