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RESUMO

o cdncer de bexiga e o quinto tipo de cincer mais incidente no mundo ocidental e as

sue.s taxas de recidiva sao altas. Os testes de detecgdo mais eficazes feitos atualmente sdo a

cistoscopia (um mdtodo invasivo) e a citologra (apesar de nio ser um metodo invasivo, a sua

serLsibilidade e baixa, principalmente em tumores superficiais). O silenciamento de genes

devido ?r metilagao de seus promotores parece ser uma via importante pela qual os tumores

inativam os genes Suplessores de tumor. O desenvolvimento de marcadores moleculares

par.a o cinccr baseado na detecgao de metilag[o anormal de promotores genicos oferece uma

abordagem promissora. Estudos recentes demonstraram que estas alteragoes podem ser

der:ectadas tanto em amostras de tumores quanto em fluidos corp6reos. Para este estudo

foram escolhidos 11 genes (DAPK. E-CAD, GSTP\, MGMT, pla' pl6' RAN,TIMP-3, l1-

3-:lo, APC e H-CAD), que j6 haviam sido descritos como freqiientemente silenciados devido

d metilaqdo de seus promotores em outros tipos de tumores. O objetivo deste estudo foi

investigar padrfles de metilaqAo destes genes em cincer de bexiga e correlacionar esses

da,los com parametros clinico-patol6gicos. Foi testada tambdm a detec4eo de metilagSo em

pr)motores gtnicos em DNA extraidos de amostras de urina atrav6s de PCR especifica para

a <letecado de metilagao (MSP). Tambdm buscou-se construir um modelo experimental para

o estudo de hipermetilagao por MSP em um promotor genico nunca antes analisado. o

padrao de metilagAo dos 11 genes foi determinada em 38 amostras de tumores de bexiga. Os

Dl\\lAs foram extraidos de amostras emblocadas em paBfina e submetidos i MSP. As

frr:qiiencias de metilagdo encontradas nos tumores foram de: 68,4Yo para o gene 11-3-3o,

60,5o/o para o gene R4RB, 57,9o/o para o gene APC, 42,lVo paru o gene E-CAD' 13'2ok para

o gerc DAPK, l0,5Vo para os genes GSTPI, pl l, pl6 e H-CAD,5,3o/o para o gene MGW e

0o,,o para o gene TIMP-|. A metilagio do promotor do gene E-CAD foi correlacionada, com

significancia estatistica, com a plesenga de metiistases. A metilagdo do promotor do gene

APC foi observada em tumores em estadios mais avanqados. A metilaqdo do promotor do

gene l1-3-3ofoi associada com o estagio mais avanqado T1 quando comparado ao estrlgio

m,--nos avangado Ta. A detecAAo de metilagio em promotores g€nicos em DNAs extraidos de

anlostras de urina atrav6s de MSP foi factivel. Foram desenhad os Primers para detectar o

pe,rfil de metilag do do gene ADAM23 pela tdcnica de MSP e os resultados obtidos mostraram



que esse evento neo e freqUente na carcinogenese de bexiga. Os resultados do presente

trabalho sugerem que o perfil de merilagao de determinados genes pode ser usado como

muucador molecular em potencial para o o'incer de bexiga. No entanto, estudos mais amplos

s6o necessrrios para a confimagdo dos achados deste trabalho.



SUMMARY

Bladder cancer is the fifth most common cancer in the westem world and its

re,turrence rates are high. The most used methods to detect and monitOr bladder cancer are

cystoscopy (an invasive procedure) and urine cytoiogy (although it is a noninvasive method,

its sensibility is low, especially for superficial tumors). Methylation-associated silencing of

genes is considered as an important pathway to inactivate tumor supplessor genes in cancer.

The development of tumor markers based on the detection of aberrant promoter methylation

offers a potentially powerfirl approach for the detection of this disease. Recent studies

demonstrated that these alterations could be detected not only in tumors, but also in bodily

fluids. We selected 11 genes (DAPK, E-CAD, GSTPl, MGMT, pl'\, p16, MRf'TIMP-3' l1-

3-3o, APC e H-CAD), frequently silenced by abenant methylation in many different tumor

types, and investigated their aberrant methylation profile in bladder cancers. We tried to

cc,rrelate our findings with clinicopathological parameters. We also investigated the

feasibility of the detection of neoplastic cells in the urine using methylation analysys. We

also aimed to determine an experimental model to detect the methylation status of a gene,

which had never been analysed by the methylation specific PcR (MSP) before. The

methylation status of the 11 selected genes was determined in 38 bladder cancer samples'

DNA was extracted from formaline-fixed, paraffin-embedded sections and the DNA was

stLbjected to MSP. Methylation frequencies of the tested genes wele 68,4%o for 11-i-3o,

6l),5% for MRf , 57,9o/o for APC, 42,1o/o for E-CAD, 13,2% for DAPK, 10,5% for GSTPl,

p.t1, p\6 and H-CAD,5,3o/o MGMT for and \Vo for TIMP-3. E-CAD promoter methylation

was significantly conelated with the prcsence of metastasis. IPC promoter methylation was

olrserved in tumors in higher stages. l1-i-3d promoter methylation was associated with the

hr gher stage T1 when compared to the lower stage Ta. We were also able to detect the

promoter methylation profile ofthe selected genes by analyzing urine samples. We designed

pr:imers to detect the promoter methylation status of the ADAM23 gene by the MSP

techlique and these results showed that this event is not frequent in bladder cancer. The

rosults presented here suggest that the methylation profile may be useful as a potencial

b ladder cancer biomarker. Further studies are needed to confirm our findings'
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1. INTRODUCAO

1.t CANCERDE BEXIGA

O cdncer de bexiga 6 o quinto tipo de cdncer mais incidente no mundo

oc:idental (DOMINGLEZ et a|.2002; MARUYAMA et al. 2001) e 6 o segundo a

acr)meter o trato urogenital (superado apenas pelo cincer de pr6stata). E1e e uma das

doengas urol6gicas mais comuns e compreende um amplo especfro de tumores que

variam no seu potencial biol6gico de progressSo e de desenvolvimento de

mt:t6stases.

A incidencia do cancer de bexiga vem aumentando nos ultimos anos nos

paises desenvolvidos. Aproximadamente, cinqiienta e tres mil novos casos de cdncer

de bexiga, foram diagrrosticados no ano de 2000 nos Estados Unidos (MARUYAMA

et al. 200'l). No Brasil, segundo os indices do Ministerio da Saude, ele se encontra

entre os dez de maior incidancia no pais. Foi estimado o aparecimento de sete mil

quLinhentos e cinqiienta casos novos de cincer de bexiga no Brasil para o ano de

19,99, segundo dados do INCA (http:i/wrv.inca.com.br). No municipio de Sdo

Paulo no ano de 1998, houve setecentos e setenta e oito casos diagrosticados em

homens e duzentos e setenta em mulheres (MIRRA et al. 2001)'

No que diz respeito ir sua incid€ncia, 6 maior em homens que em mulheres'

com uma proporgdo aproimada de 3:1; maior em paises desenvolvidos do que em

paises em desenvolvimento; maior em 6reas urbanas do que em iireas rurais'

Acrescenta-se a isso o fato de que 80% dos pacientes t€m acima de 59 anos de idade.



Fatores ambientais parecem ter um papel significativo na carcinogenese do

cdncer de bexiga (JUNG e MESSING 2000). o fator de nsco considerado mais

importante e o tabaco, podendo variar de tres a sete vezes, dependendo da quantidade

de cigarros fumados por dia e dos hribitos do fumante Sendo que de 50 a 80% das

neoplasias de bexiga em homens podem ser atribuidas ao uso de cigarro. cerca de

20% das neoplasias de bexiga sdo atribuidas a fatores ocupacionais. como a

exposiqao industrial ds arilaminas, substancias encontradas em f:ibricas de borracha e

de tingimento (nestes casos o aparecimento do c6ncer ocolre no prazo de quinze a

vinte anos apos a primeira exposigao). outros fatores importantes (principalmente

em carcinomas de cdlulas transicionais, que sdo os mars lieqiientes) seo: infestagdes

wr schistosoma l.nematobium (seus ovos s6o depositados na parede vesical e

desencadeiam uma resposta inflamat6ria cr6nica exuberante que induz metaplasia e

displasia escamosa progressivas da mucosa e, em alguns casos, neoplasias); cistite

cronica (a irritagdo cronica pode resultar em metaplasia e displasia e finalmente em

neoplasia); exposigdo maciga i ciclofosfamida (imunossupressor que pode aumentar

em at6 dez vezes o risco de cdncer vesicai em doze anos de exposigio) e radioterapia

na regieo pdlvica, por exemplo contra carcinomas de ovlrio e pr6stata (o

aparecimento do cdncer ocolre no prazo de cinco a dez anos apos a exposigdo d

radiagio e dependendo da dose administrada, h6 um risco aumentado de uma a

qrurtro vezes do aparecimento de recidiva). Hd tambem alguns fatores candidatos,

com os quis ainda n6o foi feita uma associaqdo completa, mas que parecem ter

relagdo com o aparecimento desse tipo de cdncer e que podem assim ser

identificados: consumo excessivo de cafeina, uso por longo prazo de adoqantes



sint,.lticos e consumo crdnico de dlcool. N6o hil relag6es bem estabelecidas para

fatores hereditirios nesse tipo de cincer.

Em 1998, a Organizaqdo Mundial da Saude e a Sociedade Internacional de

Patologia Urol6gica publicaram um consenso sobre a classificaqao das Neoplasias

Uroteliais (de c6lulas transicionais) da Bexiga urinrlria (EPSTEIN et al. 1998). Essa

classificagdo buscou uniformizar as terminologias e as principais caracteristicas dos

diferentes tipos de c6ncer de bexiga. Nao sendo definitiva, tem o intuito de servir

conro base para estudos futuros que possibilitem seu refinamento, aldm de auvliar

em uma melhor conelaqao destas lesdes com seu comportramento biol6gico' As

clai,srficag6es mais importantes para o presente trabalho foram: Neoplasia Urotelial

Papilar de Baixo Potencial Maligno (NUPBPM), Carcinoma urotelial Papilar de

Baixo Grau (CUPBG) (Figura 1A), Carcinoma Urotelial Papilar de Alto Grau

(C[IPAG) (Figura 1B) e Carcinoma Urotelial Invasor (CUI) (Figura 1C).

A Neoplasia Urotelial de baixo potencial maligrro 6 uma lesdo urotelial que

aprL'senta uma organizagao ordenada dentro da papila com poucas anormalidades de

arquitetura e minimas atipias nucleares. O urotdlio exibe aumento da espessura, e as

celr.rlas apresentam nricleos com discreto aumento do volume e raras mitoses. Essa

lesiiO n6o d aSSociada com invasao ou metiistases, salvo em raros casos. No entanto, 6

uma les6o clinicamente importante porque esses pacientes t€m risco aumentado de

desenvolvimento de recidiva ou novas les6es papilares, que podem ser de maiol

grau, com maior nsco de progtessSo para neoplasia invasora.

O carcinoma urotelial papilar de baixo grau (Figura 1A) 6 caracterizado por

uma aparencia global ordenada do urotelio, mas com variaqao arquitetural e/ou

cit0l6gica facilmente reconhecivel. VariagSes de polaridade e tamanho nuclear e



fonna e padrSo de cromatina sao discretas mas definitivamente presentes. As celulas

apr3sentam um aspecto muito mais neoplasico do que no tipo anterior. Os pacientes

frerltientemente apresentam recidivas. Esse tipo de tumor pode invadir a limina

pr6pria e tem 5% de chance de progressdo.

O carcinoma urotelial papilar de alto grau (Figura 18) 6 caracterizado por

uma aparencia predominante ou totaLnente desorganizada, com anormalidades

arquiteturais e citol6gicas. No que diz respeito d arquitetura, as cdlulas se agrupam

irre:gularmente e o epit6lio tem um aspecto desorganizado. Citologicarnente, o

pieomorfismo nuclear varia de moderado a acentwrdo, a cromatina e grosseira e

nuridolos proemtnentes sio observados. HA tambdm aumento no ntmero de mitoses,

incluindo formas atipicas. Esse tipo de tumor apresenta riscos de progressdo de 15 a

40(/o e tambdm um alto risco de associagdo com doenga invasiva

o carcinoma uotelial invasor (Figura lc) compreende diferentes niveis de

in'asdo, ele representa uma doenqa bastante avanqada, a qual confere um pior

progn6stico aos pacientos, a profundidade da invasao e decisiva para a escolha do

fatamento e determinagdo do progn6stico. Pode haver invasdo da limina pr6pria

(urna camada de tecido conjuntiv o localizada abaixo do epitelio), que 6 caracterizada

pe.a presenga de agrupamentos de cdlulas cancerosas ou de c6lulas isoladas nesta

carnada. E mais profundamente pode ocorrer a invasdo da muscular pr6pria ou

musculo detrusor (uma parede muscular), que e caracterizada pela infiltragao do

turnor nessa camada muscular.



Figura I - Neoplasias uroteliais de celulas transicionais da bexiga. A. Carcinoma urotelial
papilar de baixo grau. (Aumentos de 4OX e 2OOD B. Carcinoma urotelial papitar de alto
grau. lAumentos de 1OOX e 20OD C. Carcinoma urotelial invasor. (Aumentos de l00X e

200D



O cincer de bexiga apresenta comportamento imprelrsivel em pelo menos

30% dos casos. uma de suas caracteristicas marcantes 6 a freqiiente taxa de

recidivas, na maioria das vezes, em curtos espagos de tempo A capacidade de prever

o curso da doenga (ou seja, a individualizaqdo do prognostico) e a sua detecaao

precoce s6o fatores decisivos para o controle dessa patologia e para uma melhor

qualidade de vida dos pacientes.

Atualmente, o fatamento do tumor primario deve levar em consideragio

caracteristicas intrinsecas do tumor, tais como o estadiamento, a profundidade de

tnvas6o, a extensao do acometimento vesical, a hist6ria pregressa de tumores vesicais

e o grau de indiferenciagdo celular. caracteristicas clinicas do paciente como idade,

estado geral, co-morbidades e prefer€ncias pessoais podem ser importantes na

decisdo terapeutica. E atravds da avaliagio cuidadosa desses fatores que se decide

por uma modalidade terap6utica isolada ou combinada para cada paciente Nesse

sentido, fatores progndsticos com maior sensibilidade e especificidade poderiam

oferecer subsidios mais confi6veis para as decisdes clinicas.

Todos os canceres de c6lulas transicionais, que compreendem 90% das

neoplasias de bexiga apresentam uma alta tend€ncia d recidiva. Sdo exemplos

ilustrativos: carcinomas de celulas uroteliais superficiais, caracterizados pelo risco de

60 a 85% de recorrencia, com maior incidencia no primeiro ano descritas por

EPSTEINetal.(1998)eVRIESEMAetal'(2000),el0a3jo/oderiscode

progesseo para tumores invasivos por JUNG e MESSING (2000), os carcinomas

papilares de grau I, dos quais 607o recidivam e tambem as lesdes em grau TII que por

volta de 85% apresentam recidivas. Em termos de morbidade e mortalidade, as

neoplasias de bexga mostram indices altos. Por exemplo, apenas 3096 das neoplasias



de grau III apresentam sobrevida de dez anos e 70o/o dos pacientes portadores de

carcinomas de cdlulas escamosas falecem no periodo de um ano. Portanto, os

controles peri6dicos sio necessdrios para que sejam detectados novos locos de

cdncer ainda em esrigios iniciais.

Os testes de detecgAo mais eficazes feitos atualmente slo predominantemente

invasivos (cistoscopia e bi6psia) e o desconforto e o alto custo desses exames

dificultam um acompanhamento continuado e freqiiente dos pacientes. Essas tdcnicas

apresentam muita dificuldade na identificagSo de les6es pr6-neoplasicas, de

carcinomas in situ sem gandes evid6ncias macroscopicas e de les6es papilares

pequenas. Al6m do alto custo e de ser um m6todo invasivo, a cistoscopia apresenta

riscos de 7 a 15% de infecso do trato urinrlrio. A citologia, por sua vez, apesar de

ser um mdtodo nio invasivo e apresentar alta especificidade, apresenta baixa

sensibilidade e pouca reprodutibilidade.

Devido i insatisfaqdo diante dos metodos atuais de diagn6stico, t6m sido

utilizada a presenga de diferentes marcadores no soro e na urina como fator de

diagrosfico e acompanhamento de pacientes portadores de cincer de bexiga,

principalmente no caso de tumores superficiais. Eles incluem citoqueratinas,

proteinas nucleares de matriz, 6cido hialurdnico e E-caderina soltvel. Dos

marcadores citados, h6 alguns que v€m sendo bastante utilizados, no entanto, a

sensibilidade e a especificidade apresentadas sao extremamente baixas em tumores

precoces (EPSTEIN et al. 1998). Portanto, hi uma busca intensa para a obtengdo de

testes capazes de detectar a presenga do c6ncer de bexiga de maneira eficiente e nio

invasiva. Exemplo dessa busca s5o os testes capazes de detectar a presenga de celulas



neoplesicas na urina, os quais facilitariam a detec9ao precoce e o acompanhamento

fieqiiente da doenga nos pacientes.

Por tudo isso, pode-se concluir que os metodos de exame mais eficazes

atualmente sio invasivos, representando serias dificuldades de aceitaqio por parte

dos pacientes, fator que impede o acompanhamento freqiiente. Considerando-se a

cistoscopi4 por exemplo, a realizagdo peri6dica de exames de acompanhamento

esbarra, principalmente, nas queixas mais comuns de pacientes submetidos a esse

procedimento: dor, hematuria, constante anseio de urinar e infecaao do trato uriniirio,

dentre outros (VRIESEMA et al. 2000). Assim sendo, por esses motivos e tamb6m

pelas baixas sensibilidade e especificidade dos testes atuais, e muito diffcil que se

detecte tumores em baixos graus de desenvolvimento.

A caractenzaqio de grupos riscos e a detecaEo precoce da doenqa poderiam

melhorar a sobrevida global da popuiagEo que sofre de cdncer de bexiga. Para que

isso acontega, llil absoluta necessidade de identificaqdo de fatores progn6sticos mais

eficazes para o cdncer superficial de bexiga, o que permitiria a escolha da terapia

mais adequada e ef.rcz para cada tumor. Como conseqiiOncia da identificagio de

mnrcadores prognosticos mais eficazes, uma fragao significativa dos pacientes se

beneficiaria da individualizaqao do tratamento. Sendo possivel estabelecer controles

de acompanhamento freqilentes nos pacientes e identificar ttunores em est6gios

precoces, a escolha do tratamento seria facilitada e poderia diminuir a agressividade

do quadro de evolugdo clinica. Seletivamente, poderiam ser aplicadas terapias

radicais mais precoces, ajustadas ds caracteristicas moleculares dos tumores mais

aglessivos e, tamb6m, terapias mais brandas poderiam ser instituidas aos pacientes

com caracteristicas moleculares favor6veis, ou seja, de bom progn6stico, mesmo que



apresentassem caracteristicas clinicas e histopatol6gicas agressivas Os resultados do

tratamento mais individualizado, portanto, poderiam gerar maiores sobrevidas e

melhor qual idade de vida para os pacientes.

