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RESUMO

Muitos fatores sdo caracterizados como desencadeadores do cancer como 0s
fatores genéticos e a desregulacdo nos processos de sinalizacdo celular. O
acumulo de mutacbes em células normais esta nos fatores genéticos ligados a
carcinogénese e a localizacdo dessas mutagdes no genoma possui um papel
fundamental. Até o0 momento, diversas mutagcdes tém sido descritas em genes
importantes relacionados a carcinogénese mamaria. Desregulacdo nos
processos de sinalizacdo celular levam por vezes ao amento da proliferacao
celular caracteristica fundamental para o desenvolvimento do cancer. Genes
da familia MYLK (Miosin Light Chain Kinase) codificam proteinas do tipo
serina/treonina quinase inicialmente identificados como responsaveis pela
fosforilacdo da cadeia leve da miosina. Estudos anteriores identificaram
mutacdes no gene MYLK4 como de grande importancia no cancer de mama.
Estudos mostram que um aumento da expressao dos genes MYLK1 e MYLK2
estao relacionados com a carcinogénese mamaria. Os membros desta familia
ndo foram totalmente caracterizados. Este estudo buscou investigar uma
possivel relacdo entre o0 MYLK4 e o cancer de mama. Foi constatado que a
frequéncia de mutacdes no gene MYLK4 € baixa tanto em linhagens celulares
guanto em amostras clinicas de cancer de mama. Ainda, observamos uma
superexpressao do gene em linhagens celulares de cancer de mama e uma
maior expressdo em mama quando comparado com outros tipos de tecidos
normais. A analise por imunohistoquimica em amostras clinicas parafinizadas
demonstrou uma maior expressao do MYLK4 no tecido tumoral e presenca em
tecido normal. Analisando sua expressdo em um numero maior de amostras
clinicas tumorais pareadas com sua contra parte normal ou ndo, ndo foram
observadas alteracfes significativas na expressdo do MYLK4 apenas uma
grande variancia em sua expressdo. Ensaio de superexpressdo do MYLK4 em
linhagem celular normal demonstrou um aumento na proliferacdo celular in
vitro. Os dados em conjunto apontam para um possivel envolvimento do
MYLK4 no crescimento celular em tumores que apresentem superexpressao
deste gene.

Palavras-chave: Proteina quinase, MYLK4, cancer de mama.



ABSTRACT

Many factors are characterized as causes of cancer such as genetic factors and
deregulation of cellular signaling processes. The accumulation of mutations in
normal cells is linked to genetic factors in carcinogenesis and the location of
these mutations in the genome plays a key role. To date, several mutations
have been described in important genes related to mammary carcinogenesis.
Disruption in cellular signaling process sometimes leads to increased cell
proliferation, critical to the development of cancer. The MYLK (Light Chain
Kinase Miosin) gene family encodes proteins of the serine / threonine kinase
family originally identified as responsible for the phosphorylation of myosin light
chain. Previous studies have identified mutations in the gene MYLK4 to be
important in breast cancer. Studies have shown that increased expression of
genes MYLK1 and MYLK2 are related to mammary carcinogenesis. Members
of this family have not been fully characterized. This study sought to investigate
a possible relationship between MYLK4 and breast cancer. It has been found
that the frequency of mutations in the gene MYLK4 is low in both cell lines and
clinical samples of breast cancer. Also, we observed a gene overexpression in
cell lines of breast cancer and increased expression in normal cells of breast
cancer when compared with other types of normal tissues. Analysis by
immunohistochemistry in paraffin embedded clinical samples showed an
increased expression of MYLK4 in tumor tissue and its presence in normal
tissue. Analyzing its expression in a larger number of clinical tumor samples
paired with its counterpart normal part or not, no significant changes were
observed in the expression of MYLK4 just a great variance in their expression.
Assay overexpressing MYLK4 normal cell line showed increase on cell
proliferation in vitro. This data together suggest a possible involvement of

MYLK4 in cell growth in tumors that exhibit overexpression of this gene.

Keywords: Protein Kinase, MYLK4, breast cancer.
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1. INTRODUCAO

1.1 O CANCER

Céancer é um termo usado para as doencas em que as células assumem
caracteristicas que as tornam capazes de se dividir sem controle e de invadir
outros tecidos. As células cancerosas podem se espalhar para outras partes
do corpo através do sangue e sistema linfatico (1,2). O cancer ndo é apenas
uma doenga, mas o resultado da combinacdo de muitas doencas. Existem
diversos tipos diferentes de cancer e em sua maioria sdo nomeados de
acordo com o 6rgéo ou o tipo de célula na qual o processo de carcinogénese
€ iniciado (3).

O cancer se apresenta como um problema de saude publica atualmente,
tanto em paises desenvolvidos quanto nos paises em desenvolvimento.
Estatisticas da Organizacdo Mundial da Saude mostram que no ano de 2012
8,2 milhBes de pessoas morreram por cancer no mundo, colocando essa
doenca como uma das principais causas de mortes no mundo, sendo que
30% dos casos de cancer poderiam ser prevenidos. Além disso, a expectativa
de novos casos por ano deve aumentar de 14 milhdes em 2012 para 22
milhdes de novos casos de cancer por ano até 2032 (4).

O aumento constante nas taxas globais de incidéncia de cancer ocorre em
grande parte pelo crescimento e envelhecimento da populacdo mundial além
de certos habitos que podem causar cancer como tabagismo, dieta
desbalanceada, sedentarismo, etc. Esses fatores devem ser observados nos
estudos das taxas de cancer, principalmente em paises em desenvolvimento
onde ocorre mais da metade das mortes por cancer (5), dessa forma com o
estudo desses diversos fatores € possivel buscar relacbes entre eles e o
surgimento de alguns tipos de cancer (6). No mundo, o cancer de mama € o
mais incidente entre as mulheres sendo o segundo tipo de cancer mais
comum com 1,7 milhdo de novos casos diagnosticados em 2012, enquanto
em homens o cancer de prOstata apresentou 1,1 milhdo de novos casos,
sendo responsavel por 15% dos casos de cancer em homens. (7). No Brasil
os dados ndo sao diferentes, o cancer de mama € o com maior incidéncia
entre as mulheres com uma expectativa para 2014 de que 20,8% dos novos

casos de cancer em mulheres sejam de cancer de mama, enguanto nos
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homens a expectativa é que 22,8% dos novos casos sejam de cancer de

préstata, 0 mais incidente entre os homens.

Tabela 1 — Estimativa dos tipos de cancer mais incidentes no Brasil para 2014

Localizacdao casos Localizacdao casos

primaria novos primaria novos
Préstata 68.800 22,8% L"am.a. 57.120 20,8%
eminina
Traqueia,
Brénquio e 16.400 5,4% Célon e Reto 17.530 6,4%
Pulmao
. o Colo do o
Célon e Reto 15.070 5,0% Homens Mulheres Utero 15.590 5,7%
Traqueia,
Estdbmago 12.870 4,3% Bronquioe 10.930 4,0%
Pulmao
Cavidade ,; 55 3,79 Glandula ¢ 550 2,99
Oral Tireoide
Es6fago 8.010 2,6% Estdmago 7.520 2,7%
Laringe 6.870 2,3% corpodo 5400 220
Utero
Bexiga 6.750 2,2% Ovario 5.680 2,1%
Leucemias 5.050 1,7% Linfoma nao 4 g5 1,89
Hodgkin
Sistema
Nervoso 4.960 1,6% Leucemias 4.320 1,6%
Central

Legenda: Distribuicdo proporcional dos dez tipos de céncer mais incidentes no Brasil

estimados para 2012 por sexo, exceto pele ndo melanoma (6).

O cancer surge pelo acumulo de mutacdes genéticas que as ceélulas
sofrem, ocorrendo uma mutacdo em um gene responsavel pela regulacéao
celular, é possivel que essa célula saia do equilibrio entre proliferacdo e morte
celular, podendo levar a formacdo de tumores (8,9), que sao tecidos
complexos, compostos de diversos tipos celulares que interagem de forma
heterotdpica entre si (10). Com 0s avancos nas pesquisas sobre o cancer nos
anos 1980 e 1990 (11-18), varios dados sobre o comportamento celular no
processo da tumorigénese foram obtidos, porém de forma densa e complexa.
Buscando facilitar o entendimento sobre as modificacbes celulares

observadas no céancer, Hanahan e Weinberg publicaram em 2000 os
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hallmarks do cancer (9), onde foram detalhadas seis caracteristicas que eram
adquiridas pelas células durante o processo da forma¢édo do tumor. Séo elas:
1) Autossuficiéncia para sinais de crescimento, 2) Insensibilidade a
supressores de crescimento, 3)invasdo tecidual e metastase, 4) potencial

replicativo infinito, 5) sustentacdo da angiogénese e 6) evasao da apoptose.

AutOSSlfﬁCfezc'a Insensibilidade a
para s'lnalst e supressores de
crescimento crescimento

Reprogramacgao
do metabolismo
celular

Evasdoa
destruicdo pelo
sistema imune

Evasdaoda Potencial
apoptose replicativo
infinito
Instabilidade Inflamagao
gendmicae
mutagdes
Sustentacaoda Invasao teciduale
angiogénese metastase

Figura 1 — As seis caracteristicas do cancer.
Foi sugerido que a maioria — se ndo todos — dos canceres durante seu desenvolvimento
adquire o mesmo conjunto de capacidades funcionais, embora isso ocorra através de varias

estratégias diferentes. Adaptado de Hanahan e Weinberg (10).

Subjacente as seis caracteristicas principais, instabilidade gendmica e
inflamac@o s&o responsaveis por promover muitas destas caracteristicas.
Estudos na ultima década mostraram duas caracteristicas que podem ser
adicionadas as caracteristicas anteriores: reprogramacdo do metabolismo
celular e evaséo a destruigéo pelo sistema imune (10).

Listadas as principais caracteristicas que as células cancerigenas
adquirem durante a tumorigénese, a busca por novos marcadores
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moleculares capazes de promover um tratamento racional, diagnosticar uma
pré-disposicdo a doenca ou permitir uma melhor estratégia no
desenvolvimento de novas drogas anti-cancer revela a necessidade de
aprofundamento nos estudos que levem ao melhor entendimento dos
processos ligados a carcinogénese (19-23). Portanto, sdo de fundamental
importancia os estudos dos mecanismos moleculares que estdo envolvidos

nos eventos relacionados ao surgimento e a progresséo do cancer de mama.

1.2 CANCER DE MAMA

O cancer de mama é o segundo tipo de cancer mais frequente no mundo
e 0 mais comum na populagdo feminina, com uma expectativa de 22% de
casos novos por ano. Se diagnosticado e tratado oportunamente, o
prognostico é relativamente bom. No Brasil, as taxas de mortalidade por
cancer de mama continuam elevadas, muito provavelmente porque a doenca
ainda € diagnosticada em estagios tardios. Na populacdo mundial, a
sobrevida média apos cinco anos € de 61% e estudos estatisticos indicam
aumento constante de novos casos de céncer de mama em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento. (24)

A estimativa para o ano de 2014 € de 57.120 novos casos e 12.245
mortes decorrentes de cancer de mama no Brasil, com um risco estimado de
63 novos casos a cada 100 mil mulheres. No Distrito Federal, espera-se 920
novos casos (24).

Varios sdo os fatores envolvidos no surgimento do cancer de mama,
entre eles podemos citar a idade e o histdrico de cancer de mama familiar,
uso abusivo de horménios e gestacdo apdés os 30 anos de idade, porém
apesar do grande numero de pesquisas realizadas a etiologia do cancer de
mama ainda néo foi totalmente esclarecida, sendo necessario um conjunto de
fatores para determinar o desenvolvimento da doenca (25-29).

Com idade superior a 35 anos a incidéncia da doenca cresce
progressivamente, podendo chegar a ser 10 vezes maior (24). A histéria
familiar de cancer de mama representa um risco aumentado para o
desenvolvimento de tumores, quanto mais cedo o aparecimento de cancer de
mama em um parente de primeiro grau, maior o risco, porém apenas 5-10%

dos casos de cancer de mama possuem historico familiar (30).
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Entre as técnicas utilizadas para a deteccdo e diagndstico do cancer de
mama, a principal é o exame de imagem enquanto o tratamento é
determinado pelas caracteristicas histopatolégicas além dos dados clinicos do
paciente, porém uma andlise molecular do tumor pode gerar informacdes
importantes para a definicdo de um tratamento especifico ao tipo de tumor,
uma vez que diferentes tipos de cancer de mama possuem caracteristicas
distintas (31).

