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Avaliacao das alteracbes de Desmogleina 1 em Carcinoma Epidemdide de Eséfago

DISSERTACAO DE MESTRADO

Marcela Farias Costa

O cancer de esbfago (CE) ¢ um dos dez tipos de tumores mais frequentes e apresenta
uma sobrevida em cinco anos inferior a 20% no Brasil e no mundo. Esta alta letalidade esta
relacionada ao diagnostico tardio da doenca, o que resulta em um tratamento pouco eficaz.
Dentre os diferentes tipos histolégicos de CE, o carcinoma epidermoéide de eséfago (CEE)
corresponde a mais de 80% dos casos de cancer de esdfago no Brasil. Frente a tal panorama, a
identificacdo de potenciais biomarcadores que auxiliem no diagndstico precoce de CEE é
fundamental. Diversos trabalhos tém sido desenvolvidos com o objetivo de elucidar o papel
das alteracOes epigenéticas na iniciacdo e progressdo tumoral, e em estudo do nosso grupo, foi
observado que alteracfes no padrdo de metilacdo do DNA sdo comuns em CEE. As principais
vias celulares afetadas foram as de componentes inflamatorios e adesdo/diferenciagdo celular.
Dentro desta ultima via, destacou-se o gene Desmogleina 1 (DSG1), que codifica uma
caderina desmossomal de mesmo nome, ja relacionada a diferenciacéo celular em pele. Desta
forma, este trabalho teve como objetivo avaliar a presenca de alteracbes de DSG1 em CEE.
Nas andlises realizadas em amostras humanas, observamos que 0s tumores apresentam uma
hipermetilacdo da regido promotora e menores niveis de expressdo génica de DSG1 em
comparagdo ao tecido adjacente ndo tumoral pareado. Além disso, menores niveis de
metilacdo foram observados em individuos com idade acima da mediana e tumores
moderadamente diferenciados. O nivel de metilacdo de DSG1 no tumor se mostrou ainda um
fator de progndstico independente da idade em CEE, sendo que pacientes com maiores niveis
de metilagcdo no tumor apresentaram uma sobrevida média global de 6 meses, enquanto entre
individuos com baixos niveis de metilacdo essa sobrevida foi de 15,5 meses. Para confirmar a
correlacdo inversa entre expressdo génica e os niveis de metilacdo de DSG1 observada nas
amostras humanas, realizamos o tratamento com o agente desmetilante 5-Aza-2'-
desoxicitidina (5-Aza) na linhagem derivada de CEE OE-21 com diferentes doses e por
diferentes periodos de tempo. No tratamento com 5-Aza a 100 nM por até 120h, foi observada
uma perda de metilacdo tempo dependente, sendo esta mais marcante a partir do tempo de 48
horas. Ja a expressdo génica de DSG1 apresentou inducdo maxima no tempo de 72 horas,
acompanhada de um aumento de expressdo proteica. Finalmente, avaliamos a expressdo
proteica de DSG1 em 48 amostras de tecido tumoral e normal adjacente conservadas em
parafina de 25 pacientes. O tecido normal apresentou o padrdo ja descrito para epitélios:
expressao predominantemente membranar, mais proeminente nas camadas mais
diferenciadas. Ja o tecido tumoral apresentou areas em que a expressao de DSGL1 foi perdida e
areas em que a marcacdo foi observada principalmente no citoplasma, com marcagéo
membranar menos frequente. As regides que mantiveram marca¢do membranar foram aquelas
consideradas de maior grau de diferenciacdo. Nossos dados sugerem ainda que a localizagdo
citoplasmatica de DSG1 pode ser consequéncia da expressdo de uma isoforma menor,
transcrita a partir do mesmo gene, mas que ndo possui 0s dominios extracelulares e
transmembrana. Em conclusdo, a reducdo de expressdo génica de DSG1 parece estar
relacionada a hipermetilacdo de seu promotor em CEE, enquanto o padrdo de expressdo
proteica é bastante heterogéneo nestes tumores e parece estar associado ao grau de
diferenciacéo.
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ABSTRACT

Evaluation of desmoglein 1 alterations in Epidemoide esophageal squamous cell
carcinoma

DISSERTACAO DE MESTRADO

Marcela Farias Costa

Esophageal cancer (EC) is one of the ten most frequent tumors worldwide and in Brazil,
showing a five-year overall survival lower than 20%. Such a high lethality is directly
associated with a late diagnosis, which results in a poor treatment. Among the different
histological subtypes of EC, esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) corresponds to
more than 80% of the cases. Based on this, the identification of biomarkers that could
anticipate ESCC diagnosis is of utmost importance. Several studies have tried to elucidate the
role of epigenetic alterations on tumor initiation and progression and our group has already
shown that alterations of DNA methylation patterns are common events in ESCC. Among the
cellular pathways found to be altered in this study, inflammatory components and cell
adhesion and differentiation were the most significant. One of the genes found to be
hypermethylated in tumors was Desmoglein 1 (DSG1), which encodes a desmosomal protein
and has already been implicated in cellular differentiation in skin keratinocytes. Therefore, the
main objective of this study was to evaluate the presence of DSG1 molecular alterations in
ESCC. The -evaluation of human samples showed that ESCC presents DSG1
hypermethylation and a downregulation of its expression in comparison with the paired non-
tumor surrounding tissue. Also, lower DSG1 methylation levels were observed in moderately
differentiated tumors and in the tumor tissue of older individuals. DSG1 promoter methylation
in tumors was also found to be a prognostic factor in ESCC, with individuals with high levels
showing a mean overall survival of 6 months, while patients that presented low methylation
levels showed a mean overall survival of 15.5 months. In order to confirm the inverse
correlation between DSG1 methylation and gene expression observed in human samples, we
treated OE-21 ESCC cells with 5-Aza-2'-deoxycitidina (5-Aza) in different doses for different
periods of time. After the treatment with 5-Aza 100 nM for up to 120h, we observed a time-
dependent DSG1 demethylation. Furthermore, after 72h of treatment, we observed a maximal
induction of DSG1 gene expression, followed by the upregulation of its protein levels.
Finally, we evaluated DSGL1 protein expression in 48 samples, both FFPE normal and tumor
tissue, from 28 ESCC patients. The non-tumor surrounding tissue showed the DSG1
expression pattern already described to other types of epithelium: a predominant membrane
expression, especially in differentiated cells. The tumor tissue, on the other hand, showed a
heterogeneous expression, with regions where DSG1 was totally absent and areas with a
strong cytoplasmic staining. The membrane staining was less frequent and usually associated
with higher differentiation. Our data also suggest that the presence of DSG1 in the cytoplasm
could be a consequence of the expression of a smaller isoform encoded by the same gene, but
which lacks the extracellular and transmembrana domains. In conclusion, this is the first study
to show that the downregulation of DSG1 expression might be a consequence of its promoter
hypermethylation in ESCC. Also, we showed that DSG1 protein expression pattern is very
heterogeneous in this type of cancer and might be associated with cellular differentiation.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer de Es6fago

O céancer de esdfago (CE) é uma doenca que possui ampla distribuicdo geogréfica no
mundo, podendo alcangar diferencas de até dezesseis vezes entre regides de alta e baixa
incidéncia. As regides com as maiores taxas de incidéncia incluem o leste da Africa, centro-
sul da Asia (por esse motivo denominado cinturdo asiatico do cancer de eséfago), Japdo e Sul
da América do Sul, incluindo o Brasil e o Uruguai (Figura 1.1) (JEMAL et al., 2011;
PARKIN et al., 2009).

Incidéncia ASR
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Foate: GLOBOCAN 2012 (IARC)

Figura 1.1: Distribuicdo geogréafica da incidéncia de cancer de eséfago no mundo para ambos
0s sexos. Azul mais escuro representa regides de alta incidéncia e azul mais claro, regides de
baixa incidéncia. ASR: Taxa ajustada por idade. Adaptado de GLOBOCAN, 2012 — IARC.

A despeito das variacdes geograficas de incidéncia, o CE é responsavel por 7% de
todas as neoplasias malignas do trato gastrointestinal, além de ser o oitavo tipo de cancer mais
frequente em todo 0 mundo e a sexta causa mais comum de morte por cancer (FERLAY et al.,
2012; LEHRBACH; NITA; CECCONELLO, 2003; OHASHI et al., 2015). Dados ainda mais

alarmantes chamam atencéo para a gravidade e extensao da doenca:



e Menos de 20% dos casos tém uma sobrevida maior que cinco anos ap6s o diagndstico

(COHEN; AJANI, 2011);

e A incidéncia tende a aumentar, sendo que entre 2012 e 2025 sdo esperados mais de

640 mil novos casos em ambos 0s sexos (FERLAY et al., 2012);

e A cada 100 casos diagnosticados da doenca, sdo observadas 87 mortes (COHEN;

AJANI, 2011).

Todos estes dados trazem a tona a realidade desta neoplasia: € uma doenca agressiva e
com alta letalidade, sendo este panorama observado tanto no Brasil quanto no mundo (Figura
1.2) (DA COSTA et al., 2013; MCLARTY et al., 1997; OHASHI et al., 2015; RIBEIRO
PINTO et al., 2003).
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Figura 1.2: Gréfico representando as taxas de incidéncia e mortalidade de cancer de eséfago
por sexo e regido mundial, ajustadas por idade. As barras azuis representam as taxas de
incidéncia mundiais estimadas, ajustadas por idade, por 100.000 habitantes. As barras

vermelhas representam as taxas de mortalidade mundiais estimadas, ajustadas por idade, por
100.000 habitantes. Adaptado de GLOBOCAN, 2012 — IARC.



Usualmente, variacdes de incidéncia pontuais dentro de uma mesma area geografica
(Figura 1.1) tendem a indicar uma relacdo da génese da doenca com uma etiologia
multifatorial, muitas vezes relacionada com habitos culturais de consumo e exposi¢do a
carcindgenos, e fatores socioecondémicos como dificuldade no acesso a exames e tratamento
adequados. Isto pode ser observado de forma clara quando se observa a diferenca de
incidéncia deste tumor entre regides mais e menos desenvolvidas do mundo (Figura 1.2)
(LAYKE; LOPEZ, 2006; RIBEIRO PINTO et al., 2003).

Além disso, tal diferenca também pode ser explicada pela incidéncia diferenciada dos
tipos histologicos de CE. Existem dois subtipos histoldgicos mais frequentes de cancer de
esdfago: o adenocarcinoma de es6fago (ADE) e o carcinoma epidermoide de esdfago (CEE).
Apesar de acometerem o mesmo 0rgdo, o ADE e o CEE diferem em suas principais
caracteristicas: distribuicdo geografica, caracteristicas clinicas, etiologia, populagédo
acometida, entre outros aspectos (QUEIROGA; PERNAMBUCO, 2005; HONGO;
NAGASAKI; SHOJI, 2009).

1.1.1. Adenocarcinoma de es6fago

O ADE ¢ mais incidente em regides desenvolvidas, como Europa Ocidental e 0s
Estados Unidos devido, principalmente, aos habitos destas populacdes. Notadamente, o
consumo de alimentos ricos em gordura e 0 aumento da média de peso dessas populacdes,
caracterizando obesidade, parecem ser os fatores mais relevantes neste cenario.
Recentemente, uma rapida mudanca na incidéncia deste tumor vem acontecendo: seu aumento
em paises em desenvolvimento, pela adocdo dos mesmos habitos (FALK, 2009). Apesar
disso, o CEE ainda corresponde a mais de 80% dos casos de CE. O principal fator de risco
para o desenvolvimento do ADE é o es6fago de Barrett, condigdo pré-maligna na qual o
epitélio normal do es6fago é substituido por um epitélio metaplasico colunar (SPECHLER et
al., 1994). O esdfago de Barrett se origina principalmente em pacientes que sofrem de refluxo
gastroesofagico cronico, condicdo que aumenta em mais de cem vezes a chance de
desenvolver ADE (THOMAS; SOBIN, 1995). Além disso, o tabagismo foi identificado como
fator de risco para 0 ADE, mas o etilismo mostrou estar pouco relacionado a génese da
doenca (TOH et al., 2010).



1.1.2. Carcinoma epidermoide de es6fago

A historia natural proposta para o desenvolvimento de CEE se baseia no modelo de
exposicdo de longo prazo aos agentes etioldgicos e transformagdo neopléasica na mucosa
esofagica, que € raramente detectada nos estadios iniciais quando a terapia curativa € possivel
(mucosectomia para excisdo do tumor in situ - tratamento primario) (CHEN et al., 1999). Nos
estadios avancados, a quimiorradioterapia seguida ou ndo por esofagectomia sdo 0s
procedimentos empregados (Figura 1.3) (DA COSTA et al., 2013).

* Primeiros sintomas,
normalmente disfagia

* Memento de diagndstico
usual

A

Exposicéo acs fatores
de risco

Tabaco, alcool,
bebidas quentes, dieta
contendo compostos
N-nitrosos, micotoxina,
opio

—_——————————_————

Terapia Cuidados Paliativos

. | LN A\ /
~ ~ ~ s

Prevencgéo Primaria Prevencéo Secundaria Prevencéo Terciaria Prevencado
Quaternaria

Iniciacdo CEE CEE Morte
Tumoral precoce avancado

Figura 1.3: Historia natural do CEE. Progressdo de CEE ao longo do tempo e os diferentes
momentos de intervencdo para a prevencao e o diagndstico da doenca. Adaptado de da Costa
etal., 2013.

Diversos estudos epidemiologicos apontam que o etilismo e o tabagismo sdo 0s
principais fatores de risco para o desenvolvimento de CEE. Em paises ocidentais, 0 consumo
concomitante desses dois fatores representa um risco multiplicador (CASTELLSAGUE et al.,
1999; IARC, [s.d.]). Além disso, ha a sugestdo de que o fumo tenha um papel importante
tanto na iniciacdo quanto na promog¢do do tumor, enquanto o alcool teria um papel mais
relevante na promog&o. 1sso porque ap6s dez anos de abstinéncia de alcool, o risco retorna aos
valores dos abstémios, enquanto apos dez anos sem tabaco o risco diminui apenas 50%
(CASTELLSAGUE et al., 1999).



Todavia, ha outros fatores que contribuem para a génese do CEE. A contaminacédo de
alimentos por nitrosaminas, carcindgenos que apresentam tropismo pelo eséfago (FORREST,
1993), desnutricdo e o consumo de cha quente estdo envolvidos na etiologia deste cancer em
alguns paises, como a China e a india. No Ir4, além da desnutricdo e da ingestdo de cha
quente, o consumo de épio é um importante fator de risco para o desenvolvimento de CEE.
No Japdo, apenas 0 consumo de cha quente parece ter relacdo direta (SEPEHR et al., 2001;
TUYNS, 1979). Ja na regido sul do Brasil, &rea de alta incidéncia, além do consumo de
bebidas alcoolicas e tabaco, ha também o consumo do “chimarrdo” (chd da erva mate
consumido em torno de 70°C), que vem sendo associado ao desenvolvimento do CEE
(CASTELLSAGUE et al., 1999, 2000).

Apesar de sua alta incidéncia e mortalidade, o CEE ainda € um tumor negligenciado e
muito pouco se conhece acerca dos mecanismos moleculares que levam ao seu
desenvolvimento. Alguns fatores genéticos ja relacionados ao desenvolvimento de CEE
incluem mutacdes em TP53 (DA COSTA et al., 2013; RIBEIRO PINTO et al., 2003), com
uma variacdo em prevaléncia entre 59% - 93% dos pacientes, dependendo da regido
geografica. Modificacbes da via de sinalizacdo de EGFR (Epidermal Growth Factor
Receptor) ja foram descritas em populacdes asiaticas, com a superexpressao de EGFR sendo
observada em 59,6% - 76% dos casos (ZHANG et al., 2014). J& no Brasil, foi observado um
aumento na expressdo do RNAm de EGFR em 11% dos casos, mas com expressao proteica
aumentada em apenas 4% dos casos (GONZAGA et al., 2012), reiterando as diferencas entre
populacdes.

Mais recentemente, diversos trabalhos tém sido desenvolvidos com o intuito de
elucidar o papel das alteracBes epigenéticas na iniciacdo e progressdao do carcinoma
epidermdide de es6fago no mundo (KISHINO et al., 2016; KOMATSU; SASAKI, 2014; LI et
al., 2014a; SINGH et al., 2015; WU et al., 2006). No Brasil, em estudo do nosso grupo,
também foi observado que alteracdes no padrdo de metilacdo do DNA sdo comuns em CEE
(LIMA et al., 2011). Alem disso, como principais vias celulares afetadas, foram encontradas o
componente inflamatorio e adesdo/diferenciagéo celular. Dentro desta Gltima via, destacou-se
0 gene que codifica a Desmogleina 1 (DSG1), encontrado hipermetilado na sua regido

promotora em tumores em comparagdo com o tecido normal adjacente.



1.2. Mecanismos epigenéticos de regulacédo da expressdo génica

A epigenética se refere ao estudo das alteragdes herdaveis que regulam a expressao
génica sem o envolvimento de modificagdes na sequéncia do DNA. O termo foi originalmente
proposto em 1939 pelo embriologista Conrad Hal Waddington, em que descrevia a interacéo
causal entre genes e seus produtos levando a existéncia de diversos fenotipos, e a sua relagédo
com o ambiente (ESTELLER, 2008). Entre alguns dos principais mecanismos epigenéticos
conhecidos estdo as modificagdes de histonas, os RNAs ndo codificantes e a metilacdo do
DNA.

1.2.1. Modificacdes de histonas

As histonas sdo proteinas responsaveis pelo empacotamento do DNA no nucleo das
células e compdem os nucleossomos, octameros constituidos por duas unidades das histonas
H2A, H2B, H3 e H4. Entretanto, ja se sabe que essas proteinas possuem papel além do
empacotamento do DNA, como estruturas que participam da regulacdo da expressdo génica.
As histonas podem sofrer modificacbes covalentes em suas caudas, como: acetilagéo,
metilacdo, sumoilagdo, ubiquitinacdo e fosforilagdo. O balanco das modificagfes destas
proteinas é essencial no controle da expressdo génica. Um exemplo é a acetilacdo e a
desacetilacdo: a acetilacdo das histonas é realizada pelas histona acetil-transferases (HATS),
enquanto a desacetilacdo de histonas é catalisada pelas enzimas histona desacetilases
(HDACs) (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 temos a formacdo de heterocromatina e o
silenciamento génico. J& quando as histonas sdo acetiladas, suas caudas perdem a carga
positiva, 0 que torna a interacdo com o0 DNA mais fraca, levando a formacao de eucromatina.
Esta conformagdo da cromatina € mais acessivel e estd geralmente associada a transcri¢do

ativa de genes (Figura 1.4).