1.2 MARCADORES MOLECULARES E METILACAO

Muitos estudos t6m procurado determinar calacteristicas moleculares do

cincer de bexiga. Elas compreendem delegOes no cromossomo 9, que podem ocorrer

em mais de 60% das neoplasias de bexiga e palecem ser eventos precrces; mutag6es

em genes supressores de tumor como no gene R6 (gene do Retinoblastoma)'

identificadas em cerca de 30% dos casos e no gene P53 que ocorre em mais de 5070

dos carcinomas de celulas transicionais. Outras alteragoes moleculares associadas ao

cancer de befga incluem a delegdo e perda de expressdo do gene P/6; instabilidades

de microsatdlites; expressio aumentada do oncogene c-erb-&2; mutag6es no

oncogene l1-ras, identificada em mais de 35% dos tumores de bexiga; expressdes

anormais de recepores de fatores de crescimento no urotelio de pacientes com

carcinoma de cdlulas transicionais; expressEo reduzida da molecula de adesdo E-

caderina; neoangiog6nese; entre outros (JUNG e MESSING 2000)'

Como a carcinog€nese 6 um processo de mfltiplos passos que e acompanhado

deumacumulodealteragOesgen6ticas,asc6lulasneoplAsicasapresentam

caracteristicas exclusivas ou mais fieqiientemente encontradas nelas do que em

c6lulas normais. Essas caracteristicas podem ser usadas como marcadores

moleculares com capacidade de diferenciar a c6lula alterada da normal. Atuaimente,

a identificagSo de marcadores moleculares eficazes para o diagrr6stico da doenqa 6
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uma das mais promissoras iireas de pesquisa em cancer' Esses marcadores podem ser

importantes na detecgdo da doenga em estiigios precoces, uma vez que nesta fase a

doenga e mais passivel de cura. Tambdm podem ser irteis no acompanhamento de

pacientes. denunciando a recidiva da doenga ou o seu desaparecimento. Os testes de

identificagao destes marcadores devem apresentar alta sensibilidade e especificidade.

Sensibilidade se refere d freqiiencia em que o teste identifica o cancer quando ele

esti presente e especiflcidade se refere a freqiiencia em que o teste detecta

corretamente o cdncer (SIDRANSKY 1997).

Fatores epigen6ticos s6o aqueles que alteram o fen6tipo sem alterar o

gen6tipo, ou sej4 n6o representam alteragSes na seqiiencia de DNA. Eles s6o

herdiiveis durante a divisSo celular (FEINBERG 2001) A metilaqeo 6 um

mecanismo epigenetico muito importante para o desenvolvimento dos mamiferos

(JONES e TAKAI 2001), uma vez que ela pode ocorrer em locais pr6-determinados

como no caso do imprintizg gen6mico, mecanismo que ocolre em genes especificos

em que um dos alelos herdados dos pais 6 sempre inativado epigeneticamente de

acoldo com a sua origem parental. Esse e um mecanismo essencial para

embriogdnese (FALLS et al. 1999).

A metila96o 6 um processo biol6gico que consiste na adi96o de um radical

metil (CH:) principalmente nas bases nitrogenadas citosinas (C) que est6o

localizadas a 5' de guaninas (G). sequencias repetitivas do dinucleotideo cG

presentes principalmente em regioes promotorzrs dos genes recebem a denominagao

de ilhas de cpc (HABUCHI et al. 2001). o crit6rio para determinar se uma regiSo 6

uma ilha de CpG 6 que ela seja maior que 200bp, tenha um conteudo de C somado a

G maior que 50% e que a proporgio entre CG e GC seja maior que 600/o (TOYOTA
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et al. 1999). A mefilagdo 6 um mecanismo poderoso para supressdo de expressdo

gdnica (JONES e LAIRD 1999).

As enzimas que transferem o radical metil para a citosina sio as DNA

metiltransferases (DNMT). O alvo dessas enzimas d o dinucleotideo CG Ort6logos

dessas enzimas n6o foram encontrados em organismos que nao apresentam metilaqAo

como Saccharomyces cerevisae, Caenorhabditis elegans e Drosophila melanogaster.

A metiltransferase de mamiferos, Dnmtl, tem alta afinidade por substratos

hemimetilados, mas tambdm € capz de atuar na metilagio de substratos n6o

metilados, ou seja, metilagdo de novo. Essas atividades s6o desencadeadas por

estruturas aberrantes de DNA, interag6es proteina-proteina e residuos de citosinas

metiladas presentes no DNA substrato. Os efeitos causados pela metilagSo de

citosinas nas regi6es promotoras sugerem que este mecanismo inibe a transcrigSo

g€nica impedindo o seu inicio. Tr€s possiveis mecanismos foram propostos para o

efeito de repressdo transcricional devido d metilagio do DNA. O primeiro

mecanismo envolve a interferencia direta na ligagdo de fatores de transcrigao aos

seus locais de reconhecimento nos promotores g6nicos, como se a presenga do

radical metil na seqiiencia impedisse os fatores de transcrigao de se ligarem aos seus

sitios especificos. Jd foi mostrado que a metilagEo do DNA reduz a afinidade de

ligagio dos fatores de transcrigio ds suas seqii0ncias alvo (JONES e LAIRD 1999)'

O segundo mecanismo em potencial seria atravds da ligagio de repressores

transcricionais especifcos ao DNA metilado. O terceiro possivel mecanismo pelo

qual a metilagao poderia reprimir a transcrigao 6 pela alteragdo da estmtura da

cromatina (SINGAL e GINDER 1999). H6 um grupo de proteinas conhecidas como

proteinas com dominio de ligagdo ao CpG metilado (MBD), que se ligam
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preferencialmente aos dinucleotideos CG metilados. Essas proteinas reprimem a

transcriqdo parcialmente atravds da aq6o de deacetilases de histonas (I{DAC),

enzimas que removem o grupo acetil das histonas permitindo assim, uma

compactagSo da cromatina (ROTINTREE et al. 2001). Tem sido estudada a

associagao entre a atividade da maquinaria de metilagao considerando a agdo das

proteinas da familia das DNTM e das MBD com outro mecanismo epigenetico: a

acetilaqao de histonas considerando a ag6o das HDAC, criando uma cooperagao

desses mecanismos no silenciamento da transcrigeo de determinados genes'

O estabelecimento e manutengao dos padroes de metilagao de uma

determinada seqiiencia s6o feitos pelas DNMT. A replicaqao de uma seqii€ncia

metilada gera uma seqii€ncia hemimetilada, pois uma fita permanece metilada

enquanto a fita recem sintetizada n6o esti metilada. As enzimas DNTM adicionam

um radical metil no dinucleotideo cG complementar ao dinucleotideo metilado da

fita mie (PLASS e SOLOWAY 2002).

Freqiientemente em tumores, tem sido obsewada a metilaqeo em locais

normalmente nio metilados em c6lulas normais, como em regi6es promotoras,

impedindo a transcrigio de determinados tipos de genes A metilagio ocorre

principalmente em promotores de genes que participam da supressdo tumoral: genes

supressores tumorais, envolvidos no sistema de reparo de DNA, no ciclo e morte

celulares e genes que bloqueariam metastase, como os envolvidos em adesao celular.

A hip6tese de Knudson de que dois eventos s6o necess6rios para a completa

inativagdo de um gene supressor de tumor 6 fundamental na compreensIo da

carcinogenese. Os dois eventos pelos quais os genes supressores de tumor s6o

reprimidos seo mutagao e perda de material cromoss6mico' No entanto' o fato de a
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metilaqao de ilhas de CpG localizadas em promotores g6nicos poder causar

silenciamento da transcrigao, somada ir observagao de padr6es alterados de metilaqdo

em c6luias cancerosas, pode sugerir que esta seria uma via em potencial a ser

acrescentada na teoria de Knudson para inativaqao de genes supressores de tumores

(JONES e LAIRD i999).

Emboraaindan6oestejacompletamenteestabelecidoseametila'aode

promotores genicos e um evento precoce na carcinog€nese, M evidencias de sua

ocorrdncia em estiigios iniciais da formagIo dos tumores. Por exemplo, a maioria dos

carcinomas colorretais esporiidicos deficientes em genes de reparo de DNA que

apresentam insabilidades de microssatdlites, apresentam hipermetilagao da regiao

promotora do gene de reparo de DNA LMLHI e tambem j6 foi documentada a

hipermetilagSo de gene R61 (gene do retinoblastoma 1) em retinoblastomas

unilaterais e como a alterageo desse gene e considerada causativa da doenga" a

metilagio este certamente ligada a estagios precoces da tumorigenese (JONES e

LArRD 1999).

A ocorroncia de metilagdo anormal ou hipermetilagSo tem sido considerada

como um marcador em potencial para o ciancer GIERMAN et al' 1998; ESTELLER

et al. 1999; JONES e LAIRD 1999; SANCHEZ-CESPEDES et aI 2000) Como a

detecgAo de um marcador deve ocorrer, de prefer6ncia em um exitme simples'

estudos tambdm analisando fluidos corporeos t6m sido feitos (SANCFIEZ-

CESPEDES et al. 2000; PALMISANO et al. 2000; ROSAS et al' 2001)'

o estabelecimento do m6todo de PCR especifica para a detecaio de metilagSo

(MSP - methylation specific PCR) (HERMAN et al' 1996) facilitou o estudo de

metilagEo nas regides promotoras de genes alvos em diversos tipos de tumores' pois
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permitiu a dra[ise de um maior nrimero de arnostras em um menor espago de tempo e

menor custo quando comparado ao metodo de sequenciamenlo' por exemplo A

t6cnica 6 baseada em um primeiro passo no qual o DNA 6 submetido a um

tratamento com bissuifito de s6dio Este tratamento converte as citosinas em uracilas'

€nquanto as citosinas metiladas pelmanecem inalteradas' No momento da reaQio de

amplificagio as uacilas sao convertidas em trminas Na amplificagEo por MSP M

dois diferentes par6 de primers, cada par reconhece especificamente as seqoOncias

metiladas (com as citosinas mantidas) ou as seqti&tcias n6o metiladas (com timinas

nos lugares das citosinas). O desenho dos primers 6 uma et4a importantq pois a

confiabilidade desse metodo depende da esmlha de regioes do promotor que

contenham ilhas de CpG e que posszrm ser reconhecidas pelos prizers quando

estiverern metiladas.

Um exonplo de trabalho que utilizou MSP e o de ZoCIDAUER-MULLER

et at (2001) que estudaram a metila9ao nos promotores dos genes RARq' ECAD'

DAPK, GSTP t , P 14, P 16, MGMT e TIMP; em tumores de pulmEo de nilo pequenas

cdlulas e correlacionaram os achados moleculares com parametros clinico-

patol6gicos. Eles analisaram cento e sete amostras de tumores prinr6rios e cento e

quatroamostrasnormaiscorrespondenteseestabeleceramfreqti6rrciasde 
oo/opuao

gene MRp, de 26%o pan o gane TIMP-3, de 25o/o para o gane P16' de 2lo/o para o

ge,re MGMT, de l9o/o paru o gfnte DAPK, delE% para o gene ECAD' de 8% para o

gerc Pl4 e de 7o/o pwa o gete GSTPI ' 82%o dos pacientes mostraram metila€o em

pelo menos um dos genes do painel estudado Houve a conelaqio estatiscamente

sigrificativa entre sobrevida global mais longa e metilaqSo no promotor do gene E-

CAD. Comoconclus6o, mostraram que a metilagdo 6 um evento frequente nesse tipo
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de tumor e sugerem que mais estudos precisam ser feitos para o estabelecimento de

correlaqdes desses achados moleculares com parametros clinico-patologicos'

Jd e sabido que celulas neopldsicas se desprendem do rumor de bexiga e sdo

liberadas na urina ( SIDRANSKY 2002), portanto, a identificagio de marcadores

moleculares presentes nessas c6lulas facilitarri a detecaao do cdncer de bexiga atraves

de um simples exame de urina. Por isso e importante o estudo da metilagdo de

regioes promotoras de genes alvos como marcadores moleculares em potencial para

o cdncer de bexiga e a padronizagao da sua detecaao na urina.

Recentemente foram publicados traballos que avaliaram o papel da

hipermetilaqdo da reg6o promotora de um painel de genes em cdncer de bexiga'

MARUYAMA et al. (2001) analisaram o perfil de metilaqao nas regides promotoras

de um painel de dez genes (P#,SSFIA, RAR B, APC, P 16, DAPK' lv[G\'lT' GSTP]'

E-CAD, H-CAD e FHII) e estabeleceram uma correlag6o estatisticamente

significativa entre pacientes que apresentavam o gene E-CAD meilado e uma menor

sobrevida. CF{AN et al. (2002) analisaram um painel de sete genes (RARP, P16,

DAPK, MGMT, GSTPI, E-CAD e P15) em tumores de pacientes portadores de

cdncer de bexiga e amosffas de urinas correspondentes aos tumores e demonstraram

que a detec46o pela urina 6 factivei e, de acordo com os resultados obtidos, essa

detecaao e mais sensivel do que a citologia convencional. Comparando a

hipermetilagSo da regilo promotora do gene P/J em amostras de tumores e de DNA

de plasma correspondentes, DOMINGUEZ et al. (2002) encontraram 87Yo de

concordancia e estabeleceram uma correlagao significativa entre a metrlaq6o de P-1J

e a presenga de focos multic0ntricos, tumores maiores e recidivas' Em outro estudo'

TADA et al. (2002) analisaram a hipermetilaqdo da regido promotora de um painel
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de sete genes (hMLHt, P16, DAPK, MGlt'lT, GSTPI, |-CAD e I'HL) e

demonstraram existir uma correlagao estatisticamente significativa entle pacientes

que apresentavam o gene D,4PK hipermetilado e maior lreqilencia de recidiva

A escolha dos doze genes utilizados neste trabalho se baseou em dados da

literatura que sugeriam que a metilaqeo da regiio promotora destes genes, seja em

rumores de bexiga ou em outtos tipos de tumores. Os genes escolhidos apresentam

caracteristicas que correspondem i id6ia de hipermetilagSo em genes envolvidos na

supressdo tumoral, sendo que para todos jri existem estudos relaciomndo o seu

silenciamento com a hipermetilagdo das suas regides promotoras em outros tipos de

tumores. Os genes estudados nesse trabalho foram:

o l1-3-3a. este gene codifica uma proteina conhecida como estratifina,

reguladora de senesc€ncia de celulas epiteliais e que tem fungdes de

controle no ciclo celular, parece estar envolvida em regulaqdo do

crescimento celular, diferenciagSo e transdugdo de sinal (SUZUKI et

al. 2000). A perda da sua expressio sensibiliza as celulas a irradiaqdo

gama e a agentes quimioterap€uticos, exibindo anormalidades

cromoss6micas (GASCO et al. 2002a). As c6lulas tamb6m perdem a

capacidade da sua perman€ncia na fase G2 do ciclo celular (GASCO

et al. 2002b). Essas caracteristicas s6o consistentes com a ideia de

gene supressor de tumor. A hipermetilagio da regiSo promotora deste

gene j6 foi estudada em cAncer de mama por FERGIISON et al'

(2000) e UMBRICIIT et al. (2001), cancer g6strico (SUZUKI et at'

2000), cdncer de vulva (GASCO et al. 2002b) e cdncer oral (GASCO

etaL 2002a);
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MRp (Receptor de :icido refin6ico p): membro da superfamilia de

receptores de horm6nios ester6ides, pode ativar a maquinaria de

transcriglo e pode regular a expressio de genes alvos. A

hipermetilagio de seu promotor jii foi estudada em tumores de

pulm6o. de colon. de mama (ZOCIIBAUER-MULLER et al. 2001) e

de bexiga ( MARUYAMA et al.200l; CHAN et al. 2002);

APC (gene da polipose adenomatosa de colon) : gene supressor de

tumor cuja perda das fun96es parece estar relacionada a perda de

controle da proliferagEo celular (TSUCHIYA et al. 2000), o que e uma

caracteristica importante na proliferagdo de c6lulas neopldsicas, ele

tambem apresenta a capacidade de ativar a maquinaria de ftanscrigao

A hipermetilagdo de seu promotor j6 foi estudada em tumores

colorretais, gastricos (TSUCHIYA et al. 2000) e de bexiga

(MARUYAMA et al. 2001);

E-CAD (cadeina E): glicoproteina transmembrana que modula a

adesio intercelular dependente de cdlcio, a perda da sua expressao

parece estar relacionada com propriedades invasivas e metastiiticas

das c6lulas neopliisicas, o que d consistente com a id6ia de gene

supressor de tumor (KOIZ tlME et al. 2002). A hipermetilagSo de seu

promotor jA foi estudada em tumores de pulmio, de mama, de pr6stata

(ZOCHBAUER-MULLER et al. 2001) e de bexiga (MARUYAMA et

al. 2001; CHAN et al. 2002; TADA et al. 2002);

DAPK: proteina quinase (serina/treonina) regulada por c6lcio

associada com morte celular, estando envolvida principalmente na
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apoptose induzida por IFN-y (interferon gama), mas tamb6m participa

da apoptose induzida por outros ligantes como por exemplo TNF(I

(fator de necrose tumoral alfa) e a via apopt6tica dependente de p53'

A hipermetilagao de seu promotor jri foi estudada em tumores de

puhao (ZOCI{BAUER-MULLER et al. 2001) e de bexiga (CHAN et

al. Z}}2;MARUYAMA et aL.2001; TADA et al. 2002);

GSIPI (glutationa S-transferase 1): codifica uma proteina que

pertence i super familia de enzimas GSTs, envolvidas na

detoxificagSo de compostos eletrofilicos (como carcin6genos e drogas

citot6xicas) por conjugagZo de glutationa. Tambdm acredita-se que

essas enzimas tenham um papel importante na proteqdo do DNA a

danos oxidativos (JERONIMO et al. 2002). A hipermetilagio de seu

promotor jri foi estudada em tumores de pr6stata (CAIRNS et al'

2001; JERONIMO et al. 2002), de pulmao (ZOCIIBAUER-MULLER

et al. 2001) e de bexiga (MARIIYAMA et al. 2001; CHAN et al'

2002; TADA et al. 2002);

H-CAD (cadeina H): codifica uma glicoproteina de membrana de

reconhecimento celular e ades6o. A hipermetilaqio de seu promotor j6

foi estudada em tumores de mama' de pulmdo (TOYOOKA et al'

2002) e de bexiga (MARUYAMA et al. 2001);

Pll: tempapel na regdaqao do ciclo celular, 6 capaz de parar o ciclo

em Gl ou G2 e auxilia na regulagio da localizaqSo nuclear de p53 A

hipermetilagdo de seu promotor .1ii foi estudada em tumores de
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pulmao, tumores colorretais (ZOCHBAUER-MULLER et al. 2001),

em glioblastomas e tumores de bexiga (DOMINGIJEZ et al. 2002);

P 16: gene supressor de tumor, tem um papel chave na regulaqio do

ciclo celular, tem a capacidade de inibir a quinases dependentes de

ciclinas, bloqueando a fosforilagdo de RBI, impedindo assim que as

cdlulas saiam da fase Gl do ciclo celular. A hipermetilagdo de seu

promotor ji foi estudada em tumores de pulmdo (ZOCF{BAUER-

MULLER et al. 2001) e tumores de bexiga (MARIfYAMA et al.

