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RESUMO

Buim ME. ldentificacdo de biomarcadores moleculares para o diagnostico e
prognastico dos carcinomas de células transicionais de bexiga. Sdo Paulo; 2005.

[Tese de Doutorado-Fundagdo Antonio Prudente].

Em paises desenvolvidos, o cancer de bexiga € a segunda mais comum malignidade
genitourinaria, é a quarta neoplasia mais frequente em homens e a décima em
mulheres nos EUA. De acordo com as estimativas brasileiras, o cancer de bexiga
corresponde a 3% de todos os canceres. O carcinoma de células transicionais (CTT)
compreende 90% dos tumores primarios de bexiga. A maioria dos CTT é superficial
(pTa, pT1 e pTis), cerca de 25% sdo tumores invasivos (pT2, pT3, pT4). Os tumores
superficiais de bexiga podem recorrer em 50 a 80% dos casos depois da resseccao
transuretral da bexiga. A progressdo do tumor superficial para tumor invasivo ou
desenvolvimento de metastase ocorre em 10-20% dos pacientes. O alvo deste estudo
foi identificar genes diferencialmente expressos que podem estar associados com o
fenotipo superficial e invasivo dos CTT de bexiga. Usando a técnica de DDRT-PCR,
comparamos o perfil de expressdo do RNAm dos CTT superficiais (pTaGl, pTaGlll
e pT1Glll), invasivos (pT2GlII) e tecido normal. Oitenta e dois fragmentos de cDNA
foram isolados e clonados. A andlise das seqliéncias dos fragmentos revelou que 65
clones apresentaram similaridade com seqliéncias conhecidas e 9 ndo mostraram
similaridade com genes conhecidos através do National Center of Biotechnology
Information (NCBI). A funcdo bioquimica desses transcritos incluio, sintese de
proteinas, fator de transcricdo, reparo de DNA, metabolismo, proteina kinase,
resposta ao stress oxidativo e proteinas hipotéticas, entre outras. Entre os genes
diferencialmente expressos, os genes SFRP1, CEP63 e EIFAG2 foram validados por
Real Time-PCR. O gene SFRP1 é um modulador da via de sinalizagcdo do Wnt; o
gene CEP63 € uma proteina de centrémero e 0 EIF4G2 é um fator de iniciacdo da
traducdo em eucariotos. Os genes CEP63 e EIF4G2 mostraram alteracfes no padrao
de expressdo em CTT comparados com o tecido normal, a expressao reduzida foi
observada na maioria dos tumores analisados. O transcrito do gene SFRP1



apresentou diminuicdo da expressdao em 90% dos tumores de bexiga analisados por
Real Time-PCR. O padrdo de metilacio do DNA na regido promotora do gene
SFRP1 também foi analisado. A hipermetilacdo foi observada em 23,5% dos tumores
de bexiga e foi associada com a progressdo dos tumores (p=0,016). A maioria dos
tumores que mostraram metilacdo na regido promotora de SFRP1 também mostrou
perda de expressdo deste gene. Esses dados sugerem que o gene SFRP1 pode
contribuir para a carcinogénese de bexiga e pode ser um gene candidato para predizer
a progressao do tumor. A metilacdo na regido promotora pode ser um dos eventos
que esta silenciando o gene de SFRP1 em tumores de bexiga. Os genes EIFAG2 e
CEP63 podem estar relacionados a carcinogénese de bexiga, entretanto novos
estudos deverdo ser realizados, para se determinar o papel desses genes no processo

de tumorigénese dos CTT de bexiga.



SUMMARY

Buim ME. [Identification of the molecular markers for diagnosis and prognosis
in transitional cell carcinoma of bladder]. Sdo Paulo; 2005. [Tese de Doutorado-

Fundagdo Antonio Prudente].

In developed countries, bladder cancer is the second most common genitourinary
malignancy and occupies the 4 th and the 10 th rank of neoplasm in males and
females, respectively. According to Brazilian estimates, bladder cancer correspond to
3% of the new cancer cases. Transitional cell carcinoma (CTT) comprises over 90%
of primary bladder tumors. The majority of CTT is superficial (pTa, pT1 and pTis),
about 25% are invasive tumor (pT2-pT4). Superficial bladder cancer can recur in 50-
80% of the cases after transurethral resection of tumor bladder. Tumor progression to
muscle invasive disease or development of metastasis occur in 10-20% of patients.
The aim of this study is the identification of differentially expressed genes that might
be associated with the superficial and invasive phenotypes of bladder cancer. By
using Differential Display—Polymerase Chain Reaction technique (DDRT-PCR), we
compared the mRNA expression profiles of superficial tumor (grade I, pTa; grade
I, pTa; grade 111, pT1), invasive tumor (grade 111, pT2) of CTT and normal tissue of
bladder. Eighty-two cDNA fragments were isolated and cloned. Sequencing analysis
these fragments revealed that 65 clones similarity with known genes and 9 of them
showed no homology to ESTs in the National Center of Biotechnology Information
(NCBI). The biochemical functions of the transcripts incude ribosomal proteins,
transcription factors, mismatch repair, metabolic enzymes, protein kinases, response
to oxidative stress and hypothetical protein. Among the differentially expressed
genes, SFRP1, CEP63 and EIF4G2 genes were validated by Real Time-PCR. SFRP1
is a modulator of pathway Wnt signaling; the CEP63 is a centrosomal protein and
EIF4G2 is an eukaryotic initation translation factor. Both CEP63 and EIF4G2 genes
showed altered expression patterns in CTT as compared with the normal bladder
tissue, down-regulated these transcripts were found to be in the majority of tumors
analyzed. The transcript of the SFRP1 gene has been shown to be down-regulated in



90% of the bladder tumors analyzed by Real Time-PCR. The pattern of DNA
methylation of the promoter region of the SFRP1 gene was also analysed.
Hypermethylation was observed in 23,5% of bladder tumor analyzed and was
associated with progression tumor (p=0.016). The differentially expressed genes
identified in this study may play a role in the tumorigenese process of bladder cancer
and might be considere as candidates to predict clinical phenotypic behavior of the

disease.
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1 INTRODUCAO

1.1 GENETICA DO CANCER

O céancer é uma doenca genética associada a maltiplas alteragdes. O cancer €
derivado da progénie de uma célula que sofreu uma alteracdo genética inicial. As
células filhas derivadas desta célula inicial se multiplicam e acumulam uma série de
alteracGes genéticas e epigenéticas que levam a alteragdes nas atividades dos genes e
permitem a instalacdo do fendtipo tumoral. A maioria desses eventos é composta por
alteracGes em células somaticas, mas em alguns casos 0s eventos podem ocorrer em
células germinativas (CAVENEE e WHITE 1995; JONES e BAYLIN 2002;
WEBER 2002).

A integridade e a funcdo de um tecido sdo conferidas por um equilibrio
estabelecido entre a proliferagdo e a morte celular. Quando este equilibrio é perdido,
as células passam a se proliferar de forma andmala, formando uma massa
desordenada que constitui o tumor primario (SUGIMURA 1998). No processo de
progressao tumoral algumas células tumorais perdem a capacidade de adesdo, ndo
respondem mais a sinais inibidores de crescimento e passam a replicar-se sem
controle. Invadem a membrana basal do tecido de origem, atravessam paredes de
vasos, caem na circulagdo sangliinea ou linfatica e formam &reas de proliferacdo em
outros tecidos, caracterizando a metéstase (CAVENEE e WHITE 1995; WEINBERG

1996).



Segundo MOHRERNWEISER e JONES (1998), 95% dos casos de tumores
sdo devidos a exposicdo a carcindgenos e ao estilo de vida do individuo e cerca de
5% de todos os canceres sao causados por fatores hereditarios.

Basicamente trés classes de genes estdo envolvidas no processo da
carcinogénese: proto-oncogenes, genes supressores de tumor e genes de reparo de
DNA (CAVENEE e WHITE 1995; CHO e HEDRICH 1997; SUGIMURA 1998).

Os proto-oncogenes estdo envolvidos no controle do ciclo celular, atuando no
crescimento e diferenciacdo celular. Quando alterados principalmente por mutacéo
pontual, translocagdo cromossémica ou por amplificacdo génica, transformam-se em
oncogenes. Mutagdes em oncogenes estdo freqiientemente associadas a ganho de
funcdo, conduzem a célula a proliferacdo descontrolada, produzindo um sinal
positivo para o desenvolvimento do tumor (VENITT 1994; WHARTENBY et al.
1995). Como exemplos dessa classe temos 0s genes da familia RAS, BCL2 e RET
(WILLIAMS 1995).

Os genes supressores de tumor sdo genes que atuam inibindo a proliferacéo
celular. A inativacdo destes genes esta envolvida no processo de tumorigénese. As
principais causas da inativacdo sdo mutacdo de ponto, perda do cromossomo inteiro
ou parte dele e metilagéo na regido promotora do gene. As mutacOes nesta classe de
genes sdo recessivas e afetam a fungdo celular quando ambos os alelos forem
danificados ou perdidos (WHARTENBY et al. 1995; IRELAND et al. 1997
WEBER et al. 2002; BALMAIN et al. 2003). Os exemplos mais conhecidos desta
classe de genes sdo o TP53, encontrado mutado em varios tipos tumorais, 0 RB, o

WT1, 0 BRCAl e BRCA2 (WEINBERG 1996).



Os genes de reparo de DNA possuem as funcdes de assegurar a integridade
do genoma e a fidelidade na transferéncia de informagdes. As mutagdes nestes genes
ocasionam processos ineficientes de reparo e de replicacdo do DNA. A ocorréncia de
genes de reparo de DNA alterados proporciona maior probabilidade de aparecimento
de mutagbes em proto-oncogenes e genes supressores de tumor. Como exemplo
dessa classe de genes, temos: MSH2, MLH1, PMS1 e PMS2 (STRACHAM e READ

1996; CHO e HEDRICH 1997; HUSSAIN e HARRIS 1998).

1.2 CANCER DE BEXIGA

O cancer de bexiga € considerado uma questdo de salde publica devido a sua
freqliéncia e mortalidade (DROLLER 1998). No mundo, milhdes de pessoas sao
afetadas por alguma forma de céncer no trato urindrio. O cancer de bexiga é o
segundo em freqliéncia a acometer o trato urinario, superado apenas pelo de préstata.
A incidéncia do cancer de bexiga vem aumentando nos ultimos anos nos paises
desenvolvidos, aproximadamente 335.795 novos casos sdo diagnosticados
mundialmente a cada ano (AMIRA et al. 2002).

O tumor de bexiga representa a quarta neoplasia mais frequente entre os
homens e a décima entre as mulheres nos Estados Unidos (Amira, 2002), sendo que
54 mil casos de cancer de bexiga, aproximadamente, foram diagnosticados em 2001,
levando a 12 mil o6bitos (WILLIAMS et al. 2001). No Brasil, segundo os dados do
INCA (htpp/:www.inca.com.br) este tipo de cancer esta entre os 10 de maior
incidéncia no pais. Aproximadamente 7.550 novos casos de cancer de bexiga foram

diagnosticados no ano de 1999, representando 3% de todos 0s canceres.



A maior incidéncia deste cancer ocorre em individuos com idade entre 60 e
80 anos. Em jovens, este tumor é raro e na maioria dos casos, 0S carcinomas
superficiais sdo mais freqiientes (GIBAS e GIBAS 1997). O tumor de bexiga é 3 a 4
vezes mais freqiiente em homens do que em mulheres (WAI e MILLER 2002).

Alguns fatores ambientais parecem ter papel significativo no céncer de
bexiga, entre eles destacam-se: o tabagismo, exposi¢do ocupacional a agentes
carcinogénicos, a infeccdo de bexiga e a inflamacdo cronica associada a sondagem
vesical de demora (DROLLER 1998; MEIJDEN 1998; JUNG e MESSING 2000;
GAGO-DOMINGUEZ et al. 2001).

O tabagismo é responsavel por 50% dos casos de cancer de bexiga, elevando
em até quatro vezes o risco de desenvolvimento da doenca em relacdo aos nao
fumantes. A exposi¢cdo ocupacional a agentes carcinogénicos, na grande maioria a
aminas aromaticas, é responsavel por 20% dos casos de cancer de bexiga em homens
e 10% em mulheres. Tem sido relatado que os individuos que trabalham em fabricas
de corantes, borracha, aluminio, na industria quimica e na aplicacdo de pesticidas
tém maior risco de desenvolver tumor de bexiga. Além disso, a irradiacdo pélvica e a
exposi¢do a droga ciclofosfamida também parecem ser importantes fatores de risco
no desenvolvimento da doenca (JUNG e MESSING 2000). A infeccdo pelo parasita
Schistosoma haematobium também pode contribuir para a etiologia de tumores de
bexiga (SHAW et al. 1999; SHEWEITA et al. 2001). Existem alguns fatores
candidatos, que apesar de ndo estarem bem estabelecidos, parecem ter relagcdo com o
aparecimento desse tipo de céancer, sdo eles: alto consumo de cafeina e adogantes
sintéticos e consumo crénico de alcool. Ndo existe relato de hereditariedade em

cancer de bexiga como ocorre em outros tumores.



A maioria dos tumores de bexiga (90%) é do tipo carcinoma de células
transicionais (CTT). O restante se divide em adenocarcinoma e carcinoma
epidermoide (PAN e KOENEMAN 1999; SHAW et al. 1999, VRIESEMA et al.
2001). No cancer de bexiga proveniente da infeccdo parasitaria pelo S. haematobium
predomina o tipo carcinoma epidermdide e ocorre mais frequentemente em paises
orientais, onde a esquistosomose € endémica (SHAW et al. 1999; HAITEL et al.
2001).

Os carcinomas de células transicionais podem ser classificados em 3 formas
distintas: carcinoma in situ, carcinoma superficial e carcinoma invasivo. O
carcinoma in situ representa leséo plana intra-epitelial. O carcinoma superficial, que
corresponde a cerca de 80% dos casos, € representado por papilas, em geral
multifocais, com células mais diferenciadas e sua proliferacdo se restringe a camada
mucosa ou lamina prépria. As classificacdes patoldgicas dos tumores de bexiga séo,
pTa (tumores que proliferam apartir do urotélio) e pT1 (tumores que invadem a
lamina proépria). Os tumores superficiais apresentam altas taxas de recidivas locais,
em torno de 50 a 80% dos pacientes, e podem progredir para invasivos em cerca de
10 a 25% dos casos, principalmente os tumores que apresentam alto grau histolégico
(GII). J& em tumores com baixo grau histolégico (Gl e GIl) a progressdo para
tumores invasivos é muito baixa (KEEGAN et al. 1998; KNOBLOCH et al. 2000;
KONETY et al. 2000).

O carcinoma invasivo manifesta-se quase sempre sob forma nodular, Gnico e
de base larga. Histologicamente suas células sdo menos diferenciadas e infiltram a
parede vesical profundamente, atingindo a camada muscular, tecido adiposo, 6rgaos

ou estruturas adjacentes; séo estadiados como pT2, pT3 e pT4. Os tumores invasivos



caracterizam-se pela agressividade biolégica e tém grande potencial metastatico,
preferencialmente em figado, pulméo, 0ssos e cérebro. Mais de 50% dos pacientes
que desenvolvem o0s tumores invasivos apresentam metastase em 2 anos
(HALACHMI et al. 1998; MEIJDEN 1998, STEIN et al. 1998; PRIMDAHL et al.
2000; VRIESEMA et al. 2001). A Figura 1 mostra um desenho esquematico do
estadiamento do tumor de bexiga de acordo com o sistema TNM.

Cortes histoldgicos representativos de amostras de tecido normal, tumor

superficial e tumor invasivo estdo apresentados na Figura 2.
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Figura 1- Esquema representativo do estadiamento dos tumores de bexiga de acordo
com o sistema TNM.
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Figura 2 - Cortes histologicos de tecidos congelados e corados com hematoxilina e

eosina.



Os testes de deteccdo mais eficazes feitos atualmente sdo a citoscopia e a
biopsia, mas esses procedimentos s&o invasivos, de alto custo e causam desconforto
para o paciente, o que dificulta o seu acompanhamento. Estas técnicas tém mostrado
baixa especificidade e baixa sensibilidade, s6 sendo possivel a deteccdo com maior
precisdo em tumores com alto grau de malignidade. A citologia urinaria também é
utilizada, mas apresenta baixa sensibilidade e pouca reprodutibilidade (DROLLER
1998; MEIJDEN 1998).

Alguns marcadores moleculares no soro e na urina também estdo sendo
utilizados para ajudar no diagnostico, eles incluem: antigeno tumoral de bexiga
(BTA), proteina nuclear de matrix (NMP22), telomerase, acido hialurdnico entre
outros (SANCHEZ-CARBAYO 2003).

