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Introdugdo 11

1.1 Cancer e metilacido

A carcinogénese é um processo de acumulo de anormalidades

genéticas e epigenéticas que levam a disfungdo celular. No desenvolvimento do
céncer, as células adquirem uma organizagéo atipica, ndo expressando o mesmo
conjunto de genes que suas contrapartes normais, sendo tal diferen¢a a marca do
estado canceroso. O cancer € responsavel pela principal causa de morte em
individuos entre os 45 e 60 anos de idade (GO et al., 2001).

Atualmente, no Brasil, o cancer constitui a segunda causa de
morte por doenga. As estimativas da incidéncia e mortalidade por cancer no Brasil
em 2003, elaboradas pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA), indicam que
foram registrados no Brasil 402.190 casos novos e 126.960 mortes pela doenga.
Em 2005, para o sexo masculino sdo esperados 229.610 casos novos, enquanto
que, para o sexo feminino sio estimados 237.830 casos novos, sendo que do total
desta estimativa, 13880 serdo casos de cancer de cabega e pescogo (INCA, 2005).

O termo cancer de cabega e pescoco descreve uma diversidade
de canceres de histologias distintas que ocorrem em varios sitios anatdmicos
(DAWSON & OKAMURA, 1990). Esta terminologia tem sido aplicada
primériamente para aqueles canceres que ocorrem em regides como a cavidade
oral, a orofaringe, hipofaringe e a laringe. Por causa da variabilidade de sitios
anatomicos, da origem dos tecidos, da biologia do crescimento do tumor, dos
padrdes de metastases e limites da extensdo do tumor, os sinais ¢ sintomas da

doenca sdo muito variados (BAST et al., 2000).
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O processo da carcinogénese de cabega e pescogo envolve
intera¢cdes dindmicas entre varios fatores de risco. Aproximadamente 90% destes
tumores ocorrem depois da exposi¢do aos conhecidos carcinégenos como 0
tabaco, o fumo e substidncias como o betel. Sabe-se que o uso de élcool esta

intimamente ligado ao tabaco na carcinogénese e faz parte do grupo de agentes

que podem potencializar a carcinogénese relacionada ao tabaco. Outros fatores

importantes sdo os virus, predisposigdo genética, ocupagdo, radiagdo e dieta
(KULKARNI & SARANATH, 2004).

Nos Estados Unidos, aproximadamente 30.000 pessoas foram
diagnosticadas com cancer oral ou de faringe no ano de 2004. O cancer oral mata
1 pessoa por hora, 24 horas por dia e, dos 30.000 novos casos diagnosticados,
somente metade vivera mais do que 5 anos. Durante décadas, o cancer oral
acometeu mais homens do que mulheres, em uma propor¢do de 6:1. Esta
propor¢do, atualmente, € de 2 homens para cada mulher que € diagnosticada com
cancer oral. Esta mudanga nas propor¢des, provavelmente ocorreu devido a
mudangas no estilo de vida, principalmente com o aumento de mulheres fumantes
ao longo das ultimas décadas (Oral Cancer Foudantion, 2004).

O estabelecimento do planejamento terapéutico dos carcinomas
epidermoides da cabega e pescogo baseia-se principalmente no sistema de
estadiamento TNM (BAATENBURG DE JONG et al., 2001; GROOME et al.,
2001). Entretanto, alguns tumores que apresentam o mesmo estadiamento clinico
demonstram padrdes de crescimento e evolugdo diferentes, sugerindo a

necessidade da analise de outros fatores complementares capazes de nortear com
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maior precisdo o progndstico da doenga (SANCHES-CESPEDEZ et al., 2000;
ROSAS et al., 2001). Apesar das incessantes pesquisas focadas no
comportamento biolégico e nas caracteristicas moleculares dos carcinomas da
cabega e pescogo, eles ainda persistem como um indice de morbidade sendo a

detecgdo tardia o principal fator causal das baixas taxas de sobrevida. Entre os

problemas enfrentados encontra-se a extensdo das intervengdes cirirgicas e o alto

indice de recidivas loco-regionais. A capacidade de delinear o curso da doenga,
bem como de detecta-la precocemente sdo fatores que contribuiriam para um
aumento da sobrevida e da qualidade de vida dos pacientes (PARTRIDGE et al.,
1999; PARTRIDGE et al., 2000).

A carcinogénese constitui um processo em multiplos passos,
caracterizando-se pela ocorréncia ou acimulo de alteragdes genéticas como:
aneuploidia, perda de heterozigose, delegdes, inser¢des, mutagdes pontuais,
amplificagdo génica e pelas alteragGes epigenéticas, as quais caracterizam-se por
um processo herdado durante a divisdo celular, sem a ocorréncia de alteragdes na
seqiiéncia do DNA (ESTELLER, 2000A; ESTELLER et al., 2000B; FEINBERG,
2001; SMIRAGLIA & PLASS, 2002). As mudangas no perfil da expressdo génica
sdo evidentes em células cancerosas no nivel genético, como por exemplo,
mutagdes e no nivel epigenético, como por exemplo, a inativagdo transcricional
devido a metilagdo. Atualmente, sabe-se que os fatores epigenéticos sdo
igualmente importantes nesse processo de muitos passos (JONES, 2003).

No genoma dos mamiferos, a metilagdo ocorre somente na

citosina que esta localizada na posi¢do 5° para a guanina em uma ilha CpG.
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Recentemente, considera-se ilha CpG toda a janela do genoma que possui 500

pares de bases com um conteido C:G de, pelo menos 55% e uma fregiiéncia

observada sobre a esperada de CpG, de pelo menos 0,657 (LAIRD, 2003). O
genoma humano contém, aproximadamente, 29.000 ilhas CpG, distribuidas em
um padrdo ndo aleatorio, com preferéncia pelas regides promotoras do primeiro
éxon de genes codificadores de proteinas (LANDER et al., 2001; VENTER et al.,
2001). A metilagdo da citosina ocorre depois da sintese do DNA, pela
transferéncia enzimatica de um grupo metil do doador S-adenosilmetionina

(SAM) para o carbono da posi¢do 5’ na citosina (figura 1).
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H

cltosina

5-metilcitosina

Figura 1 —Mecanismo de metilagdo que ocorre na citosina. Figura extraida e

modificada de Strathdee e Brown. (2004).
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A maioria das ilhas CpG ¢ encontrada préxima a regido
promotora de quase metade dos genes no genoma e tais ilhas estdo, geralmente,
desmetiladas nas células normais. Entretanto, é possivel localizarem ilhas CpG
metiladas em células normais, em pelo menos quatro casos: genes imprintados,
inativagdo do cromossomo X na mulher, genes especificos em células
germinativas e genes especificos de tecido. O “imprinting” ou impressdo definida

no genoma parental € um processo que envolve a aquisi¢do de um estado fechado

da cromatina e hipermetilagéo de um alelo do gene na célula germinativa primaria

do homem ou da mulher que lidera a expressdo monoalélica. De modo geral, o

imprinting e as alteragdes epigenéticas sdo comumente estudados no contexto do

silenciamento génico (figura 2) (FEINBERG et al., 2002).
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fator de transcrigdo se liga a ;
regido promotora ndo metilada gene ativo

expresséo
génica ativa

~ express&o
- génica
- blogueada

fator de transcrigéo
néo consegue se ligar a
regido promotora metilada

Figura 2 — Inativagdo génica em conseqiiéncia da inibicdo do processo de
transcricdo devido a metilagdo da regido promotora do gene. Figura extraida e
modificada de  http://www.epigenomics.com.en/en/content-Science-10041-

DNAmethylation-10116.php.
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A hipermetilagdo do DNA das ilhas CpG nas regides dos genes

¢ uma alteragdo epigenética do genoma que desempenha um papel significante no

cancer. A primeira indica¢do de que a epigenética desempenhava um papel no
cancer foi descoberta em 1983, por Feinberg e Volgestein, pela observagdo de
metilagdo alterada de genes em tumores colorretais. Recentes avangos na pesquisa
do genoma humano tém resultado em novos acessos para a identificacdo de
modificagdes epigenéticas associados com o cancer. Ha uma lista crescente de
genes supressores de tumor, silenciada pela hipermetilagdo da regido promotora e
oncogenes que sdo ativados em conseqiiéncia da hipometilagdo, que sdo
observados em certos tipos de cancer. Durante os tltimos anos, tem-se observado
que a metilagdo aberrante na regido promotora esta associada com a perda ou
ganho da fung¢@o génica e pode fornecer vantagem seletiva as células neoplasicas.
O efeito de tais hipermetilagdes nas regides promotoras pode ser analogo a
mutacdes de perda de fungdo genética como as mutagdes pontuais e delegdes
(SMIRAGLIA & PLASS., 2002).

A avaliagdo de alteragGes genéticas e/ou epigenéticas envolvidas
na patogénese ou na progressdo tumoral vem sendo utilizada nos dltimos anos
evidenciando-se consideravel valor prognéstico e diagndstico (ROSAS et al.,
2001; CHANG et al., 2002; OGI et al., 2002). A presenga da metilagdo na regido
dos promotores génicos tem sido considerada um potencial marcador para os
cdnceres em geral, principalmente para os canceres esporadicos, podendo ser
considerada um marcador para varios tumores. Esteller et al. (2001) avaliaram o

padrido de metilagdo em varios genes. Os autores verificaram o silenciamento de
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12 genes, entre os genes supressores tumorais: p/ ¢, pl 505 pl il Y3, APC

e BRCAI, genes reparadores de DNA: hMLHI, GSTP1 e MGMT e genes
relacionados com invasdo, metastase e morte celular: CDHI, TIMP3, DAPK em
15 sitios anatdmicos diferentes acometidos pelos principais canceres humanos,
entre eles os de cabeca e pescogo.

A possibilidade de analise dos padrdes de metilagdo na saliva de
pacientes com carcinomas da cabega e pescogo ressaltou mais uma vez a
sensibilidade e a especificidade da técnica a qual foi enfoque do trabalho de Rosas
et al. (2001), sugerindo sua utilizagdo como monitoramento destes pacientes e
também como método de detecgdo precoce do cancer de cabega e pescogo em
populagdes de risco.