2001; CI{AN et al.2002; TADA et aL.2002, DOMINGUEZ et aL

2002);

MGMT (O6-metilguanina-DNA-metiltransferase): codifica uma

enzima de reparo de DNA que protege as celuias de efeitos

carcinog0nicos de alquilantes, corrigindo as mutagSes causadas por

estes carcin6genos. Tumores que apresentam esse gene silenciado

parecem ser predispostos a terem muta@es em genes chaves como

p53 e ras. A hipermetilaqdo da regiio promotora desse gene jf loi

estudada em alguns tipos de tumores como de pulmio

(ZOCHBAi.IER-MULLER et al. 200 i ), tumores colorretais

(ESTELLER et al. 2000b) e tumores de bexiga (MARLfYAMA et al'

2001; CHAN et al. 2002; TADA et al. 2002);

TIMP-3 (inbidor tecidual de metaloprotease 3): esse gene inibe a a96o

das metaloproteases, as quais sio capazes de degradar colAgeno

amorfo e fibronectina. A hipermetilagao de seu promotor jri loi
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estudada em tumores de pulm6o (ZOCHBAUER-MULLER et al.

2001).

Levantando a hipotese da utiiizaqdo da hipermetilagio de promotores de

geles alvos como potenciais marcadores moleculares para o cAncer de bexiga, o

presente trabalho buscou encontrar possiveis marcadores moleculares para

diagn6stico e acompanhamento de pacientes portadores desse tipo de cincer atraves

da avalia@o da freqiiOncia da hipermetilaqdo da regiEo promotora de onze genes

selecionados. Adicionalmente, o presente estudo tambdm buscou estabelecer a

tecnica de MSP, desenvolvendo primers paru a rcg;do promotora de um gene para a

detecqio de metilagao, no qual este tipo de t6cnica jamais havia sido utilizada. o

gene escolhido foi o gene ADAM23 (a desintegrin and metalloprotease), o qrral

codifica uma molecula com atividades de adesdo e proteol'ifica (CAL et al' 2000),

pelas evid€ncias de COSTA et al. (manuscrito em preparaqao) (COSTA et al' 2003),

que mostraftIm a prcsenqa de metilagao na regiao promotora do gene ADAIv{2 3 em

tumores e linhagem celulares denvadas de cdncer de mama. As moleculas de adeslo

parecem ter um papel importante na supressao tumoral, pois a perda da sua expressao

pode estar ligada d facilitaleo da migragao de celulas neoplasicas para novos focos.
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OBJETTVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho busca estabelecer a freqi.iEncia, em ciincer de bexiga, da

hipermetilagEo de regides promotoras de genes alvos, avaliando esta alteraqao como

possivel marcador molecular para diagrr6stico e acompanhamento de pacientes

portadores desta neoplasia.

2.2 OBIETTVOSESPECTFICOS

Os objetivos especificos desse trabalho s6o:

1) Determinar a frequ€ncia de metilagio da regiSo promotora dos genes

DA1K, E-CAD, GSTPt, MGMT, pt/N, pl,rNKao, MRB, TIMP-3, l1-3-

3o, APC e H-CAD em linhagens celulares derivadas de cincer de bexiga;

2) Determinar as freqii€ncias de metilagio da regiSo promotora dos genes

DAPK, E-CAD, GSTPl. MGMT, p14N, p|dNKl", MRf, TIMP-3, 11-3-

3o, APC e H-CAD em tumores de bexiga provenientes do Arquivo do

Hospital A. C. Camargo - SP;
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3) Correlacionar os dados clinico-patol6gicos dos pacientes com os padrdes

de metilagSo das regi6es promotoras dos genes estudados;

4) Padronizar um teste para a detecqio da hipermefilagdo das regides

promotoms desse genes em amostras de urin4 visando ao

desenvolvimento de um posslvel metodo de diagrostico e

acompanhamento de pacientes com cdncer de bexiga.



23

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 LINHAGENS CELULARES

Cinco linhagens celulares derivadas de cdncer de bexiga: W-1376, J82'

SW780 e T24 (derivadas de carcinoma de celulas transicionais da bexiga) e

SCABER (derivada de carcinoma de celulas escamosas) foram utilizadas neste

trabalho. Oums sete linhagens celulares derivadas de outros tipos de cAncer tamb6m

foram utilizadas: HCT 1i6 (derivada de carcinoma colorretal), DLD-1, SW480, HT

29 (derivadas de adenocarcinoma colonetal), Du 145 (derivadas de celulas

indiferenciadas de meti{stase cerebral de carcinoma de pr6stata), H 1299 (derivadas

de carcinoma de c6lulas n6o pequenas de pulrn6o) e MCF-7 (derivadas de

adenocarcinoma de mama). Todas as linhagens celulares sio provenientes da ATCC-

American TWe Culture Collection (http://www.atcc.orgf .

3.2 AMOSTRAS DE TUMORES

As 38 amostras de tumores embiocadas em parafina sio provenientes do

arquivo do Hospital do cancer AC Camargo - SP. Foi feita uma busca de duzentos

casos sequenciais diagnosticados como cAncer de bexiga no periodo de 1990 a 1993,

para permitir a posterior correlagSo dos achados moleculares com as dados clinico-

patol6gicos. As laminas coradas por hematoxilina-eosina foram analisadas por dois

patologistas (Prof Dr. Femando Soares e Dr. Antonio Hugo Campos) para
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confirmagao de diagrrostico, estadiamento do tumor e determinagdo das 6reas que

correspondem a tecido tumoral, a fim de selecionar estas dreas para a extraqeo de

DNA com a menor proporglo possivel de tecido normal. Apos essa determinaqao, os

blocos correspondentes ds ldminas foram cortados e o DNA foi extraido

Os tipos histol6gicos mais frequentemente diagnosticados pelos patologistas

foram: neoplasia urotelial papilar de baixo potencial maligro, carcinoma uotelial

papilar de baixo grau, carcinoma urotelial papilar de alto grau e carcinoma urotelial

invasor (segundo a classificageo de EPSTEIN et al. de 1998).

3.3 AMOSTRAS DE URINA

Havia armazenado no Instituto Ludwrg de pesquisa sobre o CAncer - 56o

Paulo, RNAs extraidos de urina de pacientes portadores de cincer de bexig4

provenientes de um trabalho anterior em colaboragSo com ProF Dr. Alvaro Sarkrs'

do Departamento de Cirurgia Pelvica do Hospital do C6ncer. Para verificar a

presenga de DNA nessas amostras, realizamos uma rea9eo de PCR utilizando

pr imers (direto: 5'-TTGTGTCTCTAGTTCTGG-3' € reverso: 5'-CATTGTTGTAGT

AGCTCTGC-3') desenhados nos introns 12 e 13 do gene hMLHI (lrumam mut-L

homologae 1). Com o uso desses primers intrdnicos, a presenqa de amplificaqio

sigrrifica que DNA gen6mico estii presente na amostra. As seguintes condig6es de

reagdo foram utilizadas: 1,5 mM de MgClz, 0,2pM de dNTPs, 0,3pM de cada primer,

lX ampao de reagdo da enzima AmpliTaq GOLD, l,5u AmpliTaq GOLD (Applied

Biogtstems). As condig6es de amplificagSo foram de dez minutos iniciais a 95oC para

a ativagSo da enzima AmpliTaq GOLD, dez ciclos de trinta segundos a 95oC,
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qrxrrenta e cinco segundo s a 62"C e quarenta e cinco segundos a 72"C, seguidos de

mais dez ciclos com trinta segundos a 95oC, quarenta e cinco segundos com a 60oC e

qrurrenta e cinco scgundo s a 72oC e, por fim, quinze ciclos de trinta segundos a

95'C, quarenta e cinco segundos a 58oC e quarenta e cinco segundos a 72oC. No

final, para se garantir a completa extensao de todos os fiagrnentos, incubou-se por 7

minutos a 72"C. O produto foi visualizado em gel de poliacrilamida 870, com

coloragdo em prata (SANGUINETTI et al. 1994).

As amostms que apresentaram amplificagSo com os primers intrdnicos devido

ir presenga de DNA gendmico, foram submetidas ao tratamento com bissulfito de

sddio para an6lise de detec96o de metilagio. Foram utilizadas quatro amosffas, das

quais tambdm foram analisados os tumores correspondentes.

3.4 EXTRAQAODE DNA

O DNA foi exraido das linhagens celulares pela tdcnica do Fenol -

Clorof6rmio (FONG et al. 1994) adaptada.

Para a extragao de DNA das amostras dos tumores emblocados em parafina

foi utilizado o kit Nucleon HT (Amersham Lfe Sciences), conforme protocolo

fomecido pelo fabricante. Esse mdtodo de extragdo se mosfou muito eficiente e

priltico, apresentando um rendimento satisfat6rio para esse tipo de material.

Resumidamente, essa exfiagAo consiste em uma primeira fase de desparafinizaqio

(com xilol), uma segunda fase de digest6o do tecido (com a enzima Proteinase K),

uma terceira fase de desproteinizagao (com uma solugio de perclorato de s6dio), uma
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quarta fase de extragao do DNA (com clorof6rmio), seguida de uma precipitaqio do

DNA (com etanol absoluto) e subseqiiente lavagem (com etanol a 70%)'

3.5 TRATAMENTO COM BISSULFITO DE SODIO

O DNA foi submetido a um tratamento de bissulfito de s6dio e subsequente

PCR: MSP conforme descrito por IIERMAN et al. (1996), incorporando algumas

modificagoes. Este tratamento converte as citosinas em uracilas, enqwmto ils

citosinas metiladas permanecem inalteradas. No momento da PCR as uracilas sio

convertidas em timinas. Na amplificagio por PCR ha dois diferentes pares de

primers, cada par reconhece especificamente as seqiiEncias metiladas (com as

citosinas mantidas) ou as seqii€ncias nao metiladas (com timinas nos lugares das

citosinas) (FIERMAN et al. 1996, 1998; ESTELLER et al. 1999).

Resumidamente, o tntamento de bissulfito de s6dio que estamos realizando

consiste em:

I ) Uma primeira etapa de desnaturaqio do DNA ( 1 pg de DNA) :

a) Tratar comlpl de NaOH (0'2M);

b) Completar pam um volume final de 50pL com 6gua

destilada autoclavada);

c) Incubar Por dez minutos a 37C.

2) Uma segunda etapa de tratamento com o bissulfito de sodio:

d) Adicionar 10pL de hidroquinona (10mM);

e) Adicionar 520pL de bissulfito de s6dio (3M pH 5,0);
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Q Adicionar 1pL DNA de esperma de Salmdo ou de

Arenque (20m9/mL);

g) Incubar a 50oC por 16 horas;

h) Adicionar lml- de resiua (Wizardg DNA Clean-up

Resin -utilizagdo do kit Wizard@ DNA Clean-up Sltstem,

PROMEGA);

i) Homogeneizar por inversio por 5 minutos;

j) Passar a resina com o DNA ligado por uma coluna;

k) Lavar a coluna com 2mL de isopropanol 80%;

l) Centrifugar a coluna conectada a um novo tubo por 2

minutos a 14.000 rpm, para secar a resioa:

m) Transferir a coluna para um novo tubo e eluir

adicionando 50pL de rigua pr6-aquecida (65-70"C);

n) Incubar por I minuto i temperatura ambiente;

o) Centrifugar por I minuto a 14 000 rpm;

p) Descartar a coluna;

q) Incubar a -20'C Por6 horas;

r) Adicionar 1,5 PL de NaOH (10M).

3) Uma terceira etapa de precipitagdo do DNA:

s) Incubar d temperatura ambiente por 5 minutos;

t) Adicionar 5pL de acetato de s6dio (3M, pH 6,0) e

110pL de etanol 100%;

u) Adicionar 5pL de glicog6nio (2Omg/ml-);

v) Manter por 16-20 horas a -20oC;



28

w) Em seguida, centrifugar a 4oC durante 15 minutos a

14.000rpm;

x) Secar o precipitado;

y) Ressuspender em 25pL de iryuz;

z) Armazenar a -20"C ate o uso.

No caso das amostras de tumores, pela menor disponibilidade de DNA nessas

amosfias, n6s utilizamos os passos f e lr' os quais nio s6o utilizados para o

tratamento de linhagens celulares. O passo f consiste na adigEo de lpl- DNA de

esperrna de SalmSo ou de Arenque (20mg/ml,) que funciona como carreador de

DNA nesse momento do tratamento com bissulfito de s6dio e o passo u consiste na

adigio de 5pL de glicog€nio (20mg/ml-), que serve como carreador na precipitagdo

do DNA.

3.6 REACAO DE PCR

Foi realizada uma reaqio de PCR especifica para deteca6o de metilagdo: MSP

(metltylation specific PCR) (HERMAN et al. 1996; ZOCHBAUER-MULLER et al.

2001). A t6cnica de MSP d muito sensivel; ela 6 capz de detectar um alelo que

apresenta metilagio dentre mil que se apresentam n6o metilados (CAIRNS et al.

2001; ROSAS et al. 2001).

As seqii0ncias dos primers pua a regldo promotora dos genes DAPK, E-CAD,

GSTP|, lv[GMT, p14tr, pldNKo' e TIW-3 foram obtidas de zOCrmAL]ER-

MLILLER et al. (2001), as seqii€ncias para o gene RARfl de IIEKI et al. (2000), as do
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gerc l1-3-3o de FERGUSON et al. (2000), as do gene APC de ESTELLER et al'

(2000a) e as do gene H-CAD de TOYOOKA et al. (2002) (Quadro 1)'

As condig,Ses da reagio de PCR foram padronizadas depois de muitas

tentativas. Num primeiro momento, foram utilizadas as condigoes descritas por

TIERMAN et al. (i996) e, em seguida, variagSes desta. mantendo a utilizagao da

eruima Taq Polimerase (lnvitrogen). Entretanto, o sucesso na amplifica@o s6 foi

alcangado quando passamos a utilizar a enzima AmpliTaq GOLD (ApPlied

Biosystems). Tambdm optamos por utilizar o DNA diluido cinco ou dez vezes e, a

partir desse procedimento, pudemos padronizar condiqoes adequadas e ainda nio

descritas na litemtura. A seguir, est6o indicadas as novas condigoes da reagio de

PCR com as quais realizamos os testes.

Condig6es da reaglo de amplificaqio:

a) 0,25mM de dNTPs;

b) 0,5pM de Primer direto;

c) 0.5pM de primer reverso;

d) 1,5u de AmpliTaq Gold (lpplied Biosystems)',

e) 3,125mM de Mgpl2 (Applied Biosystems);

I lX de Tampio de Reagdo pi AmpliTaq Gold (Applied

Biosystems);

Totaiizando 18,0pL, aos quis sao adicionados 2'0pL de DNA previamente

tratados com bissulfito de s6dio e diluidos cinco ou dez vezes.

A escolha das condiqdes de temperatuas para amplificagdo foi uma etapa

importante, pois foram necessirias variag6es nas condigSes de amplificagio,

principalmente no que diz respeito ds temperaturas de anelamento especificas para
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cada um dos primer utilizados. Em todos os citsos, as melhores condigdes observadas

de amplificag5o envolveram trCs etapas nas quais a temperatura de anelamento era

mais alta nos primeiros dez ciclos e diminuia dois graus na etapa seguinte e outros

dois graus na riltima (dez e quinze ciclos respectivamente). Com o uso dessas

condig6es, os primeiros ciclos com maior temperatura asseguravam a especificidade

da amplificagSo. Nos ciclos seguintes, a amplificagao do produto especifico era

facilitada com a reduqeo da temperatur4 de maneira a aumentar o rendimento da

amplificagEo- Portanto o programa da PCR apresenta dez minutos iniciais a 95'C

para a ativagiio da enzima AmpliTaq GOLD, dez ciclos de 30 segundos a 95"C, I

minuto com a primeira temperatura de anelamento e I minuto a 72oC, dez ciclos de

30 segundos a 95t, 1 minuto com a segunda temperatua e I minuto a72"C, qwrue

ciclos de 30 segundos a 95oC, 1 minuto com a terceira temperatura e I minuto a

72t, 7 minutos a72"C e 4"C infinito.

Para a detecaEo dos produtos amplificados, as amostras s6o aplicadas em gel

de poliacrilamida a 87o e coradas com nitrato de prata (SANGTIINETTI et al. 1994).
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Gene
Seqirdncias dos prlrzers para a situagio

metilada (5'- 3')

SeqiiCncias dos primers para a situagio

nd.o metilada (5'- 3')
Refer€ncias

MRf
D" GGATIGGGATGTCGAGAAC

Rh TACAA-A-IAACCTTCCGAATACG

D,4.CIGATTC,CCATGTTGAGA,{TG

R TTACfuqU{qJAACCTTCCAAA'IACA

Ueki et al.

(2000)

NMP-3
D CGTTICGTTA

R CCGAAAACCCCGCCTCG

D

TTTTGTTTTGTTA

R CCCCCAAAAACCCCAAATCA

Z<ichbauer-

Moller et al.

(2001)

Pt6
D t'tA1-tAGAG{iG l G{;GCC(X}AI(]GC

R GACCCCGAACCCCGACCCCGACCGTAA

D 11'AI"IAGAGGG'I'GGGG IGGA |TGI'

R CAACCCCAAACCACAACCATAA

Zdchbauer-

Muller et al

(2001)

MGMT
D TTTCGACGTTCCTAGGTTTTCGC

R GCACTCTICCGAAAACGAAACG

D

TTIGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT

R

AACTCCACACTCTCCCAAAAACAAAACA

ZOchbauer-

Miiller et aI

(200 r )

DAPK
D GGATAGTCGGATCGAGTTAACGTC

R CCCTCCCAAACGCGA

D GGAGGATAGTTGGATIGAGTTAATGTT

R CAAATCCCTCCCAAACACCAA

Zochbauer-

Muller et a].

(2001)

E{AD
D TTAGGTTAGACCCTTATCGCGT

R TAACTAAAAATICACCTACCGAC

D TAATTTTAGGTIAGAGCCTTATTGT

R CACAACCAATCAACAACACA

ZOchbauer-

Mtiller et al.

(2001)

P14
D GTGTTAAAGGCCGGCGTAGC

R AAAACCCTCACTCGCGACGA

D TTTTIGGTGTTAAACCGTC'GTGTAGT

R CAC fuqlddACCCTCACTCACAACAA

Zochbauer-

Miiller et al.