O CTT de bexiga €é altamente heterogéneo histologicamente, tornando dificil
0 seu prognostico. As técnicas convencionais sdo incapazes de predizer com
seguranga 0 comportamento da maioria dos tumores de bexiga. Atualmente nao é
possivel distinguir os individuos cujo cancer de bexiga ndo ir& progredir daqueles em
que o cancer sera potencialmente letal, principalmente entre os portadores de
carcinoma superficial de bexiga. A deteccdo precoce da doenca poderia melhorar a
sobrevida dos pacientes, portanto, a pesquisa de novos testes para a deteccdo
subclinica do cancer de bexiga de maneira mais eficiente e menos invasiva é objeto
de interesse em pesquisa que poderd influenciar diretamente no tratamento destes
pacientes (GROSSFELD et al. 1999; JUNG e MESSING 2000; TIGUERT et al.

2002).
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1.3 ASPECTOS GENETICOS DO CANCER DE BEXIGA

Vérias alteracdes genéticas estdo envolvidas na carcinogénese da bexiga.
Estudos citogenéticos e moleculares tém demonstrado que a ativagGes de varios
oncogenes e a inativacdo de genes supressores de tumor estdo envolvidos no
desenvolvimento de tumores de bexiga.

O aumento da expressdo do proto-oncogene C-myc tem sido observado no
nucleo de células tumorais de bexiga (KONTOGEORGOS e ANINOS 1998; STEIN
et al. 1998; KOO et al. 1999). O gene C-myc esta localizado na regido cromossémica
8724 e codifica uma fosfoproteina nuclear que atua como fator de transcricdo e
participa dos processos de proliferacdo, apoptose e diferenciacdo celular
(BLACKWOOD e EISENMAN 1991; GREEN 1997). SARDI et al. (1998)
demonstraram que o gene C-myc esta amplificado em 33% dos casos e verificaram
que as mutacBes neste gene sdo encontradas em diferentes graus e estadios
patolégicos.

Foram observadas mutacfes em alguns genes da familia RAS, como o K-RAS
e H-RAS em tumor de bexiga (ORNTOFT e WOLF 1998), principalmente em
carcinomas superficiais (STEIN et al. 1998). Mutacdes nos codons 12, 13 e 61 (dos
genes da familia RAS) foram encontradas em torno de 20% dos casos de tumor de
bexiga (GIBAS e GIBAS 1997; STEIN et al. 1998) e foi mostrada alta freqiiéncia da
expressao da proteina p21 (produto do gene RAS) neste tipo tumoral

(KONTOGEORGOS e ANINOS 1998).
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Alguns estudos relataram que o expressdo alterada do proto-oncogene C-
erbB-2 e de sua proteina estdo associadas com o tumor de bexiga de alto grau
(ADSHEAD et al. 1998; KONTOGEORGOS e ANINOS 1998).

Outro oncogene associado ao tumor de bexiga € o BCL-2, que pertence a uma
familia de genes que promove a sobrevivéncia das células inibindo a apoptose
(HOCKENBERY et al. 1990). LI et al. (1998) encontraram aumento da expressao da
proteina bcl-2 em 50% dos CTT de bexiga. Os tumores de bexiga com alto grau
mostraram maior expressdo desse gene quando comparados com 0s canceres com
baixo grau.

O gene supressor de tumor TP53 estd localizado na regido do cromossomo
17p13.1 e codifica uma fosfoproteina nuclear chamada p53 (LANE e CROWFORD
1979; CHANG et al. 1993). A proteina p53 atua como fator de transcricdo para 0s
genes MDM-2, BAX, WAF-1, GADD, IGF entre outros, regulando o ciclo celular e
induzindo a apoptose (IRELAND et al. 1997; HIGASHIYAMA et al. 1998).
Aproximadamente 50% dos tumores de bexiga apresentam alta expressdo da proteina
p53 ou perda de heterozigose no gene TP53 (LIANES et al. 1994; SARKIS et al.
1994; LI et al. 1998; GROSSFELD et al. 1999; PAN E KOENEMAN, 1999)
principalmente em tumores com alto grau (ORNTOFT E WOLF, 1998). Pesquisa
realizada por VRIESEMA et al. (2001) mostraram que pacientes com tumores de
bexiga superficiais e invasivos apresentaram mutacdo pontual no gene TP53.
REIHER et al. (2002) observaram uma forte associacao entre a proteina p53 mutada

e tumores superficiais de bexiga.
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Alguns estudos tém relatado o aumento da expressdo da proteina mdm-2 em
20% a 30% dos casos de cancer de bexiga, sugerindo que este gene esteja envolvido
na tumorigénese (LIANES et al. 1994; STEIN et al. 1998).

O gene supressor de tumor RB (retinoblastoma) atua inibindo a progressao do
ciclo celular entre as fases G1 e S (GROSSFELD et al. 1999). Muitos estudos tém
mostrado expressdo alterada do gene RB em tumor de bexiga, o que pode estar
associada as propriedades invasivas e ao alto grau (KONTOGEORGOS e ANINOS
1998; ORNTOFT e WOLF 1998).

Alguns estudos sugerem que o0s pacientes com tumor de bexiga que
apresentam alterac6es no TP53 e no RB tém piores prognosticos do que os pacientes
que ndo possuem estas alteracdes ou apresentam apenas um dos genes alterados
(GROSSFELD et al. 1999).

Outros genes supressores de tumor que apresentam-se mutados em cancer de
bexiga séo a E-caderina (E-cad) e f-catenina (LIEBERT et al. 1999; GARCIA DEL
MURQO et al. 2000). O gene E-cad esté localizado na regido cromossémica 16022-24
e codifica uma proteina transmembranica que atua no reconhecimento e adesdo
célula-célula (KEMLER et al. 1993). A invasdo das células cancerosas para 0S
tecidos adjacentes pode ser favorecida pela reducdo da E-cad. Diversos estudos tém
revelado uma associacdo entre a diminuicdo da expressdo de E-cad e o aumento do
grau e estadiamento patolégico.

Vérias alteracdes cromossdmicas, tanto estruturais quanto numéricas, foram
observadas em carcinoma de bexiga. A perda de heterozigose (LOH) foi identificada
em muitas regides cromossdmicas indicando que Varios genes supressores de tumor,

ainda ndo clonados, podem estar associados ao processo de tumorigénese de bexiga.
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NEUHAUS et al. (1999) analisaram os cromossomos Y, 1 e 17 em tumores
de bexiga e detectaram uma forte associacdo entre a polissomia dos cromossomos 1
(46%) e 17 (40%), sendo estas mais freqlientes em tumores superficialmente
invasivos do que em superficiais. A perda do cromossomo Y néo foi associada a este
tipo tumoral por estes autores. Entretanto, GIBAS e GIBAS (1997) relataram a perda
do cromossomo Y em tumor de bexiga.

Diversos pesquisadores relataram que aberragfes no cromossomo 3 ocorrem
em aproximadamente 30% dos tumores de bexiga (GIBAS e GIBAS 1997,
KNOBLOCH et al. 2000). No braco curto do cromossomo 3 foi detectada a perda de
heterozigose em trés regides 3pl2-14, 3p21-24 e 3p24-26, sugerindo que estas
regides podem ter sitio de localizacdo de genes importantes para o desenvolvimento
do CTT, como o FHIT (BAFFA et al. 2000). O gene supressor de tumor, FHIT foi
localizado na regido cromossdmica 3pl14.2, que corresponde a uma das regides mais
frequentemente deletada em CTT de bexiga. BAFFA et al. (2000) detectaram a
expressdo alterada do gene FHIT em linhagem de células e em tumores de bexiga.

A perda da heterozigose em diferentes regides do cromossomo 9 tem sido
observada em CTT de bexiga (ORNTOFT e WOLF 1998). Segundo HORNIGOLD
et al. (1999) e HARTMANN et al. (1999) as delec6es envolvendo o cromossomo 9
ocorre em mais de 50% dos tumores de bexiga. Quatro regides deletadas no
cromossomo 9 foram previamente definidas em céncer de bexiga, 9p21, 9912-31,
9932-33 e 9g34. O gene supressor de tumor pl6, que foi identificado na regido
cromossémica 9p21, codifica uma proteina de 16 kD que atua como inibidora de
quinase dependente de ciclina 4/6 (CDK4/6). A proteina pl6 se liga as CDKs

inibindo sua associacdo com a ciclina D1, isto faz com que impeca a fosforilagcdo do
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produto do gene RB e conseqiientemente iniba a liberacdo do E2F, resultando em
inibicdo da progressdo G1-S do ciclo celular (SERRANO et al. 1993). A proteina
pl6 é freqlientemente alterada em células de cancer da bexiga (GIBAS e GIBAS
1997; ADSHEAD et al. 1998).

Alteracbes no cromossomo 11 tém sido observadas em cancer de bexiga. A
mudanca mais comum ¢é a delecdo da regido 1lp em tumores invasivos.
Aproximadamente 40% dos tumores invasivos apresentam LOH de 11p (GIBAS e
GIBAS 1997; ADSHEAD et al. 1998).

O trabalho realizado por HOGLUND et al. (2001) indicou a presenca de dois
caminhos de alteracBes citogenéticas em tumores de bexiga, o primeiro foi
caracterizado pela perda do cromossomo 9 seguido pela perda do braco curto do
cromossomo 11, ganho no brago longo do cromossomo 1 e perda do brago curto do
cromossomo 17. Essas alteragdes foram correlacionadas com tumores de
estadiamento pTa- pT2. O segundo caminho inicia-se pela perda do cromossomo 7
seguido pela delecdo do brago curto e amplificagéo do braco longo do cromossomo 8
e estdo relacionadas a tumores pT1- pT3.

Vaérios pesquisadores tém investigado a expressdo dos genes relacionados a
progressdo do cancer de bexiga para caracterizar o padrdo de expressdo génica
diferencial em tumores superficiais e invasivos de células transicionais. IZAWA et
al. (2001), detectaram pela técnica de hibridizag&o in situ, maior expressdo dos genes
VEGF (fator de crescimento endotelial vascular), FGF (fator de crescimento de
fibroblasto), IL-8 (interleucina) e MMP-9 (matrix metaloproteinase) em tumores
invasivos quando comparados com os superficiais e maior expressdo de VEGF em

tumores invasivos quando comparados com carcinoma in situ (CIS). Por sua vez, 0s
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carcinomas in situ apresentaram maior expressao dos genes FGF, IL-8 e EGFR
quando comparados com o0s tumores superficiais sugerindo que o padrédo de
expressdo destes genes esta associado ao desenvolvimento da tumorigéneses do CTT
de bexiga.

PRIMDAHL et al. (2000) detectaram delecGes alélicas em genes envolvidos
na regulacdo do ciclo celular em pacientes com cancer de bexiga. Os autores
encontraram alta frequéncia de dele¢fes em tumores com alto estadio versus baixo
estadio. Os genes com maiores frequiéncias de deleces foram os TP53, RB1, MYCL
e CDKN2, todos em tumores invasivos. A combinacdo das perdas alélicas de TP53 e
RB1 estava presente em tumores invasivos, mas ndo foram encontradas nos
superficiais.

KONETY et al. (2000) encontraram a proteina bcla-4 expressa em tecido
tumoral e normal de pacientes com tumor de bexiga, mas ndo encontraram a
expressdo da proteina bcla-4 em tecido de bexiga de individuos sem a doenca. A
expressao desta proteina ndo foi encontrada em outros tecidos ou tipos tumorais,
sugerindo que a proteina bcla-4 pode ser um marcador especifico para cancer de
bexiga podendo ser usado no diagnéstico da doenca.

A expressdo do gene MUC-7 foi identificada em CTT invasivos e em
linhagem de células de cancer de bexiga, mas a sua expressao ndo foi encontrada em
tecido normal e em tumor superficial, sugerindo uma expressao diferencial do gene
MUC-7 na transformacdo maligna do urotélio de bexiga (RETZ et al. 1998). Estudo
recente de RETZ et al. (2003) demonstraram que o gene MUC-7 pode ser um
marcador tumoral em potencial para tumor de bexiga. A expressao deste gene foi

encontrada em 42% dos tumores pTa, 81% em carcinoma in situ e tumores invasivos.
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YANO et al. (2002) avaliaram o papel do inibidor de metaloproteinase em
tumor de bexiga. As metaloproteinases sdo enzimas catabdlicas da matrix
extracelular e tém papel critico na invasdo e metastase. Os autores observaram que 0
nivel de expressdo do inibidor de metaloproteinase foi maior em tumores invasivos
do que em céncer superficial, sugerindo que a inibicdo da metaloproteinase esta
relacionada com a invaséo de cancer urotelial. O mesmo resultado foi encontrado por
XU et al. (2002) sugerindo que alguns genes da familia da metaloproteinase podem
ter importante valor prognéstico no CTT de bexiga.

THYKJAER et al. (2001), monitoraram através da técnica de cDNA
Microarray eventos associados a transformacdo do epitélio urotelial normal em
tumoral. Demonstraram que o tumor superficial pT1 é mais similar ao tumor
invasivo pT2 do que ao superficial pTa. Pelo agrupamento dos genes com padrdo
similar de expresséo foram identificados véarios genes relacionados com a mesma via
bioldgica. Os autores sugeriram que os tumores superficiais apresentaram alto nivel
de sintese de proteina, tendo um aumento de genes relacionados a transcricdo, e de
genes ribossomais, assim como super regulacdo de proteinases que degradam o
tecido. Em tumores invasivos, houve aumento nos transcritos relacionados ao ciclo
celular, como Ciclinas A e E , C-myb (que induz Ciclina A), fator de crescimento de
hepatécitos MCM/BM28, genes relacionados ao fuso mitético (TTK) e a separacao
das cromatide irmds (E2-C/UBCH10) e também PCTAIRE (membro da familia de
CDK). No grupo de genes relacionados a adeséo celular, foi observado baixa
regulagdo em tumores invasivos, como lamininas, integrinas, receptor de laminina,

E-caderina, epicam, fator H e mucina MGC-24.
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GROMOVA et al. (2002) compararam o perfil de expressdio de mMRNA em
tumores ndo invasivos (pTaGll) com os invasivos (pT2GlII e pT4) através da técnica
de Differential Display. Isolaram um gene, o BC10 (atual BLCAP) que foi
exclusivamente expresso em tumores superficiais. A expressdo deste gene foi
confirmada por RT-PCR em 30 amostras de pTaGll e Glll, pT2 e pT4. Este gene
codifica uma proteina ainda ndo caracterizada. A baixa expressdo deste gene em
tumores invasivos sugere um papel importante na progresséo do tumor de bexiga.

WHEELER et al. (2002) estudaram a prostaglandina E2 e a proteina de cox-1
e cox-2 (ciclooxigenase) em pacientes com infec¢do urinéria, cancer urogenital,
incluindo tumor de bexiga e compararam com individuos controles. A prostaglandina
contribui para manter o tonus muscular e o processo de eliminacao da urina, e o0 gene
COX é um precursor da prostaglandina. Observaram aumento da prostaglandina e de
COX-2 em cancer urogenital, infeccdo urindria e processos inflamatérios.
SWEENEY et al. (2002) também detectaram maior expressdo da proteina COX-2 em
CTT de bexiga do que em tecido normal, sugerindo que COX-2 pode estar envolvido
ao inicio das mudangas celulares levando ao desenvolvimento do céncer.

DYRSKJOT et al. (2003) usaram a técnica de cDNA Microarray para
analisar a expressdo génica em 40 tumores (pTa, pT1 e pT2) e 4 amostras de tecido
normal. Identificaram 1767 genes que foram expressos em diferentes niveis. Através
do agrupamento dos genes, identificaram varios perfis de expressdo diferencial entre
0S grupos tumorais. Em tumores pTaGlll foi observado a expressdo de genes
relacionados a fator de transcricdo. Em tumores pTaGlll e carcinoma in situ e pT2,

apresentaram super regulacdo de genes relacionados ao controle de ciclo celular e
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mitose. Genes relacionados a angiogénese foram super regulados em tumor pT2 e em
pTaGlll e no carcinoma in situ.

Com o desenvolvimento de metodologias que podem ser utilizadas para a
avaliacdo das diferencas de expressdo génica entre duas ou mais populagdes
celulares, como a Anélise Seriada da Expressdo Génica (SAGE), Differential Display
Reverse Transcriptase—-PCR (DDRT-PCR) e cDNA Microarray, foram adicionadas
importantes ferramentas na lista das técnicas disponiveis para a identificacdo de
genes relacionados ao processo de tumorigénese (LIANG e PARDEE 1992;
VELCULESCU et al. 1995).

A utilizacdo da metodologia de DDRT-PCR permite a identificacdo de genes
novos e desconhecidos, € uma técnica facilmente executavel em qualquer
laboratério, relativamente barata comparada com outras, usa pequenas quantidades
de RNA e pode-se comparar vérias populacdes de RNA ao mesmo tempo.