Heterocromatina: Cromatina fechada, repressdo da transcricdo  Eucromatina: Cromatina aberta, ativacdo da transcricio
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Figura 1.4: Estados de permissividade (eucromatina) e resisténcia (heterocromatina) da
cromatina, e a interacdo de modificagdes epigenéticas na regulacdo da transcricdo génica. Na
formacdo da heterocromatina, temos a atuacdo das HDACSs, que levam a desacetilacdo das
caudas das histonas, deixando-as com carga positiva e permitindo assim a interacéo forte com
0 DNA, que possui carga negativa. Ja a eucromatina esta associada a acetilacdo das histonas
pelas HATs, que bloqueia a carga positiva das caudas dessas proteinas, diminuindo a
interacdo entre histonas e DNA. As caudas das histonas podem ainda sofrer outras
modificacdes covalentes, como metilacdo e fosforilacdo, também envolvidas na manutencéo
dos estados da cromatina. Adaptado de Johnstone, 2002. Legenda: HDAC = Histona
desacetilases; HAT = Histona Acetiltransferase; Ac = Radical Acetil; Me = Radical Metil; P
= Fosfato.

Outro exemplo é a metilacdo de histonas, que leva a diferentes conformacbes da
cromatina dependendo do residuo modificado (lisina ou arginina) e também da posicdo do
aminoécido (ESTELLER, 2008). Estas modifica¢des podem aumentar ou diminuir a afinidade
do octamero de histonas pela molécula de DNA através da modifica¢do da carga dos residuos
de histona. Com isso, o DNA pode ficar mais ou menos acessivel a fatores de transcricédo e
proteinas corregulatorias, ou ainda, a metilacdo sofrida pelas histonas pode servir de substrato
para ligacdo de complexos regulatérios, regulando assim a expressao génica (VALLASTER,;
VALLASTER; WU, 2012).

1.2.2. RNAs nao codificantes

A classe de RNAs reguladores da expressdo génica é composta por mais de um tipo de
RNA, como os longos RNAs nado codificantes e microRNAsS, que foram conservados ao longo
da evolucdo por diversas atuacbes além da regulacdo da expressdo génica, como pela
manutencdo da estabilidade gendmica, defesa contra elementos genéticos exdgenos e outros
(HOLOCH; MOAZED, 2015). A regulacdo da expressdo génica por RNAs ndo codificantes
pode ser dar por diferentes mecanismos, como: recrutamento de complexos modificadores de
cromatina (HOLOCH; MOAZED, 2015), inducéo de modificagdes de histona ou metilacdo do
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DNA (EGGER et al., 2004). Entretanto, 0 mecanismo mais conhecido e estudado é aquele
mediado por microRNAs, pequenos RNAs ndo codificantes de 19 a 24 nucleotideos de
tamanho que regulam negativamente a expressdo proteica. Sua funcdo se da pela ligagdo ao
RNAmM e resulta em sua clivagem direta ou inibicao da traducao (Figura 1.5) (HUMPHRIES;
WANG; YANG, 2016).
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Figura 1.5: Interacdo dos microRNAs com o RNAm resultando na regulagdo da sintese
proteica. Na auséncia de miRNAs que tenham um determinado RNAmM como alvo, este pode
ser traduzido em proteina normalmente. J& quando o0 miRNA esta presente, este se liga ao
RNAm alvo por complementariedade e pode levar ao bloqueio da traducdo. Adaptado de:
<http://www.longevinex.com/articles/micrornas-aging-and-resveratrol/>. Acesso em 26 de
fevereiro de 2016.

RNA Mensageiro

1.2.3. Metilacdo do DNA

A metilacdo do DNA ¢ a modificacdo epigenética mais estudada e conhecida. O DNA
é metilado a partir da adicdo covalente de grupos metil em dinucleotideos CpG, reacdo
catalisada pelas enzimas DNA metil-transferases. Em humanos, sdo conhecidas cinco
DNMTs. A DNMTL1 é a metil-transferase de manutencdo, uma hemi-metilase envolvida no
processo de metilagdo durante a replicacdo do DNA e responsavel pela copia do padréo de
metilacdo da fita original. Ja a DNMT2 é uma RNA metil-transferase, e por fim, as DNMTs
da classe trés (DNMT3A, DNMT3B e DNMT3L) estdo relacionadas a aquisi¢do de metilacéo
de novo do DNA durante o desenvolvimento embrionario. Entretanto, a DNMT3L ndo possuli
atividade catalitica, sendo um cofator das outras enzimas dessa classe (MULLER et al., 2015).
As DNMTs usam como doador de grupamentos metil a molécula S-adenosilmetionina (SAM,;
Figura 1.6). Ja se sabe que a metilagdo do DNA regula diferentes fungdes fisiologicas, como a

inativacdo do cromossomo X, o imprinting gendmico e a supressdao de elementos
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transponiveis. Uma vez que este mecanismo tem papel critico na manutengdo da homeostase
celular e na regulacdo da transcricdo, um padrdo de metilacdo do DNA aberrante tem sido
relacionado ao desenvolvimento de uma série de doencas, incluindo o cancer (ESTELLER,

2008).
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Figura 1.6: Mecanismo de metilacdo de citosinas. (A) Adicéo do radical metil no carbono 5
do anel das citosinas catalisada pela DNMT, tendo como doador do radical metil a molécula
S-adenosilmetionina (SAM). (B) Regulacdo da transcricdo pela metilacdo da regido
promotora de genes, em que as citosinas metiladas impedem a ligacdo de fatores de
transcricdo. Adaptado de: Kulis; Esteller, 2010. Legenda: mCpG = CpG metilada; CpG =
CpG néao metilada.

1.2.3.1. Metilacdo do DNA e cancer

J& foi demonstrado que, durante a evolucdo tumoral, acontecem modificagdes nos
padrdes de metilagdo do DNA. De maneira geral, é observada uma hipometilagdo global do
genoma, incluindo elementos transponiveis como SINE (short interspersed elements) e LINE
(long interspersed elements), o que leva ao aumento da instabilidade gendmica. Além disso,
também é observada a hipermetilacdo de promotores de genes supressores de tumor,

geralmente associada ao silenciamento destes genes. Isto porque as citosinas metiladas
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recrutam proteinas que se ligam ao DNA metilado (MBDs), blogueando a ligacdo de fatores
acessorios a transcricao e da propria RNA polimerase, além de recrutarem modificadores de
histonas que levam & formacdo de heterocromatina. Estes mecanismos parecem contribuir
para a perda da homeostase do tecido e para a progressao tumoral (Figura 1.7) (BABA;
WATANABE; BABA, 2013).
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Figura 1.7: Perfis de metilacdo da regido promotora e do corpo de genes supressores de
tumor em células normais e tumorais. Adaptado de: http://www.ous-research.no/, acessado
em 25 de fevereiro de 2016.

Entre 0s genes cuja expressdo ja foi encontrada desregulada por metilacdo em cancer,
estdo aqueles que codificam moléculas de adesdo. J& foram encontrados padrdes de metilacao
aberrantes regulando E-caderina em tumores de co6lon e rim (KIM et al., 2016) e a regulacéo
das caderinas desmossomais desmocolinas 1, 2 e 3 no cancer de pulmédo (CUI et al., 2012),
por exemplo. Além disso, conforme citado anteriormente, nosso grupo ja mostrou uma
hipermetilagdo de DSG1 em CEE, porém os efeitos dessa alteracdo epigenética sobre a

expressao dessa caderina ainda ndo foram avaliados.

1.3. Adeséo celular

A expressdo das proteinas de adesdo € um processo extremamente complexo e
que cada dia mais tem sido visto como responsavel por diversos papéis, além da ades&o.
Possivelmente, o primeiro grande marco na evolucao das espécies é a multicelularidade, uma

vez que este evento demandou a aquisicdo de uma serie de caracteristicas como adesdo,
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cooperacdo e especializacdo celulares (NIKLAS, 2014). Hipotetiza-se que as bases
moleculares da execucdo destas caracteristicas em diferentes formas de vida (bactérias,
plantas, fungos e animais) evoluiram simultaneamente culminando na atual diversidade de
formas de adesdo e comunicacdo celulares (NIKLAS, 2014): as juncdes dos tipos Gap e

Tight, as juncBes aderentes e os desmossomos (Figura 1.8).

Célula epitelial do intestino

epidlo | —, delgsc
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Figura 1.8: Representacdo dos tipos de adesdo entre células e na I&mina basal de células
epiteliais. Entre células, podem ser formadas juncdes oclusivas, aderentes e desmossomais. A
direita, fotografia por eletromicroscopia mostrando os tipos de adesdo celular em intestino
delgado. Adaptado de: http://csls-text3.c.u-tokyo.ac.jp/index_active.html, acessado em: 26 de
fevereiro de 2016.

1.3.1. Juncoes oclusivas (tight)

A funcdo priméria das juncdes oclusivas € manter a permeabilidade celular e
paracelular, ou entre células. Sua capacidade de formar barreiras resistentes e permeaveis em
tecidos diferentes, de acordo com suas necessidades, faz com que seja essencial em tecidos
gue fazem troca seletiva de ions, macromoléculas e dgua, como o epitélio intestinal (APLIN;
JONES; HARRIS, 2009; BROOKE; NITOIU; KELSELL, 2012) (Figura 1.8).

Esse tipo de juncdo forma uma barreira intercelular continua através do epitélio,
necessaria para separar 0s espacos teciduais e prevenir o movimento seletivo de solutos pelo

epitélio atraveés do espago intercelular. Por essa capacidade, auxilia na formacdo da
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polarizacdo celular por formar uma barreira basolateral, e a0 mesmo tempo, permitir a
passagem de moléculas pelo seu sistema de pequenos poros carga-seletiva. As juncGes
oclusivas sdo compostas pelas proteinas claudinas, ocludinas e pelos conectores ao
citoesqueleto como as proteinas ZO-1, 2 e 3 (ANDERSON; VAN ITALLIE, 2009;
HARTSOCK; NELSON, 2008).

1.3.2. Juncoes comunicantes (GAP)

As juncdes do tipo GAP (Figura 1.8) medeiam a comunicacao celular. Atraves da
transferéncia de pequenas moléculas e ions entre o citoplasma de células adjacentes, este tipo
de juncdo celular permite a comunicacdo celular e respostas a estimulos externos, fungdes
vitais na manutencdo da homeostase celular (BROOKE; NITOIU; KELSELL, 2012).

Os vertebrados expressam duas familias de proteinas formadoras das juncgdes
comunicantes: as conexinas e panexinas. Este tipo de juncdo ndo é composto por canais
passivos, apesar do que se achou por muito tempo, mas usa 0 mecanismo de poro central que
abre e fecha de acordo com estimulos biolégicos, como a voltagem e mecanismos que ainda
ndo foram completamente elucidados (HERVE; DERANGEON, 2013).

1.3.3. Juncdo aderente

A juncdo aderente tem multiplas fun¢des, incluindo iniciar a estabilizacdo da
conexao entre células, manter a arquitetura tecidual, regular a ligacéo aos filamentos de actina
e regular a transcricdo génica e sinalizacdo de diversas vias celulares. Sua distribuicdo na
membrana ocorre como um cinturdo ao redor do corpo da célula, desta forma, unindo as
celulas (Figura 1.8).

A juncdo aderente é formada pelas caderinas classicas, como E-caderina,
diretamente ligada & membrana celular. Proteinas da familia das cateninas, como a j3-catenina
e o-catenina, medeiam a conexdo entre as caderinas e o citoesqueleto (HARTSOCK;
NELSON, 2008; MENG; TAKEICHI, 2009).
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1.3.4. Adesdo desmossomal

Os desmossomos sdo organelas responsaveis por um tipo de juncdo intercelular que
tem como principal caracteristica conferir adeséo forte a células adjacentes em tecidos que
sofrem stress mecanico, como coracéo, pele, lingua, eséfago e outros. O termo é oriundo do
grego - 'desmo’ (ligacdo) e 'soma’ (corpo)- e foi proposto inicialmente por histologistas que
consideravam estas organelas como ‘pontos de solda’ que mantinham as células unidas
(CIRILLO, 2014; GETSIOS; HUEN; GREEN, 2004; GREEN; SIMPSON, 2007; KOTTKE;
DELVA; KOWALCZYK, 2006).

As proteinas desmossomais tém um padrdo de expressdo especifico, baseado no
padrdo de diferenciacdo tecidual (Figura 1.9). Essa organizacdo é muito importante pois, mais
recentemente, a expressao diferencial destas proteinas foi correlacionada a outras funcgdes
normais do tecido e mostrou-se que elas sdo responsaveis pela homeostase do epitélio pela
manutencdo da integridade tecidual, organizacdo estrutural, além de papéis envolvidos na
regulacdo de vias de sinalizacdo celular e no balango entre proliferacdo e diferenciacéo,
morfogénese e apoptose (CHIDGEY; DAWSON, 2007a; CIRILLO, 2014; GETSIOS;
HUEN; GREEN, 2004; GREEN; SIMPSON, 2007; GREEN et al., 2010; HATZFELD;
WOLF; KEIL, 2014; JOHNSON; NAJOR; GREEN, 2014; KITAJIMA, 2014). As familias de
proteinas que compdem os desmossomos sdo: plaquinas ou plakin family (desmoplaquina -
Dp), 'armadillo’ ou armadillo family (placoglobina - Pg e placofilinas) e as caderinas

desmossomais ou cadherin family (desmogleinas - Dsgs e desmocolinas - Dscs) (Figura 1.9).

Plaguina Familia Armadillo Caderinas desmossomais

E

|

Figura 1.9: Expressdo diferencial das proteinas desmossomais de acordo com a diferenciagdo
tecidual nas camadas da epiderme, e familias das proteinas que compdem o desmossomo.
Adaptado de Johnson; Najor; Green, 2014.
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Entre as proteinas da familia armadillo, a placoglobina (y-catenina) € majoritariamente
expressa nos desmossomos, por conta da sua maior afinidade com as caderinas desmossomais
em comparacdo a E-caderina (CHITAEV et al., 1996; GARROD; CHIDGEY, 2008). As
placofilinas 1, 2 e 3 também apresentam um padrdo de expressdo associado com o grau de
diferenciacdo do tecido e sdo expressas tanto nos desmossomos quanto nas juncdes aderentes.
Estas sdo as responsaveis pela conexdo da proteina desmoplaquina com o filamento
intermediario (Figura 1.10) (GARROD; CHIDGEY, 2008; HATZFELD; WOLF; KEIL,
2014). A desmoplaquina, por sua vez, interage diretamente com o filamento intermediario no
citoplasma, sendo que no coragdo a proteina que assume este papel é a desmina (GARROD;
CHIDGEY, 2008).

M Desmoplaquina
\ Desmogleina

@m Placofilina Filamento

intermediario de

" iz
A Placoglobina

Desmocolina

Figura 1.10: Representagdo esquematica mostrando a constituicdo proteica de um
desmossomo. Em vermelho e laranja estdo destacadas as caderinas desmossomais ancoradas a
membrana celular (cinza). Estas proteinas interagem com proteinas da familia armadillo
(amarelo e lilas), com a desmoplaquina (em azul) e com o filamento intermediario de actina
(preto) na regido citoplasmatica de modo a formar os desmossomos. Adaptado de Kottke;
Delva; Kowalczyk, 2006.

As caderinas desmossomais possuem trés regides principais: uma regido intercelular,
onde acontece a interagdo entre as caderinas e responsavel pela adesdo entre células; uma
regido transmembrana, através da qual a proteina se ancora a membrana celular; e a regido

citoplasmatica, onde se da a interacdo com as proteinas que fazem a conexdo ao filamento
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intermediario (proteinas da familia armadillo e desmoplaquina). A familia das caderinas

desmossomais € composta por sete proteinas: DSGsde 1 a4 e DSCs de 1 a 3.

1.3.5. DSG1

A familia das desmogleinas foi descoberta no inicio dos anos 90, sé depois sendo
caracterizada sua participacdo na superfamilia das caderinas. Seu nome veio do grego
“desmos” de ligacdo e “glein” de cola e, como se localizam nos desmossomos, ficaram
caracterizadas como caderinas desmossomais (HAMMERS; STANLEY, 2013). A expressao
diferencial dessas proteinas se da ndo sé de acordo com a diferenciacdo celular (Figura 1.9),
mas é também tecido-especifica: a desmogleina 2 € expressa ubiquamente em tecidos que
possuem desmossomos, como no tecido cardiaco; a expressao de desmogleina 4 é restrita ao
foliculo capilar; e as desmogleinas 1 e 3 sdo encontradas em epiderme e mucosas (BAZZI et
al., 2009; DONETTI et al., 2005; HAMMERS; STANLEY, 2013; LI, 2014).

