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RESUMO

Carcinoma de células escamosas (CCE) é a neoptadigna mais comum da
cavidade bucal, e representa aproximadamente 9a%ede as neoplasias malignas da boca.
Sabe-se que a carcinogénese bucal ocorre como ocespp de acumulacdo de danos
genéticos como a ativagdo de oncogenes, inativded®enes supressores de tumor e perda
de heterozigosidade em véarios cromossomos. Contudanecanismo molecular especifico
envolvido no processo de carcinogénese do CCE aifal$oi completamente descrito.

O geneWWOX € um supressor de tumor localizado no braco latggoromossomo
16 (16923.3-24.1). Esse gene expande a regidogimde mais expresso sitio de fragilidade
comum, FRA16D. AlteragBes desse gene tém sido detnaolas em varios tipos de cancer
como o carcinoma de células escamosas de es6fagbméo, que apresentam os fatores
etiol6gicos semelhantes aos do CCE da cavidadé. buca

Para avaliar o mecanismo do gaf#/OX no CCE de boca, nds analisamos 20
tumores primérios e 10 casos de mucosa bucal nomnatanscricdo do mRNA foi
alterada em 35% dos tumores, com auséncias congeteanscricdo de dois casos
(#CA3 e #CAL18), auséncia dos exons 6-8 (#CA2, #G#&EA21 e #CA24), do exon 7
(#CA2) e perda parcial dos exons 8 e 9 (#CA12). @oobjetivo de determinar se 0s
transcritos aberrantes foram traduzidos em praef@m amostras foram submetidas ao
Western blot. Os transcritos alterados presentsstmmores #CA2, #CAS5, #CA12,
#CA21 e #CA24 nao foram detectados pelo Westerty Bimerindo que eles ndo sao
traduzidos em proteinas. Analise da expressaoataipa através da imunoistoquimica
revelou uma reducdo da expressdo em 40% dos ogsasdo comparado com a

mucosa normal. Além disso, uma nova mutacdo som@&i829F) foi encontrada no
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#CA12. A presenca de alteragOes na transcricdo RNAnfoi correlacionado com a
reducdo da expressado da proteina WWOX nos tumOeesesultados demonstram que
50% dos CCE de boca apresentam alteracfes noVgdi@X, que poderia contribuir

para o processo de carcinogénese do cancer de boca.



SUMARY

Oral squamous cell carcinoma (OSCC) is the mosthwommalignant neoplasm
of the oral cavity, representing approximately 9@ all oral carcinomas. It is
acknowledged that oral carcinogenesis is a muéf-girocess of accumulated genetic
damage, such as activation of oncogenes, tumoreasggr genegactivation, and loss
of heterozygosity at numeroasromosomal locations. However, the specific mdkacu
mechanisms involved in OSCC tumorigenesis haveeidbeen completely elucidated.

The WWOX gene is a candidate tumor suppressor gene loaatEsn23.3-24.1,
spanning the second most common fragile site, FRAXGterations of this gene have
been demonstrated in multiple types of cancerutiol lung and esophageal squamous
cell carcinoma, which share some predictive factata OSCCs. To evaluate the role
of the WWOX gene in OSCC, we analyzed 20 tumors and 10 noomshl mucosas.
RNA transcription was altered in 35% of tumors,hndébmplete absence of transcripts
as well as absence of exons 6-8, exon 7, exonarétartial loss of exons 8 and 9. To
determine if the aberrant transcripts were traadlatWestern blots were carried out;
however only the normal protein was detected. Imohistochemistry showed a
reduction in WWOX protein expression affecting 40%tumors when compared with
normal mucosa. In addition, a novel somatic muta(l®329F) was found. The presence
of alterations in mMRNA transcription correlated wihe reduced expression of WWOX
protein in the tumors.

These results show th&MWOX gene is frequently altered in OSCC and may

contribute to the carcinogenesis processes incaraier.
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1. INTRODUCAO

Carcinoma de células escamosas (CCE) é definido eona neoplasia maligna
derivada de ou exibindo caracteristicas morfol&ida epitélio escamoso. O CCE é
frequentemente o estagio final de alteragbes ntgliepiestratificado escamoso, que
culmina no rompimento da membrana basal e invasdeado conjuntivo adjacente.
Anualmente, mais de 300.000 novos casos de CCBaedrorrem em todo o mundo
(PARKIN, 2000). CCE é a neoplasia maligna mais anmma cavidade bucal, que
representa aproximadamente 90% dos tumores maldgd®ca. Embora ocorra em
varios locais da cavidade bucal, este € mais comudbio inferior, borda lateral da
lingua e assoalho bucal; possui maior incidénciasaps 40 anos de idade € mais
frequente no sexo masculino e de raga branca (WQQEBDAZ, 1997; SAPPFet al.,
1997).

A epidemiologia do CCE de boca é complexa devidatareza multigénica da
doenca e o numero de agentes ambientais que adavidical é exposta. Contudo, esta
bem claro a associacdo estabelecida entre tabatm@& como os principais agentes
etiol6gicos (SUDBGCet al, 2003). O processo de carcinogénese do CCE dedoocee
devido & acumulacéo de danos genéticos, que ldearagulacdo celular com alteracdo
da sinalizacdo, do reparo do DNA e ciclo celulauites alteragbes moleculares tém
sido descritas, afetando o genoma do CCE de barap @s mutacbes nos genes
supressores de tumpb3, pl6 e FHIT (CHANG et al., 2002; WEINBERGERet al.,
2004; TORUNERet al., 2004).

Sitios de fragilidade s&o regides que frequenteznecdrrem troca de material

genético entre cromatides irmas, translocacdo cssémica, delecdes, amplificacdes
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de genes, e a integracdo de virus oncogénicos.s Hsigides cromossdomicas,
frequentemente, exibem rupturas da fita de DNAjggpalmente, quando sédo expostas
a agentes quimicos (POPESCU, 2003). Recentementierhonstrado que os sitios de
fragilidade sdo areas de instabilidade gendmicaue mpderiam contribuir para a
carcinogénese. Dos sitios de fragilidade comunmtentiss, FRA3B e FRA16D sdo os
mais frequentemente expressos. O gene supresstunte FHIT foi encontrado
expandindo a regido FRA3B. A transcricdo anormalbaixa expressédo do gelrel T
foram detectadas em varios tipos de canceres huniactuindo CCE de boca. Estudos
nos sitios de fragilidade FRA3B e FRA16D tém makiravidéncias que essas regides
estdo relacionadas a instabilidade do DNA em celd&a cancer (SUTHERLANDst
al., 1998).

A regido 16923.3-24.1, no braco longo do cromoss@Bio tem sido descrita
como sitio de localizacdo de um gene supressorug®rt Isto € devido a alta
frequéncia de perda de heterozigosidade em um g@raachero de tumores. O gene
WWOX é um gene candidato a supressor de tumor que expand regido maior do
gque 1Mb de DNA nessa regidao. Foi determinado ggeneVWWOX expande a regiao
do sitio de fragilidade comum FRA16D (BEDNARI[EKal., 2000 e RIEDet al., 2000).

Estudos realizados em carcinoma de esbdfago e putérdocomprovado a
hipotese que a exposi¢cdo a agentes carcinogénicos tabaco e alcool aumentam o
potencial para alteragbes genéticas nas regibes smpdencontram o0s sitios de
fragilidades (KUROKIet al., 2002; YENDAMURI et al., 2003). Considerando que o
tabaco e o alcool sdo os principais agentes etoaéglo CCE de boca e que estes
agentes carcinogénicos sao capazes de induziages em regides de fragilidade, e

gue alteracdes do geWdNMOX foram encontradas no carcinoma de células escamosa
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de esbéfago, o objetivo do presente trabalho foieaahlizar uma andlise molecular

desse gene em amostras de CCE de boca.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. CARCINOMA DE CELULAS ESCAMOSAS DA CAVIDADE BUC AL

Carcinoma de células escamosas (CCE), também ddohesmo carcinoma
epiderméide, é definido como uma neoplasia maligieasivada de ou exibindo
caracteristicas morfologicas de epitélio escam@s&@CE é frequentemente o estagio
final de alteragBes no epitélio escamoso estratific que comeca como uma displasia
epitelial e progride até que as células do epitiBplasico rompam a membrana basal e
invadem o tecido conjuntivo adjacente. Algumas seze CCE pode originar
diretamente (de novo) de um epitélio de revestimestratificado, ndo apresentando a
fase de lesdo pré-maligna (SA&R., 1997).

Anualmente, mais de 300.000 novos casos de CCBaedrorrem em todo o
mundo (PARKIN, 2000). CCE da cavidade bucal é docsearcinoma mais comum,
representando cerca de 3% de todas as lesGes asaignhomens e 2% em mulheres.
A cada ano, nos EUA, sao diagnosticados aproximedsn80.000 novos casos e 7.800
Obitos em decorréncia do CCE de boca (SAP&, 1997; TORUNERet al, 2004). A
estimativa de incidéncia de cancer de boca, indtuim cancer de labio, para 2005 no
Brasil aponta esse tumor como brBais frequente entre os homens (com 9.985 casos
estimados) e 0°®&ntre as mulheres (com 3.895 casos estimados) $HRA005).

CCE é a neoplasia maligna mais comum na cavidadel,btepresentando
aproximadamente 90% dos tumores malignos da bachoEa ocorra em Varios locais
da cavidade bucal, este é mais comum no labioidnfelborda lateral da lingua e

assoalho bucal. A incidéncia de CCE aumenta codadei sendo maior apds os 40
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anos de idade, mais comum no sexo masculino eggebranca (WOOD & GOAZ,
1997; SAPPet al., 1997). Entretanto, nas Ultimas décadas, tem aid®rvado uma
tendéncia para o aumento no nimero de pacientesga/do sexo feminino (KROLLS
& HOFFMAN, 1976; JINKUNet al., 1991).

Nos estagios iniciais, 0 CCE aparece como placa®$ e elevadas ou como
areas irregulares, asperas ou verrugosas do esymgFasada mucosa, possivelmente
confundidas com leucoplasia. Ambos os padrdoes paskersobrepor a uma base de
leucoplasia ou eritroplasia aparente. Com a pregmesla lesédo, este pode apresentar
aspecto nodular ou infiltrativo, este ultimo caesizado por uma Uulcera irregular e
aspera, assintomatica, com bordas elevadas, fernaduladas (COTRANt al., 1999).
CCE de boca tem um crescimento infiltrativo profoumd tecido conjuntivo adjacente,
com poucas alteracdes na superficie do epitéliode [ge apresentar como uma area
endurecida com perda da mobilidade do tecido. doalso da cavidade bucal, essa
lesdo comumente causa a fixacao da lingua ou ireetid da abertura normal da boca.
O CCE de gengiva pode invadir o ligamento perioalpriesultando em perda ou
mobilidade de dentes ou invadir o tecido 6sseo dadibula e afetar o nervo alveolar
inferior levando a parestesia de dentes e labayiof (SAPPet al, 1997).

O CCE de boca é considerado agressivo por estaciads a uma acentuada
morbidade e alta taxa de mortalidade, com uma eilarenenor que 50% em longo
prazo. Além disso, nas Ultimas 4 a 5 décadas né@wehmelhora no progndstico em
relacdo ao tratamento dessa leséo, apesar dagoavaa cirurgia, radio e quimioterapia
(MORK et al, 1995; MORK, 1998). Uma provavel explicacdo pagresultados
sombrios obtidos pelo tratamento ocorre porque & G€ boca é um processo amplo,

gue ocorre em toda a cavidade bucal, levando &i@etia quando se emprega uma
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modalidade de tratamento restrito a lesdo (SCHWART, 2000; XI & GRANDIS,
2003). O conceito de campo de cancerizagao fobelgteido por SLAUGHTER al.
em 1953 e foi baseado no fato de que a superfiitelial do trato aerodigestivo é
comumente exposta a muitas substancias carcin@gomno o cigarro e o alcool e,
portanto, possui um risco maior de desenvolvimeetoarcinomas, inclusive o CCE de
boca. O desenvolvimento de um segundo tumor prim@wi campo de cancerizagao
ocorre em uma razao de 20 a 30%, apesar do coldoalepara prevencdo de uma nova
neoplasia (HONG, 1987).

O diagndstico do CCE é realizado através de um exastopatolégico com a
obtencdo de um fragmento representativo do tumatianee uma bidpsia do tecido
neoplasico. O CCE é caracterizado histologicampateilhas e corddes invasivos de
células epiteliais malignas, que mostram diferey@@maem direcdo a uma morfologia
escamosa (NEVILLEst al., 2002). Surgem como lesdassitu, restritas ao epitélio,
algumas vezes com areas circundantes de displpisidiad (COTRAN et al., 1999).
Variam desde neoplasias queratinizadas bem difieidas até lesbes anaplasicas cujo
crescimento pode ser lento ou rapido. Apresentatnendéncia de se infiltrarem
localmente com o decorrer do tempo antes de metastpara outros locais. Os locais
preferidos de metéstases sdo os linfonodos cesyisabmandibulares e sublinguais
(COTRANet al., 1999).

As células do CCE podem apresentar alteractelagidas caracterizadas por
nucléolos proeminentes, com hipercromatismo nuctg@omorfismo nuclear, alteracédo
na relagdo nudcleo/citoplasma, eosinofilia citoplaica, disceratose, pleomorfismo
celular, multinucleacdo, nimero de mitoses elevadmitoses atipicas. Quando as

células mantém a capacidade de producdo de querdtirmam-se colecbes desta
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proteina no interior de ilhotas tumorais, denomasapérolas de queratina. Alteracdes
no estroma como desmoplasia, angiogénese e idéltnaflamatorio de intensidade
variada também podem ser observados (COTRARM., 1999; NEVILLEet al., 1998;
SAPPet al., 1997).

Embora todos os carcinomas possuam alguma capeacidad provocar
metéstase, existe uma variagdo no potencial de cadinoma de metastatizar. Este
potencial esta de alguma forma, correlacionado csn variagbes histolégicas
encontradas nos CCE da cavidade bucal. A variaighaldyica esta relacionada com o
grau de diferenciagéo exibido pelas células do®tese quanto a arquitetura do tecido
assemelha-se com a arquitetura normal do epitétianeoso estratificado. Tumores que
produzem quantidade significativa de queratina ibeex algumas caracteristicas de
maturacdo das células epiteliais sdo considerados diferenciados. Tumores que
produzem pouca ou nenhuma queratina, mas o ep#déida é reconhecido como
estratificado escamoso, apesar das alteracfes lkagéoeao epitélio normal, séo
considerados moderadamente diferenciados. Aquelesrés que ndo produzem
gueratina apresentam poucas semelhancas com tioepgéamoso de revestimento,
exibindo anormalidade celular extensa, uma ausé&eacerquitetura normal do tecido e
de coesividade das células sdo denominados pohbierddarenciados (SAPEt al,
1997).

O principal determinante para que a doenca apeesemt alto indice de
mortalidade é o estagio avancado quando a doewmfagéosticada (OLIVER al.,
1996). O diagnodstico precoce do cancer é bastdfitdl gor ser assintomatico, no
inicio e as les0fes iniciais sdo raramente identixs pela maioria dos profissionais de

saude (KRUTCHKOFIFet al., 1990).
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A carcinogénese bucal é um processo multi-fatoceiacterizado por alteragées
genéticas, epigenéticas e fenotipicas. Muitas desltaracdes envolvem a ativacao de
vias de sinalizagdo ou metabodlica que favorecemrascionento celular e as
caracteristicas de sobrevida da célula (SURB&®, 2003).