Os principais genes no contexto do cancer de mama sdo o BRCAL,
BRCAZ2, p53 e PTEN (30).

Estudos moleculares mostram que o cancer de mama possui varias
caracteristicas distintas como evolugdo da doenca, prognostico e
comportamento bioldgico (32). Carcinomas de mama classificados com o
mesmo grau de diferenciacéo e tipos histolégicos idénticos podem apresentar
resultados finais distintos, essa caracteristica pode ser explicada pela
complexidade do cancer de mama e pelo acumulo de alteragcdes moleculares
(33,34). Essa heterogeneidade no cancer de mama ganhou destaque apos a
descoberta de receptores hormonais que se mostraram efetivos alvos
terapéuticos no tratamento do cancer de mama, sédo eles: Receptor do Fator
de Crescimento Epitelial do Tipo 2 (HER2), o Receptor de Estrogeno (RE) e 0
Receptor de Progesterona (RP) (35). Essas variacdes nas caracteristicas
moleculares de um mesmo tipo de cancer mostraram a importancia de se
tomar medidas preventivas ou definir tratamentos levando em consideracao
as caracteristicas individuais (36) e tornou a busca por novos alvos
terapéuticos, nos varios subtipos moleculares de cancer de mama, um dos
principais objetivos na investigacdo molecular do cancer de mama. (37). Essa
evolucdo rapida entre a melhora no diagnostico e criacdo de terapias
adaptada ao genoma individual acontece através do desenvolvimento do
campo da farmacogenémica (19).

Em paises em desenvolvimento o cancer € diagnosticado tardiamente
devido a falta de politicas de prevencéao, diagnostico precoce e acesso aos
instrumentos de diagndstico levando a um aumento na taxa de morbidade e
mortalidade da doencga (4, 38). Estudos mostram que o diagnéstico e o
tratamento precoce do cancer de mama podem reduzir a mortalidade

especifica, e comparando a sobrevida apds cinco anos, populacdes de paises



21

desenvolvidos apresentam uma sobrevida 25% maior comparado com
populagfes de paises em desenvolvimento (24,39).

Dessa forma um dos principais objetivos na pesquisa do céancer de
mama € a busca por novos marcadores moleculares que possibilitem
melhorar diagnosticos e terapias de forma cada vez mais individualizada,

buscando alterar o resultado final da doencga (37,40).

1.3 ALTERAQOES MOLECULARES NO CANCER

No carcinoma varios mecanismos prejudicam progressivamente o
altamente regulado, sistema de crescimento e morte celular. Entre esses
mecanismos pode-se observar o acumulo de mutagdes, instabilidades
cromossOmicas e alteracdes epigenéticas capazes de alterar a taxa de
proliferacdo celular e danificar o sistema de reparo do DNA (37). Muitos
estudos foram realizados nos dltimos anos buscando identificar os
mecanismos de oncogenes e genes supressores tumorais envolvidos na
transformacéao celular maligna (41).

Dentre esses mecanismos, destacam-se a acdo de oncogenes mutados
ou amplificados, resultando no aumento de suas atividades enzimaticas
especificas e de mutacbes em genes supressores de tumor, levando a sua
inatividade ou mau funcionamento. E importante, portanto, identificar novas
mutacdes génicas e buscar correlaciona-las ao surgimento e a progressao de
diversos tipos de tumores, visto que as mutacdes podem alterar a fungcéo do
gene gue, por sua vez, podem estar diretamente envolvidos na proliferacéo e
diferenciacao celular como, por exemplo, o controle do ciclo celular, apoptose,
reparo do DNA e outros (42).

As proteinas quinases constituem a maior familia de proteinas em
eucariotos, formada por aproximadamente 520 membros, correspondendo a
aproximadamente 2% dos genes humanos. Essas proteinas sdo a chave da
sinalizacao intercelular, atuando como mediadores na cascata de sinalizacdo
realizando importantes funcdes nos processo biolégicos como proliferacéo
celular, diferenciacdo, metabolismo, apoptose e oncogénese, uma vez que
mais de 30% de todas as proteinas humanas podem ter sua atividade

alterada por quinases (43).
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Proteinas quinase em eucariotos possuem como caracteristica o
dominio catalitico conservado (44-47). Na por¢cdo N-terminal existe uma
regido em glicina e lisina, responséavel pela ligacdo do ATP, que funciona na
maioria das proteinas quinases como o doador do grupo fosfato. Na parte
central da proteina existe o dominio catalitico, responsavel pela atividade
catalitica da enzima, contendo um acido aspartico conservado (48).

Devido a grande importancia no controle celular, a atividade das
proteinas quinases sdo altamente reguladas por fosforilacdo, seja essa
mediada por outra proteina quinase ou por autofosforilacdo. Essa atividade
guimica consiste na transferéncia de um grupo fosfato para um aminoacido
especifico de forma covalente. Essas modificagbes quimicas permitem a
regulacdo das proteinas dessa familia permitindo a ligacdo com ativadores,
inibidores, ou alterando a localizacdo da proteina em relagdo ao seu
substrato.

Os trés principais grupos de proteinas quinases atuam fosforilando
residuos de serina e treonina (Serina/Treonina quinase), residuos de tirosina
(Tirosina quinase) ou residuos de serina, treonina e tirosina (dupla-
especificidade quinase) (44). Serina/threonina quinases fosforilam o grupo
hidroxila (OH-) na cadeia lateral desses aminoacidos, possuindo sua atividade
de quinase regulada por eventos especificos como dano no DNA ou por sinais
guimicos como Ca2+/calmodulina, cAMP/cGMP, diacilglicerol. Um dos
principais membros dessa familia € a MAP-quinase onde seus membros sao
ativados por sinais mitogénicos ou por stress celular. Tirosina quinases atuam
fosforilando residuos de hidroxila em tirosinas especificas nas proteinas alvo,
porém sua agcao se concentra mais em receptores de fatores de crescimento
e em suas cascastas de sinalizacdo. Um importante membro dessa familia no
cancer é o EGFR (Receptor de fator de Crescimento Epidermal), presente na
membrana celular. (49-51).

O envolvimento dessa familia de proteinas no desenvolvimento e na
progressdo de tumores pode ocorrer devido a fatores genémicos que geram
alteracdes na estrutura e funcéo dessas proteinas. Esses fatores genémicos
podem ser, por exemplo, amplificacdo génica, rearranjos gendmicos ou
mutagOes que conduzem a desregulagdo na atividade de quinase. Com um

aumento na atividade de quinase os produtos da transcricdo desses genes
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podem atuar em diferentes rotas de sinalizacdo relacionadas a atividade
celular. O papel das proteinas quinase €, portanto, muito relevante para a
progressao de varios tipos de canceres. Com isso, o estudo funcional desses
genes e do impedimento mutacional que eles podem sofrer é cada vez mais
realizado em diversos tipos de tumores (42).

Devido a grande importancia dessa familia de proteinas na regulacao
celular, muitas pesquisas foram realizadas buscando alvos terapéuticos e
moléculas capazes de restituir a atividade normal celular perdida no processo
de oncogénese (52).

Os inibidores de quinases podem ser pequenas moléculas, anticorpos
monoclonais, imunoconjugados entre outros tipos de moléculas sendo
responsaveis por bloguear a atividade de uma categoria de proteina quinase
especifica. Uma vez que uma mutacdo pode desencadear uma ativacao
exacerbada de um oncogene ou a inibicdo de gene supressor de tumor, essa
inibicdo seletiva € capaz de promover uma base terapéutica individual de
acordo com as caracteristicas do tumor. Assim, o estudo das vias de
sinalizacdo que possuem a participacdo de proteinas quinases, como suas
funcdes, sdo informacbes importantes para a busca de novos alvos

moleculares para o tratamento do cancer (53-55).

1.4 FAMILIA MYLK E GENE MYLK4

Recentes estudos sobre o céncer concentram seus esforgcos em
identificar mutacdes génicas e relaciona-las ao surgimento e/ou a progressao
dos tumores. No ano de 2007, Wood, et al (56) publicaram um trabalho no
gual analisaram a sequéncia de 18.191 genes e identificaram, através de
sequenciamento genémico de DNA e analise computacional, 1.718 genes
com pelo menos um tipo de mutacdo em cancer de mama ou de colo-retal.
Essa analise foi baseada no CaMP (Cancer Mutation Prevalence) score. O
CaMP score reflete a probabilidade de um namero de mutacbes observadas
em um gene ser maior do que o esperado. Através de uma analise estatistica
280 genes foram selecionados como possiveis candidatos a ser um Cancer
Gene. Considerando todos os 280 genes selecionados, aqueles que

apresentaram um CaMP score maior que 1 foram considerados Cancer
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Genes (Cancer Candidate Genes ou CAN genes) (57). No ranking dos genes
classificados, 0 MYLK4 foi o 7° mais relevante com um CaMP score maior que
0 de genes ja descritos na literatura como por exemplo o BRCAL que atua no
reparo de DNA, sendo muito importante no cancer de mama (56).

Tabela 2 — Classificacdo dos principais genes envolvidos na carcinogénese mamaria

Gene CaMP Score CaMP Rank

TP53 55,19 1
PIK3CA 10,98 2
ATP8B1 7,93 3
CPAMDS 7,25 6
LOC340156 (MYLK4) 6,60 7

BRCA1l 3,10 112

APC2 2.8 132

Legenda: Valor do CaMP score dos principais genes no cancer de mama e classificacdo do
gene MYLK4 apés sequenciamento genémico e andlise por computacédo. Wood et al. (56)

As quinases da cadeia leve da miosina (MYLCKSs, inglés) sdo um grupo
de proteinas quinases do tipo serina/treonina atualmente divididos em dois
subtipos, MYLK1 e MYLK2. O gene MYLK1l ou MLCK localizado no
cromossomo 3g21.1 codifica a maior proteina da familia que possui 1.914
aminoacidos, predominante no muasculo liso. O gene MYLK2 esta localizado
no cromossomo 20q13.31 e codifica uma proteina de 596 aminoacidos
predominante no musculo esquelético. O gene MYLK3 estad no cromossomo
16911.2 e o produto protéico possui 819 aminodcidos, predominante em
musculo cardiaco. O gene MYLK4 (Myosin Light Chain Kinase member 4)
ocupando aproximadamente 88kpb no cromossomo 6 (6p.25.2) codifica uma
proteina de 388 aminoacidos que possui um dominio catalitico de
serina/treonina quinase (STK) constituindo uma quinase putativa cuja funcao
ainda ndo foi descrita na literatura. Os genes dessa familia e os seus
produtos protéicos ainda ndo foram completamente descritos e o0 gene

MYLK4 representa o gene menos estudado desse grupo. (58-62)
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A analise da sequéncia desses genes indica que duas das proteinas
codificadas por eles sé@o proteinas quinase dependente de célcio-calmodulina.
[Ca®*/Calmodulina-dependente] (MYLK1 ou MLCK e MYLK2.) Acredita-se que
esses quatro genes estejam envolvidos na fosforilagdo da cadeia leve da
miosina e dessa forma diretamente relacionados com os eventos da invaséo e
migracao celular através da regulacéo do citoesqueleto celular.

A ativacdo e a expressédo elevada do mRNA do gene MYLK1 (MLCK)
esta relacionada com o surgimento e a progressao de um cancer metastatico.
(63,64). Em trabalho recente (65) identificaram um dominio de ligacdo para
uma acetiltransferase (ARD1) no MYLK1 (MLCK). A acetilacdo do residuo de
lisina 608 do MLCK impede que ocorra a fosforilagcdo da cadeia leve da
miosina provocando uma alteracdo no comportamento celular e impedindo a
migracéo de células cancerigenas. Nesse trabalho a acetiltransferase hARD1
foi considerada um possivel alvo molecular para farmacos no tratamento de
cancer metastatico jA que bloqueia a migracdo de células cancerigenas
através da acetilacdo do MLCK.