Na época em que a caracterizacdo inicial das desmogleinas estava sendo feita,
descobriu-se que a por¢do extracelular de DSG1 é o antigeno de anticorpos policlonais de
uma rara doenca autoimune de pele, o pemphigos foliaceus (ISHII et al., 2008). Outros casos
em que DSGL1 é atacada, desta vez por toxina, sdo o impetigo bolhoso e a sindrome da pele
escaldada, causadas pela producdo de toxina esfoliativa A pelo Staphylococcus aureus. Em
ambas as doencas, ha perda de formacdo da barreira tecidual e quebra da ligacdo entre a
camada granular da pele e as camadas inferiores (PAYNE et al., 2004)

Mais recentemente, Getsios e cols., (2009) identificaram um papel de DSG1 que vai
além da manutencédo da adesdo entre células das camadas superiores, e mais diferenciadas, do
tecido epitelial. Foi apontado pelos autores um papel desta proteina na manutencdo da
diferenciacdo queratinocitica e morfogénese suprabasal em pele independente da regido N-
terminal da proteina (necessaria para adesdo entre células), da regido de DSG1 que interage
com as proteinas da familia armadillo, ou mesmo da coexpressdo de desmocolina 1. Na
verdade, foi mostrado que DSG1 promove a entrada das células nas camadas superiores do
epitélio pela supressdo da via de sinalizacdo EGFR-Erk 1 e 2 atraves de seu dominio
citoplasmatico, que precisa estar ancorado a membrana. Dessa forma, DSG1 facilitaria a
progressdo celular no programa de diferenciacdo e estratificagdo terminal das camadas

superiores do epitelio, trazendo um papel além da adesdo celular para esta proteina.
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Mais de 90% dos canceres humanos sdo de origem epitelial (COOPER; PETERS,
1995), portanto, estudar os fatores que promovem a arquitetura normal e funcional do epitélio,
além dos mecanismos pelos quais esses sdo modificados é fundamental no entendimento da
génese de diversos tumores. Quanto a formacdo e maturacdo tecidual, ha uma demanda de
programacdo celular cuidadosamente organizada de maneira a promover corretamente a
homeostase do epitélio, como na regulagdo das propriedades adesivas e manutencdo do
formato celular, migracdo, proliferagédo e diferenciagdo celular (SCHOCK; PERRIMON,
2002). Quando algum desses fatores perde o balango, as consequéncias podem ser deletérias
ao tecido ao ponto de iniciar-se 0 processo carcinogénico. Um exemplo é a perda de adesdo
celular, neste caso a perda de E-caderina, como um dos marcadores da perda das
caracteristicas morfoldgicas do tecido epitelial e ganho de caracteristicas mesenquimais,
processo chamado de transicdo epitélio-mesenquimal, que ja foi relacionado ao aumento da
invasividade e migracdo celulares em carcinoma epidermdide de esd6fago (NIWA et al., 2014).
Desta forma, e de acordo com o previamente exposto, este trabalho tem como objetivo avaliar

a presenca de alteracbes de DSG1 em CEE.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Este trabalho teve como principal objetivo avaliar a presenca de alteracdes

moleculares de DSG1 em carcinoma epidermoide de es6fago.

2.2. Objetivos especificos

- Avaliar a expresséo génica de DSG1 em carcinoma epidermoéide de esdfago e tecido
adjacente ndo tumoral;

- Avaliar o perfil de metilacdo da regido promotora de DSG1l em carcinoma
epidermdide de es6fago e tecido adjacente ndo tumoral,

- Avaliar a correlacdo entre expressdo génica e metilacdo de DSG1 em amostras de
pacientes com CEE;

- Avaliar o padrdo de expressdo proteica de DSG1 em carcinoma epidermdide de
esodfago e tecido adjacente ndo tumoral,

- Investigar a influéncia das caracteristicas clinico-patoldgicas dos pacientes com CEE
sobre a expressao génica de DSG1 e a metilacéo de sua regido promotora;

- Avaliar a associacdo entre os niveis de expressdo e metilacdo de DSG1 com a
sobrevida dos pacientes com CEE;

- Avaliar influéncia da metilacdo sobre a expressdo génica de DSG1 in vitro por meio
da utilizacédo de agente desmetilante;

- Investigar a existéncia de uma isoforma predita de DSG1 em carcinoma epidermoide

de esodfago e tecido adjacente ndo tumoral.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostras humanas

3.1.1. Biopsias de pacientes com carcinoma epidermoide de es6fago

Foram incluidos no estudo 36 pacientes diagnosticados com CEE primario no Instituto
Nacional de Cancer (INCA). Foram considerados 0s seguintes critérios para a inclusdo dos
pacientes:

- Casos cujo laudo histopatolégico confirmou o diagnéstico de CEE revisto na Diviséo
de Patologia (DIPAT - INCA);

- Pacientes que ainda ndo haviam sido submetidos a qualquer tratamento na ocasido da
bidpsia;

- Pacientes cadastrados no Banco Nacional de Tumores (BNT) — INCA, onde as
amostras eram armazenadas;

- Pacientes em condigdes clinicas que permitissem a realizacdo de endoscopia
digestiva alta e biopsias no Servico de Endoscopia - INCA.

Além dos procedimentos vinculados ao BNT-INCA, o projeto de pesquisa foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da instituicdo, sob o nimero 116/11 (Anexo 1).
Foram coletadas bidpsias de CEE e do tecido normal adjacente ao tumor de cada paciente
incluido no trabalho. Todos os pacientes assinaram um termo de consentimento informado
(Anexo 2). Além disso, as informacgfes sobre os pacientes foram coletadas a partir de seus
prontuérios com o preenchimento de uma ficha padronizada (Anexo 3).

Essas amostras foram utilizadas para a extracdo de &cidos nucleicos e analise de

expressao génica e perfil de metilacdo da regido promotora de DSG1.

3.1.2. Amostras cirurgicas de CEE armazenadas em parafina

Material cirdrgico preservado em parafina de 26 pacientes diagnosticados com CEE
foi obtido a partir do arquivo de blocos e laminas da Diviséo de Patologia (DIPAT) do INCA
e do arquivo de blocos de parafina do Hospital das Clinicas de Porto Alegre (HCPA-RS). Os
mesmos critérios de inclusdo utilizados para os pacientes provenientes do INCA foram

utilizados para o recrutamento de pacientes do HCPA. Os blocos foram mantidos a
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temperatura ambiente até o seu processamento. O projeto foi aprovado pelos Comités de Etica
em Pesquisa de todas as instituicdes envolvidas (Anexo 4).
Estas amostras foram utilizadas para avaliacdo da expressdo proteica pela técnica de

imunohistoquimica.

3.1.3. Extracdo de RNA

As amostras frescas de CEE e tecido normal adjacente foram processadas no
laborat6rio do BNT-INCA, como determina o regimento da instituicdo. Para a extracdo do
RNA total, foi utilizado o RNeasy Mini kit (Qiagen, Alemanha), seguindo as orientacdes do
fabricante. As amostras foram armazenadas em freezer -80°C e foram utilizadas na avaliacédo

da expressao génica de DSG1.

3.1.4. Quantificacdo de RNA

A quantificagdo e determinacgdo da pureza das amostras de RNA foi realizada com o
auxilio do equipamento NanoDrop (Uniscience), um espectrofotdmetro simples, capaz de
mensurar a concentracao de acidos nucleicos em solugdo. Para a realizacdo da quantificacdo, é
necessario configurar os pardmetros do equipamento para mensurar acidos nucleicos,
determinados pela absorbancia em comprimento de onda de 260 nm. Em seguida, 1 pL de
RNA total foi pipetado no leitor do aparelho. O aparelho ja calcula automaticamente a
concentracdo 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 necessario para mensuragao
de proteinas na solucdo). As amostras foram consideradas puras quando o resultado desta

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

3.1.5. Reacdo de transcricao reversa

A sintese de DNA complementar (cDNA) foi feita através da reacdo de transcrigdo
reversa (RT), na qual o RNA total extraido foi incubado com a enzima transcriptase reversa
SuperScript 1I® (Invitrogen, Estados Unidos). Em um microtubo foram adicionados 250 ng
de primer randomico (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 puL de reacdo e subsequente incubacao
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por 5 minutos a 65°C. Em seguida, foram adicionados 4 plL do tampao da enzima
transcriptase reversa (5X) fornecido pelo fabricante (Invitrogen, Estados Unidos) e 2 pL. de
DTT 0,IM e subsequente incubag¢do por 2 min a 25°C. Em seguida, foi adicionado 1 pL de
SuperScript HH® (200 U) e as reagdes foram incubadas no termociclador por 10 min a 25°C e
50 min a 42°C. A inativacao da enzima foi feita incubando a reacéo a 70°C por 15 min. Apos

a sintese, o cDNA foi armazenado a -20°C.

3.1.6. PCR em tempo real

A PCR quantitativa (PCRq) ou PCR em tempo real € um tipo de reacdo em cadeia da
polimerase em que podemos observar a geracao de novas copias de determinada sequéncia do
DNA ao longo da reacdo, ou seja, em tempo real. Esta metodologia foi realizada em
termociclador equipado com detectores de fluorescéncia que acompanham o processo de
amplificacdo através da captacdo de sinal fluorescente emitido por moléculas especificas
(fluoréforos), quando estas interagem com o DNA ao fim de cada ciclo da reagdo. O
fluor6foro mais comumente utilizado nas praticas de PCRq é o reagente SYBR Green que
emite fluorescéncia apds interagir fisicamente com a dupla-fita de DNA ao longo do processo
de amplificacéo.

As reacOes de PCRq foram realizadas na plataforma Rotor-gene (Qiagen). Em cada
reagdo foram adicionados 5 pL do reagente QuantiFast SYBR Green 2x (Qiagen), 0,3 pL de
cada um dos oligonucleotideos especificos para cada gene (Quadro 3.1) a 10 uM, 1,0 pL de
cDNA diluido 1:20 (para as amostras humanas) ou 1:10 (amostras de linhagens celulares) e
3,4 UL de agua deionizada autoclavada. A ciclagem consistiu de uma incubacdo a 95°C por 5
minutos, seguida de 50 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 5 seg e anelamento/amplificagédo a
60°C por 10 seg. Ap6s cada ciclo, a fluorescéncia foi capturada. Ao fim da reacdo, foi
adicionada uma curva de dissociacdo a fim de verificar a formacdo de produtos inespecificos

e contaminacao.
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Quadro 3.1: Sequéncias de oligonucleotideos utilizados para amplificacdo dos genes DSG1 e
GAPDH (gene-referéncia)

Sequéncias dos oligonucleotideos especificos para cada gene
Senso: 5’- CTAGACAGAGAGCAATACGGC-3’
Antissenso: 5’-GAAGACTGTTCCATGTAAGGGA- 3’
Senso: 5°- TACGAATTTCCTAAATAGTAT-3’
Antissenso: 5’-TGTATAAACTCCTGAGTTGTC - 3°
Senso: 5°’- CAACAGCCTCAAGATCATCAGCAA-3°
Antissenso: 5’-AGTGATGGCATGGACTGTGGTCAT- 3’

DSG1

DSG1 Isoforma

GAPDH

Apo6s a reacdo, foi feita a quantificacdo do RNAmM de DSG1 relativa ao gene
referéncia, GAPDH, através do método de ACt. Durante a reacdo de amplificacdo, é gerado
um grafico em que o eixo Y representa o sinal de fluorescéncia captado e o eixo X, 0 numero
de ciclos da reacdo. No primeiro ciclo da reacdo de PCR, ha emissdo de fluorescéncia que
servird como a linha de base do gréafico de amplificacdo. No decorrer da reacéo, o aumento do
sinal de fluorescéncia indica o acumulo de produto de PCR. Esse acumulo é representado por
meio de uma curva exponencial. Durante esta fase, € determinado um limiar de deteccdo de
fluorescéncia fixo acima da linha de base (threshold). A partir desse limiar, é obtido o
pardmetro Cr (ciclo de threshold), definido como o ndmero de ciclos, inteiro ou ndo, em que a
fluorescéncia ultrapassou o limiar previamente estabelecido. Como o experimento foi feito
sempre em duplicata, foi calculada a média dos Crs tanto para DSG1 como para 0 gene-
referéncia GAPDH. A diferenga entre as médias dos Cts (ACt) do gene de interesse e do
GAPDH foi calculada pelo programa Microsoft Excel e o valor de quantificagéo relativa foi
expresso pela formula 22¢T, também calculado no programa Microsoft Excel.

Para o estabelecimento do limiar de deteccédo, foi feita uma curva padrdo para cada
gene, DSG1 e GAPDH, através de uma diluicdo seriada de cONA de um controle positivo da

reacdo. Foi utilizada como controle positivo a linhagem celular OE-21.

21



3.1.7. Reacdo de PCR para amplificacdo de isoforma de DSG1

Para deteccdo de expressdo da isoforma de DSG1, foram construidos
oligonucleotideos especificos para cada transcrito do gene (Figura 3.1). O transcrito maior,
que codifica a proteina completa de DSG1, esta representado na parte superior da figura. Este
possui 15 exons que codificam o peptideo sinal (PS), a por¢do da pré-proteina (PP), a por¢éao
extracelular (EC), o dominio de ancoragem & membrana, a regido transmembrana (TM) e a
porcdo citoplasmatica da molécula de adesdo. J& o transcrito menor, ou isoforma, esta
representado logo abaixo e possui apenas os exons que codificam a por¢édo citoplasmatica de
DSG1. A diferenca entre os dois transcritos estd no primeiro exon da isoforma menor,
presente apenas nesta. Esta regido foi entdo selecionada para o desenho dos oligonucleotideos
especificos para esta isoforma.

5’UTR PS PP EC1 EC2 EC3 EC4 EA TM CITOPLASMATICA  3'UTR
r - l - \r A 1 r = 2} r L 18 A 1 r . L = u’—%
—_——

Figura 3.1: Representacdo esquematica dos transcritos de DSG1 com indicacdo do local de
anelamento dos oligonucleotideos construidos. As caixas preenchidas representam os exons,
enquanto as caixas vazias representam as por¢des 5’UTR e 3’UTR. Pelas setas azuis, estdo
delimitados os oligonucleotideos usados para a amplificacdo de produto especifico de DSG1
completa e pelas setas pretas, os oligonucleotideos usados para a amplificacdo de produto
especifico da isoforma de DSG1. Legenda: UTR = Regido ndo traduzida; PS = Peptideo
Sinal; PP = Dominio pré-proteina; EC = Dominio extracelular; EA = Dominio de
ancoragem extracelular; TM = Dominio transmembrana; Citoplasmatica = Regido
citoplasmatica.

Foi realizada entdo, PCR semiquantitativa com os cDNAs produzidos em 2.1.5. A
reacdo de PCR foi realizada em um volume final de 25 pL contendo Tampéo 1X, 0,2 mM
dNTP Mix, 0,2 mM de cada primer e 1 unidade de Taq Platinum DNA polimerase (Qiagen,
Alemanha). A amplificacdo foi realizada nas seguintes condicGes: pré-desnaturacdo (5

minutos a 95°C), seguida de 50 ciclos de desnaturacao (30 segundos a 95°C), anelamento (30
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segundos a 52°C) e extensdo (30 segundos a 72°C), finalizada por uma extenséo a 72°C por
10 minutos. Os produtos das reag0es de PCR foram ent&o visualizados em gel de agarose 2%.
As sequéncias dos oligonucleotideos utilizados estdo mostradas no quadro 3.1.

3.1.8. Extracdo de DNA

As amostras de CEE e tecido normal adjacente foram processadas no laboratério do
BNT-INCA, como determina o regimento da instituicdo. Para a extracdo do DNA total, foi
utilizado o DNeasy Mini kit (Qiagen, Alemanha), seguindo as orientacdes do fabricante. As
amostras foram armazenadas em freezer -20°C e foram utilizadas na avaliacdo do perfil de

metilacdo da regido promotora de DSGL.

3.1.9. Quantificacdo de DNA

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),
capaz de mensurar a concentracdo de acidos nucleicos em solucdo. Para a realizacdo da
quantificacdo, é necessario configurar os parametros do equipamento para mensurar acidos
nucleicos, determinados pela absorbancia em comprimento de onda de 260 nm. Em seguida, 1
puL de DNA total foi pipetado no leitor do aparelho. O aparelho ja calcula automaticamente a
concentracdo do DNA em ng/pL 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 necessario para mensuracao
de proteinas na solucdo). As amostras foram consideradas puras quando o resultado desta

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

3.1.10. Tratamento com bissulfito de sédio

Com o objetivo de transformar as citosinas ndo metiladas em uracila (as citosinas
metiladas permanecem inalteradas), 500 ng de DNA gendmico foram submetidos ao
tratamento com bissulfito de sédio, utilizando EZ DNA Methylation Kit® (Zymo Research,
Estados Unidos), de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. Apds o tratamento, o
DNA foi eluido em 20 pL do tampdo de eluicdo fornecido no kit, de maneira que sua
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concentracdo final fosse de 25 ng/pL. As amostras foram armazenadas em freezer -20°C até

sua utilizagéo.

3.1.11. Reacdo de PCR para pirossequenciamento

Para a determinacdo do nivel de metilacdo da regido promotora de DSG1, foi preciso
amplificar a regido de interesse. Para isso, um total de 25 ng de DNA gendmico tratado com
bissulfito de sddio foi amplificado utilizando primers especificos para a regido promotora de
DSG1 (Quadro 3.2). Para que posteriormente apenas uma das fitas amplificadas seja
selecionada, um dos oligonucleotideos utilizados na reacdo de PCR deve ser marcado com
biotina, neste caso foi o reverso. A reacdo de PCR foi realizada em um volume final de 50 pL
contendo Tampéo 1X, 0,2 mM dNTP Mix, 0,2 mM de cada primer e 1 unidade de Taq
Platinum DNA polimerase (Qiagen, Alemanha). A amplificacdo foi realizada nas seguintes
condicdes: pré-desnaturacdo (5 minutos a 95°C), seguida de 50 ciclos de desnaturacdo (30
segundos a 95°C), anelamento (30 segundos a 56°C) e extensdo (30 segundos a 72°C),
finalizada por uma extensdo a 72°C por 10 minutos. Os produtos das reacfes de PCR foram
entdo visualizados em gel de agarose 2%.

Quadro 3.2: Sequéncia de oligonucleotideos utilizados para amplificacdo do gene DSGL1 para
posterior sequenciamento técnica de pirosequenciamento.