Varias alteracbes genéticas j& foram identificadas na carcinogénese de
bexiga, entretanto, elas ainda ndo sdo utilizadas na identificagdo desses tumores.
Atualmente os parametros clinicos-patoldgicos, sdo usados na classificagdo do
cancer de bexiga, mas eles nos fornecem poucas informacgdes na determinacdo de um
diagnostico preciso e na identificacdo do comportamento clinico do tumor. A
identificacdo de marcadores moleculares para a determinacdo do prognostico dos
pacientes e na classificacdo dos tumores é de grande importancia. A caracterizacao
de grupos de riscos e a detecgédo precoce da doenca poderiam melhorar a sobrevida
dos pacientes que sofrem de cancer de bexiga, e também permitiria a escolha de

terapias mais adequadas e eficazes para cada paciente.
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Identificar genes diferencialmente expressos em carcinomas de células

transicionais de bexiga superficiais e invasivos, identificar possiveis marcadores

moleculares para o diagndéstico e progndstico da doenga.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Comparar o padrdo de expressdo génica em tumores superficiais (pTa e pT1)

com o0s tumores invasivos (pT2) e com o tecido normal através da técnica de

Differential Display Reverse Transcriptase-PCR.

Validacéo de genes diferencialmente expressos por Real Time-PCR
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3 MATERIAL E METODO

3.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS E PACIENTES

Foram coletadas 148 amostras de tecido de bexiga, sendo que 109 eram de
carcinoma de células transicionais de bexiga e 39 de tecido normal, provenientes de
96 pacientes portadores de CTT. As amostras foram obtidas no Servigo de Urologia
do Hospital das Clinicas-FMUSP. A amostras foram coletadas antes da realizacdo de
qualquer tratamento e foram obtidas através de biopsia, ressec¢do transuretral,
cistectomia e cistoprostatectomia.

Das 148 amostras coletadas, 110 foram processadas para a extracdo do DNA
e do RNA. Entre os tecidos processados obtivemos 88 amostras de DNA e 63 de
RNA de boa qualidade e as amostras que apresentaram evidéncias de degradacgdo
foram eliminadas deste estudo para evitar falsos resultados. Dessa forma, para a
realizacdo deste estudo foram utilizadas 88 amostras de tecido de bexiga (20
amostras de tecido normal e 68 amostras de tumores), que foram provenientes de 68
pacientes portadores de cancer de bexiga. Alguns pacientes foram submetidos a mais
de uma cirurgia, nestes casos obtivemos mais de uma amostra por paciente. A
distribuicdo das amostras por pacientes esta apresentada na Tabela 1. Todos os casos
foram classificados segundo os critérios da Organizagdo Mundial da Saude. Os
tumores foram classificados de acordo com os critérios TNM (T- tumor primario; N
linfonodos regionais; M- metastase a distancia ). Apés a realizagdo da classificacao,

as 68 amostras de tecido tumoral foram distribuidas em: 25 amostras de tumores
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classificadas como pTaGl; 12 amostras classificadas como pTaGlll; 13 amostras de
tumores pT1Glll e 18 amostras de tumores pT2/pT4GlIlI.

Os dados sobre os pacientes, tais como, idade, sexo, grau histolégico e
estadiamento clinico dos tumores foram obtidos através de consultas aos prontuarios
do Hospital das Clinicas-FMUSP. Resumos das caracteristicas demogréaficas e dados
sobre o estadiamento e grau histoldgico estdo apresentados na Tabela 2.

A média da idade dos pacientes na ocasido do diagnostico foi de 64 anos
(variando de 37 a 87 anos). Todos 0s pacientes assinaram consentimento aprovado
pelo Comité Etico do Hospital das Clinicas-FMUSP.

As amostras foram estocadas em nitrogénio liquido até 0 momento de serem
utilizadas. De todas as amostras foram feitas laminas através de cortes histoldgicos
em micrétomo de congelacdo, coradas com hematoxilina—eosina e analisadas pelo
patologista (Dr. Fernando Augusto Soares - Hospital do Cancer) para a confirmacgéo
da presenca do tecido normal e tumoral, a fim de selecionar as areas para a extracao
de RNA e DNA, desse modo tivemos a certeza de estarmos trabalhando com tecido

normal e tumoral.



Tabela 1 - Distribuicdo das amostras por pacientes.
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N° de N° de amostras N° de amostras de Total de
pacientes tumorais tecido normal amostras
45 45 0 45
7 0 7 7
9 9 9 18
4 8 0 8
2 4 2 6
1 2 2 4
Total 68 68 20 88

Tabela 2 - Caracteristicas demograficas dos pacientes e
classificagdo dos carcinomas de células transicionais de bexiga.

Variavel Frequéncia n° (%)
Sexo:
Masculino 51 (75)
Feminino 17 (25)
Idade:
>60 anos 48 (70.5)
< 60 anos 20 (29.5)
Graduacao histopatoldgica
Baixo grau 25 (37)
Alto grau 43 (63)
Classificacao patologica
Superficial:
pTa 37 (42)
pT1- 13 (14,7)
Invasivo:
pT2/T4 18 (20.5)

Tecido normal

20 (22.7)
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3.2 EXTRACAO DE DNA E RNA

Os tecidos foram retirados do nitrogénio liquido e imediatamente
pulverizados com o auxilio de um pulverizador Termovac sob nitrogénio liquido e
gelo seco. Apos a pulverizagdo o material foi dividido em duas partes iguais, uma
para a extracdo de DNA pelo método de fenol-cloroférmio e a outra para a extracdo
de RNA pelo método de fenol-guanidina, através do método CHOMCZYNSKI e

SACCHI (1987) ou com o reagente Trizol.

3.2.1 Extragdo de DNA

Apbs a pulverizacdo o material foi colocado em 2mL de TES (Tris-HCL 10
mM. PH 7,6, EDTA 1mM e SDS 0,6%), adicionou-se proteinase K na concentracdo
final de 100ug/mL e incubou-se por 14 a 16 h a 37°C.

Apds este periodo de incubacdo, 0 DNA foi extraido com igual volume de
fenol saturado com 20mM de Tris-HCL, pH 8,0. Agitou-se por 5 min e em seguida
foi adicionado igual volume de cloroférmio e alcool isoamilico (24:1). O material foi
entdo agitado por 5 min e centrifugado por 10 min a 10.000 rpm a 4°C. Apés a
centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado e adicionado a ele igual volume de
cloroférmio e alcool isoamilico (24:1). O material foi agitado novamente e
centrifugado por 5 min a 10.000 rpm a 4°C.

O DNA que estava contido no sobrenadante foi precipitado com 2,5 volumes
de etanol absoluto por 14 a 16h a -20°C. Centrifugou-se por 10 min a 10.000 rpm a

4°C. O sobrenadante foi desprezado. O precipitado foi lavado com etanol 75%. O
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precipitado final foi seco e diluido em um volume apropriado de TE (Tris- HCL
10mM, pH 7,6, EDTA 1mM).

A concentracdo do DNA extraido foi determinada em espectrofotdmetro com
comprimento de onda 260/280nm.

Para verificar a integridade da amostra de DNA, 1uL da amostra foi diluido
em 3uL tampdo de aplicacéo (0,25% de azul de bromofenol, 0,25% de xileno cianol,
15% de ficoll 400) e foi submetida a eletroforese em gel de agarose 1% contendo
0,25 pg/mL de brometo de etideo. A corrida foi feita em solucdo de BTE 1X (Tris
0,089M, éacido borico 0,089M e EDTA 0,002M) a 80 Volts. Apos a separacao
eletroforética as amostras de DNAs foram visualizados em transiluminador com luz

Ultra-Violeta e o gel foi fotografado.

3.2.2 Extragdo de RNA
3.2.2.1 Extracdo de RNA com Fenol-guanidina isotiocianato

O método de extracdo de RNA descrito por CHOMCZINSKI e SACCHI
(1987) se baseia na denaturacdo de ribonucleases endogenas e lise celular através da
solucéo de denaturacao (solucdo D), precipitacdo de proteinas e do DNA com acetato
de sddio, fenol-cloroférmio e alcool isoamilico e precipitacdo do RNA com alcool
isopropilico.

Apbs a pulverizacdo o material foi colocado em um tubo contendo 2mL de
solugdo D (isotiocianato de guanidina 4M, citrato de sédio 25mM, pH-7,0, sarcosil
0,5% e B-mercaptoetanol 0,1M) e homogenizado vigorosamente por 10 seg.

Adicionou-se acetato de sédio a 0,2 mM, pH-4,0; 1 volume de fenol saturado

com Tris-HCI, pH-5,0 -6,0; e 0,2 volumes de cloroférmio-alcool isoamilico (49:1). A
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suspensdo final foi homogenizada vigorosamente por 10 seg e incubada em gelo por
15 min. Apos este periodo, as amostras foram centrifugadas por 20 min a 10.000 rpm
a 4°C. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo e precipitada com igual
volume de isopropanol por 1 hora a -20°C. Centrifugou-se a 10.000 rpm por 20 min
a 4°C e o precipitado resultante foi dissolvido em 0,3 mL de solucdo D e 0,3 mL de
isopropanol e incubado por um periodo de 16 a 18h a -20°C. Depois da incubacéao a
solucéo foi transferida para um tubo de micro centrifuga e centrifugado por 20 min a
10.000 rpm a 4°C, o precipitado resultante foi lavado com etanol 75% e novamente
centrifugado por 10 min a 10.000 rpm a 4°C. A amostra foi seca e dissolvida em
agua tratada com Dietilpirocarbonato (DEPC).

A concentragdlo do RNA extraido foi determinada por leitura
espectrofotométrica com comprimento de onda 260/280nm.

Para verificar a integridade do RNA, 1uL de amostra foi dissolvido em 4ulL
de agua e 3uL de tampdo denaturante (7% de glicerol, 10% MOPS 10X, 53% de
formamida deionizada, 17% de formaldeido, 6% de azul de bromofenol e 0,25ug/mL
de brometo de etideo) incubado por 15 min a 65°C e submetidos a eletroforese em
gel de agarose 1% contendo tampdo MOPS 1X (0,2 M de MOPS, 0,4 M de EDTA e
3 M de acetato de sodio) e formaldeido a 37%. A corrida foi feita em tampao MOPS
1X a 40 volts. Ap6s a separacdo eletroforética as amostras de RNA foram

visualizadas em transiluminador com Ultra Violeta e o gel foi fotografado.
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3.2.2.2 Extragéo de RNA com o reagente Trizol

Apb6s a pulverizagdo do tecido em nitrogénio liquido no Termovac,
aproximadamente 50-100 mg de tecido foi transferido para um tubo contendo 1 mL
de reagente Trizol (Invitrogen, USA). A solugédo foi homogenizada e incubada por 5
min a temperatura ambiente. Depois do periodo de incubacéo foi adicionado 0,2 mL
de cloroférmio, homogenizado e incubado por 3 min a temperatura ambiente e
posteriormente centrifugado por 15 min a 4°C a 12.000 rpm. O sobrenadante foi
retirado e transferido para um outro tubo e adicionado 0,5 mL de alcool isopropilico
e homogenizado por inversdo. A solucdo foi incubada por 10 min a temperatura
ambiente, centrifugada por 10 min a 4°C a 12.000 rpm. O sobrenadante foi
desprezado preservando-se o precipitado que foi lavado em etanol 75% e
centrifugado por 5 min a 7.500 rpm. Depois da precipitacdo o RNA foi seco em
centrifuga a vacuo e diluido com agua tratada com Dietilpirocarbonato (DEPC).

A concentragdo do RNA e a sua integridade foram verificadas como descrita

no item anterior.

3.3 TRATAMENTO DO RNA COM DNase |

As amostras de RNA foram tratadas com enzima DNasel para a eliminacéo
do DNA contaminante. O RNA foi incubado em solucdo contendo 40mM de Tris-
HCI, pH 7,5, 6mM de MgCl; e 0,25 unidade (U) de DNase 1/ug de RNA (Amershan
Pharmacia Biotech) a 37°C por 1 h. Ap6s o periodo de incubacdo as amostras foram
precipitadas por um periodo de 14 a 16 h a -20°C em solugdo de acetato de sddio

0,2M e 2,5 volumes de etanol absoluto, e a seguir centrifugadas por 15 min a 10.000
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rpm a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi lavado com etanol 75%
e centrifugado por 15 min a 10.000 rpm a 4°C. O precipitado foi seco e diluidos em

H,O/ tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) e estocado a -70°C.

3.3.1 Sintese de cDNA
A sintese de cDNA foi feita utilizando-se 10 ug de cada amostra de RNA e o
kit High Capacity cDNA Archive (Applied Biosystem) de acordo com o protocolo do

fabricante e 1U/uL de RNase OUT (Invitrogen).

3.3.2 Teste de contaminagéo do RNA por DNA

Para se confirmar a auséncia de DNA nas amostras de RNA tratadas com
DNasel, estas foram submetidas a ensaio de sintese de cDNA conforme descrito no
item anterior. Os produtos obtidos foram submetidos a ensaio de PCR utilizando-se
oligonucleotideos para amplificacdo do gene TP53. Os oligonucleotideos utilizados
estdo descritos na Tabela 3. Estes oligonucleotideos amplificam regido que abrangem
introm do gene TP53. O ensaio foi feito em volume final de 25uL contendo 0,4uM
de cada oligonucleotideo, 125uM de dNTPs (Amershan Pharmacia Biotech), 1,5mM
de MgCl,, 10mM de Tris-HCI e 50mM de KC, 0,1mg/mL de gelatina, 1U de Taq
DNA polimerase, 200ng de cDNA. A amplificacdo foi realizada com o seguinte
ciclo: 94°C por 5 min para denaturacéo, 35 ciclos de 94°C por 1 min, 55°C por 1min
e 72°C por 2 min e extenséo final de 72°C por 5 min. Como controle positivo foi
realizada a amplificacdo utilizando-se amostras de DNA genémico. Os

oligonucleotideos para TP53 amplificam no DNA um fragmento com cerca de 1180
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pares de base (pb) e no cDNA 334pb. As reagdes foram realizadas em termociclador
(Perkin Elmer 9700).

Os produtos resultantes do ensaio de PCR foram diluidos (1:1) em tampéo de
aplicacéo (0,25% de azul de bromofenol, 0,25% de xileno cianol, 15% de ficoll 400)
e submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% contendo 0,25 pg/mL de brometo
de etideo. A corrida foi feita em solucdo de BTE 1X (Tris 0,089M, acido boérico
0,089M e EDTA 0,002M) a 80 Volts. Apos a separacdo eletroforética os produtos

foram visualizados em transiluminador com luz Ultra-Violeta e o gel foi fotografado.
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Tabela 3 - Seqiiéncia dos oligonucleotideos utilizados.

Genes

Sequéncias dos oligonucleotideos

TP53 (contaminacdo do RNA)

SFRP1 (RT-PCR)

- Microglobulina

SFRP1 (Real Time-PCR)

CEP63 (Real Time-PCR)

EIF4G2 (Real Time-PCR)

GADPH (Real Time-PCR)

SFRP1 (metilacdo)

HIC (metilacdo)

TP53 (controle de massa)

M13 universal

F-5-CATCTTCTGCTT CTT CCC AG-3’
R-5-CTT AAATACCTT ACACGC AA-3’

F-5’-GCC CGA GAT GCT TAAGTG TG -3’
R-3-ATCTTCTTGTCGCCATIT TC-5’

F-5’- ATC CAG CGT ACT CCA AAG ATT CAG -3
R-5-AAATTG AAAGTT AACTTATGC ACG C-3’

F-5’- GCCCGAGATGCTTAAGTGTG-3’
R-5’- GCACAGAGATGTTCAATGATG &

F-5-AACTCATTCTTT GCCTTC AG -3’
R-5-GACCTCAGTCTTCTTTCT TC -3’

F-5’- CTG CAC GAA GCACTAGAC GA -3’
R-5’- TGA GGA GCT CAA GGC ATAGC -3

F-5- TAC CAG GAA ATG AGC TTG ACA AAG -3’
R-5-GAG CACCAGGTGGTCCTTT-3

F-5’- CCT CGG GCC CTC AGT CCCCAG CA -3’
R-5- CCAGCA GCT GGG TGC CCC TGC TCA -3

F-5’- GCT CAA AGC CCCAGG GTT TCT GG -3’
R-5-CGC CGC GCT TTC CGC ACACT -3

F-5-CAG GGC TGG TTT CCC AGG -3’

R-5’- CAG GCG GCT CATAGG GCA -3’
GA-5- CCCAGTCAC GACGTTGTAAAACG -3’
GB-5- AGCGGATAACAATTTCACACAGG -3’
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3.4 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL POR
DDRT-PCR (DIFFERENTIAL DISPLAY REVERSE TRANSCRIPTASE-

PCR)

O meétodo de Differential Display RT-PCR envolve a transcri¢do reversa do
RNAm, utilizando-se oligonucleotideos ancorados a cauda poli A, seguida por PCR
na presenca de um segundo oligonucleotideo arbitrario. Podem ser utilizadas diversas
combinac@es de oligonucleotideos, permitindo a analise em média 15.000 transcritos.
Os cDNAs obtidos sdo separados por eletroforese em gel denaturante de
poliacrilamida, sendo que a comparacdo entre o padrdo de migracdo de diferentes
amostras permite a identificacdo de fragmentos diferencialmente expressos

Anélise de expressdo génica diferencial por DDRT-PCR foi realizada como
descrito no manual do kit RNAimage (GenHunter Corp., Nashville, TN). A Figura 3

mostra a representacao esquematica do ensaio do DDRT-PCR

3.4.1 Sintese de cDNA.

Utilizando-se 0,01pug de RNA total foi realizado a sintese de cDNA em
reacao contendo 25 mM de Tris-HCI pH-8,3, 37,6 mM de KCI, 1,5 mM de MgCl,, 5
mM de DTT, 20 mM de dNTP, e ImM de cada um dos 3 oligonucleotideos de
ancoragem: H-T11 A, H-T11 C e H-T11 G. A reagéo foi incubada por 5min a 65°C,
por 60min a 37°C e 5 min a 75°C. Depois de 10 min do periodo de incubacéo a 37°C

foi adicionado 100 U da enzima Transcriptase Reversa- MMLV.
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POPULACAO de RNA

CAAAAAAAAAAA-AN
GAAAAAAAAAAA-AN
UAAAAAAAAAAA-AN

~ 5-AAGCTTTTTTTTTTTG-3' (H-T G)
I TRANSCRICAD dNTPs =

MMLYV transcriptase reversa

CAAAAAAAAAAA-AN
GTTTTTTTTTTTCGAA

5-AAGCTTGATTGCC-3' (H-AP 1)
5-AAGCTTTTTTTTTTTG-3' (H-T 1,G)

|| | «— || «—

11 AMPI IEICACAD dNTPs
a-[33 P-dATP]
Taa DNA polimerase
AAGCTTGATTGCC =—
GTTTTTTTTTTTCGAA
AAGCTTGATTGCC =
GTTTTTTTTTTTCGAA
11 GFI
AMOSTRARNA: ¥
ELETRODO

NFGATIVVO ()

ELETRODO
POSITIVO (+)

Figura 3 - Representacdo esquematica do ensaio de Differential Display. As linhas
mais estreitas representam RNA e as linhas mais espessas representam o cDNA.
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3.4.2 Amplificagéo do cDNA por PCR

O ensaio de PCR foi feito num volume final de 20uL contendo cerca de
100pg de cDNA, 50mM de KCI, 10mM de Tris-HCI pH-8,4, 1,5mM de MgCl; e
0,01mg/mL de gelatina, 2mM de dNTPs, 0,2uM do oligonucleotideo de ancoragem,
1uM do oligonucleotideo arbitrario (H-AP 1, H-AP 2, H-AP 3 e H-AP 4), 2uCi de
a-[P**] dATP (Atividade especifica 2000 Ci-mmoles) (Amersham Pharmacia
Biotech) e 1U da enzima Tag DNA polimerase. A amplifica¢do foi feita em 40 ciclos
de 94°C por 30 seg para denaturar a amostra, 40°C por 2 min para a hibridagdo dos
oligonucleotideos e 72°C por 30 seg para a extensdo e em seguida 72°C por 5 min.

Os produtos resultantes da amplificacdo foram diluidos (2:1) em solucédo
contendo 95% de formamida, 10mM EDTA pH 8,0, 0,09% de xileno cianol, 0,09%
de azul de bromofenol, incubados por 2 min a 80°C e submetidos a eletroforese em
gel de poliacrilamida a 6% contendo uréia a 7M. A corrida foi realizada em solucéo
de BTE 1X (0,045mM de Tris-HCI, 0,045mM de &cido bérico, 0,1M de EDTA pH-
8,6) a 60 Volts por 3 horas, a temperatura de 45 a 50°C.

Apobs a eletroforese o gel de poliacrilamida foi transferido para papel 3MM a
Seco a vacuo, e exposto ao filme de raio X (Xomat — KodaK) por um periodo de 14 a

24 horas a -70°C.
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3.4.3 Recuperacdo e Reamplificacdo dos Fragmentos Diferencialmente
EXxpressos

As bandas de interesse foram cortadas do gel de poliacrilamida com estilete e
transferidas para tubos onde foram eluidas por 10 min em 100uL de &gua destilada e
incubadas em banho-Maria por 15 min. Centrifugou-se por 2 min e ao sobrenadante
adicionou-se acetato de sédio a 0,3M, 50ug de glicogénio e etanol absoluto, incubou-
se por um periodo de 14-16 h a —20°C. Apos a incubagéo centrifugou-se por 30 min a
10.000 rpm a temperatura de 4°C, sendo o precipitado lavado com etanol 85% e
centrifugado novamente por 20 min. O precipitado foi seco em centrifuga a vacuo
por 10 min e ressuspendido em 10uL de &gua tratada com dietilpirocarbonato
(DEPC).

A reamplificacdo do cDNA foi feita por PCR em um volume final de 40uL
contendo 50mM de KCI, 10mM de Tris-HCI pH= 8.4, 0,img/mL de gelatina, 1,5
mM MgCl,, 20mM de solugdo de deoxinucleotideos trifosfatados (ANTP), 0,2uM de
oligonucleotideo de ancoragem, 1uM de oligonucleotideo arbitrario (0 mesmo grupo
de oligonucleotideos utilizados anteriormente), 4uL do cDNA recuperado e 2
unidades da enzima Taq DNA polimerase. A amplificacdo foi feita em 40 ciclos de
94°C por 30 seg para a denaturagdo, 40°C por 2 min para hibridacdo dos
oligonucleotideos e 72°C por 30 seg para extensdo, seguidos por um periodo de 5
min a 72°C para extensao final.

Os produtos gerados por PCR sdo diluidos (1:1) em tampdo de aplicacdo
(0,25% de azul de bromofenol, 0,25% de xileno cianol, 15% de ficoll 400) e foram

submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% contendo 0,25 pug/mL de brometo de
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etideo. A corrida foi feita em solucdo de BTE 1X (Tris 0,089M, &cido borico 0,089M
e EDTA 0,002M) a 80 Volts. Apés a separacao eletroforética os produtos foram
visualizados em transiluminador com luz Ultra-Violeta e o gel foi fotografado. Estes

produtos foram submetidos a clonagem, como segue.

3.5 CLONAGEM DOS FRAGMENTOS REAMPLIFICADOS

Os fragmentos reamplificados foram analisados em gel de agarose para
determinar a qualidade e quantidade dos fragmentos, posteriormente foram clonados
em vetores (pUC18) e inseridos em bactérias competentes (E. coli XL1 Blue),
usando-se o Kit Sure Clone (Amersham Pharmacia Biotech) seguindo o manual do
fabricante, e depois sequenciados.

Os produtos de PCR foram preparados para a ligagdo com o vetor de
clonagem, através da remocdo da base na extremidade 3’ do fragmento e fosforilacao
da extremidade 5’, utilizando-se a enzima DNA polymerase klenow fragment I, que
tem atividade exonuclease 3’-5’, e foram concomitantemente fosforilados pela
enzima T4 polynucleotide kinase em uma reagdo contendo 5ulL do produto de PCR,
8,9U de DNA polymerase klenow fragment I, 1X tampdo Bluting/kinasing, 7U de T4
polynucleotideo kinase e H,0 para completar 20ul e a reacéo foi incubada a 37°C por
30 min. Em seguida foi feita extracdo do DNA adicionando-se 20uL de
feno/cloroférmio/isoamilico, na proporcao 25: 24: 1, centrifugou-se o sobrenadante
que foi purificado em coluna MicroSpin (Sephacryl S-200).

Os produtos de PCR com as extremidades abruptas foram ligados ao vetor de

clonagem (pUC18 Smal/BAP), utilizando-se 5uL do produto purificado em coluna
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MicroSpin, 0,25ug de vetor defosforilado, 1X tampéo de ligacdo, 10mM de DTT e
7U de T4 DNA Ligase e H,0 para completar 20uL, a reacdo foi incubada a 16°C por
1h e 40 min.

Em seguida o vetor com o inserto foi transfectado em bactéria competente (E.
coli XL1 blue- Stratagene), utilizando-se 10uL do produto da ligacdo, 0,02M de
MgCl,, 0,01M de CaCl, e H,0 para completar 50uL e foi adicionado 50uL de E. coli
competente, a reacdo foi incubada a 4°C por 20min, depois a 21°C por 10min e
adicionado 1mL de meio LB (5g/L de extrato de levedura, 10g/L de triptona e 5g/L
de cloreto de sodio pH 7,2) e incubado a 37°C por 1h sob agitacdo de 200 rpm.

As bactérias transformadas foram incubadas em placas de Petri, contendo
meio LB sélido (contendo 2,2 % de Bacto-Agar- Difco), 0,001% de ampicilina e
0,04% de tetraciclina, em estufa a 37°C por 12 h aproximadamente. Depois de
crescidas as bacterias, foram selecionadas algumas colbnias e transferidas para
placas, com capacidade para 96 amostras, contendo meio LB liquido e 0,001% de
ampicilina e foram incubadas a 37°C sob agitacdo de 160 rpm por um periodo de 10

al2h.

3.5.1 Amplificacdo por PCR dos fragmentos clonados

Uma aliquota (1uL) das bactérias crescidas em meio LB liquido foi
submetida a amplificacdo por PCR com volume final de 20uL contendo, 125uM de
dNTPs (Amershan Pharmacia Biotech), 1,5mM de MgCl,, 10mM de Tris-HCI e
50mM de KC, 0,1mg/mL de gelatina, 1U de Taq DNA polimerase e 0,6 uM de cada

oligonucleotideo (M13 universal) (Tabela 3). A amplificacdo foi realizada em
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termociclador (Perkin Elmer 9700) nas seguintes condic¢des: 95°C por 4 min, 40
ciclos de 94°C por 1 min, 55°C por 1 min e 72°C por 1 min, e 72°C por 5 min.

Os produtos gerados por PCR foram diluidos (1:1) em tampdo de aplicacdo
(0,25% de azul de bromofenol, 0,25% de xileno cianol, 15% de ficoll 400) e
submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% contendo 0,25 pug/mL de brometo de
etideo. A corrida foi feita em solucdo de BTE 1X (Tris 0,089M, acido bérico 0,089M
e EDTA 0,002M) a 80 Volts. Apds a separacdo eletroforética os produtos foram
visualizados em transiluminador com luz Ultra-Violeta e o gel foi fotografado e em

seguida foram selecionados alguns produtos amplificados para serem seqtienciados.

3.6 SEQUENCIAMENTO DO DNA

As reacOes de sequenciamento foram feitas em volume final de 20uL
contendo cerca de 200ng de cDNA, 8uL do DYEnamic ET Dye terminator cycle
Sequency Kit for Mega Bace (Amersham Pharmacia Biotech), 0,2uM pmol de
oligonucleotideo (M13 universal-GA) e H,0 para completar 20uL. A amplificacéo
foi feita em 30 ciclos de denaturacdo a 96°C por 15 seg, hibridagdo do
oligonucleotideo a 50°C por 10 seg e extensdo a 60°C por 1 min e blogueada por
resfriamento a 4°C.

Os produtos foram precipitados com etanol e acetato de aménio 7,5M e
ressuspendido em 5ul de Loading Buffer (formamida 70%, 1mM de EDTA) e

sequenciados. O sequenciamento foi realizado através do sequenciador automatico

MegaBace 1000 (DNA Sequencing System).
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3.7 ANALISE E ANOTACAO DAS SEQUENCIAS

As sequiéncias geradas foram submetidas ao programa Sequencher 3.0 (Gene
Codes Corporation, Inc) para serem retiradas as seqiiéncias terminais e as seqiiéncias
dos vetores. Em seguida foi feita busca de similaridade a sequiéncias depositadas no
banco de dados do National Center for Biotechnology Information usando o
algoritmo Blast (Basic Local Alignment Tool) e o algoritmo Blat (Blast Like

Alignment Tool) (www.ncbi.nlm.nih.gov e www.genome.edu.uscs, respectivamente).

Os resultados obtidos foram entdo analisados utilizando-se as informagdes

disponiveis no  Locus Link  (www.ncbi.nlm.nih.gov/locuslink),  Omin

(www.ncbi.nlm.nih.gov/omin), Gene Ontology (www.geneontology.org).

3.8 CONFIRMACAO DA EXPRESSAO DIFERENCIAL

Apés a anotacdo génica foram selecionados alguns transcritos
diferencialmente expressos a fim de realizar os ensaios de validacdo. Com base nas
sequéncias desses transcritos, foram desenhados oligonucleotideos com o auxilio do

programa Primer3 (www.genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primer/primer3-www.cgi).

3.8.1 RT-PCR

O cDNA das amostras a serem analisadas foi sintetizado como descrito no
item 3.3.1 e entdo foi submetida a amplificagdo por PCR utilizando-se
oligonucleotideos para amplificacdo do gene controle (£-microglobulina) e do gene

SFRP1 (Tabela 3).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.genome.edu.uscs/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.geneontology.org/
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A amplificacdo por PCR do cDNA do gene SRFP1 foi feita em um volume
final de 25uL contendo 0,6uM de cada oligonucleotideo, 50mM de KCI, 10mM de
Tris-HCI pH= 8.4, 0,01lmg/mL de gelatina, 1,5 mM MgCl,, 120uM de cada
deoxinucleotideos trifosfatados (ANTP), aproximadamente 100ng do cDNA 0,5 U de
Tagq DNA polimerase. A amplificacdo foi feita nas seguintes condigdes: 94°C por 5
min, 32-35 ciclos de 94°C por 1 min para a denaturagdo, 55°C por 1 min para
hibridacdo dos oligonucleotideos e 72°C por 1 min para extensdo, seguidos por um
periodo de 5 min a 72°C para extensdo final. Foi amplificado o gene f-
Microglobulina para controle da reacdo e para a normalizacdo da massa para cada
reacao, nas mesmas condic@es descritas acima.

Os produtos resultantes do ensaio de PCR foram diluidos 1:1 em tampéo de
aplicacdo (0,25% de azul de bromofenol, 0,25% de xileno cianol, 15% de ficoll 400)
e submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% contendo 0,25 ug/mL de brometo
de etideo. A corrida foi feita em solucdo de BTE 1X (Tris 0,089M, &cido borico
0,089M e EDTA 0,002M) a 80 Volts. Apo6s a separacao eletroforética os produtos

foram visualizados em transiluminador com luz Ultra-Violeta e o gel foi fotografado.

3.8.2 Real Time -PCR

O ensaio de Real Time-PCR foi realizado utilizando-se o aparelho GeneAmp
5700 Sequence Detector (Applied Biosystems). Os cDNAs para essas analises foram
sintetizados como descrito no item 3.3.1.

A técnica de Real Time-PCR foi realizada de acordo com os procedimentos
recomendados no manual do kit SYBR Master gPCR Super Mix UDG (Invitrogen),

em um volume total de 25uL, utilizando-se 0,4uM dos oligonucleotideos dos genes
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SFRP1, CEP63 e EIF4AG2 e 0,3uM dos oligonucleotideos do gene GAPDH. Os
oligonucleotideos utilizados estdo apresentados na Tabela 2. A amplificacdo foi
realizada com 1 ciclo de 50° por 2 min, 95° por 5 min, seguidos por 40 ciclos (95°
por 30 seg, 55° por 30 seg e 72° por 30seg). Cada amostra de cDNA foi analisada em
duplicata.

A deteccdo dos produtos foi feita pelo continuo monitoramento do sinal
fluorescente emitido pelo corante SYBR Green que se intercala a dupla fita do DNA.
Dessa forma, os valores quantitativos (Ct) sdo obtidos a partir do ciclo limiar onde o
aumento no sinal associado ao crescimento exponencial dos produtos de PCR
comeca a ser detectado.

A expressdo génica foi quantificada relativamente a expressdo de um gene
controle (GAPDH) e também foi normalizado de acordo com um pool de amostra de
referéncia (tecido normal). A relativa expressdo foi calculada pela formula 2 “22°T,
onde os valores do ACT=CT do gene alvo — CT do gene de referéncia (GAPDH);
AACT= ACT da amostra do tumor - ACT da amostra de referéncia (tecido

normal).

3.8.3 Andlise de Metilacéo
3.8.3.1 Digestdo do DNA com Enzimas de Restrigéo

O DNA gendmico foi submetido a digestdo com as enzimas de restricdo:
Mspl e Hpall (Amershan Pharmacia Biothec). A enzima Hpall cliva as sequéncias
CCGG do DNA, mas se a segunda citocina estiver metilada, esta enzima € incapaz
de reconhecer este sitio. A enzima Mspl cliva todas as sequéncias CCGG,

independente de seu estado de metilagéo.
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Cinco microgramas de DNA foram submetidos a digestdo com 50 unidades
de cada enzima de acordo com as instrugfes do fabricante. A reacdo foi incubada a
37°C por um periodo de 16 a 18 h e posteriormente incubada a 70°C por 15 min para
inativar a enzima.

Apos a digestdo, o DNA foi precipitado adicionando-se 0,3M de acetato de
sodio e 2,5 volumes de etanol absoluto e incubado a —20°C por um periodo de 12 a
14 h. Passado esse tempo a reacao foi centrifugada por 20 min a 10.000 rpm a 4°C, o
sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi lavado com 2,5 volumes de etanol
75% e novamente centrifugado. O sobrenadante foi desprezado e as amostras foram

secas a vacuo e diluidos em TE.

3.8.3.2 Controle de massa apo6s a digestdo e precipitacéo

Para a verificar a massa do DNA apds a digestdo com as enzimas e a
precipitacdo, foi realizada amplificacdo por PCR utilizando oligonucleotideos para o
gene TP53 (Tabela 3). Estes oligonucleotideos amplificam o exon 6 do gene TP53 e
ndo contem sitios de restricdo para as enzimas Hpall e Mspl. A reacdo foi realizada
utilizando-se 100ng de DNA submetido a digestdo, 1,5mM de MgCl,, 10mM de
Tris-HCI pH 8,3, 50mM de KCI e 0,0lmg/mL de gelatina, 0,4uM de cada
oligonucleotideo, 125uM de dNTPs, 1U de Taq DNA polimerase, para um volume
final de 25 pL. Foram amplificadas com o seguinte ciclo: 94°C por 5 min para
denaturacéo, 35 ciclos de 94°C por 1 min, 63°C por 1min e 72°C por 2min, 72°C por
5 min para a extensao final

Para verificar se a digestdo foi completa, foi realizada amplificacdo por PCR

utilizando-se oligonucleotideos que amplificam a regido promotora do gene HIC
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(Tabela 3), esta regido contém os sitios de restricdo para as enzimas (CCGQG), se a
digestdo for completa ndo ha formacdo de produtos, exceto nos controles positivos
(DNA néo digerido). As condigdes de reagdo foram idénticas ao do TP53 exceto na
temperatura de hibridacdo dos oligonucleotideos, que foi de 55°C.

Os produtos gerados por PCR foram diluidos (1:1) em tampéo de aplicacéo
(0,25% de azul de bromofenol, 0,25% de xileno cianol, 15% de ficoll 400) e
submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% contendo 0,25 pug/mL de brometo de
etideo. A corrida foi feita em solucdo de BTE 1X (Tris 0,089M, acido bérico 0,089M
e EDTA 0,002M) a 80 Volts. Apds a separacdo eletroforética os produtos foram

visualizados em transiluminador com luz Ultra-Violeta e o gel foi fotografado.

3.8.3.3 MS-PCR (Methylation-Sensitive —Polimerase Chain Reaction)

Os DNAs submetidos a digestdo pelas enzimas Hpall e Mspl foram
amplificados por PCR utilizando-se oligonucleotideos que amplificam parte da
regido promotora do gene SFRPL.

O ensaio de PCR para amplificar o gene SRFP1 foi realizado nas seguintes
condigdes: 200ng de DNA, 0,6uM de cada oligonucleotideo (Tabela 3), 125uM de
dNTPs, 1,5mM de MgCl,, 10mM de Tris-HCI pH 8,3, 50mM de KCI e 0,01mg/ml
de gelatina, 1U de Taq DNA polimerase para um volume final de 25 uL. Foram
amplificadas nas seguintes condic¢des: 94°C por 5 min para denaturagéo, 35 ciclos de
94°C por 1 min, 63°C por 2min e 72°C por 2min, 72°C por 5 min para a extensédo
final.

Os produtos gerados por PCR foram diluidos (1:1) em tampdo de aplicacédo

(0,25% de azul de bromofenol, 0,25% de xileno cianol, 15% de ficoll 400) e
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submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% contendo 0,25 pug/mL de brometo de
etideo. A corrida foi feita em solucdo de BTE 1X (Tris 0,089M, acido bérico 0,089M
e EDTA 0,002M) a 80 Volts. Apds a separacdo eletroforética os produtos foram

visualizados em transiluminador com luz Ultra-Violeta e o gel foi fotografado.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

A associacdo entre o status de metilacdo do gene SFRP1 e os parametros
clinicos patolégicos e demogréficos foi realizada utilizando-se o Teste de x* e o
Teste exato de Fisher.

Para determinar o perfil de expressdo dos transcritos dos genes SFRP1,
EIF4G2 e CEP63 foi estabelecido o cut-off de 2 vezes em relacdo a expressdo desses
transcritos no tecido normal (> 2,0 para aumento de expresséo, < 0,5 para diminuicao
de expressdo e o intervalo de 0,5 a 2,0 para a expressdo normal). Teste de x* e o
Teste exato de Fisher foram utilizados para associar a expressdo dos genes e 0S
parametros clinicos e demograficos.

Todos resultados foram considerados estatisticamente significativo quando
p< 0,05. O Software utilizado para as andlises estatisticas foi o SPSS 10.0 (SPSS

Inc., Chicago, IL).
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4 RESULTADOS

Analisando a freqiiéncia do céncer de bexiga na populacdo estudada, em
relacdo ao sexo, foi observada uma proporcdo de 3,46 homens afetados para cada
mulher, corroborando os dados da literatura, os quais demonstram a proporcao de 3 a
4 homens com cancer de bexiga para cada mulher afetada (WAI e MILLER 2002). A
incidéncia do cancer de bexiga € maior em pessoas idosas em nossa populacéo,
70,5% dos pacientes apresentaram 60 anos ou mais. Ndo foi possivel realizar a
analise correlacionando a raca dos pacientes, bem como os habitos de vida
(tabagismo, consumo de alcool, café, habitos alimentares) com a incidéncia ou
estadiamento dos tumores, pois estas informagdes ndo constavam nos prontuarios dos

pacientes.

41 EXTRACAO DE RNA E DNA

Iniciamos da extragdo do RNA das amostras pela técnica fenol-guanidina
isotiocianato descrita por CHOMCZYNSKI e SACCHI (1987), entretanto estdvamos
obtendo pouca quantidade de RNA e também amostras com grau de degradacdo. Por
essas razdes, optamos por extrair o RNA usando o reagente Trizol. Através desse
método verificamos uma melhora nos resultados, com a obtencdo de maior

quantidade de RNA e amostras menos degradadas.
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Obtivemos 0 RNA de boa qualidade de 63 amostras, e destas 58 foram
utilizadas neste estudo. A Figura 4 mostra gel de agarose/formaldeido de RNA de
tumor e tecido normal de bexiga.

As amostras de DNA extraidas apresentaram boa qualidade e baixa
quantidade de degradacdo. Obtivemos DNA de boa qualidade de 88 amostras e estas
foram utilizadas neste estudo. A integridade do DNA foi analisada em gel de

agarose. A Figura 5 mostra gel analitico de DNA de tumor de bexiga.
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N T N TN T N

Legenda:. T, tecido tumoral; N, tecido normal.

Figura 4 - Gel de agarose 1% contendo formaldeido, representativo da analise da

qualidade e integridade do RNA extraido de tumor e tecido normal de bexiga
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Legenda: M: marcador PhagoA/Hind I11; N, tecido normal; T, tecido tumoral

Figura 5 - Gel de agarose 1% representativo da analise da qualidade e integridade do

DNA extraido de amostras tecido tumoral e normal e bexiga.
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4.2  ANALISE DA EXPRESSAO DIFERENCIAL DE GENES

Para se determinar o padrdo de expressdo génica entre os CTT e o tecido
normal de bexiga utilizamos a técnica de Differential Display Reverse Transcriptase
—PCR (DDRT-PCR) (LIANG e PARDEE 1992). Para a realizagédo de DDRT-PCR,
foram utilizados 5 pools de RNA, cada pool contendo 5 amostras de RNA. Os pools
foram formados de acordo com as caracteristicas histopatoldgicas e o estadiamento
clinico, foram divididos em: pool 1, tumor superficial-pa, baixo grau (Gl); pool 2,
pTa alto grau (GllII); pool 3, tumor superficial pT1GlII; pool 4, tumor invasivo T2G
I11 e pool 5, tecido normal.

Como a técnica de DDRT-PCR demanda RNA de alta qualidade e livre de
contaminacdo por DNA gendmico, o RNA extraido foi submetido ao tratamento com
a enzima DNase 1. A fim de confirmar que o tratamento com DNasel foi efetivo, foi
realizada a sintese de cDNA dos pools de RNA e a amplificacdo por RT-PCR
utilizando oligonucleotideos para o gene TP53, 0s quais abrangem regibes intronicas.
Como pode ser observado na Figura 6, houve eliminacdo do DNA nos pools de
RNA, demonstrando a eficiéncia do tratamento, pois esses oligonucleotideos
amplificam um fragmento de aproximadamente 1180pb no DNA e um fragmento de
334pb no cDNA. Esse procedimento foi seguido em todos os experimentos
realizados.

Apds o tratamento com a enzima DNasel e a confirmacdo de que nao havia
contaminacdo com DNA foi realizada a técnica de DDRT-PCR. O cDNA foi
sintetizado utilizando-se oligonucleotideos de ancoragem (A, C e G) e entdo

submetidos a amplificacdo por PCR utilizando-se diferentes combinacbes de
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oligonucleotideos de ancoragem e arbitrarios na presenca de [a-P**JdATP (conforme
descrito em Material e Método). Foram utilizados 3 oligonucleotideos de ancoragem
e 4 oligonucleotideos arbitrarios, em um total de 12 combinagdes. Os produtos de
PCR foram separados por eletroforese em gel de poliacrilamida denaturante e
exposto a filme de raio-X. A Figura 7 mostra um autorradiograma representativo das

analises de DDRT-PCR.
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1180pb

Legenda: Os produtos da sintese de cDNA foram submetidos a RT-PCR para a amplificagdo do gene
TP53. As amostras 1, 2, 3, 4 e 5 representam 0os cDNAs (334pb) e as amostras 6 ¢ 7 sdo amostras

controles de DNA (1180pb). M marcador de peso molecular 100 bp.

Figura 6 - Gel de agarose 2% representativo da analise da contaminagdo dos pools

de RNA por DNA gendmico.
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N Tal TallI T1 T2 N Tal Talll T1 T2 N Tal Talll T1 T2

Legenda: A amplificacdo foi realizada utilizando-se 3 oligonucleotideos de ancoragem (A, Ce G) e 0
oligonucleotideos arbitrario HPA-6 comparando-se o pool de amostras de tecido normal, com o0s
pools dos tumores pTaGl, pTaGlll, pT1GIll, pT2GIll. As setas indicam alguns fragmentos

diferencialmente expressos.

Figura 7 - Autorradiograma representativo das analises da expressao diferencial de

genes através da técnica DDRT-PCR.
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As primeiras reac6es do DDRT-PCR, foram realizadas utilizando-se os pools
de tecidos normais, tumores pTaGl, pTaGlll e pT1GIIl. Na época que iniciamos essa
técnica, ndo tinhamos amostras suficientes de tumores invasivos pT2Glll, as demais
reacOes foram realizadas utilizando-se todos os pools de RNA.

Entre as 12 combinacdes de oligonucleotideos, 82 fragmentos
diferencialmente expressos foram recortados do gel, eluidos em &gua e
reamplificados por PCR. Alguns fragmentos de cDNA reamplificados s&o mostrados
na Figura 8.

Esses fragmentos reamplificados foram clonados em vetor pUC18 e
transfectados em bactérias competentes (E. coli XL1 Blue), essas bactérias cresceram
em placas contendo meio/Agar.

Para cada fragmento diferencialmente expresso foi selecionado de 8 a 12
coldnias de bactérias contendo o inserto e foram incubadas em meio liquido e
amplificadas por PCR utilizando-se os oligonucleotideos universal M13. A Figura 9
mostra a amplificacdo por PCR de col6nias de bactérias contendo os fragmentos a
serem sequenciados. Alguns clones foram selecionados por tamanho e seqlienciados
no sequenciador automéatico MegaBace 1000 (Amersham Pharmacia Biotec).

Foram analisados os eletrofluorogramas de cada seqiiéncia (Figura 10) e as
sequéncias foram submetidas ao programa Sequencher 3.0 para a remogdo das
regibes contendo vetor, iniciadores e redundancia. As seqliéncias que apresentaram
boa qualidade foram utilizadas para a anotacdo funcional, ou seja foram submetidas a
busca por similaridade as seqliéncias depositadas no banco de dados do National

Center of Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov) usando os algoritmos

Blast e Blat (www.genome.uscs.edu).
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Na analise de anotacdo dos fragmentos diferencialmente expressos, foram
identificados 74 transcritos diferentes. Desses 74 transcritos, 53 apresentaram
similaridade com genes conhecidos, 12 apresentaram similaridade com proteinas
hipotéticas e 9 apresentaram similaridade a EST ou RNAm, para essas regides ainda
ndo héa transcrito RefSeq descrito. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 4

Identificamos transcritos que apresentaram similaridade a genes conhecidos
que participam de diferentes vias biol6gicas, como: diferenciacdo celular,
processamento de RNA, regulacdo da transcricdo, fator do inicio de traducéo,
resposta imune, sintese de proteina, adesdo celular, ligacdo a ions, transducdo de

sinal, biosintese de ribonucleotideos, metabolismo de esterdis, entre outros.
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: Legenda: M, marcador de peso molecular 100 bp.

Figura 8 - Gel de agarose 2% representativo da reamplificacdo por PCR dos
fragmentos de cDNA extraidos dos géis de DDRT-PCR.
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Fragmento A Fragmento B

Legenda: Os produtos reamplificados dos fragmentos recuperados dos géis de DDRT-PCR foram
clonados no vetor pUC18 e utilizados para transformacdo de bactérias. Algumas colbnias foram
selecionadas e amplificadas por PCR utilizando-se oligonucleotideos M13. M, marcador de peso

molecular 100pb.

Figura 9 - Gel de agarose 1,5% representativo da amplificacdo de diferentes clones
provenientes de dois fragmentos (A e B) de cDNA extraido dos géis de DDRT-PCR.
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Figura 10 - Eletrofluorograma representativo do sequienciamento de uma amostra

através do sequenciador automéatico MegaBace 1000.
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Tabela 4 - Resultados dos genes diferencialmente expressos entre o tecido normal e
os carcinomas de células transicionais de bexiga.

Unigene

Acession N°

Descricdo

Localizacdo

cromossdmica

Genes expressos em tecido normal

Hs.213424
Hs.422113
Hs.106650
Hs.480763

NM_003012
NM_145806.2
NM_017866.3
NM_012118.2

SFRP1 (secreted frizzled —related protein 1)
ZNF511 (zinc finger protein 511)

FLJ20533 hipothetical protein

CCRNA4L (carbon catabolite repression 4-like)

Gene expresso em tecido normal e carcinomas pT1GlIII

Hs.516646

Hs.531788

NM_004379.2

NM_032574.1

CREBL1 (cAMP responsive element binding
protein 1)
LOC84661 dpy30 like protein

Genes expressos em tecido normal e carcinomas pTAGI, pTaGlllI

Hs.382168

Hs.23439
Hs.508514

NM_181659

NM_152400
NM_003576

NCOAS3 (nuclear receptor coativator 3 isoform
a)

FLJ39370 hipothetical protein

STK24 (serine/threonine kinase 24/ STG20

homolog)

Genes expressos em tecido Normal e carcinomas pTaGl, pTaGlll, pT1GllI

Hs.280987
Hs.523463
Hs.533977

Hs.485635
Hs.466929
Hs.497159

Hs.437966
Hs.516079
Hs.297411

NM_002439
NM_000990.2
NM_006472
N32847
CA313357
NM_016277
NM_024108
NM_030806

NM_000318
NM_153812.1
NM_144660

MSH3 (mutS homolog3)

RPL27A (ribosomal protein L27a)

TXNIP (thioredoxin interacting protein)
EST

EST

RAB23 (Ras-related protein rab-23)
MGC2650 hipothetical protein

Clorf21 (chromosome 1 open reading frame
21)

PXMP3- (peroxisomal membrane protein 3)
PHF13 (PDH finger protein 13)

SAMDS (sterile alpha motif domain)

8pl2-pl1
10026.3
8g21.11
4q31

2033.3

2p22.3

20g

4925
13q

5q14.1
11p15.4
1q21.1
1q21
5q12
6p12
19913.32
1425.3

8q21.11
1p36.31
10022.2
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Unigene  Acession N° descricio

Localizacéo

cromossdmica

Genes expressos em carcinomas pTaGl

Hs.334603 NM _031922.2 REPS1 (RALBP1 associated Eps domain
containing 1)

Hs.445218 AB032945 MYOO05B (myosin VB)

Hs.58663 NM_022736 MFSD1 (Major facilitator superfamily domain
containing)

Hs.5308 NM_003333  UBAAS2 (ubiquitin and ribosomal protein L40
precursor)

Hs.103755 NM_003821.4 RIPK2 (receptor interacting serine-threonine
kinase 2)

Hs.77348  NM_000960 HPGD (hydroxy prostaglandin dehydrogenase 15
(NAD) )

Hs.11463 NM_016308 UMP-CMPK (UMP-CMP kinase)

Hs.444818 NM_003663 CGGBP1 (CGG triplet repeat binding protein 1)

Hs.171802 NM_173647  RNF 149 (ring protein 149)

Gene expresso em carcinomas pTaGl, pTaGlll

Hs.512627 NM 018142  FLJ10569 hipothetical protein
Hs.193300 NM_024860.1 FLJ21148 hipothetical protein

Genes expressos em carcinomas pT1GIII
Hs.443673 NM_014925  KIAA1002 hipothetical protein
Al799130 EST

Genes expressos em carcinomas pTaGlll e pT1GlIll
Hs.32567 NM_021967  SERF1A (small EDRK-rich factor 1 A, telomeric)
Hs.443301 NM_02518.2 Cep63 (centrosome protein Cep 63)
Hs.502302 NM_001752.1 CAT (catalase)
CD104441 Est
U75997 EST

6q24.1

18g21
3025.32

19p13.11

8q21.3

4q34.1

1p33

3q11.1
2q11.2

8p21.3
16021

129133
13g21

5p13.2
3g22.1
11p14

5p
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Unigene  Acession N° descrigéo Localizacao

cromossdmica

Genes expressos em carcinomas pTaGl, pTaGlll, pT1GliI

CR627367 RNAmM 9p22

Hs.520259 NM_015550.2 OSBPL3 (oxysterol binding protein-like protein 3 7p15.3
isoform)

Hs.176280 NM_024646  FLJ13456 hypothetical protein 1p
Hs.446588 NM_001017.2 RPS13 (ribosomal protein 13) 11p15.1
Hs.187657 NM_024661.2 FLJ12436 hypothetical protein 3p21.31

BF061555 EST 7q
Hs.125849 NM_007175.5 SPFH2 (SPFH domain family member 2 isoform 1) 8pl2
Hs.34851 NM_016262.3 TUBE 1 (tubulin epsilon 1) 6921
Hs.500101 NM_003373.3 VCL (vinculin isoform VCL) 10922.2

BQ424351 EST 18q
Hs.500067 NM_021132.1 PPP3CB (protein phosphatase 3 (formerly 2B) catalytic) 10g22.2
Hs.8102 NM_001023.2 RPS20 (ribosomal protein S20) 8gl12.1
Hs.179986 NM_005803  FLOTL (flotilinl) 6p21..33
Hs.126221 NM_003274  TMEM1- (transmembrane protein 1) 21g22.3
Hs.326035 NM 001964  EGR1 (early growth response 1) 5931.2
Hs.203637 NM_002670  PLS1 (plastin 1) 39
Hs.523262 NM 004872  Clorf8 (chromosome 1 open reading frame 8) 1p32.3
Hs.521215 NM_018295.1 FLJ11000 hipothetical protein 7933
Hs.369825 NM_021180.2 TFCP2L4 (sister of mammalian grainyhead protein 1p36.11

isoform)

BX330672 EST 13q

Hs.522729 NM_022838.2 ARMCX5 (armadillo repeat containing X-linked 5) Xq22.1

Hs.351875 NM_004374.2 COX6C (cytochrome C oxidase subunit VIC proprotein)  8g22.2
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Unigene

Acession N°  Descricdo

Localizacéo

cromossdmica

0Genes expressos em carcinomas pTaGl, pTaGlll, pT1GIII, pT2GllI

Hs.372914
HS.368084
Hs.533282
Hs.191518

Hs.44685
Hs.462086

Hs.183684
Hs.292356
Hs.524899
Hs.443891

NM_006096 NDRG1 (N-myc downstream regulatd gene 1)

NM_ 133259 LRPPRC (leucine-rich PPR motif containing)
NM_007363 NONO (non Pou domain —containing octamer)
NM_001357 DDX9 (dead/h (Asp-Glu-Ala-Asp/His) bosx polypeptide

BU689554 Est

NM_016422 RNF141 (ring finger protein 141)

NM_001212 C1QBP (complement compenent 1, g subcomponente
nding)

NM_001418 EIF4G2 (eukaryotic translation initiation factor 4)

NM_000397.2 CYBB (cytochrome b-245 beta polypeptide)

NM_005870.3 SAP18 (sin 3 associated polypeptide p18)

NM_020925.1 KIAA1573 hipothetical protein

Genes expressos em carcinomas pTaGl e pT2GllI

Hs.497873
Hs.478067

NM_025160 WDR26 (WD repeat domain 26)
NM_020169.2 LXN (latexin)

Gene expresso em carcinomas pT2GlIlII

Hs.464563

NM_015210.1 KIAAO0802 hipothetical protein

8024.22
2p21
Xq13.1
1925.3

9q13
11p15.4
17p13.2

11p15.4
Xpll.4
13g12.11
1p31.3

1g42.12
3025.3

18p11.22
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43 CONFIRMACAO DA EXPRESSAO DIFERENCIAL

A fim de confirmarmos a expressdo diferencial nos CTT de bexiga, alguns
genes foram selecionados através da anotacdo funcional e submetidos a ensaio de
analise de expressao por Real-Time-PCR.

Para a escolha dos genes a serem validados utilizamos os seguintes critérios:
ter similaridade a genes conhecidos; funcdo génica e localizagdo cromossomica,
regies que ja foram identificadas alteradas em cancer de bexiga.

Foi selecionado para ser validado um fragmento que apresentou similaridade
ao gene SFRP1 (secreted frizzled related protien 1). Este fragmento foi expresso
apenas no tecido normal quando comparado com os tumores, atraves da técnica de
DDRT-PCR (Figura 11A). O gene Secreted Frizzled Related Protein 1 (SFRP1)
(Acession Number NM_003012), esta localizado na regido do cromossomo 8pl11.21
O resultado do programa BLAT mostrando similaridade ao gene SFRP1 esta
apresentado na Figura 12.

Outro fragmento diferencialmente expresso escolhido para a validacao,
apresentou similaridade com o gene CEP63-Centrosome Protein (simbolo
alternativo FLJ13386) (GeneBank Acession N° NM_0251800), localizado no
cromossomo 3¢22.1. Apresentou-se expresso em tumores superficiais (pTaGlll e
pT1GlII) pela técnica de DDRT-PCR (Figura 11B). A Figura 13 mostra o resultado
do programa BLAT. O ultimo fragmento escolhido apresentou similaridade com o
gene EIFAG2-Eukariotic Translation Initiation Factor 4 (GeneBank Acession N°

NM_00141) e apareceu expresso em tumores superficiais e invasivos (pTaGl,
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pTaGlll, pT1GlIl e pT2GlII) pela técnica de DDRT-PCR (Figura 11C). A Figura 14

mostra o resultado do programa BLAT.

N Ta-I Talll TI-III N Tal Talll TI T2

Figura 11 A Figura 11 C

N Ta-I Talll TI-III

Figura 11 B

Legenda: A, autorradiograma de onde foi retirado o fragmento que apresentou similaridade ao gene
SFRP1; B, autorradiograma de onde foi retirado o fragmento que apresentou similaridade ao gene
CEP63; C, autorradiograma de onde foi retirado o fragmento que apresentou similaridade ao gene
EIF4G2. As setas indicam os fragmentos recortados. N, tecido normal; Ta-I, tumor Ta grau I; Talll,
tumor Ta grau I, T1, tumor T1 grau 1l e T2, tumor T2/T4.

Figura 11 - Autorradiogramas representativos das analises de expressao diferencial

dos genes através da técnica de DDRT-PCR.
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Legenda: O fragmento seqlienciado apresentou similaridade com o gene SFRP1 na regido do

cromossomo 8pl1l.

Figura 12 - Esquema representativo da analise de uma sequéncia através do

algoritmo BLAT.
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Legenda: O fragmento seqiienciado apresentou similaridade com o gene CEP63 na regido do
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T

Figura 13 - Esquema representativo da analise de uma sequéncia atraves do
algoritmo BLAT.
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Legenda: O fragmento sequenciado apresentou similaridade com o gene EIF4G2 na regido do

cromossomo 11p15.

Figura 14 - Esquema representativo da analise de uma sequéncia através do
algoritmo BLAT.
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4.4  VALIDACAO DO GENE SFRP1

4.4.1 Analise de Expressdo de SFRP1 por RT-PCR

A primeira andlise de validagdo do gene SFRP1 foi feita por RT-PCR, em
algumas amostras. Para esse ensaio foram desenhados oligonucleotideos para
seqliéncia expressa de SFRP1, nos exons 1 e 3, que amplificam um fragmento de
210pb no cDNA.

NOs observamos através do ensaio de RT-PCR que o gene SFRP1 foi
expresso somente no tecido normal, como mostra a Figura 15. Para se confirmar a
expressao diferencial do gene SFRP1 utilizamos a técnica de Real Time-PCR, pois é

mais precisa que a técnica de RT-PCR.
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Legenda: T, amostras tumorais; N, amostras de tecido normal; M, marcador de peso molecular 100bp.

Figura 15 - Gel de agarose 2% representativo do ensaio por RT-PCR para a
amplificacdo do gene SFRP1 e £- Microglobulina em 32 e 35 ciclos, em amostras

de tecido normal e tumoral em pacientes com cancer de bexiga.
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4.4.2 Andlise da Expressdo de SFRP1 por Real Time-PCR

No ensaio por Real Time-PCR foram utilizadas 50 amostras de cDNA de
CTT. Essas amostras foram divididas em 17 casos de pTaGl, 7 casos de pTaGllil, 11
casos de pT1GIIl e 15 casos de pT2/T4Glll e 1 pool de tecido normal de bexiga,
composta de 8 amostras. Os resultados desta analise sdo mostrados na Figura 16.

Para determinar o perfil de expressdo do gene SFRP1 estabelecemos um cut-
off de 2 vezes em relagdo a expressao deste transcrito no tecido normal (> 2,0 para o
aumento de expresséo e < 0,5 para a diminuicdo da expressdo e o intervalo de 0,5 a
2,0 para a expressdo normal), foi observado diminuicdo da expressédo de SFRP1 em
45 das 50 amostras de tumor analisadas (90%); a expressdo normal foi observada em
4 amostras (8%) e o aumento da expressdo foi encontrada em 1 amostra (2%).

A andlise de expressdo por RT-PCR e Real Time-PCR, confirmam a
expressao diferencial do gene SFRP1 entre os CTT e o tecido normal de bexiga,
validando os resultados obtidos no ensaio de DDRT-PCR.

Nenhuma associagdo estatisticamente significativa foi encontrada entre a
expressdo de SFRP1 e idade ou sexo dos pacientes, e o estadiamento do tumor

(p=0,304, p=0,809 e p=0,234 respectivamente).
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Figura 16 - Gréafico representativo da analise de expressdo do gene SFRP1 em tecido
normal e CTT de bexiga por Real Time-PCR. A normalizacdo da expressdo foi

realizada de acordo com a expressdo do gene GAPDH.
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4.4.3 Anédlise de Metilacdo do Gene SFRP1

Analisamos o status de metilacdo do gene SFRP1 em 88 amostras de bexiga,
sendo 68 amostras de CTT (25 amostras de pTaGl, 12 de pTaG Ill, 13 de pT1Glll e
18 de pT2/pT4G 11I) e 20 amostras de tecido normal de pacientes portadores de
cancer de bexiga, através da técnica de Methylation-Sensitive-PCR (MS-PCR).

Foram desenhados oligonucleotideos que flanqueiam parte da regido de ilhas
CpG, englobando parte do exon 1 e o intron 1 do gene SFRP1. As ilhas CpG desse
gene foram identificadas através do programa BLAT.

As amostras foram submetidas a digestdo com as enzimas sensiveis a
metilacdo (Hpall e Mspl). Essas enzimas apresentam o mesmo sitio de restri¢do
(CCGQG), entretanto, a enzima de restricdo Hpall ndo digere o DNA se a citosina
localizada a 5° da guanina estiver metilada (CCMGG), j& a enzima Mspl é insensivel
ao status de metilacdo do DNA. Depois que os DNAs foram submetidos a digestdo
pelas enzimas foi realizada reacdo de PCR utilizando-se oligonucleotideos para o
gene HIC, para verificar se houve digestdo completa do DNA. Os oligonucleotideos
para esse gene flanqueiam regido que contém sitios de restricdo para as enzimas
Hpall e Mspl, desse modo se houver digestdo completa do DNA ndo devera aparecer
produto amplificado (Figura 17). Para verificar a massa do DNA ap0s a digestdo foi
realizada amplificacdo por PCR utilizando-se os oligonucleotideos que amplificam o
exon 6 do gene TP53 e ndo contem sitios de restricdo para as enzimas Hpall e Mspl
(Figura 18).

As amostras de DNA submetidas a digestdo com as enzimas Hpall e Mspl
foram amplificadas utilizando-se oligonucleotideos para o gene SFRP1, para

verificar se a regido promotora deste gene encontrava-se metilada (Figura 18).
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Na analise das 68 amostras de tumor, foi verificado que 23,5% delas (16/65)
apresentaram a regido de ilhas CPG do gene SFRP1 metilada. A frequéncia de
metilacdo no tecido normal foi de 5% (1/20), nos tumores superficiais pTaGl a
freqiiéncia foi de 16% (4/25) e nos pTaGlll foi de 8,3% (1/12), nos tumores pT1GlII
foi de 23% (3/13) e nos tumores invasivos pT2/pT4GllIl foi de 44% (8/18). Figura 19
mostra a distribuicdo da frequéncia do status de metilacdo da regido promotora do
gene SFRP1.

Frente aos resultados de freqliéncia de metilacdo apresentado pelo gene
SFRP1 nas amostras tumorais e no tecido normal dos 68 pacientes, foi realizada a
associacdo da presenca de metilagdo na regido promotora com 0S parametros
clinicos-patologicos e demogréaficos desses pacientes (Tabela 5). A metilacdo na
regido promotora do gene SFRP1 mostrou uma associa¢do no limite da significancia
entre tecido normal e tumoral (p=0,055). A metilacdo na regido promotora do gene
SFRP1 mostrou uma associagdo estatisticamente significativa entre os tumores
invasivos pT2/pT4GIIl quando comparados com os tumores superficiais pTa (Gl e
GlIl) (p=0,016), e com os tumores superficiais pTaGl, pTaGlll e pT1GlII (p=0,020).
N&o foi observada associagdo entre os tumores pT2/pT4GIlIl comparandos apenas
com os tumores pT1GlII e o status de metilacdo do gene SFRP1 (p=0,20), também
ndo foi encontrada associacdo entre os graus histologicos e a frequéncia de metilacado
de SFRP1 (p=0,208). Nenhuma associagéo foi observada entre o status de metilacéo
na regido promotora do gene SFRP1 e idade e sexo e (p=0,352 e p=0,514

respectivamente) (Tabela 5).
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1 2 3 4 546 7 8 910 11 C+ C+ 00

Legenda: A auséncia de bandas nas amostras indica que o DNA foi completamente digerido. C +,
controles positivos, ou seja, DNA que ndo foi submetido a digestdo; 00, controle negativo, isto é sem

DNA; M, marcador de peso molecular 100bp.

Figura 17 - Gel de agarose 2% representativo das amplificacbes por PCR com os

oligonucleotideos do gene HIC para verificar a digestdo com a enzima Hpall.
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mm H M H M H M H M H M C+ C+ 00

SFRPI
(395pb)

TP53
(130pb)

Legenda: H, DNA submetidos a digestdo com a enzima Hpall; M, DNA submetidos a digestdo com
Mspl. As amostras 1, 2, 3 e 4 submetidas a digestdo por Hpall apresentam amplifica¢do do fragmento
395pb e encontram-se metiladas, a amostra 5 que néo apresentou amplificagdo do fragmento ndo esta
metilada. A amplificacdo do fragmento do gene TP53 foi utilizada como controle de massa. C +,
controle positivos, ou seja, DNA sem digestdo; 00, controle negativo, reacdo sem o DNA; mm,

marcador de peso molecular 100bp.

Figura 18 - Gel de agarose 2% representativo da analise de metilacdo do gene
SFRP1 em CTT de bexiga.



Tabela 5 - Associacdo da metilacdo do gene SFRP1 com os parametros
histopatolégicos e demograficos.

Variavel Nuamero de SFRP-1 P (teste x?)
amostras Né&o Metilado Metilado
N (%) N (%)
Tecido normal 20 19 (95) 1 (5,0) 0,055
Carcinomas 68 52 (76,5) 16 (23,5)

Estadios patoldgicos
pTaGl/pTaGllil 37 32 (86) 05 (14) 0,016
pT2/pT4GllI 18 10 (56) 08 (44)

Estadios patolégicos
pTaGl/pTaGllIl/pTG1 50 42 (84) 08 (16) 0,020
pT2/pT4GllI 18 10 (56) 08 (44)

Estadios patoldgicos
pT1GlHII 13 10 (77) 03 (23) 0,200

pT2/pT4GlIII 18 10 (56) 08 (44)

Grau histolégico

Baixo grau (GI) 25 21 (84) 04 (16) 0,208
Alto grau (GIII) 43 31(72) 12 (28)

Sexo

Masculino 51 40 (78) 11 (22) 0,514
Feminino 17 14 (82) 03 (18)

Idade

> 60 48 37 (77) 11 (23) 0,352

<60 20 17 (85) 03 (15)
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Figura 19 - Distribuicdo da freqiiéncia de metilacdo na regido promotora do gene
SFRP1 entres as amostras de tecido normal e os carcinomas de células transicionais

de bexiga.
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4.4.4 Andlise de Expressdo Versus Andlise de Metilagcdo do Gene SFRP1

Na andlise de associacdo entre o status de metilagdo na regido do promotor e
expressdo do RNAm de SFRP1, ndo encontramos associagéo significativa (p=0,08).
Entretanto, entre os 14 tumores que foram analisados por Real Time-PCR e que
apresentaram metilacdo na regido do promotor, observamos que 11 tumores (79%)
apresentaram reduzida expressdo de SFRP1 (cut-off de 2,0 em relacdo a expressdo
desse transcrito no tecido normal). Em 2 amostras que apresentou metilacdo na
regido promotora nao foi possivel a anélise por Real Time-PCR.

A Figura 20 mostra um gréafico representativo das amostras que apresentaram

metilacdo na regido promotora e da analise de expressdo do gene SFRP1.

sfrpl

0 0.0 —

Figura 20 - Grafico representativo das amostras que apresentaram metilacdo na

regido promotora e da analise de expressdo do gene SFRP1.
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45 VALIDACAO DOS GENES EIF4G2 E CEP63

4.5.1 Anélise de Expressdo dos Genes EIF4G2 e CEP63 por Real Time-PCR

Para o ensaio de Real Time-PCR foram desenhados oligonucleotideos para a
sequéncia dos genes EIF4G2 e CEP63 depositada no GeneBank. Os
oligonucleotideos para o gene EIF4G2 foram desenhados para os exons 4 e 5 e
amplificam um fragmento de 150pb no cDNA. Para o gene CEP63 foram
desenhados oligonucleotideos para os exons 14 e 15 e amplificam no cDNA um
fragmento de 198pb. Antes de realizar as anélises por Real Time-PCR foi realizado
um ensaio de RT-PCR em algumas amostras para padronizar as condi¢fes da reacao.
A Figura 21 mostra o resultado desse ensaio.

A analise de expressdo dos transcritos do gene EIF4G2 foi realizada
utilizando-se cDNAs proveniente de 50 CTT (17 casos de pTaGl, 7 casos de
pTaGlll, 11 casos de pT1GlIl e 15 casos de pT2/pT4GlII) e 1 pool de tecido normal,
composto por 8 amostras (Figura 22). A expressao do gene CEP63 foi analisada em
48 CTT (16 casos de pTaGl, 7 casos de pTaGlll, 11 casos de pT1Glll e 14 casos de
pT2/pT4GlIl) e 1 pool de tecido normal, composto por 8 amostras (Figura 23).

Para determinar o perfil de expressdo dos transcritos dos genes EIF4G2 e
CEPG63 estabelecemos o cut-off de 2 vezes em relacdo a expressdo desses transcritos
no tecido normal (> 2,0 para aumento de expressdao e < 0,5 para diminuicdo de
expressao). Das 50 amostras de tumores analisadas para expressao do gene EIF4G2,
25 (50%) apresentaram reducdo de expressdo, 20 (40%) apresentaram expressdo

normal e 5 (10%) apresentaram aumento de expresséo (Figura 22).
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Diferente do observado pela técnica de DDRT-PCR, onde o gene EIF4G2 foi
expresso com maior intensidade nos pools de tumores pTaGl, pTaGlll e pT1Glll e
com menor intensidade no pool de tumores pT2/pT4GlIII (Figura 11C), pela técnica
de Real Time-PCR a maioria das amostras apresentou expressao reduzida deste gene.

N&o encontramos associacao estatisticamente significativa entre os niveis de
expressao de EIF4G2 e sexo ou idade dos pacientes (p=0,636 e p=0,243,
respectivamente). Observamos uma associacdo significativa entre a diminuigcdo da
expressédo de EIF4G2 e o estadiamento tumoral (p=0,022).

Na andlise de expressao do gene CEP63, observamos que das 48 amostras de
tumor analisadas, 25 (52%) apresentaram expressdo reduzida, 19 (40%) tiveram
expressao normal e 4 (8,3%) apresentaram aumento de expressao.

A expressdo reduzida de CEP63 foi encontrada na maioria dos tumores
analisados, em todos os estadios tumorais, e 0 aumento da expressao foi observada
em 14% (2/14) dos tumores pT2/pT4GlIl, em 6% (1/16) dos tumores pTaGl e em
14% (1/7) dos tumores pTaGlIl. Entretanto, no ensaio de DDRT-PCR o gene CEP63
foi expresso nos pools de tumores pTaGlll e pT1GlIlI.

Nenhuma associagdo estatisticamente significativa foi observada entre os
niveis de expressdao do gene CEP63 e as caracteristicas dos pacientes como, sexo,

idade e o estadiamento tumoral (p=0,467, p= 0,350 e p=0,09, respectivamente).
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CEPG3 EIF4G2

Figura 21 - Gel de agarose 2% representativo do ensaio por RT-PCR para a
amplificacdo do gene EIF4G2 e do gene CEP63, em amostras de tecido de bexiga.

M, marcador de peso molecular 100bp.
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Figura 22 - Gréfico representativo da analise de expressdo do gene EIF4G2 em
tecido normal e CTT de bexiga por Real Time-PCR. A normalizacao da expressao foi

realizada de acordo com a expressao do gene GAPDH
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Figura 23 - Grafico representativo da analise de expressao do gene CEP63 em tecido
normal e CTT de bexiga por Real Time-PCR. A normalizacdo da expressdo foi

realizada de acordo com a expressdo do gene GAPDH.
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5 DISCUSSAO

O cancer de bexiga € uma das neoplasias urologicas mais freqiientes em
paises desenvolvidos e a maioria é do tipo carcinoma de células transicionais (CTT).
Os CTT sdo caracterizados em tumores superficiais e invasivos. Aproximadamente
80% dos tumores de bexiga sdo superficiais. Os pacientes portadores desses tumores
apresentam recidivas em torno de 50 a 80% dos casos, e podem progredir para
invasivos em 10 a 20% dos casos. Os tumores invasivos sdo potencialmente letais e
50% dos pacientes apresentam metastase dentro de 2 anos (KNOWLES 2001,
WILLIAMS et al. 2001).

Até 0 momento, nenhum marcador pode predizer o comportamento dos
tumores de bexiga. Existe grande necessidade de identificar marcadores moleculares
que possam ser incorporados a pratica clinica para adicionar informacgdes para o
prognostico e diagndstico dos CTT de bexiga. A identificacdo dos individuos cujo
cancer de bexiga ndo progredira daqueles em que o cancer sera potencialmente letal,
podera ser util no tratamento da doenca, podendo ser aplicadas terapias mais
adequadas a cada paciente.

Neste estudo, utilizamos a técnica de Differential Display-Reverse
Transcriptase-PCR (DDRT-PCR) a fim de identificarmos genes diferencialmente
expressos nos tecidos normais e CTT de bexiga. A técnica de DDRT-PCR foi
escolhida por ser de facil execucdo e também por utilizar pequenas quantidades de

RNA.
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Em nosso trabalho observamos a existéncia de diversos fragmentos de cDNA
diferencialmente expressos, que apresentaram similaridade a genes conhecidos,
proteinas hipotéticas e EST. Os transcritos que apresentaram similaridade a genes
conhecidos estdo relacionados a diferentes vias bioldgicas, como: processamento de
RNA, transporte de elétrons, regulacdo da transcrigdo, inicio de traducdo, resposta
imune, transducdo de sinal, atividade motora, ligacdo a ions, biosintese de
nucleotideos, metabolismo de esterdis, sintese de proteina, divisdo celular, adesdo
celular, regulagdo do ciclo celular, entre outros.

Alguns transcritos identificados neste estudo foram também identificados em
outros trabalhos, sendo que alguns deles foram relacionados a outros canceres e
alguns foram associados ao cancer de bexiga.

O gene NDRG1 (N-myc downstream-regulated gene 1), localizado na regiéo
do cromossomo 8q24.22, foi identificado em tumor de prostata como candidato a
supressor de metastase. A sua expressdo foi inversamente correlacionada com a
graduacédo de Gleason, e também observaram a sua expressdo reduzida em pacientes
com metastase (BANDYOPADHYAY et al. 2003). O gene NDRG1 também foi
identificado como supressor de metastase em cancer de colon (GUAN et al. 2000).
Entretanto, em tumor coloretal parece ser um provavel gene promotor de metastase
(WANG et al. 2004). Esse gene foi identificado em nosso estudo expresso em
tumores superficiais (pTaGl, pTaGlll e pT1GIIl) e em tumores invasivos (pT2GlIII).
N&o se tem relato sobre esse gene em tumor de bexiga,

O gene UBA52 (Ubiquitin and ribosomal protein L40) esta localizado na
regido do cromossomo 19p13, apresenta atividade proteolitica. Em nosso trabalho foi

encontrado expresso em Ta grau | por DDRT-PCR. Néo existem dados na literatura
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sobre esse gene em tumor de bexiga, mas foi encontrado super expresso em cancer
de colon e renal (KANAYAMA et al. 1991; BARNARD et al. 1995).

O gene COX6C (Cytochrome C oxidase subunit VIC), mapeado na regido do
cromossémo 8g22.2, esta relacionado a cadeia respiratdria. Em nosso trabalho foi
expresso em todos os tumores superficiais. WANG et al. (1996) também
identificaram esse gene, pela técnica de DDRT-PCR, com aumento de expressdo em
cancer de prdstata. Os autores confirmaram a expressdo diferencial por Northern
Blot, e observaram que em tecido tumoral de préstata a sua expressdo foi aumentada
em relacéo ao tecido normal.

O gene EGR1 (Early Growth Response 1), age como fator de transcricédo e foi
relatado ter expressdo do transcrito diminuida em leiomiomas quando comparado
com o tecido normal (SHOZU et al. 2004). Em tumor de eséfago e prostata, esse
gene apresentou aumento de expressdao (MY et al. 2004; ADAMSON et al. 2003).
Em nosso estudo, o gene EGR1 foi identificado em pTaGl, pTaGlll e pT1GlIl. N&o
se tem relato desse gene em tumor de bexiga.

O gene Catalase esté localizado na regido cromossémica 11p14, tem atividade
oxidoredutase e foi identificado em nosso estudo expresso em tumores superficiais
pTaGlll e pT1GIlIl. DURAK et al. (1994) observaram o aumento da atividade da
Catalase em cancer de bexiga quando comparado com tecido adjacente sem tumor e
com tecido de bexiga de pessoas sadias.

O gene MSH3 é um gene de reparo de DNA e estd localizado na regido
cromossdmica 5g14.1, em nosso trabalho foi identificado expresso em tecido normal
e em todos os tumores superficiais. VAISH et al. (2003) n&o observaram

instabilidade de microsatélite de MSH3 em tumores de bexiga. Mas o oposto foi
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mostrado por KAWAKAMI et al. (2004) que observaram que a expressdo de MSH3
foi reduzida em tumor de bexiga quando comparado com o tecido normal.
THYKJAER et al. (2001), sugeriram que a expressao alterada em genes de reparo,
entre eles 0 gene MSH3, pode levar a perda da atividade de reparo no DNA e que
pode estar associado ao processo de invasdo do cancer de bexiga.

O gene HPGD (Hydroxy prostaglandin dehydrogenase) foi expresso pela
técnica de DDRT-PCR em tumor pTaGl. GEE et al. (2003) observaram a expressao
reduzida de HPGD em tumor de bexiga com estadios avancados e com alto grau de
malignidade. CELIS et al. (1996) analisando o perfil de expressdo de proteinas no
urotélio normal da bexiga e em CTT observaram que a proteina HPGD foi expressa
em tecido normal e foi diminuida em CTT em varios estadios de progressao.

Dos 74 transcritos identificados neste trabalho, predominaram transcritos que
apresentaram similaridade a regies dos cromossomos 1, 3, 8, 11 e 5.

Estudos citogenéticos demonstraram que cerca de 35% dos cénceres de
bexiga tem aberragdes envolvendo o cromossomo 1, estas incluem delecdes,
translocacbes e duplicagcdes (GIBAS e GIBAS 1997). O cromossomo 1 apresenta
alguns loci que foram associados ao tumor de bexiga (1p36 - TP73; 1g23-24 -
KIAA1096; 1p32 - L-myc) (SENGELOV et al. 2000; HUANG et al. 2002;
MATSUMOTO et al. 2004). Também foi associado ao tumor de bexiga, ganho do
braco longo do cromossomo 1 (ZHAO et al. 1999; HOGLUND et al. 2001). Em
nosso estudo, no cromossomo 1 foram identificados 5 fragmentos de cDNA
localizados na regido do brago longo do cromossomo e 6 fragmentos no brago curto.
Um transcrito apresentou similaridade a EST, que foi encontrado expresso em tecido

normal, pTaGl, pTaGlll e pT1GIll e pode representar um novo gene. Dois



85

transcritos expressos em todos os tumores apresentaram similaridade com a proteina
hipotética KIAA1573 e FLJ13456. Os outros transcritos apresentaram similaridade a
genes conhecidos, como o TFCP14, expresso em pTaGl, pTaGlll e pT1Glll, e esta
relacionado ao fator de transcricdo; UMP-CMPK, expresso em tumor pTaGl, que
tem atividade kinase; o PHF13, que é um regulador da transcri¢do, foi encontrado
em tecido normal e em tumores superficiais.

O cromossomo 3 apresenta varios loci associados ao tumor de bexiga (FHIT-
3p14.2; RAF1 - 3p25; RASSF1A — 3p21.3; p63 — 3027-29) (BAFFA et al. 2000;
SIMON et al. 2001; URIST et al. 2002; CHAN et al. 2003). A perda do cromossomo
3 também tem sido associadas a progressdo do tumor de bexiga. Neste estudo foram
identificados 5 fragmentos de cDNA com similaridade a regido do braco longo do
cromossomo 3, e 1 cDNA com similaridade ao brago curto. Dois desses fragmentos
apresentaram similaridade a EST e ao gene Plastin 1, ambos expressos por DDRT-
PCR em tumores superficiais pTaGl, pTaGlll e pT1GlIl. Os outros apresentaram
similaridade a genes conhecidos, como o CEP63 expresso em pTaGlll e pT1Glll; o
gene Latexin expresso em pTaGl e pT2Glll e os genes CGGBP1e MFSD1 expressos
em pTaGl.

Alguns genes candidatos a participarem da tumorigenese de bexiga tém sido
identificados no cromossomo 8. Na regido do cromossomo 8p22 encontra-se 0 gene
FEZ1/LZTS1 que apresentou expressdo reduzida em tumor de bexiga (VECCHIONE
et al. 2002). AmplificacOes nas regides do cromossomo 8pl2 (FGFR1) e 8p22.2 (C-
myc) também foram relacionadas ao tumor de bexiga (SIMON et al. 2001;
VELTMAN et al. 2003). Freqgientes delecGes em 8p e também ganho em 8¢ tem sido

identificadas em tumor de bexiga (HOGLUND et al. 2001; PRAT et al. 2001).
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Em nosso estudo foram identificados 6 transcritos com similaridade a regiao
do cromossomo 8q. Desses, trés estdo localizados nas regides dos cromossomos
8021, 8722 e 8924, sugerindo que alteracdes nessas regides podem estar relacionadas
ao cancer de bexiga. Na regido do cromossomo 8g21.11 foi identificado em nosso
trabalho, o gene PMXP3, expresso em tecido normal e em tumores superficiais; na
regido cromossémica 8qg21.3, esta localizado o gene RIPK2, expresso em pTaGl; no
regido 8qg21.11, foi encontrado a proteina hipotética FLJ20533 expressa em tecido
normal; em 8912.1 e 8922.2 foram identificados os genes RPS20 e COX6C ambos
expressos em tumores superficiais e na regido 8g24.22 foi encontrado o gene NDRG1
expresso em todos os tumores.

A fim de confirmarmos a expressdo diferencial, os genes SFRP1, CEP63
(FLJ13386) e EIF4G2 foram selecionados para os ensaios de validagdo, em um
ndmero maior de amostras.

O gene SFRP1 (Secreted Frizzled Related Protein 1), mapeado na regido do
cromossomo 8pl2-pl1, é um dos cinco membros da familia de proteinas secretoras
(SFRP). O gene SFRP1 codifica uma proteina de aproximadamente 300 aminoacidos
que contem um dominio N-terminal rico em cisteina (CRD) que € similar em
aproximadamente 30-50% ao dominio das proteinas transmembranicas da familia
Frizzled que atuam como receptoras da proteina Wnt. (FINCH et al. 1997; BAFICO
et al. 1999, UREN et al.2000). A proteina SFRP1 age como moduladora bifasica da
via de sinalizagcdo do Wnt, promovendo um efeito de inducdo ou de blogueio da via
do Wnt (BAFICO et al. 1999).

As moléculas que sinalizam o meio extracelular tém essencial papel como

indutoras da proliferagdo celular, migracdo, diferenciacdo e no desenvolvimento
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normal da morfogénese do tecido. Elas também podem participar do crescimento
anormal das células associado com a neoplasia. Entre as moléculas envolvidas nesta
atividade temos a Wnt. Os genes WNT codificam uma familia de glicoproteinas
secretoras que sinalizam a regulacdo da proliferagéo e diferenciacéo celular durante o
desenvolvimento embrionario. Em vertebrados, esta familia consiste em mais de uma
duzia de moléculas, que contém 350-380 residuos de aminoacidos, e incluem 23-24
residuos de cisteina bem conservados durante a evolucéo (FINCH et al. 1997).

A proteina Wnt induz a sinalizacdo intracelular se ligando ao seu receptor
Frizzled, localizado na membrana celular (BHANOT et al. 1996). Os genes Frizzled
codificam proteinas de membrana com grande porcdo extracelular que contem
dominio rico em cisteina (CRD), que é o provavel sitio de ligacdo para Wnt e
também contem 7 provaveis dominios transmembranicos e uma cauda citoplasmatica
(FINCH et al. 1997; UREN et al. 2000).

A interacdo entre a proteina Wnt e o seu receptor Frizzled, ativa uma cascata
de multiplos passos, agindo através da proteina citoplasmatica Dishevelled para inibir
a atividade do complexo APC (Adenomatous poliposi coli), a GSK-34 (Glicogen
syntase kinase 3/) e Axin, resultando na diminuigédo da fosforilagdo da -catenina, o
que a torna menos propicia a degradacdo por proteosomas, levando o seu acimulo no
citosol. Subseqgiientemente, a B-catenina pode translocar para o nucleo e formar um
complexo com o fator de crescimento de linfécitos (LEF) e o fator de células T
(TCF) ativando a transcricdo de muitos genes relacionados a proliferacdo celular,
como C-myc,. Ciclina D1 e metaloproteinases que podem promover a proliferacédo e

predispor a transformacdo maligna (UREN et al.2000; CHEN et al. 2001).
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A proteina SFRP1 interfere na sinalizacdo do Wnt, se ligando diretamente a
proteina Wnt e impedindo que ela se ligue ao receptor frizzled ou, alternativamente, a
proteina SFRP1 pode formar um complexo com o receptor frizzled, através do
dominio CRD, blogueando a sinaliza¢do do Wnt (BAFICO et al. 1999).

A baixa concentragdo de SFRP1 pode aumentar a atividade da via de
sinalizacdo do Wnt (UREN et al. 2000; SUZUKI et al. 2002; CALDWELL et al.
2004), ja a super regulacdo do SFRP1 pode inibir a via de sinalizacdo do Wnt e tem
sido associada com o aumento de apoptose (MELKONYAN et al. 1997, ZHOU et al.
1998).

Existem evidéncias que alteragdes na sinalizacdo do Wnt podem contribuir
para processos neoplasicos. Muitos membros da via do Wnt estdo implicados na
carcinogénese. Alteragdes genéticas afetando os genes APC e f-catenina, associadas
ao acumulo da B-catenina, tém sido observadas em cancer de cdlon, melanoma,
carcinoma hepatocelular, indicando que altera¢des na sinalizacdo do Wnt sdo criticas
no desenvolvimento desses canceres e possivelmente de outros (FUKUHARA et al.
2002; UGOLINI et al. 2001).

O envolvimento de SFRP1 nos processos de apoptose e na regulacdo do
crescimento celular indica que este gene pode contribuir para a proliferagédo celular
descontrolada levando a tumorigénese (ZHOU et al. 1998). Recente estudo mostrou
que SFRP1 é inativado por metilacdo na regido promotora em cancer de ovario
(TAKADA et al. 2004). A hipermetilagdo da regido promotora de SFRP1 também foi
encontrada em carcinoma coloretal (SUZUKI et al. 2002; SUZUKI et al. 2004).
CALDWELL et al. (2004) também mostraram aumento da metilacdo deste gene que

foi associado com a reducdo do transcrito de SFRP1 em carcinoma coloretal. A
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reducdo da expressdo de SFRP1 foi observada em carcinoma de mama (UGOLINI et
al. 2001; WONG et al. 2002). ZHOU et al. (1998) demonstraram o envolvimento de
SFRP1 em céncer de mama, quando observaram que o SFRP1 néo foi expresso em 5
linhagens de carcinoma de mama, mas foi expresso em linhagem de células nédo
malignas de mama. Em mesotelioma pleural maligno, o gene SFRP1 £
freqlientemente metilado e apresenta baixa expresséo (LEE et al. 2004).

No ensaio de DDRT-PCR, o gene SFRP1 foi expresso no tecido normal. Foi
realizada analise de expressdo desse gene por RT-PCR e Real Time-PCR. O gene
SFRP1 apresentou diminuicdo da expressdo em 90% das amostras tumorais,
confirmando o resultado obtido no ensaio de DDRT-PCR. Nossos resultados
corroboram os resultados obtidos por STOEHR et al. (2004) que também
demonstraram a perda de expressdo do gene e da proteina SFRP1 em tumores de
bexiga, e associaram a perda de expressdo com alto grau tumoral e estadios
avancados.

O mecanismo que leva a baixa regulacdo da expressdo de SFRP1 ndo é
totalmente entendido. Para determinar a razdo da perda de expressdo de SFRP1
associada com os CTT de bexiga, nés examinamos o status de metilagdo do
promotor desse gene.

Em nosso estudo, andlise da metilagdo da regido promotora de SFRP1
mostrou que 23% dos casos apresentaram metilacdo e apenas 5% do tecido normal
apresentaram metilacdo. A metilacdo da regido promotora de SFRP1 foi associada
com a progressdo do tumor. Nossos dados estdo de acordo com o estudo realizado
por STOEHR et al. (2004), que observaram que em 29% dos casos 0 gene SFRP1

apresentava a regido promotora metilada.
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O status de metilagdo da regido promotora de um gene esta correlacionado
com a sua expressdao. Em geral, quando o DNA apresenta metilacdo na regido
promotora, observa-se uma reducdo na expressdo génica. Observamos que na
maioria das amostras que apresentaram metilacdo na regido promotora também
apresentaram baixa expressdo do transcrito de SFRP1. Os dados desse trabalho
sugerem que eventos epigenéticos podem ser uma das causas para a perda de
expressdo do gene SFRP1 em tumor de bexiga. Entretanto, em amostras de tumor de
bexiga que ndo apresentaram metilacdo na regido promotora mais que mostraram
baixa regulacdo da expressdo, sugerem que outros mecanismos possam estar
envolvidos no silenciamento do gene SFRP1, como por exemplo, a perda de
heterozigose na regido do cromossomo 8p12.

Considerando-se o papel da proteina SFRP1 como moduladora da via de
sinalizagdo do Wnt, a diminuicdo da expresséo do gene SFRP1 pode estar
aumentando a atividade de Wnt e ativando a transcricdo de genes relacionados a
proliferacdo celular, podendo estar contribuindo para a progressdo dos tumores de
bexiga. Os dados desse trabalho sugerem que o gene SFRP1 pode ser um importante
marcador para os tumores de CTT de bexiga.

A proteina hipotética FLJ1338 foi recentemente caracterizada como proteina
de centromero CEP63 (Centrosome protein 63) e esta localizada no cromossomo
3g22.1 (ANDERSEN et al. 2003).

A perda da integridade do cromossomo, bem como a alteracbes no
centromero estdo relacionados ao processo de tumorigénese. Uma variedade de
aberracGes cromossdmicas como, a ploidia anormal, que é causada pela ndo

segregacao dos cromossomos é comuns em cancer. O centrdmero tem papel crucial
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na manutencdo da estabilidade genética por estabelecer a polaridade dos fusos
mitéticos durante a divisdo celular e o mau funcionamento das proteinas de
centromero em geral, pode contribuir para a progressdo do cancer (SAUNDERS et
al. 2000; TAKAHASHI et al. 2000).

Né&o existem dados na literatura sobre a proteina de centromero Cep63 ou seu
envolvimento em céanceres. Entretanto, algumas proteinas de centrdmero foram
associadas com a progressdo dos tumores. O gene STK15/BTAK, que codifica kinase
mitéticas e tem sido implicado na regulacdo da duplicagdo o centrémero, foi
encontrado amplificado e com aumento de expressio em tumores humanos,
sugerindo que a proteina STK15 pode representar um componente critico na
segregacdo dos cromossomos, podendo causar aneuploidias e transformagoes
malignas (SEN et al. 2002). A amplificagéo e o aumento da expressdo de STK15 foi
associado com aneuploidia e comportamento agressivo em tumores de bexiga (SEN
et al. 2002). Em tumores de mama e coloretal também foi observado o gene STK15
super expressado (TAKAHASHI et al. 2000; MIYOSHI et al. 2001).

Outra proteina de centrdmero envolvida na carcinogénese é a Nek2, uma
kinase de centrdmero que age na separacdo dos centrdmeros e na formagéo do fuso
mitdtico. Essa proteina foi encontrada super regulada em carcinoma de mama
(HAYARD et al. 2004).

Neste trabalho observamos, pela técnica de Real Time-PCR, alteracdes no
padrédo de expressdo do gene CEP63 em tecido tumoral em relagdo ao tecido normal.
A maior parte dos tumores analisados apresentou reducdo na expressdo desse gene e
apenas uma pequena parcela dos tumores apresentou aumento de expressao.

Observamos uma tendéncia na diminui¢do de expressao em tumores com alto grau
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eestadios avancados, 0 que mostra uma discordancia entre os resultados obtidos nos
ensaio de Real Time-PCR e DDRT-PCR. Apesar do padrdo de expressdo desse gene
ter sido heterogéneo, ndao podemos descartar a hip6tese de que aumento ou
diminuigdo da expressdo possam estar envolvidos no CTT de bexiga. Novos estudos
sd80 necessarios para comprovar 0 envolvimento desse gene na tumorigénese de
bexiga.

O gene EIF4G2 (Eucaryotic Translation Initiation Factor 4-Gamma), esta
localizado na regido do cromossomo 11pl15 e participa do inicio da traducdo do
RNAmM.

Os RNAm eucaridticos sofrem modificacGes depois da sua transcricdo. Uma
dessas modificagdes consiste na adicdo da estrutura cap, composta de 7-
metilguanosina ligada a trifosfato no final 5° do RNAm. A estrutura cap tem papel
importante para facilitar a ligagdo do ribosomo ao final 5 do RNAm, para iniciar a
traducdo. O inicio da traducdo é mediado pelo reconhecimento da estrutura cap por
EIF4F (Eukariotic translation initiation factor 4F), um complexo de ligacdo ao cap.
O complexo EIF4F, é composto por 3 subunidades: EIFAE, proteina que se liga a
estrutura cap; EIF4A uma RNA helicase e EIFAG. A EIFAG apresenta na regido N-
terminal um sitio de ligacdo para a proteina EIF4E e na regido C-terminal um sitios
de ligacdo para a EIF4A, e também interagem com a eiF3 associada a subunidade
ribosomal 40S. Assim, EIF4G funciona como ponte de ligagédo entre o ribosomo e o
RNAmM (GRADI et al. 1998; PYRONMET et al. 2001)

Em muitos tumores, a sintese de proteina e a expressdao de componentes
relacionados a traducdo s&o significativamente mais elevados, sugerindo a

importancia do controle da traducdo na progressao dos tumores. Estudos prévios tém
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fornecido evidéncias que a super expressdo dos componentes do fator de traducéo
pode ter papel importante no processo da carcinogénese (CLEMENS 2004). A
maioria tem documentado a super expressdo de EIF4E em varios tumores, incluindo
tumor de célon, linfomas, cabecga e pescoco, mama, pulmao, prostata, tiredide entre
outros (SORRELLS 1998; ROSENWALD et al. 1999; BERKEL et al. 2001; DE
BENEDETTI e GRAFF 2004; WANG 2001). Em tumor de bexiga, elevada
expresséo de EIF4E foi observada em relagéo ao tecido normal (CREW et al. 2000).
Além disso, a expressdo de EIF4E foi associada com o aumento de expressdo do
gene VEGF (CREW et al. 2000).

Alguns estudos também sugerem que a super expressao de EIFAG pode estar
relacionada com o fen6tipo maligno. Foi descrito que a super expressdo de EIF4G1,
que é similar em estrutura e funcdo ao EIF4G2, causou transformacdo maligna em
fibroblasto de camundongo (FUKUCHI-SHIMOGORI et al. 1997). Em carcinoma de
células escamosas de pulméo foi observado aumento de expressdo e amplificacdo de
EIF4AG2 (BAUER et al.2001; BAUER et al. 2002).

Provavelmente, o aumento da expressdo de EIFAE e EIF4G resulte na maior
formagéo do complexo EIF4F (CLEMENS 2004). O aumento da tradugdo de RNAmM
que apresentam estrutura 5’ muito extensa, pode requerer grande quantidade de
EIF4F, é o caso dos genes C-myc, Ciclina D1, VEGF que tém papel critico no
crescimento celular (CLEMENS, 2004).

Neste estudo, pelo ensaio de Real Time-PCR observamos um padrdo
heterogéneo de expressdo do gene EIF4G2 em tumores de bexiga em relagdo ao
tecido normal. A expressdo reduzida desse gene foi encontrada em metade dos

tumores analisados, a reducdo da expressdo desse gene foi associada com
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estadiamento tumoral e com o grau histologico. Esses resultados sugerem que o gene
EIF4AG2 pode estar influenciando a carcinogénese de bexiga. Entretanto, novos
estudos deverdo ser realizados a fim de confirmar a participacdo de EIFAG2 em CTT
de bexiga, visto que ainda ndo h& nenhum trabalho descrito na literatura sobre
EIFAG2 em tumores.

A anélise de expressdo dos genes EIF4G2 e CEP63 em CTT de bexiga
mostrou alteragdes no padrdo de expressdo desses transcritos. Esses genes podem
estar envolvidos no desenvolvimento do céncer de bexiga. Contudo, outros
experimentos deverdo ser realizados a fim de confirmarmos se os genes EIF4G2 e
CEP63 possuem algum papel no processo de desenvolvimento do tumor de bexiga e

se poderao ser utilizados como marcadores moleculares para os CTT de bexiga.
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CONCLUSOES

A técnica de Differential Display RT-PCR permitiu a identificacdo de varios
transcritos diferencialmente expressos entre o tecido normal e os carcinomas

de células transicionais de bexiga.

Foram identificados transcritos diferencialmente expressos que estdo
localizados em regiGes cromossémicas que tem sido associadas ao tumor de
bexiga, como o cromossdmo 1, 3, 8 e 11 sugerindo que esses transcritos

possam estar envolvidos na carcinogénese de bexiga.

A diminuicdo da expressdo do gene SFRP1 pode estar relacionada a
carcinogénese de bexiga, e pode ser um promissor marcador molecular para

carcinoma de células transicionais de bexiga.

A metilagdo no promotor de SFRP1 pode ser um dos eventos que leva a

inativacdo do gene SFRP1 em tumores de bexiga.

As andlises de expressao dos genes EIF4G2 e CEP63 mostraram alteracdes
no padrdo de expressao desses transcritos, a diminuicdo da expressao foi
associada com o grau histologico e estadiamento clinico podendo servir como

marcador para o progndstico.
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