MYLK1 também foi identificado como um possivel marcador pra
identificacdo precoce de lesdes gastricas pré-cancerigenas (66).

Em estudos anteriores 0 gene MYLK2 apresentou mutacdes somaticas
em cancer colo-retal, apresentando mutacdes em 2,9% das amostras
analisadas sendo 33% das mutacdes acontecendo dentro do dominio de
guinase da proteina (67).

Com base nos dados obtidos por estudos anteriores sobre 0s genes da
familia MYLK e o cancer, a investigacdo de mutacdes no gene MYLK4 em
carcinomas de mama pode contribuir de forma significativa para o
entendimento do surgimento e progressdo do cancer, podendo ser um
possivel marcador genético dessa patologia. Além disso, sua caracterizacao
funcional além de contribuir como fonte de estudos futuros, pode, através da
investigacdo do seu papel no crescimento celular, auxiliar nas medidas

terapéuticas atuando, por exemplo, como alvo de acao de farmacos.
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2. OBJETIVO

2.1 OBJETIVOS GERAIS
Analisar o padrédo de mutacdes, o perfil de expressao do gene MYLK4
em linhagens celulares, tecidos normais e amostras de tecido mamario

tumoral e contraparte ndo tumoral de pacientes com cancer de mama.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Para alcancar os principais objetivos deste trabalho, foram realizadas

as seguintes etapas:

e Obtencao de linhagens celulares e amostras clinicas de cancer de
mama e isolamento de RNA, DNA e proteina dessas amostras;

e Analise de mutacdes no gene MYLK4 em linhagens celulares de
cancer de mama e amostras clinicas tumorais e suas contra-partes
nao tumorais;

e Avaliacdo do perfil de expressdo do gene MYLK4 em tecidos
normais, linhagens celulares de cancer de mama e amostras
clinicas tumorais e suas contra-partes nao tumorais.

e Analise dos efeitos da hiperexpressdo de MYLK4 no crescimento

celular;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 COMPARAQAO DA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS ENTRE
MEMBROS DA FAMILIA MYLK4
Para analise das possiveis semelhancas entre os membros da familia
MYLK4, todos os quatro membros foram submetidos a comparagdes em suas
sequéncias proteicas, bem como seus dominios quinases e sitios de ligacéo,

por meio do programa BLAST e Align da base de dados UniProt (68).

3.2 LINHAGENS CELULARES
Nesse trabalho foram utilizadas oito linhagens celulares de cancer de

mama: RNA total de HCC-1954, CAMA-1, SKBR3, MDA-MB-231, MDA-MB-
436, MDA-MB-468 gentilmente cedidas pela Dra. Ana Maria Camargo Aranha
(Instituto Ludwig de Pesquisa do Cancer, Sdo Paulo); linhagens celulares
HCC-1954, MCF-7 e MDA-MB-231 foram adquiridas pelo American Type
Culture Collection (ATCC). Células HEK-293 (células embrionarias humanas
de rim) foram cedidas gentilmente pela Dra. Galina Gulis, Instituto de Biologia,
UnB. As principais caracteristicas das linhagens celulares de cancer de mama

utilizadas estdo descritas na tabela 3.

Tabela 3 — Caracterizacéo de linhagens celulares de cancer de mama.

Linhagem ER PR c-erbB2 Tipo tumoral
HCC1954 - - + carcinoma ductal
HCC2218 - - + carcinoma ductal invasivo

MCF-7 + + - carcinoma ductal invasivo

CAMA1 + - - adenocarcinoma

SKBR3 - - + adenocarcinoma
MDA-MB-231 - - - adenocarcinoma
MDA-MB-436 - - - carcinoma ductal invasivo
MDA-MB-468 - - - adenocarcinoma

Legenda: Aspectos patolégicos das linhagens celulares de cancer de mama utilizadas nas
andlises das caracteristicas do MYLK4. Adaptado de Neves et al. (69). ER — receptor de
estrégeno; PR — receptor de progesterona; c-erbB2 — receptor tipo 2 para fator de
crescimento epidérmico humano (Her2/Neu).
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As linhagens celulares que estavam armazenadas em criotubos em
nitrogénio liquido foram revividas para o inicio da cultura. Uma aliquota foi
retirada do estoque em nitrogénio liquido e imediatamente incubada em
banho-maria a 37°C até total liguefacdo da solucdo. Em um tubo de
polipropileno tipo Falcon de 15mL foi adicionado & solugdo contendo &s
células de interesse, em seguida 5mL do meio de cultura apropriado para o
tipo celular (DMEM) foi acrescido gota a gota. Apés centrifugacdo a 1.500rpm
por 5 minutos a temperatura ambiente o sobrenadante foi descartado e o
precipitado, contendo as células, ressuspendido em 5mL de meio de cultura
apropriado onde as mesmas foram colocadas em placa de petri (Corning
Costar) para cultura de tecidos de 10cm de diametro em um volume final de
10mL.

As células em cultura foram mantidas a 37°C, em estufa amida com 5%
de dioxido de carbono (CO;), em Dulbecco’s modified Eagle’s médium
(DMEM; Gibco; Life Technologies — Carlsbad, CA, USA) suplementado com
bicarbonato de sodio (5mM), penicilina (100Ul/mL), estreptomicina
(0,1mg/mL) (Life tecnologies) e acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB)
(Cripion Biotecnologia Ltda.) (DMEM completo). Para transfeccao foi utilizado
Lipofectamina™ 2000 (Invitrogen — Carlsbad, CA, USA), as células foram
cultivadas em DMEM sem adicdo de antibidticos. Para selecionar as células
transfectadas o meio DMEM completo teve a adicdo de Geneticina (G418 —
Gibco; Life Technologies — Carlsbad, CA, USA) na concentracdo de

800mg/mL devido a marca de selecao do plasmideo.

3.3 SINTESE DE DNA COMPLEMENTAR (cDNA) DE DIFERENTES
TIPOS DE TECIDO
Um painel comercial de RNA total de doze tecidos normais de diferentes

orgaos (pulmao, intestino delgado, cérebro, célon, rim, musculo esquelético,
figado, baco, musculo cardiaco, testiculo, estbmago e placenta) foi adquirido
junto a empresa OriGene Technologies. O cDNA foi obtido utilizando The
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems),

seguindo o protocolo do fabricante.
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3.4 OBTENQAO DE AMOSTRAS CLINICAS DE MAMA NORMAL E
TUMORAL

As amostras clinicas foram adquiridas em cirurgias de mastectomia
realizadas em pacientes diagnosticadas com cancer de mama, atendidas no
Hospital Universitario de Brasilia (HUB) e no Hospital de Base do Distrito
Federal (HBDF), no periodo de 2010 a 2012. Todas as mulheres que iriam
realizar mastectomia devido ao diagnéstico de cancer de mama foram
convidadas a participar desse estudo. Todas as pacientes participantes
assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO
[) antes da cirurgia.

Como mostrado na figura 2, as amostras clinicas passaram por seis
etapas. Ao final da remocdo da mama, foram coletados fragmentos de tecido
tumoral e, quando possivel, fragmentos ndo tumorais do mesmo tecido de
cada paciente por especialistas em oncologia. Cada fragmento foi norteado
por uma marcagao com tinta nanquim e em seguida dividido em duas partes:
uma parte foi conservada em formaldeido e encaminhada para a criacdo do
laudo histopatologico através de microscopia Otica em cortes representativos
da amostra, enquanto a segunda parte foi acondicionada em um criotubo e
congelada em nitrogénio liquido (Ng). Apenas amostras que apresentaram
laudo de malignidade maior ou igual a 70% do fragmento foram utilizadas
nesse trabalho. Os dados clinicos das pacientes presentes no prontuario

foram anotados.
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Figura 2 — Esquema de coleta de fragmentos tumorais e ndo tumorais de amostras
clinicas. Imediatamente apés a mastectomia os fragmentos tumorais eram coletados. Em
azul, representacdo da marcacdo com tinta nanquim, utilizada para nortear o fragmento.

Sempre que possivel, um fragmento de tecido normal era coletado da mesma peca cirdrgica.

3.5 EXTRACAO DE RNA, DNA E PROTEINAS DE AMOSTRAS
CLINICAS E LINHAGENS CELULARES.
A extracdo de RNA, DNA e proteinas das amostras clinicas

selecionadas e das linhagens celulares foram feitas usando o reagente
TRIzol® (Invitrogen — Carlsbad, CA, USA), de acordo com as indica¢des do
fabricante.

Em resumo, as células foram lisadas com o reagente TRIzol® o qual se
separava a fase aquosa (RNA) da fase organica (DNA/Proteina) com
cloroformio. Com a fase aquosa se precipitava o RNA com isopropanol
absoluto, o precipitado foi lavado com etanol 75% gelado e ressuspendido em
agua Milli-Q. Todas as etapas foram realizadas no gelo ou sob baixa
temperatura (4°C) e com materiais RNAse Free para evitar a degradacédo do
RNA. A integridade foi observada pela presenca das bandas do RNA
ribossomal 28S e 18S através de eletroforese em gel de agarose em 1%.

A fase organica foi utilizada para a extracdo do DNA e Proteinas das
amostras clinicas e linhagens celulares, e sua extracdo feita em no maximo
24 horas apés a separacdo na fase orgéanica para evitar a degradacdo do

DNA. Qualquer residuo da fase aquosa foi eliminado, adicionou-se etanol
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absoluto e apés centrifugacéo a 8.000rpm a 4°C o precipitado formado contia
o DNA e a fase fenol-etanol foi armazenada para a extracdo da proteina
posteriormente. O DNA foi lavado com citrato de sédio (0,1M) em etanol 10%
e posteriormente com etanol 75%, apds centrifugar a amostra novamente a
amostra a 8.000rpm a 4°C todo resquicio de etanol foi evaporado a
temperatura ambiente e em seguida ressuspendido em 8mM de hidroxido de
sédio (NaOH) para melhorar a solubilidade do DNA. Apds a extracdo o DNA
foi quantificado através do espectrémetro NanoVue (GE Healthcare Life
Sciences) e armazenado a -20°C

A gquantificacdo e andlise do grau de pureza dos RNAs totais e do DNA
extraidos foram geradas por espectrometria, utilizando-se o aparelho
NanoVue Plus™ (GE Healthcare — Little Chalfont, Buckinghamshire, Reino
Unido) com o objetivo de fundamentar a sintese de DNA complementar
(cDNA) ou amplificagdo de exons. A quantificagdo foi realizada no
comprimento de onda de 260nm e determinada em pg/uL. A pureza foi
determinada através da razao entre o comprimento de onda 260nm e 230nm
(contaminacdo por solventes organicos) e através da razdo 260/280nm
(contaminacéo por proteinas), todas as amostras que apresentaram ambas as
razdes entre 1,5 e 2,0 foram consideradas adequadas.

A fase fenol-etanol, armazenada na fase de extracéo de DNA, adicionou-
se isopropanol absoluto para precipitar as proteinas, apds centrifugacdo a
12.000rpm o sobrenadante foi descartado. A lavagem do pellet foi feita com
hidroclorito de guanidina (0,3M) em 95% etanol por trés vezes consecutivas,
centrifugando a amostra a 7.500rpm para formacao do pellet e descarte do
sobrenadante. Posteriormente o pellet foi lavado em etanol absoluto. Apos
centrifugacdo a 15.000rpm e evaporacdo dos residuos de etanol do pellet
esse foi ressuspendido em solucéo de 1% SDS. Apés a extracdo as proteinas

foram quantificadas através do reagente de Bradford (Bio-Rad).

3.6 SINTESE DE cDNA E QUALIFICACAO DA EXTRACAO
Apés a extracdo de RNA total, quantificacdo e analise de integridade,

aliquotas de 2 pg foram tratadas com o kit de DNAse | (Sigma-Aldrich), sob as

recomendagcbes do fabricante. O kit High Capacity cDNA Reverse
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Transcription (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA), foi utilizado tanto em
linhagens celulares quanto em amostras clinicas e para o painel de tecidos
normais seguindo as normas do fabricante.