A patogénese do CCE bucal estd relacionada aefatgenéticos, como
alteracdes em oncogenes e genes supressores dedlénode fatores de risco como o
consumo de tabaco e alcool. Fumantes tém riscorgadwede duas a quatro vezes para
o desenvolvimento da doenga. Este risco aumenta gais a quinze vezes se 0
individuo for tabagista e etilista. Outros fatotasibém podem contribuir para o CCE
de boca, como infeccdo viral e exposicao a radjagste ultimo, relacionado ao CCE
labial (COTRANEet al., 1999). Apesar da importancia dos fatores cauaaiscidéncia
da doenca entre pessoas expostas aos fatorexde riglativamente baixa e o CCE
surge apos anos de exposicdo. O CCE de boca tapdmerse desenvolver na auséncia
de fatores de risco, 0 que sugere um papel imgertinsusceptibilidade do hospedeiro
(SCULLY et al., 2000a). De acordo com os mesmos autores, orcincal surge como
conseqUéncia de multiplos eventos genéticos malexsilem varios genes, com
consequente distarbio dos mecanismos de sinalizagégulacdo do ciclo celular e/ou
perturbacdes nos mecanismos de reparo do DNA @alido de células alteradas.

Os eventos moleculares mutagénicos geram ingtafidi genética e aumentam a
propabilidade de transformagBes neoplasicas. Essesitos podem surgir em
decorréncia da acdo de agentes quimicos (carciogypeisicos (radiacao ionizante),
biolégicos (microorganismos) e também, de altemqjige surgem espontaneamente
(SCULLY et al., 2000a). Alteracdes genéticas no cancer incluartagbes puntuais,

amplificacfes, rearranjos e delecdes em proto-araEsgye genes supressores de tumor
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(TAKES et al., 1998). A consequéncia desses danos genéticaegregulacdo celular
com a ruptura da sinalizagdo, de crescimento edomecanismo de reparo a danos
celulares ou da eliminagdo de células alterada®J(E¥ et al., 2000a). Aumento da
funcdo de oncogenes, inibicdo da funcdo dos gemgessores de tumor ou seus
produtos e aumento da atividade da telomerase est@olvidos na carcinogénese

(SCULLY et al., 2000b).

2.2. O GENEWWOX

O gene WWOX comecgou a ser estudado no inicio daddéde 90, quando
DUTRILLAUX et al. (1990) relataram alteracbes citogenéticas noobtaggo do
cromossomo 16 (16q) no cancer de mama. PAN®I&l. (1992) mostraram que o
braco longo do cromossomo estava envolvido sisteaménte em translocacdes nao
balanceadas com o cromossomo 1, além de apreskpagdes freqlentes. Perda de
heterozigosidade foi observada em algumas regi@ésato longo do cromossomo 16.
TSUDA et al. (1990) especificaram uma regido em carcinomathep@®nde é comum
delecdes, situada no cromossomo 16 entre as rag@ek e 23.2. Além disso, mais de
60% dos casos de céancer hepatico com perda deotigteidade foi sugerido ser
devido a monossOomia de todo o cromossomo 16. S&ATD (1991) identificaram em
cancer de mama através de marcadores polimorfiecoBNA a regido 16g24.2, no
cromossomo 16, onde ocorriam comumente delecdes.

CHEN et al., (1996) em um estudo com carcinoma duatatitu de mama
identificaram, utilizando marcadores de regifesetidps microsatélites, perda de

heterozigosidade em mais de 70% dos casos na reégiBoaco longo do cromossomo
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16 (regido 16923.3-g24.1), expandindo uma regia@-8evib, sugerindo fortemente a
presenca de um gene supressor de tumor nessa oegioxima a ela.

BEDNAREK et al., (2000) usaram marcadores altamente polimorfie€s70
score de heterozigosidade) em linhagem de cél@lasidcer de mama, na tentativa de
identificar regides de perda de heterozigosidade mpderiam levar a descoberta do
gene associado as alteracfes da regido de intefewsen identificadas trés regides
distintas no braco longo do cromossomo 16, ondeahawducdo do score de
heterozigosidade (de0,70 para<0,17-0,21). Os achados confirmaram os resultados de
CHEN et al., (1996) sugerindo que essas regifes representeas &e perda de
heterozigosidade. Além do mais, foi observado quia® das linhagens de células com
hemizigosidade apresentavam perda completa ou dar parte do braco longo do

cromossomo 16.

Outros trabalhos que pesquisaram genes alvos gi@orecom perda de
heterozigosidade mostraram que o brago longo dmassomo 16 e, em particular a
regido 16g23.3-g24.1, estava afetada em inUmetassaueoplasias epiteliais tais como
cancer de préstata (CHEHRal., 1995; SUZUKIet al., 1996; ELOet al., 1999; Llet al.,
1999, cancer de ovario (IWABUCHé&t al., 1995; KAWAKAMI et al., 1999),
carcinoma hepatocelular (NISHID& al., 1992) e no tumor de Wilm's (SKOTNICKA-
KLONOWICZ et al., 2000). Interessantemente, em muitos desses dpasmores, a
perda de heterozigosidade especifica da regidoadm tbongo do cromossomo 16 esta
associado com um pior prognéstico e menor sobrefld® et al., 1999; Llet al.,
1999; SKOTNICKA-KLONOWICZet al., 2000).

BEDNAREK et al. (2000) foram os primeiros a identificar o gene W% Na

tentativa de identificar possiveis genes candidatasregido 16q23.3-g24.1, eles
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utilizaram sequéncias obtidas de clones de YAC € BRAgeraram novos STSs. Além
disso, cDNAs da area de interesse foram isoladoBAle e de glandula mamaria
humana, obtidas da biblioteca de cDNA. Depois dpiegciar e analisar mais de 35
cDNAs candidatos, foi identificado apenas 1 cDNA mgido de interesse que
apresentava uma estrutura do tipo exon-intron. @e gei nomeado WWOX por
apresentar um dominio WW e um Oxidoredutase. Sameémente, RIEEt al., (2000)
com o propoésito de identificar o gene situado mgéiedo sitio de fragilidade FRA16D
que poderia mediar os efeitos biologicos da inktinie do DNA associado ao
FRA16D em céancer, clonou o mesmo gene e colocowmende FOR (sitio de
fragilidade oxiredutase FRA16D). O gene identifwadl composto de nove exons e
possui um tamanho de 1.113.822 pb. A regido cadifica € muito pequena
considerando o tamanho do gene. Os introns 5 @ &nsi#o longos, com o intron 8
apresentando 779,639 bp (BEDNARE#al., 2000; RIEDet al., 2000).

Além disso, evidéncias sugeriam que a regiao sadencontra o gensWOX e,
em particular, a regido do intron 8 poderia ser @ne@ de fragilidade cromossémica,
denominada sitio de fragilidade comum FRA16D, @usa das mesmas caracteristicas
de fragilidade genémica observadas em outros beattesizados sitios de fragilidade
comum (BEDNAREKet al., 2000).

Estudos na regido 16g23.3-g24.1, baseados ene partidentificacdo de
marcadores STS de perda de heterozigosidade, previa estudados por CHEal .,
(1996) foram quase simultaneamente reportados,re@rfdo que essa é de fato a
regido onde se encontra o FRA16D (MANGELSDO&Fal., 2000; PAIGEet al.,
2000). Contudo, eles ndo conseguiram identificahoen gene em particular, mas foi

observado que vérias linhagens de células tum@eadsio, pulméo, colon e carcinoma
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gastrico) apresentavam dele¢cdes homozigéticastabilidade nessa area especifica.
KRUMMEL et al. (2000) realizaram um mapeamento fisico mais liadal da regiéo, e
demonstraram que o sitio de fragilidade comum FRA%6 encontrava nessa regiao,
apresentando um tamanho aproximado de 260 Kbadsitpossivelmente, na regido do

intron e exon 8 do genAMWOX.

2.2.1.WWOX E SITIOS DE FRAGILIDADE

Sitios de fragilidade sdo regifes nos cromossonmoe @correm fendas ou
rupturas aleatdrias que ocorrem espontaneamengé@induzidas sob tratamento de
agentes quimicos ou sob condi¢Bes de cultura dspedilguns sitios de fragilidade
estdo sendo vistos como areas de instabilidadengea@ue poderia contribuir para a
carcinogénese (SUTHERLANA al., 1998).

Sitios de fragilidade séo regides que frequenteznecdrrem troca de material
genético entre croméatides irmas, transloca¢fesassdmicas, dele¢cdes, amplificacdes
de genes e a integracdo de virus oncogénicos (PORPE®03). A maioria, sendo toda
a populacdo apresenta sitios de fragilidade cradntisa do tipo comum, ao passo que
aproximadamente 5% dos individuos apresentam sigodragilidade do tipo raro
(hereditaria). Existem aproximadamente 104 tipdereintes de sitios de fragilidade
cromossomica, sendo 24 do tipo raro e 80 do timoucwo, ocupando cerca de 100 Mb
do DNA (POPESCU, 2003). Os sitios de fragilidadela podem ser divididos de
acordo com as condi¢cfes que foram induzidos erareul® principal grupo de sitios de
fragilidade do tipo raro € o sensivel ao folatog @quclui o FRAXA, que é responsavel

pela sindrome do X fragil e o FRAXE, que esta aasloccom retardamento mental ndo
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especifico. Outro grupo de sitio de fragilidaddido raro é induzido pelo bromodeoxi-
uridina (BrdU), distamicina A ou ambas. A maioriasdsitios de fragildade do tipo
comum sdao induzidos pela afidicolina, que é umidib especifico das DNA
polimerases do tipar e do tipod (SUTHERLAND et al., 1998). Além disso, uma
minoria dos sitios de fragilidade comum também psde induzido através da
exposicao a 5-azacitidina e BrdU (LUDES-MEYER&SI., 2003)

Todos os sitios de fragilidade do tipo raro que wdo clonados (FRAXA,
FRAXF, FRA16A e FRA11B) exibem expanséao instavegepeticdes trinucleotidica
CCG e sua expressao resulta de um excessivo nlmeempias de tais repeticbes
(KNIGHT et al., 1993; NANCARROWEet al., 1994). Os sitios de fragilidade do tipo
comum, completamente ou parcialmente sequencideRs3dB, FRA7G, FRA7H e
FRA16D) ndo possuem sequéncias repetidas, comoeoomm 0s sitios de fragilidade
do tipo raro. Isto mostra que os sitios de fragdel sdo distinguidos ndo apenas pela
sua frequiéncia de expressédo dentro da populacéa sessitividade a varios agentes,
mas também pela sua estrutura molecular e o0s nsewasi que regulam a sua
expressdo. (SUTHERLANE al., 1998; INOUEet al., 1997).

Por outro lado, sitios de fragilidade do tipo comséo menos compreendidos,
apesar de serem encontrados em regides espeeificasuitos cromossomos humanos
e de estarem presentes, provavelmente, em todasdosduos. Eles podem ser
induzidos por uma variedade de substancias adat&sna cultura de tecidos, porém,
existem dificuldades em estudar os sitios de fdegle do tipo comum, uma vez que
eles sdo apenas, usualmente, encontrados em uxaa(ilvenos que 5%) proporcdo em
culturas preparadas para observacao de sitioagéidade durante a metafase celular.

Estudos de sitios de fragilidade do tipo comum,meesm condi¢cdes similares para
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induzi-los, ndo conseguem reproduzir 0 mesmo cémjule sitios de fragilidade.
Existem, contudo, um pequeno numero de sitios agiliftade do tipo comum que
podem ser reproduzidos, que inclui o FRA3B e FRA1§I® s&o, respectivamente, 0s
dois sitios de fragilidade mais comuns (SUTHERLAMEQI., 1998).

Regides que apresentam sitios de fragilidade crebnasa possuem a tendéncia
de se duplicarem tardiamente durante o ciclo aelfdanecendo um longo alvo para
rupturas e recombinagfes. (RICHARDS, 2001). A ¢araacado da replicacdo do sitio
de fragilidade comum FRA3B indicou que a duplicaghiocompleta do DNA se
manifesta na fase G2 como fendas ou rupturas duemietafase (LE BEAl al.,
1998). A aplicacdo de hibridizac@ositu fluorescente (FISH) na interfase nuclear tem
revelado um padrdo descoordenado da replicacdo R/, acentuado com a
exposicao de afidicolina (apc). A afidicolina aut@ea diferenca existente no tempo de
replicacdo entre o FRA7H e outras regides genénmdasrelacionadas com sitios de
fragilidade, acentuando o impacto do retardamerdo replicacdo nos sitios de
fragilidade sensiveis a afidicolina (HELLMANt al., 2000). A organizacdo da
cromatina e conformacdo do DNA sdo também impatadeterminantes da ruptura e
recombinacao nos sitios de fragilidade (ARNHEIMOQR

Um mecanismo potencial dos sitios de fragilidadec@mcer foi sugerido por
YUNIS & SORENG (1984). As regides cromossdmicasheaidas como sitios de
fragilidade tém sido associadas com cancer. FRA8&re dentro de uma regiao
deletada em multiplos canceres, incluindo trangidesa balanceadas que afetam esses
l6cus em céancer renal familial t(3:8) (p14.2;92@).gene que expande a regido do
FRA3B foi clonado e nomeadeHIT (Fragile Histidine Triad protein) (OHTAt al.,

1996). FRAGE ocorre dentro de uma regidao frequestdenafetada em canceres de



34
ovario e gastrico e, FRA7H demonstra freqliientegperd canceres de prostata, mama e
pancreas (SMITH al., 1998).

Foi hipotetizado que os sitios de fragilidade mpdém o cromossomo a quebra
e sdo regides altamente recombinantes que geramanjes na sequéncia e, iSSo
constitui a base de alteracfes encontradas nesgi@i®s em varios tipos de cancer.
(SMITH et al., 1998). O principal ponto dessa hipbtese seria w@is regides de
fragilidade poderiam afetar a funcéo dos genesditsi nessas regidées do cromossomo
e como consequéncia, alteracdo ou inativacdo de ¢ganes, importantes no
desenvolvimento e progressao do cancer (LUDES-MEYERal., 2004).

O fato de que os sitios de fragilidade comumoestdiacionados com genes
funcionais foi primeiro demonstrado pela clonageo ggéneFHIT, que expande a
regido FRA3B (OHTAet al., 1996). Desde entdo o geW®WOX que expande a regiao
FRA16D, e o gen®arkin, que expande a regido FRAGE, (WANGal., 2004) foram
clonados e caracterizados. Todos eles mostram tedsiicas semelhantes como
ocupam grandes areas gendmicas, sao afetados @aslotacdes e delecdes
homozigoticas, em particular, afetando regidesoéimtas que levam a perda da
expressdo da proteina em tumores e linhagens e=wda cancer. Em muitos casos de
dele¢cBes hemizigodticas, pontos de mutaces nderns@mtrados no alelo remanescente.
Portanto, os trés conhecidos genes que expandedesede fragilidade comum estéao
desregulados em multiplos tipos de cancer, o ggersa envolvimento no processo de

carcinogénese (LUDES-MEYER&,al., 2004).
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2.2.2.WWOX: CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS

O geneWWOX apresenta um mRNA de comprimento total de 2264 ema
abertura de fragmento de leitura de 1245pb. O §&WOX codifica uma proteina de
414 aminoacidos que apresenta duas porc¢des dsséimaua estrutura. A porcdo amino
terminal de 88 aminoacidos mostra uma sequiénamailite conservada para a familia
de proteinas com o dominio WW e a porcao carbarnitel, de 326 aminoéacidos,
homologa as superfamilias de proteinas com cadaita aesidrogenase/redutase
(SDR). Portanto, o gene foi nomeado WWOX por apr@seum dominio WW e um
Oxidoredutase (BEDNAREI&t al., 2000).

O WWOX € uma proteina de 414 aminoacidos queéocorttois dominios WW
na extremidade N-terminal e uma regido de alta hogireocom a familia de enzimas de
curta cadeia desidrogenase/redutase (SDR). Os o@mWW sdo conhecidos por
estarem envolvidos em interagbes com proteinas. ilosn ricos em prolina séo
frequentemente alvo de interacdes entre protepnagavelmente devido a propriedades
estruturais destas regides. Dominios que reconheegides ricas em prolina incluem
SH3, EVH1 e WW (LUDES-MEYERSt al., 2003). Os dominios WW altamente
compactados (de 35 a 45 aa de comprimento) saotearados pela presenca de um
par de residuos de triptofano, com uma distanciaOda 22 aa entre eles e apresentam
um mecanismo importante na estrutura e funcao ddrdo WW. O primeiro dominio
WW (aminoéacidos 18 a 47), na proteina WWOX, apriesearacteristicas tipicas dos
dominios WW, com dois residuos altamente consesvdddriptofano e um residuo de

prolina. O segundo dominio WW (aminoacidos 59 a &i@esenta uma troca de um
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residuo de triptofano por uma prolina (BEDNAREKal., 2000). Dominios WW sé&o
conhecidos por interagirem com sequéncias ricagretima de outras proteinas.