Sequéncias dos oligonucleotideos especificos

Senso: 5°- AGAAAGTATGGGAGAAG-3’

Amplificacdo de DSG1 )
Anti-Senso: 5’Biotina-CTTCCTCCAACTA -3’

Pirossequenciamento
de DSG1

5-TTT ATT ATT TGT ATA A-3°

3.1.12. Pirosseguenciamento

Os produtos de PCR foram coletados utilizando “beads” revestidas com estreptavidina
com o objetivo de ligar apenas as fitas biotiniladas. A fita biotinilada foi ent&o sequenciada na
plataforma PyroMark Q96 (Qiagen, Alemanha) da Facility de Epigenética do INCA. Esta

técnica baseia-se no sequenciamento por sintese, com adi¢do e incorporagdo sequencial de
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nucleotideos. Cada nucleotideo € incorporado pela DNA polimerase se houver
complementariedade & fita molde, e essa incorporagdo pode ser monitorada em tempo real.
Inicialmente, o oligonucleotideo inciador do sequenciamento se anela a fita simples do
produto gerado na reacdo de PCR. Sdo entdo adicionados as enzimas responsaveis pela
catalise da reacdo: DNA polimerase, ATP sulfurilase, luciferase e apirase, e 0s substratos da
reacdo: adenosina 5’ fosfosulfato (APS) e luciferina. O sequenciamento se inicia pela adi¢ao
sequencial de dNTPs, desta forma, quando ha incorporacdo a fita molde, ha também a
liberacdo de pirofosfato (PPi), e a enzima ATP sulfurilase converte entdo o PPi em ATP na
presenca do substrato APS. O ATP produzido €é utilizado na conversdo de luciferina em
oxiluciferina (catalisada pela luciferase) que gera luz em uma intensidade proporcional a
quantidade de ATP produzida. S6 entdo, a luz produzida é captada e visualizada como um
pico no grafico luz X tempo, sendo que a altura de cada pico € proporcional a quantidade de
nucleotideos incorporados. Enquanto isso, a apirase degrada continuamente os nucleotideos
ndo incorporados e 0 ATP. O método de pirossequenciamento trata cada sitio CpG como um
polimorfismo C/T e gera um dado quantitativo da proporc¢éo relativa do alelo metilado versus
o0 alelo ndo metilado. Os niveis de metilacdo dos sitios CpG de interesse foram avaliados
convertendo os pirogramas em valores numéricos correspondentes as alturas dos picos
obtidos (VAISSIERE et al., 2009). Para a analise do perfil de metilagio da regido promotora
de DSG1 foi utilizado um oligonucleotideo de sequenciamento descrito no quadro 3.2.

3.1.13. Imunohistoguimica

A imunohistoquimica é uma técnica amplamente utilizada para determinar a
presenca/auséncia e localizacdo celular de proteinas de interesse. Neste estudo, para a
avaliacdo da presenca e localizacdo da proteina desmossomal DSG1, a técnica foi realizada
em seccdes de 3 um de cada caso de CEE. Como controle positivo de cada reacdo, foi
utilizado tecido esofagico de individuos saudaveis. Os cortes foram fixados nas laminas
através de uma incubacdo a 60°C overnight, em estufa. A desparafinizacdo foi feita em dois
banhos de 5 minutos/cada em xilol aquecido em estufa, seguidos de quatro banhos de xilol
por 5 minutos/cada em capela. O corte foi entdo desidratado em seis banhos em etanol por 3
minutos/cada, e hidratado em um banho de 3 minutos em agua corrente. Para a recuperacdo
antigénica, as seccOes foram incubadas em banho-maria submersas em solugdo tampdao
EDTA, pH 8.0, por 45 minutos a 98°C. Em seguida, 0s casos foram incubados por 10 minutos

a temperatura ambiente e foram lavados em agua corrente por 5 minutos. As sec¢des foram
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circuladas por caneta Dako Pen (Dako®; Agilent Technologies, Estados Unidos) e incubadas
em trés banhos de 5 minutos/cada de tampédo de lavagem (TBS 1X + 0,1% de Tween 20).
Logo apos, retirou-se qualquer resquicio de tamp&o de lavagem e os cortes foram incubados,
por duas vezes, em solucdo inibidora de peroxidase enddgena (Peroxidase Block — Novolink
Polymer Detection Systems, Leica Biosystems®) por 20 minutos/cada. As laminas foram,
entdo, lavadas com é&gua destilada e incubadas em mais trés banhos de 5 minutos/cada de
tampéo de lavagem. Os cortes foram secos e incubados em solucdo inibidora de ligagoes
inespecificas (Protein Block — Novolink Polymer Detection Systems, Leica Biosystems®) por
30 minutos. Em seguida, retirou-se o excesso de Protein Block e foi aplicado o anticorpo
primario anti-DSG1 (SC 20114; Santa Cruz Biotechnologies, Estados Unidos), diluido 1:400
em solugédo diluidora do mesmo kit. Os controles negativos recebiam apenas a solucgéo
diluidora. As laminas foram incubadas overnight a 4°C. No dia seguinte, as laminas foram
incubadas em trés banhos por 5 minutos/cada de tampao de lavagem e, em seguida incubadas
com solucédo Post Primary Block (Novolink Polymer Detection Systems, Leica Biosystems®).
As sec¢des foram, entdo, lavadas com agua destilada e incubadas por mais trés vezes por 5
minutos/cada em tampdo de lavagem, para em seguida a solu¢do de polimero (Polymer -
Novolink Polymer Detection Systems, Leica Biosystems®) ser adicionada por 30 minutos.
Logo apos, foram lavadas com agua destilada e mais uma vez incubadas em dois banhos de 5
minutos/cada em tampdo de lavagem. Posteriormente, o processo de revelagdo foi feito
através da coloracdo por DAB (Novolink Polymer Detection Systems, Leica Biosystems®).
Para tal revelacdo, utilizou-se 50 pL de DAB para cada 1 mL de solu¢cdo tampdo (DAB
Substrate Buffer) proveniente do kit e contra-coradas em Hematoxilina por 1 minuto.

A andlise da expressdao de DSG1 contou com a avaliacdo de dois patologistas
independentes. A avaliacdo foi realizada pela quantificacdo da porcentagem de células
contendo cada tipo se marcacdo celular: citoplasma, membrana, nucleo e perintcleo. O score

de marcacéo foi estabelecido a partir dos pontos de corte mostrados na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1: Padrbes de classificacdo de marcacdo de DSG1 de acordo com percentual de
células marcadas.

Score Porcentagem de células marcadas
00 0%
01 1a25%
02 26 a 50%
03 51a75%
04 76 a 100%

3.2. Experimentos in vitro

3.2.1. Linhagens celulares

Inicialmente, foram realizados testes da expressdo génica de DSG1 em linhagens
provenientes de epitélio esofagico normal e de CEE: HET-1A, OE-21, TE-1, TE-11 e TE-13
(Quadro 3.3). Apenas a linhagem OE-21 apresentou niveis detectaveis de expressdo do gene

de interesse. A partir de entdo, passamos a utilizar esta linhagem nos testes in vitro.

Quadro 3.3: Descri¢do das linhagens celulares provenientes de tecido esofagico utilizadas.

Linhagem Histologia Diferenciacdo  Estdgio = Tumorigenicidade = Imortalizagédo

HET-1A Normal - - - SV 40
OE-21 CEE Moderado A + -
TE-1 CEE Bem | + -
TE-11 CEE Moderado v + -
TE-13 CEE Pouco v + -

Fontes: ATCC - http://lwww.atcc.org/products/all/CRL-2692.aspx#characteristics acessado em
22/01/2016; Sigma -
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/96062201?lang=pt&region=BR  acessado em
22/01/2016)

3.2.2. Cultivo da linhagem OE-21
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A linhagem OE-21 foi cultivada em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB), 1% 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: e
testadas com MycoAlert™ Mycoplasma Detection Kit (Cambrex Bio Science, Estados

Unidos) para a certificagdo de auséncia de contaminacao por micoplasma.

3.2.3. Tratamento com 5-Aza-2'-desoxicitidina

O composto 5-Aza-2'-desoxicitidina (Decitabina; A3656 - Sigma, Estados Unidos) é
um modificador epigenético que causa desmetilacdo do DNA. Foi inicialmente utilizado
como uma alternativa menos toxica a molécula 5-azacitidina no tratamento quimioterapico de
leucemia. Ambos sdo andlogos nucleosidicos que sdo incorporados ao DNA durante a
replicacdo celular (CHRISTMAN, 2002) e durante a reacao de metilacdo do DNA, as DNMTs
se ligam covalentemente a essas moléculas, causando uma diminuicdo dos niveis proteicos de
DNMTs soltveis (PALII et al., 2008). Além deste mecanismo, a 5-Aza-2'-desoxicitidina ndo
pode ser metilada (SOLIS et al., 2015), ambos mecanismos levam a uma desmetilacéo global
do DNA.

Inicialmente, foi realizada uma curva para determinar a melhor dose para o tratamento
com o agente 5-Aza-2’-desoxicitidina. Um total de 2x10* células foram plaqueadas por pogo
em placas de seis pocos e, ap6s incubacdo 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 doses
de 10 nM, 100 nM e 1 uM. 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 144h na estufa a 37°C sob 5% de
CO2. O meio de cultivo com o composto era trocado a cada 48 horas.

Foi também realizada uma curva para determinar o melhor tempo para o tratamento
com o agente 5-Aza-2'-desoxicitidina. Para realizacdo deste experimento, foram plaqueadas

quantidades diferentes de células para cada grupo de avaliagcdo, como se segue:

25 x 10* células/ pogo - para o tratamento de 24h;
12,5 x 10* células/ pogo - para o tratamento de 48h;
6,2 x 10* células/ pogo - para o tratamento de 72h;

3,1 x 10 células/ poco - para o tratamento de 96h;
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1,5 x 10* células/ pogo - para o tratamento de 120h.

Apos incubacdo por 24h, as linhagens celulares foram tratadas com 2 mL da solucéo
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. Foram feitos trés

experimentos independentes em triplicata de cada tratamento.

3.2.4. Contagem e avaliacdo da viabilidade celular

Apdbs a marcacdo com azul de tripan, as células vivas de membrana intacta ndo se
coram, pois 0 corante ndo atravessa a membrana e assim ndo € incorporado. Ja nas células ndo
viaveis, esse corante atravessa a membrana e é incorporado. Apds esta marcacdo, as células
sdo observadas no microscépio para a avaliacdo da viabilidade.

Apbs incubacdo com o corante azul de tripan na propor¢do 1:1, as células viaveis
foram contadas com auxilio da cdmara de Neubauer. A contagem foi feita nos quadrantes
diretamente adjacentes ao quadrante central da camara, sendo que os valores encontrados
foram somados e divididos pelo numero de quadrantes avaliados (quatro). O valor final foi

entdo multiplicado pelo fator de diluigdo 2x10* para se obter o niimero de células por mL.

3.2.5. Extracdo de RNA

O RNA total foi extraido das células coletadas apés tratamento utilizando o reagente
TRIzol® (Invitrogen, Estados Unidos) seguindo indicagdes do fabricante. Cada amostra foi
homogeneizada por pipetagem em 500 puL de TRIzol® e incubada por cinco minutos a
temperatura ambiente. Posteriormente, foram adicionados 100 pL de cloroformio com
subsequente homogeneizacdo em agitador vortex. Apos este processo, houve incubacao 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 pL
de glicogénio (Life Technologies, Estados Unidos) com posterior agitacdo e incubagéo

overnight em freezer -20°C, para a precipitacdo do RNA. O protocolo foi seguido de
29



centrifugacdo 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
uL de agua livre de RNase e DNase, as amostras foram armazenadas em freezer -80°C até sua
utilizacdo na avaliacdo da expressdo génica de DSG1. A quantificacdo do RNA, RT e PCRq

foram feitas nas mesmas condic¢Ges das amostras humanas (itens 2.1.4, 2.1.5, 2.1.6).

3.2.6. Extracdo de DNA

O DNA gendmico foi extraido de células coletadas apds tratamento pelo método de
SDS/Proteinase K. O protocolo se iniciou pela adi¢ao de 500 pL de solugdo de digestdo (NaCl
100 mM; Tris-HCI 10 mM; EDTA 25 mM e SDS 0,5% - pH 8,0) e 10 pL de proteinase K a
25 mg/mL (Invitrogen, Estados Unidos). A solucéo foi incubada a 65°C por 1 hora. Apds a
digestdo, as amostras foram homogeneizadas em vortex e foram adicionados 300 pL de NaCl
6M saturado. As amostras foram entdo centrifugadas por 10 minutos a 12.000 rpm e foi
coletado o sobrenadante, ao qual foram adicionados 500 pL de isopropanol (Merk,
Alemanha). Seguiu-se uma incubacdo a -20°C por 30 minutos e uma centrifugacdo por 10
minutos a 12.000 rpm. Os sobrenadantes foram descartados e foram adicionados 500 pL de
etanol 70% (Merk, Alemanha) seguida de nova centrifugacdo (12.000 rpm, 5 minutos),
descarte do sobrenadante e evaporacdo por 5 minutos a 55°C em termobloco
(Novainstruments, Brasil). Ao pellet formado foram adicionados 10 puL de agua livre de
RNase e DNase, e as amostras foram armazenadas em freezer -20°C até sua utilizacdo. A
quantificacdo, tratamento com bissulfito, PCR e pirossequenciamento foram realizados nas
mesmas condi¢des das amostras humanas (itens 2.1.8, 2.1.9, 2.1.10, 2.1.11).

3.2.7. Extracdo e quantificacdo de proteinas totais

A obtencdo do extrato proteico celular total foi realizada pela adicdo de 100 pL de
tampao de lise (Tris 50 mM pH 7,4, NaCl 250 mM, SDS 0,1%, DTT 2 mM, NP40 0,5%) e 1
puL de coquetel de inibidores de protease 100X (Cell Signaling, Estados Unidos),
homogeneizacdo a cada 10 minutos por um total de 30 minutos em gelo. Para a precipitacao

dos componentes celulares, as amostras foram centrifugadas a 13.000 g por 15 minutos a 4°C
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e 0 sobrenadante foi transferido para novo tubo. Estas amostras foram armazenadas em
freezer -80°C, e utilizadas para a avaliacdo da expressdo proteica de DSG1 por western
blotting.

Com o objetivo de determinar a concentragdo de proteinas, foram utilizados 2 pL do
extrato proteico utilizando o fluordometro Qubit® Protein Assay Kit (Life Technologies
Corporation, Estados Unidos), tendo sido feita a calibracdo do equipamento a cada
quantificacdo. A solucdo tampdo do kit foi preparada na concentracdo de 1:200 e 200 pL
dessa solucdo foram utilizados para determinar a concentragdo de cada um dos extratos
proteicos, assim como dos controles contidos no kit. Os tubos foram homogeneizados,

incubados em temperatura ambiente por 15 minutos e lidos no equipamento.

3.2.8. Western blotting

O gel de separagdo consistiu de um gel de poliacrilamida a 8% preparado a partir de
uma solucdo estoque de acrilamida/bis-acrilamida a 30%. Foi utilizado um volume de 1,6 mL
da solugéo estoque de acrilamida/bis-acrilamida, 1,5 mL de tampéo Tris 1,5 M pH 8,8, 0,2
mL de persulfato de amé6nia (APS) a 10%, 30 uL de TEMED e 2,7 mL de 4gua destilada. Esta
solucdo foi vertida entre placas de vidro e imediatamente recoberta por 1 mL de SDS a 0,1%.

Apds a polimerizacao, o SDS foi retirado e foi adicionado o gel de empacotamento de
poliacrilamida a 3%, preparado com 0,6 mL de acrilamida/bis-acrilamida a 30%, 1,5 mL de
Tris 0,5 M/ SDS 0,4% pH 6,8, 80 pL de TEMED, 0,2 mL de APS 10% e 3,7 mL de agua
destilada.

As amostras foram preparadas numa proporcdo de 3 volumes de amostra para 1
volume de tampdo de amostra (azul de bromofenol 8%, SDS 40%, glicerol 40% e Tris-HCI 2
mM pH 6,8), de maneira que a quantidade de proteina fosse de um total de 15 pg. Adicionou-
se 1 uL de B-mercaptoetanol as amostras, que foram aquecidas por cinco minutos a 95° C,
seguindo-se a adigdo de mais 2 uL de B-mercaptoetanol. A eletroforese realizou-se apds a
aplicacdo das amostras no gel, com uma corrente de 20 mA no gel de empacotamento e 40
mA no gel de resolucéo até a saida do corante. O tampé&o de corrida consistia em Tris 25 mM,
glicina 192 mM e SDS a 0,1%, pH 8,3.

A transferéncia foi realizada utilizando o iBlot® Transfer Stack Kit (Thermo Fisher

Scientific Inc, Estados Unidos), de acordo com especificagdes do fabricante.
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Apols a transferéncia, foi realizada a incubacdo da membrana com 5% de leite
Molico® (Nestlé, suica) diluido em TTBS (Tris 20 mM, NaCl 500 mM, Tween-20 0,05% pH
7,5), overnight para o blogueio de ligagbes inespecificas. No dia seguinte, foi feita a
incubacdo utilizando o anticorpo primario anti-DSG1 (SC 20114; Santa Cruz, Estados
Unidos) na concentracdo de 1:300 diluido em leite a 5%, por 4 horas. A membrana foi lavada
entdo com TTBS quatro vezes por 15 minutos/cada. Seguiu-se a incubacdo com anticorpo
secundario anti-lgG de coelho (31460, Thermo Scientific, EUA) na concentracdo de 1:5000
por 1 hora diluido em TTBS. A membrana foi novamente lavada com TTBS trés vezes por 15
minutos/cada e com TBS por 15 minutos.

A revelacdo da membrana seguiu os procedimentos recomendados pelo manual do kit
Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent (General Eletric, Estados
Unidos). De maneira resumida, deixamos as solu¢Bes por 20 minutos em temperatura
ambiente, preparamos as solucdes (Luminol e perdxido) 1:1, a membrana foi incubada por 5
minutos e revelada em equipamento Gel Doc XR, BioRad (Estados Unidos).

A intensidade das bandas foi verificada com o auxilio do programa ImageJ, verséo
1.49.