O controle de qualidade da extracdo e sintese do cDNA foi realizado
apos a sintese através de PCR convencional com primers de B-actina
(Foward: 5GGACTTCGAGCAAGAGATGGY e Reverse: 5
AGCACTGTGTTGGCGTACAG 3’). Desta forma apenas as amostras que
amplificavam o gene da B-actina foram selecionadas para o PCR em tempo

real.

3.7 SEQUENCIAMENTO DO GENE MYLK4
Apés a extracdo do DNA das amostras clinicas e das linhagens

celulares, foi realizado um PCR para amplificagdo dos 11 exons do gene
MYLK4. Apos a reacao de PCR parte da reacédo era submetida a eletroforese
em gel de agarose 1% para confirmacao da amplificacdo do exon desejado.
(Figura 3).
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Figura 3 — Amplificacdo dos onze exons do gene MYLKA4.
Todas as reacBes amplificaram seus respectivos exons de forma especifica. Os exons 4 e 5
foram amplificados utilizando o mesmo par de primers devido a proximidade entre eles no

genoma. Marcador 1 Kb Plus®.

O sequenciamento foi feito com o produto de PCR purificado e
quantificado. Para o sequenciamento, o kit utilizado foi “BigDye"™ Terminator
Cycle Sequencing Kits” (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). O
protocolo das reacdes de sequenciamento foi 40 ciclos a 96°C por 10
segundos, 54°C por 20 segundos e 60°C por 40 minutos. Os produtos foram

precipitados com isopropanol 65%, lavados com etanol 60% e sequenciados
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no sequenciador automatico ABl PRISM™ 3700 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems). O primer utilizado para o sequenciamento de todos os exons foi
o M13 (Life Technologies) comum em todos os primers utilizados para
amplificacdo dos exons de interesse (Figura 4).

Lista de Tamanho
Primers do
para o gene Amplicon
MYLK4

MYLKLF TGATTTATAAMATCGGAGACAGAGGGAGACG 312ph
MYLKLR GAAACAGCTATGACCCTTAATTGTACTCACAAGC

MYLEZ F GATGCTGCTGTCCTGTAATGCTCG 280ph
MYLEZ R GAAACAGCTATGACCCTCTGAATAACAACAGE

MYLK3 F GGATCATTAGGAATCAAACAGATGGC 274ph
MYLE3 R GAAACAGCTATGACCGAGAGAATATTAACATTC

MYLE4/SF  CCAGACTCAGCAGGAGAAATACTGGG 357ph
MYLE4/SR  GAAACAGCTATGACCGGATACGTACTACTCC

MYLKG F GAAGAGGTAGCAGAACTTGCACGACAAG 373ph
MYLKG R GAAACAGCTATGACCGGTAACAATTCAGATG

MYLKT F GAGAAAGTACCCACACGGACAAGC 449ph
MYLET R GAAACAGCTATGACCCTTCACTGTATTAGG

MYLKE F GTCTGAAGTTTGCTGTATGGCTGAAGTC 479ph
MYLKE R GAAACAGCTATGACCCCTAGGAGTTAAAGTG

MYLES F CTTCTCTCACCTTTAAATGGCACAACC 475ph
MYLES R GAAACAGCTATGACCCCATATGATAAATGE

MYLKIOF CCGAAGGCAGAAGCTGGAGTTGA 363ph
MYLK1OR GAAACAGCTATGACCGAGAGTGAAATTTTGC

MYLK11F GTTGTCGGGAATGTAGGCTTCAAGAAC 393ph

MYLI1R GAAACAGCTATGACCCAGTAAGAAAGAGT

Figura 4 — Lista de Primers para amplificacdo dos onze exons do gene MYLK4

Conjunto de primers utilizados para amplificar as regies do gene MYLK4 que foram
sequenciadas através de sequenciamento automatico de DNA. Foward Primer (F) e Reverse
Primer (R). A regido em negrito no primer reverse representa a sequéncia da cauda M13 para

0 sequenciamento automatico.

Feito 0 sequenciamento e o resultado obtido foi analisado utilizando dois
softwares de andlise distintos, FintchTV (Geopiza Inc.) e Vector NTI (Life

Tecnologies), para deteccao de mutagcédo nos exons do gene me analise.



34

3.8 TRANSFECQAO DE LINHAGENS CELULARES
As células a serem transfectadas foram plagueadas em placas de 6

pocos (Corning — Corning, NY, USA) na confluéncia de 70%
aproximadamente em meio DMEM sem antibidtico.

Para transfeccdo, por poco, foram incubados concomitantemente em
tubo de 1,5 mL (Eppendorf - Alemanha) independentes 250uL de Opti-MEM
(Gibco; Life Technologies - Carlsbad, CA, USA) com 4ug de DNA plasmidial e
250 uL de Opti-MEM (Gibco; Life Technologies - Carlsbad, CA, USA) com 10
WL de LipofectaminaTM (Invitrogen - Carlsbad, CA, USA) por cinco minutos a
temperatura ambiente (T.A.). As solucbes foram entdo combinadas,
homogeneizadas e deixadas em repouso por mais vinte minutos, a TA. Apos
esse periodo, a solucao foi pipetada para o poco contendo as células e a
placa foi incubada a estufa a 37°C, 5% de saturacdo de CO; por 4 horas.
Depois desse periodo, houve troca de meio de cultura por DMEM completo
(Figura 5).

Opti-MEM

N W—) 5 minutos, T.A.
DNA plasmidial \
_—
Opti-MEM
+ 20 minutos, T.A.
—> 5 minutos, T.A.

Lipofectamina 2000 4 horas, 379C, 5% CO2

|

Troca de meio de cultura
por DMEM completo

=
=
=
o
=
@
=
o
o
=

Figura 5 — Resumo do método de transfeccdo adotado no trabalho, utilizando o reagente
lipofectamina "™2000 (invitrogen — Carlsbad, CA, USA).

3.9 DETERMINACAO DA QUANTIDADE MINIMA DE AGENTE

SELETIVO
O Vetor utilizado possui resisténcia a geneticina (G418). A concentragdo

minima do agente seletivo € necessaria para determinar a quantidade minima

do antibidtico para a sele¢éo das células transfectadas.
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Para a determinacgdo, células HEK293 foram plagqueadas em placas de
96 pocos na confluéncia de 5x10* células por poco cultivadas em meio
DMEM. Cada fileira com 8 pocos foram tratadas da mesma maneira. Com
concentracdes diferentes do antibidtico. O meio foi trocado a cada dois dias e
apos uma semana a viabilidade celular foi avaliada por meio do ensaio de
reducdo do MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina)].
Com os dados obtidos foi feita a curva de selecéo e determinacao do ICgs que
foi o valor da concentracao do antibiético utilizada para a selecédo das células
transfectadas.

3.10 AVALIA(;AO DA VIABILIDADE CELULAR POR REAC}AO POR
REACAO DE REDUCAO DO MTT
A viabilidade celular foi avaliada pelo teste com o reagente MTT [3-(4,5-

dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina], o qual se constitui um
método colorimétrico sensivel e quantitativo, desenvolvido para avaliar a
sobrevivéncia e de proliferacdo de células de mamiferos. Este ensaio detecta
apenas células vivas e o sinal gerado € dependente do grau de ativacao
metabodlica das células. Aqui, o MTT é acumulado pelas células por
endocitose e a reducdo do anel tetrazolico deste sal, pelas enzimas
desidrogenases mitocondriais resulta na formacdo de cristais de formazan
com coloracdo azul que se acumulam nas células (71). Quanto maior o
namero de células, mais forte o sinal.

Duas horas antes da leitura, o0 meio de cultura da placa a ser
submetida ao ensaio foi trocado por meio DMEM sem SBF com 10% de MTT
(Solucdo estoque: 5mg/mL em PBS 1X) e a mesma era novamente
acondicionada em estufa imida a 37°C, 5% saturacdo de CO2. Decorridas as
duas horas, o meio de cultura foi cuidadosamente removido e isopropanol
acidificado (0,04 M de &cido cloridrico) foi adicionado a placa para
solubilizagdo dos cristais de formazan. A solugao foi homogeneizada e 200 pl
de cada poco foram transferidos para uma nova placa de 96 pocos. Seguiu-se
com a leitura a 570nm no leitor de placas DTX 800 Multimode detector

(Beckman Coulter).
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3.11 SELEQAO DAS CELULAS TRANSFECTADAS
Para obter células superexpressando o MYLK4, células Human

Embrionic Kidney 293 (HEK293) foram utilizadas para geracdo de linhagens
superexpressando o MYLK4 com o vetor de superexpressao do gene MYLK4
humano marcado com Myc-DDK (TrueORF™ cDNA Clones and
PrecisionShuttle™ Vector System; pCMV6-MYLK4-Myc/DDK) obtido pela
empresa Origene Technologies (Figura 6). Esse vetor foi utilizado na
transfeccao de células HEK 293 para a geracéo de clones superexpressando
MYLKA4.

CMV promoter

SV40 ori A
("d VP1.5 primer

T7 promoter
Sgfl

RC214937
(6.0 kb)

MyLka

1 Miul

T Myc-DDK
XL39 primer

PolyA signal

Figura 6 — Modelo esquematico do vetor de expresséo.

Esquema ilustrando as principais regiées do vetor de superexpressao.

A selecéo clonal foi feita a partir de uma diluicdo seriada em placa de 96
pocos. Feita a transfeccdo com lipofectamina e apds o periodo de selecao
das células com G418, 2,5x10e4 células foram plaqueadas no poco 1A as
células foram diluidas na proporc¢éo de 1:2 no sentido A-H na primeira coluna
da placa. Apds essa diluicdo inicial, foi realizada uma segunda diluicdo no
sentido horizontal na proporcéo de 1:2 no sentido 1-12 (Figura 7). Os pocgos
gue apresentavam uma UuUnica célula ap6s as duas diluicdes foram
identificados e o crescimento celular foi acompanhado em meio de cultura néo

seletivo. Quando as células apresentavam 50% de confluéncia estas foram
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transferidas para placas com didametro de cultura maior, quando as células
atingiram a placa de 6 pogcos o meio seletivo foi colocado novamente, e a
partir desse momento as células sempre foram mantidas nesse meio seletivo
com o antibiético correspondente a marca de selecdo presente no plasmideo
transfectado.

Plagueamento
inicial de 2x10* células
N1 23456 789101112
Ah\: >

Primeira
diluicao
seriada

I G mMmmgnom

Segunda diluigdo seriada

Figura 7 — Resumo da diluicdo seriada utilizada para selecao clonal.

3.12 ENSAIO DE IMUNOHISTOQUIMICA

SecOes histolégicas de amostras clinicas de cancer de mama humano
foram preparadas segundo o método do Complexo Avidina-Biotina-
Peroxidase (ABC). Resumidamente, a atividade de peroxidase enddgena de
xileno-desparafinizadas e desidratada foi inibida pelo tratamento com 0,3%
deH202/metanol. A ligacdo ndo especifica foi bloqueada através da
incubacédo das sec¢cBes com soro de cabra normal a 10% numa camara umida
durante 30 minutos a temperatura ambiente, seguido por incubacédo durante
overnight a 4° C com uma diluicdo de 1:10 do anticorpo de coelho anti-MYLK4
policlonal (Sigma-Aldrich - St. Louis, MO). As secc¢des foram lavadas duas
vezes com PBS, incubadas com 5ug/uL anticorpo IgG de cabra anti-
coelhobiotinilado em PBS contendo 1% de albumina de soro bovino (do
inglés, Bovine serum albumin — BSA) durante 30 minutos a temperatura
ambiente, e depois incubadas com o reagente ABC durante 30 minutos. A

imunomarcacdo especifica foi visualizada por 3,3 '-diaminobenzidina. As
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laminas foram desidratadas através do alcool graduado a lavagem sylene e
montado sobre

laminulas. Hematoxilina foi utilizada para colora¢éo nuclear.

3.13 WESTERN BLOT
Em linhagens celulares de céancer de mama wild-type ou

superexpressando MYLK4 a extracdo de proteinas foi realizada com tampéao
RIPA (cloreto de sédio (150mM), Triton 1%, Tris-hidrocloreto (50mM) em pH
7,5 a quantificacdo dessas proteinas foi feita utilizando o reagente de
Bradford (BioRad) segundo orientagdo do fabricante e a leitura foi feita no
leitor de placas DTX 800 Multimode Detector (Beckman Coulter) em
absorbancia de 595nm, para determinacéo da concentracédo de cada uma das
amostras.

As proteinas foram desnaturadas em tampéo especifico a 96°C em
banho Maria por 5 minutos, feita a desnaturacdo 20ug de cada amostra foi
utilizada para separacéao por eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% com
dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). Apés a eletroforese as proteinas foram
transferidas para uma membrana de poliviniledeno (PVDF). A membrana foi
blogueada com solucéo de caseina 5% em TBS-T (Solucéo salina tamponada
com Tris com Tween 20) por 30 minutos. A membrana foi incubada com o
anticorpo primario anti-MYLK4 (Abcam Inc.) overnight a 4°C na diluicdo de
1:200 (v:v) em Antibody Diluent Reagent Solution (invitrogen). No dia seguinte
0 anticorpo primario foi removido e o anticorpo secundario anti-lgG marcado
com peroxidase (GE Healthcare Life Sciences) foi diluido em solucdo de
caseina 1% na proporcdo de 1:10000 durante 1 hora em temperatura
ambiente. Para revelar a membrana foi tratada com ECL (GE Health Life
Sciences) e observada no ImageQuant'™ LAS 4000 (GE Healthcare Life
Sciences).

Para a marcacéao de diferentes anticorpos na mesma membrana, esta foi
submetida a um tampao de “stripping” (1,59 glicina, 0,1g SDS, 1mL Tween e
99mL de agua destilada) para a retirada do anticorpo utilizado anteriormente.
Além do anticorpo anti-MYLK4 (abcam), utilizaram-se anticorpos anti-B-actina
(Cell Signaling technology) na diluicdo 1:1000 (v:v) e anti-myc/DDK (Cell
Signaling Technology) na diluicdo 1:2000 (v:v).
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3.14 ENSAIO DE FORMAGAO DE COLONIA EM SOFTAGAR
Para o teste de formacdo de colonias, placas de 6 pogos (Corning —

Corning, NY, USA) foram usadas. Cada poco recebeu, inicialmente, uma
camada basal de meio de cultura sdlido (0,2 mL contendo 0,5% de agarose
de baixo ponto de fusdo em meio DMEM), uma intermediaria semi-solida (0,2
mL contendo agarose de baixo ponto de fusdo a 0,35%) na qual se
dispersavam as células (1000 por poco), adicionadas quando o meio atingia
38°C, e uma terceira camada apenas de meio liquido contendo meio de
cultura. A camada liquida foi reposta a cada dois dias. A aquisicdo de
imagens foi feita com uma maquina fotografica de alta resolugdo acoplada ao
microscopio. O numero de colbnias foi contado varrendo-se campos
aleatorios do poco sob o microscopio e o diametro meédio foi calculado
medindo-se, através de comparacdo com régua milimétrica fotografada em
mesmo aumento, o didmetro maximo e o perpendicular de cada colbnia e
calculando-se a média entre estas duas medidas. Um total de cinco campos
aleatorios de cada um dos trés pocos de cada grupo foi fotografado para este

experimento.

3.15 PCR QUANTITATIVO (gPCR)

As reacdes de gPCR foram realizadas com o sistema Step One Plus ™ Real-
Time PCR (Applied Biosystems) usando TagMan Universal PCR Master Mix e
Ensaios de expressdo génica TagMan, de acordo com as instru¢des do
fabricante. A identidade do ensaio (ID Assay) do MYLK4 foi Hs01584150 m1l
e a ID Assay gene endbégeno usado como normalizador, B-actina, foi
Hs99999903 m1 (Applied Biosystems). A saber, 2uL do cDNA de cada
amostra foram adicionados a um volume final de reacédo de 10uL por poco. As
condi¢Bes de amplificacdo foram: 2 minutos a 50°C e 10 minutos a 95°C no
holding stage, e entdo 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C.

Os valores de expressdo génica sdo expressos como razGes entre o
gene de interesse e 0 gene usado como controle endégeno, que fornece o
fator de normalizacdo para a quantidade de RNA isolado a partir de uma

amostra. Cada ensaio foi realizado em triplicata.
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Para determinar a quantificacdo relativa (do inglés, Relative
Quantification - RQ) da expressdo génica de MYLK4, os dados foram
analisados usando o método CT comparativo de quantificacao relativa (AACT)
(Applied Biosystems). Brevemente, a média dos valores de CT (cycle
threshold) das amostras replicadas do gene de interesse foram calculadas e
normalizadas pela subtracdo de seu valor com a média do valor de CT do
gene enddgeno usado como controle, que foi amplificado na mesma placa da
amostra, gerando assim um ACT (CT gene de estudo — CT gene enddgeno).
A normalizagéo da expressao do gene em analise com a referéncia endogena
foi determinada pela formula 2”°" para as andlises estatisticas. Para os
tecidos normais e amostras clinicas utilizadas, a expressdo do gene do
MYLK4 foi normalizada utilizando como um controle endégeno a expressao
de B-actina. A expressao relativa foi definida a partir da subtracdo da média
do ACT do grupo controle do ACT de todas as amostras tumorais gerando o
AACT. A quantidade de gene-alvo, normalizada com a referéncia endégena e
relativa ao calibrador foi transformada em quantificacdo relativa (QR) pela
féormula 2744°T,

Utilizando os valores da expressao relativa, os graficos e analises
estatisticas foram feitas no programa GraphPad Prism® versdo 5.0. Para
checar a significancia estatistica dos resultados de expressao relativa e para
analise de amostras pareadas (amostra tumoral e contra parte normal do
mesmo paciente) foi utilizado o teste T de Student. Para analise dos pools de
amostras normais (n=7) e tumorais (n=12), foi feito o teste-T para amostras
independentes, comparando-se a média entre os dois grupos. Os testes
estatisticos foram considerados significantes quando valor de P< 0,05 (IC:
95%).
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4.1 GENE MYLK4
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Com o auxilio dos programas BLAST e Aling da base de dados UniProt,

foi realizada uma comparacdo das proteinas humanas dos genes da familia
MYLK. O grau de similaridade entre as proteinas MYLK 2, MYLK 3, MYLK4 e
suas isoformas variaram de 96% a 63%, enquanto o BLAST realizado nao foi

capaz de identificar identidade da proteina MYLK1 com as demais (figura 8).

Alignments Entry Entry name

© QBBYVE  MYLK4_HUMAN
@ QBBYVE-2 MYLK4_HUMAN
@ COMC3  CMC3_HUMAN
@ Q3WK-4 MYLKI_HUMAN
@ Q3K MYLKI_HUMAN
@ Q9HIR3  MYLK2_HUMAN
@ QI5746-9 MYLK_HUMAN

Status Protein names Organism

Ilyosin light chain kinase family member 4 (EC 2.7.11.1) (Sugen kinase 85) {SgK085)

Isoform 2 of Myosin light chain kinase family member 4

IWyosin light chain kinase family member 4

Isoform 2 of Myosin light chain kinase 3

Iyosin light chain kinase 3 (EC 2.7.11.18) (Cardiac-MyBP-C-associated Ca/Cal kinase) (Cardiac-MLCK)
Iyosin light chain kinase 2, skeletal/cardiac muscle (MLCK2) (EC 2.7.11.13)

Isoform 7 of Myosin light chain kinase, smooth muscle

Homa sapiens (Human)
Homa sapiens (Human)
Homa sapiens (Human)
Homa sapiens (Human)
Homa sapiens (Human)
Homa sapiens (Human)

Homa sapiens (Human)

Figura 8 — Comparacédo entre MYLK4 e os outros membros da familia MYLK

Length - Identity

388
388
388
478
819
596
714

Comparacédo das sequéncias protéicas do MYLK2, MYLK3 e MYLK4 e suas isoformas pelo
programa BLAST da base de dados da UniProt (68).

Comparando o dominio de quinase (amarelo) das principais isoformas

protéicas dos quatro membros da familia MYLK, observou-se grande

similaridade nas posi¢cdes dos aminoacidos deste dominio além dos presentes

no sitio ativo (vermelho) e do sitio de ligacdo (verde) (Figura 9).

100.0%
96.0%
95.0%
69.0%
69.0%
63.0%
53.0%
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1416 SQESELTTVGEKFEEPKDEVEVSDDLEKEFE-VDYRIVIINIEQEVSDEYDI—EERLES 1472 MYLE HUMAN
236 -EKSEVGQALCLIAREEDCFQILDDCFFFEAFFFHEMVEL-RIGNVSSEFSY 3 MYLKZ HUMAN
469 ———RREAVRRMFPGRERGSVVLDDSFAFFAFFEHRVVSV-KEISISAGYEY MYLK3 HUMAN
a0 ———-NADLTERMFVESKRT SALAVDIFAFFAFFDHRIVI A-KQGEEVNSFYTY MYLK4 HUMAN

. A & vk . .

1473 & QL5748 MYLE HUMAN
294 © Q9H1R3 MYLKZ HUMAN
524 © QR32MKOD MYLK3 HUMAN
115 B QREEYVE MYLE4 HUMARN

*

1533 NIVMVL MYLE HUMAN
354 E MYLKZ HUMARN
584 3 M1 MYLK3_HUMAN
175 D ELFDRIIDESYNL HLQT NI 234 MYLK4 HUMARN

T ET TR BETITITTEE Y

MYLE HUMAN
MYLKZ HUMAN
MYLK3 HUMARN
MYLK4 HUMAN

Q15748 MYLE HUMAN
MYLKZ HUMAN
MYLK3 HUMAN
MYLK4 HUMARN

Figura 9 — Alinhamento da sequéncia dos dominios quinase dos membros da familia
MYLK. Comparacédo entre a sequéncia de aminoacidos do dominio quinase (em amarelo) da
familia MYLK por alinhamento realizado no programa Align da base de dados UniProt (68).
Os aminoé&cidos em verde representam sitios de ligacdo e os em vermelho sitio ativos.
Asterisco: residuos conservados; dois pontos: muta¢des conservativas; um ponto: mutacdes

semi-conservativas.

4.2 SEQUENCIAMENTO DO GENE MYLK4
A amplificacdo foi realizada por técnica padrdo de PCR de todas as

onze regifes exdnicas do gene para as nove linhagens selecionadas nesse
estudo. Para os exons 4 e 5 utilizou-se um unico par de primers, pois os dois
exons estdo em uma regido muito préoxima. Para as reacfes de PCR as
condicBes de reacdo especificas para cada par de primers foi padronizada,
sendo adicionada a sequéncia da cauda M13 em cada par de primer para o
futuro sequenciamento automatico. Os produtos de todos os PCRs foram

analisados.

4.2.1 SEQUENCIAMENTO DO GENE MYLK4 EM LINHAGENS
As seguintes linhagens de cancer de mama tiveram suas regides

exbnicas sequenciadas: HCC1954, HCC2218, CAMA-1, SKBR-3, MDA-MB-
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231, MDA-MB-436, MDA-MB-468 e MCF-7. Como controle foi utilizado uma
linhagem normal HCC1954-BL.

A analise das sequéncias geradas pelo sequenciador automatico de
DNA foi realizada no software Vector NTI 11.0 (invitrogen) e Fintch TV
(Geopiza Inc.). Dessa forma, duas mutacdes foram identificadas no gene
MYLK4 em duas linhagens diferentes. A primeira mutacdo encontrada na
linhagem HCC2218 estd no primeiro exon do gene, essa mutacao
corresponde a substituicdo de uma guanina para uma citosina (G>C). Essa
substituicdo altera o cédon 30 do gene MYLK4 de GAG para CAG, essa
mutacdo acarreta em uma alteracdo na sequéncia de aminoacidos da
proteina, ocorrendo a troca de um &cido glutdmico por uma glutamina
(88G>C. E30Q). A presenca de dois picos no cromatograma do
sequenciamento do exon 1 revela uma mutacdo monoalélica do gene MYLK4

A segunda mutacdo encontrada € localizada na segunda regido exdnica
do gene MYLK4 na linhagem celular MDA-MB-468. A mutacdo provoca a
substituicdo na base 232 do gene MYLK4 de uma guanina por uma timina
(G>T) alterando a sequéncia de DNA e promovendo uma troca de
aminoacidos na proteina de uma alanina por uma serina (232 G>T. A78S)
(Figura 10).
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A _ O\ 0
HCC2218 e
B
Alteracdao Gendomica | Alteracdao na proteina | Linhagem celular
MYLK4
c88G>C E30Q HCC2218
c232G>T A78S MDA-VIB-468

Figura 10 — Identificacdo de mutacdes no gene MYLK4 em linhagens celulares de
cancer de mama.

O sequenciamento completo de todos os exons do gene MYLK4 revelou duas mutacfes do
tipo missense em diferentes linhagens celulares de cancer de mama, porém nenhuma
alteracdo foi identificada em células normais. (A) A mutacdo 88G>C responsavel pela
substituicdo E30Q, foi identificada na linhagem celular HCC2218 comparado com a sequéncia
da linhagem normal HCC1954-BL. (B) Na linhagem MDA-MB-468 foi identificada a mutacdo
232G>T resultando na substituicdo A78S.

Ambas as mutacdes encontradas no gene MYLK4 em linhagens estao
localizadas fora do dominio de proteina quinase. A proteina possui 388
aminoacidos. O dominio de serinal/treonina quinase comeca no residuo de
aminoacido 106 termina no residuo 361. Dentro do dominio de quinase ha
também o dominio de ligacdo do ATP que comeca no residuo 112 até o
residuo 120
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MYLK4 (6p25.1 2,663,863 - 2,751,200)

1 2 3 45 7 8 9 10 11

6
gene 3 I I I I I I 5 87338 bp
MRNA 271 [76 [ 106 | 94 | 110 | 142 [71] 129 | 153 [79 |73 _/

el el e3 ed es el ed el ed eld ell

protein M

1 106 361

112 - ATP Binding - 120

Protein Kinase Domain

Figura 11 — Representacdo esquematica do gene e da proteina MYLKA4.

Gene: 0s boxes negros representam os exons do gene numerados. mRNA: os boxes brancos
possuem a numeracao representativa do tamanho de cada exon em nucleotideos. Proteina: a
posicdo de cada dominio esta indicada dentro de cada boxe. Figura construida seguindo a

descricdo obtida no banco de dados UniProt (68).

4.2.2SEQUENCIAMENTO DO GENE MYLK4 EM AMOSTRAS

TUMORAIS
Foram sequenciadas trinta e sete amostras clinicas no total, sendo

guatorze pares extraidos do mesmo paciente, contendo um fragmento tumoral
e outro normal da mama, e nove amostras tumorais sem presenga da contra-
parte normal (Tabela 4). As amostras sequenciadas possuiam diferentes

caracteristicas tumorais.
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Tabela 4 — Caracteristicas clinicas das amostras clinicas sequenciadas

Idade Necrose | Linfonodos
Amostra | (anos) ER PR HER-2 | tumoral | Acometidos

4N - A [ U N S
4T 61 + + + - 0/3
13N 53 JSNN [N, U, ] [ u—— R —
13T 53 + - - - 0/4
17N 51 JSNN NS, U, U ————— R —
17T 59 - 4/13
20N 54 | e | e | i | s |
20T 54 - 18/18
22N 27/ RN U, [ (U pu— N —
22T 64 - - - + 3/18
23N /% SN [N N [ i [ —
23T 43 - 2127
24N 56 | smemmemeem | | | s |
24T 56 - - - + 2/19
32N <10 N URUU, [ (U pu— R ——
32T 60 - - + - 8/21
38N Bl | s | s | | s |
38T 51 R [ + - 1/20
40N 59 | e | mmmmmmeeee | e | emmmmeeeee | e
40T 59 - 13/13
44N (53¢ J (R, U (——— N ——— N —
44T 63 + + S T
47N 57 YRR (R, U [ — pu—— R —
47T 59 - - - + 11/11
48N 49 e S —
48T 49 - + + + 11
49N 572 [ U (A — N pu——— R —
49T 52 - + + - 3/25
3T 60 - - - - 15/36
14T 33 - - + - 4/13
16T 44 + + + + 0/17
19T 62 - + + + 31/36
25T 89 - - - + 2/20
28T 36 + + + - 15/16
35T 53 - - - - 3/17
42T 29 - - - - 0/15
45T 79 - - - - 0/22

Legenda: Caracteristicas das 37 amostras clinicas de cancer de mama sequenciadas.

Expressao de ER (receptor de estrogénio), PR (receptor de progesterona) e Her-2 (receptor

tipo 2 para fator de crescimento epidérmico humano). Presenca ou nédo de fatores de necrose
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tumoral e quantidade de linfonodos invadidos. (+) expressdo positiva; (-) expressao néo

existente; (-----) dados néo disponiveis.

Em todas as amostras clinicas de cancer de mama e suas contra-partes
normais, quando existentes, os onze exons do gene MYLK4 foram
amplificados por PCR convencional, purificados quando necessario e
guantificados para posteriormente serem sequenciados como descrito
anteriormente. Em nenhuma amostra clinica foi observada alguma das
mutacdes descritas nas linhagens celulares ou a identificagdo de novas
mutagdes. Analisando as linhagens celulares onde foram identificadas as
mutacBes a linhagem HCC2218 é derivada de um carcinoma ductal invasivo
apresentando metastase em 42/43 lifonodos, enquanto a linhagem MDA-MB-
468 é derivada de um adenocarcinoma mamario metastatico. Ambas as
linhagens possuem alta expressdao de HERZ2. Diferente das linhagens
celulares que apresentaram mutagbes no MYLK4, as amostras clinicas
obtidas para sequenciamento ndo possuem caracteristicas metastaticas e
foram coletadas de pacientes submetidos a quimioterapia prévia.

Estudos presentes no banco de dados cBio Portal (71) identificaram
duas novas mutacdes no gene MYLK4 em duas linhagens diferentes, sao
elas: HCC1954 (A78S) e MDA-MB-453 (Q220E), em amostras clinicas de
cancer de mama trés mutacdes foram identificadas em diferentes pacientes
(P85L), (V148M) e (V154l), mutacdes essas nao encontradas no NOSSO

estudo. (Figura 12).
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U
U
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HCC2218_BREAST CCLE E30Q Missense diploid 5 U Neutral 0.45 48
U
MDAMB453_BREAST CCLE Q220E 3D Missense diploid U Neutral 0.47 92

Figura 12 — Analise in silico de novas mutag6es no gene MYLK4
Esquema com a localizacdo das mutacdes na proteina MYLK4. Seis mutacdes identificadas
sendo trés delas no dominio de proteina quinase do MYLK4. Figura retirada do banco de

dados cBio Portal (71).

Apesar da confirmacdo da mutacao descrita no trabalho de Wood et al.
(9), da identificacdo de uma nova mutacao na linhagem celular MDA-MB-468
e de cinco mutacdes distintas presente no banco de dados cBio Portal (71)
essas mutacdes possuem um baixo impacto preditivo de alteracdo no

funcionamento da proteina além de baixa frequéncia no cancer de mama.

4.3 PERFIL DE EXPRESSAO DO MYLK4 EM TECIDOS NORMAIS

Para determinar o padrdo de expressdo do gene MYLK4 em tecidos
humanos nao tumorais, foi utilizado como template cDNA obtido através da
transcricdo-reversa (RT-PCR) de um painel comercial de RNA de doze tipos
de tecidos humano adquirido junto a empresa Origene®, e a expressao de
MYLK4 foi comparada entre os diferentes tecidos. Resultado do PCR semi
guantitativo mostra baixa expressdao do MYLK4 em todos os tecidos com
excecdo do musculo onde sua expressao esta aumentada quando comparada

com os outros tecidos normais (Figura 13)
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Figura 13 — Expressdo de MYLK4 em tecidos normais por PCR semi-quantitativo
Amplificacdo do gene MYLK4 em tecidos normais por PCR convencional, padronizagéo

com gene da B-actina.

PCR quantitativo (QPCR) foi realizado no mesmo painel de tecidos
normais para analise expressao do gene MYLK4. A anélise da expressdo
relativa (do inglés, Relative Quantitation — RQ) do gene MYLK4 foi feita pela
pelo método AAC; comparando cada um dos tecidos com um conjunto de seis
amostras clinicas nao tumorais de tecido mamario. Esta analise revelou que o
gene MYLK4 possui uma maior expressdao no grupo controle de tecido
mamario comparado com 0s outros tecidos analisados (Figura 14) e também
demonstrou uma maior expressao relativa em musculo esquelético (1,2 vezes
menor) e musculo cardiaco (2,3 vezes menor) em relacdo aos demais.
Enquanto a placenta expressou a menor expressao de MYLK4 (23 vezes

menor).
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Figura 14 - Expressdao relativa do gene MYLK4 em diferentes tecidos humanos
Comparacédo de expressao do gene MYLK4 em tecidos normais em relagéo tecido

mamario normal. B-actina utilizada na normalizacao; método AAC..

4.4 PERFIL DE EXPRESSAO DO MYLK4 EM LINHAGENS CELULAR
DE CANCER DE MAMA

Para investigar a expressdo do gene MYLK4 em cancer de mama,
inicialmente foi feito uma PCR semi quantitativo em cinco linhagens de cancer
de mama amplificando o gene MYLK4, como controle foi utilizado o gene
enddgeno B-actina (Figura 15). Para a analise foi utilizado o software ImageJ,
foi realizada a razdo da densidade oOtica quantificada pelo software das
bandas obtidas do gene MYLK4 pelo gene enddégeno B-actina. Essa analise
mostrou aumento na expressdo do gene MYLK4 em linhagens tumorais de
pelo menos duas vezes quando comparado com a linhagem normal
HCC1954-BL (Figura 16).
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MYLK4

Figura 15 — Expresséo de MYLK4 em linhagens celular de cancer de mama.

Amplificagdo do gene MYLK4 em linhagens celulares de cancer de mama por PCR

convencional e padronizagdo com gene enddgeno [-actina.

Expressao relativa de mRNA
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Figura 16 — Quantificacdo da expressdo de MYLK4 em linhagens de cancer de mama
Utilizando o software ImageJ a quantificacdo da expressdo do gene MYLKA4 foi feita usando
como padrdo a expressdo na linhagem celular normal HCC1954-BL. A padronizacéo foi
realizada com o gene endogeno [B-actina. Todas as amostras apresentaram variacdes

estatisticamente significativas (Wilcoxon signed-rank test). A linha vermelha representa a
expressdo do gene MYLK4 na linhagem celular normal HCC1954-BL.
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4.5 IMUNOHISTOQUIMICA DE MYLK4 EM TECIDOS NORMAIS E
TUMORAIS.

Utilizando o banco de dados The Human Protein Atlas (78) avaliamos a
distribuicdo da proteina MYLK4 em diferentes tecidos normais uma vez que
ela se mostrava expressa em 26/81 diferentes tipos de tecidos normais
analisados (Figura 17). A mesma andlise foi feita para tecidos tumorais
(Figura 18). Os resultados mostraram a presenca da proteina MYLK4 em
diferentes niveis nos tecidos normais, e confirmam a alta expressdo em
musculo estriado e musculo cardiaco, porém em tecido mamario normal nao
foi detectada na amostra analisada. Nos tecidos tumorais a expressao de
MYLK4 quando comparada com os tecidos normais mostrou-se heterogénea.
Enquanto em tecido tumoral de mama e ovario foi detectada uma maior
expressdo, em tumores de estbmago observou-se uma reducéo da expressao

de MYLK4 quando comparado com o tecido normal.
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Figura 17 — Distribuicéo tecidual do MYLK4 em tecidos normais.

v

Imagens representativas da marcacédo da proteina MYLK4 por imunohistoquimica diferentes

tipos de tecidos normais. Adaptado de Uhlen et al. (78).
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Mama Ovario Estébmago

Figura 18 — Distribuicdo do MYLK4 em tecidos tumorais.
Imagens representativas da marcacgao da proteina MYLK4 por imunohistoquimica diferentes
tipos de tecidos tumorais. Adaptado de Uhlen et al. (78).

Para examinar a distribuicdo e presenca tecidual do MYLK4 em
amostras de céancer de mama, foi realizada uma analise por
imunohistoquimica de amostras clinicas de cancer de mama e de tecido
mamario normal parafinizados (Figura 19). Foi observada a presenca da
proteina MYLK4 em todos os tecidos analisados (amostra normal e tumorais)
embora seja mais evidente a presenca nas amostras tumorais.

Figura 19 — Distribui¢éo tecidual do MYLK4 em cancer de mama.

Imagens representativas da marcagcdo da proteina MYLK4 por imunohistoquimica em
tecidos de cancer de mama. (Triplo negativo ou triplo positivo) e tecido ndo tumoral de

mama. DCIS, carcinoma ductal invasivo.
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4.6 PERFIL DE EXPRESSAO DE MYLK4 EM AMOSTRAS CLINICAS
DE CANCER DE MAMA

Apo6s observar uma maior expressdo do gene MYLK4 em linhagens
celulares de cancer de mama, verificaram-se 0s niveis de expressao do gene
em amostras clinicas tumorais pareadas. A analise da quantificacao relativa
por AACT em seis amostras tumorais pareadas, demonstraram uma
hipoexpressédo do gene em quatro dos seis pares analisados e
hiperexpressdo nas duas amostra restantes comparado com a contra parte

ndo tumoral obtida do mesmo paciente. (Figura 20).

10+

-10-

-20-
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Expressao relativa de mRNA

Figura 20 — Expresséo relativa do MYLK4 em amostras clinicas de cancer de mama.

Os dados sdo apresentados como quantificacdo relativa (RQ), onde o calibrador
utilizado para obtengdo do AACT foi a média do ACT da contra parte normal da mama do
mesmo paciente. B-actina foi utilizada com controle enddégeno. Linha vermelha representa a

expressdo normalizada das amostras clinicas de mama nao tumoral.

Observando os resultados obtidos em amostras pareadas foi realizada
uma analise da expressado relativa de MYLK4 em um “pool” de amostras
clinicas de cancer de mama, utilizando seis amostras normais e doze
amostras tumorais (Figura 21). As analises estatisticas dos dados mostram
gue nao existem variacdes significativas na expressdao de MYLK4 em
amostras de cancer de mama quando comparado com a expressdo deste
gene em amostras normais de mama, apenas uma grande variancia na

expressdo do gene nas amostras clinicas.
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Figura 21 — Expressao relativa de MYLK4 em pool de amostras clinicas
A expressdo de MYLK4 em amostras clinicas de cancer de mama ndo demonstrou
variagdes significativas em amostras clinicas tumorais comparada com amostras clinicas

normais.

Consultando o banco de dados Oncomine um total de seis estudos
analisaram a expressao do gene MYLK4 em varios tipos de tumores de mama
(72-77). Nenhum dos estudos mostrou alteragcfes significativas na expressao
do gene MYLK4 em carcinomas de mama, como observado pelos resultados
anteriores. Estudo utilizando 66 amostras, 28 normais, 18 de carcinoma ductal
invasivo de mama e 20 de carcinoma ductal in situ ndo encontrou alteracdes
significativas do gene MYLK4, além da grande variancia na expressao desse

gene (Figura 22).
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Figura 22 — Expressdo de MYLK4 em diferentes tipos de cancer de mama
Estudos obtidos do banco de dados Oncomine néo identificaram variagdes estatisticas na
expressdo de MYLK4 em diversos tipos tumorais. (0) tecido normal, (1) carcinoma ductal.

Figura adaptada de Richardson et al. (75).

4.7 AVALIACAO DOS EFEITOS DA SUPEREXPRESSAO DO GENE
MYLK4

Com os resultados obtidos observou-se uma hiperexpressao do MYLK4
em linhagens celulares e em alguns tumores de cancer de mama analisados
por imunohistoquimica e PCR quantitativo. Apesar da expressao do MYLK4
nao apresentar uma variagcdo estatisticamente significativa, nos tumores
superexpressando MYLK4, sua proteina pode contribuir de alguma forma
para a alteracdo do controle de proliferacao celular. Para avaliar os efeitos do
gene MYLK4 no crescimento celular, foram obtidos clones de células HEK293
estaveis superexpressando o gene MYLK4 utilizando o vetor pCMV6-MYLK4-
myc/DDK obtido junto a empresa Origene®. Os efeitos da superexpressao na
proliferacdo celular foram analisados a partir da comparacdo das taxas de
crescimento do clone superexpressando MYLK4 com a taxa de crescimento
de células HEK293 wilde-type. Até a conclusdo desse trabalho, nado foi
possivel a clonagem do vetor apds a delecdo do inserto MYLK4 do plamideo

original, criando um plasmideo controle vazio “mock”.
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Para a selecdo das células estaveis, a quantidade de agente seletivo
necessaria teve de ser definida primeiramente. Dessa forma um experimento
foi desenhado para avaliar a quantidade de antibiético necessario para
realizar a selecdo com G418 (geneticina).

Em uma placa de 96 pocos foram plaqueadas células HEK-293 na
densidade de 3,0x10°. Nas onze colunas foram avaliadas as concentragdes
finais de 1,8 até 0,10 mg/mL em diluicbes de 1:4 e uma coluna ficou como
controle. 24 horas apds o plagueamento, 0 agente seletivo foi aplicado. A
cada 48 horas o meio de cultura era renovado com as mesmas concentragdes
anteriores e a cada 24 horas a morte celular era evidenciada pelo ensaio de
MTT em uma fileira de pocos da placa, dessa forma o efeito de cada
concentracédo de G418 na viabilidade celular foi avaliado por oito dias.

Com os dados obtidos pelo ensaio de MTT a viabilidade celular foi
calculada em relacéo a dose de agente seletivo e o IC50, IC95 e IC99 foram
determinados. A dose escolhida para a selecao clonal em células HEK-293
foi de 0,8mg/mL (Figura 23).
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T IC50 = 0,303mg/mL
S 100+ IC95 = 0,757mg/mL
0 IC99 = 1,002mg/mL
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Equation: Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10”((LogIC50-X)*HillSlope))

Figura 23 — Determinac&o da quantidade de agente seletivo

A quantidade de antibiético utilizado para selecdo de células transfectadas foi definida em
razdo da viabilidade celular e a concentragéo de antibiético utilizado observado em ensaio de
MTT. Com os dados obtidos a curva log da concentracéo foi plotada em relagéo a viabilidade
celular (equagcé@o mostrada) e os valores de IC50, IC95 e IC99 calculados.
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A transfeccdo foi realizada com o plasmideo pCMV-MYLK4-myc/DDK,
utilizando Lipofectamina ® 2000 conforme as orientagdes do fabricante. No
dia seguinte a transfeccao iniciou-se a selecdo de clones estaveis com meio
DMEM suplentado com G418 na concentracao final de 0,8mg/mL. Duas
semanas apos o inicio da selecéo, iniciou-se a selecdo clonal conforme item
3.12 da metodologia. Ao final do processo 5 clones contendo o pCMV-
MYLK4-myc/DDK foram selecionados. Para confirmar a superexpressao do
gene MYLK4 um clone foi selecionado e sua proteina foi extraida para analise
por Western Blot. Trés concentracfes de proteina foram utilizadas nesse
experimento: 15microg, 25microg e 40microg, € marcagao com anticorpo para
MYLK4 e myc/DDK foram realizadas e B-actina utilizada com controle

endogeno (Figura 24).

MYLK4

vye/oox
B-actina -“é.‘

Figura 24 — Western Blot de controle e clone superexpressando MYLK4

Confirmacdo da superexpressdo proteica de MYLK4 por Western Blot em clone de
superexpressao comparado com linhagem celular Hek 293 wild-type (wt). B-actina utilizada
como controle.

Verificaram-se os possiveis efeitos no crescimento celular por ensaio de
MTT apés a superexpressao. Embasado nos resultados do ensaio de MTT,
pode-se observar um drastico aumento na proliferacdo celular das células
transfectadas com vetor de superexpressdo do MYLK4 apds o sexto dia do
plagueamento (Figura 25). Outro dado observado foi a reducdo do tempo de
duplicacdo celular nos clones superexpressando MYLK4 (média 33,09h)
comparado com o tempo de duplicacdo celular do controle (média 49,40h)
(Figura 26).
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Figura 25 — Ensaio de MTT para avaliacdo do efeito da superexpressédo do gene MYLK4
em células HEK293

Leituras nos dias 1 e 6 apos o plaqueamento referente ao ensaio de superexpressao do gene
MYLK4 em clones superexpressando MYLK4 e em células HEK293 wild-type (Controle). p=
0,0286, IC=95%.
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Figura 26 — Avaliacdo do tempo de duplicacdo celular em clone superexpressando
MYLK4

Utilizando os valores referente aos seis dias da analise de MTT, os dados foram plotados em
regressdo ndo linear para determinacdo do crescimento exponencial celular. A diferenca
encontrada € estatisticamente significativa com um intervalo de confianca de 95%.
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Paralelamente ao ensaio de MTT, para avaliar o efeito da
superexpressdo de MYLK4 na proliferacdo celular também foi realizado um
ensaio de formacdo de coldonia em soft Agar (Figura 27). Observou-se um
aumento tanto no numero de colénias como no tamanho das col6nias
formadas em células superexpressando MYLK4 (Figura 28), quando
comparado com as células HEK293 wild-type utilizadas como controle.

Dia 1l Dia 8 Dia 20
o - - - e

Aumento 20X

Figura 27 — Ensaio de formacé&o de coldnia em soft Agar
Ensaio realizado para avaliar o efeito da superexpressdo de MYLK4 no crescimento celular e
viabilidade de formag&o de colénias. Como controle foi utilizado células HEK293 wild-type.
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Figura 28 — Analise de formacgé&o de colénias em soft Agar.
O diametro das coldnias foi medido no dia 20. A média do controle foi normalizada para

100%. p=0,0286. Teste de Mann Withney.
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5. DISCUSSAO

O MYLK4 é uma proteina serina/treonina quinase putativa, membro da
familia das proteinas MYLK. Alguns estudos corelacionam mutacfes em
alguns membros dessa familia com alguns tipos de doencgas entre elas o
cancer (59-67, 79). Pouco se sabe sobre o MYLK4 e seu papel e importancia
na carcinogénese, nesse trabalho foi proposta a analise de mutacfes desse
gene no cancer de mama, sua caracterizagdo funcional e a investigacao da
relacao desta proteina quinase putativa com o cancer de mama.

O alinhamento da proteina MYLK4 com os outros membros da familia
MYLK demonstrou que no dominio quinase e nos sitios de ligacao existe uma
equivaléncia na posicdo dos aminoacidos, entretanto, a real atividade de
proteina serina/treonina quinase do MYLK4 ainda precisa ser detalhadamente
estudada. Essa semelhanca na posicdo dos aminoacidos em regides
importantes do MYLK4 comparado com os outros membros de sua familia
sugere uma possivel analogia entre os mecanismos de acdo da proteina
MYLK4 com os outros membros da familia MYLK. Apesar da analogia entre
0s aminoacidos da proteina MYLK4, nao existe nenhum trabalho confirmando
sua atividade de proteina quinase.

A analise de mutacdes no gene MYLK4 em linhagens celulares de
cancer de mama identificou uma mutacdo ndo descrita na literatura na
linhagem celular de cancer de mama MDA-MB-468 (232G>T - A78S), oriunda
de carcinoma mamario metastatico envolvendo linfonodos, cérebro e coracéo,
essa linhagem ¢é caracterizada pela presenca de grandes anomalias
cromossomicas, inclusive o baixo numero de cépias do cromossomo 6, onde
se localiza o gene MYLK4. Outra mutacdo no gene MYLK4 foi observada na
linhagem de carcinoma oral OSCC-3 (148A>G — R50G), nenhuma das duas
mutacdes observadas ocorreram no dominio de proteina quinase do MYLKA4.
Em amostras clinicas de cancer de mama com diferentes estadiamentos e
caracteristicas moleculares, nenhuma mutacao foi identificada. Dos trés
pacientes com mutacdes identificadas em amostras clinicas no banco de
dados cBio Portal (71) os dados dos pacientes estavam disponiveis para dois.
Paciente TCGA-B6-A409 (mutacdo V148M), adenocarcinoma ductal invasivo

in-situ. Paciente TCGA-D8-A27W (mutacdo P85L) carcinoma mucinoso
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invasivo com expressao de ER em mais de 75% das células neoplasicas, com
expressdo de PR em menos de 10% das células malignas e alta expressao
de HER-2. Nas muta¢des encontradas em linhagens celulares de cancer de
mama, HCC1954 (A78S) é derivada de um carcinoma ductal invasivo sem a
presenca de linfonodos invadidos sem expressdo de ER ou PR e com
superexpressdo de HER-2, enquanto isso a linhagem MDA-MB-453 ¢é
derivada de carcinoma mamario metastatico envolvendo linfonodos, cérebro e
coracdo, além de apresentar grandes anomalias cromossémicas, inclusive
com baixo nimero de copias do cromossomo 6, onde esté localizado o gene
MYLK4. Com o baixo numero de muta¢des identificadas nesse trabalho e nos
bancos de dados ndo é possivel relacionar a presenca das mutacbes com
caracteristicas clinicas tumorais, devido a baixa frequéncia de mutacdes
nesse gene na populacéo estudada.

A analise da expressdo do MYLK4 demonstrou que ele esta
hiperexpresso em cinco linhagens de céncer de mama com diferentes
caracteristicas moleculares. Pode-se notar que a linhagem MDA-MB-468 nao
possui uma expressdao de MYLK4 discrepante das demais linhagens
analisadas, dessa forma, este resultado sugere que a mutacdo identificada
nao altera o perfil de expressdao do MYLK4 quando comparado com as
demais linhagens celulares.

A avaliacdo da expressdo do MYLK4 em tecidos normais mostrou ser
maior no tecido mamario ao comparar com todos 0s outros onze tecidos
normais avaliados, além de uma superexpressdo relativa em musculo
cardiaco e masculo esquelético.

Devido a baixa expressdo de MYLK4 em tecidos normais e sua
superexpressao em linhagens celulares de cancer de mama foi analisada sua
distribuicdo tecidual em amostras tumorais e normais através de
imunohistoquimica de tecidos parafinizados. Os resultados demonstraram que
a proteina MYLK4 apresenta uma coloracdo gradualmente mais forte nos
diferentes tecidos tumorais de mama. Este dado corrobora os dados
encontrados no banco de dados The Human Protein Atlas (78) que através de
imunohistoquimica de diferentes amostras clinicas de cancer de mama
identificou uma marcacao gradualmente maior em tecido tumoral em 50% das

amostras quando comparado com tecido mamario normal, mostrando uma
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grande variancia na expressdo de MYLK4 em diferentes amostras clinicas
tumorais. Além dessa maior expressdo proteica em tecido tumoral a partir da
analise das imagens de imunohistoquimica acredita-se que o MYLK4 esta
localizado no citoplasma e na membrana celular.

Em amostras clinicas o MYLK4 mostrou uma grande variancia em sua
expressdo tanto nas seis amostras tumorais pareadas com sua contra parte
mamaria normal, quanto no pool de amostras comparando a expressao em
sete tecidos normais e doze tumorais. Nas amostras pareadas o MYLK4 se
mostrou hiperexpresso em dois casos (paciente 22 e 49), enquanto nos
demais pacientes (17, 23, 24 e 48) o MYLK4 se mostrou hipoexpresso. As
caracteristicas clinicas dos pacientes estdo expostas na Tabela 4. Devido ao
baixo nimero de casos observados ndo é possivel a correlagcdo entre a
expressdo do gene e as caracteristicas clinicas e patologicas dos pacientes
por ndo possibilitar uma aplicacdo de testes estatisticos estratificados.
Entretanto, ao consultar a base de dados OncoMine, em seis estudos
avaliando a expressédo do gene MYLK4 por microarranjo ou PCR quantitativo
em diferentes tipos de tumores de mama nao foi identificada nenhuma
variacdo significativa entre o conjunto de amostras normais e as amostras
clinicas tumorais analisadas (72-77) . Dessa forma acredita-se que a
expressdo do gene MYLK4 nao esté significativamente alterada em amostras
de cancer de mama. No entanto, devido a alta variancia na expressao do
MYLK4 entre as amostras, estudos posteriores podem associar a
hiperexpressdo ou hipoexpressdo do MYLK4 com dados clinicos dos
pacientes, utilizando esse gene como um futuro marcador molecular.

Devido a maior expressdo de MYLK4 nas linhagens celulares de cancer
de mama analisadas e nas amostras clinicas tumorais submetidas a
imunohistoquimica foram analisados os efeitos da superexpressdao do MYLK4
em células ndo cancerigenas (HEK293) na proliferacdo celular. Apesar das
amostras clinicas pareadas ou o conjunto de amostras clinicas normais e
tumorais ndo terem apresentado uma variacao estatistica na expressao do
MYLK4. Criaram-se clones estaveis superexpressando MYLK4. Foi
constatado que a superexpressdo de MYLK4 em células normais reduziu o
tempo de duplicacdo celular, aumentando a taxa de crescimento celular, e

aumentou a capacidade dessas células de formarem colonias quando
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comparado com as células controle ndo transfectadas, desta forma em
tumores que possuem uma maior expressdo de MYLK4, este pode estar
envolvido em mecanismos que levam a um crescimento celular desregulado,

contribuindo para a progressao tumoral.
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6. CONCLUSAO

Atualmente céancer representa um dos maiores problemas de
saude publica no mundo, sendo o cancer de mama um dos mais frequentes
em mulheres e responsavel por mortes em todo o mundo. Desta forma sdo
importantes novas pesquisas que possam melhorar o diagnostico e
tratamento dos pacientes. Uma vez que o cancer é caracterizado com uma
doenca de cunho genético € importante a realizacao de estudos que busquem
entender as variagdes moleculares com mais frequéncia buscando novos
marcadores e consequentemente terapias mais individualizadas.

Considerando os dados obtidos neste trabalho e a literatura existente até
0 momento, 0 gene MYLK4 n&do possui uma frequéncia de mutacdes no
cancer de mama como sugerido por Wood. et al, sendo as mutacfes
identificadas neste trabalho e descritas na literatura presentes em baixas
frequéncias no cancer de mama e sem alteragdes significativas na estrutura e
funcdo da proteina. A expressdo do MYLK4 possui uma grande variancia em
amostras tumorais ndo sendo possivel relacionar sua expressdo com O
cancer de mama. Em contra partida a expressdo da proteina MYLK4 em
amostras tumorais esta levemente aumentada quando comparada com
amostras normais de tecido mamario nos pacientes analisados e nos bancos
de dados. O aumento da expressao da proteina MYLK4 leva a alteragdes no
crescimento celular de células normais, desta forma proteina MYLK4 pode
possuir um papel importante na progressdo tumoral responséavel pelo
aumento do crescimento celular.

Esses dados em conjunto apontam para um possivel envolvimento do
MYLK4 no crescimento celular em tumores que apresentem superexpressao
deste gene. Contudo, mais investigacdes sdo necessarias para elucidar os
mecanismos que levam a superexpressdo proteica do MYLK4 em tecidos
tumorais de mama e sua interagdo com outras proteinas importantes no

crescimento celular.
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8. ANEXOS

ANEXO | — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O(A) sr(a). esta sendo convidado(a), através deste documento fornecido em duas vias, a participar de um
projeto de pesquisa denominado “Andlise genomica e funcional de genes codificadores de
metiltransferases protéicas em linhagens de carcinoma ductal da mama e normal linféide humana”.

Os pesquisadores da Universidade de Brasilia e os médicos do Hospital da Universidade de Brasilia (HUB)
estdo desenvolvendo este projeto colaborativo, sob a coordenacédo do Prof. Dr. Fabio Pittella Silva, para
estudar os mecanismos celulares e moleculares que geram o cancer de mama. Um dos beneficios desse
projeto de pesquisa € que fornecera bases para o desenvolvimento de diagndsticos mais precisos. Ajudara
a caracterizagdo da doenga na Regido Centro-Oeste, Norte e Nordeste do pais. Outro beneficio € que
medicamentos especificos para o tratamento do cancer poderao ser desenvolvidos.

Caso o(a) sr(a). aceite participar, o pesquisador podera esclarecer quaisquer dividas que tiver a respeito
do projeto e deste termo de consentimento.

O procedimento para o estudo sera o seguinte:

= O(A) senhor(a) sera convidado a responder um questionario referente ao histérico da doenga, compondo
dados que farao parte do prontuario médico.

= O(A) senhor(a) esta ciente de que ha uma suspeita de acometimento com uma doenga chamada cancer
de mama, que requer tratamento e acompanhamento médico. Uma das maneiras pelas quais se pode
confirmar ou excluir tal suspeita é através das amostra(s) de bidpsia(s), ou seja, retirada de pequeno(s)
fragmento(s) do tecido do 6rgao afetado. Esse(s) fragmento(s) sera(ado) examinado(s) por um(a) médico(a)-
patologista treinado(a), que podera utilizar técnicas modernas apropriadas (como a imunohistoquimica)
para o diagnostico e posteriormente, emitira um laudo. Na maioria dos casos, o pesquisador-responsavel
ird recomendar o tratamento do tumor. Nesse caso, o(a) sr(a). sera encaminhado a um médico-cirurgiao do
HUB, que lhe fornecera todos os esclarecimentos com relagdo ao tratamento. No caso de tratamento
cirtrgico, amostras do tecido poderdo ser examinados também pelo(a) patologista. Nao havera qualquer
custo para a realizagdo dos exames relacionados ao tratamento, ou para o tratamento em si, mesmo que
cirdrgico.

O material coletado para diagndstico e acompanhamento do tratamento, assim como o material removido
cirurgicamente, sera utilizado para as analises clinicas necessarias, sendo uma pequena quantidade do
mesmo utilizada para o projeto de pesquisa. Neste momento, outra pequena amostra de tecido normal
também sera retirada. Nenhum nome ou endereco sera associado com a amostra coletada, tornando sua
participacao confidencial. O tratamento bem como as analises clinicas ndo acarretardo em 6nus financeiro
para o(a) sr(a) e/ou sua familia.

= As amostras biolégicas serdo utilizadas apenas pelos pesquisadores envolvidos neste projeto, sendo
experimentalmente manipuladas no Laboratério de Farmacologia Molecular, da Faculdade de Ciéncias da
Saude da Universidade de Brasilia. As caracteristicas moleculares das mesmas serdo analisadas por
técnicas de biologia molecular e celular. As amostras nao serao disponibilizadas para outros estudos em
qualquer hipdtese.

= Os dados e registros relacionados a este projeto serao mantidos no HUB e somente os pesquisadores
diretamente relacionados ao projeto terdo acesso aos mesmos. Se desejar, o(a) sr(a) sera informado(a)
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dos resultados dessa pesquisa, que tem previsdo de duragio de 3 anos. Os resultados também serdo
publicados em revistas cientificas e de interesse médico, sempre mantendo-se o seu anonimato.

A participagdo neste trabalho & voluntaria, portanto o(a) sr(a). tem toda a liberdade de decidir se desgja
participar ou nac deste projeto. Podera recusar-se a participar ou descontinuar a sua participacéao a
qualguer momento, ou ainda recusar-se a fornecer gualquer infarmacao (mesmo paricipando do estude),
tudo sem penalidades ou perda de beneficios a que tenha direito.

Li e entendi este TERMO. Durante a entrevista, eu me senti esclarecido quanto aos objetivos do trabalho
de pesquisa. Estou ciente de que a parlicipacac no projeto € voluntaria e nac acarreta onus para mim efou
minha familia. Sei ainda que em qualguer momento, posso pedir maiores esclarecimentos ao pesquisador
responsavel, bem como cancelar a participagio sem gue isso traga prejuizo a mim.

Concordo voluntariamente em participar deste estudo.

data:
Assinatura dofa) paciente
data:
Assinatura do medico responsavel pela pesquisa
Dr. Joo Nunes Meto — Cancerologista — CRM-DF 9165

data:

Assinatura do coordenader do projeto de pesquisa
Prof. Or. Fabio Pittella Silva = UNB

Telefones para contatos:

Comité de Etica em Pesquisa, Faculdade de Ciéncias da Saude, UnB (CEP/FS) — Tel: (61)3307-3793
Dr. Jodo Nunes MNeto — Tel: (61) 34485021

Pref. Dr. Fabio Pittella Silva — Tel: (61) 31071898