Existem basicamente quatro grupos de dominios \W@is principais € mais
comuns, Grupo | e Il e dois menos comuns, Grupbg IV. O Grupo | se liga a
proteinas que apresentam uma sequéncia de consémswa Pro-Pro-X-Tyr (PPXY),
contendo regides ricas em prolina que constitugantes especificos para esse grupo.
O Grupo Il de proteinas com dominio WW contém prate que se ligam a regides de
consenso Pro-Pro-Leu-Pro (PPLB).Grupo Il contém dominios WW que se ligam a
sequéncias poliprolinas flanqueadas por Argininhistna e o Grupo IV, que sao
dominios WW com preferéncia a ligantes contenddié&ecjas fosforiladas Ser-Pro ou
Thr-Pro (SUDOL & HUNTER, 2000).

A proteina WWOX apresenta uma porgdo central tie ladmologia com as
proteinas da familia de enzimas SDR. A familiagtateinas SDR (ADH) é constituida
por mais de 2000 tipos de proteinas e apresentamprouoentos que variam de 250 a
300 aminoacidos. Sao tipicamente enzimas que nleato diferentes alcoois,
acucares, cetoacilas, retindides, esteroides esohidroxi ou ceto substratos. Embora a
similaridade das enzimas do grupo SDR seja bas@lamdo de 15 a 30%, pequenas
regides sdo altamente conservadas, como um sifigadgio ao substrato, YXXXK e
um sitio de ligagdo a uma coenzima GXXXGXG (BEDNARE& al., 2000; CHANG
et al., 2003). Baseado na alta expressao da proteina XWgviOtecidos hormonalmente
regulados (testiculo, prostata e ovario) e sua&uga de aminoacidos homoéloga a
oxidoredutases especificas, foi postulado que o WXWe€staria envolvido no
metabolismo de hormoénios esteroides (BEDNARIEH!., 2000). Os dominios WW da

proteina WWOX pertencem ao Grupo | de dominios WM& lggam-se especificamente
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a peptideos que contem a regido de consenso PPMIHEE-MEYERSet al., 2004).
Diversas proteinas tém sido identificadas intedminom a proteina WWOX como:
SIMPLE/PIG&, proteina ativadora do clone 120 NF-K¥--KB AP), homdlogo (rato)
do gene supressor de tumor p53 (CHABGI., 2001), p73 (AQEILANet al., 2004a),
E2F-1 (ISHIl et al., 2004) e AP-2 (AQEILAN et al.,2004b). Essas proteinas estédo
envolvidas na regulacéo transcricional direta (camw/3 e AP-f) ou indiretamente
(como o SIMPLE/PIG7, NF-KB AP). Ambas as proteiSdSIPLE/PIG7 e NFKB AP
foram identificadas como ativadoras do fator dedcacédo NF-KB (MATSUDAet al.,
2003) conhecido por induzir apoptose. AQEILA&Nal., 2004(a) estudando a interacéo
entre a proteina WWOX e p73 mostraram que a pad@WOX sequestrava a p73 do
nucleo para o citoplasma reduzindo a sua atividieaescricional, mas por outro lado,
aumentando a capacidade da proteina WWOX em indpoiptose. AQEILAN et al.
(2004b), demonstraram a inibicdo da atividade o@cmg do fator de transcricdo AR-2
por meio da proteina WWOX. Esta proteina sequesfedor de transcricdo APy2lo
ndcleo para o citoplasma, suprimindo a atividageotigénica do fator de transcricao
AP-2y.

Trabalhos realizados em ratos por CHAMG al. (2001) demonstraram a
interacdo entre a proteina p53 e o dominio WW dadepra WOX1 (ortdlogo da
proteina WWOX de humanos). Segundo os autoresptaipa WOX1 induz apoptose
guando super-expressada. Além disso, a proteina W@¥a a um aumento na
expressédo da proteina p53 e esta por sua vez, tmenpacidade da proteina WOX1
em induzir apoptose. Os autores demonstraram a@judaa proteina WOX1 consegue
induzir apoptose sem a presenca da p53, porémnestassita da proteina WOX1 para

levar a célula a apoptose. CHANgG al., (2003) demonstraram que a fosforilacdo da
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proteina WOX1 € essencial para a ativagdo funcidagdroteina para induzir apoptose.
Um residuo de tirosina (aminoacido 33) situado mmegiro dominio WW corresponde
a um sitio de fosforilagdo essencial na interagdd/dlVOX com outras proteinas. Além
disso, os autores sugerem uma interacdo fisica antirosina 33 e regifes ricas em
prolina na proteina p53. Contudo, a interacao aliesttre p53 e WOX1 é controversa,
visto que a p53 ndo apresenta uma regido de canB#nsY| e esta interacado néo foi
observada no trabalho de AQEILAdtal. (2004a) em linhagens de células humanas.

Como mencionado recentemente, os dominios WWraolkgipa WWOX estéo
envolvidos na interagdo entre proteinas que oconemitoplasma. A localizagdo da
proteina WWOX no complexo de Golgi foi, primeirarteendemonstrada através da
transfeccdo da proteina completa WWOX fusiada coproteina GFP, seguida de
visualizacdo por microscopia confocal (BEDNARE& al., 2001). As células
espressavam o complexo WWOX-GFP com uma fluoreszéwnerde, claramente
perinuclear que foi colocalizada com um marcadqreeifico para o complexo de
Golgi, mas ndo com outros marcadores especificoa patras organelas como a
mitocondria (Mitotracker). Contudo, CHANG& al. (2001) reportaram que a proteina
WWOX encontrava-se, principalmente, na mitocondridentificou uma sequéncia de
65 amino&cidos como a regido de sinalizagdo mitdréain Além disso, um sitio de
sinalizacdo nuclear NLS (GKRKRV) na proteina WOX1l éncontrado no dominio
WW. Assim, devido a estas discrepancias a locazala proteina WWOX néo foi

ainda determinada.
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2.2.3.WWOX E GENE SUPRESSOR DE TUMOR

O geneWWOX possui as mesmas caracteristicas apresentadasitpas genes
supressores de tumor que expandem a regido desaitios de fragilidade do tipo
comum. FHIT é um gene supressor de tumor que expande a regiasitio de
fragilidade comum mais expresso, FRA3B. O gamVOX apresenta algumas
similaridades com o geneHIT, por exemplo: ambos genes apresentam um tamanho
superior a 1 Mb e estéo relacionados com sitidsagdidade; ambos genes apresentam
frequente perda alélica em varios canceres humanusys se encontram associados a
regides de frequente delecdo homozigética em nusdtipanceres (CROCEt al.,
1999). Apesar disso houve certa cautela em ideatiio geneMAMOX como um gene

supressor de tumor, chamando-o de um gene candicafaressor de tumor.

BEDNAREK et al., (2000), investigando linhagens de células de céadee
mama, algumas hemizigoticas para o WWOX, ndo erex@mh nenhuma mutagcdo na
area codificadora do gendWOX. Além disso, foi observado niveis variaveis de
expressdo deste gene nas linhagens de célulasnder ade mama detectados via
Northern blot e RT-PCR. Algumas linhagens de célutomo a MCF7 (cancer de
mama) apresentaram uma super-expressao do gene WWADXlinhagem apresenta
uma alta dependéncia ao estradiol para o cresameéuatio isso levou a especulagéo de
gue o gendWVOX estivesse relacionado a regulacdo da interacéedesdtestrogeneo.
Contudo, PAIGEet al., 2001 estudando carcinomas e linhagens celularefrdzr de
ovario e coloretal detectaram perda homozigéticaneama regidao (16g23.3-24.1), e
mais importante, algumas afetando areas codifiead(@xons 4, 5, 6, 7 e 8) do gene

WWOX. Tais delecdes gendmicas afetavam porcdes enzandta proteina WWOX.
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BEDNAREK et al. (2001) foram os primeiros a demonstrar que o §#WeOX
apresentava um comportamento de gene supressarnue. tPara determinar se o
aumento da expressao do g&Wa/OX poderia alterar o fendtipo de linhagens de células
expressando baixos niveis de mRNA de WWOX, foi asadrovirus recombinantes
portadores de DNA clonado (cDNA) do geWs\OX e transfectados nas linhagens de
células de cancer de mama MDA-MB-435 e T47D e asglalio seu crescimenio
vitro, em agar. Foi encontrado que o aumento da expreksadnRNA doWWOX
fortemente inibiu a habilidade de crescimento desdinhagens de células. Em sintese,
células de cancer de mama expressando ectopicaMAM®X formaram poucas e
menores colonias de células do que as célulasotermjue foram transfectadas apenas
com o vetor. Como 0 crescimento em ‘soft agar ndecessariamente, reflete a
habilidade da célula em desenvolver tumor, célMBN-MB-435 foram transfectadas
com WWOX e outras ndo (controle), e inoculadas na gordatearhamaria de
camundongos para comparar a capacidade dos dgiesgam originar o tumor. Foi
observado que todos os animais (10/10) controlesn¥®lveram o carcinoma de mama,
palpaveis 7 (sete) dias ap0s a inoculagdo, comt@wi grupo cujas células foram
transfectados com o cDNA do WWOX. Apenas 7 dos dilhais desenvolveram o
tumor, sendo o primeiro palpavel apenas nd d@8. Os tumores foram dissecados e
todos de cada grupo foram pesados juntamente. iAc@ar de peso dos tumores foi de
821+295 mg do grupo controle e 52 mg para o grupo experimental. Tal diferenca
(p=0,00001) reforca a conclusdo de que o g&Né¥OX tem comportamento de gene

supressor de tumor.
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2.2.4WWOX E CANCER

Um dos mecanismos de desregulacdo da expressaersoWWOX ocorre
através da producéo de transcritos alternativosilBIA com delecao total ou parcial
do dominio SDR. Diversos transcritos alternativoggdneVWMOX tém sido detectados
em cancer. Em diversos tecidos normais, somentangdrito completo mRNA (wild-
type) € expresso e codifica a proteina contendfbognios WW e o SDR. Em tumores
malignos, pode ser encontrado o transcrito normalaeos tipos de transcritos
alternativos. Como os transcritos alternativos egaressos somente em cancer, eles

foram denominados transcritos aberrantes (BEDNAREA, 2001).

BEDNAREK et al., (2001) detectaram a ocorréncia de transcritosrafeis
com delecdo dos exons 5 a 8 em linhagens de célelaseloma multiplo e dos exons
6-8 em linhagens de células de adenocarcinomalde eale estbmago e carcinoma de
mama. Além disso, usando primers especificos pamva juncdo dos exons 5 e 9, em
decorréncia da perda dos exons 6-8, foi determimagoaproximadamente 33% dos
carcinomas primarios de mama apresentavam a foberaaate do mRNA d&¥WVOX
com auséncia dos exons 6-8. E interessante queansctitos aberrantes foram
produzidos por células que ndo apresentavam deleg@edmicas de exons do gene
WWOX. Portanto, as formas aberrantes de transcricéerigoa ser formadas por splices
alternativos do mRNA ou dele¢édo de um alelo do gaNeéOX em cancer. Outros
autores encontraram novos transcritos aberrantes lienagens de células de
adenocarcinoma gastrico, carcinoma de mama e deopa&m de tumores de ovario
(carcinoma de ovario). Essas linhagens de célutaseres exibiram perda parcial do

exon 9, perda parcial do exon 9 com insercdo déeotideos adjacente ao exon 9, e
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perda parcial do exon 6 e total dos exons 7, 8(RIED et al., 2000; PAIGEet al.,
2001; DRIOUCHEet al., 2002). Em nenhum desses trabalhos, os transeati@santes
foram encontrados em tecido normal (RIEDal., 2000; BEDNAREKet al., 2001,

DRIOUCH et al., 2002).

AQEILAN, et al. (2004c) estudando carcinoma gastrico demonstraram
alteracdes na transcricdo do gene WWOX, com 12% tdosres apresentando
transcrito com perda dos exons 6, 7 e 8 e um casoauséncia dos exons 7 e 8. Além
disso, 23% dos casos apresentaram auséncia decrigaos do gene WWOX.
Recentemente, um novo transcrito aberrante emdersade células de carcinoma
hepatocelular foi descrito com a delecdo dos ex®ng e 8 e insercdo de 96

nucleotideos entre os exons 5 e 9 (PARHK., 2004).

KUROKI et al. (2002), analisando 36 casos de carcinoma deaséddcamosas
de esoOfago encontraram uma prevaléncia de 39% dogenpes com perda de
heterozigosidade. Alteragdo no processo de tragd&cridlo mMRNA também foi
detectado, com dois casos apresentando perda dos €&x 7 e 8 e 0 outro, com
auséncia de transcricdo. No tumor onde foi encdat@uséncia de transcrigdo, foi
observado além da perda uma mutacao do tipo miesseasddon 291 (exon 8), com a

troca de um residuo de leucina por uma prolina.

YENDAMURI et al. (2003) caracterizaram alteracdbes no gene WWOX em
cancer de pulméo. Estudando uma amostra de 27 égmaor linhagens de células, eles
demonstraram a presenca de transcritos aberramtésteamores e em 2 linhagens de
células. Além disso, 37% dos tumores apresentawadape heterozigosidade (36,4%
dos carcinoma de células escamosas e 30% dos adenomas). Nenhum dos

tumores ou linhagens de células estudadas apremantautacdo do gene WWOX.
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Frequentemente o silenciamento da expressao dgeum supressor de tumor
ocorre como resultado da metilacdo de residuositdsima CpG dentro da area
promotora do gene. BEDNARE# al. (2000) estudaram o efeito da metilagcdo em uma
linhagem de célula altamente tumoral de cancer dnan MDA-MB-435, que
apresentava baixos niveis de expresssao doWe@X. Além disso, essa linhagem de
célula apresenta-se hemizigética para o g8WOX. Foi demonstrado que a auséncia
da expressao do gem@WOX nao estava relacionada com o fendmeno da metjlacédo
uma vez que a expressao deste gene nao foi auraaapéd o tratamento com 5- aza-
2’-deoxicitidina, um inibidor de metilagdo CpG. Neimn sinal de metilacdo nas ilhas
CpG na regido promotora e no primeiro exon do geheOX, foi encontrado através
de sequenciamento bissulfito do DNA em varias ly@ms de células de cancer de
mama. PARKet al. (2004) demonstraram perda da expressdo do gen®Xv&vh 60%
das linhagens de células de carcinoma hepatocehnatisadas. Novamente, a
expressdo do gen®WOX ndo pdde ser restaurada nessas células através da
desmetilacdo e acetilacdo de histona. Por outro, &JROKI, et al. (2004)
encontraram ilhas de CpG metiladas na regido pana@m 2 das 4 linhagens celulares
de cancer de pancreas e 2 de 7 pacientes com cinpancreas. Metilagdo da regiao
promotora e desacetilacdo de histona também foratarmdinados como um dos
mecanismos de baixa expressdo do ¢¥MOX em neoplasias hematopoiéticas (ISHII

et al., 2003).