3.2.9. Imunofluorescéncia

A imunofluorescéncia, assim como a imunohistoquimica, é amplamente utilizada para
avaliar a localizacdo e intensidade de marcacdo de proteinas de interesse através de utilizacdo
de anticorpos secundarios acoplados a corantes fluorescentes. Para a realizacdo da técnica, 5 x
103 células foram plaqueadas em placas de 24 pocos sobre uma laminula. Ap6s o tratamento
com 5-Aza-2'-desoxicitidina a 100 nM por 72h, o meio de cultura foi retirado e 0s pocos
lavados com PBS 1X. Para fixar as células, foram adicionados 500 puL de metanol:acetona
(70:30) a cada poco, por 5 minutos a -20°C . Para a retirada dos agentes de fixag&o, as células
foram lavadas com PBS 1X, seis vezes por 5 minutos/cada. Apos esta etapa, as células foram
permeabilizadas pela adi¢do de 500 pL/poco de Triton X100 a 0,5%, por 30 minutos. Apos a
incubacdo, o Triton foi removido, os pocos foram lavados com PBS 1X por 5 minutos, e as
etapas de permeabilizacdo e de lavagem foram repetidas. Apos estas etapas, foi adicionado 1
mL de PBS contendo albumina sérica bovina (BSA) 1% e as placas foram mantidas por 1
hora & temperatura ambiente, para o bloqueio de ligagdes inespecificas. As células foram
entdo incubadas com anticorpo primario anti-DSG1 SC 20114 (1:300; Santa Cruz, Estados
Unidos) em BSA 1% PBS 1X por 90 minutos. O anticorpo foi retirado e as células lavadas
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com PBS 1X, por 5 minutos. As células foram incubadas com anticorpo secundario Alexa 594
(1:250; Thermo Fisher Scientific Inc., Estados Unidos) diluido em PBS 1X por 1 hora, e, apds
este periodo, o anticorpo secundario foi removido e as células foram lavadas com PBS 1X,
por 5 minutos. Para a marcacgé@o nuclear, foi realizada a incubacdo com DAPI (1:5000) por 5
minutos, seguida de sete lavagens sucessivas com PBS 1X.

Apos as lavagens, as laminas foram montadas com meio de montagem Vectashield
(Vector Laboratories, Estados Unidos) e lidas em seguida em microscépio confocal Olympus
FV10i (Olympus, Japao).

A expressdao de DSG1 foi determinada a partir da quantificacdo da intensidade de
fluorescéncia pelo programa FV10-ASW, versdo 2.1 Viewer. Para a obtencdo da expressao
total de DSG1, foram avaliados seis campos por condi¢do, sendo que cada campo foi
individualmente normalizado através da divisdo da intensidade total de fluorescéncia do
campo pelo ndmero de células. A avaliacdo da relacdo membrana/citoplasma de DSG1 foi
feita pela selecdo randémica de quatro regiGes de igual &rea na membrana e outras quatro
equivalentes para o citoplasma. Entdo, foi feita a média da intensidade de fluorescéncia das
quatro regides selecionadas, para membrana e para citoplasma, em cada um dos seis campos

para cada condicdo.

3.3. Analises estatisticas

Todas as analises estatisticas foram feitas com o auxilio do software
GraphPad Prism 4. Primeiramente, todos os dados foram testados quanto a sua normalidade
pelo teste Kolmogorov-Smirnov. Quando 0s grupos a serem comparados passavam no teste
de normalidade, foi realizado um teste paramétrico (Teste T pareado ou ndo pareado,
dependendo do caso). J& quando os dados ndo obedeceram a distribuicdo normal, foram
utilizados testes ndo paramétricos (Wilcoxon ou Mann-Whitney para amostras pareadas e nao
pareadas, respectivamente).

As correlacdes entre os diferentes parametros avaliados foram feitas com o auxilio do
software GraphPad Prism 4. Quando os dados apresentavam distribuicdo normal, foi feito o
teste de Pearson, enquanto a correlacdo de Spearman foi utilizada quando os dados ndo foram
paramétricos.

Para a estimativa de sobrevida univariada, foi utilizada a curva de Kaplan-Meier e a
significancia estatistica entre os grupos foi calculada pelo teste de log-rank. Uma vez que
observamos uma associacgao entre a idade e os niveis de metilacdo do promotor de DSG1, esta
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variavel continua foi categorizada (individuos com menos de 65 anos e individuos com
idade > 65 anos) e selecionada para a anélise multivariada. Finalmente, a regressao de Cox foi
aplicada usando o método stepwise forward. Todas as analises de sobrevida foram feitas com
o auxilio do pacote “Survival” para o ambiente R.

Todos os dados foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Informacdes clinico-patologicas dos pacientes com CEE

As caracteristicas clinico-patologicas dos dois grupos de individuos incluidos neste
estudo estdo descritas na Tabela 4.1. O primeiro grupo doou amostras incluidas em parafina
(FFPE) e o outro doou amostras frescas, tanto de tecido tumoral quanto de tecido normal
adjacente. No primeiro caso, as amostras foram provenientes de dois centros distintos, do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e do Instituto Nacional de Cancer (INCA), e
foram utilizadas para analise de expressdo proteica por imunohistoquimica. Ja as amostras
frescas foram todas coletadas no INCA, tendo sido utilizadas para as analises de expressdo
génica e metilacdo de DSG1. De uma maneira geral, os dois grupos apresentaram um perfil
bastante semelhante, sendo a maioria de homens (58,3% e 75% entre as amostras incluidas
em parafina e frescas, respectivamente) com uma mediana de idade entre 57 e 59 anos. J& em
relacdo as caracteristicas dos tumores, também foi observada uma grande similaridade entre
as amostras utilizadas para os diferentes tipos de analises, sendo o principal sitio acometido o
terco médio (60% e 73,3% em amostras incluidas em parafina e frescas, respectivamente),
com uma predominéncia de tumores moderadamente diferenciados (em torno de 70-75%) e
de estadiamento 3 ou 4 (entre 70 e 88% dos casos). Além disso, para 0s pacientes que doaram
amostras frescas, foi possivel a coleta de dados referentes a sobrevida, sendo que 64% dos

pacientes foram a ébito até o término do trabalho.
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Tabela 4.1: Dados Clinico-patoldgicos dos individuos incluidos no estudo.

Grupos de individuos

FFPE Amostras frescas
Numero de 25 36
individuos
Idade Mediana: 57 (39 - 74) Mediana: 58,7 (39 - 77)
Género M - 14 (58,3%) M - 27 (75%)
F-10 (41,7%) F - 9 (25%)
ND -1 ND -0
Origem INCA - 14 (56%) INCA — 38 (100%)
HCPA — 11 (44%) HCPA -0
Localizacdo | DISTAL -9 (36%) DISTAL - 2 (6,7%)

MEDIO - 15 (60%)
PROXIMAL - 1 (4%)
ND -0

MEDIO - 22 (73,3%)
PROXIMAL - 6 (20%)
ND -8

Diferenciacéo

Estadiamento

Sobrevida
Tipo de
analise

realizada

IN SITU e BEM - 1 (4%)
MODERADAMENTE - 19 (76%)
POUCO - 5 (20%)
1e2-3(30%)
3e4-7(70%)

ND - 15
le2-8(57,1%)
3e4d-6(42,9%)
ND - 11

0 -9 (64,3%)
1-5(35,7%)

ND - 11

0 -7 (87,5%)
1-1(12,5%)

ND - 17

VIVOS - ND

OBITOS - ND

IHQ - 25

RT-PCRq - 0
Pirossequenciamento — 0

IN SITU e BEM -0 (0%)
MODERADAMENTE — 26 (72,2%)
POUCO - 10 (27,8%)
le2-2(11,8%)
3e4-15(88,2%)

ND - 19

1e2-0 (0%)

3e4—17 (100%)
ND - 19

0-4 (36,4%)

1-7 (63,6%)

ND — 25

0-3(21,4%)
1-11(78,6%)

ND - 22

VIVOS - 13 (36%)
OBITOS — 23 (64%)
IHQ-0

RT-PCRq - 36
Pirossequenciamento — 36

Nota: ND: Dados ndo disponiveis; Os percentuais foram calculados sobre os valores dos
pacientes que apresentaram informacdes.

36



4.2 Analise de expressdo génica e metilagdo de DSG1 em pacientes com CEE

Entre os individuos que doaram amostras frescas utilizadas paras as andlises de
expressao génica e perfil de metilacdo de DSG1, foi observada uma sobrevida global média de

9,1 meses (Figura 4.1).

Sobrevida global dos pacientes com CEE
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Figura 4.1: Curva de Kaplan-Meier representando a sobrevida global dos pacientes
diagnosticados com CEE que doaram amostras frescas (tecido normal adjacente e tumoral)
para as analises de expressdo génica e perfil de metilagdo de DSG1.

A andlise de expressdo génica foi realizada em um total de 36 amostras de CEE e de
tecido normal adjacente pareadas, sendo que em duas amostras tumorais ndo foi possivel
detectar a expressdo de DSG1 e estes pacientes foram excluidos das analises posteriores.
Dentre as amostras em que o RNAm de DSG1 foi detectado, foi observada uma reducéo
significativa da expressdo de DSG1 no tumor, em comparacdo com o tecido normal adjacente
(p=0,0043, Figura 4.2a). A mediana de expressdo no tecido normal adjacente foi de 0,05135,

enquanto no tumor foi de 0,01613.
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Figura 4.2: Andlise do perfil de expressdo génica de DSG1 em pacientes com CEE. (a) Dot-
blot representando a comparacdo da expressdo entre tecido normal adjacente e tumor. (b)
Comparacdo pareada de expressao entre tecido normal adjacente e tumor. *p<0,05, teste de
Wilcoxon.

Em anélise pareada das amostras (Figura 4.2b), € possivel observar perfis distintos:
pacientes que apresentaram maior expressao do gene no tumor (14%); um grupo de pacientes
que mantiveram niveis de expressao semelhantes nos dois tecidos (12%); e pacientes com
menor expressdo de DSG1 no tumor (74%). Isso nos levou a avaliar se a heterogeneidade
observada na expressdo de DSG1 poderia estar correlacionada as caracteristicas clinico-
patoldgicas dos pacientes. Entretanto, nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi
encontrada para nenhuma das comparacdes feitas utilizando os niveis de expressdo génica no

tumor ou o fold-change de expressao (Tabela 4.2).
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Tabela 4.2: Dados Clinico-patologicos dos individuos incluidos no estudo e relacéo entre os valores de expressdo e metilagdo de DSG1.

Expressao no tumor

Valor de p Fold-change de Expressdo Valordep Metilagdo no tumor

Valor de p

Delta de metilagéo

Valor de p

Idade
< Mediana
> Mediana

Género
Homens
Mulheres

Diferenciagéo do tumor
Pouco
Moderadamente

Invasédo linfonodal
NO
N1

Metéastase
MO
M1

0,01722 (2,242e-005 — 0,08962)
0,01309 (0,0005437 — 0,1690)

0,01504 (2,428e-005 — 0,1690)
0,03125 (2,242e-005 — 0,1073)

0,004503 (3,433e-005 — 0,1073)
0,01722 (2,242¢-005 — 0,1690)

0,01595 (0,007652 — 0,03755)
0,0102 (2,242e-005 — 0,1073)

0,007652 (0,002743 - 0,02033)
0,03125 (2,242¢-005 — 0,1690)

0,4801

0,8913

0,4466

0,9273

0,3916

0,3242 (0,0003069 — 160,9)
0,4491 (0,01463 — 1292)

0,4491 (0,0006180 — 1292)
0,2406 (0,0003069 — 1,061)

0,1593 (0,01852 — 111,8)
0,3622 (0,0003069 — 1292)

2,896 (0,08567 — 160,9)
0,1593 (0,0003069 — 1,061)

0,1593 (0,08567 — 1,165)
0,3242 (0,0003069 — 1292)

0,9725

0,3693

0,9378

0,1091

0,8763

75,42 (29,06 — 93,40)
53,63 (28,40 — 69,81)

66,23 (28,40 — 93,40)
58,4 (29,06 — 92,94)

72,86 (46,00 — 93,40)
59,23 (28,40 — 89,05)

54,64 (42,00 — 84,00)
52,95 (29,06 — 89,05)

46,00 (42,00 - 48,28)
58,40 (29,06 — 80,12)

0,0055

0,3734

0,038

0,9273

0,213

35,88 (-2,000 — 84,00)
28,81 (-19,36 — 49,41)

30 (-16,98 — 84,00)
17,2 (-19,36 — 39,77)

34,18 (13,00 - 68,13)
27,11 (-19,36 — 84,00)

29,77 (24,00 — 84,00)
32,89 (2,000 — 58,84)

27,00 (24,00 — 29,54)
17,20 (-19,36 — 49,41)

0,0906

0,1119

0,0851

0,9273

0,7555

Nota: Os valores representados indicam a mediana em cada grupo avaliado e, entre parénteses, estdo representados o0s valores minimos e maximos

observados.
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Em seguida, avaliamos se a expressao génica de DSGL1 teria um impacto na sobrevida
dos pacientes. Na Figura 4.3, podemos observar que individuos com expressdo abaixo ou

acima da mediana apresentaram uma sobrevida global bastante semelhante (p=0,2056).
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Figura 4.3: Curva de Kaplan-Meier representando a andlise de sobrevida global dos
pacientes com CEE de acordo com os valores de expressdao de DSG1 no tecido tumoral.
Linha vermelha: expressédo no tumor abaixo da mediana; linha preta: expressdao no tumor
acima da mediana. p=0,2056, teste de log-rank.

Para a analise do perfil de metilacdo da regido promotora de DSG1, foram analisadas
36 amostras pareadas de tecido normal adjacente e CEE. Nesta analise, foi observado um
aumento significativo da metilacdo na regido promotora no tumor, em relacdo ao tecido
normal adjacente (p<0,0001, Figura 4.4a), com o tecido normal apresentando uma mediana
de 26,45% de metilacdo e o tumor de 62,52%.
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Figura 4.4: Analise do perfil de metilacdo da regido promotora de DSG1 em pacientes com
CEE. (a) Box-plot representando a comparagéo da metilagdo entre tecido normal adjacente e
tumor. (b) Comparacdo pareada de metilacdo entre tecido normal adjacente e tumor.
*p<0,05, teste de Wilcoxon.

Em andlise pareada, também é possivel notar grupos com perfis distintos de
metilacdo: um grupo maior de pacientes com maiores niveis de metilacdo no tumor (80,5%
das amostras); um grupo de pacientes que manteve um perfil de metilacdo semelhante nas
duas avaliacGes (14%) e um grupo pequeno em que a metilagdo diminuiu no tumor (5,5%)
(Figura 4.4b).

Avaliamos em seguida se existia uma correlacdo entre os valores de metilacédo e
expressdo génica de DSG1 nas amostras avaliadas, o que seria indicativo da regulacdo da
expressdo por este mecanismo epigenético. Na Figura 4.5, podemos observar uma correlacao

inversa significativa entre estes valores em cerca de 37,7% dos casos (p=0,0015).
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Figura 4.5: Avaliacdo da correlacdo entre expressao génica e metilacdo da regido promotora
de DSG1 em amostras de tumor e tecido adjacente ndo tumoral de pacientes com CEE. Teste
de Spearmann.

Avaliamos também se existiria uma correlacdo entre os niveis de metilacdo no tumor
ou delta de metilacdo (metilagdo no tumor menos a metilagdo no tecido normal adjacente)
com os dados clinico-patoldgicos dos pacientes (Tabela 4.2). De maneira interessante,
menores niveis de metilacdo foram observados no tecido tumoral de individuos com idade
acima da mediana em comparacdo a individuos com idade inferior a mediana (p=0,0055),
enquanto tumores moderadamente diferenciados apresentaram menores niveis de metilacao
quando comparados a tumores pouco diferenciados (p=0,038).

Na Figura 4.6, podemos observar a analise de sobrevida global dos pacientes de
acordo com os niveis de metilacdo da regido promotora de DSG1 nos tumores. Os dados
mostraram que pacientes com niveis de metilacdo acima da mediana apresentam uma
sobrevida significativamente menor do que individuos com valores de metilacdo abaixo da
mediana (p=0,0144). A sobrevida média nesses grupos foi de 6,0 e 155 meses,
respectivamente. Devido & associagdo observada entre os niveis de metilacdo no tumor e a
idade dos pacientes em avaliacdo anterior, foi feita uma andlise de sobrevida global ajustada
por idade. Isto demonstrou que valores de metilacdo de DSG1 no tumor s&o um fator de
prognostico independente da idade em CEE, com uma hazard ratio de 3,156 (1,054-9,455).
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Figura 4.6: Curva de Kaplan-Meier representando a andlise de sobrevida global dos
pacientes com CEE de acordo com os valores de metilacdo da regido promotora de DSG1 no
tecido tumoral. Linha vermelha: metilagio no tumor abaixo da mediana; linha preta:
metilacdo no tumor acima da mediana. p=0,0144, teste de log-rank.

4.3 Anédlise da expressao proteica de DSG1 dos pacientes com CEE

Para a avaliacdo da expressdo proteica de DSG1, 25 pecas cirurgicas incluidas em
parafina foram avaliadas pela técnica de imunohistoquimica, contendo regides tumorais e
tecido normal adjacente. A avaliagdo foi realizada pela quantificacdo do percentual de células
marcadas por lamina, tanto para a marcacdo citoplasmatica, quanto para a marcacdo
membranar.

Como controles positivo e negativo da reacdo, foi utilizado esdfago de individuos
saudaveis (Figuras 4.7a e b). O padrdo de marcacdo de DSG1 encontrado no es6fago de
individuos saudaveis foi 0 esperado para epitélios, com marcacao citoplasmatica nas camadas
basais e marcagdo membranar nas camadas suprabasal e apical.

O padrdo de marcacdo de DSG1 encontrado nos tumores foi bastante heterogéneo.
Houve casos com marcagdo predominantemente membranar (Figura 4.7c) e casos com
predominancia de marcacdo citoplasmatica (Figura 4.7d). Aléem disso, seis casos
apresentaram marcacdo nuclear (25% do total de casos, Figura 4.7e) e um caso apresentou

marcagéo perinuclear (4% do total de casos, Figura 4.7f).
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Outro achado que nos chamou atencao foi a heterogeneidade de marcacdo observada
em laminas de fragmentos tumorais diferentes oriundas do mesmo paciente. As figuras 4.7g e
h representam a marcagdo predominante encontrada em regides distintas de um mesmo
tumor, sendo que podemos observar uma predominéncia de marcacdo membranar na Figura
4.7g, enquanto o fragmento representado na Figura 4.7h apresenta uma marcacao
predominantemente citoplasmatica. Uma grande heterogeneidade também foi observada em
outro caso representado nas Figuras 4.7i e j. Enquanto na regido representada na primeira
figura observamos areas sem qualquer marcagdo e pequenas areas com marca¢ao membranar,
na segunda imagem ha uma predominancia da marcacao citoplasmatica.