O estudo da epigenética, principalmente a metilagdo do DNA,
oferece um grande potencial para a identificagdo de biomarcadores que podem ser
usados no diagndstico nos primeiros estagios do desenvolvimento do cancer e
para a avaliagdo mais acurada do risco individual para o desenvolvimento da

doenga.
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1.2 Genes supressores de tumor pl4 e pl6

Anormalidades em varios componentes da maquinaria
regulatoria do ciclo celular tém sido observadas em diversos tipos de canceres
humanos, incluindo o cancer de cabega e pescogo. O ciclo celular descontrolado
em células tumorais é resultado da desrregulagdo de duas vias principais do
controle do ciclo celular: a pS3 e a via Rb. O gene supressor tumoral pl4**
interrompe o ciclo celular através da inibi¢gdo de mdm2 e assim facilita a parada

do ciclo celular e apoptose mediada pelo gene supressor de tumor p353

(POMERANTZ et al., 1998). Foi demonstrado que o oncogene Ras produz uma

resposta antitumorigénica mediada pela “up-regulation” de ambos pl4'* e

6K que por sua vez ativa o gene supressor tumoral p33 e pRb.

pl

O membro da familia do INK4A, o gene supressor de tumor
pl6™* se liga a ciclina dependente de kinase, especialmente CDK4 e CDKG6,
bloqueando assim a entrada para a fase G1 do ciclo celular através da prevengdo

INK44 :
6 atua como

da fosforilagdo do Rb. O produto do gene supressor tumoral p/
regulador negativo da proliferagdo celular através da interagdo com o CDK4 e
inibindo sua atividade kinase (SHINTANI et al., 2001).

Shintani et al. (2001) identificaram que a inativagdo do pl4
ocorreu predominantemente pela metilagdo de sua regido promotora, sendo a
freqiiéncia detectada nos tumores de 28,1% e que a inativagdo de pl6 via
metilagdo foi de 50%. A fungdo da metilagdo como mecanismo responsével pelo

silenciamento transcricional dos genes pI4™*" e pI6™?** em carcinomas

epidermdides da cabega e pescogo e especificamente da boca foi demonstrada por
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diversos autores (MIRACCA et al., 1999; NAKAHARA et al., 2001; ZHAO et al.,

6.W K2a

1999) ressaltando a metilagdo de p/ como a mais freqiiente nos carcinomas

da cabega e pescogo.

Zhao et al. (1999) observaram hipermetilagdo do gene pl6™ N

em 34% dos casos de carcinomas maxilofaciais de células escamosas. Entretanto,
estes ndo encontraram correlagdo entre o padrdo de metilagdo e os estadios do

cancer.

1.3 Gene de reparo de DNA MGMT:

O gene MGMT (O°metilguanina-DNA-metiltransferase)
codifica uma enzima de reparo de DNA que protege as células de efeitos
carcinogénicos de alquilantes, corrigindo as mutagdes causadas por estes
carcindgenos. Este gene de reparo esta freqiientemente inativado em linfomas e
em tumores de colon, pulmédo e cérebro. Esteller (2000A), em revisdo de genes
hipermetilados nos canceres humanos, ressaltou que a inativagdo do gene MGMT
tem sido descrita em vérios tipos tumorais, porém sem evidéncias de mutagio,
relatando que experimentos em linhagens celulares sugeriram ser a metilagio
aberrante ou a hipermetilagdo o uinico mecanismo responsével pelo silenciamento
deste gene.

O padrdo de metilagdo do gene MGMT tem sido pesquisado ndo
apenas nos carcinomas primarios, mas também em soro, urina e saliva destes
pacientes, avaliando-se ainda sua associa¢@o com parametros clinico-patologicos.

Sanches-Céspedes et al. (2000) observaram que a metilagdo no promotor do gene
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MGMT em tumores primarios de cabega e pescogo e no soro foram
respectivamente de 33% e 48%. Rosas et al. (2001) observaram hipermetilagdo
em casos de carcinomas epidermdides primarios de cabega e pescogo, sendo que a
regido promotora do gene MGMT apresentou-se metilada em 23% dos casos
analisados. A saliva destes pacientes também foi avaliada apresentando uma
freqiiéncia de metilagdo de 50% para o gene MGMT. A presenga da metilagéo foi
detectada nos pacientes em todos os estadios clinicos da doenga. Ressaltou-se a
associagdo significativa entre a presen¢a de metilagdo do DNA detectada na saliva
dos pacientes e a localizagdo do tumor primario. Os autores verificaram que a
maior freqiiéncia de metilagdo detectada na saliva provinha dos pacientes com

tumores primarios na cavidade bucal.

1.4 Gene DAPK — Proteina Quinase Associada a Morte:

O gene DAPK codifica uma proteina de 160-kD, uma enzima

quinase serina-treonina calmodulina-dependente. Este gene esta envolvido com o

controle da apoptose e uma vez desrregulado pode comportar-se ou como um
oncogene ou como um gene supressor de tumor. A proteina quinase esta associada
a morte celular e caracteriza-se como um mediador positivo da apoptose induzida
pelo interferon gama. A atividade do gene DAPK apresenta-se relacionada com os
pontos de checagem p53 dependentes nos estadios iniciais da oncogénese, sendo o
responsavel pela eliminag@o das células neoplasicas. A hipermetilagdo do gene
DAPK tem se mostrado ser uma importante alteragdo epigenética em

malignidades do pulmé@o, esdfago, cabega e pescogo, prostata, hematoléogicas e
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gastricas. A hipermetilagdo deste gene também ocorre em varias malignidades das

células B, incluindo linfomas de células B, mielomas multiplos e linfoma de
Burkitt (REDDY et al., 2003).

Rosas et al. (2001) observaram metilagdo em 33% dos tumores
de cabeca e pescogo analisados e detectaram hipermetilagdo em 60% das salivas
dos pacientes analisados. A incidéncia da hipermetilagdo foi consistente com
estudos anteriores em tumores de cabega e pescogo (SANCHEZ-CESPEDES et
al., 2000). Hasegawa et al. (2002) analisaram 80 casos de carcinomas de células
escamosas de cabeca e pescogo e observaram metilagdo na regido promotora do

gene DAPK em 23% dos casos.

1.5 Gene E-CADERINA (Caderina E) - E-CAD:

A E-caderina é uma glicoproteina transmembrana que modula a
adesdo intercelular dependente de calcio. O desenvolvimento das neoplasias
malignas caracteriza-se em parte pela perda da habilidade das células neoplasicas
em manter a adesdo intercelular, em invadir os tecidos adjacentes e gerar
metastases. A E-caderina € a principal molécula de adeséo celular do epitélio e a
redugdo ou a perda de sua expressdo, via mutagdes ou perda de heterozigose,
apresenta-se freqiiente durante a carcinogénese, afetando sua potente atividade
supressora tumoral, descrita em carcinomas de estomago, colon, endométrio e
ovario (NAKAYAMA et al., 2001).

O estudo de Hasegawa et al. (2002) apresentou metilagdo para o

gene E-CAD em 36% dos carcinomas epidermoides de cabega e pescogo. Chang
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et al. (2002) observaram metilagdo aberrante em 64% dos casos de carcinoma de
lingua e Nakayama et al. (2001) também observaram metila¢do em 78% dos casos
analisados para o gene E-CAD. Chang et al. (2002), em seu estudo, sugeriram que
a metilagdo do gene E-CAD em associagdo com a perda de expressdo do mesmo

pode persistir em lesdes invasivas e metastaticas durante a progressdo do cancer.

1.6 Gene ADAM23 :

Os ADAMs (A Desintegrina e Metaloprotease dominios)
compreendem uma familia de proteinas de superficie celular ancoradas a
membrana com uma organizagdo estrutural comum, incluindo metaloprotease,
desintegrina, fator de crescimento epidérmico, dominios transmembranos e
citoplasmaticos. Os ADAMs sdo os unicos entre as proteinas de superficie celular
que possuem um potente dominio de adesdo e um potente dominio protease

(PRIMAKOFF & MYLES, 2000).

O gene ADAM23 exibe a estrutura tipica dos membros da

familia ADAM, entretanto, o dominio metaloprotease € inativo, sugerindo que
este esta exclusivamente envolvido no processo de adesdo celular (SAGANE et
al., 1998). Neste contexto, o0 ADAM23 foi recentemente observado interagir
especificamente com a integrina avBf3 em uma modo RGD-dependente (CAL et
al., 2000).

Costa et al. (2004) encontraram metilagdo aberrante em 69,2%
dos casos de tumores primarios de mama analisados e observaram que os tumores

com estadios avangados possuiam um maior grau de hipermetilagdo na regido
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promotora deste gene. O padrdo de metilagdo deste gene para os casos de tumores

de cabega e pescogo ainda ndo foi estudado.
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Os objetivos especificos deste estudo sdo:

1. Determinar a freqiiéncia de metilagdo da regido promotora dos genes

4AR:‘

pl16™@ MGMT, DAPK, E-CAD e ADAM23 em tumores de

pl

cabeca e pescogo.

2. Determinar a freqiiéncia de metilagdo da regido promotora dos genes

4A RF

pl pl16™ MGMT, DAPK, E-CAD e ADAM23 em amostras de

salivas de individuos sem diagnéstico de cancer de cabega e pescogo.

3. Comparar as freqiiéncias de hipermetilagdes dos genes em amostras de
tumores de individuos portadores de tumor de cabeca e pesco¢o com as

amostras de salivas de individuos normais pareados por sexo e idade.

4. Comparar as freqiiéncias de hipermetilagdes dos genes entre as amostras

de tumores e salivas de individuos portadores de tumor de cabega e

PeSCcocgO.




FATORES GENETICOS E EPIGENETCOS
NA CARCINOGENESE

Devido a um erro grafico, os nomes dos autores deste artigo estfo citados no final deste.
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Ciencia Basica

Fatores Genéticos e Epigenéticos
na Carcinogenese
Rech A, Castro Jr CG, Rivero LF, Fraga JC, Brunetto AL

Resumo: A carcinogénese ¢ um processo multi-
fasico de acumulo de anormalidades genéticas e
epigencticas que levam a uma disfungdo celular.
A pnncipal modificagdo genética do genoma
humano € a metilagdo da citosina localizadas em
dinucleotideos CpG. A metilagdo aberrante de
ilhas CpG pode ser usado com biomarcadores de
celulas malignas, e pode constituir um bom alvo
para as terapias futuras. A quimioprevengio ¢ o
uso de compostos naturais ou sintéticos para o
bloqueio, reversao ou prevengio do desenvolvi-
mento de canceres invasivos.

Palavras chaves: metilagio de ilhas CpG, car-

cinogénese, quimioprevengao
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Abstract: Genetic and Epigenetic Factors in
Carcinogenesis - Carcinogenesis is a stepwise
process of accumulation of genetic and epigene-
tic abnormalities that can lead to cellular
dysfunction. The main epigenetic modification of
the human genome is methylation of cvtosine
residues within the context of the CpG dinucleo-
tide. The aberrant CpG island methylation can
also be used as a biomarker of malignant cells
and as a predictor of their behaviour, and may
constitute a good target for future therapies

Chemoprevention is the use of natural or synthe-
tic compounds to block, reverse or prevent the
development of invasive cancers.

Key words: methylation of CpG islands, carci-
nogenesis, chemoprevention

Introdug¢ao

A carcinogénese ¢ um processo de
acumulo de anormalidades genéti-
cas e epigenéticas, que levam a dis-
fungdo celular. No desenvolvimento
do cancer, as células cancerosas
adquirem uma organizagao atipica,
ndo expressando 0 mesmo conjunto
de genes que suas contrapartes nor-
mais, sendo tal diferenga a marca do
estado canceroso. A mudanga do
perfil da expressdo génica ¢ eviden-
te aos niveis genético (por exemplo,
mutagdes) e epigenético (por exem-
plo, inativagdo transcricional devido
a metilagdo). Atualmente, sabe-se
que os fatores epigenéticos sido
igualmente importantes nesse pro-
cesso de muitos passos .

O cancer ¢ responsavel pela princi-
pal causa de morte em individuos
entre os 45 e 60 anos de idade”. As
estimativas da incidéncia e mortali-
dade por cancer no Brasil em 2003,
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elaboradas pelo Instituto Nacional
do Cancer (INCA)’, indicam que
deverdo ser registrados no Brasil
402.190 casos novos ¢ 126.960
mortes pela doenga.
Os principais fatores de risco para o
desenvolvimento do cancer sao a
alimentagdo, os hormonios, a expo-
si¢do a diversos tipos de radiagoes,
fumo, carcinogenos do meio ambien-
te e no ambiente de trabalho ¢ fato-
res genéticos. Esse ltimo tem um
papel fundamental em diversos
tipos de cénceres. Evidéncias soli-
das comprovam que a carcinogéne-
¢ o desenvolvimento do céincer
ocorrem devido a mudangas nos
pares de bases, por delegoes, inser-
¢oes, recombinagoes ¢ amplifica-
¢oes de oncogenes, genes Supresso-
res de tumor e genes relacionados
a0 aparecimento de metastase”.
Ha duas décadas, os fatores epige-
néticos comegaram a suscitar o inte-
resse de pesquisadores, como outro
provavel fator de risco associado a
carcinogénese. A epigenética ¢ defi-
nida como alteragbes estavels no
genoma, herddveis por meio da
divisio celular e que ndo envolvem
por si, a seqiiéncia de DNA. Essas
alteragoes sdo reversiveis, pelo
menos na linhagem celular, poden-
do atuar a distancia e sao tacilmen-
te afetadas pelo ambiente, ao con-
trario das mutagdes genéticas . Os
fatores epigenéticos sdo representa-
dos pela hipermetilagido das ilhas
CpG e a desacetilagdo de histonas,
que parecem estar ligadas entre si.
Normalmente, as acetiltransferases
especificas de histonas adicionam
grupamentos acetil aos residuos de
lisina, proximos a regido N-termi-
nal de histonas. Imagina-se que.

1 2 5 4 5 6

como as histonas acetiladas pos-
suem uma afinidade reduzida pelo
DNA, ¢ possivelmente uma pela
outra, a cromatina pode ser capaz
de adotar uma estrutura mais aberta,
apropriada para a expressdo genica.
A desacetilagdo das histonas, no
entanto, promove a repressao da
expressao génica, presumivelmente
devido ao fato de a cromatina tor-
nar-se mais condensada.

Bird e al. (1999)° definiram uma
familia de proteinas (MBDs), que
preferencialmente, se liga a metil-
citosina ¢ tem uma capacidade ine-
rente de inibir a transcri¢do génica.
Mais recentemente, duas dessas
MBDs, a MeCP2 ¢ a MBD2 tém
sido observadas na participagdo do
complexo protéico que recruta co-
repressores transcricionais, protei-

nas remodeladoras de cromatina
(complexos Sin3a e NuRD) e desa-
cetilases de histonas (HDACI ¢
HDAC?2). Por meio desses comple-
x0s, 0s sitios de metilagdo de DNA
poderiam entdo ter como alvo a for-
magao da cromatina, incluindo o
estado desacetilado das histonas,
que ¢ tipico de dominios reprimidos
transcricionalmente (Figura 1).

1. Metilacdo - No genoma dos
mamiferos, a metilagdo ocorre
somente na citosina que esta locali-
zada na posi¢do 5’ para a guanina
em uma ilha CpG. Recentemente,
considera-se ilha CpG toda a janela
do genoma que possui 500 pares de
bases com um conteido C:G de,
pelo menos, 55% e uma freqiiéncia
observada sobre a esperada de CpG,
de pelo menos, 0,657. O genoma

AC -
transcrigao
- Proteina ligante a

Metilagao do DNA

Figura I - Modelo de metilagao que leva ao silenciamento génico. (Adaptado de Worm,
G. Guldberg, P. DNA methylation: an epigenetic pathway to cancer and promissing
target for anticancer therapy J. Oral Pathol. Med, v.31: 443 - 449, 2002)
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humano contém, aproximadamente,
29.000 ilhas CpG, distribuidas em
um padrdo nao aleatorio, com pre-
feréncia pelas regides promotoras
do primeiro éxon de genes codifica-
dores de proteinas*’. A metilagdo da
citosina ocorre depois da sintese do
DNA, pela transferéncia enzimatica
de um grupo metil do doador S-ade-
nosilmetionina (SAM) para o car-
bono da posigdo 5’ na citosina
(Figura 2)

A reagdo enzimatica ¢ feita por
uma das enzimas chamada DNA
metiltransferase. A primeira metil-
transferase a ser descoberta foi a
DNMTI, a principal enzima metil-
transferase nos mamiferos, que
atua na manutengao de padroes de
metilagdo pré-existentes no geno-

ma. A DNMT1 atua, preferencial-
mente, no DNA hemimetilado,
copiando entao os padroes de meti-
lagdo na fita de DNA recém sinte-
tizada. A DNMTI tem maltiplas
fungdes na célula, em adigdo a seu
papel na manutengdo da metilagdo.
A enzima DNMTI! participa da
embriogénese, impressao epigenéti-
ca imprinting ¢ inativagao do cro-
mossomo X. As outras metiltransfe-
rases, denominadas DNMT3A e
DNMT3B, estio envolvidas pri-
melramente na metilagao de novos
sitios, em um processo chamado
de metilacdo de novo. Estudos in
vitro indicaram que a familia de
enzimas DNMT3 ndo tem prefe-
réncia por DNA ndo metilado ou
hemimetilado .

I
CH

Citosina

[T
AGTCTAC

Catalise

CH:

5 - Metilcitosina

Grupo
Metila

grupo metil na citosina. (Adaptado de Worm, G, Guldberg, P. DNA methylation: an
epigenetic pathway to cancer and promissing target for anticancer therapy J. Oral

Pathol. Med, v.31: 443 - 449, 2002)
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A maioria das ilhas CpG € encon-
trada proxima a regido promotora
de quase metade dos genes no geno-
ma e tais ilhas estdo, geralmente,
desmetiladas nas células normais.
Entretanto, ¢ possivel localizarem-
se ilhas CpG metiladas em células
normais, em pelo menos quatro
casos, ou seja: genes imprintados,
inativagdo do cromossomo X na
mulher, genes especificos em célu-
las germinativas e genes especificos
de tecido. O imprinting do genoma
parental ¢ um processo que envolve
a aquisigdo de um estado fechado
da cromatina e hipermetilagio de
um alelo do gene na célula germina-
tiva primaria do homem ou da
mulher que lidera a expressdo
monoalélica. De modo geral, o
imprinting e as alteragoes epigenéti-
cas sdo comumente estudados no
contexto do silenciamento génico”.

1.1. Metilagao e cancer - A primei-
ra indicagdo de que a epigenética
desempenhava um papel no cancer
foi descoberto, em 1983, por
Feinberg e Volgestein, a partir da
observagdo de metilagdo alterada de
genes em tumores colo-retais.
Atualmente, ha uma lista crescente
de genes supressores de tumor,
silenciada pela hipermetilagio da
regido promotora, bem como onco-
genes que sdo ativados em conse-
qiéncia da hipometilagdo, obser-
vada em certos tipos de cancer.
Durante os Gltimos anos, tem-se
observado que a metilagdo aberran-
te na regido promotora esta associa-
da com a perda ou ganho da fungdo
génica ¢ pode fornecer vantagem
seletiva as células neoplasicas.

A significancia funcional da hiper-
metilagdo de genes supressores de
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tumor pode ser observada, exami-
nando-s¢ as conseqiiéncias da inati-
vagao de copias individuais desses
genes. Em 1971, Knudson analisan-
do o retinoblastoma herdado ¢ espo-
radico concluiu que, pelo menos,
duas mutagdes devem ser necessa-
rias para criar esse tumor. O mode-
lo de Knudson prevé que uma con-
seqliencia fenotipica da perda de
genes supressores de tumor ndo ¢
observada até que ambos os alelos
do gene sejam inativados. Além
disso, as analises de estudos mos-
tram claramente que os tumores
podem “estabilizar” a manutengio
das mutagdes em um alelo do gene,
enquanto o outro ¢ hipermetilado,
levando a uma inativagdo funcional
do gene "', Ainda mais, parece que
a hipermetilagdo nunca ocorre na
regido promotora do gene mutante,
mas estd sempre associada com
alelo do tipo selvagem .

Ha uma grande lista de genes hiper-
metilados identificados em cance-
res humanos, incluindo mais da
metade dos genes que causam for-
mas familiais de cancer humano,
quando mutados nas cé¢lulas germi-
nativas. Esses genes, como o APC,
BRCA-1, LKBI, MLHI, p16"**, Rb,
VHI, etc., podem exibir essa mudan-
¢a em canceres nao-familiais, sendo
que a vantagem seletiva para a
perda da fun¢do do gene ¢ muito
clara, por varios motivos. Primeiro,
para alguns genes, tanto as muta-
¢Oes como as hipermetilagdes sdo
observadas em um mesmo tipo
especifico de tumor. Segundo, para
varios genes, os fenotipos tumorais
preditos para a perda de fungio de
um gene especifico acompanha
tanto as mudangas genéticas como
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as epigenéticas. Terceiro, a mesma
interrupgio de mecanismos biologi-
cos cruciais podem acompanhar os
dois tipos de mudangas. A lista de
genes hipermetilados em cancer
também inclui muitos que sio
documentados como supressores de
tumor. De modo relevante, para
alguns desses genes, a metilagdo do
promotor pode ser o unico tipo de
inativagdo do gene encontrada no
cancer humano, desde que muta-
¢0es para muitos dos genes sao
raras ou nao foram observadas ".
Além do silenciamento da expres-
sdo génica, a metilagdo também
pode influenciar a tumorigénese
através de outros mecanismos. [sso
ocorre porque a S-metilcitosina €,
por si s0, mutagénica, ou seja, pode
submeter-se a uma desaminagio
hidrolitica espontinea que causa
transigdo C'T. Esse aumento na
mutagénese ¢ visto em células ger-
minativas de todos os organismos
que possuem o seu DNA metilado.
A presenga do grupo metil nos
dinucleotideos CpG na regido codi-
ficadora do gene TP53 aumenta a
taxa em que essas mutagdes sao
induzidas pela luz ultravioleta
(UV), durante o desenvolvimento
de canceres de pele “. E também
conhecido que as células tumorais
sao hipometiladas, em comparagao
com as células do tipo selvagem.
Sugere-se que a hipometilagio de
regides nao promotoras de DNA ¢
de clementos estruturais, como o
DNA centromérico, poderia causar
um aumento da instabilidade geno-
mica (Figura 3) .

Observou-se que a hipometilagdo
de um locus, transcricionalmente
controlado pela metilagdo, pode
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ativar a transcrigdo de genes asso-
ciados. De fato, a hipometilagio do
oncogene H-ras tem sido observa-
da em carcinomas de estdomago,
colon e pulméo; entretanto, ndo foi
observada a expressdo aumentada
desse gene nos referidos casos.
Constituem exemplos de genes
regulados transcricionalmente pela
hipometilagdo o gene decorin pro-
teoglicanas em carcinomas de
colon, o gene LIM-HOX em leuce-
mias mielogénicas cronicas ¢ o
gene pS2 em cancer de mama e em
outros tipos de tumores .

O perfeito equilibrio das células
normais sofre uma dramatica trans-
formagdo em células cancerosas. As
aberrag0es epigenéticas observadas
podem ser resumidas nos seguintes
passos: (1) siléncio transcricional
de genes supressores tumorais pela
hipermetilagdo e desacetilagao de
histonas da regido promotora; (2)
hipometilagdao genomica global; (3)
perda de eventos 1mprintados
(LOI); (4) falta epigenética da
repressao de parasitas intragenomi-
cos € (5) o aparente defeito genéti-
co nos genes relacionados com a
cromatina .

1.1.1 Metiloma - Uma importante
direcdo para os futuros estudos
sobre metilagdo ¢ a definigdo dos
componentes do metiloma, isto é,
o conteudo total de metilagdo da
célula. O metiloma representa um
alvo proveitoso de modificagoes
epigenéticas no desenvolvimento
normal ¢ na doenga. Em adi¢io ao
descobrimento de novas DMRs
(regioes metiladas diferencialmen-
te), Strichman-Almashanu et al.
(2002)" observaram uma nova clas-
se de ilhas CpG, previamente ndo
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organiza¢ao da
cromatina em estados
ativados e

inativagao do
cromossomo X

desativados

Células
Normais

silenciamento
de sequéncias
parasiticas

ﬁ

Hipermetilagao das
ilhas CpG dos genes
supressores de tumor

hipometilagao
gendmica global

Células
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Disrupgao dos genes,
defeitos nos sistemas de
reparo de mutagdes,
produgao de mutagoes,
perda de apoptose e
mecanismos de aderéncia
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Aneuploidia
Ativagao de
transposons
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Figura 3 - A metilagdo do DNA no centro do comportamento normal e maligno das células.

reconhecidas em alelos paternos e
maternos em células somdticas.
Algumas dessas estdo dentro dos
promotores de genes que mostram
expressdo restrita as células germi-
nativas, como 0 MAGE (melanoma
e antigeno testiculo-especifico).
Outras, aparentam servir como
padrio de epigenética global, a
medida que estdo localizadas perto
do final dos cromossomos. Ainda
mais, as identificagdes dessas
seqiiéncias levantam duas possibili-
dades adicionais intrigantes: (1)
elas podem mostrar perda de meti-
lagdo em tumores, causando ativa-
cdo génica aberrante; (2) elas
podem mostrar varia¢des polimorfi-
cas na populagdo, adicionando

cm 1 2 5 4 5 6

diversidade epigenética no desen-
volvimento normal e na doenga. Os
exemplos de ambas as possibilida-
des estao proximos’.

1.2 Quimiopreven¢do e agentes
metiladores - O termo quimiopre-
vengdo, introduzido por Sporn em
1976, pode ser definido como o
uso especifico de agentes naturais
ou sintetizados quimicamente para
reverter, suprimir ou prevenir a
progressao do cancer invasivo. Os
estudos de quimioprevengdo sio
baseados na hipotese que a inter-
ven¢do de processos bioldgicos
envolvidos na carcinogénese sera
inibida e, por sua vez, reduzira a
incidéncia do cancer. Essa hipotese
fornece uma estrutura para o dese-
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nho e avaliagdo de testes de qui-
mioprevenc¢do, incluindo o racioci-
nio para a selegdo de agentes que
inibirdo os processos biologicos e
o desenvolvimento de marcadores
intermediarios associados com a
carcinogénese .

No passado, os agentes quimiopre-
ventivos eram desenvolvidos e clas-
sificados baseados na reversao de
uma fase especifica da carcinogéne-
se®. O aperfeigoamento no entendi-
mento dos mecanismos moleculares
de carcinogénese tem sido utilizado
como guia para o desenvolvimento
de intervencdes quimiopreventivas.
Mecanismos de agdo tém sido pro-
postos para os agentes atuais e
novos agentes tém sido identifica-
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Tabela 1 - Mecanismos postulados para alguns agentes quimiopreventivos “.

Mecanismos de agao propostos

Antioxidante

Agentes

Polifendis (curcumina, genestina),
vitamina E, ascorbato, selénio,
carotenos

Medulagao do metabolismo
aracdonico

Agentes antiinflamatorios nao
esterdides (NSAIDS), polifenois,
tamoxifeno, N-acetilcisteina, inibidor
de ciclooxigenase-2

Modificagao de transdugao de sinal

NSAIDs, curcumina, tamoxifeno,
genestina, inibidores de
ciclooxigenase-2, &cido conjugado
linoléico, acidos gordurosos n-3

Modificagao de hormonios ou em
fatores de crescimento

Tamoxifeno, genestina, NSAIDs,
curcumina, retindides

Blogueio no metabolismo
de poliamina

2-difluorometillornitina, retindides,
tamoxifeno

Supressao da fungao de oncogene

Monoterpenos(D-limonemo, alcool
perilil), NSAIDs, genestina

Supressao do fenotipo mutador

NSAIDs

Promogao da diferenciagao celular
Ativagao da apoptose

Caicio, retinoides, vitamina D3

NSAIDs, curcumina, retinoides.
genestina, tamoxifeno

dos baseados em suas habilidades
de modular um ou mais eventos

moleculares na carcinogénese *'
(Tabela 1) .

Todos os agentes citados na tabela
acima sio de grande relevancia para
a quimioprevencdo do cincer. Os
agentes inibidores da ciclooxigena-
se 2 induzida sao importantes, pois
a ciclooxigenase 2 ¢ uma enzima
chave, responsavel pela sintese de
prostaglandinas inflamatorias do
acido aracdonico. Embora nio seja
recente o conceito de que inflama-
¢ao e carcinogénese estejam rela-
cionadas, a imediata relevancia
dessa nogdo para 0 mundo moderno
da genética molecular foi demons-
trada através da observagdo de que a
expressao elevada do gene COX-2 ¢
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um evento primario e um importan-
te acontecimento na carcinogenese
do colon* e o nocaute do gene
COX-2 poderia suprimir a carcino-
génese de colon em ratos, genetica-
mente predispostos a desenvolver
essa condi¢do. Esse dado tem leva-
do ao desenvolvimento de novos
agentes farmacologicos, como a
celecoxibe, seletiva para a inibigdo
da atividade enzimatica de COX-2.
Os agentes seletivos para inibigdo
de COX-2 sio mais tolerados em
administragoes cronicas prolongadas
do que as drogas anti-inflamatorias
nao-esteroides usadas atualmente.

Os retindides sdo seletivos por se
ligarem a trés receptores retinoides
X (RXRs) e, como ndo se ligam a
trés receptores do acido retindico
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(RARs), sio chamados atualmente
de “rexindides”. Os RXRs sdo de
particular importancia na superfa-
milia de receptores nucleares por
causa de sua habilidade de heterodi-
merizar com muitos outros mem-
bros dessa familia, incluindo os
RARs, o receptor de vitamina D, o
receptor de tiroide, receptores orfaos
¢ receptor farnesoide X-ativado
(FXR). Os RXRs tém um papel
central ¢ integrativo na fisiologia
celular da superfamilia dos recepto-
res nucleares, em virtude de modu-
lar a atividade de muitos outros
receptores. Portanto, ndo ¢ sur-
preendente que os rexinoides esta-
beleceram-se como potentes agen-
tes quimiopreventivos em  experi-
mentos animais. Novos rexinoides
sem afinidade para os RARs tém
sido sintetizados com sucesso € nio
possuem o perfil toxicologico dos
retinoides tipicos: eles ndo produ-
zem 0 mesmo tipo de toxicidade
mucocutinea e sdo teratdgenos
muito fracos”.

Os agentes quimiopreventivos 3-
azacitidina e 5-aza-2’-deoxicitidina
(ZCyd e ZdCyd) inibem a metilagdo
do DNA. Como o ZCyd ¢ incorpo-
rado no DNA e RNA, o tratamento
de células com ZCyd levam a uma
inibi¢do da sintese de DNA, RNA ¢
proteinas. A incorporagdo do ZCyd
no RNAt tem mostrado inibir as
enzimas RNAt metiltransferases.
Como a metilagdo também desem-
penha um papel importante no pro-
cessamento do RNA ribossomico,
os efeitos da incorporagdo de ZCyd
na fungdo e estabilidade do RNA
sa0 aditivos para muitos dos efeitos
do ZCyd na sintese de proteina. O
agente 5-aza-2’-deoxicitidina, que ¢
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somente incorporado ao DNA ¢,
pelo menos, 10 vezes mais citotoxi-
co que 0 ZCyd para células animais
em cultura. Em doses baixas sufi-
cientes para impedir a morte celu-
lar, a incorporagdo de Zcyd e
ZdCyd no DNA de culturas de célu-
las levam a uma rapida perda de ati-
vidade da metiltransferase, porque
as enzimas se ligam de forma irre-
versivel aos residuos de ZCyd no
DNA *. No entanto, o uso desses
agentes causa nauseas, vomitos, diar-
réia ¢ mielosupressao, fatores que
limitam as doses e a duragdo do tra-
tamento, além do potencial de ambos
formarem lesdes mutagénicas.
O uso apropriado de um agente qui-
miopreventivo depende do entendi-
mento de seu mecanismo de acdo
em todos os niveis: molecular, celu-
lar, tecidual e do orgdo, assim como
no individuo em sua totalidade.
Sem esse conhecimento pode-se,
somente, fazer decisdes intuitivas
na selegao de agentes preventivos ¢
esperar que o resultado clinico seja
expressivo*.
Os grandes testes que vém sendo
desenvolvido em quimioprevengio
estao dando um certo tempo para os
pesquisadores levantarem questoes
relevantes para futuras estratégias,
visando o desenvolvimento e efica-
cia de novos agentes:

1) O tempo ¢ os recursos gastos em
testes preliminares de eficicia
pré-clinica em modelos animais
para inovagdo genética e qui-
miopreventiva sao cruciais para
a selegdo de agentes para testes
clinicos;

2) Como sugerido por Meyskens
(1998) = ¢ hora de considerar a
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incorporagdo de estratégias de
imunomodulagio dentro das inter-
vengoes de prevengdo do cancer,
pois a transformagdo maligna
requer um sistema imunologico
tolerante a antigenos externos;

3) Dada a complexidade do proces-
so carcinogénico com multiplas
transdugoes de sinais e vias de
transcri¢do, a combinagdo de
agentes de quimioprevengdo pare-
ce ser necessaria para obter um
impacto sobre o risco de tumor
epitelial;

4) A integragdo de uma modulagdo
da dieta dentro de uma estraté-
gla compreensiva de quimiopre-
vengdo para individuos de alto
risco representa um importante
desafio”’.

A quimiopreven¢do do cancer ¢
uma disciplina nova e ainda néo tém
um grande impacto na incidéncia
do cancer. A genética molecular da
carcinogénese ¢ estudos in vitro ¢ in
vivo em laboratorios sustentam a
hipotese que essa doenga pode ser
prevenida. Em poucas décadas de
investigagoes clinicas, os agentes de
quimioprevengdo levantaram mais
questoes que respostas. Entretanto,
cuidadosas e persistentes investiga-
¢oes tém mostrado grandes avangos
durante estes ultimos anos*.

1.3 Perspectivas futuras - Nos ulti-

mos anos, tem se tornado aparente

que o cancer ¢ uma doenga causada
tanto, geneticamente, por meio de
mutagoes, quanto pelo mal direcio-
namento epigenético. Nos proximos
anos, ocorrera um melhor entendi-
mento dos mecanismos que susten-
tam as mudangas de metilagio do

DNA nas células cancerosas.
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Espera-se também, uma explosio
no numero de marcadores especifi-
cos para metilagdo, assistidos por
ferramentas in silico, seguida de
processos de extragdo e culminando
na constru¢do de pequenos painéis
de marcadores que serdo otimizados
para aplicagoes clinicas, como vali-
dagdo de risco, detecgdo precoce,
diagnostico molecular de biopsias,
quimiopredi¢do e monitoramento
da recorréncia da doencga7.
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Abstract

Cancer constitutes an important cause of morbidity and is the second greatest cause
of mortality worldwide. Head and neck cancer is one of the ten most frequent types, with
epidermoid carcinoma the predominant histological type. Changes in the gene expression,
including mutations and transcriptional inactivation due to methylation, are evident in
cancerous cells. There is a growing list of tumor suppressor genes silenced by
hypermethylation of the promoter region and oncogenes that are activated due to
hypomethylation, observed in different types of cancer. During the last few years, aberrant
methylation in the promoter region has been observed and associated with the loss or gain

of gene function which may give a selective advantage to neoplastic cells. In this current

NK
61" Aa,

case-controlled study, the methylation pattern of the promoter regions of pl4*% pl

DAPK, E-CAD and ADAM?23 genes in the DNA from 43 samples of head and neck tumors
were analyzed. Additionally, the methylation pattern found in tumoral samples of the
aforementioned genes was investigated in an attempt to identify the same pattern in saliva
samples of patients with head and neck cancer. The p/4 tumoral suppressor gene was
hypermethylated in 30% (13/43) of samples. The prevalence of hypermethylation in the
pl6 gene was seen in 63% (27/43) of tumors. The frequencies of hypermethylation of the
promoter regions of the DAPK, E-CAD and ADAM23 genes were 81.4% (35/43), 88.3%
(38/43) and 42% (18/43) respectively. Of the thirteen patients in whom the DNA of the
tumor and saliva were compared, 61.5% (8/13) presented with the same pattern of
methylation both in the saliva and tumor samples for at least three genes. In the control
group, which included 52 participants, the frequencies of the aberrant methylation of the

promoter regions of the pl4, pl6, DAPK, E-CAD and ADAMZ23 genes observed in saliva
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were 15% (8/52), 19% (10/52), 73% (38/52), 60% (36/52) and 10% (5/52) respectively.
The E-CAD, pl6, pl4 and ADAM?23 genes presented a greater frequency of aberrant
methylation in the samples of the tumor group compared to the control group. DNA

methylation markers have obvious applications in diagnostics, but can also contribute

indirectly to therapeutics as predictors of response to therapy. Early detection of cancer will

allow therapeutic interventions to be applied to inhibit further development of cancer and

such information could also be used in the development os strategies to prevent cancer.
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Introduction

Carcinogenesis is a process of accumulation of genetic and epigenetic abnormalities

that leads to cellular dysfunction. In cancer development, the cells acquire an atypical
organization, that is, they do not express the same set of genes as their normal counterparts,
a difference that identifies the cancerous state. Cancer is the main cause of death in

individuals between 45 and 60 years old [1].

Head and neck cancer is a major public health globally. Currently, head and neck
squamous cell carcinomas occur at a rate of approximately 500.000 new cases per year
world wide. More than 55,000 Americans will develop cancer of the head and neck this
year; nearly 13,000 of them will die from it. The overall five year survival rate for patients
withouth clinically evident cervical lymph node metastases is 85% with little variation
dependent upon tumor staging. However, patients with microscopic lymph node metastases
have a survival rate of 54%. It has been estimated that 20-50% of patients withouth
clinically evident cervical lymph node metastasis do in fact microscopic metastases and

therefore a poor prognosis [2;3].

The term head and neck cancer refers to several types of cancer with distinct
histologies that occur in several anatomic sites [4]. This terminology has been primarily
applied to those cancers that occur in regions such as the oral cavity, the oropharynx, the
hypopharynx and the larynx. Due to the variability of the anatomical sites, the origin of the
tissues, the biology of tumor growth, the metastatic patterns and the limits of extension of

the tumors, the signs and symptoms of the disease are very variable [5].

The therapeutic planning of head and neck epidermoid carcinomas is mainly based

on the TNM system [6]. However, some tumors present the same clinical characteristics
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demonstrating different growth patterns and evolution, suggesting a necessity to analyze
other complementary factors capable of more precisely predicting the prognosis of the
disease [7;8]. Despite incessant researchs studying the biological behavior and the
molecular characteristics of head and neck cancers, a high mortality rate still persists with
late detection as the main cause for low survival rates among patients. The ability to define
the course of the disease, as well as to detect it in the early stages are factors which

contribute to an improved survival rate and quality of life of patients.

Carcinogenesis consists of a multistep process, characterized by the occurrence or
accumulation of genetic alterations, such as: aneuploid, loss of heterozygosis, deletions,
insertions, point mutations, gene amplification and by the epigenetic alterations, which are
characterized by an inherited process during cellular division, without the occurrence of
alterations in the DNA sequence [2; 9-11]. Changes of the profile of the gene expression
are evident in cancerous cells including mutations and epigenetic alterations, as well as

transcriptional inactivation due to methylation. Nowadays, it is known that epigenetic

factors are equally important in this multistep process [12].

Recent advances in studies of transcriptom have resulted in new approaches in the
identification of epigenetic changes associated with cancer. There is a growing list of tumor
suppressor genes silenced by hypermethylation of the promoter region and oncogenes that
are activated as a consequence of hypomethylation, that have been observed in certain types
of cancer. Over the last years, it has been observed that aberrant methylation in the
promoter region is associated to the loss or gain of gene functions and may selectively

benefit neoplastic cells. The effect of these hypermethylations in the promoter regions may
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be analogous to loss of genetic function by mutations such as point mutations and deletions

[13].

The study of epigenetics, principally methylation of the DNA, offers a great
potential for the identification of biomarkers that can be used in the diagnosis of the first
development stages of cancer and to more accurately evaluate the individual risk of

developing the disease [14].

Among these are the pl4, pl16, DAPK, E-CAD and ADAM?23 genes. The protein
coded by the p14**" tumoral suppressor gene is involved in the regulation of the cell cycle,
interrupting the G1 or G2 phases [15]. Studies have reported that epigenetic alterations of
the p/4 gene are important events in head and neck carcinogenesis and in the development

INK4A
tumoral suppressor gene acts as a

of benign tumors [16;17]. The product of the pl/6
negative regulator of cellular proliferation through the interaction with the CDK4 protein
by inhibiting its kinase activity. The mechanism of methylation, which has as a

INK2a gene, was observed in epidermoid

consequence, the transcriptional silencing of the p16
head and neck carcinomas, particularly of the oral cavity [18-20]. The DAPK gene codes a
calmodulin dependent serine-threonine kinase. This protein is classified as a positive
mediator of apoptosis induced by /FN- y. In studies on head and neck cancer samples, a
positive correlation was seen between methylation of the DAPK gene and the presence of
lymph nodes, confirming the role of this protein in the dissemination of the tumor [8]. The
glycoprotein E-caderin is the main adhesion molecule of the epithelium and a reduction or
loss of its expression is frequently seen during carcinogenesis. It has been suggested that

methylation of the E-CAD gene in association with the loss of its expression may remain in

invasive and metastatic lesions during the progression of cancer [21]. The ADAM23 gene is
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exclusively involved in the process of cellular adhesion [22]. It has been shown that

advanced stage primary breast tumors present with a high degree of methylation in the

ADAM23 gene [22].

In this present case-controlled study the pattern of methylation of the promoter
region of the p/4*™, p16™*°, DAPK, E-CAD and ADAM23 genes in DNA samples from 43
head and neck tumors were analyzed. For some head and neck cancer patients, saliva and
tumor samples were compared to see if similar methylation patterns for the aforementioned

genes could be detected in both types of samples.

Materials and Methods

Sample collection

Forty-three tumor samples were collected from patients diagnosed as having head

and neck tumors in the Dr. Arnaldo Vieira de Carvalho Cancer Institute. Saliva samples

were also collected from 13 of these patients and paired with the respective tumors. Of
these patients, 32 were male, 11 were female. Of the 43 patients who completed the
questionnaire, 95% were smokers and 70% alcoholics. Fresh samples were obtained from
surgical rt_:section of head and neck tumors. Of these tumoral samples, 37% were removed
from the oral cavity, 26% from the larynx and 37% from the oropharynx. Saliva samples

were collected by mouth washes using saline solution and stored at -20 °C.

Additionally, 52 saliva samples were collected from apparently healthy individuals,

without lesions or clinical diagnoses of head and neck cancer, as a control. Of these 52
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individuals, 31 were female and 21 were male and 51% were smokers and 36.7% were

alcoholics.

Research protocols and informed consents were reviewed and approved by the in-
house Ethics Committee of IBILCE-UNESP, Sdo José do Rio Preto and affiliated
institution (Hospital of Cancer Arnaldo Vieira de Carvalho), as well as the National
Committee of Ethics in Research. Demographic data, including age at diagnosis, gender
and alcohol and tobacco exposure, were obtained from medical records. Tumor stage and
grade were determined from surgical and pathology reports. Tumor stage classification was
assigned on the basis of the 1997 American Joint Committee on Cancer (AJCC) staging

criteria [6].

Collection and extraction of the DNA from tumor and saliva samples

The tumor samples, collected after surgical resection, were stored in cryogenic tubes
at -70 °C. The saliva of individuals was collected in a 0.9% saline solution and stored at -20
°C. Extraction of the DNA was performed according to the protocol of Sambrook et al.

1989 [23].

DNA conversion by Sodium bisulfite

After determining the concentration of each DNA sample by spectrophotometry, 2
ug of DNA (per sample) were denaturized by the addition of Herring Sperm DNA (10

mg/mL) and NaOH (3M) and after they were heated to 50 °C for 20 minutes. Subsequently,

the DNA was treated by adding a sodium bisulfite (2.5M) / hydroquinone (1M) solution
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and heated to 70 °C during 3 hours in the dark. After the treatment, the Wizard clean up kit
(Promega) was utilized for purification of the DNA according to the instructions of the
manufacturer. Subsequently, the DNA was precipitated by the addition of ammonia acetate
(5M), 100% frozen ethanol and 20 mg/mL glycogen and incubated at -20 °C overnight.
After the precipitation, the DNA was resuspended by adding DDW after being centrifuged

and dried at room temperature.

Methylation specific polymerase chain reaction (MSP)

After the conversion of the DNA, methylation specific polymerase chain reaction
(PCR) amplification was performed to analyze the pattern of methylation of chosen genes.
In this study the specific genes were: pl4, DAPK, E-CAD and ADAM23. The primers used
for each gene in the PCR reaction were specific for methylated and non-methylated DNA

(Table 1). The pattern of methylation (detection of the methylated or non-methylated

alleles) in the promoter region of the six genes was analyzed in 3 cell lines derived from

colon cancer (HCT116, SW480, DLD-1), one cell line derived from breast cancer (MCF?7),
one cell line derived from lung cancer (H7299) and one from bladder cancer (SCABER).
The Nested PCR technique was used only for the p/6 gene according to the protocol of
Kresty et al. 2003 [24]. Following PCR, the product was added to 8% polyacrylamide gel
to see the size of the amplicons to assess the methylation pattern of the genes in the tumor

samples.




Table 1 — Primer sequence utilized in MSP
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Gene

Primer Sequence for the methylated

situation (5’ -3°)

Primer Sequence for the non-methylated

situation (5’ - 3°)

Reference

ADAM?23

F ATTGTTTTTTGGTTAGAATGTCG

R TAAAAAAAACACAAAAAACCGAACG

FATTGTTTTTTTGTTAGAATGTTG

R TAAAAAAAACACAAAAAACCAAACA

Costa et al.

(2004) [22]

F GGATAGTCGGATCGAGTTAACGTC

R CCCTCCCAAACGCGA

F GGAGGATAGTTGGATTGAGTTAATGTT

R CAAATCCCTCCCAAACACCAA

Zichbauer-
Miiller et al.

(2001) [25]

F TTAGGTTAGAGGGTTATCGCGT

R TAACTAAAATTCACCTACCGAC

F TAATTTTAGGTTAGAGGGTTATTGT

R CACAACCAATCAACACA

Zbchbauer-
Miiller et al.

(2001) [25]

F GTGTTAAAGGGCGGCGTAGC

R AAAACCCTCACTCGCGACGA

F TTTTTGGTGTTAAAGGGTGGTGTAGT

R CACAAAAACCCTCACTCACAACAA

Zichbauer-
Miiller et al.

(2001) [25]

F CGGGGAGTAGTATGGAGTCGGCGGC

R GACCCCGAACCGCGACCGTAA

F TGGGGAGTAGTATGGAGTTGGTGGT

R CAACCCCAAACCACAACCATAA

Kersty et al.,,

(2002) [24]

F = forward primer, R = reverse primer.
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Statistical analysis

The McNemar, test and confidence for two proportions and the Fisher Exact test

were used to analyze the observed data. A p-value < 0.05 was considered significant.

Results

This study was composed of samples from 43 patients diagnosticated with head and
neck cancer and 52 samples from control individuals. There was no statistical difference in
respect to age between the control group (mean age 62 years old) and the tumor group

(mean age 58 years old).

The result showed that 100% (43/43) of the tumors had aberrant methylation of the

promoter region in at least one of the genes analyzed and that 34,9% (15/43) presented with

hypermethylation in, at least, 4 of the genes studied. The p14 tumoral suppressor gene was
hypermethylated in 30% (13/43) of these samples. The prevalence of hypermethylation of
the p16 gene was observed in 63% (27/43) of the tumors. In respect to the DAPK, E-CAD,
and ADAM23 genes, the frequency of hypermethylation of the promoter regions were

81.4% (35/43), 88.3% (38/43) and 42% (18/43) respectively.

For the control group (n = 52), the frequencies of aberrant methylation of the
promoter regions of the pl4, pl6, DAPK, E-CAD and ADAM23 genes observed in the
saliva samples were 15% (8/52), 19% (10/52), 73% (38/52), 60% (36/52) and 10% (5/52)
respectively. The results demonstrated that none of the saliva samples presented with

hypermethylation in at least 4 of the genes studied.
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The E-CAD, pl6, p14 and ADAM23 genes presented with a greater frequency of
aberrant methylation in the tumor group samples compared to the control group (p = 0.009,
p<0.0005, p=0.042 and p=0.0005, respectively). There was no statistically significant
evidence of differences in the frequency of aberrant methylation of the promoter region of

the DAPK gene when comparing the control group with the tumor group (Table 2).

From 13 patients, DNA of both tumor and saliva samples was concomitantly
studied. Of these, 61.5% (8/13) presented the same methylation pattern in both saliva and

tumor samples for, at least, 3 genes (Table 3). There was no significant evidence of

differences in the methylation between tumor and saliva samples of these patients.
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Table 2 — Hypermethylation frequencies of the promoter regions of genes in the Control

and Tumor Groups

Group ADAM23

Control 10

Tumor 13 27

P-value 0.042 <0.0005

NS: p-value > 0.05
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Table 3 — Methylation of the promoter region of the genes of tumors and saliva of head and

neck cancer patients

DNA of saliva/DNA of tumor

Patient

pl4

Pl6 DAPK

ADAM23

uu

UM MM

MM

MU

MM MM

MU

uUu

uu uu

MM

uu

UM MM

UM

uu

MM UM

Uuu

uu

MU UM

UM

uu

UM UM

UM

Uu

MM MM

MU

uUu

MM MU

uu

UM

MU UM

MM

11

uu

MM MM

UM

12

uu

MM MU

uu

13

Uu

MU UM

UM

M = methylated U = unmethylated
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Discussion

Methylation is the main epigenetic event in humans and changes in the methylation
pattern play an important role in tumorigenesis. In particular, hypermethylation of the CpG

islands, normally desmethylated in the promoter region of many tumor suppressor genes,

correlate with a loss of expression [26]. Development of the sensitive MSP technique has

simplified studies of genes inactivated by hypermethylation of the promoter region in
human cancer. The advantages of the MSP technique are its simplicity, specificity for each
gene and its sensitivity, enabling the detection of one methylated gene copy in 1000 non-

methylated copies [27].

The transcriptional silencing of multiple genes by hypermethylation of their CpG
islands in the promoter region has been observed in squamous cell carcinomas in the head

and neck region, including in the mouth [28].

The frequency of methylation of the promoter region of the p/6, pi4, E-CAD and
DAPK genes has been observed in head and neck cancer samples in from 27% to 50% [8;
19; 20; 29], from 14% to 43.8% [16; 30], from 64% to 94.4% [21; 31-32] and from 7 to
68.3% [7; 8; 28; 30] of cases respectively. This is consistent with the prevalence of
methylation of the majority of the genes analyzed in this study. The p/6 and DAPK genes
in the tumor samples presented with a greater frequency of methylation of the promoter
region than in previously published studies. This is, possibly, due to the fact that the
samples of the current study presented different histologic characteristics from the

aforementioned studies.

For the first time, hypermethylation of the ADAM23 gene was found in head and

neck cancer samples. The ADAM23 gene (a Desintegrin and Metalloprotease domain 23
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gene) codes a surface protein that possesses a potent adhesion domain and is exclusively
involved in cellular adhesion processes [33]. In this study 42% of tumor samples were
hypermethylated for this gene but the methylation frequency for the ADAM?23 gene in
saliva samples of the control group was low suggesting the important role of a member of

the ADAM family in head and neck carcinogenesis.

The E-CAD, pl6, p14 and ADAM?23 genes presented a greater frequency of aberrant
methylation in samples from the Tumor Group when compared to the Control Group. This,

as the mean age of the members of the two groups were not significantly different, confirms

that the methylation pattern of the promoter region of these genes is linked to head and

neck carcinogens [16; 32].

There was no evidence of significant differences in the methylation of the studied
genes when comparing saliva and tumor samples of the 13 patients diagnosed with head
and neck cancer. This study demonstrated that it is possible to detect aberrant methylation
in the saliva of patients with head and neck cancer using the MSP technique. This technique
is sensitive to detect of DNA of tumors in the saliva and may be useful to detect and
monitor tumors in patients with head and neck cancer. Further studies are necessary
involving greater numbers of matched tumor and saliva samples from individuals with head
and neck cancer to verify the possibility of using a methylation panel for diagnosis and
prognosis of this type of cancer that has high morbidity and mortality rates and where 50%
of all patients are diagnosed with the disease at an advanced stage, many of whom die due

to relapse [34].

DNA methylation is the only epigenetic mark preserved in genomic DNA isolated

from tumours or biopsies. In theory, an enormous amount of information can be encoded by
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DNA methylation patterns [35]. DNA methylation markers have obvious applications in
diagnostics, but can also contribute indirectly to therapeutics as predictors of response to
therapy. Early detection of cancer will allow therapeutic interventions to be applied to
inhibit further development of cancer and such information could also be used in the

development os strategies to prevent cancer.
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Discussdo 6()

A metilagdo € a principal modificagdo epigenética em humanos
e mudangas no padrdo de metilagdo desempenham um importante papel na
tumorigénese. Em particular, a hipermetilagdo de ilhas CpG normalmente
desmetiladas na regido promotora de muitos genes supressores tumorais
correlaciona-se com a perda de expressdo. A larga distribui¢do de genes
hipermetilados ao longo do genoma humano, e a descoberta de genes supressores
tumorais hipermetilados em regides de alta freqiiéncia de dele¢des cromossomicas
tém estimulado esforgos para examinar o genoma da célula cancerosa (BAYLIN

etal., 1998).

Nos 1ltimos anos, varios grupos de pesquisa vem,
extensivamente, mapeando as ilhas CpG que estdo aberrantemente hipermetiladas
no cancer, como por exemplo, a hipermetilagdo do gene BRCAI que ocorre em
canceres de mama e ovario e tem como resultado defeitos no reparo do DNA.
Embora o conteido de metilagdo global do DNA gendmico possa ter um
importante papel na carcinogénese, sua andlise geral em células cancerosas tem
pouco a oferecer como um marcador molecular. Na investiga¢do e detec¢do do
cancer, um biomarcador refere-se a uma substancia ou processo que ¢ indicativo
da presenca do cancer no corpo. Pode ser também uma molécula secretada pelo

tumor ou uma resposta especifica do corpo para a presen¢a do cancer (LAIRD,

2003). Para os marcadores epigenéticos serem clinicamente uteis, os métodos de

detecg¢do da hipermetilagdo das ilhas CpG de genes supressores de tumor tém que
ser rapidos, ndo radioativos e sensiveis, como a PCR de metilagdo especifica

(ESTELLER, 2003).
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A detecgdo de citosinas metiladas em sitios especificos do DNA

de espécimes clinicas ¢ notériamente dificil porque a metilagdo é apagada durante

os procedimentos convencionais usados para amplificar o DNA, incluindo

clonagem e reag@o de polimerase em cadeia (PCR). A analise de Southern Blot de
DNA digerido com endonucleases de restricio sensivel a metilagdo foi
préviamente descrita como uma ferramenta indispenséavel no estudo da metilagéo
do DNA, mas este método tem sido substituido por técnicas baseadas na
modificagdo inicial de DNA com bissulfito de sddio seguida de PCR. O bissulfito
seletivamente desamina os residuos de citosina para uracila, deixando as citosinas
metiladas intactas (WANG et al., 1980), e o DNA modificado pode ser usado
como um “molde” para o PCR padrdo, usando oligonucleotideos especificos para
o gene de interesse (FROMMER et al., 1992). O sequenciamento resultante da
amplificagido por PCR mostra um padrdo preciso de citosinas metiladas, mas pode
ser técnicamente dificil e dispendioso. Uma variedade de métodos de PCR tem
sido desenvolvidos, incluindo PCR de metilagdo especifica (MSP), extensdo de
oligonucleotideo de nucleotideo sensivel a metilagdo (Ms-SNuPE), e métodos
baseados no uso de endonucleases de restri¢@o, que sdo simples de serem usados
mas sofrem uma desvantagem, pois somente um nimero pequeno de sitios CpG
podem ser analisados em cada teste. Ha técnicas que analisam quantitativamente
ou qualitativamente a metilagio do DNA, dentre estas técnicas estdo a de
Southern blot e Hpall PCR, que utilizam digestdo restritiva como principio de
discriminagdo da metilag@o; e técnicas como, por exemplo, McCOBRA (melting

curve combined bisulphite restriction analysis), COBRA (combined bisulphite
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restriction analysis), SNaPmeth (single nucleotide polymorphism methylation) e

MSP (methylation specific primer), que tem como principio discriminante da

metilagdo a conversdo por bissulfito de sodio (LAIRD, 2003).

Entre os métodos descritos anteriormente, 0 mais amplamente
utilizado ¢ a PCR de metilagdo especifica (MSP). O desenvolvimento da técnica
sensitiva MSP tem simplificado os estudos de genes inativados pela
hipermetilagdo da regido promotora em céncer humano. Os oligonucleotideos
especificos para metilagdo sdo desenvolvidos em condi¢des estringentes com a
inclusdo de controles negativos e positivos para evitar resultados falso-positivos.
As vantagens da técnica MSP sdo sua simplicidade, especificidade para cada gene
e sua alta sensibilidade, permitindo a detec¢do de 1 cdpia génica metilada em
1000 cépias ndo metiladas (HERMAN et al., 1996). Foi utilizada esta técnica
neste estudo, pois, como foi citado acima, é uma técnica simples, porém sensivel,
sendo eficiente na busca por marcadores moleculares de metilagéo no céncer de

cabega e pescogo.

A hipermetilagio de promotores de genes conhecidos
desempenha um importante papel na tumorigénese e pode ser encontrada em
estagios iniciais da carcinogénese, podendo ser util como biomarcador. Essas
alteragdes epigenéticas iniciais podem, de fato, produzir perda do controle do
ciclo celular, quebra de interagdes célula-célula e célula-substrato e ainda
multiplos tipos de instabilidade genética, caracteristico do cancer. Por exemplo,
em sistemas experimentais de carcinogénese e em estagios iniciais de tumores

humanos, a perda da fungdo do gene p/6 em conseqgiiéncia de mecanismos
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epigenéticos parece auxiliar na transposi¢do dos pontos de checagem iniciais
criticos para o come¢o da imortalidade celular. A hipermetilagdo do gene APC,
critico para a regulagdo da via transcricional B-catenina-TCF, tem sido observado

em um grupo de canceres de colon. Similarmente, a hipermetila¢do do gene

ARF £ : , :
pl4™™ pode comegar em podlipos de cdlon e assim determinar como o

metabolismo da proteina p53 e outras proteinas reguladas pela MDM2, a proteina

4*RF ¢ subseqiientemente mediada durante a

regulada pela interagdo com pl
progressio do tumor. Em termos de eventos epigenéticos especificos
fundamentais que levam a progressdo dos tumores, a hipermetilagdo do gene
MLHI é a mudanga mais freqiientemente associada com instabilidade de micro-
satélite em neoplasias de célon, endometrial e gastrica. Entre os processos de
reconhecimento célula-célula que podem predispor a invasdo, a hipermetilagdo da
regido promotora do gene E-caderina freqiientemente ocorre em estagios iniciais
de cincer de mama (BAYLIN et al.,, 2001). O silenciamento transcricional de
multiplos genes por hipermetilagdo de suas ilhas CpG na regido promotora

também tem sido observados em carcinomas de células escamosas da regido da

cabega e pescogo, incluindo a cavidade oral (KULKARNI & SARANATH, 2004).

A frequéncia de metilagdo da regido promotora dos genes pI6,
pl4, E-CAD, MGMT e DAPK tem sido observada em amostras de cdncer de
cabega e pescogo em um intervalo de 27 a 50% (SANCHEZ-CESPEDES et al.,
2000; NAKAHARA et al., 2001; HUANG et al., 2002; Al et al., 2003), 14 a
43,8%(SHINTANI et al., 2001; OGI et al., 2002), 64 a 94,4% (NAKAYAMA et

al., 2001; CHANG et al., 2002; YEH et al., 2002), 23 a 51,7% (SANCHEZ-
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CESPEDES et al., 2000; ROSAS et al., 2001; KULKARNI & SARANATH,
2004), 7 a 68,3% (SANCHEZ-CESPEDES et al., 2000; ROSAS et al., 2001; OGI
et al., 2002; KULKARNI & SARANATH, 2004). A prevaléncia de metilagdo da
maioria dos genes analisados no presente estudo foi consistente com os estudos
citados acima, pois os genes pl4, E-CAD e MGMT apresentaram-se
hipermetilados, respectivamente, em 30%(13/43), 88,3%(38/43) e 35%(15/43) das
amostras de tumores de cabeca e pescogo. As freqiiéncias de metilagdo da regido

promotora dos genes pl6 (63%%) e DAPK (81,4%) nas amostras de tumores

apresentaram-se maiores que nos estudos anteriores. Isto possivelmente deve-se

ao fato da amostragem do presente estudo apresentar caracteristicas histologicas

diferentes dos estudos citados acima.

Foi estudado, pela primeira vez neste trabalho, o padrdo de
metilagdo do gene ADAM23 em cancer de cabega e pescogo. Os Adams (A
Desintegrin And Metalloprotease domains) compreendem uma familia de
proteinas de superficie celular de ancoragem a8 membrana com uma organizagéo
estrutural comum, incluindo dominios metaloprotease, desintegrina,
transmembrana e citoplasmatico. Os Adams sdo os unicos entre as proteinas de
superficie celular que possuem um potente dominio de adesdo e um potente
dominio protease (HOWARD et al., 1999; COUSIN et al., 2000; SUZUKI et al.,
2000). As interagdes célula-célula e matriz-matriz sdo conhecidas por determinar
os processos de adesdo celular, proliferagdo e migragdo celular, que estdo
diretamente envolvidos no desenvolvimento e progressdao do tumor. Levando em

consideragdo a habilidade de desenvolver essas fungdes citadas acima, alguns
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membros da familia ADAM desempenham um importante papel em cénceres
humanos. O gene ADAM 11 foi originalmente identificado como um candidato a
gene supressor de tumor envolvido no cancer de mama (EMI et al., 1993),

enquanto que varios membros da familia ADAM (ADAM 9, 10, 11 e 15) tém sido

propostos serem responsaveis por caracteristicas patologicas de malignidades

hematolégicas (WU et al., 1997). A proteina codificada pelo gene ADAM 23 exibe
uma estrutura tipica dos membros da familia, entretanto, o dominio
metaloprotease estd inativo, sugerindo que esta proteina esta exclusivamente
envolvida em processos de adesdo celular (SAGANE et al., 1998). No estudo de
Costa et al. (2004) foi observado que tumores de mama primarios com um
estadiamento mais avangado possuiam uma maior freqiiéncia de hipermetilagéo.
Neste trabalho observou-se que 42% das amostras de tumores estavam
hipermetiladas para este gene e que a freqiiéncia de metilagdo deste mesmo gene
nas amostras de saliva do grupo controle foi baixa, sugerindo o importante papel

de um membro da familia ADAM na carcinogénese de cabega e pescogo.

No presente estudo, os genes E-CAD, pl6, pl4 e ADAM 23
apresentaram maior freqiiéncia de metilagdo aberrante nas amostras do grupo
tumor em relagdo ao grupo controle. Isto sugere que o padrdo de metilagdo da
regido promotora destes genes esteja ligado a carcinogénese de cabeca e pescogo,
ja que a média de idade entre o grupo controle (média = 62) e o grupo tumor
(média = 58) ndo apresentou diferenga significativa (SHINTANI et al., 2001;

YEH et al., 2002).
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O envelhecimento ¢ um dos maiores fatores de risco para o

cancer e as maiores taxas de cancer ocorrem em pessoas com mais de 70 anos de

idade. A associagdo entre cancer e envelhecimento tem levado muitos cientistas a
focar o acimulo de mutagdes e aberragdes cromossomicas como fatores primarios
na tumorigénese. Varias pesquisas, no entanto, tem mostrado explicagdes
epigenéticas para a perda de expressdo génica envolvida na formagdo do tumor
(ESTELLER et al., 2002). Estas modificagbes ocorrem primariamente na
carcinogénese e podem iniciar o processo. Os eventos relacionados com o
envelhecimento, incluindo um decréscimo geral na metilagdo genomica e
hipermetilagdo de certas ilhas CpG, tém sido propostos como tendo papéis
importantes no processo de tumorigénese. Um aumento na metilagdo de novo é
um evento relacionado com o envelhecimento que ocorre em tecidos normais que
podem progredir para metilagdo regional, levando ao silenciamento de genes
especificos importantes para a supressdo da formagdo do tumor (LOPATINA et
al., 2002). Também tem sido proposto que a metilagdo dependente do
envelhecimento pode afetar genes envolvidos com a regulagdo do crescimento e
diferenciagdo, predispondo o genoma para outras metilagdes aberrantes,
eventualmente levando a neoplasia (ISSA, 1999). A metilagdo relacionada com a
idade cresce de uma maneira linear ao nivel populacional, embora a taxa de
crescimento das ilhas CpG metiladas pode diferenciar entre os individuos. Por
causa da metilagdo ter o potencial para mudar a fisiologia celular, o risco de
transformacdo neoplésica das células afetadas pode aumentar, levando a uma

ligagdo mecanica entre o envelhecimento e o cancer (YUASA et al., 2002).
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Em estudo realizado por Toyota et al., (1999), foi observado que
70-80% das ilhas CpG hipermetiladas em tumores primarios de colon também
estavam, porém em uma extensdio menor, em tecidos de célons normais
§/NK4a

envelhecidos. Os outros 20 a 30% dos genes, como hMLHI e pl , pareciam

estar predominantemente metilados em um grupo de canceres de célon. Entfo,

ficou postulado que havia dois tipos de metilagdo no cdlon: metilagdo relacionada

a idade (tipo A), que comega na mucosa normal como uma fungio da idade e a
metilagdo relacionada ao céncer (tipo C) que ¢ restrito aos cinceres e nenhuma

metilagdo é observada no colon normal.

A metilagg@o relacionada a idade também tém sido encontrada
em outros Orgdos, como por exemplo, urotélio e estdmago (HABUCHI et al.,
2001; ISSA et al., 2001). O estudo de Yuasa et al. (2002) observou que o gene
hMLHI, que ¢ classificado como gene com ilhas CpG metiladas relacionadas ao

cancer, também apresentou metilagéo relacionada ao envelhecimento.

Neste estudo observou-se que n@o houve diferenga significativa
para a freqiiéncia de hipermetilagdo do gene DAPK entre os dois grupos
analisados. Sugere-se, portanto, que a hipermetilagdo deste gene é um processo
ligado ao envelhecimento, pois os individuos pertencentes aos dois grupos
analisados possuiam idade avangada em torno de 60 anos e ndo houve diferenca
significativa de idade entre os dois grupos em questdo. Este dado corrobora com
o estudo de Yuasa et al. (2002) que observou que o silenciamento de outros genes,
como aqueles relacionados a resisténcia ao stress, através da metilagdo podem

acelerar processos relacionados ao envelhecimento. Estudos adicionais sdo
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necessarios para elucidar esta controvérsia do “ovo ou da galinha”, pois ha
duvidas se a metilagdo acelera o processo de envelhecimento ou se o

envelhecimento acelera a metilagdo do DNA (Yuasa et al., 2002).

No presente trabalho foi observada uma maior freqiiéncia de

metilagdo aberrante para o gene MGMT no grupo controle. O gene MGMT,

relacionado com o reparo de DNA, remove a O°- metilaguanina do DNA pela

transferéncia do grupo metil para uma cisteina ativa, em sua propria seqiiéncia,
em uma rea¢do que inativa uma molécula de MGMT para cada lesdo reparada.
Este gene apresenta metilagdo aberrante em diversos tipos de cancer, como cdlon,
cérebro, cabega e pescogo e linfomas. O estudo de Kim et al. (2001) mostrou que
fatores como os carcindégenos, presentes na fumaga do cigarro, induzem o
processo de metilagdo e as ilhas CpG metiladas também sdo os sitios de ligagdo
preferidos para o benzopireno diol epdxido e outros carcindgenos que sdo
encontradas na fumaga de cigarro, causando aductos de DNA e tranversdes
G—TJONES & BAYLIN, 2002). Os dados acima corroboram com o presente
estudo, pois 78% dos individuos fumantes, pertencentes ao grupo controle

apresentaram metilagdo aberrante na regido promotora do gene MGMT.

A hipermetilagdo das ilhas CpG tem sido usada como uma
ferramenta util para detectar células cancerosas em diversos tipos de fluidos
biolégicos e amostras de bidpsia como, por exemplo, lavagem bronquioalveolar,
linfonodos, urina, sémen, lavagem ductal, catarro e saliva (AHRENDT et al.,
1999; SANCHEZ-CESPEDES et al., 1999; GOESSL et al., 2000; PALMISANO

et al., 2000; ; CAIRNS et al., 2001; EVRON et al., 2001; ROSAS et al., 2001).
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Neste estudo ndo houve evidéncia significativa de diferenca de metilagdo dos
genes estudados entre os tumores e as salivas dos treze pacientes diagnosticados
com céncer de cabega e pescogo. Este trabalho demonstrou que € possivel detectar
metilagdo aberrante na saliva de pacientes com cancer de cabega e pescogo através
da técnica MSP. Esta técnica permite uma detec¢do sensivel do DNA do tumor na
saliva e pode ser muito util para detecg¢@o precoce e monitoramento em pacientes
com cancer de cabega e pescogo. Ha a necessidade de um estudo com um maior
numero de amostras de tumores e salivas pareadas de individuos diagnosticados
com cédncer de cabega e pescogo para a confirmagdo da possibilidade do uso de

um painel de metilagdo para um diagnostico e progndstico deste tipo de cénter

com alta incidéncia de morbidade e mortalidade, onde 50% de todos os pacientés

possuem a doenga em estagio avangado no momento do diagndstico e muitos

destes morrem por recorréncia local ou regional (GOLDENBERG et al., 2004).
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O presente estudo apresentou as seguintes conclusdes descritas abaixo:

. No grupo tumor, a freqiiéncia de hipermetilagdo dos genes pl4, pl6
DAPK, E-CAD, ADAM?23 e MGMT foi de, respectivamente: 30%, 63%,
81,4%, 88,3%, 42% e 35%.

. No grupo controle, a frequéncia de metilagdo aberrante da regido
promotora dos genes pl4, pl6, DAPK, E-CAD, ADAM23 ¢ MGMT
observadas nas amostras de saliva do grupo controle foram
respectivamente: 15%, 19%, 73%, 60%, 10% e 71%

. Os genes E-CAD, pl6, p14 e ADAM 23 apresentaram maior freqiiéncia de
metilagdo aberrante nas amostras do grupo tumor em relagdo ao grupo
controle, sugerindo que o padrdo de metilagdo da regido promotora destes
genes esteja ligado a carcinogénese de cabega e pescogo.

Observou-se que ndo houve diferenga significativa para a freqiiéncia de
hipermetilagdo do gene DAPK entre os dois grupos analisados, sugerindo,
portanto, que a hipermetilagdo deste gene é um processo ligado ao
envelhecimento.

Foi observada uma maior freqiiéncia de metilagcdo aberrante para o gene

MGMT no grupo controle.

. Nao houve evidéncia significativa de diferenga de metilagdo dos genes

estudados entre os tumores e as salivas dos treze pacientes diagnosticados

com cancer de cabega e pescogo, demonstrando que € possivel detectar
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metilagdo aberrante na saliva de pacientes com cancer de cabega e pescogo

através da técnica MSP.
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Resumo Q3

CALMON, M. F. Andlise de metilagdo em genes multiplos em cancer de cabega e
pescogo. Sdo José do rio Preto, 2005. 75p. Dissertagdo (Mestrado em Genética) —
Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita Filho™.

Os canceres da cabega e pescogo encontram-se entre os dez mais
freqlientes, sendo o carcinoma epidermdide o tipo histolégico predominante. Ha
uma lista crescente de genes supressores de tumor, silenciada pela hipermetilagdo
da regido promotora e oncogenes que sdo ativados em conseqiiéncia da

hipometilagdo, que sdo observados em certos tipos de cancer. No presente estudo

caso-controle foram analisados os padrdes de metilagdo da regido promotora dos
genes pl4'®, p16™*, MGMT, DAPK, E-CAD e ADAM23 em DNA de 43

amostras de tumores de cabeca e pescoco. Foi avaliado se o padrdo de metilagdo
encontrado nas amostras de tumores para os genes citados acima poderia ser
detectado nas salivas dos mesmos pacientes. No grupo tumor, a freqiiéncia de
hipermetilagdo dos genes pl4, pl6 DAPK, E-CAD, ADAM23 e MGMT foi de,
respectivamente: 30%, 63%, 81,4%, 88,3%, 42% e 35%. No grupo controle, a
frequéncia de metilagdo aberrante da regido promotora dos genes pl4, pl6,
DAPK, E-CAD, ADAM23 ¢ MGMT observadas nas amostras de saliva do grupo
controle foram respectivamente: 15%, 19%, 73%, 60%, 10% e 71%. Os genes E-
CAD, pl4, pl6 e ADAM 23 apresentaram maior freqiiéncia de hipermetilagdo nas
amostras do grupo tumor. O gene MGMT apresentou maior frequéncia de
metilagdo no grupo controle e o gene DAPK ndo apresentou diferenca
significativa de freqiiéncia de metilagdo entre os grupos analisados. Ndo ha
evidéncia significativa de diferenga de metilagdo dos genes estudados entre os
tumores e as salivas pareados dos pacientes com diagndstico de cancer de cabeca

€ pescogo.

Palavras-chave: cancer de cabega e pescogo, epigenética, metilagdo, marcadores
moleculares
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Abstract 95

CALMON, M. F. Analysis of the Methylation in Multiple Genes in Head and
Neck Cancer. Sdo José do Rio Preto, 2005, 75p. Dissertacdo (Mestrado em
Genética) - Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

Head and neck cancer is one of the ten most frequent, with epidermoid
carcinoma the predominant histological type. There is a growing list of tumor
suppressing genes silenced by hypermethylation of the promoter region and
oncogenes that are activated in consequence of hypomethylation, observed in
certain types of cancer. In this current case-controlled study, the methylation
pattern of the promoter regions of p/ 4% p16™% MGMT, DAPK, E-CAD and
ADAM?23 genes in the DNA from 43 samples of head and neck tumors were
analyzed. The methylation pattern found in tumoral samples of the
aforementioned genes was investigated to attempt to identify the same pattern in
saliva samples of the same patients. In the tumor group, the frequency of
hypermethylation of the pl4, pl6 DAPK, E-CAD, ADAM23 and MGMT genes
were 30%, 63%, 81.4%, 88.3%, 42% and 35% respectively. In the control group,
the frequencies of the aberrant methylation of the promoter regions of the p/4,
pl6, DAPK, E-CAD, ADAM23 and MGMT genes observed in saliva were 15%,
19%, 73%, 60%, 10% and 71% respectively. The E-CAD, p14, pl6 and ADAM 23

genes presented a greater frequency of aberrant methylation in the samples of the

tumor group compared to the control group. The MGMT gene presented a greater
frequency of methylation in the control group and the DAPK gene didn't
presented significant difference in the frequency of methylation between the
groups analyzed. There wasn’t significant evidence of the difference of the
methylation of the studied genes between the tumors and salivas of the pacients

diagnosed with head and neck cancer.

Key-words: head and neck cancer, epigenetics, methylation, molecular markers.
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