Expresséo da proteina tem sido analisadavpestern blot usando anticorpos
especificos que reconhecem os dominios WW que eéeer/ados em todos o0s
transcritos aberrantes do mRNA. Uma proteina de kB@& foi evidenciada e

correlacionada aos resultados obtidos com Nortberne RT-PCR em linhagens de
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cancer de mama (LUDES-MEYERSal., 2003). Células com altos niveis de expressao
de mRNA (como MCF-7, linhagem de célula para cadeemama) tinham altos niveis
de expressao da proteina WWOX com 46 kDa, enquiamtagens de células que
apresentavam baixos niveis de expressdao de mRNAVAOX (MDA-MB-435)
apresentavam niveis de expressao indetectaveisotieira de 46 kDa do WWOX.
Além disso, a expressdo da proteina parece estarsamente correlacionada com a
agressividade e a capacidade tumorigémodvo das linhagens de células. Kuraki
al. (2004) demonstraram a auséncia da expressdoateinar WWOX, através do
Western Blot, em uma linhagem de célula de céneepahcreas e uma acentuada
diminuicdo da expressao da proteina em outra$h8dens estudadas. Do mesmo modo,
PARK et al. (2004) mostraram uma reducdo da expressao damotvVWOX em 73%

das linhagens de células de carcinoma hepatocelular

Expressdo da proteina WWOX tem sido examinadauera variedade de
tecidos normais e tumorais usando imunoistoquinidozersos estudos tém encontrado
gue a expressao da proteina WWOX esta associadamadtiplos tipos de céancer,
como o de mama e ovario (LUDES-MEYERS® al., 2003; NUNEZ et al.,
comunicacao pessoal). A expressdo da proteina W\eDd¢duzida em 54,6% e 60%
dos tumores de mama, através da imunoistoquimith ER et al., 2004; NUNEZet
al., 2005). Em ambos os estudos, foi encontrado querda da expressao do WWOX
foi, significativamente, mais freqliente em tumomsgativos para receptor de
estrogeno, e para perda de estrégeno e progesi@ohiR et al., 2004; NUNEZ et
al., 2005). Esses dados indicam que tumores negatian@s @ receptor de estrogeno
podem representar uma subclasse de tumores, opeela da expressdo do WWOX

pode estar relacionada ao processo de carcinogémdeen disso, 65% dos
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adenocarcinomas gastricos foram negativos paraessgo da proteina WWOX
(AQEILAN et al., 2004a). Reducgédo dos niveis de WWOX foi correlzaita com o tipo
histolégico e metastase cervical (AQEILAM al., 2004a; GULER,et al., 2004).
NUNEZ et al. (comunicacédo pessoal) observaram que 30% dosaaras de ovario
tinham reducdo da proteina WWOX e a sua reducaooioelacionada com o estagio
avancado da doenca, e com os subtipos mucinosocgldias claras que sdo mais
resistentes a quimioterapia. Mais importante, un@retacdo estatisticamente
significantiva foi observada entre a perda da egq@e da proteina WWOX e pior

resultado do tratamento dos pacientes.
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral

- Realizar aanalise molecular do gene WWOX no carcinoma ddagkscamosas da

cavidade bucal.

Objetivos Especificos

- Investigar a presenca de transcritos aberramt@sRNA;
- Investigar a presenca de mutac¢des na regidocadivira do gen@AMWOX;
- Investigar se transcritos aberrantes séo tradaad proteinas;

- Investigar a expresséo da proteina WWOX no CChoda.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 - DESENHO DO ESTUDO

Para realizar a analise molecular do gene WWOKXG@GE de boca, foi realizado
um estudo do tipo transversal experimental. Osviddos incluidos no grupo caso
apresentavam diagnéstico clinico e histopatolédeaarcinoma de células escamosas
de boca. Inicialmente, apds assinarem o termo deectimento livre e esclarecido
(ANEXO A), os individuos responderam a uma fichimich (ANEXO B) contendo
dados pessoais (endereco, sexo, raca e idadey deldtivos aos habitos de tabagismo
e etilismo (tipo, frequiéncia e duracdo do habitojaelos relativos a doenca como
localizac&o da leséo, estadiamento clinico (TNK&tamento instituido, data e local da
coleta. Em seguida, 5 ml de sangue venoso e uiméatyp do tumor removido durante
o tratamento foram coletados de cada individuo.

Fragmentos de mucosa normal foram obtidos dugaoisedimentos cirdrgicos,
como bidpsias de lesdes nao neoplasicas ou cisupgiaprotéticas. Os individuos deste
grupo foram submetidos aos mesmos procedimentasafere éticos do grupo caso.
Para analise imunoistoquimica, amostras de muamsaah foram obtidas dos arquivos
do laboratério de anatomia patologica da Faculdi®©dontologia da Universidade

Federal de Minas Gerais.
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4.2 - FONTE E CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE — GRUPO CA SO

O grupo caso foi constituido por individuos com gdiastico clinico e
histopatoldgico de carcinoma de células escamosasoda. A selecdo e coleta dos
participantes foi realizada no Bloco Cirargico dosidital Luxemburgo.

Critérios para incluséo do individuo na pesquisa:

A) Diagnastico clinico e histopatolégico de CCE;

B) Individuo com CCE de boca primario;

C) Individuo ainda ndo submetido a qualquer tipotrdtamento ou submetido a
remocao ciruargica do tumor.

Critérios para exclusédo do individuo desta pesquisa

A) Individuo que ndo concordou em participar do estudo

B) Individuo muito debilitado emocionalmente petenca;

C) Individuo submetido a radioterapia.

D) Individuos que apresentavam CCE de labio ent&onda sua etiologia e

comportamento que difere do CCE de outras regid@esddade bucal,
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4.3 - FONTE E CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE — GRUPOS C ONTROLE

4.3.1 - GRUPO CONTROLE PARA ANALISE DE RT-PCR E WESTERN-

BLOT.

O grupo controle obtido para analise de RT-PCResté/n-blot foi coletado
nas Clinicas de Semiologia e de Cirurgia da Fadeldie Odontologia da Universidade
Federal de Minas Gerais e incluidos no estudo delacom 0s seguintes critérios:

Critérios para a inclusédo do individuo na pesquisa
A) Mucosa bucal saudavel;

B) Individuos submetidos a procedimentos cirargicascavidade bucal (remocéo
de lesdes ndo neoplasicas e cirurgias pré-pragtica

Critérios para a exclusao do individuo na pesquisa
A) Individuos apresentado lesdes malignas ou diggaé na cavidade bucal,

B) Individuos que ndo concordaram em participatraloalho;

4.3.2 - GRUPO CONTROLE PARA ANALISE IMUNOISTOQUIMIC A.

Foram revisadas laminas coradas em HE para seteg®0 casos de mucosa
normal, selecionados dos arquivos do laboratériardgomia patoldgica da Faculdade
de Odontologia da Universidade Federal de Minasai&errodos os fragmentos
selecionados ndo apresentavam nenhuma alterac@oldgma e indicativo de lesédo e

que tinham uma quantidade de material suficienta @aealizacdo do presente estudo.
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4.4 — AMOSTRA

Foram coletados para o presente estudo 25 caso€Bele boca e 10 controles
para RT-PCR e Western-blot durante o periodo dstagte 2003 a junho de 2004. Dos
25 casos de CCE, 5 tiveram que ser excluidos desidaroblemas técnicos de
processamento das lesdes. O sangue coletado dasntpacfoi imediatamente
congelado a -8@. Os fragmentos do tumor obtido do grupo de casda mucosa
normal do grupo controle foram divididos e uma @amblocada no reagente Trizol
(Invitrogen Life Technologies, Inc., Carsbad, CASA) e congelada a -20 e a outra
embebida em Tissue Tek e congelada &C8®&leém disso, uma parte do tumor foi
armazenada em formol 10% tamponado, processadbebato em parafina.

Os dados clinicos relativos dos casos de CCE ada, bcomo sexo, idade,

localizag&o anatdomica e TNM estéo relacionadasuad(® 1.



QUADRO 1 - Dados clinicos relativos a sexo, idattealizacdo anatdomica e

estadiamento clinico (TNM) dos 20 casos de CCEode kstudados.

Caso | Geénero| Idade | Localizagdo | TNM
CA2 F 41 Lingua T3NOMO
CA3 M 59 Assoalho de boca T4ANOMO
CA4 M 42 Assoalho de boca TINOMO
CA5 M 55 Trigono retromolar TAN1IMO
CA7 M 37 Assoalho de boca T4NOMO
CA8 M 49 Lingua T2NOMO
CA9 M 59 Lingua T2NOMO
CA10 M 74 Gengiva T4NOMO
CA1l F 50 Assoalho de boca T2NOMO
CA12 M 79 Lingua T3NOMO
CA13 M 73 Trigono retromolar T2NOMO
CAl14 M 72 Gengiva T4N3MO
CA16 M 53 Assoalho de boca T4N2MO
CA17 M 61 Assoalhode boca T2NOMO
CA18 M 68 Trigono retromolar T3NOMO
CA19 F 57 Assoalho de boca T2NOMO
CA20 M 57 Assoalho de boca T2NOMO
CA21 F 72 Gengiva T2N2MO
CA22 M 73 Gengiva T4NOMO
CA24 M 63 Lingua T2NOMO
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Os tumores foram estagiados de acordo a clasgificalM: T- tamanho do tumor, N — metastase nos
linfonodos regionais e M — metastase a distanciRHENE, 2002). Género: F — Feminino; M —

Masculino.

4.5 - EXTRACAO DE RNA

Amostras de CCE de boca e de mucosa normal dosnpesido grupo controle,
armazenados em 5Q0 de Trizol, foram submetidas a extracdo de RNAe€do foi

macerado com um Tissue Grinder (Kontes, Vineland), Mo proprio Trizol e a
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extracao, realizada segundo o protocolo recomenplddabricante do reagente Trizol
(Invitrogen Life Technologies, Inc., Carsbad, CAA) como descrito abaixo.

Foi adicionada as amostras, 100de Cloroférmio (Merk, GE). A mistura foi
entdo agitada em vértex por alguns segundos, ideupar 3 minutos a temperatura
ambiente (TA) e posteriormente, centrifugada pomiftutos a 12.000 x g £@ para a
separacao das fases: uma vermelha (fase orgamiogjosta pelo fenol-cloroformio,
uma interfase e uma fase aquosa incolor (sobretggda® RNA permanece
exclusivamente na fase aquosa. A fase aquosa féb eemovida cuidadosamente e
transferida para outro tubo. A fase organica fonamenada para posteriormente ser
submetida a extracdo de DNA. Para precipitar o RidAtido na fase aquosa, foi
adicionado 25Qul de alcool isopropilico (Merk, GE). A mistura foomogeinizada e
incubada por 15 minutos a TA. Apds, foi centrifuggubr 15 minutos a 12.000 x g a
4°C. O RNA foi precipitado e frequentemente visivelfando do tubo. O sobrenadante
foi entdo descartado e o RNA lavado com a adi¢cab0faul de alcool etilico a 75%
(Merk, GE). A mistura foi entdo centrifugada pominutos a 7.500 x g a°@. O
sobrenadante foi removido e o0 RNA deixado secar JIominutos a TA. Apos a
secagem, o RNA foi ressuspendido enpl2fe agua DEPC e congelado a*B0As

solugdes utilizadas para a extracdo de RNA estsarithes no ANEXO C.

4.6 - EXTRACAO DE DNA

O DNA genbmico foi extraido a partir da fase organbbtida na extracdo de

RNA e do sangue periférico dos pacientes com CCBoda, adaptando-se os métodos

descritos por BOOMt al. (1990) e JEANPIERRE (1987).
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O DNA da amostra de tumor foi precipitado a pattirfase organica obtida na
extracdo de RNA utilizando-se J#0de etanol absoluto (Merk, GE) de acordo com o
protocolo sugerido pelo fabricante do reagenteolrjinvitrogen Life Technologies,
Inc., Carsbad, CA, USA). A mistura foi homogeiniagabr inversdo e incubada por 3
minutos a TA. O DNA foi sedimentado por centrifugagor 5 minutos a 2.000 x g a
4°C. Na precipitacao, os restos de tecidos tambéamf@recipitados comprometendo a
qualidade do DNA extraido. Para contornar essagiim o precipitado foi submetido ao
protocolo de extracdo segundo BO@Mil. (1990) para a purificagcdo do DNA.

Para extracdo de DNA a partir de sangue perifdocdeita, inicialmente, a
separacao dos leucécitos, de acordo com o protdesicrito por JEANPIERRE (1987).
O método consistiu na diluicdo do sangue total elicd8o hipotonica para hemolise e
centrifugacdo por 15 minutos a 1.300 x g. O soldaniz foi descartado e o pellet
obtido, lavado com a mesma solucéo, até obter-sesadimento claro. O pellet foi
ressuspenso em 5@l0da propria solucdo de hemodlise e submetido acegsm de
extracdo de DNA propriamente dita, segundo BO&K. (1990).

Seguindo-se o método de extracdo de BO@M. (1990), o pellet de células
obtido do sangue e o DNA precipitado da fase oogafiram adicionados a 9¢Q0 de
tampao de lise L6 e a 40 de suspensao de silica. A mistura foi agitadavertex por
alguns segundos, incubada em banho de areidG @ 10 minutos e posteriormente
centrifugada em microcentrifuga por 1 minuto a @2.x g. Apés o descarte do
sobrenadante, o pellet de silica foi lavado 2 veza® tampao de lavagem L2,
repetindo-se a centrifugacao entre cada lavagemna®duas lavagens sucessivas foram
realizadas com etanol a 70% (Merk, GE) e um ultoum acetona (Merk, GE). O

sobrenadante foi descartado e a silica seca°@ poér 5 minutos. Posteriormente
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adicionou-se 10Qul de tampéo TE, agitou-se em vortex e incubou-56 & por 18
horas. Finalmente, a mistura foi centrifugada pomi2utos e o sobrenadante contendo o
DNA transferido para outro tubo. As solucdes wdilias para extracdo de DNA estao

descritas no ANEXO D.

4.7 - QUANTIFICACAO DE DNA E RNA

Amostras de DNA e RNA foram submetidas a quantifica através da
espectrofotometria. O principio da espectrofotoimetr a leitura de cromoforos
encontrados nas moléculas biologicamente ativassga aqueles derivados da ligagcédo
11 (duplas ligagbes) em sistemas ressonantes. Psa d&so, moléculas como o DNA e
0 RNA - cujo principal cromoforo sdo as bases ad@ma— e as proteinas — cujo
principal cromoforo sdo os aminoacidos aromatic@sligacao peptidica — absorvem
luz na regido do espectro correspondente ao wtedsi

O espectrofotdmetro foi ligado 30 minutos antessdeiniciar a leitura para
estabilizacdo da luz ultravioleta utilizada parauantificacdo. As amostras foram
diluidas em agua e colocadas em uma cubeta del d&stl ml. A cubeta foi colocada
entdo no aparelho, previamente zerado em relagiis@bancia da cubeta e da agua
(branco), e obtidas as leituras de absorbanciaastigpos de comprimento de onda:
260 nm, comprimento de onda 6timo para leitura NARNA e, no comprimento de
onda de 280 nm (6timo para leitura de proteinas).lekuras foram realizadas em
duplicata e uma média foi obtida em relagdo as thitasas. A concentracdo de RNA e

DNA foi calculada da seguinte forma:
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[RNA(pg/mL)] = A X Ageo X diluicdo, onde a A € uma constante de cada
substéancia e é definida como a capacidade intdndeanaterial analisado de absolver
luz em um determinado comprimento de onda. No dasRNA o valor desta constante
€ 40. Ao € a leitura da absorbancia da amostra no comptantnonda de 260 nm.
Diluicdo corresponde a quantas vezes a amostdildidila para ser feita a leitura.

[dsDNA(ug/mL)] = B x Ageo X diluicdo, onde a B é uma constante de cada
substéancia e é definida como a capacidade intangeanaterial analisado de absolver
luz em um determinado comprimento de onda. No dasisDNA (DNA de fita dupla)

o valor desta constante é 5Q4#€ a leitura da absorbancia da amostra no comptamen
de onda de 260 nm. Diluicdo corresponde a quamizssva amostra foi diluida para ser

feita a leitura.

4.7.1 - AVALIACAO DA PUREZA DO RNA/DNA EXTRAIDO

A pureza das amostras foi obtida determinando acédel entre os valores de
absorbancia nos comprimentos de onda 26g)Acorrespondente aos acidos nucléicos

(DNA e RNA), e 280 (Asgg), correspondente as proteinas.