Um terceiro achado sinalizado pelas patologistas que fizeram a avaliacdo das laminas
foi uma aparente relagdo entre a auséncia de marcagdo membranar de DSG1 e 0 menor grau
de diferenciacdo celular, enquanto que, dentro do mesmo tumor, células que mantiveram o
perfil de marcacdo membranar apresentavam caracteristicas mais diferenciadas (Figura 4.7k).
Finalmente, a Figura 4.7 mostra um campo com intensa heterogeneidade de marcacao,
contendo células tumorais sem qualquer expressdao de DSG1, células com marcacao

membranar e/ou citoplasmatica.
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Figura 4.7: Imunomarcacdo de DSG1 em es6fago saudavel e CEE. (a) Controle negativo da reagdo de imunohistoquimica em es6fago saudavel; (b)
Controle positivo da reacdo de imunohistoquimica em es6fago saudavel; (c) Imagem representativa de caso de CEE com marcacdo predominantemente
membranar; (d) Imagem representativa de caso de CEE com marcagdo predominantemente citoplasmaética.
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Figura 4.7: Imunomarcacdo de DSG1 em es6fago saudavel e CEE. (e) Imagem representativa de caso de CEE com marcac¢do nuclear, indicada pela seta;
(f) Imagem representativa de caso de CEE com marcacdo perinuclear, indicada pela seta; (g) e (h) Laminas de dois blocos independentes do mesmo
paciente com CEE, onde (g) representa uma predominancia de marcacdo membranar e (h) representa a predominancia de marcacao citoplasmatica.
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Figura 4.7: Imunomarcacdo de DSG1 em esodfago saudavel e CEE. (i) e (j) L&minas de dois blocos independentes do mesmo paciente com CEE, sendo
que il) apresenta grande heterogeneidade de marcacdo, incluindo areas ndo marcadas e (j) apresenta predominancia de marcacdo citoplasmatica; (k)
Imagem representativa de perda de marcacdo de DSG1 em células pouco diferenciadas, indicada pela seta; (I) Imagem representativa de caso
demonstrando marcacdo heterogénea nos subsitios celulares.
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Apols a quantificacdo do percentual de células com cada tipo de marcagédo
(membranar ou citoplasmatica) em cada caso, foi possivel observar uma relacdo inversa
entre a presenca de DSG1 na membrana e no citoplasma: enquanto 80% dos casos
apresentaram expressdo membranar em menos de 50% das células (scores 00, 01 e 02),
80% dos casos apresentaram DSG1 no citoplasma em mais de 50% (scores 03 e 04; Tabela
4.3). Além disso, dentro da nossa amostra, 28% dos casos nao tiveram niveis observaveis
de DSG1 na membrana, enquanto que nenhum caso apresentou auséncia de expressdo de
DSG1 no citoplasma, sugerindo uma perda de expressdo da proteina na membrana

acompanhada de aumento de expressao no citoplasma (Tabela 4.3).

Tabela 4.3: Quantificacdo do percentual de células marcadas por lamina em CEE.

Score Marcacéao Marcacéao
Membranar  citoplasmatic
a

0 28% 0%

1 32% 12%

2 20% 8%

3 12% 20%

4 8% 60%
Total 100% 100%

Nota: Os scores foram determinados a partir do percentual de células marcadas, em que 0
¢ auséncia de células marcadas, 1 - de 1 a 25% de células marcadas; 2 - de 26 a 50% de
células marcadas; 3 - de 51 a 75% de células marcadas e 4 - de 76 a 100% de células
marcadas.
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4.4 Analise da expressdo da isoforma de DSG1

Em busca de validar a isoforma predita de DSG1 depositada no Human Protein
Atlas (UHLEN et al., 2015), uma reacdo de PCR semi-quantitativa foi realizada em
duplicata, utilizando cDNAs de cinco amostras pareadas de CEE (tecido normal adjacente e
tecido tumoral) e uma amostra de pool de amostras de carcinoma de células escamosas de
laringe (Figura 4.8). Foi observada a expressdo da isoforma de DSG1 em todas as amostras.
Entretanto, ndo foi possivel determinar se existe diferenca significativa de expressdo desta

isoforma entre o tecido normal e o tecido tumoral de pacientes com CEE.

5133877 5133879

5133879 5134941
N

Figura 4.8: Expressdo da isoforma de DSG1 em amostras pareadas de CEE e em pool de
amostras de carcinoma de células escamosas de laringe .
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4.5 Analise de expressdo génica e perfil de metilacdo de DSG1 em linhagem de CEE
humano frente ao tratamento com 5-Aza-2’-desoxicitidina

Com o intuito de confirmar a regulacdo da expressao de DSG1 por metilacdo em sua
regido promotora, realizamos ensaios in vitro. Para isso, inicialmente avaliamos a expressao
de DSG1 em cinco linhagens provenientes de esdéfago humano, sendo uma obtida a partir
de celulas esofagicas saudaveis (HET-1A) e quatro obtidas a partir de CEE (TE-1, TE-11,
TE-13 e OE-21). Na Figura 4.9, podemos observar que apenas a linhagem OE-21
apresentou amplificacdo detectavel por RT-PCRq, assim como um pico Unico na curva de
dissociacdo (Figura 4.10), referente a desnaturacdo do produto de amplificacdo. Por isso,

esta linhagem foi utilizada nos experimentos subsequentes.
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Figura 4.9: Curva de amplificacdo de DSG1 em linhagens de es6fago humano saudavel e
de CEE. As curvas rosa, preta e azul representam as amostras de linhagem de CEE OE-21,
demonstrando a amplificacdo do produto de DSG1. As outras curvas representam as
linhagens HET-1A, TE-1, TE-11 e TE-13.
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100

Figura 4.10: Curva de dissocia¢do do produto de amplificacdo de DSG1 em linhagens de
esdfago humano saudavel e de CEE. As curvas rosa, preta e azul representam as amostras
de linhagem de CEE OE-21, demonstrando a amplificacdo especifica do produto de DSG1.
As outras linhas representam as linhagens HET-1A, TE-1, TE-11 e TE-13.

4.5.1. Andlise de viabilidade e do perfil de metilacdo de DSG1 em linhagem de CEE
humano OE-21 frente ao tratamento com diferentes doses de 5-Aza-2’-desoxicitidina

O tratamento da linhagem OE-21 com o agente desmetilante 5-Aza-2'-
desoxicitidina foi feito inicialmente com concentragdes de 10 nM, 100 nM e 1 uM por 6
dias (144 horas), com o intuito de determinar que dose da droga apresentaria niveis menos
toxicos e o maior efeito de desmetilacdo. Foi possivel observar que a dose de 100 nM,
apesar de ter se mostrado toxica, com controle apresentando média de viabilidade celular de
59,24 x 10 células e a dose de 100 nM apresentando média de células viaveis de 8,52 x 10*
(Figura 4.11a), causou a maior desmetilacdo da regido promotora de DSG1 na linhagem
OE-21, com médias de metilacdo no controle de 52,32 e na dose de 100 nM de 10,55
(Figura 4.11b).
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Figura 4.11: Viabilidade celular e perfil de metilacdo de DSG1 em linhagem celular de
CEE humano OE-21 frente ao tratamento com diferentes doses de 5-Aza-2'-desoxicitidina
por 144 horas. (a) Contagem de células vidveis nas doses testadas; (b) Percentual de
metilacdo da regido promotora de DSG1 nas doses testadas. *p<0,05, teste de Kruskal-
wallis e pos teste de Dunns.

4.5.2. Analise de viabilidade e do perfil de expressdo génica e de metilacdo de DSG1
em linhagem de CEE humano OE-21 frente ao tratamento com 5-Aza-2'-

desoxicitidina por diferentes periodos de tempo

Uma vez que a dose de 100 nM levou a uma desmetilacdo expressiva da regido
promotora de DSG1, mas se mostrou altamente toxica no tempo de 144 horas, foi realizado
0 tratamento com 5-aza-2'-desoxicitidina por menores intervalos de tempo. Na Figura 4.12,
podemos observar que os tratamentos até 96 horas apresentaram uma média de viabilidade
celular acima de 50%, enquanto o tratamento por 120 horas levou a uma reducdo de
viabilidade de mais de 60%. Além disso, o tratamento com o agente desmetilante levou a
um aumento de expresséo de cerca de 1,9 vezes em relagdo ao controle no tempo 48 horas,
sendo essa indu¢do méaxima em 72 horas (9,4 vezes; Figura 4.13), enquanto que no tempo
de 96 horas, essa inducdo foi de 4 vezes em relacdo ao controle. Foi observada também
uma desmetilagdo progressiva do promotor de DSG1 ao longo do tempo de tratamento, com
uma perda de metilacdo de 24% no tempo de 48 horas, enquanto em 72 e 96 horas essa

diferenga alcancou 33% em relagéo ao controle (Figura 4.14).
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Figura 4.12: Viabilidade celular em linhagem celular de CEE humano OE-21 em tempos
de 24 a 120 horas de tratamento com 5-Aza-2'-desoxicitidina na dose de 100 nM. O
experimento foi realizado trés vezes em triplicata. p>0,05, teste de Wilcoxon.
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Figura 4.13: Expressdo de DSG1 em linhagem celular de CEE humano OE-21 em tempos
de 24 a 120 horas de tratamento com 5-Aza-2'-desoxicitidina na dose de 100 nM. Valores
relativos ao controle de cada tempo. O experimento foi realizado trés vezes em triplicata.
p>0,05, teste de Wilcoxon.
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Figura 4.14: Percentual de metilacdo da regido promotora de DSG1 em linhagem celular
de CEE humano OE-21 em tempos de 24 a 120 horas de tratamento com 5-Aza-2'-
desoxicitidina na dose de 100 nM. O experimento foi realizado trés vezes em triplicata.
p>0,05, teste de Wilcoxon.

Em analise de correlacdo entre os valores de metilacdo e de expressdao de DSG1
levando-se em conta todos os tempos do tratamento, ndo foi encontrada correlagdo
signicativa (Figura 4.15).
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Figura 4.15: Avaliacdo da correlacdo entre expressdo génica e metilacdo da regido
promotora de DSG1 nos tempos de 24 a 120 horas. Teste de Spearmann.
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Entretanto, analisando a correlacdo entre expressao génica e percentual de metilacéo
de DSGL1 nos tempos de 72 e 96 horas, 0s quais apresentaram maior inducdo da expressao
de DSG1 em relagéo ao controle, foi encontrada correlagdo inversa significativa entre estes
parametros (Figura 4.16). Ou seja, menores niveis de metilacdo de DSG1 estavam

relacionados a maiores niveis de expressao génica, e vice-versa.

Correlacao Metilagdao X Expressao
Tratamentos 72h e 96h

100+
S a
o 754 p=0,049
& . r=-0,65
Q | |
n n
2 504
o
uo n
8 25 ’
£ " .
[}
=
c L) L] L] L) L] L)
@& & @‘9 06\ e"@ ¥ Q\‘)Q
S S S S S S S
o o o o o o o

Expressdo de DSG17 (unidades relativas ao GAPDH)

Figura 4.16: Avaliacdo da correlagdo entre expressdo génica e metilacdo da regido
promotora de DSG1 nos tempos de 72 e 96 horas. Teste de Spearmann.

4.6 Andlise da expressdo proteica de DSG1 em linhagem de CEE humano OE-21
frente ao tratamento com 5-Aza-2'-desoxicitidina

Apds a observacdo da inducdo da expressdo génica de DSG1 em resposta ao
tratamento com 5-aza-2'-desoxicitidina, avaliamos se esta mesma indugdo era observada
nos niveis proteicos de DSG1. Para isso, o tratamento das células OE-21 foi realizado com
0 agente desmetilante na concentracdo de 100 nM por 72 horas, visto que esta foi a
condicdo que resultou nos maiores aumentos de expressao génica. Na avaliacdo por western
blotting, foi possivel observar a banda esperada referente a DSG1 completa (165 KDa), que

teve um aumento de 36% apods o tratamento em relagéo ao controle (Figura 4.17).
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Figura 4.17: Andlise da expressdo proteica de DSG1 por Western Blotting em linhagem
celular de CEE humano OE-21 frente ao tratamento com 5-Aza-2'-desoxicitidina a 100 nM
por 72 horas. A quantificacdo representada na parte inferior da figura foi feita pela
normalizagdo com Ponceau de dois experimentos.

Em seguida, avaliamos a expressdo proteica de DSG1 por imunofluorescéncia apds
o0 tratamento com 5-aza-2'-desoxicitidina nas mesmas condi¢es utilizadas para a realizacéo
da técnica de western blotting. Esta analise teve o intuito ndo sé de avaliar, por uma outra
técnica, a influéncia da desmetilacdo do promotor de DSG1 sobre sua expressao proteica,
mas também de avaliar o efeito da desmetilacdo sobre a compartimentalizagdo celular de
DSG1.

Na Figura 4.18, é possivel observar imagens de campos representativos de células
tratadas apenas com o veiculo da droga (controle) e de células tratadas com o agente
desmetilante (5-aza-2'-desoxicitidina a 100 nM por 72h). Além disso, também estdo
representadas por circulos as areas delimitadas para quantificacdo da marcacdo membranar
ou citoplasmaética, tendo sido avaliadas quatro areas distintas para cada tipo de marcacao

por campo, em oito campos para membrana e 0 mesmo numero de campos para citoplasma.
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Figura 4.18: Expressdo protéica de DSG1 avaliada por imunofluorescéncia em linhagem
celular de CEE humano OE-21 frente ao tratamento com 5-Aza-2'-desoxicitidina a 100 nM
por 72 horas. (A) Controles negativos da rea¢do ndo apresentando marcacdo de DSG1; (B)
Imagem representativa de células incubadas apenas com DMSO, o veiculo do agente
desmetilante, demonstrando marcacdo membranar e citoplasmatica de DSG1; (C) Imagem
representativa de celulas tratadas com 5-Aza-2'-desoxicitidina, mostrando aumento de
marcacdo membranar e citoplasmatica de DSG1 em comparacdo as células tratadas com
DMSO.

Em andlise da expressdo proteica pela quantificacdo da emisséo de fluorescéncia por
pixel dentro dos campos escolhidos, primeiro foi possivel observar um aumento
significativo da expressdo proteica total apds o tratamento com 5-aza-2'-desoxicitidina
(Figura 4.19a). Com relagéo a localizagéo celular, também foi possivel observar aumentos

significativos da expressdo membranar e da expressédo citoplasmatica isoladamente apés o

57



tratamento (Figura 4.19b e c). E importante ressaltar que tanto nas células tratadas apenas
com o veiculo da droga (controle) quanto naquelas tratadas com o agente desmetilante, a

expressdo membranar foi maior que a expresséo citoplasmatica.
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Figura 4.19: Quantificacdo da expressdo proteica de DSG1 avaliada por
imunofluorescéncia frente ao tratamento com 5-Aza-2'-desoxicitidina a 100 nM por 72
horas. (a) Quantificacdo de intensidade de fluorescéncia das regides membranar e
citoplasmatica, mostrando aumento significativo de expressdo de DSG1 frente ao
tratamento. (b) Quantificacdo de intensidade de fluorescéncia da regido membranar,
mostrando aumento significativo de expressdio de DSG1 frente ao tratamento. (c)
Quantificacdo de intensidade de fluorescéncia da regido citoplasmatica, mostrando aumento
significativo de expressdo de DSG1 frente ao tratamento. *p<0,05, teste de Kruskal-Wallis
e pos teste de Dunns.
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5. DISCUSSAO

Alteracbes no padrdo de expressdo de proteinas de adesdo sdo fendmenos
comumente encontrados em diversos tumores. Um exemplo é a perda de funcdo ou
expressdo de E-caderina, a primeira caderina a ser descrita, que sdo eventos impactantes
durante a progressdo tumoral em diferentes tipos de cancer, como estdmago, figado, mama,
endométrio e tireoide (PECINA-SLAUS, 2003). Diversos mecanismos podem levar a
ocorréncia deste padréo: mutacdo, metilacdo do DNA, clivagem, fosforilacdo e degradagéo
proteicas (BERX; VAN ROY, 2009; CARNEIRO et al.,, 2012; HECTOR PEINADO,
FRANCISCO PORTILLO, 2004). Atualmente, outras caderinas vém ganhando atencéo, e
tem sido mostrado que tanto a perda de expressdo de proteinas especificas do tecido em
questdo, quanto o ganho de expressdo de caderinas ndo caracteristicas do tecido afetado
podem ocorrer durante o desenvolvimento tumoral (CHIDGEY; DAWSON, 2007a). Além
disso, estd cada vez mais claro que proteinas de adesdo estdo envolvidas ndo s6 na
manutencdo da integridade fisica do tecido, mas também sdo cruciais na coordenacao do
balango entre proliferagéo e diferenciagdo celular (GETSIOS et al., 2009b). Com isso, a
avaliacdo de alteracfes desses mediadores em cancer pode apontar ndo s6 biomarcadores da
transformacéo celular, mas também auxiliar na compreensdo dos mecanismos que levam ao
desenvolvimento e progressao de tumores.