(2001)

GSTPI
D TTCGCCGTGTAGCGGTCGTC

R CCCCCAATACTAAATCACGACG

D GATGTTTGGCGTGTAGTGCTTC TI

R CCACCCCAATACTAAATCACAACA

Ztichbauer-

Miiller et

al(2001)

l1-3-3o
D TGCTACTTTTIATCr'UqAGCCCTC

R CCTCTAACCCCCCACCACG

D ATCCTACTTTT'IATCAAACCTCT-f

R CCCTCTAACCACCCACCACA

Ferguson et al.

(2000)

APC
D TATTGTGGAGTGGGGG'rc

R TGCACGAACTCCCGACGA

D GTGT'I'TTATIGTGCAGTGTGGCTT

R CCAATCAACAAACTCCCAACAA

Esteller et al

(2000)

H.CAI)
D TCCCGGGGTICGTTMTCGC

R GATGTTTTCATICATACACGCG

D T'IGTGCCCTTGTTTTTTGT

R AACTTMCATTCATACACACA

Toyooka et aL

(2001)

Pifier rc\crsodircto,

Quedrr I - Seqiieflcia dosprimers utilizados na MSP
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3.7 PESQUISA DE CELULAS NEOPLASICAS NA URIT\A USAN'DO

MSP

A linhagem celular T24 derivada de cdncer de bexiga foi colocada em cultura

e quando atingiu aproximadamente 75% da conflu0ncia da garrafa com superficie de

75 cm2, as cdlulas foram soltas por utilizagSo de tripsina e contadas.

A wina de um volunti.rio saud6vel foi colhida. Foram preparadas misturas

artificiais com essa urina normal e as cdlulas obtidas da cultura. A partir da mistura

inicial com quantidade conhecida de cdlulas, foram feitas diluig6es seriadas e o

numero de cdiulas de cada uma das amostras foi calculado. De cada amostra, foram

utilizados para aniilise 100pL. Como confoles do experimento, tambdm foram

processados 100pL de urina normal do mesmo doador, 200pL solugdo fisiologica

(Cloreto de s6dio - NaCl 0,9%) pura e tambdm misturada com uma quantidade de

celulas determinada previamente. O DNA dessas amostras foi extraido pelo kit

perfect gDNA Btood Mini Isolation Kit (Eppendofl. seguindo as instrug6es do

fabricante no protocolo para extraqAo de DNA de sangue humano e animal Foi

acresc€ntado a esse protocolo um passo adicional, antes do inicio da extragao foram

adicionado is amostras I00 pL de PBS 1X com o intuito de neutralizar o pH da

urina.

Para verificar a presenqa de DNA nessas amostras, foi reaiizada uma reaqAo

de PCR utilizando primers (direto: 5'-TTGTGTCTCTAGTTCTGG-3' e reverso:

5'-CATTGTTGTAGTAGCTCTGC-3') desenhados nos infions 12 e 13 do gene

hMLH t (humam mut-L homologue 1), a mesma citada acima no item das urinas dos

pacientes. Com o uso desses primers intrdnicos, a presenga de ampl'ificagEo significa

que DNA gendmico est6 presente na amostra.
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As amostras de DNA foram submetidas ao tratamento de bissulfito de sodio e

subseqirente MSP, utilizando os primers para a regiSo promotora do gene rR'4Rp, pois

o padrio de metilagio da regrdo promotora desse gene na linhagem T24 jri havia sido

estabelecido (apresentava alelos metilados).

3.8 CLONAGEM E SEQOENCTAMENTO

Para a amplificagSo da regiao promotora do gene ADAM2J, foram realizadas

duas reagSes, sendo a segunda tendo sido feita com o produto da primeira (o que d

chamado de nested PCR). As condigoes de amplificagao foram iguais para as duas

reagdes e foram as seguintes: 1,5mM de Mgclr,0,2pM de dNTPs, 0,16FM de cada

primer, lXtampdo de rea$o da Amplil'aq GOLD' l,ltt Ampli'laq GOLD (ApPlied

Bios-vstems). As seqiiOncias dos primers utilizados na primeira rea{eo foram: direto

5'-TTTGTTTTGGATAAATTAAGGTTA.3,eTeveTso5'.CTACfu{rqJd'r{TCA

fu!\cTAAr\TCTC - 3'. As seqii€ncias dos primers utilizados na segunda reagdo

foram: direto 5' - GTATGTfuMTATtuAAGGATTGTAG - 3' e reverso

5, - ATA.rqAr{ATATATCCTCCTAAATAT - 3,. As condigdes de amplifica@o da

primeira reagio apresentam dez minutos iniciais a 95"C para a ativagdo da enzima

AmpliTaq GOLD, um ciclo com tr6s minutos a 95'C, tr6s minutos a 50oC e dois

minutos a 72"C, cinco ciclos com tr€s minutos a 95'C, tres minutos a 53"C e dois

minutos a 72"C, tnnta e cinco ciclos com um minuto a 95oC, um minuto a 55oc e um

minuto a 72.C, 7 minutos a 72oC e 4"c infinito. As condig6es de amplificagao da

segunda reagdo apresentam dez minutos iniciais a 95oC para a ativagSo da enzima

AmpliTaq GOLD, um ciclo com 3 minutos a 95'C, 3 minutos a 45oC e 2 minutos a
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72oC, cinco ciclos repetidos com 3 minutos a g5oc' 3 minutos a 48oC e 2 minutos a

72"C,35 ciclos com 1minutoa95oC, 1minuto a 50"C e I minutoa72'C'7minutos

a 72"C e 4oC infinito. Sempre os produtos obtidos foram visualizados em gel de

poliacnlamida 870, com coloragdo em prata (SANGUINETTI et al' 1994) O

tamanho do produto amplificado € de 390bp.

A clonagem dos iiagmentos amplificados foi realizada com o kit comercial

TA Clonhg@ Kit (Life Technologies' Iwitogen) segundo instrugOes do fabricante'

o seqiienciamento foi realizado com o krt Bi| Dye versao 3 (Applied

Biosystems;)segundoinstrug6esdofabricanteeosequenciadorusadofoioABl3l00

(Applied Biosystems).

3.9 EXTRACAODE RNA

O RNA total foi isolado de pequenas quantidades de tecido (1 a 10 mg)

utilizando-se TRIZOL@ (Life Technotogies- Invitrogen) conforme especificaqdes

fomecidas pelo fabricante.

Para avaliar a qualidade do RNA, verificou-se a contaminagio com DNA por

PCR utrlizandop rimers (direto 5'-TTGTGTCTCTAGTTCTGG-3' e reverso 5'-CAT

TGTTGTAGTAGCTCTGC-3') desenhados nos introns 12 e 13 do gene hMLHI

(humam mut'L homologue 1). As seguintes condiq6es de amplificagEo foram

utilizadas: 1,5 mM de MgCh,0,2mM de dNTPs, 0'3pM de cada primer' lX tampio

de reagdo da AmpliTaq GOLD e 1,5u de AmpliTaq GOLD (Applied Biosystems) o

programa da PCR apresenta dez minutos iniciais a 95oC para a ativaqao da enzima

AmpliTaq GOLD, dez ciclos com 30 segundos a 95"C' 45 segundos com a
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temperarura de 62 e 45 segundos a72oC, dez ciclos com 30 segundos a 95'C' '15

segundos com a temperatura de 60" e 45 segundos a 72oC, quirze ciclos com 30

segundos a 95'C, 45 segundos com a temperatura de 58oC e 45 segundos a 72"C' 7

minutos a72"C e 4'C infinito.

Quando fosse detectada a presenga de DNA, era feito um tratamento com

DNase (Rp1 Rnase-Free Dnase' Promega) segundo as instrug6es do fabricante

seguida de nova extraqao por TRZOL@ (Lrfe-TecnotogiesJnvinogen)' descita

anteriormente. Para a confirmagao do tratamento, o teste de LMLH I era repetido'

Para a sintese de oDNA foram utilizados 2 pg de RNA total,0'5 pg de primer

(oligo(dT)1s) lpL de dNTPs (10mM) e rigua ("RNAse-free") at6 l lpL A mistura foi

incubada a 65.C durante 5 minutos e armazenada em gelo. Em seguida, foram

adicionados 4pL de Tampdo para sintese da primeira fitz 5X,21t'L de DTT 0'1lvl'

200u de RNAse out e 40u da enzima superscriptll (Life Technologies- Iwitrogen). A

reaqao seguiu com incubagio a 42oC por I hora e depois a 70"C por 15 minutos'

3.10 RT-PCR

Os primers utilizados para verificagio da expressSo do gene ADAI'[2'3 foram:

direto:5'-TATGAGCAGCTGTCCACTCG-3'ereverso:5'-CCCCAGCCTGTG

CCCCCAAG -3'. O tamanho do produto amplificado €' de 247bp' As condigOes de

amplificagio utilizadas foram: 1,5 mM de MgCl:, 0,2pM de dNTPs' 0'4pM de cada

primer,lXtampiodereaqioda'l'aq,l,}ude'l'aq(Lfe'1'echnologies-lnvitrogen)'

Ascondigoesdeamplificagdoaplesentam4minutosiniciaisdedesnaturagao,35
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ciclos de 45 segundos a 95'C, .15 segundos a 62oC e 1 minuto a 72'C, seguidos por 6

minutos a 72'C e 4"C infinito.

Para confirmar a sintese de cDNA, as amostras foram amplificadas com

primers desenhados em introns do gene constitutivo GAPDH (direto: 5' - CTGCAC

CACCAACTGCTTA - 3' e reverso: 5' - CATGACGGCAGGTCAGGTC - 3'). O

tamanho do produto amplificado e de 305bp. As condigdes de amplificagSo foram:

1,0 mM de Mgclr, 0,2pM de dNTPs, 0,3pM de cada primer, 1X tampio de reagdo

da Taq,0,5u Taq (Lfe Technologies- Invitrogen). As condig6es de amplificagdo

apresentam 4 minutos iniciais de desnaturagdo, 35 ciclos de 45 segundos a 95"C, 45

segundos a62oCe I minuto a 72oC, seguidos por6 minutos a72'C e4"C infinito.

3.II DESENHODOSPRIMER.SPARA MSP

Os primers para a MSP na regido promotora do gene ADAM23 forant

desenhados com a ajuda do progtama MethPrimer versio vl.1 disponivel na intemet

(http://www. dahiyaurolo gy. com).

As seqiiOncias dos primers desenhados para a MSP sio para a situagio

metilada: direto 5'-TTTTTATGAATTTTTGAGTAAATATCGTTCG-3' e reverso

5'-Gfu\ATA,r{CfuAJ^u\ATCCCCCG-3' e para a situagio n6o metilada: direto

5' -GAATTTTTGAGTAAATATTGTTTGG-3' e reverso 5' -C AA AAT AAC ArqArM

TCCCCCAC-3' e o tamanho do fragmento amplificado e de 118bp.

A padronizaqio da reagao de MSP seguiu as condigdes de amplificaqdo

utilizadas para os ouros genes estudados por este trabalho (citadas acima, no item 6)

e se mostrou satisfat6ria.



37

3.12 ANALISE ESTATiSITICA

Toda a anrilise estatistica foi realizada com o programa estatistico SPSS

versio 10.0 e foi supervisionada pela Prof Dra. Maria do Rosririo D. O. Latorre do

Departamento de Epidemiologia da Escola de Saude Publica da Universidade de Sdo

Paulo e pelo Dr. Andr6 Carvalho, do Departamento de Cirurgia de Cabega e Pescogo

do Hospital do C6ncer.

As associag6es entre parametros forarn avaliadas pelo teste de associaqdo

pelo Qui-quadrado ou Fisher. As diferengas foram consideradas significativas

quando op foi menor que 0,05.

As freqiidncias de recidiva foram caiculadas pelo mdtodo de Kaplan-Meier e

o teste de log-rank foi utilizado para a anilise. As aniilises foram consideradas

sipificativas qrrandq op foi menos que 0,05.

Para a determinagSo a taxa global de metilagSo em cada paciente

individualmente, foi calculado um indice de metilagSo (MI) (MARUYAMA et al.

2001; ZoCHBALTER-MULLER er al. 200t).

Esse indice foi calculado para cada caso atraves da formula:

Total de genes metilados

Total de genes analisados
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4 Rf,SLTLTADOS

,1.1 PADRONIZACAO DAS CONDIQOES DE ANIPLIFICACAO

O primeiro passo para a avaliagdo do padrlo de hipermetilagio de um painel

de genes foi a padronizagdo das condig6es de amplificagdo para cada um dos onze

genes escolhidos(DAPK, E-CAD, GSTPl, MGMT, pllM. pldNK'". MRfl,rlMP-3,

11-3-3o, APC e H-CAD). Para tanto, foram utilizadas, inicialmente, sete liniagens

celulares derivadas de diversos tipos de cincer, todas disponiveis no Instituto

Ludwig de Pesquisa sobre o Cdncer - Sio Paulo. HCT I i6 (derivada de carcinoma

colorretal), DLD-I, SW480, I{l 29 (derivadas de adenocarcinoma colorretal), Du

145 (derivadas de cdlulas indiferenciadas de metiistase cerebral de carcinoma de

pr6stata), H 1299 (derivadas de carcinoma de c6lulas n6o pequenas de pulm6o) e

MCF-7 (derivadas de adenocarcinoma de mama). Posteriormente, foram utilizarlas

cinco linhagens celulares derivadas de cdncer de bexiga: SW 780. T 24,1{f-1376 e

J82 (derivadas de carcinoma de c6lulas transicionais) e SCABER (derivadas de

carcinoma de celulas escamosas). Todas as linhagens celulares sio provenientes da

ATCC - American TWe Culture Collection.

A padronizagEo da reagSo de PCR foi necess6ria, uma vez que as

temperatuas de anelamento calculadas para cada um dos prizers (direto e reverso)

utilizados nas reag6es eram diferentes. Essas temperaturas de anelamento tambem

foram otimizadas para que fosse possivel a utilizagEo de uma mesma condigio de

reageo tanto para o estado metilado quanto para o nAo-metilado, possibilitando, desta
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forma, que as reagdes ocolressem simultaneamente. Tal ajuste foi imprescindivel

para o desenrolar do trabalho, pois, estas temperaturas de anelamento tiveram de ser

ajustadas para permitir qne os primers pudessem descriminar o estado metilado do

nio-metilado, o que, em muitos casos, significava uma diferenqa em apenas um

nucleotideo da regiio 3' da seqiiEncia de cada pnmer. Considerando todas as reag6es

realizadas, as temp€ratuas de anelamento variaram entre 54'C e 64'C (Quadro 2). O

tamanho dos fragmentos arnplificados variou de 81 a 243pb (pares de base).

Este processo de padronizagSo iniciou-se tomando por base as condig6es

descritas por HERMAN et al. (1996) e, em seguida, foram introduzidas algumas

variagdes. Num primeiro momento, estivamos utilizando a enzima Taq Polimerase

(Invitogen), mas nio foi possivel obter um produto amplificado especifico. As

reag6es de PCR s6 funcionaram adequadamente quando passou-se a utilizar a enzima

AmpliTaq GOLD (Applied Biosystems). Essa enzima, por s6 permitir o inicio da

reag?io quando a temperatura est6 elevada (hot start), aumenta a especificidade da

reag6o. Tambem optamos por utilizar amostras de DNA diluidas (cinco ou dez

vezes), pois a presenga de resquicios de bissulfito de s6dio podem inibir a reaqio de

PCR. Apos este processo de padronizagSo, a condigio de reaqio de PCR que

passamos a utilizar foi: 0,25mM de dNTPs; 0,5pM de cada primer (direto e reverso),

3,125mM de MgClz; lX Tamp5o de Rea@o da AtnpliTaq GOLD; 1,5u de AmpliTaq

GOLD. A cada reagio era acrescentado 2,0pL de DNA previamente tratados com

bissulfito de s6dio e diluidos cinco ou dez vezes. O volume final de rea96o sempre

foi de 20;rL.
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Gene
Temperaturas da

PCR-
TemaIlho do amplicon

(bn)

MN 58-56-54 M- t00
u- 100

TIMP-3 56-54-52 M- 116
u -122

Pt6 66-64-62 M- t50
{I- r5r

MCMI 64 - 62- 60
M-8l
Il-93

DAPK 62-60-58 M-98
u- 106

E{AD 58-56-54 M-115
u-97

Ptl 64-62-60 M- 122
u-132

GST?] 54-52-50 M-91
u -97

14-3-3o 66-64-62 M- 105

u-107

APC 62-60-58 M.9E
u- 108

HlAD 60-58-56 M-243

M = produto obtido da amplificag5o com osprrrrrels desenhados para as seqUCncias metidadas.
U = produto obtido da amplificag6o com os prizers desenhados para as seqi.i€ncias nio metidadas.
' Temperaturas de anelamento usadas nos dez primeiros ciclos e nos dez e quinze ciclos seguintes,
respectivamente.

Qurdro 2 - CondigSes padronizadas para a MSP

4,2 PADRAO DE METILACAO PU LINHAGENS CELULARES

O perfil de metilagio (detecgio da presenga de alelos metilados ou nao-

metilados) da regiio promotora dos onze genes incluidos neste estudo foi analisado

em cinco diferentes linhagens celulares derivadas de c.encer de bexiga (SW 780, T

24,lIT-1376, J82 e SCABER) (Figua 2) e em quatro linhagens derivadas de cdncer

de colon (HCT 1 16, DLD-I, SW480 e HT 29), uma linhagem derivada de cdncer de

mama (MCF-7), uma de cdncer de pr6stata (Du 145) e uma de cancer de puimdo (H

1299) (Figura 3).
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O padrdo de metilagio de alguns dos genes selecionados para este estudo jd

havia sido, previamente, avaliado em algumas das linhagens celulares tambem

selecionadas. A linhagem MCF-7 apresenta a regiio promotora do gene E-cacrerinct

nio-metilado (NASS et ar. 2000); a rinhagem T24 apresenta arelos metilados para o

gene Pl6 (FLORD er al. 2000); o gene TIMp-3 apresenta-se nio_metilado na

linhagem SW 480 e metilado na linhagem IIf29 (BACHMAN et al. 1999).

Conforme pode-se notar na Figura 2 o gene MRp se apresentou metilado em

quatro linhagens celulares derivadas de c6ncer de bexiga, enquanto os genes E-CAD,

l1-3-3o e APC se apresentaram metilados em duaq linhagens celulares. Os genes

P16, MGMT, HCAD e DApK se apresentaram metilados em apenas uma linhagem

celular e n6o foi detectada, em nenhuma das linhagens derivadas de cdncer de bexiga

analisadas, metilaqao nos genes TIM?3, prr eGSTpr (Figura 2). A andlise rearizada

com as linhagens celulares derivadas de outros tipos de cdncer revelou que o gene

MRp encontra-se metilado em cinco linhagens, os genes E_CAD e MGMT se

apresentaram metilados em duas e os genes pl6, DAqK, TIM?3, pli e GSIpI se

apresentaram metilados em apenas uma linhagem celular (Figura 3). O padrio de

metilagdo dos genes 11-3-3a, Apc e H-CAD ndo foi avariado para estas linhagens.