Relacdo 6tima entre 8y Azso:
para RNA -1,9a2,0;
para DNA-1,8a1,9.
Valores abaixos da relacdo oOtima significam quemaséra possui uma quantidade

maior de proteina, que podem interferir na utiftagessas amostras.
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4.8 - TRANSCRICAO REVERSA E RT-PCR.

4.8.1 - TRATAMENTO DO RNA COM DNASE.

O RNA foi tratado com Deoxyribonuclease |, Amplion Grade (Invitrogen
Life Technologies, Inc., Carsbad, CA, USA) paranatiar possivel contaminagcdo com o
DNA gendmico.
Apo6s a quantificacédo, 118y de RNA extraido foi tratado com DNase, de acaao o
manual do fabricante. O volume de RNA corresporedant,Oug foi adicionado a 1,0
ul de tampao 10x (DNase | Reaction Buffer), fil@le DNase e completado com agua
DEPC para um volume final de 1. A mistura ficou incubada por 10 minutos a TA.
Para inativar a DNase, 1,0 de EDTA (25mM) foi adicionado e a mistura, incdba
em um termociclador Mastercycler gradient (Eppehd@, Hamburg) por 10 minutos

a 65C. Apos o aquecimento, 0 RNA estava pronto paratiezado no RT-PCR.

4.8.2 — SINTESE DE cDNA - TRANSCRICAO REVERSA

A sintese de cDNA foi realizada a partir do mRN#ak@xtraido das amostras,
via transcricao reversa pelo kit SuperScript Fasand Synthesis Systems for RT-PCR
(Invitrogen Life Technologies, Inc., Carsbad, CASA). Para a sintese do cDNA, foi
utilizado 0,8ug de RNA tratado com DNase. A reacao foi realizédelaacordo com o

manual do fabricante e representada através do RAMEA 1.
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DIAGRAMA 1: Sintese do cDNA via transcri¢cao reversa

Desnaturacgéo: 08 de RNA tratado com DNase +
Oligo dt + dNTPS

\

65°C por 5'(termociclador)

v
Incubar no gelo por 1’
\
Anelamento: Adicdo de 10x RT buffer
25mM MgClI2
0,1 MDTT
RNase OUT (Inibidor de RNase)

\

42°C por 2’ (termociclador)
v

Sintese de cDNA: Adicdo de 10 SuperScript Il RT (Enzima
responsavel pela transcri¢do reversa)
v
42°C por 50 )
Termociclador
70°C por 15’

\

Remocéo de Fita de RNA: Adicéo de iJ(RNase H

\

37°C por 20’ (termociclador)

Apos o tratamento para remocgéao da fita de RNA, NADe fita simples foi sintetizado
em um volume de 2(iL e diluido para um volume final de 100 sendo congelado a -

20°C.
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4.8.3 - RT —-PCR

Apos a transcricao reversa, o cDNA obtido foi méilo para a amplificacdo do
transcrito do gene WWOX, via Nested-PCR. A primeinaplificacdo (1 Round) foi
realizada com os primers WWF (forward) 5- AGTTCCAGCGAGTGGACC - 3’ e
WWR (reverse) 5- TTACTTTCAAACAGGCCACCAC — 3’ destos por Kurokiet
al. (2002).

A segunda amplificacdo {Round) foi realizada com os primers descritos na
QUADRO 2 e os produtos obtidos, mostrados no QUACR®odas as reacdes foram
realizadas com um volume final de @b 1 pl do cDNA foi utilizado para a primeira
amplificacdo, com 10 pmol de cada primer, 2,5 mMg1,5 mM de dNTPs (dATP,
dGTP, dTTP, dCTP), tampao de PCR 1x, e 1,25 unglddeTaq DNA Polymerase
Recombinante (Invitrogen Life Technologies, Incaysbad, CA).

A amplificacdo foi realizada em um termociclador a@tercycler gradient
thermocycler, Eppendorf AG, Hamburg) com as segaitapas: uma desnaturacéo
inicial por 8 minutos a 9&, seguindo por 35 ciclos de°“@por 30 segundos, 92 por
30 segundos, 72 por 1 minuto, e uma extensao final de 5 minut@&&. 1l do 1°
Round foi utilizado para a realizacdo d8 Round (todos os pares de primers
utilizados), sob as mesmas condicbes da PCR panarimaeira amplificacéo.
Amplificacdo do GAPDH (KUROKIet al. 2002 foi realizado como controle para a
qualidade do cDNA obtido da reacdo da transcrigdersa. Os casos que foram
negativos para o gene WWOX e positivo para o geAPBH, foram submetidos a
amplificacdo da Citoqueratina 16 (AIHAR& al., 1997) que foi utilizada como um

marcador de células epiteliais, para mostrar pgasda células epiteliais na amostra.
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QUADRO 2 — Iniciadores utilizados ndRound do Nested RT-PCR.

Nome Sequéncia
WWNFOR 5'- AGGTGGCCTCCACAGTC - 3™
WWNREV 5- GTGTGTGCCCATCCGCTCT - 3™*
WW1FOR 5'- CGGCAAAGATACGACGGCAG -3
WW2FOR 5-ACTTTTGCTCTACCCTGG - 3
WW1REV 5'- GTTGGAGAAGAGGATGTTGC - 3

* Iniciadores descritos por KUROKdt al., 2002. WWNFOR localiza-se antes do exonl; WWNREV,

apos o exon 9;, no exon 4; WW2FOR, no exon 7 e WXL Ro exon 8.

QUADRO 3 — Produtos obtidos pelo Nested RT-PCR.

Iniciadores Produto Tamanho (pb)
WWNFOR/ WWNREV Todos os exons 1.294 pb
WW1FOR/WW1REV Exon 4* — Exon 8* 606 pb
WW2FOR/ WW1REV Exon 7* — Exon 9 633 pb

* parte do exon.

4.9 - ANALISE DE MUTACAO NO GENE WWOX

DNA gendmico extraido do tumor e do sangue dosepses com CCE de boca
foram utilizados para a analise de mutacdo no §eWeOX. O DNA gendmico foi
submetido a PCR, amplificando os fragmentos cooredgntes aos 9 exons do gene
WWOX. A reacdo em cadeia da polimerase foi reatizzata um volume final de 28,

com as seguintes condi¢cdes: 200 a 400 ng de DNAngien, 10 pmol de cada primer
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(Quadro 4); 1,5 mM MgG) 1,5 mM de dNTPs (dATP, dGTP, dTTP, dCTP), taméio
PCR 1 x, e 1,25 unidades de Taq DNA PolymeraseorRiinante (Invitrogen Life
Technologies, Inc., Carsbad, CA, USA). A amplifidac¢foi realizada em um
termociclador (Mastercycler gradient thermocyckeppendorf AG, Hamburg) com as
seguintes etapas: uma desnaturacao iniciaf@ #6r 8 minutos, seguido por 35 ciclos
composto de: desnaturagdo &°®@4por 30 segundos, anelamento por 30 segundos,
extensdo a 7Z por 1 minuto, e uma extenséo final &@2por 5 minutos. Cada
fragmento foi amplificado sob condicfes especifidastemperatura de anelamento
descritas no QUADRO 4.

Para cada reacao foi feito um controle negativan@s), contendo todos os
componentes da reagdo, exceto a amostra de DN& apaliar se o resultado obtido é
proveniente da amostra de DNA utilizada, e ndoatgatninagéo de DNA proveniente

do ambiente externo.
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QUADRO 4: Iniciadores e temperatura de anelametilizados na amplificacdo dos 9

exons do gene WWOX.

Exons Temperatura de | Produto de PCR Iniciadores (sequéncia 5'-3’)
anelamento ¢C) (pb)
1 60 431 F: GGAGACTGGATTTCAGCTTC

R: CCCTGGACCCTTTTCCCT
2 58 284 F: GTCCTCTTTCTCCTTCTTCC
R: CAATTACCTGTCACCTCTCT
3 60 394 F: ACGAAAGCCAGTTGATGTGA
R: GCGGGGAAAATAGAAGAATG
4 58 233 F: CTTTCTCTTTTGGGCAGC
R: GCAGTCCCAAAGATAAATAAC
5 57 377 F: AGGACTCTACCCCACAAC
R: ACACACTCCACTGAAATC
6 58 275 F: ATTAAACAGGGGAATTCCGAC
R: TCTCCCAATTGTGTTCATCTG
7 62 316 F: ACATCCATGGATCCCGAAG
R: TGGTATGACAAAGGGGATAAGTG
) 58 457 F: TGCACCCAGCATTCCTTAGATTTCC
R: ACCACCGTCATGCCCGCAAG
9 60 505 F: GACGCCATCTCATCACTCC

R: TTTACTTTCAAACGGCCACC

Iniciadores descritos por BEDNARE# al., 2000.
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4.10 - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

Os produtos da PCR e do Nested-PCR foram anafisstdavés da eletroforese
em um gel de poliacrilamida (PAGE) a 6,5% (MANIATES al., 1982). Foram
aplicados 3ul de cada produto juntamente com {il@e gel loading buffer (GLB). Para
determinar o peso molecular do fragmento amplificddi aplicado em uma canaleta
do gel, 1,@l de padrao de peso molecular (100 pb DNA laddes, 85 pg/ul — MBI
Fermentas). A corrida foi realizada em tampdo TBEx, a 160 V, durante
aproximadamente 35’, utilizando-se uma cuba edpacifimini vertical gel
eletrophoresis unit, Sigma). Os reagentes utiligag@ra confeccdo do gel de
poliacrilamida e as solucbes utilizadas na eletes® em PAGE estdo descritas no

ANEXO E.

4.11 - COLORACAO PELA PRATA

Devido a grande afinidade do ion prata por acidesléicos, estes formam
complexos lineares com o metal. O processo deagioré uma adaptacdo do método
descrito por BASSAMt al. (1991), que se baseia na capacidade da pratalidarsao
DNA fixo em uma matriz, sendo posteriormente oxa&jaoroduzindo cor que vai do
amarelo escuro ao preto. Com isso, € possivellidau& identificar os fragmentos de
DNA e cDNA gue migraram no gel, de acordo com s=sopnolecular.

O protocolo consiste de uma série de etapas, thessan QUADRO 5.

A integridade e a qualidade do material amplificado verificadas pelo padrao

de bandas formado pelo material amplificado no gslbandas devem apresentar-se
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bem delimitadas, e seu posicionamento no gel, quaochparado ao das bandas de um

padrdo de peso molecular, deve ser compativel cotamanho esperado para o

fragmento. Cada amostra deve apresentar apenasbanda, correspondente ao

fragmento amplificado, sendo admissivel a preselecenais bandas apenas em casos

especificos. As solucdes utilizadas na coloraca@ealode poliacrilamida pela prata

estdo no ANEXO F.

QUADRO 5: Protocolo de coloracéo pela prata dadggboliacrilamida.

Reagente Tempo Condicdes
1. Acido acético 10% 8 minutos Sob agitacéo
2. Agua destilada 3 minutos Sob agitacéo
3. Solucéo de prata 8 minutos Sob agitacéo

4. Agua destilada
5.Revelador

6. Acido acético
7. Agua destilada

8. Secar em papel celofane

30 segundos

Até a coloracao aparecer
10-15 minutos
10-15 minutos

12-24h

Sob agitacéo
Sob agitacéo
Sob agitacéo

Sob agitacéo
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4.12 — PURIFICACAO DOS PRODUTOS DE PCR E RT-PCR PEIA COLUNA

4.12.1 — PURIFICACAO DIRETA DOS PRODUTOS PELA COLUNA

Produtos da PCR obtidos na anélise de mutacdo mo \¢&VOX e do Nested
RT-PCR, este ultimo, apresentando apenas um tipwadscrito por amostra, foram
submetidos ao método de purificacdo direta pelaneol Esta técnica consiste na
purificacdo do material amplificado, eliminando sme fragmentos de baixo peso
molecular (100 a 120 pb), como, por exemplo, excdssiniciadores, que podem inibir
a reacao de sequenciamento. Dessa forma, o prddiRE€R, para ser submetido a esse
tipo de purificacdo deve estar em excelente quddiddem a presenca de bandas
inespecificas de alto peso molecular, apresentapeénas impurezas de baixo peso
molecular.

Para realizag&o desse tipo de purificacao, fazatlh oKit GFX de purificacido
(GFX PCR and Gel Band Purification Kit da Amersham Biosciences).Kix consiste de
uma coluna contendo fibra de vidro (que tem a fanda filtrar os fragmentos
indesejaveis), tubos de microcentrifuga, soluca@ gapturar o DNA e solucdo de
lavagem. Apés a identificagdo dos tubos coletarada qual com sua coluna adaptada,
procedeu-se a aplicacdo das amostragu(pfunto com 500ul do tampéo de captura
(acetato). Centrifugou-se a 20.000 x g, em micrvffaga, por 30 segundos,
descartando-se o material centrifugado. A columascmlo o DNA, aplicou-se 500 de
um tampédo de lavagem (10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mMTR), procedendo-se
novamente a centrifugagdo com descarte do matériabluna foi entdo transferida

para um tubo de microcentrifuga estéril e aplioeus® pl de TE pH 8,0. Em
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temperatura ambiente, aguardou-se aproximadamentenétos e centrifugou-se a
20.000 x g por 2 minutos. A pureza das amostrapdamfoi certificada por meio de

eletroforese em gel de poliacrilamida 6,5%.

4.12.2 — PURIFICACAO DE PRODUTOS PELA COLUNA SUBMETIDOS AO

GEL DE AGAROSE

O protocolo utilizado para preparacédo e corridagss de agarose foi adaptado
a partir do método descrito por VOGELSTEIN & GILLE!E (1979).

A purificacdo em gel de agarose consiste em uregimento que também visa
purificar o material obtido pela reacdo em cadaipaimerase. Em alguns produtos de
amostras obtidos no Nested RT-PCR foi detectada deauma banda, sendo, portanto,
necessario separa-las para que se pudesse fazac@orde sequenciamento em

separado.

A técnica consiste em correr o produto de PCR gbetroforese em gel de
agarose utilizando dois ou trés produtos de PO®sfeeparadamente, cada qual com o
equivalente a 5Ql de produto final. Esse volume é aplicado em gedglarose a 2,0% e
submetido a eletroforese por aproximadamente 3Qtosnem tampao de corrida TAE
1x, a 180 V. ApoOs corrida, o gel € mergulhado erucdm de brometo de etidio
(concentrado) por 20 minutos para visualizacaddaslas.

Apoés o reconhecimento das bandas de interessegsiman foram removidas
cortando separadamente a parte do gel onde etagetravam. Cada bloco de agarose
contendo uma banda de interesse foi coloca em bomde 1,5 mL e adicionado um

volume de tampéao de captura na proporcaoulleld tampéo para cadad de agarose
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contendo a banda a ser purificada. A mistura foild@da por 15 minutos a €% Apos
a completa liquefacéo da banda, a mistura foi fesids para a coluna d€it GFX de
purificacdo GFX PCR and Gel Band Purification Kit da Amersham Biosciences),
sendo submetida aos mesmos passos descritos &a aassrior. As solugdes utilizadas

na purificacéo pela coluna estao descritas no ANEXO

4.13 - SEQUENCIAMENTO

O método utilizado, descrito inicialmente por SANGE al. (1981), baseia-se
na sintese de uma fita de DNA por uma enzima DNlikaoase a partir de um molde
de fita simples, interrompendo esta duplicacdo doahd incorporacdo de um
dideoxinucleotideo (ddNTP), que, por ndo possujrupo hidroxila ligado ao carbono

3’, ndo é capaz de sofrer nova esterificacéo,rimgpendo a extensdo da cadeia.

A reacdo de sequenciamento do DNA foi realizada comKit de
sequénciamento Big Dye Terminators (ABI Applied 8istems, Inc., Foster City, CA).
Para que ocorra a reacdo, € necessario um Tenmifator Ready Reaction Mix),
fornecido pelo kit que contém os ddNTP’s, os dNTB'&nzima polimerase, MgCk
tampéao Tris-HCI, pH=9.0. Os componentes utilizapasa essa etapa estdo listados no

QUADRO 6.
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QUADRO 6 - Componentes utilizados para a reacaosefguenciamento e suas

quantidades.