O presente estudo é o primeiro trabalho que mostra uma reducdo da expressao
génica de Desmogleina 1 no carcinoma epidermdéide de es6fago, e 0 aumento de sua
expressao génica e proteica pela desmetilacdo de seu promotor in vitro. Outros trabalhos
em cancer ja avaliaram o perfil de expressdo de DSGI. Por exemplo, na comparacgéo entre
ameloblastoma, tumor odontogénico queratinocistico (TOQ) e tecido normal de gengiva,
foi mostrado que marcadores de diferenciacdo epitelial, como DSG1, séo encontrados mais
expressos em TOQ e tecido normal em comparacdo ao ameloblastoma. Esse e outros
achados do estudo reforcaram a diferente origem tecidual desses tumores, enquanto o
ameloblastoma é proveniente de epitélio dental, 0 TOQ provém de células escamosas. Por
outro lado, ndo foi relatada diferenca na expressao de DSG1 entre 0 TOQ e o tecido normal
de gengiva, sugerindo que alteragdes de expressdo de DSG1 ndo contribuem para o
desenvolvimento deste tipo de tumor, apesar dele ser do mesmo tipo histolégico do CEE

(HEIKINHEIMO et al., 2015).
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Em outros tumores, ndo foram avaliadas alteracfes do perfil de expressdo génica de
DSG1 e, apesar da discussdo sobre a sua desregulacdo em condic¢des patoldgicas ter sido
iniciada em tecido epitelial de pele (STANLEY et al., 1986), estudos que avaliaram a sua
expressao génica relacionada a doencas sdo majoritariamente em tecido esofagico. No
contexto do refluxo gastroesofagico, foram publicados dois estudos em que se avaliou 0
perfil de expressao génica de proteinas desmossomais (DSGs 1, 2, 3 e Placoglobina), um no
epitélio distal do es6fago e outro na cardia. A diferenga entre estes tecidos se refere a
origem do epitélio: o tecido esofagico distal € composto de epitélio escamoso, enquanto a
cardia (regido entre o esdfago inferior e o estbmago) é composta de epitélio colunar. No
estudo sobre epitélio distal do eséfago, foram avaliadas amostras de refluxo ndo erosivo,
refluxo erosivo e tecido saudavel (WEX et al., 2012b). N&o foram encontradas diferencas
na expressao génica e proteica de DSG1 entre o refluxo erosivo e 0 ndo erosivo, entretanto,
qguando estes tecidos foram comparados ao controle, o refluxo ndo erosivo apresentou
expressdo génica de DSG1 cerca de seis vezes maior. Quando a mesma comparagédo foi
feita entre o refluxo erosivo e o controle saudavel, DSG1 foi encontrada oito vezes mais
expressa em nivel de RNAmM e os niveis de proteicos também se mostraram aumentados
(WEX et al., 2012a). Em contrapartida, na cardia, Placoglobina e DSG2 foram ubiquamente
expressas nas amostras, enquanto a expressao de DSG1 e 3 ndo foram detectadas (WEX et
al., 2012b). Estes achados reiteram informacdes ja descritas na literatura, como a presenca
ubiqua de DSG2 nas superficies epiteliais como um todo, e a presenca restritiva de DSGs 1
e 3 nos epitélios escamosos, como esdfago e pele (GARROD; CHIDGEY, 2008). Além
disso, trazem a tona a discussdo acerca de um possivel mecanismo de compensacgdo entre 0s
componentes desmossomais, entre eles as caderinas, como uma tentativa de restaurar a
funcéo de barreira epitelial frente a um insulto, neste caso, mediado por acidez.

Blanchard e cols. (2007) avaliaram o perfil global de expressdo génica por meio de
técnica em larga escala em pacientes com esofagite eosinofilica, doenca similar ao refluxo
gastroesofagico, porem de etiologia alérgica. Comparando amostras de individuos
saudaveis com amostras de individuos com doenca ativa, foi encontrada uma expressao de
IL-13 dezesseis vezes maior na esofagite, além de uma expressdo reduzida de DSGL.
Quando tratadas com IL-13, as amostras dos pacientes com esofagite foram novamente
avaliadas quanto ao seu perfil transcricional e 22% de todo o seu trancriptoma se

sobrepunham a expressao encontrada nos pacientes com doenca ativa, incluindo a
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supressdo de DSG1. J& a avaliacdo de pacientes tratados e com doenca em remissdo
mostrou que o perfil transcricional desses pacientes se assemelhava ao perfil de individuos
saudaveis em 98%. Entretanto, doze genes permaneceram desregulados nessas amostras,
entre eles DSG1, encontrada suprimida em relacéo ao epitélio esofagico saudavel.

Em outro trabalho utilizando técnicas em larga escala, a expressdo de DSGL1 foi
encontrada cerca de doze vezes menor nos pacientes com esofagite eosinofilica em
comparagdo aos controles saudaveis. Estes dados foram avaliados por RT-PCRq em uma
coorte maior e diferente de pacientes, desta vez, incluindo individuos tratados e com
doenca em remissdo em que o tecido estd histologicamente idéntico ao tecido saudavel.
Nessa avaliacdo, a reducdo de DSG1 em pacientes com doenca ativa foi ainda maior, cerca
de vinte e duas vezes menor em comparagédo aos controles. Entretanto, quando avaliados 0s
niveis de expressdo génica de DSG1 nos pacientes tratados e com doenca em remissdo,
estes foram iguais aos niveis encontrados nos controles saudaveis (SHERRILL et al.,
2014).

Os dados apresentados aqui sugerem um papel importante de DSG1 na manutengéo
da homeostase de epitélios estratificados, incluindo o es6fago. Dessa a forma, a reducdo de
expressao génica desta caderina demosssomal observada em nosso trabalho poderia
contribuir para o desenvolvimento de CEE. Além disso, a expressdo deste gene parece ser
bastante sensivel a insultos que o epitélio possa sofrer, sendo a resposta bastante variavel.
Enquanto uma inflamacdo cronica induzida pela infiltracdo de eosinéfilos na mucosa
esofagica leva a reducdo da expressdo de DSG1, a inflamacéo induzida pelo refluxo acido
leva a sua superexpressdo. Uma vez que o carcinoma epidermdide de esofago é
intrinsecamente associado a inflamacdo, este pode ser um dos mecanismos pelos quais a
expressao de DSGL1 é diminuida nesse tipo de tumor.

Além da reducdo da expressao génica de DSG1 em CEE, nosso trabalho também
mostrou um aumento significativo dos niveis de metilacdo da regido promotora deste gene,
também em comparacdo ao tecido normal adjacente. AlteracGes epigenéticas diversas ja
foram descritas em CEE. Em 2011 nosso grupo realizou o primeiro metiloma neste tipo de
cancer, detectando alterac6es no perfil de metilacdo de mediadores inflamatérios, como IL-
10 e IL-6, e de moléculas envolvidas na adesdo e comunicacdo celular, como a propria
hipermetilagdo da regido promotora de DSG1 no tumor em relagdo ao tecido normal

adjacente, confirmada no presente estudo (LIMA et al., 2011). Em outros trabalhos que
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avaliaram o perfil global de metilacdo em CEE, foram observadas alteracbes em diversas
vias de sinalizacdo celular, tais como: apoptose, metabolismo do carbono, proliferacéo,
entre outros. Entretanto, perfis aberrantes de metilagdo em genes relacionados a alguma
forma de adesdo celular foram majoritariamente relatados (CHEN et al., 2015a, 2015b; LI
et al., 2014b; SINGH et al., 2015). Dessa forma, alteracGes epigenéticas poderiam
contribuir de maneira significativa para alteracfes do padrdo de expressdo de moléculas de
adesdo em CEE, entretanto, estudos avaliando a relagdo entre expressdo e metilacdo de

DSG1 ndo tinham sido realizados até entdo.

No presente estudo, encontramos uma correlacdo inversa significativa entre os
niveis de metilacdo da regido promotora de DSG1 e os seus niveis de expressdo génica,
indicando, pela primeira vez, que DSG1 pode ser regulada por esse mecanismo epigenético.
Além disso, também observamos uma relacdo entre a desmetilacdo da regido promotora de
DSG1 induzida pelo agente desmetilante 5-Aza-2'-desoxicitidina e 0 aumento de sua
expressdo génica e proteica. Ensaios envolvendo desmetilacdo do DNA com restauragéo da
expressdo génica ndo sdo incomuns, e esta relacdo ja foi encontrada para outras proteinas
de adesdo. No adenocarcinoma de es6fago, Wang e cols, (2014) detectaram hipermetilacéo
da regido promotora da caderina desmossomal Desmocolina 3, acompanhada de menores
niveis de sua expressdo génica. Estes niveis foram restaurados pelo tratamento com agente
desmetilante. Ja em CEE, foi encontrada a restauracdo da expressdo génica da proteina
desmossomal que interage diretamente com as caderinas desmossomais, a Periplaguina
(PPL) (OTSUBO et al., 2015), e protocaderina 17 (PCDH17) (HARUKI et al., 2010).
Além disso, para a E-caderina Ling e cols. (2011) e Si e cols. (2001) encontraram
resultados similares, também tendo observado aumento de expressao génica e proteica apos
a desmetilacdo do gene.

Em nosso trabalho, também foi observado um padrdo de expressdo proteica
aberrante de DSG1 em CEE. A diminuicdo da expressaio membranar desta proteina
acompanhada, muitas vezes, do aumento da expressdo citoplasmatica foi marcante. Alem
disso, foi observada pelas patologistas uma relacéo entre o padrdo de marcacdo e o grau de
diferenciacdo celular. Até entdo, a expressdo proteica foi o pardmetro mais avaliado na
literatura com relagdo as caderinas desmossomais. Em CEE, j& foi observada a relacdo da

menor expressao proteica de DSG1 com pior prognéstico, menor tempo de sobrevida e
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maiores taxas de metastase linfonodal (NAKANO et al., 1998; NAKASHIMA et al., ;
NATSUGOE et al., 2002). Além disso, tais trabalhos ja sinalizavam a relagdo do padréo de
expressdo desta proteina, que transita entre os padrdes membranar e citoplasmético, com a
heterogeneidade tumoral. A associacdo entre a perda de marcacdo das caderinas
desmossomais e a perda de diferenciacdo celular ja havia sido observada por Fang e cols.
(2014) no CEE para a DSG3, e por Natsugoe e cols. (1994) para DSG1.

Nossos dados ndo mostraram uma relacdo significativa entre expressdo génica e
expressao proteica de DSG1 com dados como sobrevida, invasdo linfonodal e grau de
diferenciacdo do tumor. Entretanto, em muitos dos casos avaliados, ndo foi possivel ter
acesso a tais informagfes. Sendo assim, o nimero de individuos incluidos em algumas
destas analises pode ter muito pequeno para observar tais associagdes. Por outro lado,
individuos com maior idade apresentaram menores niveis de metilacdo. Este dado vai de
acordo com o que ja foi relatado na literatura, ou seja, uma hipometilacdo associada ao
envelhecimento (SUN; Y1, 2015). Além disso, tumores moderadamente diferenciados
apresentaram menores niveis de metilacdo da regido promotora de DSG1 em comparacéo a
tumores pouco diferenciados e esta hipometilacdo também foi associada a uma maior
sobrevida dos pacientes. Estas associa¢Ges poderiam ser um reflexo do efeito da metilacdo
sobre a expressdo génica de DSG1, mas esta ndo se mostrou alterada de acordo com 0s
parametros avaliados. Isto pode indicar que a metilagdo do DNA contribui para a regulacéo
da expressdo de DSG1, mas ndo € o unico mecanismo envolvido em CEE. Conforme citado
anteriormente, outros fatores, como mediadores inflamatorios, que poderiam também ser
regulados por metilagdo diferencial, sdo capazes de afetar a expressédo desta caderina e
podem contribuir para a sua desregulacéo neste tipo tumoral.

A localizacdo de proteinas de membrana no citoplasma ndo é exclusividade de
DSGI1. Na adesdo do tipo aderente, por exemplo, f-catenina, que normalmente medeia a
interacdo entre caderinas e os microfilamentos de actina, pode ser translocada do seu sitio
membranar. Este fendmeno pode ocorrer por alguns mecanismos: perda de adesédo, perda de
expressao das suas proteinas parceiras, ou pela saida de Placoglobina dos desmossomos,
que compete pelo seu sitio na jungdo aderente e € capaz de transloca-la. Em condiges
normais, quando liberada no citoplasma, 3-catenina é encaminhada para degradagéo, porém
se a célula estiver sendo estimulada pelo fator Wnt, B-catenina € protegida da degradacéo e

migra para o nucleo, onde inicia uma cascata de transcricdo génica que induz proliferacdo
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celular (CHIDGEY; DAWSON, 2007b; HUBER; PETERSEN, 2015). Assim como ja foi
relatado para B-catenina, DSG1 também pode estar exercendo outras fungdes quando
presente no citoplasma. Na verdade, ja foi mostrado em pele que o dominio citoplasmético
de DSG1, quando ancorado a membrana, impede a sinalizacdo mediada por EGFR e induz
diferenciacdo celular (GETSIOS et al., 2009b). Sendo assim, nas camadas basais do
epitélio, onde ndo ha expressdo membranar de DSG1, a via de sinalizacdo mediada por
EGFR esta ativa e suprime a diferenciacdo. Por outro lado, em camadas mais apicais,
DSG1 esta presente na membrana e blogueia esta sinalizacao. Portanto, esta corregulacao
com EGFR pode indicar um mecanismo pelo qual a perda de expressdo de DSG1 ou sua
localizacéo no citoplasma podem levar a perda de diferenciacéo celular e contribuir para o
desenvolvimento de CEE. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para comprovar esta
hipdtese.

Uma vez que nosso estudo e outros trabalhos ja citados aqui mostraram que a
camada basal de epitélios humanos, como do proprio es6fago, apresentam expressdo
citoplasmatica de DSG1, podemos dizer que este padrdo de expressao € fisioldgico. Porém,
ndo esta claro que fatores podem contribuir para a localizacdo desta proteina desmossomal
em outros sitios que ndo a membrana. Neste contexto, algumas hipoteses podem ser
levantadas, como a clivagem por proteases ou a existéncia de uma isoforma de DSG1
gerada por splicing alternativo. Porém, em algumas condi¢cdes patoldgicas, mutagdes
também parecem contribuir para este fenbmeno.

Variantes de DSG1 ja foram associadas ao desenvolvimento de duas doencas, para
as quais ndo ha relatos de comprometimento esofagico: o pemphigus foliaceus e o
queratoderma palmoplantar. Ambas as doencas acometem a pele e podem ser causadas por
mutacdes de DSG1, sendo o pemphigus foliaceus também causado por uma reacao
autoimune. Foram encontradas variantes polimorficas de DSG1 associadas ao pemphigus
foliaceus em populagdes da Franca e Tunisia (AYED et al., 2002; MARTEL et al., 2001), e
mutacdes diferentes associadas ao queratoderma palmoplantar (BARBER et al., 2007;
BERGMAN et al.,, 2010; DUA-AWEREH et al., 2009; HERSHKOVITZ et al., 2009;
HUNT et al., 2001). Além disso, mais recentemente, um trabalho identificou uma mutacéao
em DSG1 associada a uma nova sindrome descrita, caracterizada por dermatite severa,
alergias multiplas e desperdicio metabolico. A presenca da mutagéo foi correlacionada ao

fenotipo de localizagdo citoplasmatica de DSG1 e, neste trabalho, dois dos pacientes
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relataram esofagite eosinofilica e refluxo esofagico (SAMUELOQV et al., 2013). Porém, um
trabalho do nosso grupo utilizando a técnica de RNA-seq nao identificou qualquer mutacao
em DSG1 em pacientes com CEE (dados ndo publicados), sugerindo que estas alteragdes
genéticas ndo sejam responsaveis pelo padrdo de expressdo proteica aberrante observado
em nosso estudo.

Outro mecanismo que poderia contribuir para a saida de DSG1 da membrana para o
citoplasma é a clivagem por proteases. A clivagem de proteinas de adesdo é um processo
fisioldégico que ajuda a manter a homeostase tecidual, esta envolvido na descamacéo
epitelial e é mediado por proteinas da familia Kalikreina (KLK). Isto permite que as
celulas, depois de alcancarem o nivel maximo de diferenciagéo, consigam se desprender do
epitélio (CAUBET et al., 2004). Ja foi observada uma superexpressdo de Kalikreina 5 no
carcinoma escamoso oral, causando aumento de clivagem de DSG1, sendo associados a um
fenotipo mais agressivo do tumor (JIANG et al., 2011). Entretanto, essa clivagem acontece
no dominio extracelular da proteina, responsavel pela ligacdo heterofilica com
desmocolina, sugerindo que essa clivagem desestabilize a adesdo mediada por
desmossomos, mas pode ndo explicar o fendtipo citoplasmatico encontrado em nossos
casos.

Finalmente, isoformas de DSG1, geradas por splicing alternativo, poderiam
contribuir para diferentes padrdes de expressdo da proteina. Em camundongos, este gene
possui uma isoforma alfa e uma isoforma beta, com menor homologia na regido
extracelular (PULKKINEN et al., 2003). Em humanos, Desmocolina 1 tem duas isoformas
menores geradas por splicing ‘a’ ¢ ‘b’, em que a isoforma menor ‘b’ ndo consegue se ligar a
Placoglobina, o que pode ser um indicio de uma fracdo citoplasméatica de DSC1
(TSELEPIS et al., 1998). No contexto de DSG1, foi depositada nho Human Protein Atlas
(UHLEN et al., 2015) uma isoforma menor predita deste gene, sem o peptideo sinal e sem a
regido transmembrana, que explicaria nossos achados de expressdo citoplasmatica de
DSG1. No presente estudo, fomos capazes de detectar, por PCR, a presenca desta isoforma
em amostras de tecido normal adjacente e tumoral de pacientes com CEE. Entretanto, seus
niveis de expressao se mostraram baixos e ndo foi possivel avaliar se esta isoforma é
predominante em amostras tumorais com predominio de expressdo citoplasmatica de
DSGL1.
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Conforme citado anteriormente, alteracdes do padréo de expressdo de moléculas de
adesdo sdo eventos comuns ao longo do desenvolvimento tumoral e podem tanto ser
indicadores de transformagdo celular quanto contribuir ativamente para a tumorigénese.
Nosso trabalho sugere que, em CEE, a Desmogleina 1 pode ser uma dessas moléculas, uma
vez gue seus niveis de expressao génica e proteica, além de seu padrdo de metilacdo, foram
encontrados alterados. Além disso, nossos dados sugerem uma complexa regulagdo da
expressdo de DSG1 que pode envolver ndo s6 mecanismos epigenéticos, mas também
mediadores inflamatorios e até mesmo reguladores do processo de splicing. Entretanto,
mais estudos sdo agora necessarios para compreender se estas alteragdes sdo uma causa ou

uma consequéncia da carcinogénese esofagica.
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6. CONCLUSOES

- Nossos dados mostraram uma reducéo significativa da expressdo génica de DSG1
em carcinoma epidermoide de es6fago quando comparado ao tecido adjacente ndo tumoral
do mesmo paciente;

- Neste estudo, foi corroborada a hipermetilacdo da regido promotora de DSG1 em
CEE em comparacdo a mucosa adjacente ndo tumoral pareada, previamente demonstrada;

- Foi encontrada uma correlacdo inversa e estatisticamente significativa entre os
niveis de metilacdo da regido promotora de DSG1 e seus niveis de expressdo génica em
tecidos de pacientes com CEE;

- O epitélio esofagico ndo tumoral de pacientes com CEE mostrou um padrdo de
expressao proteica de DSG1 caracteristico de epitélios estratificados: expressdo
citoplasmatica na camada basal e expressdo predominantemente membranar nas camadas
mais diferenciadas do epitélio. Por outro lado, os tumores apresentaram um padrdo de
expressao alterado, com areas sem imunomarcacdo para DSGI1, areas com marcacdo
exclusivamente citoplasmatica e regides que mantiveram a expressdo membranar, sendo
esta geralmente observada em células mais diferenciadas. De uma maneira geral, 0s
tumores apresentaram uma baixa frequéncia de DSG1 na membrana acompanhada de uma
elevada frequéncia desta proteina no citoplasma. Foi observada ainda marcacao nuclear e
perinuclear em casos isolados.