Nem todos os genes foram testados nessas linhagens, pois houve a possibilidade de

utilizagSo de linhagens celulares derivadas de c6ncer de bexiga e a maioria dos

,;ontroles 1ii havia sido estabelecida sem a necessidade de dar continuidade a essas

aniilises, que fizeram parte da etapa de padronizagio.



Figura 2 - Perlil de metilaqio da regreo promc{cra dos getgf t4-j-3o, MRA APC, E{AD. DAPK'

GS|P 1. HCAD. PU. PI6,MGMT e ?"It.1P3 em de linhagens celulares derivadas de cincer de bexiga.

Caixas Eetas, amostms que seo metiladas. Cairas brancas, amostr-as que sio nao-metiladas

Linhaqem R,ARO E-CAD DAPK GSIP Pt1 P16 fiGffT
HCT I I6
DI,I}I
sw 480

Dr 145

H 1299

r{'t 29

MCF.7
Figura 3 - Perfil de metilafSo da regrao Promotora dos gerrr RARP, E-CAD' DAPK' GSTPI, P14,

P16, MGMT e TIMP3 em liohagens celulares deriaBdas de deferentes tipos de catrcer. HCT I 16- HT

29, DLD-I e SW 480: cacinc,ma colorectal, Du 145, carciooma de Fostata; H 1299, carcinoma de

pulm6o; MCF-7, adenocarcinqma de mama. Caixas getas, amost-as qr.E sao metiladas. Caixas

h,recas, amostras que s5o nEemetiladas.

Em algumas linhagens celulares, o experimento de MSP foi capaz de

amplificar fragmentos tErto com os pri ers para o estado metilado qunto pzua o

nio-meulado de um mesmo gene. Este resultado pode ser justificado pela

heterogeneidade das linhagens celulares. Em todos os experimentos foram sempre

utilizadas lin}agens celulares tumorais. derivadas de tumores e nAo de uma celula

isolad4 ou sqa trata-se de uma popdatao heterog6nea de c6lulas e nAo de clones de

uma tnica c6lula. Portanto. 6 esperado encontrzu celulas com diferengas em seus

DNAs, reproduzind o in vitro a situagao de c6lulas de um tumor, as quais podem

apresentiu caracteristicas diferentes umas das outras.

Linhagens celulares siio amplamente utilizadas em diferentes tipos de

pesquisas sobre o cAnc€r, incluindo estudos sobre hipermetilagao de promotores

Linhagem 14-3-g RR0 APC E-'AN DAPK GSIP HCAD P'1 P'6 NGNT TINP

S'ABER
HT 1376

T24
sw 780

r82
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g6nicos. No entanto, jii se sabe que os resultados obtidos com expenmentos que

utilizam linhagens celulares de tumores ndo refletem necessariamente a realidade

biol6gica dos tumores dos pacientes. SMIRAGLIA et al. (2001) mostraram que

linhagens celuiares derivadas de diversos tipos de cdncer exibem niveis

sigmficativamente maiores de hipermetilagdo nas ilhas de CpG que amostras de

tumores das quais elas foram derivadas. Portanto, uma vez que as reaqdes de PCR

(1USP) estavam padronizadas, deu-se inicio d pr6xima fase do trabalho que foi

avaliar o pad6o de expressdo do painel de genes previamente selecionados em

amostras de fumores de bexrga.

4.3 AMOSTRAS DE TUMORES

Inicialmente, as amosms de tumores de bexiga a serem estudadas deveriam

ser pror.enientes do Banco de Tumores do Hospital A. C. Camargo - SP, entretanto,

optou-se pela utilizagdo de amostras de tecidos emblocados em parafina.

provenientes do arquivo do Hospital A. C- Camargo - SP. Essa mudanga foi possivel

pelo sucesso que obtivemos na padronizagio dos testes com DNAs provindos de

tecidos fixados e emblocados em parafina. Esta mudanga permitiu a selegdo de

pacientes com um maior tempo de seguimento e, portranto, com a vantagem de ser

possivel correlacionar os achados moleculares com dados cliruco-patol6gicos. A

Tabela 1 resume as caracteristicas clinico patol6gicas dos pacientes incluidos neste

estudo.

A caracterizaEio da populagio demonstra a proporgio esperada entre homens

e mulheres, que e de aproxrmadamente trCs a quatro homens para cada mulher com

*,
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cincer de bexiga (DOMINGUEZ et al. 2002). Na populagio em foco, sio observados

trinta homens e oito mulheres, ou seja, uma proporgdo de 3,75:1. Observa-se, ainda,

que o cdncer de bexiga 6 mais incidente em p€ssoas idosas, sendo que na populaqio

estudada 71,1Yo dos pacientes foram diagnosticados com idade acima de sessenta

anos. A variavel tabagismo ndo pode ser avaliada, pois essa informag6es ndo

constava nos prontu6rios de tr€s pacientes (Tabela 1).

No conjunto estudado, a principal terapia utilizada foi a cirurgia, estando ai

incluidas: bi6psia, ressecado transuretral, cistostectomia e cistoprostatectomia. As

freqiiCncias apresentadas com relagio ds terapias utilizadas ndo s6o exclusivas, hii

pacientes que foram submetidos a mais de um tipo de terapia. A maioria da

populagdo manteve-se viva (84,2%). Aproximadamente metade (45.9%) dos

pacientes apresentou recidiva local (um paciente foi excluido da anilise com esta

vari6vel, pois foi admitido no Hospital do Cdncer jri com um tumor que era uma

recidiva). 18,4% dos pacientes apresentaram met6stases. Em termos de estadiamento,

baseando-se na classificagdo TNM, 76,3% dos pacientes apresentaram tumores em

estadio 1 e destes 62,1% eram Ta (superficiat). A maioria dos tumores era de baixo

gliau (71,1%). A maioria dos pacientes era fumante (71,5%). E os diagnosticos mais

freqUentes foram: carcinoma urotelial papilar de baixo grau (34,2%) e carcinoma

urotelial invasor (26,3%) (Tabela l).
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Tabela I - Paramefios clinico-patol6gicos das amostras tumorais

VariSvel arequenc'as n (-r")

Sexo
Masculino
Feminino

ldade (anos)
Maior ou igual a 60
Menor que 60

Estadio
1

2,3e4

Estadio 1

Ta
T1

Grau do tumor
AIto
Baixo

Diagn6stico
NUPBPM"
CUPBGb
CUPAG"
CUId

Recidiva local**
Sim
N5o

Metastase
Sim
N5o

0bito

Terapia
Radioterapia
Quimioterapia
Cirurgia
BCG

Tabagismot
N5o
Sim

30 (78,9)
I (21 .1\

27 (71,1)
11 (28,9)

29 (76,3)
e (23,7)

18 (62,1)
11 (37,9)

11 (28,e)
27 (71,1\

s (23,7)
13 (34,2)
6 (1s,8)
10 (26,3)

17 (45,9)
20 (54,1)

7 (18,41
31 (81,6)

6 (15,8)

5 (13,2)
s (7,9)
30 (78,9)
8 (21,1)

10 (28,5)
25 (71,5\

Total 38 (100)
" NUPBPM Neoplasia urorelial papilar de baixo potencial maligno
' CL'PBC Carcinoma urorelial papilar de baixo grau
' Cl,rPAC Carcinoma urotelial papilar de alto grau
o CUI Carcinoma urorelial invasor
* Os pacientes com informagdo ignorada foram excluidos
'r I paciente foi excluido, pois foi admitido j6 em rediciva.
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Para confirmar a estreita relagdo existente entre os dados obtidos com as

amostras emblocadas em parafina e o material fresco e descartar a possibilidade de

haver distorg6es nos dados obtidos causadas pelo processo de fixagdo do material

parafinado, foram selecionadas duas amostras de ciincer de bexiga depositadas no

Banco de Tumores e os seus blocos de parafina correspondentes no arquivo e o perfil

de metilag5o da regtrdo promotora dos 1l genes previamente selecionados foi

analisado. O perfil de metilaqSo encontrado nas amostras emblocadas em parafina foi

id0ntico ao encontrado no material fresco. Frente a esses resultados, a opgio pelas

zlmostras do arquivo se mostrou adequada e vantajosa, por oferecer a possibilidade da

utilizagdo de pacientes com maior tempo de seguimento, o que permitiria

correlacionar os achados moieculares com os pardmetros clinico-patol6gicos.

Durante o trabalho, apos an6lise dos tumores emblocados em parafina e

selegio das regiOes com maior proporgSo de cdlulas tumorais de amostras

provenientes de trinta e oito pacientes, os DNAs foram extraidos e tratados com

bissulfito de s6dio. Ap6s este tratamento. as amostras foram submetidos ii aniilise por

MSP,

Quando nio se obteve amplificagdo com nenhum dos primers, tanto para as

seqii€ncias metiladas quanto para nio metiladas, o processo foi reiniciado desde seu

principio, procedendo-se novamente a extrageo do DNA a partir do tecido

emblocado e o subseqtrente tratamento com bisulfito e reaqdo de amplificaqlo

(MSP)



4.4 rERFIL DE TVIETILAqAo oos ruMoREs EsruDADos

O padrio de metilagio da regiio promotora dos 11 genes selecionados foi

determinado atraves da tecnica de MSP. Os quaffo genes que apresentamm a sua

regiEo promotora mais freqiientemente metilada nos tumores foram: 11-3-3 o

(68,40/0), MRP (60,5%), APC (57,9%) e E-CAD (42,1o/o). Nos outros sete genes

restantes, as freqii€ncias de metilagio encontradas foram menores que 15% (Tabela

2). Considerando os trinta e oito casos estudados, podemos observar o perflrl de

metila@o dos onze genes, individualmente, na figura 4. Fica evidente, portanto, a

predomindncia da metilag6o na regido promotora dos quafio genes citados acima.

Para ilustrar os resultados, a figura 5 mostra o padrSo de metilaq5o detectado nas

regi6es promotoras dos genes lPC, MN e l1-3-3o em amostras tumorais e

linhagens celulares.
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Tahela 2
tumorais.

FreqU6ncia de metilagao na regiao promotora dos I I genes estudados em amostras

Nio metilado
metilado

MRP
N6o metilado
metilado

APC
Nio metilado
metilado

ECAD
NiIo metilado
metriado

DAPK
N5o metilado
metilado

GSTPI
Ndo metilado
metilado

HCAD
Niio metilado
mailado

P11
N6o metilado
metiiado

P16
NiIo metilado
metilado

MGMT
Nio metilado
metilado

TIMP.3

12 (31,6)
26 (68,4)

l5 (39,s)
23 (60,5)

L6 (42,1)
22 (s7,9)

22 (s7,9)
t6 (42,1)

33 (86,8)
s (r3,2)

34 (89,s)
4 (10,5)

34 (89,s)
4 (10,s)

34 (89,s)
4 (10,5)

34 (8e,s)
4 (10,5)

36(%,7)
2 (s,3)

14-3-3 o



49

cAso 1+19 RARP APC E.CAD DAPK GSIP H.CAD Ptl Pt6 MGMT TIIIP
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24
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Figurs 4 - Perfil de metilagSo da regrao promotora dos Eet:rs RAR\ E-CAD, DAPK, GSTP|, Pl|,
P16, MGMT e TIMP3 em amosu-as fl1rnorais de cada um do t-inta e oito pacientes incluidos neste
estudo Caixas pretas, amostras qu€ sAo metrladas. Caixas b,raDcas- amostas que seo nao-metiladas.
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A.
33 5 5 l0 l0 1l HH NN44

B.

200bp

l00bp

C.

200bp

l00bp

200bp

100bp
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Figura 5 - Perfil de metilaqdo na regiio promotora dos gene s Apc, kApS e 14-J-Jo. Ap6s a reagao de

MSP, os produtos obtidos foram resolvidos em gdis de poliacrilamida a 8olo e visualizados atravds da

coloragSo com prata. A. 5141,, de metilagao do gene ApC nos casos 12, 13 e na linhagem celular

SCABER (S). B. Statzs de metilagtro do gene RAR? nos casos 3, 4, 5, 10, I I e na liniagem celular HT
1376 (H). C. ^Sr4rlr de metilagao do gene l4-3-3o nos casos 5, 6,7 e na linhagem celular SCABER

(S). (N) controle negatiyo sem DNA, (L) marcador de peso molecular l00bp (Invitrogen), (M)

situagAo metilada e (U) situagao nao metilada.

Foram analisadas oito amostras de tecido normal de bexiga, sete

correspondentes ds amostras tumorais (amostras l, 5, 13, 15,22,37 e 3g) e uma

proveniente de uma bexiga sem sinal de doenga. Todas essas amostras foram

analisadas para verificar o sratus de metilagdo das regides promotoras do painel de

onze genes incluidos neste estudo e em todas as amostras os promotores dos 1l

genes se apresentaram nEo-metilados.
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4.s CoRRELACAO ENTRE OS DADOS CLINTCO-PATOL6GrCOS

E o rERFTL DE METILACAo nos ruMoRES EsruDADos

Frente aos resultados de fieqiidncia de metilagdo apresentados pelos l1 genes

nas amostras tumorais dos 38 pacientes. foi realizada a associagio da presenga da

metilagSo na regido promotora dos quatro genes mais freqiientemente metilados (1J-

3-3o, RARB' APC e E-CAD) com os panimetros clinico-patol6gicos destes pacientes

(Tabelas 5 e 6). Para a varidvel tabagismo, foram excluidos da associaqdo os

pacientes com informagio ignorada e para a variiivel recidiva local, um paciente foi

excluido por ter sido admitido no Hospital do cdncer com uma recidiva. Tamb6m foi

feita associag5o com diagn6stico, estadio, idade, presenga de melistase e grau do

tumor. Neste trabalho, foram considerados estatisticamente significativos os dados

que apresentaram um valor dep menor que 0,05.

A associagdo entre presenqa de metiistase e metilaqdo na regido promotora do

gene E-CAD se mostrou estatisticamente significativa. Tambem se mostrou

estatisticamente significativa, a associagio entre metilagdo no gene l1-3-3o e a

subdivis5o do estadio 1 (em T1 e Ta, que e mais superficial e nio apresenta invas6o).

Todos os tumores de estadio Tl, ou seja, n6o Ta, apresentaram a regido promotora desse

gene metilada. A associagao entre estadio (l contra 2,3 e 4) e metilagdo na regiio

promotora do gene lPC, mostrou uma tend€ncia de correlagio com os estadios mais

avangados (2,3 e 4).
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Tabels 3 - AssociaQeo da metihgao dos genes MRi e 11-3-30 c/l,m pardmetos clinico-patologicos

Vari6vel Cat€gc.ia RARI
Neo M€tilado Metiledo

l+3-36
Ndo Metilado Mstilado

ESTADIO

ESTADIO I

DTAGN6SNCO

I

Ta
TI

NUPBPM
CIJPBG
CUPAG

CUI

M€iror de 60
Meior de 60

t2 (4t.4) 17 (58,6)
3 (33,3) 6 (66,7)

8 (44.4) l0 (55,6)
4 (36,4) 7 (63.6)

1(44,4) 5 (55,6)
6 (462) 7 (53,8)
3 (50) 3 (50)
zQO) 8 (80)

7 (63.6) 4 (36,4)
8 (29,6) t9 (70,4)

4 (40) 6 (60)
9 G6) 16 (64)

6 (54,5) i (45,5)
9 (33,3) 18 (66,7)

6 (35,3) ll (64,7)
9(45) ll(55)

4 (57,1) 3 (42,9)
1r (35,5) 20 (64,5)

2t (72,4) 0-423
5 (55,6)

10 (55,6) 0.012
l l (r00)

6 (66,7) 0,9 I0
9 (69,3)
4 (66,7)
7 (70)

5 (45,5) 0,06E
2t (77,7)

7 (10) 1,000
t8 (72)

8 (30,8) 1,m0
l8 (66,7)

t2(70,6) 1,000
t4 (70)

i c/1,4) 1,000
2t (67,7)

r,000

0.1t7

0-277

1,000

0285

0,738

0,401

I (27,6)
4 (44,4)

8 (,14.4)

0 (0)

3 (33,3)
4 Q0,7)
2 (33,3)
3 (30)

6 (54,5)
6 (22,3)

3 (30)
7 (28)

3 Q7,3)
9 (33,3)

5 Q9,4)
6 (30)

2 (28,6)
l0 (32,3)

IDADE (ams)

TABAGISMO.

GRAU

RECIDTVA I,OCAL

N4ITASTASE

0,073

Neo
Sim

Alro
Baixo

Sirn
Nfo

Stur
Nfu

Os poci€{tes coo informaggo ignoroda forarn excluidm
' Nimeros eotre Fr€Dles€s sno po(fafag€as
" NUPBPM Neoplasia urorcliel papilar de baixo poreacial maligro
' CUPBG Carcimma urotelis.l pepilar & baixo grau
" CUPAC Carcimna urotelial pepilar de alto grau
o CUI Carciaooa urotelial inrqsq
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Tabela 4 - Associagdo da metilagd.o dos genes lpc e E-CAD com pafirmetros clinico-patologicos.

Varidvel

ESTA

Categoria
Nio Metrlado Metilado

r5 (5r.7)

E.CAD
Nio Metilado

r8 (52.t)
1(44.4)

r l (61.1)
7 (63.6)

6 (66.?)
7 (53.8)
2 (33,3)
7 (70)

6 (54,5)
t6 (59,3)

4 (40)
t7 (68)

6 (s4.5)
r6 (59.3)

r r (64.7)
u (55)

r (14,3)
2t (67 ,7)

P p
Metilado

ESTADIO I

DL{GNOSTICO

IDADE (aoos)

TABAGISMO.

GRAU

RECIDTVA LOCAI

METASTASE

5 (55.5)

7 (38,9) 1.000
4 (36.4)

3 (33.3) 0.963
6 (46.2)
4 (66.7)
3 (30)

5 (45,5) 1,000
l l (40,7)

6 (60) 0.151
8 (32)

5 (45.5) 1.000
r l (40.7)

6 (40) 0,738
e (60)

6 (85.7) 0,028
I0 (32.-1)

I

z le1

Ta
TI

NUPBM
CUPBG
CUPAG

cuI

Meaor de 60
Maior de 60

Nao
Sim

Alto
Baixo

Sim
Nao

Sim
Nio

l (1 lJ)

r0 (55,5)
5 (45.5)

1i?1 ?l
8 (61,5)
3 (50)
2 (.20)

7 (63,6)
8 (s3,3)

4 (.r0)
t t (44)

3 (27 .3)
r 3 (48.1)

8 (47.1)
8 (40)

3 (.42,9)

13 (41,9)

0,073

1,000

0.293

0,'746

1,000

r,l (48.3)
8 (88,8)

8 (44.4)
6 (s4.5)

6 (66.7)
5 (38,5)
3 (50)
8 (80)

4 (36.4)
le (70,4)

6 (60)
l4 (56)

8 (72)
14 (51,9)

q fS) ql

12 (60)

4 (s7 .t)
l8 (58,1)

0.052

0.710

0.359

rtr]7q) 0.290

Os pacientes com informagdo ignorada foram excluidos
'Nimeros entre pa!'enEses s,o porcentagens
b Nt?_BPM Neoplasia uroteliai papilar de bairo poteocial matigno
' CLTPBC Carcinoma urotetial papilar de bai,<o grau
" CLtrAC Carcrnoma urotelrrl papilar de alto grau
' ClJl Carcinoma urotelial inlasor

Foi aplicado o mdtodo de Kaplan-Meier relacionando o perfil de metilagao da

regiao promotora de cada um dos quatro genes com sobrevida global, ou seja,

comparando pacientes que morTeram e pacientes que esteo livos, mesmo que ainda

tenlum doenga e nao foi possivel determinar uma correlagao

significativa. Isso jd era esperado devido ao pequeno nirmero

casuistica.

Outra aruilise leita buscou correiacionar o perfil de

promotora de cada um dos quatro genes com sobrevida liwe

estatisticamente

de 6bitos nesta

metilaqao da regiSo

seJ4de recidivas, ou
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comparando os pacientes que recidivaram com os que n6o recidivaram, independente

de qualquer outro fator e n6o foi possivel determinar t'ma correlatao estatisticamente

sipificativa.

Uma terceira an:iliss luscs, correlacionar o perfil de metilagio da regiio

promotora de cada um dos quato genes com sobrevida liwe de met6stases, ou seja,

comparando pacientes que apresentaram metistase @m os que ntro apresentaram,

independente de qualqwr outro fator e nesta aMlise foi possivel estabelec€r uma

correlagao com tend6ncia estatisticamente significativa: entre a presenga de

metilageo na regiio promotora do gene E-CAD e a presenga de met6stase (Figura 6).

s
o
E'l!

E:o
G
o
'=
o
oa

1,0

,9

,8

,7

,6

,5

,4

,3

,2

',1

,0

-t- +
p = o,o'52

-t.

Sobrevida Livre de Metestases (nreses)

Figura 6 - Relagio entre o sralrrr de m etiragdo do ge,,e EIAD e sobrevida liwe de metastases
dos pacientes ponadores de cincer de bexigi. Em r6sa, metilado. Ern verde, n6o-metilado.
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4.6 iNorcr or unrrr,aqAo

MARUYAMA et at. (2001) e ZOCIIBAT ER-MULLER et al. (t001)

propuseram um indice de metilagdo (MI) para comparar a extensio de metilaqdo no

painel de genes analisados, podendo assim determinar a taxa global de metilagio em

cada amostra individualmente.

No presente estudo, o indice de metilag6o foi calculado considerando os

qurtro genes mais freqiientemente metilados: ll-3-3a, MRn ApC e E-CAD. Na

figwa 7, o MI de cada caso estri indicado juntamente com o stattls de metila@o. Em

fi6s casos (1,9% do total de 38 casos) o MI foi igual a 1, o que significa que

apresentaram os quafo genes metilados, em dezesseis casos (,12,1%) o MI foi igual a

0,75 (tr6s dos quatro genes metilados), em doze casos (31,696) o MI foi igual a 0,5

(dois dos quatro genes metilados), em tr6s casos (7,9%) o MI foi igual a 0,25 (um

dos quatro genes metilados) e em quatro casos (10,5%) o MI foi igual a 0 (nenhum

dos quatro genes metilados).

Em seguida, os casos foram separados em dois gupos: um que inclui MI

maior ou igual a 0,25 e menor ou igual a 0,5 e outro que inclui MI maior ou igual a

0'75 e foram desafiados pelo mdtodo de Kaplan-Meier, tentando-se estabelecer uma

correlagdo entre indice de metilagio e recidiva, essa correlagdo nio foi

estatisticamente sigrrifi cativa.
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Figura 7 - Perfil & metitagSo e irdicie de metilatao da r€gi6o promotcra dos getes lt-3-3o, R4Rp,
APC e E{AD rras amost-as tunc,rais dos trfula e oito pacientes irrcluidos neste esndo. O indicie de
medla+Ao (MI) foi calculado dividhdo-se o total de genes metilados pelo total de genes aoalisados.
Caixas pretas, amostras que s6o metiladas. Caixas brrancas, amosh-as que sdo nio-metiladas.
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4.7 AMOSTRAS DE URTNAS

Em uma amostra de unna hri, em media, cinco mil celulas normais por ml

que se desprenderam do epitelio da bexiga. Segundo SIDRANSKY (1997), 50% ou

mais do DNA presente em uma amostra de urina de pacientes com cencer de bexiga

(considerando c6lulas e DNAliwe de c6lulas) 6 proveniente de descamagio de

celulas do tumor.

Amostras de DNA provenientes das urinas de quatro pacientes com cancer de

bexiga foram tratadas com bissulfito de sodio e submetidas d MSP para se avaliar o

perfil de metilageo da regiEo promotora dos genes l1-i-3o, MRP, APC e E-CAD

com o objetivo de detectar cdlulas neopliisicas na urina. Os tumores de bexiga, desses

mesmos pacientes, tambdm foram analisados.

Conforme podemos observar na figura 8 houve uma concord6ncia quase

perfeita entre os perfis de metilagio obtidos nas amostras provenientes das urina e

dos tumores. A rinica discordincia se deu no caso 36, no qual foi observada

metilagao na regido promotora do gene l1-3-3o na amostra de urina que n1o havia

sido observada em seu tumor correspondente.

As amostras de DNA provenientes de urina utilizadas neste experimento

encontravam-se estocadas no laborat6rio pois estas urinas haviam sido coletadas para

outro estudo e as datas das coletas n6o estavam identificadas, portanto, h6 a

possibilidade de as unnas nio corresponderem ao tumor analisado e sim a uma

recidiva. Neste caso, como a progressio tumoral acumula alterag6es geneticas, o fato

de poder se estar analisando a urina de um segundo tumor, posterior ao tumor
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analisado. poderia justificar a presenga das novas alterag6es encontradas na urina em

relagiio ao tumor correspondente.

caso 1a?30 RARB AFC E.CAD
32 Ut'

32

35 LJr

35

-Jr)

Figurr 8 - Perfil de metitagSo da rcgiao promotcra dos gen€s 14-3-30, MRp, APC, ECAD, DAPK,
GSTPI, HCAD, P11, P16, MGMT e f41Pi sE amostras de urioa e dos tumffes co[espotrdeotes de

dois pcientes. (lr) amostras de urira. Caixas pretss, amostms que sao metiLadas. Cai:<as brancas,
amostras que seo nAo-metiladas.

Visando estabelecer a sensibilidade de um possivel teste para detecaeo do

per6l de metilateo em promotores ganicos em urinas de pacie,ntes com cancer de

bexig4 realizamos um experimenlo de MSP com diluigOes seriadas em urina da

linlngem celutar T24, cujo pa&eo de metilagEo da regiio promotora do gene MP$

j6 havia sido previammte estabelecido. A urina de um voluntdrio saudilvel foi

colhida- Foram feitas diluig6es seriadas adicionando-se a 200pL urina normal

quantidades decrescentes das cdlulas T24: 7 .2.l}a, 7 ,2.rc3, 7 ,2.rc2, 7 ,2.rot, 7 ,2.100,

7,2.10't,7,2.104. Foram ertaidos os DNAs das diferentes diluigdes. Como controles

negativos utilizou-se urina do mesmo doador e solugSo fisiol6gica (NaCl 0,9olo) sem

adi96o das c6lulas e como controle positivo, 1,8.105 c6lulas T24 diluidas em 200UL

de solugdo fisiol6gica- A presenga de DNA nas amosfras erlraidas foi confirmada

pela amplificagEo por PCR do gene LMLH-| utihzando primers intrdnicos para este

gene. Conforme pode-se obsen'ar na figura 9, o mdtodo de extragio de DNA
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empregado permitiu obrer-se DNA de todas as diluigdes. at6 daquelas com menor

concentragao de cdlulas: 7.2.10'r c6lulas provenientes da linhasem celular em 200pL

de urina normal. Tambdm foi possivel extrair DNA da amostra de urina pura (sem

adigio de cdlulas T24).

300bp
200bp

t211l0

Figura 9 - Reagdo de PCR com primers intrdnicos para o gene hMLH-1. usando como molde o DNA
extraido das diferentes diluigdes da linhagem celular T24 em 200mL de urina normal. (L) marcador
de peso molecular l_00bp (lnvitrogen). (1) 7.2 10r, e) i,Z rc3, (j) 7.2 1O:, ({) 7,2 t0r, (5) 7,2 100, (6)
'7,2 rc't, O) 7.2 10"r, (8) urina pura, (9) I,8 105 celulas dituidas em solugdo fisiol6gica. (10) solugdo
fisiol6gica pura, (l l) DNA gen6mico (controle positivo da reaqao), (12) conrrole nesativo sem DNA.

Os DNAs obtidos a partir das diluiqdes foram submetidos ao tratamento de

bissulfito de s6dio e subseqiiente MSP com os primers coffespondentes d regido

promotora do gene &4Rl.

Alelos ndo metilados eram esperados na urina normal. fato explicado pela

presenga de c6lulas normais, provenientes da descamagio habitual do epitdlio da

bexiga. Foi possivel detectar a presenga de alelos nio-metilados em todas as

amostras, inclusive na amostra de urina pura. por outro lado, alelos metilados foram

detectados apenas nas amostras com at6 7,2 101 cdlulas da linhagem T24. Nas

diluig6es a partir de 7.2.10r c6lulas ndo foi possivel a amplilicagdo de nenhum

produto utilizando-se os primers para a condigio metilada (Figura 10). portanto.

estes resultados indicam que o limite de sensibilidade do m6todo empregado d de

7.000 c6lulas, ou seja, este mdtodo precisa que a amostra a ser analisada possua, no

minimo. esta quantidade de cdlulas neoplisicas, para que o resultado possa ser

positivo.
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PALIVIISANO e1 al. (2000). estudando a detecAao de metilaqdo em escarro de

pacientes portadores de cdncer de pulm6o. propuseram que. para o aumento de

sensibilidade da MSP se fizesse uma segunda reagio de ivlSP com o produto da

primeira. para tanto os primers da primeira reagdo eram maiores e reconheciam a

seqii6ncia modificada pelo bissullito de s6dio, mas ndo faziam distingdo entre a

situagdo metilada e nio metilada e somente na segunda reagio os primers eram

capazes de fazer esta distingdo. Essa nested MSP aumentou a sensibilidade da

detecgdo em mais de cinqiienta vezes. Como tentativa. realizamos uma resfed MSP

para aumentar a sensibilidade de detecgdo de cdlulas cancerosas nas amostras de

urina. No entanto, foram utilizados os mesmos primers na primeira e na segunda

reagdo. Essa nested NISP n6o conferiu nenhuma vantagem na detecaao, o limite

minimo foi o mesmo de 7.2.10j cdlulas.

l00bp

l00bp

Figura l0 - Reaqao de NISP do gene R-lRl nas diferentes
diluig6es da linhagem celular T24 em l00ml de urina normal. (L) marcador de peso molecular l00bp
(lnvitrogen), (l) 7,2 l0', e) i,2 fi, (i) 7,t l0r, (J) 7,: l0r. (5) 7.t ro0, 6) j,a loa,(7) 7,2 t0':, (8)
urina pura, (9) 1,8.10'cdlulas diluidas em solugao fisioldgica, ( lO) controle negarivo sem DNA.
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4.8 rERFIL DE NIETILACAo nl nrcmo pRoMoroRA Do

GENEADAM23

A partir do DNA gendmico isolado de cinco linhagens celulares derivadas de

cdncer de bexiga: T 24, SW 780, III 1376, J82 e SCABER foram amplificados

fragmentos de 390pb que continham vinte e dois dinucleotideos CG contidos na ilha

de CpG localizada na regiio promotora do gene ADAM23. Estes fiagrnentos foram

clonados no plasmidio pCR@2.1 (Invttrogen) e, posteriormente, estas contrug6es

foram utilizadas para transformar bacterias E. coli. Foram seqiienciados sete clones

provenientes de cada uma das cinco linhagens celulares derivadas de cdncer de

bexiga. A figura 11 mostra que o padrdo de metilaqdo variou, nio s6 de linhagem

para linhagem, mas tambdm de clone para clone oriundo da mesma linhagem.

Cada uma apresentou diferentes padrOes de metilagio considerando cada um

dos vinte e dois dinucleotideos cG contidos na ilha de cpG tocalizada na regilo

promotora do gene ADAM23. A linhagem que apresentou maior densidade de

metilagdo foi a linhagem T 24 (41,6%), seguida pela linhagem SW 780 (13%),

enquanto as linhagens rrr 1376 e J82 n6o apresentaram nenhum dinucleotideo cG

metilados. A linhagem SCABER apresentou metilagio em apenas dois

dinucleotideos (3,9%) (Figura 1 t).
,t €€t2 34 56 7 8 910 l1 t2 t3 14 l5 16 17 18 tg20 2t22

6

OOOOO
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Ii:Ir^ r.f^;-Ylf dc merita@o da ilha de. CpG tocalizada na regido promotora do gene ADAM23.vrnre e oors drnucreotideos CG na irha de cpG estio indicadoi. os DNAs foram tratados combisulfito de sodio, amplificados cronados no *or pcnoz.iiTJ t:og"r1 e depois analisados porse4iienciamento. A. Linhasem TZ4 As setas ,apr"r.n,"rn o, pr,^"r, desenhados para luSp. B.

,.,'y^,,r^:T,:I].t-r c .tifr"asem scABER 
-u 

L-r.nG;';;: 6"r_i,tug., Hr rr76 Em branco,olnucleotrdeos nao-metilados e. em preto, dinucleotjdeos metilados
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A partir dos resultados de sequenciamento, decidiu_se implementar o mdtodo

de MSP para a avaliagdo do perfil de metrlaqio da regido promotora do gene

ADAM23 em amostras tumorais. Para tanto, foram desenhad os primers que

permitissem a distingio entre presenga e ausdncia de metilagio em regdes

especificas do promotor do gene ADAM23. As regi6es escolhidas foram aquelas

evidenciadas pelo experimento de seqtienciamento por conterem um maior numero

de dinucleotideos cG mais freqiientemente metilados. os primers diretos cont€m os

dinucleotideos "10 e 11" enquanto que os primers reversos contOm os dinucleotideos

"16 e 1T'(Figura 11). Foram desenha dos 2 primen diretos, um complementar ri

seqiicncia metilada e outro para a condiqdo ndo-metilada, na qual os dinucleotideos

CG s6o convertidos em TG. O mesmo ocorreu com os primers reversos. As

condigdes de reagdo de PCR foram as mesmas utilizadas para os outros genes

estudados e as temperatuas de anelamento utilizadas foram de 60'c para os dez

primeiros ciclos, 58oc para os pr6ximos dez ciclos e 56'c para os rltimos quinze

ciclos.

os resultados da MSP realizada com as linhagens celulares denvadas de

cdncer de bex.iga mostram que aperxrs as linhagens T 24 e SW 7g0 apresentaram

metiiag5o na sua regido promotora (figura 12). Este dado estii de acordo com os

resultados obtidos no experimento de seqtenciamento, pois essas d.uas linhagens

foram as rinicas que apresentaram os dinucleotideos cG, incluidos nas seqiiOncias

dos primers desenhados, metilados. Estes resuriados atestaram que o metodo de MSp

para avaliagdo do perfil de metilagdo da regido promotora do gene ADAM23 foi

desenvolvido e implementado com sucesso e agora pode ser empregado para avaliar

o perfil de metilagdo deste gene em diferentes tipos de tumores.
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Figura 12. - Ensaio de MSP para determinaFo do slarrs de metilagao do gerc ADAM23 em rinhagens
celulares derivadas de cancer de bexiga: (T)T 24, (W) SW 780, iff ff r:ZO, (S) SCABER e (I j82.
(N) co-ntrole negativo sem DNd (L) marcador de peso molecular iootp, qrry rrt ug"o merrtaaa e gy
situageo nao-metilada.

Foi realizado um experimento de MSp com DNA extraido de quatro amostras

de tecido, sendo duas de tumor e duas de tecido normar. Este experimento mostrou a

aus€ncia de metilagio na regiao promotora do gene ADAM23 tanto nas amostras

normais como nas tumorais. Em seguida, foi realizado um expenmento de RT_pCR

paru avaliar a expressdo desse gene nestas mesmas amostras de tecidos e, conforme

podemos observar na figura l34, foi possivel detectar a expressdo do gerc ADAII{23

tanto em tecido proveniente de bexiga normal, quanto de bexiga tumoral. Como

controle negativo, foi incluido no experimento cDNA obtido a partir da linhagem

celular de mama tumoral MCF-7. que ndo apresenta expressio do gene ADAM23

devido a metilagio do seu promotor COSTA et al. (comunicag6o pessoal). Tambem

foi realizada uma RT-pCR com pnmers para o gene constitutivo GApDH, para

confirmar a integndade dos cDNAs analisados e todas as amosftas se mostraram

adequadas para aniiLlise (Figura l3B). Todos estes resultados demonstram o perfeito

alinhamento entre os dados obtidos nos experimentos de MSp e de RT_pCR. pois

uma vez que a regido promotora do gene neo se encontra metilada, e de se esperar

poder detectar a expressdo do gene ADAM2J nestas amostras.



65

A. L LT lC 2T 2C F P N
.' lt '1 !r:

,oor,:--f -#I
_ t-R ]ff)tn E 'r'__,rwop _

.-
& r. .t-

&.i
A.*r
:;-l
.,, l

Figura 13_- Ensaio de RT-PCR para verificar a de expressao do gere ADAM23. o RNA total de duas
amostras dedois tumores de bexiga (lr e 2T) e dois tecidos normais correspondentes (lC e 2C) foram
extraidos pelo mdtodo do trizol. 2 microgramas deste RNA serviram de .oide puru u .int"r" de .DNA
pela agio da Transcriptase reversa. A presenga de traffi citos do gene ADAM2j foi avaliada atravis de
reagEo.de PCR. A linhagem celular MCF-7 (F), por nEo 

"p.es"nt* 
expresseo do gene ADAM23, foi

uti-lizada como controle negativo. A linhagem celular pcM42 (p) foi utilizada como'controle positivo.

99.:".11"1. negativo sem DNA G) marcador de peso molecular l0Obp. A. RT-pCR para o gene
ADAM23. B. RT-PCR para o gene GApDH.

Por ultimo, foi realizada um ensaio de MSp para verificagao do statar de

metilageo na regieo promotora do gene ADAM23 em dez amostras provenientes de

tumores de bexiga (dados ndo apresentados) e todas eras apresentarirm o padrio nio-

metilado. Portanto, embora o gene ADAM2 3 tenha apresentado seu promotor

metilado em du* linlugens derivadas de cdncer de bexiga, parece nao ser um evento

freqiiente nos turnores de bexrga.
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5 DTSCUSSAO

Hi evid0ncias crescentes de que a hipermetilagio do DNA tem um papel

importante no silenciamento gOnico que ocorre no cdncer. Na carcinogdnese de

bexiga, diferentes alteragdes gendticas t6m sido consideradas importantes e parecem

participar efetivamente desse processo. Algumas delas est6o bern estabelecidas e

incluem delegdes no cromossomo 9 (tanto brago curto quanto brago longo), que

ocorre em mais de 60% das neoplasias de bexiga e parecem ser eventos precoces;

mutagoes em genes supressores de tumor como no gene Rb (gene do

Retinoblastoma), possivelmente em 30o/o dos casos e no gene p5J que ocorre em

mais de 50% dos carcinomas de celuras kansicionais; delegdo e perda de expressio

do gene P l6; instabilidades de microssat6rites, expressdo aumentada do oncogene c-

erb-82; mutagdes no oncogene l1-ras, identificada em mais de 35% dos tumores de

bexiga; express6es anormais de receptores de fatores de crescimento no urotdlio em

pacientes com carcinoma de celuras transicionais; expressdo reduzida da mol6cula de

adesio E-caderina, neoangiogdnese; entre outros (Jung & Messing 2000). Os

mecanismos epigeneticos de inativagio gdnica por hipermetilagdo em regides

promotoras de determinados genes (principarmente genes com fungio de supressdo

tumoral) ainda ndo foram incluidos nessas alterag6es bem estabelecidas na

participag,o da tumorig6nese do cdncer de bexiga, mas a suzl importincia para esse

tipo de neoplasia vem sendo muito estudada (GONZALGO et al. 199g;

MARUYAMA er al. 200i; CHAN et a|.2})2;DOMINGUEZ et at.2002;TADA et

al. 2002) e certramente, esses mecanismos desempenham papeis importantes em pelo
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menos parte desses tumores. Estudos como o nosso podem adicionar informagoes

pertinentes, ajudando a escrarecer a importdncia desse mecanismo na carcinogdnese

de bexiga.

O presente trabalho analisou a hipermetilagio da regido promotora de um

painel de orze senes ea4id, MRB, ApC, E-CAD, DA7K, GST7t. H_CAD, pt1,

P16, MGMT e TIW-3) em trinta e oito amostras de tumores de bexiga. Os quatro

genes que apresentaram a sua regiio promotora mais fieqiientemente metilada foram:

I1-3-3o (68,4%), RAR| (60,s%), ApC (57,9%) e E_CAD (42,1%). Os outros sete

genes apresentaram metilateo em menos de 15o/o das amostras analisadas. A

hipermetilagio no promotor de r]-3-3o nunca foi avariada antes em amosras de

tumor de bexrga e neste estudo, esse foi o gene que apresentou a maior freqii€ncia de

metilagio. Considerando os quatro genes mais freqrientemente metilados, em g9,5o/o

dos pacientes foi possivel detectar met agio em pelo menos um dos quatro genes,

sendo que 81,6% apresentaram pelo menos dois genes metilados, 50% pelo menos

trds dos genes metilados e cerca de g% dos pacientes apresentaram os qurtro genes

metilados Essas porcentagens indicam que a freqii€ncia de metilagdo nos tumores

estudados 6 alta e, alem disto, a aruilise do statw de metilagfio desses quatro genes

conjuntamente permite uma maior eficiicia na detecado de tumores de bexiga do que

quando se analisa cada gene isoladamente. correlacionando os achados moleculares

e os pardmetros crinico-patol6gicos dos pacientes, foi possivel estahlecer com

significrincia estatistica, a reragdo da presenga de metilagdo na regrdo promotora do

gene E-cAD e uma maior freqii€ncia de metiitases, confirmada com o teste de

Kaplan Meier, que mostrou que os pacientes que apresentam essa alteragdo nesse

gene, apresentaram menor tempo de sobrevida liwe de metristase. Subdividindo o
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estadio I em T1 e Ta (mais superficial), houve a correlagio estatisticamente

significativa entre a metilagio da regrdo promotora do gene t1_3-3o e T1, a

subdivisio mais avanqada. Tamb6m houve uma correlagio qLre mostrou uma

tend6ncia dos tumores de estadio 2, 3 e 4 apresentarem metilagio da regiio

promotora do gene APC, em relagdo ao estadio l, o qual 6 menos avanqado.

Recentemente foram publicados trabalhos que avaliaram o papel da

hipermetilagSo da regieo promotora de um painel de genes em cdncer de bexiga.

MARUYAMA et al. (2001) analisaram o perfil de metilaqio nas regi6es

promotoras de um painel de dez genes (MSSFIA, RAR p, ApC, p 16, DA\K,

MGMT, GSTPI, E-CAD, H-CAD e FHII) em noventa e oito tumores de pacienres

portadores de cdncer de bexga. Eres observaram quatro genes mais freqiientemente

metilados nas amostras de tumores: E-CAD (36%), RASSFIA (35%), ApC (35%) e

H-CAD (29%). Este trabalho tambem mostrou que Tgyo dos tumores analisados

apresentaram metilagSo em 1 ou mais genes deste painel, sendo que, em 16% dos

pacientes foi detectada met agro em quatro a sete genes deste painel. Anarisando os

dados clinico-patol6gicos, foi possivel estabelecer uma correlagio estatisticamente

significativa entre pacientes que apresentavam o gene E-CAD me ado e uma menor

sobrevida. A partir da publicagdo desse estudo, optamos pela inclus6o de mais dois

genes (H-CAD e APQ no nosso trabalho. Dos genes por eles analisados, n6s nio

analisamos apenas os genes FHIT e MSSFI A.

Em fevereiro de 2002, CHAN et al. publicaram um estudo em que foi

analisado um painel de sete genes (MRp, pl6, DApK, MGMT, GSTpl, E-CAD e

P^/5) em noventa e oito tumores de pacientes portadores de ciincer de bexiga. Eles

observaram quatro genes mais freqiientemente metilados nas amostras de tumores:
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MRB (87,8%), E-CAD (63,3%), DAPK (ss,2%) e pt6 (26,s%) Eles tambdm

analisaram vinte e duas amosras de unnas correspondentes aos tumores. Foi

detectada metilagSo em pelo menos um dos quatro genes mais freq[entemente

metilados em t00% dos tumores enquanto que 20oh dos tumores apresentaram mais

do que trds genes metilados simultaneamente. No caso das amostras de urina, vinte

das vinte e duas amostras analisadas apresentaram metilagdo, sendo que todos os

achados nas urinas foram correspondentes aos achados nos tumores dos mesmos

pacientes. Eles demonstraram que a detecaio pela urina 6 factivel e, de acordo com

os resultados obtidos, essa detecqao 6 mais sensivel do que a citologia convencional.

Dos genes analisados por eles, nos ndo analisamos apenas o gene p15.

Um outro trabalho significativo feito com tumor de bexiga foi o de

DOMINGITEZ et al. (2002) mostrando a detecgdo da hipermetilaglo da regilo

promotora do gene P I I em amostras de tumores e de DNA de plasma

correspondentes. Quinze das vinte e sete amostras de tumores mostraftrm-se

metiladas pa'a Pll e das amostras de plasma correspondentes, treze das quinze que

apresentaram metilag60 nas amostras tumorais, com uma concordincia de g7vo.

Aaalisando dados cliruco-patol6gicos, foi estabelecida uma corelagdo siguficativa

entre a metilagdo de Pll e a presenga de focos multic€ntricos, tumores maiores e

recidivas. Eles tamb6m analisaram o gene pl6, mas n6o acharam dados

significativos.

Tambdm em 2002, TADA et al. analisaram a hipermetilagdo da regiio

promotora de um painel de sete genes (hMLHl, pl6, DA?K, MGMT, GSTpl, E-

CAD e vHL) em cinqiienta e cinco tumores de bexiga e acharam as fieqii€ncias de

48o/o para E-CAD,29% para DApK, lTVo pan MGMT, l3oh para LMLHI e GSTpt,
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llo/o para P16 e 4o/o para vHL. Eles observaram que 73o/o dos tumores exibiam

hipermetilagio em pelo menos urn dos genes analisados, sendo que, .11%

apresentavam apenas um gene metilado, l5%, dois genes, 5yo, tr6s genes e 9yo

apresentavam mais de trds genes com suas regides promotoras hipermetiladas.

correlacionando os achados moleculares com os parimetros clinico-patol6gicos, foi

observada 77% de fupermetilagio simultinea de tr0s genes ou mais no grupo de

pacientes que desenvolveu recidiva. Foi possivel estabelecer uma correlagdo

estatisticamente significativa entre pacientes que apresentav am o gene DApK

hipermetilado e maior fieqi.i€ncia de recidiv4 pois gg% dos pacientes que

apresentavam essa hipermetilagao recidivaram em quinze meses e 7l % dos pacientes

que nao apresentaram a hipermetilagio nio recidivaram no periodo de vinte e quatro

meses. Os autores sugerem que a hipermetilagio da regido promotora do gene DApK

parece ser um forte indicador de desenvolvimento de recorrencia da doenga e poderia

ser usado como marcador molecular para diagnosticar a doenga durante o seguimento

ap6s uma ressecgio transuretal. Dos genes analisados por eles, n6s nio analisamos

apenas os genes LMLHI e VHL.

Esses trabalhos sdo essenciais para enfatuzr a importiincia e a relevAncia de

estudar a detecado da hipermetilagio de genes envolvidos na supressIo tumoral em

fumores de bexrga, nio somente pela sua potencial import6ncia progn6stica, como

tambem pela sua possivel e factivel detec9io em fluidos corp6reos, reforgando o seu

potencial como marcador molecular para identifica4io de c6ncer. No entanto, os

trabalhos realizados, cujos resultados acabamos de expor, necessitam de

confirmag6es e os dados de freqti€ncia apresentados nio coincidem entre eles,

portanto, o nosso trabalho pode somar informag6es importantes. As populag6es
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estudadas pelos autores dos quatro artigos acima citados sdo diferentes (americana,

chinesa, espanhola e japonesa), o que poderia explicar a diferenga nas freqiidncias. o

nosso trabalho foi realizado com uma populagdo diferente das j6 estudadas

(brasileira.l, o que permitiu observar. de imediato, que ela apresenta um padrdo de

metilagio diferente dos j6 publicados. Al6m disso, analisamos dois genes que ainda

n5o haviam sido analisados em tumores de bexiga: ll-3-3o e TIM?-3. Esse fator

tambdm distingtie nosso trabalho dos demais, colocando-o como importante

contribuigSo para o panorama atual da pesquisa nesta iirea.

Considerando a hipermetilaqio na regiio promotora do gene E-CAD, avaliada

em fies dos trabalhos acima citados e tambdm neste, ela sempre se apresentou como

uma das quatro mais freqLientemente metiladas, o que poderia indicar a importdncia

desse mecanismo epigendtico de inativagio g€mca na tumorig€nese do cAncer de

bexiga. MARUYAMA et al. (2001) observaram uma freqiidncia de 360/o, CHAN et

al. {2002) de 63,3%, TADA et al. (2002) de 4\o/o e neste trabalho foi observada a

fteqn€ncia de 42,1%o.

A freqii€ncia de hipermetilagio na regiio promotora do gene ApC, foi

estimada por MARUYAMA et al. (200i) em 35%o. Os dados gerados por este

trabalho mostram uma freqii€ncia de 57,9o/o para este gene. Esta diferenga pode ser

explicada pela diferenga etnica entre as populagOes analisadas (americana e

brasileira, respectivamente). o gene ,4pC ainda nio foi avaliado nas outras

populagdes.

Na regido promotora do gene H-CAD, MARUYAMA et al. (2001)

observaram uma Iieqii0ncia de 29o/o, sendo este um dos quatro genes mais



72

fieqUentemente metrlados descritos naquele trabalho. Jri em nosso trabalho, a

metilagdo neste gene apresentou uma freqii€ncia mais baixa. de 10,5%.

No caso da regido promotora do gene RlRp, CHAN et al. (2002)

encontraram, em 87,8o/o das amostras analisadas, a regldo promotora metilada. por

outro lado, o estudo de MARUYAMA et al. (2001) determrnou uma freqiiencia de

metilag5o para este gene de apenas l1%. Os dados encontrados por n6s indicam uma

alta freqiiCncia de metilagio da regiio promotora do gene R4RB rc populagio

brasileira (60,5%), fato este que corrobora os achados de CHAN et al. (2002) e

sugere a importAncia dessa alteraqEo em tumores de bexiga.

Para o gene DAPK, as freqtdncias encontrada-s foram bastante divergentes:

4% no trabalho de MARUYAMA et al. (2001), 13,2%o no presente trabalho, 29V:o rc

trabalho de TADA et al. (2002) e 58,2%;o no trabalho de CHAN et al. (2002). Nos

dois riltimos trabalhos, este gene aparece entre os quatro genes mais fieqiientemente

hipermetilados. A diverg6ncia de resultados entre os trabalhos levanta dtvidas sobre

a real import6ncia da participagdo dessa alteragdo na carcinog6nese dos tumores de

bexiga.

As freqiidncias de hipermetilagdo encontradas para o gene pl6 sdo mais

concordantes enfie os diferentes trabalhos, sendo 796 (MARUYAMA et al. 2001),

1l% (TADA et al. 2002), 10,5%o no presente trabalho e um valor mais alto de 26,5%

(GHAN et al. 2002) Esse mecanismo nio parece ser importante na inativaqdo desse

gene em cdncer de bexiga, o que j6 era esperado uma vez que se tem conhecimento

de que M uma alta freqii€ncia de delegdes nesse gene em cancer de bexiga (oRlow

et al. 1998)
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Para o gene MGMI', as freqiiOncias sdo semelhantes e parecem demonstrar

que o mecanismo de hipermetilagdo desse gene ndo d freqiiente na carcinogOnese do

tumor de bexiga. Foram elas:2o/o (MARUYAMA et al. 2001), 5,10,6 (CHAN et al.

2002), 10,5% neste trabalho e a maior de 17% (TADA et aI.2002).

A regiio promotora do gene GSZPI apresentou baixas e concordantes

freqii€ncias de hipermetilagEo em todos os trabalhos: l l9/o no de MARIIyAMA et al.

(2001), 5,1% no de CHAN et al. (2002), t3% no de TADA et al. (2002) e 10,5% no

nosso trabalho. Essa alterag60, entretanto, 6 freqtientemente encontrada associada

com cdncer de pr6stata (CAIRNS et al.200l; JERONMO et aI.2002) E

considerando as baixas fieqii6ncias encontradas em c6.ncer de bexiga, pode-se dizer

que este 6 um marcador molecular em potencial para o cAncer de prostata uma vez

que se mostra tecido especifico (comparando esses dois tecidos) e nio haveria

confusdo de diagn6stico, mesmo entre 6rg6os tio pr6ximos, podendo a detecglo

ocorrer em um mesmo fluido corporeo, ou seja, a urina.

A freqiidncia de 75% de hipermetilagio na regido promotora do gene pl1

encontrada por DoMINGUEZ et al. (2002) 6 totalmente discordante da encontrada

neste trabalho, que foi de 10,5o/o. tJma vez que os outros trabalhos ndo analisaram

esse gene, ndo 6 possivel concluir se essa alteraqio 6 importante em cancer de

bexiga.

O presente estudo encontrou o gene lj-3-3o como sendo o mais

liequentemente metilado nos tumores analisados (6s,4%), o que parece sugerir uma

grande importdncia dessa alteragdo epigen6tica neste gene em tumores de bexiga. A

hipermetilaqao da regido promotora deste gene j6 havia sido detectada em taxas

significativas em cancer de mama (FERGUSON et al. 2000: I.IMBRICHT et al.
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2001), cdncer gdstrico (SUZIIKI et al. 2000), cincer de vulva (GASCO et al. 2002b)

e cincer oral (GASCO et a|.2002a), por6m, nenhum oufio grupo analisou o perfil de

metilaqio deste gene em cAncer de beiga, portanto ainda nlo se pode concluir que

essa alteraqao seja importante, mas, se estes dados se confirmarem, esta descoberta

pode constituir uma das contribuiqdes deste trabalho para a compreensio do

mecanismo epigenetico de inativagio g6nica na tumorigdnese do cdncer de bexiga.

Estudando cAncer colorretal, TOYOTA et al, (1999) propuseram a existCncia

de um fen6tipo metilador o qual oconena em um grupo de tumores, que

apresentariam um processo altemativo de carcinogonese. Esses tumores teriam

tend€ncia ao silenciamento de genes devido d ocorrCncia de mefilagdo nas suas

regi6es promotoras, com o potencial de inativar mriltiplos genes supressores de

tumor simultaneamente por essa via. O grupo de tumores com fen6tipo metilador

parece apresentar diferentes alteragdes gen6ticas e conseqiientemente, diferente

comportamento biol6gico quando comparados aos tumores que nao apresentam esse

fen6tipo metilador. Por isso, a determinagao das alteragOes gen6ticas e epigeneticas

dos tumores pode ser extremamente importante na previsSo do progrr6stico e

planejamento de estrategias teraf uticas no futuro. por exemplo, o grupo de

pacientes com tumores com fen6tipo metrlador poderia se beneficiar de tratamentos

baseados em drogas inibidoras da metilagio, enquanto o grupo de tumores em que

predominam as alterag6es decorrentes de instabilidade cromoss6mica (aneuploidia)

ou rnstabilidade gen6mica (mutag6es) devem ser mais sensiveis a outros tipos de

drogas. os autores sugerem que esse modelo poderia ser aplicado a outros tipos de

ciincer al6m do colorretal e que decifrar esse fen6meno poderia facilitar a previsio do

progn6stico de cada paciente. Certamente, mais estudos sdo necess6rios para
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esclarecer as causas e implicagdes das alteragdes epigeneticas na carcinogdnese

humana, mas estudos em que a freqii€ncia dessas alteraq6es em diferentes tipos

tumorais sio determinadas contribuem para o direcionamento desses estudos. Na

nossa casuistica. podemos observar que a distribuigdo da freq[€ncia de metilag6o nos

genes estudados vana de maneira que a maioria (70,9o/o) dos pacientes apresenta de

dois a 4 genes metilados. Entretanto, quttro paciente s (10,4o/o) neo apresentaram

nenhum dos promotores g€nicos estudados hipermetilados. seria interessante estudar

em um grupo maior de pacientes outms alteragOes gendticas que ocorrem

freqi.ientemente na carcinog€nese vesical, como delegdo de 9p e 9q, mutag6es em

P53, e amplificaEdo de c-erhB2, enffe outras e correlacionar essas alteragdes com a

ocorr6ncia de hipermetilagdo e com a evolugeo desses pacientes. Com isso,

poderiamos determinar a ocorrcncia de tumores com evolugao diferente dependendo

rlas alterag6es gen6ticas presentes.

Nossos resultados sugerem que a freqiiCncia da hipermetilag6o na regido

promotora dos genes I1-3-3o, RARQ, APC e E-CAD d alta nos tumores de bexiga e

parece ter import6ncia na tumorigOnese desse tipo de cincer.

E importante ressaltar que o pequeno nfmero de casos usado para as an6lises

dos achados moleculares, pode ndo refletir a realidade da tumorig€nese do cincer de

bexiga. No entanto, a significdncia estatistica demonstra uma tend6ncia de divisio

em grupos com diferentes caracteristicas, o que permitiu a interpretagio dos

resultados deste trabalho. A extensdo do estudo com a inclusdo de mais casos

possibilitani a confirmaglo desses achados.

Correlacionando os achados moleculares com os pardmetros clinico-

patologicos dos pacientes, foi possivel estabelecer com sigrificdncia estatistica, a
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relagdo da presenga de metilagdo na regiio promotora do gene E_(..AD e uma maior

freqii€ncia de met6tases. o metodo de Kaplan Meier mostrou que os pacientes que

apresentam essa alteragio nesse gene, apresentaram menor tempo de sobrevida liwe

de metiistases. A proteina codificada por este gene 6 uma glicoproteina

transmembrana que modula a adesdo intercelular dependente de ciilcio, a perda da

sua expressao parece estar relacionada com propriedades invasivas e metastiit.icas drs

c6lulas neopliisicas, o que 6 consistente com a iddia de gene supressor de tumor

(KOIZUME et al. 2002). Portanto a metilagao da regiio promotora do gene E_CAD

parece ser um mecanismo pelo qual acontece a inativagio desse gene, permitindo

assim a migragdo das cdlulas paftr novos focos, ou seja, a ocorrCncia de metiistases.

MARUYAMA et al. (2001) estabereceram uma correrag6o estatisticamente

significativa entre pacientes que apresentavam o gene E-CAD metilado e um menor

tempo de sobrevida global, ou sej4 um pior progn6stico. Apesar dos dados

apresentados no presente estudo relacionarem a hipermetilag6o desse gene a ,m

menor tempo de sobrevida liwe de metristases, a metilagdo no promotor do gene E-

ClD, tamb6m conferiu um pior progn6stico. E importante lembrar que a popuragio

estudada em nosso trabalho apresentou um baixo numero de 6bitos (seis em trinta e

oito casos) e este fato dificultou o esabelecimento efetivo de correlagdes dos dados

moleculares com sobrevida global. os dados encontrados sugerem a metilagdo do

gene E-CAD como marcador molecular em potencial de pior progn6stico em

pacientes portadores de cdncer de bexiga- Estudos maiores, com um maior numero

de pacientes, sio necessilrios para a confirmagdo desses dados.

O gene APC d um gene supressor de tumor e a perda das 5rras fungdes parece

estar relacionada a perda do controre da proriferagdo celular (TSUCHIyA et ar.



2000), o que e uma caracteristica importante na proliferagio de celulas neopliisicas.

Neste estudo a metilagdo no promotor desse gene mostrou uma tend0ncia de

associagio com estadios mais avangados: 2,3 e 4 em relagdo ao estadio 1. A presenqa

dessa alteragio no gene APC parece participar da sua inativagdo em um momento de

progressio dos tumores de bexiga, passando do estadio 1 aos mais avangados.

A metilagSo da regido promotora do gene |-t-3-3o se correlacionou

estatisticamente com a subdivis6o mais avangada do estadio 1. Na nossa casuistica,

quando o estadio 1 foi subdividido em Ta (mais superficial) e T1 (mais avangado),

todos os tumores que se apresentaram em T1 apresentaram metilaq6o do promotor do

gene ll-j-jo. Esse gene codifica uma proteina que e reguladora de senesc6ncia de

cdlulas epiteliais e que tem fungdes de controle no ciclo celular, parece estar

envolvida em regulagSo do crescimento celular, diferenciagro e transdugdo de sinal

(suzllKr et al. 2000). A perda da sua expressio sensibiliza as celulas a inadiagdo

gama e a agentes quimioterapduticos, exibindo anormalidades cromossdmicas

(GASCO et aL 2002a). As cdlulas tambdm perdem a capacidade da sua permanOncia

na fase G2 do ciclo celular (GASCo et al. 2002b). Essas caracteristicas s6o

consistentes com a iddia de gene supressor de tumor. portanto, a sua inativagao pela

via epigen6tica, parece participar da carcinogOnese de tumores de bexiga e, segundo

os nossos dados, deve atuar no momento de progressdo do tumor mais superficial

para um estadio mais avanqado.

Dois trahalhos de um mesmo grupo propuseram um indice de mefila96o (MI)

para comparu a extensao de metilagao no painel de genes analisados, possibilitando,

assim a determinagdo da taxa global de metilagio em cada amostra, individualrnente

(MARUYAMA et al. 2001; ZOCHBAUER-MULLER et al. 2001). Esses indices
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traduzem a hipermetilagSo simult6nea dos genes considerados para esta aniilise. No

trabalho de MARUYAMA et al. (2001), o grupo de tumores de bexiga com alto MI

apresentou uma menor sobrevida (estatisticamente significativa) que o gupo com

baixo MI, jii em relaqio a intervalo liwe de recidivas ndo foi possivel estabelecer

correlagSes, No nosso trabalho ndo foi possivel estabelecer correlag6es entre MI e

pardmetros clinico-patol6gicos_

O nosso trabalho mostrou que 6 possivel a detecgio de hipermetilagdo de

regides promotoras de genes alvos em urina. Foram analisadas quatro amostras de

urinas correspondentes a amostras tumorais de quatro pacientes jii analisados no

presente estudo. Nessas urinas foram analisadas as regioes promotoras dos quatro

genes mais frequentemente metilados nas amostras de tumores: l1-3-3o, RAR\, ApC

e E-CAD. Os resultados foram disconcordantes em apenas em um caso, no qual foi

observada metilagEo na regido promotora do gene l4-3-3o na amostra de urina que

n6o havia sido observada em seu tumor correspondente. Esse fato pode ser explicado

pelo fato de que essas amostras de urina haviam sido coletadas para outro estudo,

com finaiidade diferente deste, portanto as datas das coletas nio foram identificadas

e por isso ndo se pode garantir que as urinas realmente correspondam ao tumor

analisado e nio a uma recidiva. Se considerarmos que a progrcssio tumoral acumula

alterag6es geneticas e que a coleta da urina poderia ter sido feita na epoca de um

tumor posterior ao analisado por este trabalho, a urina analisada poderia conter

cdlulas que acumularam novas arteragOes em rerag6o ao tumor prim6rio. Tambdm h6

a possibilidade desse fato ser devido d heterogeneidade do tumor e nesse caso, a

parte amostrada para a aruilise do tumor nao mostrou cdlulas com as mesmas

alterag6es geneticas encontradas nas cdlulas descamadas da urina. uma outra
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possibilidade seria que o tumor tivesse focos multicOntricos, ou seja, vdrios tumores

na bexiga e cada populagdo independente de cdlulas neopllsicas tena alteragdes

gen6ticas nio necessariamente id6nticas.

Como um dos nossos objetivos loi estabelecer o perfil de metilagio dos

tumores de bexga para selecionar os genes mais freqiientemente metilados para

comporem um painel para o diagnostico de tumores de beiga na urina, para esta

hnalidade, foram realizados testes com misturas artificiais de urina de um voluntririo

saudrivel e diferentes diluig6es de c6lulas provenientes de uma linhagem celular

derivada de ciincer de bexiga (T 24), da qual j6 havia sido estabelecid o o status de

metilageo dos genes estudados. Foi escolhido o gene MRB que apresentava

metilagdo na sua regiio promotora nessa linhagem celular. A quantidade minima de

celulas cancerosas presentes na urina em que foi possivel detectar, pelo metodo

desenvolvido neste trabalho, a presenga da hipermetilagEo foi de 7,2.10j celuira..

Apesar de ser conhecida a quantidade de c6lulas desprendirtas da bexiga em uma

urina normal (em mddia cinco mil cdlulas por mL) e ser estimado que em urina de

pacientes com cincer de bexiga, 50% ou mais do DNAs presentes (considerando

celulas e DNA liwe de celulas) s6o provenientes de descamagio de celulas do tumor

(SIDRANSKY i997), n6o hd estudos que determinem a quantidade de celulas

tumorais descamadas na urina. Portanto, estudos posteriores deverio ser realizados

na tentativa de se determinar o volume de urina de pacientes com tumores de bexiga

necessdrio para que o protocolo desenvolvido funcione.

E importante ressaltar que apenas um metodo de extragio de DNA foi

avaliado neste teste, portanto, ndo se pode descartar que a melhoria no rendimento de

DNA extraido por outros m6todos nio possa alterar a eficidncia geral do protocolo
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desenvolvido. Em nenhum dos outros estudos, nos quais tambdm se fez a detecaio de

metilag6o na urina, apresentou-se os volumes de unna utilizados para a realizagio do

teste. Por exemplo, GHAN et al. (2002) apenas dizem que a amostra foi centrifugada

e a partir dai o DNA foi extraido pelos metodos convencionais. outros trabalhos, que

se basearam em detecaio de cincer de bexiga por metodos que envolvem a extragao

de DNA de amostras de urin4 citam quantidades necessirias para a realizaqdo do

teste proposto. um estudo de STEINER et al. (1997) mostrou a possibilidade de

andlise de microssatelites baseada em PCR em amostms de urina de pacientes que jii

haviam sido tratados para cdncer de bexiga e essa aniilise foi capaz de detectar a

recidiva da doenga em 90,9vo dos casos de quatro a seis meses antes da detecaio por

cistoscopia. Nesse estudo foram utilizados 50mL de unna para a extragao de DNA.

outro estudo, que partiu de 50mL de urina, apresentou um teste de detecaio em urina

de perda de heterozigose no gene p53, em que todos os achados na urina foram

correspondentes aos dos tumores dos mesmos pacientes (FRIEDRICH et aI.2000).

SERIPA et al. (2001) demonstraram que a detecaao de perda de heterozigose e

instabilidade de microssatdlites baseada em pCR se mostrou mais sensivel que a

citologia convencional para a detecaio de cancer de bexiga. para essa andlise eles

pa(irarn de l00ml de urina para a extragao de DNA. Outro estudo que tamb6m

analisou perda de heterozigose e instabilidade de microssatelites para detectar cancer

de bexiga foi capaz de detectar a doenga em 75oh dos casos de um a nove meses

antes da detecado pela cistoscopia. Eres usaram de g a 200mL de urina para extrair

DNA para a andlise proposta (AMIRA et al. 2002). Em geral, nestes estudos fora r

utilizados de 50 a 100mL de urina para a extragdo de DNA, no entanto, e preciso

destacar que para a detecaio de met agdo pode ser necessdria uma quantidade maior



81

de DNA, uma vez que em seguida d extraglo, o DNA e submetido ao tratamento com

bissulfito de s6dio, quando pode haver uma perda expressiva da quantidade de DNA.

Primeiramente era estabelecida a quantidade minima de 1pg de DNA para iniciar o

tratamento (ffiRMAN et al. 1996); contudo, h6 relatos que sugerem ser possivel

realizar o fatamento de bissulfito de s6dio e a subseqiiente MSp com sucesso,

partindo de 10ng de DNA inicial (o que corresponde a 1.666 celulas) (CHAN et al.

2002). No nosso trabalho, a andlise foi realizada com sucesso, partindo de amostras

com quantidades de no minimo aproximadamente 30ng (o que equivale a 499g

cdlulas).

Sobre a detecgdo da hipermetilagio de regi6es promotoras de genes alvos em

amostas de urina, para a detecgdo de tumores de bexiga, CHAN et al. (2002)

mostraram que esse procedimento e factivel e registraram uma concord6ncia de

90,9o/o enfie as alteragdes encontradas neste fluido corp6reo e nos tumores dos

mesmos pacientes, com especificidade de 76,40/o. Esses valores foram comparados

com citologra de urina, tradicionalmente utllizada para a detecqao desse tipo de

cdncer, que apresentou, nesse mesmo estudo, sensibili dade de 45,Syo e especificidade

de 100%. Apesar de a citologia apresentar uma especificidade de 100%o conta 76,40/o

da detecaSo de hipermetilagEo, a sensibilidade do teste proposto d sign-ificativamente

maior: 90,9%o contra 45,5%o da citologia convencional, o que pode sugenr que a

utilizagio conjunta desses dois testes traria um grande aumento na detec96o da

doenga. CAIRNS et al. (2001), estudando a detecgio de hipermetilagio da regiio

promotora do gene GSTP I em tumores de pr6stata, encontraram uma baixa

sensibilidade (27%), ou seja a concord.,incia das alterag6es presentes nas urinas e nos

tumores foi baixa. 56 foi possivel identificar a metilagao em seis dos vinte e dois
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tumores que apresentavam essa alteragao. No entanto, 6 preciso considerar que o

desprendimento de cdlulas da pr6stata e do tumor de pr6stata 6 mruto menor para a

urina que no caso da bexiga, 6rgio em que esse fluido corporeo e armazenado e de

onde ele d expelido der.ido a contrag6es do mrjsculo detrusor, que pressiona o

epit6lio e facilita a sua descamagio. No trabalho citado, os autores propOem que uma

massagem prosfitica poderia auxiliar no processo de descamagdo das cdlulas desse

outro tipo de tumor para urin4 o que facilitaria esse tipo de detec9ao.

Uma vez que o gene ADAM2 i foi encontrado metilado em tumores e

linhagens celulares derivadas de ciincer de mama por COSTA et al. (manuscrito em

preparagSo), decidimos testar a importAncia desse evento na carcinogdnese de

bexiga. Esse teste foi parte importante deste trabalho, pois proporcionou a completa

elaboragEo e rcalizzgdo de um modelo experimental para a detecaeo da presenga de

hipermetilagio em um promotor g€nico nunca antes estudado por MSp. O primeiro

passo foi mapear as ilhas de CpG, presentes no promotor de interesse, mais

freqt.ientemente metiladas em linhagens derivadas do tumor-alvo (neste caso, tumor

de bedga). Para este mapeamento, o DNA foi exffaido de diferentes linhagens

celulares, tratado com bissulfito de sodio, clonado e seqiienciado. Este passo 6

necessdrio uma vez que a freqiiOncia de metilagdo nas ilhas pode variar entre

diferentes tumores. Posteriormente, como nosso teste se baseia em MSp, foi

necessiirio desenhar primers nas regides mais freqtentemente metiladas e padronizar

a reagdo de MSP. Houve uma correlagSo direta entre os resultados obtidos no

sequenciamento e na MSP utilizando-se linhagens celulares, o que mostrou que a

estratdgia desenhada estava adequada. o perfil de metilagio da regrao promotora do

gene ADAM23 foi avaliado em dez tumores de bexiga e os resultados encontrados
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demonstram que este gene provavelmente nao sofre agao deste mecanismo

epigdnetico de inativagdo neste tipo de tumor.

Em conclusao, o processo de silenciamento de genes devido d hipermetilagio

de seus promotores parece ser um evento freqtiente e importante no cdncer de bexiga.

Segundo o nosso estudo, a metilagao da regido promotora dos genes ta:jo, MR\,

APC e E-CAD d importante na carcinog€nese do tumor de bexiga e pode fazer parte

de uma via de tumorigOnese altemativa d descrita classicamente nesse tipo de tumor,

conferindo diferentes caracteristicas clinico-patol6gicas aos pacientes.

Sendo essa alteraqdo freqUente, a busca da metilagdo em 11-3-3 o, MRF,

APC e E-CAD pode ser usada como um possivel marcador molecu.lar. Foi

demonstrado nesse estudo que 6 possivel que a srxr detecgio seja feita em um fluido

corp6reo (urina).

Esses achados abrem caminho para estudos posteriores com um maior

nimero de pacientes para a confirmagdo dos dados obtidos e das suas correlag6es

com parametros clinico-patol6gicos. Tambem ser6o necessdrios outros estudos nos

quais seja analisado um maior ntmero de amostras de urina provenientes de

pacientes e seus tumores correspondentes e tambim de maneira prospectiva,

acompanhando os pacientes e verificando a eficiicia desse tipo de exame para a

detecgio precoce e confiiivel de recidivas e verificando a possibilidade da correlagdo

dos achados moleculares com o progn6stico individual de cada paciente.
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6 CONCLUSOES

Foram padronizadas condiq6es para an6lise de hipermetilagio da regiio

promotora para amplificagio por MSP dos onze genes selecionados para

este estudo (DAPK, E-CAD, GSTPI, MGMT, pl/M, pt6rNKa', MRf,

TIMP-3, l1-3-3o, APC e H-CAD). Posteriormente, foi determinado o

status de metilagao da regido promotora destes genes em linhagens

celulares e em amostras de tumorcs de bexiga.

Demonstrou-se a possibilidade de extragSo de DNA a partir de amostras

de tumores emblocadas em parafina para o estudo do padrio de metilaqio

dos genes escolhidos com a mesma confiabilidade de DNAs extraidos de

tumores congelados. A vantagem da utilizagio de amostras gmllsqndeq

em parafina reside no fato de que, geralmente, estas amostras sdo mais

antigas e portanto apresentam um tempo de seguimento maior.

Nas trinta e oito amostras de tumores de bexiga analisadas, os quatro

genes que apresentaram as suas regides promotoras mais freqiientemente

metiladas nos tumores forum lt-3-3o (68,4%), RAR| (60,5%), ApC

(57 ,9%) e E-CAD (42,1%). Nos outros sete genes restantes, as

freqiidncias de metilagdo encontradas foram menores que 15%.

A metilagEo do promotor do gene E-CAD se correlacionou, com

significdncia estatistica, com a maior ocondncia de metAstase e este dado

somado d sua alta {ieqti€ncia indica o seu grande potencial como

marcador molecular em cAncer de bexiga.
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A presenga de metilaqio no promotor do gene 11-3-3o parece estar

relacionada d progressio de um tumor estadio 1 da sua fase superficial

(Ta) para a fase com invasio da ldmina pr6pria (T1).

A metilagio do promotor do gene APC parece acontecer em tumores a

partir do estadio 2.

Foi possivel realizar a detec$o de metilagSo em promotores gdnicos

atravds de MSP a partir de DNAs extraidos de amostras de urina. A

comparagio entre os perfis de metilagao obtidos com amostras

provenientes de unna e de tumores mostrou uma concordancia quase

perfeita. Os resultados aqui apresentados indicam que o limite de

sensibilidade do m6todo empregado 6 de 7000 celulas, ou seja, d preciso

que a amostra de urina a ser analisada possua, no minimo, esta quantidade

de c6lulas neopl6sicas, para que o resultado possa ser positivo.

Este trabalho descreve a construgeo de um modelo experimental para

estudo de hipermetilagio por MSP em um promotor g6nico nunca antes

analisado. O gene utilizado para confirmar este modelo foi o gene

ADAM23. Os resultados obtidos mostram que o modelo desenvolvido d

viivel e a metilagdo no gene ADAM2j parece n6o ser fieqiiente em cincer

de bexiga.

Embora os resultados obtidos neste estudo indiquem haver uma estreita

correlag5o entre a hipermetilagSo de regides promotoras de determinados

genes e diferentes aspectos da progress6o do cdncer de bexiga, um estudo

mais amplo, com um maior ntmero de amostras d necessririo para

demonstrar, de forma inefutrlvel, que estes achados moleculares podem
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ser utilizados como marcadores para o diagn6stico e o acompanhamento

de pacrentes portadores desta neoplasia.
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