Componentes Quantidade
Terminator Ready Reaction Mix 2ul
Tampéo de incubagéo 3ul
Produto de PCR 100 ng
Iniciador 3,2 pmoles
Agua deionizada q.s.p. 20ul
Total 20 pl

Existem trés passos principais na reacdo de sequao (como na PCR), que

podem ser repetidos por 25 a 30 ciclos. Esses 9aéso

1. Desnaturacdo do DNA a 96 por 30 segundos.
Durante a desnaturacao, a fita dupla de DNA se &mmando duas fitas simples,
sendo que todas as reacOes enzimaticas sdo pdaali§@or exemplo, a extensao do

ciclo anterior).

2. Anelamento a 50C por 15 segundos.
Na reacao de sequenciamento, somente um iniciageadd. Desta forma, somente
uma fita é copiada (na PCR dois iniciadores sadassdormando duas fitas copias). O

iniciador se liga a fita simples por meio de ligeg@®nicas. Uma vez ligado em uma
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regido especifica e complementar da fita simplgmlianerase inicia a formacao da fita

complementar.

3. Extensdo a 6@C por 4 minutos.

Ap6s o anelamento, a temperatura é elevada & 6Gue é a temperatura ideal de
acdo da polimerase (normalmente é deC72mas, devido & presenca de ddNTP’s, que
sdo quimicamente modificados pela fluorescéndiermmeratura é diminuida para’ &
para que haja tempo de incorporacdo dessas maéquiiicamente modificadas). A
partir desse momento, as bases sdo adicionadasrda €omplementar a fita simples
que esta disponivel para ser copiada. Pode sdpmaio tanto um dNTP quanto um
ddNTP a fita nascente. Quando um ddNTP é incorporadreacdo de extensdo €
paralisada, uma vez que esse dideoxinucleotidet®@rmonom atomo de hidrogénio no
terceiro atomo de carbono (o dNTP contém um grupbl -resta posicdo). Como 0s
ddNTP séo fluorescentes, € possivel identificaroa da ultima base fluorescente

adicionada, por meio da leitura pelo sequenciadtmmaatico.

Apos 25 ciclos de repeticdo, o produto final faegpitado em alcool isopropilico
(75%), durante 15 minutos. Centrifugou-se por 2Butas a 16.000 x g, descartando-se
em seguida o sobrenadante. O precipitado foi rpesdegdo em etanol 70% e depois
centrifugado por mais 10 minutos; apds descartsotieenadante, o produto foi seco no
termociclador a 80C por 2 minutos, adicionando-se em seguida #a solucdo TSR
(Template Supression Reagent, ABI PRISM/USA) para que o sequenciador automatico

possa fazer a leitura em eletroforese por capdded

Foi utilizado, como equipamento de leitura da reaigisequenciamento, o aparelho
ABI PRISM 310 Genetic Analyser. As solucdes utiliza nesta etapa estao descritas no

ANEXO H.
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4.14- IMUNOFLUORESCENCIA

Cortes histoldgicos de fm de CCE de boca e de mucosa normal da cavidade
bucal foram realizados em criostato e fixados eatoma a -20C por 20 minutos. Para
reduzir reacdo inespecifica, foi realizado um bé&guem tampdo PBS/0,5% BSA,
contendo 5% de soro normal de cabra (Calbiochemm&adt, Germany), por 30
minutos a TA. Logo em seguida, os cortes foramhados com o anticorpo primario
policlonal anti-WWOX com diluicdo de 1:100 em PBS# BSA por 18 horas a TA.
Os cortes foram entdo lavados 3 vezes de 5em PB&ubados com anticorpo
secundario anti-coelho conjugado com Alexa Flud8 {8olecular Probes, Eugene,
Oregon) na diluicdo de 1:500 em PBS/0,5% BSA e éambom um marcador nuclear,
com afinidade para a molécula de DNA (DARIMISigma), por 30 minutos a TA. As
laminas foram lavadas por 3 vezes de 5 minutos esaPBS e montadas com
hydromount (National Diagnostic). As imagens forabtidas através do sistema de
microscopia confocal (Bio-Rad MRC 1024), utilizandma objetiva de imersédo em

agua de 40x.

4.15- WESTERN BLOT

Extrato de proteina foi obtido a partir de céludasCCE de boca e da mucosa
normal dos pacientes do grupo controle. Inicialmewcbrtes histolégicos de Jim
foram realizados em criostato e corados por 20rskxguicom Azul de Toluidina para

evidenciagdo de células epiteliais. Cada cortéef@do ao microscépio optico (Modelo
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KF2, Zeiz, GE), onde se procedeu a microdissec@@n 0 objetivo de separar o
maximo possivel, as células epiteliais (do carcm@a mucosa normal), das demais
células, diminuindo o grau de contaminacao comasutélulas do tecido.

Apoés a microdissecéao, o tecido separado foi colm@&d um tubo com 150l
de tampéao de lise (RIPA) e 1,0% de inibidores adeases (Chemicon, International,
Temecula, USA). As amostras foram entdo centrifaggmbr 40 segundos a 14.000 x g
a £C. Apbés a centrifigacdo, o sobrenadante, contered@rateinas, foi removido

cuidadosamente, transportado para outro tubo estatga -2€C.

4.15.1- DOSAGEM DE PROTEINAS — METODO BRADFORD

A dosagem de proteina foi feita pelo método colétimo descrito por
BRADFORD (1976), baseado na formacéo de complertre ® corante Coomassie
Blue com a cadeia polipeptidica. Um volume de (ubd®s extratos protéicos, obtidos
dos tecidos foram utilizados para a quantificagAmostras em duplicata foram
colocadas em tubos de ensaio onde foi adiciondonl,de NaCl 0,15M e 1,0 ml do
reagente de Bradford em cada amostra. A misturanéoibada por 2 minutos a TA e
procedeu-se a leitura da absorbancia em espeémuétrio (Kinects/Endpoint System
Analyser — Hitashi) no comprimento de onda de 595Wmoncentracdo de proteina foi
calculada através de uma curva de diluicdo pade&sob de albumina bovina 1mg/mi
(BSA) com 1, 3, 5 e ig. Na figura 1, mostra um exemplo de curva padidizada

para quantificacdo pelo método de Bradford.
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0,35 -
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0,25 -

0,15 -

Absorbancia Média (Unidades)

pg de BSA

FIGURA 1 — Curva padrdo de BSA 1mg/ml utilizadagpguantificacdo da proteinas

estudadas (R= 0,9942).

4.15.2-ELETROFORESE DE PROTEINA EM SDS-PAGE

Os extratos protéicos foram submetidos a eletreéosn gel de poliacrilamida
desnaturante, composto de duas partes, uma o gebrietracdo e outra, o gel de
separacdo. 3@ do extrato protéico foi aplicado na eletrofore&se.amostras foram
misturadas em tampédo de amostra 6 X e desnatysadds minutos a 10C em um
termociclador (PTC, MJ Research, USA). Apds estesamostras foram aplicadas no
gel de concentracdo. Para determinar a massa naslelas proteinas, foi aplicado em
uma das canaletas do gel, um padrédo de massa Maole@ucorrida foi realizada em
um tampédo de corrida a 100 V, durante 3 horaszanilo-se uma cuba especifica
(Amersham, USA). Os reagentes utilizados para cgéafedo gel de poliacrilamida e as

solugdes utilizadas na eletroforese em SDS-PAGID eltscritas no ANEXO I.
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4.15.3- IMUNOBLOTS

Apoés a eletroforese em SDS-PAGE, as proteinas foransferidas para uma
membrana de nitrocelulose (Hybond-PVDF, Amershams@&ence, Piscataway, NJ)
em um tampao transferéncia utilizando-se um apatattrasnferéncia para Western
blot (Amersham Bioscience, Piscataway, NJ), por Hddas a 90mA. Apds a
transferéncia, as membranas foram coradas com &opoe 3 minutos e lavadas com
agua deionizada para certificar a presenca deipastena membrana. As membranas
entdo, foram bloqueadas com tampé&o PBS-Tween amteite a 5% por 45 minutos a
TA, sob agitacao e lavadas em PBS-Tween por 2 vAzésteccdo da proteina WWOX
foi realizada através de um anticorpo anti-WWOXigdohal gentilmente cedido pelo
Dr. C.M. ALDAZ, na diluicdo de 1:500 em PBS-Tweenr @ horas, a TA sob agitacao.
As membranas foram entdo lavadas 3 vezes em PB8hATp@r 7 minutos cada e
incubadas em um anticorpo secundario anti-coelhgugado com peroxidase na
diluicdo de 1:20.000 (Molecular Probes, Eugeneg@mgem PBS-Tween por 1 hora a
TA sob agitacdo. Apos o secundério, as membramasmftavadas 3 vezes em PBS-
Tween por 7 minutos cada e incubadas com o kitudmilyminescéncia (ECL-PLUS,
Amersham Bioscience, Piscataway, NJ) por 5 minufées.membranas foram entéo
expostas e reveladas em filme de raio X (T-MAT —d#&lg por 10 minutos. Como
controle, actina foi detectada usando um anticampaoclonal de camundongo anfi—
actina (Santa Cruz Biotechnology, Inc., USA), dltwil:1000 e anticorpo secundario
anti-camundongo conjugado com peroxidase, na diude 1:1500(Molecular Probes,
Eugene, USA), nas mesmas condi¢cdes usadas pamtednpr WWOX. As solucdes

utilizadas no Western-blot estdo descritas no ANEXO
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4.16-IMUNOISTOQUIMICA

As reacdes de imunoistoquimica foram realizadaavé$r da técnica da
streptavidina-biotina-peroxidase.

Cortes histologicos den de espessura foram desparafinizados em trés anho
de xilol e reidratados em cadeia descendente awlef@ara a remog¢édo do pigmento
formdlico, os cortes foram imersos por 10 minutoss®lucdo de hidroxido de aménio
a 10% em etanol a 95% e em seguida, lavados enbaet®s de agua destilada. A
recuperacdo antigénica foi realizada com o tamp8mNl EDTA pH 8.0 por 30
minuots em uma panela de vapor (Cuisinart). Panéb&do da peroxidase endogena,
0s cortes passaram por dois banhos de 5 minute®kgéo de peroxido de hidrogénio
a 3%, sendo posteriormente lavados em cinco bathégua destilada.

Cada um dos procedimentos a seguir foram precedido 3 lavagens de 5
minutos em solugédo tampéo de TRIS-HCI.

Os cortes foram incubados com anticorpo priméridicional anti-coelho
(gentilmente cedido pelo Dr. Marcelo Aldaz da Unsvdade do Texas, USA), na
diluicdo de 1:100 em BSA 1% (Sigma, USA) por 18asoa 4C. Foram utilizados o
anticorpo secundario e o complexo terciario pertexseao Kit LSAB Plus Peroxidase
(Dako Corporation, Carpinteria, USA). Inicialments, casos foram incubados com o
anticorpo secundario biotinilado polivalente dueaB® minutos a TA. Sequencialmente
efetuou-se a incubacdo com o complexo streptavijoinaxidase durante 30 minutos.

A reacéo foi revelada pelo emprego de solugédo @gema diaminobenzidina em
pd (Dako Corporation, Carpinteria, USA) associadaeaxido de hidrogénio 3%. Os

cortes foram incubados por 6 minutos, sendo erd@adbs por 5 banhos de agua
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destilada. A contracoloracédo foi realizada em sawuge hematoxilina de Mayer por 1
minutos. As laminas foram entdo lavadas por 5 mBuem agua corrente.
Posteriormente, os cortes foram desidratados emg&es com concentracdes crescentes
de etanol, diafanizados em xilol e montados em Bentn(Fisher Scientific, Fair Lawn,

USA). As solucdes utilizadas na imunoistoquimida@slescritas no ANEXO J.

4.16.1- ANALISE DA IMUNOMARCACAO

A andlise da imunolocalizacdo foi realizada por sdobbservadores
independentes, utilizando-se um reticulo de comtagara delimitacdo de campos em
um microscopio de luz (Modelo KF2, Zeiz, GE), solmanto de 400x.

Em cada campo, delimitado pelo reticulo de contagemam mensurados o
namero total de células e o numero de célulasipasipara a proteina WWOX. Foram
consideradas positivas as células que apresentat@riasma com coloracdo castanha,
como resultado da precipitacdo do cromogeno diameimzidina, independentemente da
intensidade da coloragcdo. Como 0s cortes ndo apaesen um numero muito grande
de campos, optou-se por analisar toda a sua ertensa

Em cada campo avaliado, foram quantificados o mdmetal de células
epiteliais e 0 numero de células positivas. A palts dados obtidos pela avaliacdo de

todos os campos, calculou-se o indice de marcd@eea da formula:

indice de marcagdo = soma do nimero de célulasvassnos campos 100

soma do numero total de células nos campos
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O indice de marcacéao indica, portanto, a porcemage células positivas sobre
0 numero total de células do CCE de boca. Os clmsam entdo classificados em
scores, de acordo com a porcentagem de célula®puositivas para a proteina WWOX
em:

- Score 1: 0 a 10% de células imunopositivas;

- Score 2: 11 a 50% de células imunopositivas;

- Score 3: 51 a 100% de células imunopositivas.

4.17- ASPECTOS ETICOS

A realizacéo deste trabalho foi aprovada pelo @ Etica em Pesquisa da

Universidade Federal de Minas Gerais (COEP-UFM&),rgimero 054/2004.
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5.RESULTADOS

5.1- INVESTIGACAO DA TRANSCRICAO DO GENE WWOX

Amplificacdo via RT-PCR foi utilizada para analisaexpressdo do mRNA do
geneWWOX. Sete dos 20 casos de CCE de boca (35%) mostexprassao alterada
ou ausente do gendWOX. Desses 7 tumores, cinco apresentaram transcuios
perda total ou parcial de exons. Dos cinco tuma@gsnas o #CA5 expressava somente
o transcrito alterado, ndo exibindo o transcritonrad. Aléem disso, em dois tumores
(#CA3 e #CA18) nenhum transcrito foi detectado. Ambs amostras foram positivas
para a Citoqueratina 16, que foi usada como um adarcde células epiteliais
(AIHARA et al., 1997). Amostras de mucosa normal utilizadas caoatrole
apresentaram apenas o transcrito de tamanho n@i@al2A). Os produtos obtidos do
RT-PCR foram sequenciados e mostraram a perdaxdos -8 (casos #CA2, #CAb5,
#CA21 e #CA24) (FIG. 2B). Dois novos transcritosrgpa geneVWWOX foram
detectados: perda do exon 7 (#CA2) (FIG. 2D) e p@atcial dos exons 8-9 (#CA12)
(FIG. 2C). Interessantemente, o tumor #CA2 apresemiois tipos diferentes de
transcrito alterado além do transcrito normal, gmrda dos exons 6-8 em um e perda
do exon 7 em outro (FIG. 2A). Os demais casos dEé @@Gstraram apenas o transcrito

normal. Os resultados representativos do Neste®@®R-sdo mostrados na FIGURA 2.
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5.2- ANALISE DO DNA GENOMICO DO GENE WWOX

Para determinar a presenca de mutacdes somatigeEnddMWOX em CCE de
boca e mucosa bucal normal, foi realizado o seqaewnto direto dos produtos da
PCR de todas as regides codificadoras (9 exonsa lhita mutacdo somatica do tipo
missense foi detectado no tumor #CA12, com a tansie um C para T no segundo
nucleotidio do codon 329 (exon 8) que resultou uiasttuicdo de uma Serina para
Fenilalanina (Fig. 2E). Para confirmar a presergstalmutacdo somatica, o DNA do
sangue periférico do paciente foi extraido e segjgidn, mostrando apenas a sequéncia
normal (selvagem).

Além disso, 6 alteracGes de nucleotideos desddtam encontradas (PAIGE
al., 2001). A primeira variacado envolveu a troca de@rpara G no nucleotideo 746,
sem alterar o aminoacido traduzido Leueu, no codon 117 (exon 4); a segunda
envolveu a troca de um C para T, 6 bases apésimigetde 3’ do exon 5; a terceira,
envolveu a troca de um A para G no nucleotideo @ltando na substituicdo de uma
Ala-Thr no cdédon 179 (exon 6); a quarta, envolveu aatrde um C para G no
nucleotideo 969, resultando na substituicdo de &r@- Ala no codon 282 (exon 8); a
quinta envolveu a substituicdo de um C para T udeotideo 1442, na regido nao
codificadora 3'UTR (exon 9); a sexta envolveu &darde um T para G no nucleotideo
1497, na regido nao codificadora 3'UTR (exon 9)niNena dessas alteracbes afetam
residuos criticos dos dominios WW ou do dominio S®Representam variacdes

polimdrficas comuns no geWV8WOX.
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FIGURA 2 Amplificac8es obtidas pelo RT-PCR do gai@/OX dos CCE de boca. (A) Eletroforese em gel de
poliacrilamida 6,5% foi utilizada para detectangerito normal e alteracdes na transcricdo do mRNAene
WWOX. Auséncia de transcricdo (#CA3 e #CA18) e trpestide transcritos alterados foram descritos: X
(#CA2), Y (#CA12) e Z (#CA2, #CA5, #CA12, #CA21 ar€A24). (B-D), sequéncias representativas dos
CCE mostrando perda de exons (* representa pemtdabde exon). (B), #CA5; (C), #CA12; (D) #CA2
aprsentando alteracdo da abertura do fragmenteitlgal (E) mutacdo somatica {O0) do tumor #CA12,

causando substituicdo S329F.

5.3- INVESTIGACAO DA PROTEINA WWOX

A localizagdo e distribuicdo da proteina WWOX emEC@e boca e mucosa
bucal normal foi realizada através de imunoflucgaes@ e analizada por meio de
microscopia confocal. Apenas marcacao citoplasaagiincipalmente perinuclear, foi
observada nos CCEs e mucosa normal (FIG. 3). Ndotemormal, a expressao da

proteina WWOX foi intensa, distribuida em todasa®madas do epitélio (FIG. 3A). No
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CCEs de boca, a distribuicdo da proteina WWOX fariada, com regibes que
mostraram intensa marcacdo e outras, mostrandm@aséa expressao da proteina

(FIG.3C).

FIGURA 3: Localizacdo e distribuicdo da proteina WWOX em C@Nmucosa normal através de
imunofluorescéncia e microscopia confocal. (A) Aotpfna WWOX foi apresentou localizacdo apenas no
citoplasma, com intensa marcacao perinuclear getecem todas as camadas do epitélio da mucosa bucal
normal. (B) Controle negativo da mucosa bucal ngrsem incubacéo com anticorpo primario. (C) CCE de
boca apresentando marcacao da proteina WWOX corasananlocalizagdo do tecido normal. (D) Controle

negativo do CCE de boca. O nlcleo das células)(fmam contracorados comu1 DAPI (Sigma, USA).
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Para determinar se os transcritos alterados do\WWak©X encontrados no CCE
de boca sao traduzidos em proteinas, nos realizamaoslise através do Western blot
dos estratos protéicos dos 20 casos de CCE deebmrabém das amostras de mucosa
bucal normal. A proteina WWOX foi detectada utitida um anticorpo policlonal anti-
WWOX (residuos de aminoacidos 12-94), que recontaite a proteina normal quanto
as possiveis proteinas truncadas (LUDES-MEYERS&., 2003). Uma proteina de 46
KDa foi detectada nas amostras de mucosa bucalahocorrespondendo ao tamanho
da proteina WWOX. Os transcritos alterados presentes tumores #CA2, #CADb,
#CA12, #CA21 e #CA24 nao foram detectados pelo ¥vedBlot, sugerindo que eles
nado sdo traduzidos em proteinas (Fig. 4). Cont@dqossivel que estas sejam

produzidas, mas podem ser instaveis e por issadagas rapidamente.

© ©
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FIGURA 4: Andlise da proteina WWOX de CCE de boca atravésvdetern blot. Anticorpo policlonal foi

usado para detectar a proteina WWOX em extrataateipa total. Apenas a proteina WWOX normal com 46

kDa foi detectada.

A expressao da proteina WWOX em mucosa bucal noenesth CCE de boca também foi
confirmada através da imunoistoquimica. Célulasekpis da mucosa bucal normal e dos
CCEs de boca exibiram uma marcacao citoplasmatca a proteina WWOX, como €&

mostrado na FIGURA 5. Todas as mucosas normaiganast uma forte marcacéao (+3) para



84

a proteina WWOX (FIG. 5A). Dos vinte casos de CGE hibca, oito tumores (40%)
mostraram uma reducdo na expressao da proteina WW@Xo destes (#CA2, #CA10,
#CA1l, #CA12 and #CA18) exibiram uma marcacao nemttef+2) (FIG. 5C) e trés (#CA3,

#CA5 and #CA16) mostraram uma fraca marcacao HG.(5B).

FIGURA 5: Imunoistoquimica para a proteina WWOX em CCE deat®mmucosa bucal normal. (A) Mucosa
bucal normal mostrando intensa marcacéo citoplasm@&m todas as camadas do epitélio (score +3). (B)
Tumor representativo (score +1) mostrando auséfeigroteina WWOX (#CA5). (C) Tumor apresentando
poucas células positivas para a proteina WWOX es¢@r(#CA12) e (D) Tumor demonstrando forte marcaca

para a proteina WWOX (#CA24); 400x.
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Analisando conjuntamente o0s resultados obtidosvédrado RT-PCR e
imunoistoquimica observamos que 50% dos CCEs de &fyjmesentavam alteracdes na
expressao do gen®WOX. Dos sete casos de CCE que apresentaram traredteitado
no RT-PCR, cinco apresentaram reducédo da expressgomoteina WWOX (TABELA
1). Além do mais, o tumor #CA5 que expressava apgaascrito alterado foi negativo
para a expressdo da proteina WWOX, refor¢cando ltedas do Western blot, onde os

trancritos alterados ndo sao traduzidos em prat€fi&. 5B).
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TABELA 1- Resultados obtidos do RT-PCR e imunoisiagjca

Tumores RT-PCR Imunoistoquimica
(Score)
CA2 N 2

Perda exons 6, 7 e 8
Perda exon 7

CA3 A 1
CA4 N 3
CA5 Perda exons 6,7 e 8 1
CA7 N 3
CA8 N 3
CA9 N 3
CA10 N 2
CAl1 N 2
CA12 N 2
Perda parcial dos exons 8 e 9)
CA13 N 3
CAl14 N 3
CAl6 N 1
CA17 N 3
CA18 A 2
CA19 N 3
CA20 N 3
CA21 N 3
Perda dos exons 6,7 €8

CA22 N 3
CA24 N

Perda dos exons 6,7 €8
RT-PCR: (N) - Transcrito normal (wild type); (AAuséncia de transcrito.

Imunoistoquimica: scores: (1) — 0 a 10% de célptmsitivas; (2) — 11 a 50% de células positivas—3)L
a 100% de células positivas.

Mucosa normal de pacientes s/ carcinoma foram ssamtao controle positivo — todas score (3).
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6- DISCUSSAO

O CCE de boca é o tumor maligno mais comum da adeidbucal e tem a sua
patogénese relacionada a fatores ambientais cotabago e o alcool e a disturbios
genéticos (COTRANet al., 1999). Segundo SCULLYt al. (2000b) os eventos
moleculares envolvidos no processo de carcinogérikseCCE de boca estéo
relacionados aos mecanismos de regulacéo do @kltag reparo de DNA e apoptose.

Evidéncias tém demonstrado que o gene supressiomu® WWOX participa
do processo de carcinogénese em inumeros tipoemliés de tumores malignos. O
gene WWOX esta localizado no braco longo do cromossomo B#23.3-024.1)
expandindo a regido do sitio de fragilidade comRAEGD. Sitios de fragilidade sé&o
regibes cromossOmicas que apresentam atraso n&ada do material genético,
levando ao surgimento de quebras ou rupturas m@oredg cromossomo em decorréncia
da duplicacdo incompleta do DNA. Esse atraso ndichg@do pode ser acentuado sob
acao de agentes externos como, por exemplo, adfidi, que é um inibidor das DNA
polimerases do tipax e &. Trabalhos tém demonstrado uma alta frequéncia de
sequéncias recombinantes geradas de rearranjogyjnsoem lesdes malignas, nas
regides cromossémicas onde se encontra os sitioagiedade (POPESCU, 2003).

LE BEAU et al. (1998) concluiram que as anormalidades que afetayjane
FHIT, expandindo o FRA3B, seriam mais em conseqiéncigete residir em uma
regido comumente afetada por rearranjos cromoss8nmicrelacdo do genl®WOX e a
regido de fragilidade faz com que ele seja um chtdia ser afetado por rearranjos

gendmicos durante a carcinogénese e progressamndo. tE possivel que o mecanismo
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de facilitacdo da progressdo do tumor seja maioitapte do que o mecanismo de
iniciacao da neoplasia (LUDES-MEYERSal., 2004).

Trabalhos tém demonstrado alteracfes do WX em andlises tanto de
DNA gendmico e RT-PCR, quanto de imunoistoquimid&estern blot. No presente
estudo, alteracdes moleculares do géNe#OX foram avaliadas em 20 casos de CCE de
boca e 10 fragmentos de mucosas bucais normaigeserie estudo € o primeiro a
analisar uma série de casos de CCE de boca usaaaods técnicas acima para estudo
do genaMWOX..

Nés demonstramos que a expressao do gene WWOXa@siamente alterada
no CCE de boca, que sugerem o seu envolvimentorgee$s0 de carcinogénese do
epitélio de revestimento da cavidade bucal. Andse dados obtidos com o estudo de
DNA, RNA e proteina mostraram que o WWOX esta atterem 50% dos tumores
primarios de CCE de boca estudados. Entre os tsnestedados, 35% apresentavam
perda ou transcricdo aberrante no RT-PCR. Alénodissa nova mutacdo missense foi
descrita, com a substituicdo de um aminoacido E&ar carga (Serina) para um apolar
(Fenilalanina). Em toda a literatura apenas umaagdat somatica foi descrita em
carcinoma de esodfago, também localizada no ex6W&QKI et al., 2002). Através da
imunoistoquimica a expressdo da proteina WWOX astaduzida em 40% dos
tumores (8 de 20).

A frequéncia das alteracées encontradas pelo RTHC&milar as alteracdes
encontradas no cancer de pulméo e adenocarcinomeeeptico (YENDAMURIet al.,
2003; KUROKIet al., 2004). BEDNAREKEet al. (2000) encontraram uma prevaléncia
de 32% dos casos de carcinoma de mama com o itansioerrante, com perda dos

exons 6-8. Por outro lado, apenas 3 de 27 casoardmoma de es6fago apresentavam
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transcritos aberrantes (KUROMt al., 2002). A reducdo da expressao detectada por
imunoistoquimica foi menor do que a encontrada angsimoma de mama e gastrico
(AQEILAN et al., 2004; GULERet al., 2004; NUNEZet al., 2005) mas, similares aos
achados em cancer de ovario (NUN&AI., comunicacéo pessoal).

As formas aberrantes do gevi®\OX podem ser gerados atraves de transcrito
alternativo do mRNA do WWOX ou atraves de delecdesalelos desse gene em
cancer (LUDES-MEYERSet al., 2003). Transcritos alternativos tém sido encowisad
associados a varias doencas (VENABLES, 2004). &xasipossibilidade que esses
transcritos aberrantes sdo mMRNA né&o funcionaisastriios aberrantes ocorrem com
maior frequiiéncia em cancer devido ao aumento dalatie da proliferacdo celular ou
outros problemas na maquinaria da transcricdo dbAnRAlém disso, anormalidades
da transcricdo geralmente afetam genes que apmeséranscritos longos tais como o
gene WWOX (LUDES-MEYERSt al., 2003).

Resultados obtidos no Western blot demonstraranogueanscritos aberrantes
encontrados em 5 casos de CCE de boca estudadéeradiotraduzidos em proteinas.
Muitos tipos de tumores e linhagens de célulasé&iear tém sido analisadas usando
diferentes anticorpos que poderiam detectar aseipes traduzidas dos transcritos
aberrantes do mRNA do WWOX, mas nenhumas dessasptaieinas tém sido
observadas, com exce¢do em neoplasias hematoldifsidas et al., 2003), onde foi
detectado varios tipos de proteinas WWOX com tamaeluzido. E possivel que
proteinas truncadas codificadas por transcritogafies realmente sao produzidas, mas
podem ser instaveis e por isso, degradadas rapidem@ontudo, algumas isoformas
aberrantes da proteina WWOX podem ser estaveisneiofinis em neoplasias

especificas (LUDES-MEYER& al., 2003).



91

Sitios de fragilidade do tipo comum séo regibeseqisveis e preferencialmente
sdo alvos de agentes carcinogénicos e isso podeos®greensivo que alteracbes no
WWOX/FRA16D e FHIT/FRA3B podem ser afetados condaniemente. Resultados
com carcinoma hepatocelular sustentam fortememtecao que, alteracbes de genes
que expandem sitios de fragilidade s&o consequUédaiaexposicdo a agentes
carcinogénicos (CROCHE al., 1999; PARKaet al., 2004). Alteracdes no gendWOX
também poderiam ser comuns em canceres causadagripmente por exposicao a
agentes carcinogénicos. Isto € sustendado pothoabarévios em carcinoma de células
escamosas de es6fago e pulméo, que sao tumoremdote associados a exposicao a
agentes carcindégenos, como o tabaco e o alcool (URt al., 2002; YENDAMURI
et al., 2003). Interessante € o fato que a incidéncialtdeaades no gene WWOX foi
mais freqliente no carcinoma de células escamosaguelono adenocarcinoma de
pulmdo (55,5% e 20%, respectivamente). A incidéraga carcinoma de células
escamosas € mais fortemente associada ao tabacqueloo adenocarcinoma
(MORABIA & WYNDER, 1991). Outros trabalhos reforcamssa relagdo entre genes
gue expandem sitios de fragilidade e agentes oa@mcos, como KUROKEt al.
(2004) em adenocarcinoma de pancreas, associddbamm e AQEILANet al. (2004a)
em adenocarcinoma gastrico associadbl.guylori e tabaco.

Porém, ainda ndo se sabe ao certo se as alteexpd@m#radas no gen@WOX
funcionam como causa do surgimento ou facilitadopigressao da neoplasia maligna
e até mesmo, ocorrem em decorréncia do crescintentesédo. Como CHEMt al.,
(1996) detectaram perda de heterozigosidade enmoara ductain situ de mama, que
representa um estagio inicial do desenvolvimento cdacer, € possivel que o

surgimento de neoplasias malignas estejam assec@da a perda de expressao do
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gene WWOX. Estudos deste gene em lesdes pré-malignas sa@ssaeos para
comprovar esses achados. Além disso, outro pornporiante a ser salientado € se a
perda da expressdo do gam@V/OX pode estar correlacionada com o prognoéstico dos
pacientes com cancer. Apenas um trabalho na lireraém carcinoma de ovario
(NUNEZ et al., comunicacao pessoal), demonstrou uma menor rtesposratamento
quimioterapico em pacientes com perda de expressdo proteina WWOX,
evidenciando a necessidade de estudos para estateelgossivel relacdo entre perda da
expressao do gene WWOX e prognostico.

No presente trabalho, n6s demonstramos uma rechedexpressdo do gene
WWOX em 50% dos casos de CCE de boca, comparadoscoucosa normal, aléem
de uma nova mutacdo no gene WWOX. A presenca deagites na transcricdo do
MRNA correlacionou com a reducdo da expressdo deeipa nos tumores. Esses
resultados mostram que o gene WWOX esta frequentenadterado e possivelmente
contribui para o processo de carcinogénese no GClkoda. Estudos complementares
S80 necessarios para comprovar a participacdo de YENVOX no processo de

transformacéo maligna do epitélio bucal.
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7- CONCLUSOES

- Andlise molecular demonstrou que o gene WWOX el&iago em 50% dos
casos de CCE de boca analisados no presente estgdrindo a participacao

desse gene no processo de carcinogénese do CQEale b
- Existem transcritos aberrantes do gene WWOX em @€Boca;
- Mutacdo missense no gewwa\OX foi encontrada em um caso de CCE de boca;

- Transcritos aberrantes do gews\VOX em 5 casos de CCE de boca nao foram

traduzidos em proteinas;

- Reducédo da expresséao da proteina WWOX ocorreu &ndé8 casos de CCE de

boca;
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9- ANEXOS

ANEXO A
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Esse documento tem como finalidade propor a su&ipacao no projeto de pesquisa
“Analise Molecular do Gene Supressor de Tumor WW&DXCarcinoma de Células Escamosas
de Boca’. Como se tem estabelecido que cigarreaalisdo as principais causas do cancer de
boca e que estes habitos podem levar a alteragiesicps no gene WWOX, este projeto de
pesquisa tem como objetivo, estabelecer uma relapfre alteracbes no gene WWOX e o
desenvolvimento do cancer de boca (carcinoma déaséscamosas). Para esse estudo, preciso
coletar um fragmento da lesdo, durante o procedonde biopsia que é necessaria para o
diagnéstico do tumor. Este estudo ndo é necesgaramo diagnostico, mas € de fundamental
importancia para a realizacdo desta pesquisa. dléso, ndo oferecera riscos adicionais a sua
salde. Esta pesquisa nos ajudara a entender naseipatologia e isso sera muito importante
para que num futuro préximo possamos trata-la melho

Mesmo ndo concordando em participar desta pesquisau tratamento odontologico
sera realizado normalmente. Se houver algum pr@btiumante o0 mesmo, vocé deve seguir 0s
procedimentos normais da clinica, ou seja, ligaa pgprofissional que o atender.

TERMO DE LIVRE CONSENTIMENTO

Li e entendi as informac@es fornecidas. Tive artymidade de fazer perguntas e todas
as minhas duvidas foram respondidas a contentari&ata coleta do fragmento da leséo para
este projeto de pesquisa. Permito também a uBizalps dados para divulgagédo e ensino,
respeitando sempre meu direito de nao ser ideadific

Este formulario estd sendo assinado voluntariaengot mim. Em qualquer momento
da pesquisa, posso retirar este consentimentoptlagecontinuagéo normal do tratamento.

LOCAL: DATA: / /
NOME DO PACIENTE NOMED RESPONSAVEL
ASSINATURA DO PACIENTE ASSINATURA O RESPONSAVEL
DOCUMENTO APRESENTADO:
No.

Pesquisadorzlavio Juliano Garcia Santos PimentaTelefone: (31) 8876-8637/(31) 3212-
8637.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica esgBisa da UFMGJOEP). Em caso de
duvida, vocé pode ligar paraCGDEP através do numero (31) 3248-9364.



ANEXO B

FICHA CLINICA

Nome:

Data: [/

Local de Coleta:

Data de Nascimento: [ Cor:

Endereco:

Profissao:

Habitos:

Tabagismo
- Tipo:

- Frequéncia:

-  Tempo:

Etilismo
- Tipo:

- Frequéncia:

- Tempo:

Localizacao da leséo:

Diagndstico Histopatoldgico:
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ANEXO C

SOLUCOES UTILIZADAS PARA EXTRACAO DE RNA

- Agua DEPC
DEPC 10 mg
Agua Deionizada q.s.p 100 mi

Autoclavar para inativar o DEPC.
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ANEXO D

SOLUGCOES UTILIZADAS PARA EXTRACAO DE DNA

- Solucao hipotdonica EDTA/NaCl 10 mM

EDTA dissddico bihidratado 3,722 g
Cloreto de sodio 0,584 g
Agua destilada autoclavada q.s.p. 1.000 ml

- Suspenséao de silica

Dioxido de silica 60 g

Agua destilada q.s.p. 500 ml

Em um cilindro graduado de 5cm de didmetro com @i,%le coluna de agua,
sedimentar a suspenséo por 24 horas. Descartdrensolante (aproximadamente 440
ml), completar o volume para 500ml com agua dektiaressuspender. Sedimentar por
5 horas, descartar novamente o sobrenadante (a@damente 440ml) e adicionar ao
restante 660 de acido cloridrico 32% (p/v) para ajustar o patg 2. Aliquotar e
autoclavar. A suspensao é estavel por 6 mesesp samdazenada a temperatura

ambiente.
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- Tampéao de lise (L6)

Cloridrato de guanidina 979
Tris cloridrato 0,1M pH 6.4 100 ml
EDTA 0,2M pH 8.0 22 ml
Triton X-100 2,45 ml

- Tampéo de Lavagem (L2)

Cloridrato de guanidina 979
Tris cloridrato 0,1M pH 6.4 100 mi
Os tampdes de lise e lavagem devem ser estocadd®igo da luz, por no maximo 15

dias.

- Tampao TE pH 8.0

Tris pH 8.0 10 mM

EDTA pH 8.0 1mM
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ANEXO E

SOLUCOES UTILIZADAS PARA PAGE

- Solucao de Acrilamida/Bisacrilamida 30%

Acrilamida 299
Bisacrilamida lg
Agua destilada g.s.p. 100 ml

- Tampéao TBE 10x pH 8,3

Tris base 60,50 g
Acido bérico 30,85 g
EDTA dissadico bi-hidratado 3,72 ¢
Agua destilada g.s.p. 1000 m

- Gel de poliacrilamida a 6,5%

Solucédo de acrilamida/bis-acrilamida 30% (29:1) ,072 ml
TBE 10x 0,65 ml
Agua destilada 3,22 ml
Persulfato de amonio 10% [210]

TEMED 4,0ul



- Tampéao TBE 1x
TBE 10x

Agua destilada g.s.p.

- Tamp&ao de amostra Gel loading buffer)
Azul de bromofenol
Xileno cianol
Glicerol

Agua destilada g.s.p.

10 ml

100 mi

0,25%
0,25%
30%

100 mi
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ANEXO F

SOLUCOES UTILIZADAS NA COLORACAO PELA PRATA
- Solucao de prata (estoque)

Nitrato de prata 20,38 g
Agua destilada g.s.p. 1.000 ml

- Solucao de prata (uso)

Solucéo de estoque 8 ml
Agua destilada 100 ml
Formaldeido 37% 150
- Revelador

Carbonato de sodio 2979
Agua destilada g.s.p. 100 ml
Formaldeido 37% 150
Tiossulfato de sédio 10mg/ml 40

Deve ser utilizado quando em temperatura entre1@

- Solucao Fixadora

Acido acético glacial 100 ml

Agua destilada g.s.p. 1.000 ml

- Solucéo de Tiossulfato de sodio

Tiossulfato de sodio 10 mg
Agua destilada g.s.p. 1ml



ANEXO G

SOLUCOES UTILIZADAS NA PURIFICACAO PELA COLUNA

- Tampéao TAE 40x
Tris base
Acetato de sodio trihidratado
EDTA dissadico bihidratado
Agua destilada g.s.p.

- Tampé&o TAE 10x

Tampao TAE 40 x
Agua destilada g.s.p.

- Tampao TAE 1x
Tampéo TAE 40x
Agua destilada

- Gel de Agarose

Agarose
TAE 1x

- Solucdo de Brometo de etideo

Brometo de etideo

Agua destilada

193,6 g
108,9 ¢
152¢g
1000 ml

250 ml
1.000 mi

25 ml
1.000 ml

209
100 mi

200 ml
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ANEXO H

SOLUCOES UTILIZADAS NA REACAO DE SEQUENCIAMENTO

- Terminator Ready Reaction Mix
- “ A- Dye Terminator, marcado com dicloro[R6G]" ;

- “C- Dye Terminator marcado com dicloro[ROX]";

- “ G- Dye Terminator marcado com dicloro[R110];

- “T- Dye Terminator marcado com dicloro[TAMPRA]".

- Deoxinucleotideos trifosfatos (dATP, dCTP, dITP,TdR)

- AmpliTaq DNA polymerase, FS, com estabilizador tiéom
- MgCl;

- Tris-HCI buffer, pH9.0

- Tampao de diluicao:
400mM de Tris-HCI pH 9, 10 mM de Mg£l

-ABI PRISM 310 Genetic Analyser Buffer with EDTA

- Template Supression Reagent (TSR)



- Gel de Concentracgéo (4%)

Acrilamida 30%
TRIS pH 6.8
Agua deionizada
SDS 10%

APS

TEMED

- Gel de Separacao (15%)

Acrilamida 30%
TRIS pH 8.8
SDS 10%

Agua deionizada

- Solucao de Comassie Blue

Comassie Blue

Acido perclérico

Agua deionizada g.s.p.

- Tampao de Corrida (10x)

TRIS
Glicina
SDS

Agua deionizada g.s.p.

pH 8.3

ANEXO |

SOLUCOES UTILIZADAS NO WESTERN BLOT

0,6 ml
1,125 ml
1,23ml
451

3l

3,04l

4 ml
2ml

2 ml

0,06 g
3ml
100 ml

30,28 g
144 g
59

1.000 ml
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- Tampao de Transferéncia

TRIS
SDS
Glicina

Metanol

Agua Deionizada q.s.p.

pH 9.0-9.5

- PBS 10x
NaHPOy.2H,0
NaH,PO4.H0

NaCl

Agua Deionizada g.s.p.

pH 7.4

- PBS 1x Tween 20 0,1%

PBS 10x
Tween 20

Agua Deionizada g.s.p.

- Ponceau

Ponceau

Acido acético

Agua Deionizada q.s.p.

5,815 g
0,0375¢
2,939
200 ml
1.000ml

51,6 g

11,75 g

209
500 ml

100 ml
Iml
1.000 ml

0,59
1ml
100 ml

118



ANEXO J

SOLUCOES UTILIZADAS NA IMUNOISTOQUIMICA

- Tampao TRIS-HCL 20 mM
TRIS-HCL 2,42 ¢
NacCl 8,549
Acertar o pH para 7.4 e completar o volume par@QLrl com agua destilada.

- Solugéo para Recuperacéo Antigénica (EDTA 1 mM)
EDTA 0379

Acertar o pH para 8.0 e completar o volume par@QLrll com agua destilada.

- Solucédo de Hidroxido de Aménio 10%
Hidréxido de Amonio 30 ml
Alcool Etilico Absoluto 270 ml

- Solugéo Reveladora
Diaminobenzidina (DAB) 25 mg
Tampao TRIS-HCL 20 mM 120 ml

Peréxido de Hidrogénio 10 volumes 1,2 ml
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ANEXO L

SEQUENCIA DO cDNA E PROTEINA DO GENE WWOX

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221

gcagt gcgca ggcgt gagcg gt cgggecccc gacgcgcgeg ggtctcegttt ggagcgggag

tgagttcctg
cagccat ggc
ct ccgggcet g
aggagaagac
t gccat acgg
t aaat aaaag
ccaagccaac
gccgggat tt
aaaccgccaa
caagggcgag
caat gaccct
ccaagaat gt
gt ct caccaa
ttgtccagcet
cct cagagt ¢
gcctctctec
gcaacat cct
acgcagt gca
cactgctgtt
ccgtgtactg
gctgecget g
cgct cagcga
gagcggat gg
gcececttcca
caacagagt g
acttttctgg
agt aaaaacc
tttcttttac
ccaccact gc
tgctccttge
cagcttagca
agt gacaccc
actcctttge
ttccttagat
ttttgggggg
ttctcttget
aaagaacat g

agcgagt gga
agcgct gcgce
ggaggagaga
t cagt gggaa
at gggaacaa
aaccacct ac
cacccggcaa
cact ggcaaa
gtcttttgee
t gaagcagt g
ggacct cgct
gcctcttcat
agat ggcct g
cct ccaggat
ccatcgattt
aacaaaaaac
cttctccaac
t cct ggaaat
taccttggcg
tgctgctgtc
catgccctca
gaggctgatc
gcacacacac
aatgtccctc
aaaaatctta

ggct ggget a
tgcttggt gt
tgttat agaa
agccgggggce
tgcattgatc
act gct gggg
agagggagt a
taatgctatg
acct t gaaag
cagagaat aa
ttcacatt gt
cttgaatatc

cccggecageg
tacgcgggge
accaccaagg
cat ccaaaaa
gaaactgatg
ttggacccaa
agat acgacg
ot ggt t gt gg
ctccatggtg
tcacgcattt
ctgctccgta
gtgcttgt gt
gagaccacct
gttttgtgee
acagatatta
gact att ggg
gagct gcacc
at gat gt act
aggcctttca
ccagaact gg
ccagaagctc
caagaacggc
ccgcectgtg
caacacagat
agtaccaatg
ggcat aggt ¢
gt aggttccg
t agcct gagg
tggccttctc
caggagat aa
agacaaat ct
gaat acgcag
caaaaaattc
gcaggaaggg
aacgttagtt
actt aaacct
aaaaaaaaaa

ggcgat aggg
t ggacgacac

acggct gggt
ct ggaaaaag
agaacggaca
gactggcgtt
gcagcaccac
t cact ggagc
cacat gt gat
t agaagaat g
gcgt gcagca
gcaacgcagc
tt caagt gaa
gct cagctcc
acgactcctt
cgat gct ggc
gtcgectctce
ccaacattca
ccaagt ccat
agggt ct ggg
agagcgaaga
tt ggcagcca
tgtgtcccct
ccgcaagagt
ggaagcaggg
tctttgettt
tatctccctg
tccectegte
ct actt aggg
ttgtttcatt
cagaaccttg
aact accagg
tttagagatt
aagcgt at at
aatccctttg
cctgetgtge
aaaaaaaaaa

MAAL RYAGL DDTDSEDEL PPGAEERT TKDGW/YYANHT EEKTQW

gggccaggt g
ggacagt gag
ttactacgcc
aaaacgagt g
agtgtttttt
t act gt ggat
t gccat ggaa
taatt cagga
cttggectge
gcat aaagcc
ttttgctgaa
aacttttgct
t cat ct gggg
tgccegtgte
gggaaaact g
tt at aacagg
cccacgcggy
t cgcagct gg
gcaacaggga
agggat gt ac
gacggcccegg
gt ccgget aa
cacgcaagt g
aaaggaaat a
aatt cct ggg
ct ggt ggt gg
gagaagcacc
ccat ccagct
aagaaaaagc
cat cct gacc
t cccagccag
t ggcaaagt a
at aacaaat t
act t aagaat
tctgtcaatc
ct cgcat cct
aaaa

cct ccacagt
gacgagct gc
aat cacaccg
gcaggagat t
gttgaccata
gat aat ccga
attctccagg
at agggt tcg
aggaacat gg
aaggt agaag
gcatt caagg
ctaccct gga
cacttctacc
at t gt ggt ct
gacttcagtc
t ccaagct ct
gt cacgt cga
t gggt gt aca
gctgccacca
tt caacaact
accct gt ggg
gt ggagct ca
ccagggct gg
agagcagt ca
gt aaagtatc
cctgtttgaa
agcaattctc
accaccacgg
aagtgttcac
aagact gagc
t gaggat gac
cttgtcatag
tttcaaatca
acacaggat a
acagt ct cag
atgcttaata

EHPKTGKRKRVACDL PYGAEQETDENGQVFFVDHI NKRTTYLDPRLAFTVDDNPTKPT

TRQRYDGSTTAMEI LQCRDFTGKVVVWVTGANSG GFETAKSFALHGAHVI LACRNVAR

ASEAVSRI LEEWHKAKVETMT L DLAL L RSVQHFAEAFKAKNVPLHVLVCNAATFAL PW

SLTKDGLETTFQVNHLGHFYLVQLLQDVL CRSAPARVI VWSSESHRFTDI NDSLGKLD

FSRLSPTKNDYWAMLAYNRSKLCNI L FSNEL HRRL SPRGVTSNAVHPGNMMYSNI HRS
WAVYTLLFTLARPFTKSMYSDCLVEGGHF
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