- Né&o foram observadas diferencas de expressdo de DSG1 de acordo com as
caracteristicas clinico-patolégicas dos pacientes com CEE. Entretanto, a metilacdo da
regido promotora de DSG1 foi menor em individuos com idade superior a mediana em
comparacdo aqueles com idade inferior, e foi também menor em tumores moderadamente
diferenciados quando comparados a tumores pouco diferenciados.

- O nivel de metilacédo da regido promotora de DSG1 no tumor se mostrou um fator
de prognostico independente da idade em CEE. Individuos com niveis de metilacdo acima
da mediana apresentaram uma sobrevida média de 6 meses, enquanto individuos com

niveis abaixo da mediana apresentaram uma sobrevida média de 15,5 meses.
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- A desmetilacdo induzida pelo agente 5-Aza-2’-desoxicitidina levou a um aumento
de expresséo génica e proteica desta caderina desmossomal na linhagem celular de CEE
OE-21.

- A isoforma predita de DSG1 foi detectada em carcinoma epidermoide de esdfago e
tecido adjacente ndo tumoral.
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7. PERSPECTIVAS

- Avaliar se a isoforma predita de DSG1, agora confirmada, é diferencialmente
expressa entre o tumor e o tecido adjacente ndo tumoral de pacientes com CEE;

- Avaliar in vitro se a metilacdo da regido promotora de DSG1 tem impacto sobre a
expressao da isoforma menor deste gene;

- Avaliar in vitro as consequéncias da superexpressdao e do silenciamento da
isoforma menor de DSG1 em termos de proliferacdo, viabilidade, migracdo e invasao
celular;

- Avaliar in vitro as consequéncias da superexpressao e do silenciamento da

isoforma completa de DSG1 em termos de proliferacdo, viabilidade, migragdo e invasao
celular.
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9. ANEXOS

Anexo 1: Carta de aprovagio do projeto sob o niimero 116/11 pelo Comité de Etica em
Pesquisa do INCA

Memo 440/11-CEP-INCA Rio de Janeiro. 5 de dezembro de 2011,

A(0): Dr. Luis Felipe Ribeiro Pinto
Pesquisador(a) Principal

Registro CEP n° 116/11 (Este n°. deve ser citado nas correspondéncias referentes a este estudo)

CAAE —0086.0.007.000-11

Titulo do Estudo — Marcadores Moleculares de Tumores Secundarios de Esofago em Pacientes
com Carcinoma de Células Escamosas em Cabeca e Pescoco: Uso Potencial no Diagnostico
Precoce ¢ na Terapia de Rotina

Prezado(a) Pesquisador(a),

Informo que o Comité de Etica em Pesquisa do INCA aprovou apos reandlise o
estudo intitulado: Marcadores Moleculares de Tumores Secundirios de Esétago em
Pacientes com Carcinoma de Células Escamosas em Cabeca e Pescoco: Uso
Potencial no Diagnéstico Precoce e na Terapia de Rotina versao 2, bem como seu
TCLE para estudo prospectivo CECP versio 3 ¢ TCLE para estudo retrospectivo
CECP ¢ CEE versio 3, em 30 de novembro de 2011.

Ressalto o(a) pesquisador(a) responsavel devera apresentar relatérios semestrais
a respeito do seu estudo.

Atenciosamente.

Dr. éﬂmlne}). Silva

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa

CEP-INCA
Re:

C/e ~ Dr. Luiz Augusto Maltoni — Direcio Geral
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Anexo 2: Termo de consentimento informado (INCA).

(INCA
INSTITUTO NACIONAL DE CANCER
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 1

Projeto de Pesquisa “Marcadores Moleculares de Tumores Secundarios de
Esbéfago em Pacientes com Carcinoma de Células Escamosas em Cabecga e
Pescoco: Uso Potencial no Diagndstico Precoce e na Terapéutica de Rotina”
(CEE)

Nome do Voluntario:

Vocé é um paciente matriculado no INCA com diagndstico confirmado de cancer de
esdfago e, em breve, sera submetido a um tratamento que podera ser cirurgico ou nao
(Quimioterapia/Radioterapia). Para seu estudo e planejamento terapéutico sera necessaria a
realizacdo de uma Endoscopia Digestiva Alta (exame para avaliar caracteristicas do seu
tumor como tamanho, localizac&o, etc.). Por isso est4 sendo convidado a participar de um
projeto de pesquisa que envolve a coleta de uma bidpsia do seu tecido tumoral, de tecido
normal préximo ao tumor (quando possivel) e uma amostra do seu sangue. Esta biopsia
poderé ser realizada no momento em que for feita sua EDA e/ou no momento da cirurgia
(caso seja indicado o tratamento cirtrgico). Para que vocé possa decidir se quer participar
ou ndo deste projeto, precisa conhecer seus beneficios, riscos e consequéncias. Apés
receber todas as informacdes abaixo vocé podera fornecer seu consentimento por escrito,

caso queira participar.

83



MINISTERIO DA SAUDE

( Instituto Nacional de Céancer
I u Comité de Etica em Pesquisa-INCA

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER PROT ##### — Aprovado __/ __

PROPOSITO DO PROJETO DE PESQUISA
Este projeto de pesquisa € um esforco conjunto entre pesquisadores para utilizar os

recentes avancos na medicina na tentativa de diagnosticar precocemente casos de cancer de
esdfago que surgem como segundos tumores primarios (um segundo tumor que ocorre em
alguns pacientes que ja tiveram cancer de cabeca e pescoco). Tanto os tumores de es6fago
quanto os de cabeca e pesco¢o sao muito comuns em nosso pais e frequentemente causam a
morte desses individuos. Para que vocé possa decidir se quer participar ou ndo deste projeto
de pesquisa, precisa conhecer seus beneficios, riscos e implicacdes.

OBJETIVOS DO PROJETO DE PESQUISA

Os objetivos deste projeto sdo a comparacdo das alteracdes moleculares entre cancer
de cabeca e pescoco e cancer de esdfago buscando descobrir marcadores moleculares com
maior eficiéncia para o diagndstico precoce do cancer de es6fago ou identificar os

individuos que possuem um alto risco de desenvolver um segundo tumor.

PROCEDIMENTOS DO PROJETO DE PESQUISA

Se concordar em participar deste projeto sera necessario coletar amostras do tumor,
e quando possivel, do tecido normal préximo a lesdo. Esta coleta podera ser realizada na
endoscopia digestiva alta e/ou durante o procedimento cirurgico. Este procedimento nédo
comprometerd o diagnéstico e ndo ira interferir no tratamento. Além disto, sera coletada
uma pequena amostra de sangue, o equivalente a duas colheres de sopa, para futuras
pesquisas. Para realizar a endoscopia, todo paciente precisa que seja puncionada uma veia
do braco com uma agulha para a aplicacdo de soro e medicamentos. Nesse momento
aproveitaremos a pungao para a coleta do sangue.

Ao concordar em participar deste projeto, 0s pesquisadores participantes
consultardo seus registros do prontuério e poderdo utilizar para pesquisas parte do material

coletado que foi armazenado.
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.‘ . MINISTERIO DA SAUDE
( Instituto Nacional de Cancer
I @ Comité de Etica em Pesquisa-INCA

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER PROT #### — Aprovado __/ __ /2011

METODOS ALTERNATIVOS

Caso vocé néo deseje participar deste projeto de pesquisa, basta que vocé ndo assine
este Termo de Consentimento, e nenhuma amostra sera utilizada nem o0s seus registros

médicos serdo consultados.

RISCOS

O seu tratamento sera exatamente 0 mesmo caso Vocé participe ou ndo deste projeto de
pesquisa. Ndo havera risco adicional para a obtencdo de amostras para 0 presente

projeto.

BENEFICIOS

N&o havera beneficios imediatos a vocé, porém a sua participacdo nesse projeto de
pesquisa podera contribuir para o entendimento de casos como o seu no futuro. Este projeto
poderd, no entanto, resultar em beneficios para outros pacientes que terdo o diagnostico de
cancer de esdfago e que irdo fazer o tratamento.

ACOMPANHAMENTO, ASSISTENCIA E RESPONSAVEIS

Durante o projeto vocé terd o acompanhamento normal junto ao seu médico do
INCA que € responsavel pela sua assisténcia. Além disso, a Dr? 1zabela Costa da Cirurgia
de Cabeca e Pescoco (tel: 3207-6782), o Dr. Eduardo Pinto, da cirurgia abdominopélvica
(tel: 3207-1161) e o pesquisador responsavel pelo projeto, Dr. Luis Felipe Ribeiro Pinto

(tel: 3207-6560), estardo disponiveis para esclarecer eventuais duvidas.
CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Além da equipe de salde que cuidara de vocé, seus registros médicos poderdo ser
consultados pelo Comité de Etica em Pesquisa e equipe de pesquisadores envolvidos. As
amostras de tecido serdo processadas de tal forma que sua privacidade e identidade sejam

preservadas. Seu nome ndo sera revelado ainda que as informacdes de seu registro medico
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.’ \ MINISTERIO DA SAUDE

( Instituto Nacional de Cancer
I Q Comité de Etica em Pesquisa-INCA
INSTITUTO NACIONAL DE CANCER PROT #### — Aprovado _/ /2011

sejam utilizadas para propositos educativos ou de publicacdo, que ocorrerdo

independentemente dos resultados obtidos.

TRATAMENTO MEDICO EM CASO DE DANOS
Caso haja a necessidade de atendimento médico, durante ou apos este projeto, este ficara
a cargo da instituicdo. Seu tratamento e acompanhamento médico independem de sua

participacdo neste projeto de pesquisa.

CUSTOS

Se vocé concordar com o uso das amostras bioldgicas conforme escrito acima, €
necessario esclarecer que vocé ndo tera qualquer custo ou forma de pagamento pela
participacdo no projeto de pesquisa. A participacdo no projeto € voluntaria e vocé nao
sofrera nenhuma penalidade caso ndo autorize a sua participacdo. Todo o seu tratamento e
acompanhamento médico serdo 0s mesmos, independente de sua decisdo de autorizar ou

n&o a participacdo no projeto.

BASES DA PARTICIPACAO

E importante que vocé saiba que a sua participacio neste projeto de pesquisa é
completamente voluntaria e que vocé pode recusar-se a participar ou interromper sua
participacdo a qualquer momento sem penalidades ou perda de beneficios aos quais vocé
tem direito. Em caso de desisténcia, a equipe assistente deve ser comunicada e a coleta

de amostras para 0s exames relativos ao estudo serd imediatamente interrompida.

GARANTIADE ESCLARECIMENTOS

NOs estimulamos a vocé ou seus familiares a fazer perguntas a qualquer momento
durante o andamento desse projeto de pesquisa. Neste caso, por favor, ligue para o Dr. Luis
Felipe Ribeiro Pinto no telefone (21) 3207-6560. Se vocé tiver perguntas com relacdo a

seus direitos como participante desse projeto de pesquisa, também pode contar com uma
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terceira pessoa imparcial, o0 Comité de Etica em Pesquisa do INCA, Rua André Cavalcanti
37, telefone (21) 3207-6551. Email: CEP@inca.gov.br

/\ MINISTERIO DA SAUDE
@ Instituto Nacional de Céancer
(I N Q Comité de Etica em Pesquisa-INCA

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER PROT #### — Aprovado _ / /2011

DECLARACAO DE CONSENTIMENTO E ASSINATURA

Li as informacdes acima e entendi o proposito deste projeto de pesquisa assim como
os beneficios e riscos potenciais da participacdo no mesmo. Tive a oportunidade de fazer
perguntas e todas foram respondidas. Eu, por intermédio deste, dou livremente meu
consentimento para participar neste projeto de pesquisa e:

() Expresso gque desejo ser reconvocado a oferecer um novo consentimento para
cada projeto que venha a utilizar agora, ou no futuro, material biol6égico
coletado pelo presente projeto de pesquisa, indicando as pessoas abaixo
relacionadas como representantes em caso de incapacidade minha para prover

tal consentimento:

(NOME EM LETRA

FORMA)
(GRAU DE PARENTESCO)
(TELEFONE)
(NOME EM LETRA
FORMA)

(GRAU DE PARENTESCO)
(TELEFONE)
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( Instituto Nacional de Cancer
I N Q Comité de Etica em Pesquisa-INCA
INSTITUTO NACIONAL DE CANCER PROT #### — Aprovado _/ /2011

() Né&o gostaria de ser reconvocado a oferecer um novo consentimento para cada
projeto de pesquisa que venha a utilizar agora, ou no futuro, material bioldgico
coletado pelo presente projeto de pesquisa.

Entendo que ndo receberei compensacao monetaria por minha participacao neste projeto.

Eu recebi uma copia assinada deste formulario de consentimento.

/ /
(Assinatura do Paciente) dia més ano
(Nome do Paciente — letra de forma)

/ /
(Assinatura de Testemunha, se necessario) dia més ano

Eu, abaixo assinado, expliquei completamente os detalhes relevantes deste projeto
ao paciente indicado acima e/ou pessoa autorizada para consentir pelo paciente.
/ /

(Assinatura da pessoa gque obteve 0 consentimento) dia més ano
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Anexo 3: Prontuarios — INCA.

REANALISE DE PRONTUARIOS — Cancer de Esdfago — INCA

cee[] ADE [

Data: / / Matricula do Pcte:

Preenchedor:

Nome: DataMatricula:__ // _ Género: Masculino[_] Feminino[_]
Nacionalidade: Brasil [_] outro[ ] _ _ Naturalidade (UF): ____ Residéncia: Cidade: UF___ |
Cor da pele: BrancaD Néo-branca|:| Data Nascimento: I Idade: Profissdo:
SRR i e i i e

Superior Superior Pos- Nao
Incompleto Completo D Incompleto D D Graduag;’ml:]

Completo! Informa
Estado Civil: Casado[ ] uniioEstivel[ ] Divorciado [ ] Solteio[T]  Hist Familiar de Cancer de Eséfago: Nio[ ] sm[]

HABITOS DO PACIENTE
. " N i ] N&
Tabagismo: Nao[ ] sm[ | o] s Refluxo: Nao[ ] sm[] o []
Etilismo:  Nao[ ] sm[ ] o] roo

= F Nao

Informa Barret: NaoD Sme Informa D
tatus Nutricional: Desnutrigao Desnutrigdo Desnutrigao & Nao
Status iciona e D ot eraiia (e, D EutrofcoD SobrcncsoD ObcsoD Infor’naD

INFORMACOES SOBRE A DOENCA

Data do Diagnéstico (Laudo DIPAT): / /

Esbfago é STP: Nao[ ] sm[]  CID PTP:

Ttodo PTP: Nennum[ | cirurgia ] R[] @[] rewsar[] maseal ] rear-sar[ ]

ouro[ ] Outro:
Localizagio: C15.0 E_séfago C15.1 gsafago €15.2 Esdfago D C15. ; Esofago D c1§.4 Esofago
Cervica; Toracico Abdominal Toracio 1/3 Sup Toracico 1/3 Med
C15.5 Esofago C15.8 Lesao C15.9 Nae
Toracico 1/3 Inf Invasiva D especificado D

Grau de Diferenciacdo: |{Bem dif) D Il {Mod dif) |:| 1l {Pouco dif) D

Uso de Sonda NasoEntérica: Nao[ | sim[ ] ln:j:m O

TNM (Abdome): ¢T: 1a[ ] 1] 2 [] 3] al] ] is [ x[]
eN: o [] 1[0 [ s x[J  em: 0[] 10 x[J

Estadiamento (Abdome): n[_] e[ ] ] ne[] mal_] me[] e[ v[]

TRATAMENTO

Tto Inicial: NethmD Ci!u'g'aD thD RthTD RmBQTD RxlAQT~BQTE] Supo’leD

Local Tto inicial: Foradoinca[] Nomea[] Inicio Tto inicial: A Fimdo Ttoinicial: __/ /

Doenga Residual apés Tto inicial: Nio[ | sim[_]

Tto Adjuvante: Nennum [ ] Radioterapia [_] RusaT [[] Tto Resgate: irurgia [_] suporte [ ] Nenhum[ ]~ Tto Resgate: ___/___/

RXT:  curatva[_] Neoadjuvante [ Paliativa ]
QT: curativa[_] Neoadjavante [ Paliativa [_]

Completou?  nao [ ] sim[]
Completou?  nao[_] sim[]




INFORMAGOES SOBRE CIRURGIA (ESOFAGECTOMIA)
Cirurgia: VLP I:l Transhiatal I:l Transtoracica I:l

Linfadenectomia: 2campos D 3 Campos D
Reconstrugdo Trato Alimentar:  celon Direite [_]

Nao Realizada D Nao Informa D
Cdlon Esquerdo D Cdlon Transverso D Estémago D
Margens Livres: Nio D Sim D Sim, apos ampliagédo D Néo avaliado D

TNM (Abdome): ¢T: 1a[ ] 1] 2 [] s [ aa[] ] is [] x[]
eN: o[] 1] 2 [] s[] x[]  em: 0[] 1] x[J
Estadiamento (Abdome): 1 [ ] e [] a[] s [] ma_] me[_] e[ v []

ACOMPANHAMENTO
Remissdo Completa: Nio [ ] sim[_] Recidiva Presente:  Nao [] sim[_]

Data Recidiva: A
Local Recidiva: Local [ ] ineo[ ] pistancia [ ] Ultima Consulta: ____ /[ dg/divei:éa O S/di"e‘:‘c:e [l
DataHCV: _ /  /  pata®bito: _/ / Causa Obito:
ApresentouSTP: Nao[ |  sim[ | DeteccioSTP:____/  / _ Sincrénico: Nio[ ] sm[ ] CDSTP:__

Metastase a distdncia:  Nao [] sim[] Sitio de Metastase:




