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RESUMO

Os padrdes anormais de metilagdo do DNA, especialmente a hipermetilagdo de
genes com provavel funcdo supressora de tumor, representam um dos mais
promissores marcadores moleculares do cancer por levarem a inativagdo funcional
de genes criticos. Estudos prévios documentaram altos niveis de expresséo do gene
H19 em carcinoma de bexiga recorrentes. O gene H19 é regulado por imprinting,
esta localizado em 11p15.5 adjacente ao gene IGF2 (insulin-like growth factor 2 —
somatomedin A) e codifica um transcrito ndo codificador de proteinas (micro RNA
miR-675). Uma regido que atua de forma coordenada no controle da expressao
desses genes, chamada DMR (Differentially Methylated Region), atua na
determinac@o do imprinting reciproco e na expressdo mutuamente exclusiva dos
genes IGF2 e H19. Ela encontra-se ndo metilada no homélogo materno e metilada
no homologo paterno e contém sete regifes de ligacdo da proteina CTCF (proteina
blogueadora do acentuador), que € sensivel a metilagdo do DNA. Um relato prévio
da literatura sugeriu que somente o sexto sitio de ligacdo do fator CTCF apresenta
metilagdo parental especifica. Este achado foi correlacionado com o padrdo de
expressao regulado por imprinting dos genes IGF2 e H19 em cancer de bexiga. No
presente estudo, o padrdo de metilagcdo alelo-especifico do gene H19 foi
determinado em duas regides distintas: no sexto sitio de ligacdo do fator CTCF
contido na DMR e no primeiro éxon do gene H19 utilizando-se trés abordagens
diferentes: MSRE-PCR-RFLP (Methylation Sensitive Restriction Enzyme -
Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism), gMSP
(quantitative real time Methylation Specific Polymerase Chain Reaction) para o sexto
sitio e MSP-CTPP (Methylation Specific Polymerase Chain Reaction with Confontring
Two Pair-Primers) para a regido do primeiro éxon em 52 amostras de tecidos
normais e/ou tumorais pareados, provenientes de 51 pacientes, coletadas junto ao
Servico de Urologia do Hospital Amaral Carvalho de Jau-SP. Em adi¢do, duas
linhagens celulares derivadas de carcinoma de bexiga, 5637 e T24 e as linhagens
HCT116 e DKO, derivadas de cancer de colon também foram analisadas quanto ao
padrdo de metilacdo da DMR correlacionada com a analise de expressao alelo-

especifica por RT-PCR (Reverse-Transcriptase Polymerase Chain Reaction) seguida



da genotipagem do RFLP Rsal. A andlise de MSRE-PCR-RFLP mostrou metilagédo
bialélica em duas amostras tumorais, sendo que em uma delas, este padrao também
estava presente no tecido normal. A andlise de qMSP revelou uma tendéncia a
niveis maiores de metilacdo no sexto sitio de ligacdo do fator CTCF no tecido
tumoral em comparacdo ao normal. Estes dados sugerem hipermetilacdo do sexto
sitio de ligacédo da proteina CTCF em um subgrupo de carcinomas de bexiga, sendo
necessarios estudos adicionais para melhor avaliagdo do potencial uso desse
marcador molecular para diagnoéstico e prognostico de cancer urotelial. Este estudo
também detectou variagdo interindividual no padrdo de metilacdo no éxon 1 do gene
H19 por MSP-CTPP: seis amostras mostraram metilacdo bialélica, cinco mostraram
metilagdo monoalélica e em apenas uma amostra houve discordancia entre o tecido
tumoral (metilagdo monoalélica) e normal (metilacdo bialélica). O significado

bioldgico desta variagdo requer estudos adicionais.



ABSTRACT

Abnormal patterns of DNA methylation, especially hypermethylation of genes
demonstrating tumoral suppressor functions represent one of the most promising
molecular markers of cancer because they can lead to functional inactivation of
critical genes. Previous studies have documented high levels of H19 gene
expression in recurrent bladder carcinomas. The H19 gene is regulated by imprinting,
is located at 11pl15.5 adjacent to the IGF2 gene (insulin-like growth factor 2 -
somatomedin A) and encodes a non-coding transcript (micro RNA miR-675). A
Differentially Methylated Region (DMR) region acts in a coordinated manner to
control the expression of the IGF2 and H19 genes by determining their reciprocal
imprinting and mutually exclusive expression patterns. The H19-DMR contains seven
potential CTCF-binding sites. These sites are located upstream to the transcriptional
initiation site, and the gamete-specific methylation acts as an insulator by precluding
CTCF binding in the paternal allele. A previous literature report have suggested that
only the sixth CTCF-binding site shows parental specific methylation. This finding
was correlated with the imprinting expression pattern of IGF2 and H19 genes in
bladder cancer. In the present study, the allele-specific methylation pattern of the
H19 gene was evaluated in two distinct target regions: the sixth CTCF-binding site
located in the DMR and the first exon of the H19 gene using three different
approaches: MSRE-PCR-RFLP (Methylation Sensitive Restriction Enzyme -
Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism), gMSP
(quantitative real time Methylation Specific Polymerase Chain Reaction) for the sixth
CTCF-binding site, and the first exon of the H19 gene was analyzed by MSP-CTPP
(Methylation Specific Polymerase Chain Reaction with Confronting Two-Pair Primers)
in 52 samples of bladder tumors matched to normal adjacent tissues obtained from
51 patients. The samples were collected at the Department of Urology, Hospital
Amaral Carvalho de Jau-SP. In addition, two cell lines derived from bladder
carcinomas, 5637 and T24 and HCT116 and DKO lines derived from colon cancer
were also analyzed concerning the methylation status of DMR correlated with the
expression analysis by allele-specific RT-PCR (Reverse Transcriptase-Polymerase

Chain Reaction) followed by genotyping of the Rsal RFLP. The results of MSRE-



PCR-RFLP analysis showed biallelic methylation in two tumoral samples; in one of
them this pattern was also detected in the matched normal tissue. The qMSP
analysis revealed a trend toward higher levels of methylation in the sixth CTCF-
binding site in tumoral cells compared to normal adjacent tissues. These data
suggest that the hypermethylation of the sixth CTCF-binding site of H19-DMR
characterizes a subset of bladder carcinomas. Further studies are clearly needed to
better evaluate the potential use of this molecular marker for diagnosis and prognosis
of urothelial cancers. This study also found inter-individual variation in the
methylation patterns in exon 1 of the H19 gene by MSP-CTPP: six samples showed
biallelic methylation, five showed monoallelic methylation and just one tumoral and
normal matched samples showed discordant patterns with monoallelic methylation in
the tumoral DNA and biallelic methylation in the normal DNA. The biological

significance of this variation requires further studies.
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. INTRODUCAO

Cancer de bexiga

O cancer de bexiga estad entre os mais comuns, seguindo os céanceres de
préstata, mama, pulmao, célon e gastricos. Apesar de poder ocorrer em qualquer
idade, a incidéncia desta neoplasia aumenta diretamente com a idade, sendo o
diagnéstico mais frequente entre 52 e 72 décadas de vida, maior incidéncia em
caucasianos e cerca de trés vezes mais frequente em homens do que em mulheres
(Jemal et al., 2008). No Brasil, ocorreram 2821 ébitos por cancer de bexiga em
2008, e houve uma estimativa de 13.110 novos casos para 2009 (INCA).

Hematuria, microscépica ou macroscoépica, indolor e intermitente € o sintoma
mais comum. Sintomas irritativos do trato urinario, urgéncia e disuria, também
constituem apresentacdes frequentes (Kirkali et al., 2005).

O diagnostico histopatologico dos carcinomas uroteliais recebeu nova
classificagdo em 1998 de acordo com WHO (Organizacdo Mundial da Saude) e a
International Society of Urological Pathology, que classificaram os tumores uroteliais
em quatro categorias: papiloma; papiloma neoplasico de baixa malignidade;
carcinoma de baixo grau e carcinoma de alto grau (Epstein et al.,1998). O estadio
histolégico do tumor priméario € baseado na extensdo da penetracdo ou invasdo da
parede da bexiga, de acordo com o sistema TNM (American Joint Committee on
Cancer — AJCC - 2002). O estadiamento do céncer de bexiga tem por objetivo
determinar se a doenca é superficial ou invasiva (comprometimento muscular) e se

sua extenséo € loco-regional ou metastatica (Pompeo et al., 2006).
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As neoplasias da bexiga urinaria sdo em geral de natureza epitelial, sendo
gue 90% dos casos sdo de células transicionais, 5% sdo carcinomas de células
escamosas e apenas 2% dos tumores sdo diagnosticados como adenocarcinomas
(Kaufman et al., 2009). Ao diagnostico, aproximadamente 70% dos pacientes com
carcinoma de células transicionais (TCC) apresentam doenca superficial (Gallagher
and Millowski, 2009).

Devido a natureza multifocal desta doenca e de resseccgdes cirdrgicas
incompletas, 50 a 70% dos pacientes apresentam recorréncia nos primeiros 5 anos,
e de 10 a 20% dos pacientes irdo progredir para uma doenca invasiva (Sarkis et al.,
2004).

O diagnéstico da doenca € feito pela identificacdo macroscopica de leséo
seguida por cistoscopia e confirmagéo histolégica do diagnostico. Porém, esses séo
procedimentos invasivos e ndo isento de complicagdes. Alguns tipos de lesdes,
como o carcinoma in situ (CIS) e lesGes planas recorrentes podem ndo ser
identificadas pela cistoscopia. Assim, a citologia urinaria € o exame mais utilizado,
apesar de reduzida sensibilidade, possui alta especificidade no caso de resultado
positivo. Os exames de imagem apresentam alta sensibilidade na deteccdo de
tumores acima de 0,5cm e sdo amplamente utilizados devido ao seu baixo custo e
por ndo serem invasivos, sendo a ressecc¢ao transuretral realizada posteriormente
para diagnostico definitivo (Pompeo et al., 2006).

Em busca de um diagnéstico mais preciso e ndo invasivo, diversos
marcadores moleculares detectaveis na urina tém sido investigados. Varios tipos de
testes detectam a presenca de antigenos e outras proteinas associadas as

neoplasias uroteliais. Apesar de promissores, a acuracia dos novos marcadores
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moleculares ainda ndo € suficiente para substituir os exames convencionais (van
Rhijn et al., 2005).

O cancer de bexiga é um dos principais exemplos de carcinogénese de
contato. Carcindégenos absorvidos pela pele, inalados ou ingeridos via oral tem seu
mecanismo de excrecdo eminentemente renal e por isso estdo concentrados na
urina. O urotélio sofre alteracdes pré-neoplasicas que podem progredir para uma
neoplasia estabelecida. O tabagismo é o principal fator de risco. Varias substancias
identificadas na fumaca do cigarro mostram-se relacionadas a carcinogénese e
consideraveis evidéncias sugerem que o DNA é o alvo desses agentes, que
aparentemente determinam mutacdes em proto-oncogenes e genes supressores de
tumores (Sarkis et al., 2004). O consumo de grandes quantidades de analgésicos
por longo tempo também esta associado ao maior risco de desenvolvimento da
doenca (Pompeo et al., 2006). Muitos componentes toxicos ambientais s&o
suspeitos de terem um potencial efeito na metilagdo do DNA, organizacdo da
cromatina e histonas (Vaissiere et al., 2008). Irritacdo crénica como no caso de uso
de cateter ou infestagdo por Schistosoma haematobium também podem ser fatores
de risco para o desenvolvimento de cancer de bexiga (McDougal et al., 2008).

Dentre os fatores genéticos, a acdo de oncogenes, a repressdo de genes
supressores tumorais entre outros, podem ter papel importante na carcinogénese de

bexiga (Kaufman et al., 2009).

Epigenética e cancer

7

O termo epigenética € utilizado para definir as mudancas herdaveis na

expressao génica que ndo estdo associadas com a variacao genética (Costa, 2008).
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Os mecanismos epigenéticos sdo essenciais para o desenvolvimento, diferenciagéo
celular, protecdo contra genomas virais e parece ser critico para a integracdo de
sinais enddgenos e ambientais durante a vida celular ou do organismo como um
todo. Mecanismos epigenéticos incluem a inativagdo do cromossomo X, a metilagdo
do DNA sitio especifica, as modificacdes covalentes pds-traducionais de histonas,
silenciamento génico mediado por RNA e o imprinting genémico (Salozhin et al.,
2005; Vaissiére et al., 2008). Esse tipo de regulacdo tem sido observada em um
largo espectro de organismos, vegetais e animais, sugerindo que o fenébmeno é
conservado (Peterson et al., 1993).

Além de muitas mutacbes e aberragBes cromossOmicas ja descritas em
cancer, a regulacdo epigenética da expressao génica acrescenta um mecanismo
alternativo de ativagdo de proto-oncogenes ou inativacdo de genes supressores de

tumor (Cooper et al., 1996).

Metilagéo e imprinting gendmico

Eventos epigenéticos sao cruciais no controle de células normais e eventos
anormais podem estar associados com o desenvolvimento de cancer.

As citosinas imediatamente seguidas por uma guanina, compreendendo 0s
dinucleotideos CpGs, aparecem em menor propor¢ao que o esperado no genoma
humano. Porém, algumas regides denominadas ilhas CpG séo particularmente ricas
nestes dinucleotideos e se concentram em regides promotoras de genes (Rainho et
al., 2004). Em mamiferos, a metilagdo no carbono 5 da citosina, catalisada por
enzimas da familia das DNA metiltransferases responsaveis pela adicdo de um

7

grupo metil nas citosinas, é a principal modificagdo epigenética do DNA,
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praticamente restrita as citosinas dos dinucleotideos CpG e base do imprinting
gendmico (Salozhin et al., 2005).

O imprinting genébmico € uma forma de regulacdo na qual os dois alelos
parentais de um gene sdo diferencialmente expressos (Feinberg, 1999), resultando
em uma expressao monoalélica do mesmo. Ele foi descoberto no inicio dos anos 80
e é definido como uma modificacdo epigenética gameta dependente, ou seja, €
dependente do sexo de onde se originou 0 material genético. Assim, alguns genes
podem funcionar diferentemente dependendo da origem parental dos alelos. No
inicio desta mesma década, algumas pesquisas com animais experimentais
revelaram que o0s genomas paternos e maternos sdo funcionalmente nao
equivalentes, mas sdo conjuntamente essenciais para o desenvolvimento normal do
embrido (Cui, 2007). Essa modificagdo do material genético & reversivel entre
geracgles, ou seja, um alelo que € inativo em uma geracao pode se tornar ativo em
uma geracdo subsequente. A maioria dos genes controlados por imprinting
(aproximadamente 80%) esta fisicamente ligada a outros genes controlados da
mesma forma. Acredita-se que a organizacdo em clusters seja um reflexo da
regulacdo coordenada dos genes localizados no mesmo dominio cromossdémico
(Reik et al.,, 2001; Peterson et al., 1993). Evidéncias bioquimicas do imprinting
também vieram com a descoberta dos genes IGF2 e H19, quando pesquisadores
descobriram que a heranca materna do alelo ndo produzia nenhum fenotipo
detectavel, diferente da herancga paterna de mutacdes no gene IGF2 (Peterson et al.,
1993).

Durante a gametogénese, um alelo é epigeneticamente marcado de forma
gue distinga ele do seu homélogo no zigoto. Esse processo resulta em um locus que

€ epigeneticamente hemizogoto. A combinagdo de alelos paternos e maternos
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controlados por imprinting é necessaria para o sucesso do desenvolvimento
embrionario (Peterson et al., 1993). Uma vez estabelecido, o padrdo epigenético &
estavelmente propagado para muitas geracdes celulares. A perda da regulagéo
desse padrdo tem um papel importante no processo da tumorigénese (Vaissiére et
al., 2008).

Com a descoberta do primeiro gene controlado por imprinting no inicio dos
anos 1990 foi observado que o fendbmeno tinha um importante efeito sob doencas
genéticas humanas (Reik et al., 2001). Atualmente, dezenas de genes regulados por
imprinting foram identificados no genoma humano (http://www.geneimprint.com). Os
genes H19 e IGF2 sdo exemplos particularmente bem documentados. Localizados
em 11pl5.5, estes genes estdo ligados e sdo expressos de forma mutuamente
exclusiva (Zhang e Tycko, 1992). O gene H19 codifica um transcrito ndo traduzido,
expresso maternamente e o IGF2 codifica o fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF-II), que é o principal agente mitogénico fetal mostrando expressao
exclusiva do alelo paterno. A expressdo monoalélica parental-especifica destes

genes € importante para o crescimento e desenvolvimento normais e, alteracdes

deste padréo tém sido associadas a doengas humanas, incluindo o cancer.

Genes H19 e IGF2

Inicialmente, o envolvimento do gene H19 no cancer foi sugerido pela sua
provavel acdo supressora de tumor. Hao et al. (1993) observaram um atraso do
crescimento e mudangas morfolégicas quando linhagens celulares tumorais foram
transformadas com um vetor de expressao contendo este gene. Além disso, a

diminuicdo ou a auséncia de expressao do H19 foi associada com a perda da fungéo
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inibidora do crescimento. Segundo Hoffman e Vu (1996), o fato do gene H19 ser
normalmente expresso de forma monoalélica é potencialmente importante, pois a
perda ou mutacdo no alelo materno deixaria a célula sem a sua atividade supressora
de tumor e, portanto, contribuiria para a transformacg&o neoplésica.

A ligacdo entre perda de imprinting e desenvolvimento de malignidades
comegou a ser observada em pacientes com tumor de Wilms, quando
freqientemente se observava a perda de heterozigose da regido do cromossomo
11p15.5 onde estdo mapeados os genes IGF2 e H19, com perda preferencial do
alelo materno. Quando ndo havia perda de heterozigose, a regido apresentava
hipermetilacdo do sitio no alelo materno do promotor do H19, um mecanismo
epigenético de inativagdo do H19, o que também sugeria que o H19 pudesse ser um
gene com propriedades supressora de tumor (Cooper et al., 1996). A proposta de o
gene H19 ser supressor de tumor também advém do fato de alguns tipos de tumores
estarem acompanhados pela perda da por¢do do cromossomo materno em 11p15.5
e pela frequéncia de dissomia uniparental paterna dessa por¢cdo cromossdmica.
Porém pouco é conhecido sobre a possivel relagdo entre a expressdo do H19 e
tumorigénese, ja que resultados obtidos ndo sustentam a proposta, uma vez que o
gene se encontra expresso em altos niveis em alguns tipos de canceres (Elkin et al.,
1995).

Um centro regulador do imprinting foi sugerido como um dominio chave que
atua de forma coordenada na regulagédo da expressdo dos genes IGF2 e H19
(Thorvaldsen et al., 1998; Bell e Felsenfeld, 2000; Hark et al., 2000). Este centro
determina o imprinting reciproco e a expressdo mutuamente exclusiva destes genes
(silencia o alelo materno de IGF2 que é expresso exclusivamente pelo alelo paterno,

enquanto que o H19 é somente expresso pelo alelo materno, estando o paterno
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reprimido) (Li et al., 1993) e baseia-se em duas regifes reguladoras: a primeira é
constituida por dois acentuadores localizados downstream ao gene H19 e, a
segunda, € uma regido diferencialmente metilada (DMR) de 2Kb upstream ao H19
(Feil e Khosla, 1999; Bell e Felsenfeld, 2000; Ishihara et al., 2000). Uma delecéo
nesta regido resulta na perda do imprinting tanto do gene H19 quanto do IGF2
(Thorvaldsen et al., 1998).

Sob condi¢bes normais, a metilagdo da DMR no homélogo paterno atuaria
como um centro de inativagdo que “silenciaria” a expressao do gene H19, enquanto
a auséncia da metilacdo no cromossomo materno permitiria a ligagdo da proteina
bloqueadora do acentuador (CTCF), que atuaria como uma barreira ou isolante da
cromatina impedindo a interacdo entre o gene IGF2 e os elementos acentuadores
localizados downstream (Reik e Murrel, 2000; Bell e Felsenfeld, 2000; Hark et al.,
2000). A CTCF é uma fosfoproteina do tipo zinc finger evolutivamente conservada
(Ohlsson et al., 2001).

Assim, a regido promotora do gene H19 ou H19-DMR é considerada um
importante ponto de controle do imprinting neste locus. Ela contém sete regifes de
ligacdo da proteina CTCF no genoma humano e quatro sitios de ligagdo no genoma
de camundongos. Todos os sete sitios estdo localizados upstream ao inicio do sitio
de transcricdo e, acredita-se que a sua metilacdo impede a ligagdo da CTCF
(Kanduri et al., 2000). Apds a andlise do DNA modificado pelo bissulfito de sodio e
posterior sequenciamento do DNA da H19 DMR, foi possivel demonstrar que
somente o sexto sitio de ligagdo da proteina CTCF apresentava metilagdo especifica
bem como uma correlagdo entre a presenca de metilacdo deste com o padrdo de
expressao dos genes IGF2 e H19 em cancer de bexiga (Takai et al., 2001). Neste

estudo, observou-se a hipometilacdo do alelo paterno na regido de ligacdo da
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proteina CTCF enquanto que o alelo materno esporadicamente estava metilado.
Estes dados sugeriram que o sexto sitio de ligagdo da proteina CTCF € a regido
reguladora critica da expressao dos genes H19 e IGF2 e que a perda do imprinting
do H19 esta relacionada com a hipometilagdo do alelo paterno em tumores de
bexiga (Byun et al., 2007).

Como modelo, este mecanismo é muito interessante porque prediz que
alteracbes da metilagdo de origem parental especifica da DMR podem ocorrer em
dois sentidos: a perda de metilagdo do alelo paterno levaria & expresséo bialélica do
gene H19. Por outro lado, a hipermetilagdo do alelo materno inativaria este provéavel
gene supressor tumoral e conduziria a expressao bialélica do fator de crescimento
IGF2, simultaneamente. Em especial, esta segunda situagdo poderia resultar em
vantagens de crescimento celular e progressdo no processo de carcinogénese.

A perda do imprinting (LOI) em 11p15.5 foi descrita em mais de 20 tipos
tumorais diferentes (Feinberg, 1999), o que inicialmente sugeriu que esta
anormalidade seria um evento somatico tumor-especifico. A LOI foi observada em
canceres pediatricos e foi associada a progressdo tumoral em leucemia mieldide
cronica (Randhawa et al., 1998). No entanto, em pacientes com a Sindrome de
Beckwith-Wiedemann (uma patologia que predispde ao desenvolvimento de tumores
pediatricos como tumor de Wilms e rabdomiossarcomas), foi relatada LOI
constitucional em fibroblastos de pele, tecido renal normal e em leucécitos de
sangue periférico (Weksberg et al., 1993; Joyce et al., 1997). Estes achados
sugeriram que a LOI pode preceder o desenvolvimento do cancer e servir como um
marcador para avaliagcao de risco.

Fora do contexto de uma sindrome de predisposicdo ao céancer, a histéria

familial permanece o dado mais importante para a identificagdo da maioria dos
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pacientes com risco para desenvolvimento de cancer. Primeiramente, Cui et al.
(1998) detectaram a LOI do gene IGF2 em cancer colorretal esporadico, assim como
na mucosa colénica normal pareada e em leucécitos. Baseado nestes dados foi
sugerido que a LOI pode ser crucial para se definir um subgrupo de pacientes com
cancer ou individuos com risco de desenvolvimento de cancer. Cui et al., (2003)
demonstraram que a raz&o de probabilidade ajustada de LOI para o gene IGF2 em
linfocitos era 5,15 para pacientes com uma historia familial positiva para cancer
colorretal; 3,46 para pacientes com histéria pessoal de adenomas de colon e 21,7
para pacientes com cancer colorretal. Estes resultados sugeriram que a LOI pode
ser um marcador de risco individual para cancer.

Kaneda e Feinberg (2005) mostraram que em modelos animais, alteracdes
epigenéticas pré-existentes em células normais aumentam o risco de
desenvolvimento de tumores pelo favorecimento da expansao clonal das células da
mucosa intestinal e/ou pela modulagcdo do efeito das alteracbes genéticas
subsequentes. Cui (2007) reafirmou o potencial do uso da LOI em 11p15.5 como
marcador de risco de cancer para pacientes com histéria familial ou pessoal de
cancer colo-retal e sugeriu a extensdo do estudo deste biomarcador para outros

tipos de canceres.

Expressao e imprinting dos genes H19 e IGF2 em cancer de bexiga

O gene H19 ¢é abundantemente expresso nos estagios iniciais da
diferenciacdo embrionaria. Recentemente foi demonstrado que esse gene funciona
como um transcrito primario de micro RNA (pri-miRNA) em humanos e

camundongos (Cai et al., 2007). Durante o desenvolvimento fetal subsequente ele é
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seletivamente expresso em certos tecidos, mas sua expressao é praticamente nula
na vida pdés-natal, assim como na mucosa normal da bexiga em adultos. Devido a
re-expressao em carcinomas de epitélio de bexiga, o gene H19 tem sido
considerado por alguns pesquisadores como um oncogene (Ariel et al., 1995). Em
adicdo, o gene IGF2 é um potente mitdgeno e é altamente expresso em muitos
tumores (Elkin et al., 1995). A expresséo bialélica de IGF2 é comumente relatada em
varios tipos de céanceres devido a perda de imprinting (Byun et al., 2007),
funcionando assim como um fator de crescimento tumoral.

A expressdo do H19 em tumores adultos foi estudada em amostras de
diferentes tecidos tumorais onde o gene é expresso na vida fetal, como mama,
célon, pulméo e bexiga, e embora fosse esperada a auséncia de expressao do gene,
comparando-se com o que ocorre em tumor de Wilms, foram encontrados altos
niveis de expressdo do gene. Um dos carcinomas estudados foram os derivados de
epitélio transicional da bexiga urinaria, que possui abundante expressdo de H19 na
vida fetal. Estudos iniciais mostraram que os altos niveis de expressdo de H19
estava relacionado com a perda de imprinting do gene, um forte indicativo de que
mecanismos epigenéticos podem de fato ter um papel na patogénese do cancer de
bexiga (Cooper et al., 1996).

O aumento significante do transcrito do gene H19 durante o processo de
tumorigénese pode ser resultado da ativagdo transcricional e/ou do aumento da
estabilizagcdo do RNA. A perda de imprinting do gene permitindo a transcricdo dos
alelos também pode ser responsavel por esse aumento. A expressédo bialélica dos
genes H19 e IGF2 pode ser considerada um indicio de transformacéo celular (Elkin

et al., 1995).
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Aprofundando a investigacdo do potencial papel do imprinting durante a
progressao do tumor de bexiga, foi expandida a analise da expressdo do H19 em
tumor de bexiga e demonstrada uma significante correlacao entre expressao do H19
e avancado grau tumoral. Também foi observado que o H19 e IGF2 estdo expressos
em altos niveis em muitas linhagens celulares de cancer de bexiga (Cooper et al.,
1996).

Ensaios de hibridag&o in situ para a detecgédo do RNA do gene H19 em cortes
histol6gicos de amostras fixadas e incluidas em parafina de tumores de bexiga com
diferentes graus histolégicos (Ariel et al., 1995) revelaram a expressdo deste
transcrito em tumores graus Il e lll, carcinomas invasivos e em carcinomas in situ.
Os autores relataram também altos niveis de expressao deste gene na bexiga
urinaria fetal, mas auséncia de expressdo no urotélio normal de adultos e em
tumores de baixo-grau, ndo invasivos. Estes dados sugeriram que a expressao do
gene H19 poderia ser utilizada como marcador tumoral de progressao para fenotipos
mais agressivos em carcinomas de bexiga. Estes achados foram corroborados por
dois outros estudos: Cooper et al. (1996) demonstraram que este gene se expressa
preferencialmente em tumores mais avancados e Ariel et al. (2000) sugeriram 0 uso
do H19 como um marcador prognostico para a deteccdo precoce de recorréncia,
considerando-se que o tempo de sobrevida livre da doenca entre a primeira biopsia
e a recorréncia foi significantemente menor em pacientes com tumores que
apresentavam uma grande fracdo de células expressando este RNA. Esta hip6tese
também foi apoiada pela analise da recorréncia tumoral em pacientes com tumores
de baixo grau. Esteves et al. (2006) relatou uma associacdo semelhante entre a
expressdo do gene H19 em tumores carcinomas de células escamosas de cabeca e

pescogo de baixo grau.
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Outras pesquisas indicam o uso da expressdo aumentada de H19 como um
marcador precoce de recorréncia em cancer de bexiga. E possivel que esse
aumento de expressao seja devido a expressao do alelo metilado paterno do gene
H19 que normalmente ndo se expressa. Desta forma, a perda da metilagéo alelo-
especifica poderia estar envolvida nesse aumento anormal da expressao dos genes
H19 e IGF2 (Byun et al., 2007).

Poucos relatos prévios investigaram a LOl dos genes H19 e IGF2 em
carcinomas de bexiga. Elkin et al. (1995) descrevem pioneiramente alteragbes no
padrdo de imprinting destes genes nestes tumores. De um total de 12 carcinomas
estudados, quatro foram informativos para os ensaios de expressao génica alelo-
especifica, dois dos quais mostravam expresséo bialélica do gene H19 e um deles a
LOl do gene IGF2, concomitantemente. Byun et al. (2007), com objetivo de
determinar a frequéncia de LOI detectada pela perda do padrdo de expressao alelo-
especifico (expressdo bialélica), compararam os dados de pirosequenciamento
alelo-especifico para relacionar com as alteracdes na metilacdo do DNA em
amostras de cancer de bexiga. Foi observado que todos 0s casos com expressao
bialélica estavam associados com decréscimo da metilagdo do alelo metilado,
embora tenham sido observados casos com alteracdo na metilacdo ndo associada a
expressdo bialélica. Os autores sugeriram que a metilacdo aberrante do alelo
metilado € um evento precoce na LOI e precede a expressdo bialélica. Assim, o
autor afirma que o estudo da metilacdo do DNA ndo pode ser diretamente
correlacionado com expresséo bialélica destes genes.

Recentemente, o gene H19 passou a ser proposto como um microRNA, o
miR-675, o qual atuaria na regulagéo da expressédo do gene IGF2 na forma de RNA

processado e funcional. Isso poderia implicar que o H19 teria um papel na regulacéo
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nao apenas in cis, mas também in trans, interferindo na LOI de IGF2 como miRNA
ou siRNA, regulando pos-transcricionalmente ou na traducdo do mRNA de IGF2
(Gabory et al., 2006).

Embora o mecanismo de agdo do H19 seja desconhecido, tem sido
demonstrado que varios genes apresentaram expressao alterada na presenca de
expressdo do RNA H19. Estes genes foram relacionados com o0s processos de
invasdo, migracdo e angiogénese. Adicionalmente, alguns genes com funcdo de
adesdo celular apresentam expressdo diminuida com o aumento de expressdo do
gene H19, o que levaria a intensificacdo do poder de invasao do tumor (Ayesh et al.,

2002).

miRNA e Cancer

Descobertos recentemente, os miRNAs representam um grupo de pequenos
RNAs envolvidos na regulacdo da expressdo génica (Cowland et al., 2007).
Constituem uma familia de RNAs regulatérios ndo codificantes de 19 a 28
nucleotideos, derivados de RNAs de dupla fita. Pequenos RNAs mediam o
silenciamento génico através de pelo menos quatro diferentes mecanismos:
clivagem endonucleolitica do mRNA de mesma origem através do pareamento
especifico de bases com a molécula alvo; repressdo traducional;, represséo
transcricional através de modificacdes no DNA e/ou histonas e elimina¢cdo do DNA
através de modifica¢des de histonas (Kim, 2005).

Os pri-miRNAs (miRNAs primérios) ndo codificadores de proteinas séo
sintetizados pela RNA polimerase |l e processados pés-transcricionalmente pela

adicdo de um 5’cap e uma 3’cauda poli A. O pri-miRNA € processado no nucleo por
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um complexo de endonuclease RNase Ill chamado Drosha e um cofator. Como
resultado, é produzida uma estrutura em hairpin de 70 nucleotideos chamado pré-
mMiRNA. Este é transportado para o citoplasma e entdo processado por outra enzima
RNase lll, a Dicer. A Dicer corta a por¢ao do loop da estrutura em hairpin, resultando
em uma estrutura dupla fita imperfeita de 22 nucleotideos. O duplex € desfeito e a
fita de miRNA é incorporada ao complexo RISC (RNA-induced silencing complex).
Finalmente, um complexo efetor ribonucleoprotéico contendo a simples fita de RNA
direciona a ligagdo sequéncia-especifica ao mRNA alvo (Cowland et al., 2007).

O primeiro miRNA identificado, produto do gene lin-4 e let-7 em C. elegans,
tem um importante papel no controle do desenvolvimento (Lu et al., 2005). Embora
apenas a funcao de alguns miRNAs tenha sido caracterizada, tem se mostrado que
os miRNAs participam claramente no controle da proliferacdo e diferenciacédo
celular, resposta ao estresse, imunidade, regulacdo transcricional e apoptose
(Cowland et al., 2007 e Yang et al., 2008). Desta forma, a perda da regulacao
desses miRNAs pode estar relacionada a diferentes tipos de cancer.

Atualmente, existem evidéncias de que a expressdo de miRNAs esta alterada
no cancer e estes perfis alterados de expressdo podem implicar diretamente no
processo carcinogénico. Alguns miRNAs parecem demonstrar expressdo aumentada
no cancer, agindo como oncomiRs, uma vez que séo capazes de inibir a expressao
de supressores tumorais. A fungdo dos miRNAs no cancer parece ser interrompida
pelos mesmos mecanismos que afetam a expressdo de genes codificadores de
proteinas, como amplificagdo, translocacgdo, delecdo e mutacBes de sequéncias de
DNA codificadoras de pri-miRNAs, bem como por alteracdes epigenéticas que

alteram a transcricdo do miRNA (Cowland et al., 2007).
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A primeira ligacao direta entre miRNAs e cancer foi feita pelo grupo de Carlo
Croce em 2002, que descreveu a perda da expressdo do miR-15 e miR-16,
mapeados em 13q14, que foram deletados em leucemia linfocitica cronica de células
B (Calin et al., 2002). Os modelos knockout de miRNAs, assim como estudos de
expressao in vitro, demonstraram que um unico miRNA pode afetar os niveis de
expressdo de multiplos mMRNAs codificadores de proteinas supressoras tumorais e
as derivadas de oncogenes (Rouhi et al.,2008).

Estudos mostraram que o perfil de expressao dos miRNAs séo distintos entre
o tecido normal e tumoral, e entre diferentes tipos tumorais. Interessantemente,
niveis reduzidos de expressao de miRNAs é um achado comum em muitos desses
estudos, sugerindo que alguns deles podem agir como um suposto gene supressor
tumoral (Lujambio et al., 2007).

Houve muitos progressos na ultima década no desenvolvimento da taxonomia
molecular do céncer. Tornou-se claro que muitos transcritos ndo codificantes de
proteinas sdo miRNAs que podem ser usado para classificar uma ampla variedade
de céanceres humanos (Lu et al., 2005). Muitos miRNAs também podem ser Uteis
para sub-classificar os tumores originados de um tecido particular. A expressao
especifica de miRNAs tem sido correlacionada com subtipos histolégicos de certos
tipos de cancer. Esses miRNAs parecem ter um papel distinto na patogenicidade em
diferentes tipos histol6gicos e pode ser util no diagnostico (Tam, 2008).

Fatores epigenéticos podem afetar a expressdo de miRNAs. Estd bem
documentado que genes supressores tumorais podem ser silenciados por alteracdes
na metilacdo das citosinas localizadas nos dinucleotideos CpG da regido promotora
bem como em residuos especificos de aminoacidos nas histonas (Cowland et al.,

2007). Acredita-se que os mMIRNAs sdo regulados similarmente aos genes



30

codificadores de proteinas. Assim, uma forma de inativar os miRNAs supressores
tumorais pode ser pela hipermetilagdo do DNA e/ou pela desacetilagdo de histonas
das regifes promotoras dos genes correspondentes (Cowland et al., 2007).

Niveis menores de expressdo de miRNAs em células tumorais tém sido
fortemente relacionada a presenca de hipermetilacdo de ilhas CpG nos promotores
desses genes (Lujambio et al., 2007). Em muitos canceres, a hipermetilagéo de ilhas
CpGs em regides promotoras resulta em um silenciamento transcricional herdavel de
genes supressores de tumor. No entanto, ap0s exposi¢cdo da célula a agente
desmetilante, sob mutagdo das DNA metiltransferases ou, apds o tratamento com
inibidor de desacetilase de histonas, estes podem ser re-expressos (Lee e Dultta,
2008). Cowland et al. (2007), relataram o envolvimento da regulacdo epigenética dos
mMiRNAs no cancer. Os autores demonstraram que uma propor¢cao pequena de
mMiRNAs, porém significante, mostra um aumento de expressao apds o tratamento
com uma combinacdo de inibidores de HDAC (desacetilases de histonas), acido
fenilbutilico e um agente desmetilante (5-aza-2-desoxicitidina). Em particular, o
microRNA miR-127 foi epigeneticamente sub-regulado em varias linhagens
derivadas de cancer de bexiga, mama, colo do Utero, pancreas, pulmao e colon e
linfoma de Burkitt. O silenciamento epigenético de um miRNA pode ser tecido-
especifico, uma vez que sua expressao € caracteristica do tipo de cancer, estagio e
outras variaveis clinicas (Lee eDutta, 2008).

Os alvos da maioria dos pequenos RNAs controlados por imprinting sao
desconhecidos e um importante objetivo para o futuro é encontrar esses alvos e

assim a funcao bioldgica que esses RNAs exercem (Peters et al., 2008).
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Il. OBJETIVOS

Este estudo teve como objetivo principal avaliar o padrdo de metilagdo da
regidao diferencialmente metilada no centro regulador do imprinting dos genes IGF2 e

H19 em carcinomas uroteliais.

Objetivos especificos

1. Avaliar o padrdo de metilagdo do sexto sitio de ligagdo do fator CTCF
na regido diferencialmente metilada (H19-DMR) em carcinomas uroteliais
utiizando-se abordagens qualitativa (Methylation Specific Restriction
Enzyme - Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment Length
Polymorphism) e quantitativa (QMSP, quantitative real time Polymerase

Chain Reaction);

2. Avaliar o padrdo de metilagdo do éxon 1 do gene H19 por MSP-CTPP
(Methylation Specific Polymerase Chain Reaction with Confronting Two-

Pair Primers), nas mesmas amostras;

3. Correlacionar os achados com parametros clinicos e histopatologicos;

4. Avaliar o padréo de metilacdo do sexto sitio de ligacdo do fator CTCF
na DMR e correlaciona-lo com o padrédo de expresséo alelo-especifico do
gene H19 em duas linhagens celulares de carcinoma de bexiga (5637 e

T24) e nas linhagens HCT116 e DKO, derivadas de carcinomas de célon.
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lll. MATERIAL E METODOS

Caracterizagcdo da amostra

Este estudo incluiu 51 pacientes portadores de tumores uroteliais. As amostras
de tecido foram coletadas previamente junto ao Servico de Urologia do Hospital
Amaral Carvalho de Jau — SP, ap0s a obtencé@o do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (anexo 1) e apds a aprovacgédo do estudo pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP (anexo 2). Foram
avaliados 45 pares de amostras de tecidos tumorais e de epitélio morfologicamente
normal adjacente ao tumor, confirmado pela andlise histologica, seis amostras de
tecido tumoral ndo pareado e uma amostra ndo contendo area representativa do
tumor (auséncia de neoplasia). As amostras foram obtidas de acordo com os
protocolos preconizados pelo Comité de Etica em Pesquisa Nacional e com a
Helsinki Declaration de 1975, revisada em 2000.

Os critérios de inclusdo no estudo foram: pacientes submetidos a tratamento
cirargico com intengdo curativa junto ao Servigo de Urologia do Hospital Amaral
Carvalho de Jau — SP, com ou sem historia prévia de carcinoma urotelial, porém n&o
submetido a tratamento quimio e/ou radioterapico prévio a coleta do tecido tumoral
da bexiga urinaria. Os prontuarios médicos foram examinados para a obtencédo de
dados demogréficos (idade, sexo), informagdes sobre o estilo de vida (consumo de
alcool e tabaco), exposicao ocupacional e dados clinicopatologicos.

Para a uniformizacdo dos critérios de diagnéstico e classificagdo, um
fragmento de cada amostra enviada ao laboratério foi incluido em parafina para

posterior confeccdo de laminas e reavaliagdo histopatolégica, segundo as
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determinacbes da WHO/ISUP (Epstein et al., 1998), por um mesmo médico
patologista, o Prof. Dr. Jodo Lauro Viana de Camargo, do Departamento de
Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP.

As linhagens 5637 e T24 derivadas de carcinomas uroteliais de bexiga de alto
grau nao invasivo e invasivo, respectivamente, e as linhagens derivadas de
carcinomas de colon HCT116 e DKO, que séo células HCT116 duplo knockout para
as DNA metiltransferases 1 e 3b (DNMT1 e DNMT3b) (Han et al., 2007) também
foram incluidas no presente estudo. As linhagens 5637 e T24 foram obtidas junto ao
Banco de Células da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). As células
HCT116 e DKO foram gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Ligia da Veiga Pereira,

Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade de Séo Paulo (USP).

O DNA tumoral obtido foi submetido a trés abordagens diferentes visando a

avaliacdo do padrao de metilacdo do DNA do gene H19:

1. Deteccdo do padréo de metilagdo alelo-especifico da DMR baseada em
MSRE (Methylation Specific Restriction Enzyme) seguida da andlise de PCR-
RFLP (Polymerase Chain Reaction — Restriction Fragment Length

Polymorphism).

2. Deteccdo do padrdo de metilacdo alelo especifico baseada em MSP-CTPP
(Methylation Specific Polymerase Chain Reaction with Confronting Two-Pair

Primers).

3. Quantificacdo da metilacdo do DNA no sexto sitio de ligacdo do fator CTCF
da DMR por gMSP (quantitative Methylation Specific Polymerase Chain

Reaction).
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As linhagens foram submetidas a analise do padrdo de metilacdo alelo-
especifico da DMR baseada em MSRE-PCR-RFLP, gMSP e do padrdo de
expressao alelo-especifico, cujo protocolo encontra-se descrito a seguir (item 4:

Analise do padrdo de expresséao alelo-especifico do gene H19).

Cultura das linhagens celulares

As células permaneceram armazenadas (aliquotas de 1x10° células/mL) em
solugdo de congelamento contendo DMSO a 10%, em nitrogénio liquido. No
momento do uso, as células foram descongeladas e cultivadas em monocamadas,
em frascos de cultura de 25 cm®. Nas culturas, incubadas em estufa a 37°C e 5% de
CO,, utilizou-se os meios de cultivo DMEM+F10 (Gibco) e RPMI (Gibco),
respectivamente para as linhagens 5637 e T24 e o meio McCoy's 5A para as
linhagens HCT116 e DKO, todos suplementados com 10% de soro fetal bovino
(LGC) e antibidticos (estreptomicina 1% e penicilina 1%), pH 7,4. Ao atingirem o
estado de confluéncia, as células foram subcultivadas. Para isso, o meio de cultura
foi retirado e foram acrescentados 5 mL de solugdo de Hanks 1X, por dois minutos.
Apbs esse periodo a solucao de Hanks foi descartada e foram acrescentados 2mL
da solucéo de 0,25% tripsina/EDTA 1X (Invitrogen), durante cinco minutos ou até o
desprendimento das células, quando, entdo, foram adicionados 2mL de meio
completo para a inibicdo da tripsina. Os experimentos foram conduzidos com as
células em crescimento exponencial, apés o terceiro subcultivo. Um total de 1X10°
células foi subcultivado em frascos de 25cm?. Estas células foram submetidas ou
nao ao tratamento continuo com o agente desmetilante 5 aza 2" desoxicitidina (5Aza)

(Sigma) na concentracdo de 1uM durante 4 dias. A 5Aza foi diluida em DMSO a uma
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concentracdo de 1mM. Durante o periodo do tratamento, o0 meio de cultura foi
renovado a cada 24 horas, sendo a droga adicionada ao meio imediatamente antes
do uso. Para cada linhagem, um frasco controle contendo apenas o diluente foi
submetido ao mesmo protocolo. Decorrido este periodo, as células foram
recuperadas durante 48 horas de crescimento em meio completo sem a droga. Cada
tratamento foi realizado em duplicada, sendo um frasco destinado para a extracéo

de DNA e o outro para a extragédo de RNA.

Obtencéo do DNA gendmico

Areas representativas do tecido tumoral a fresco foram fragmentadas com o
auxilio de pinga e tesoura cirargicas estéreis, transferidas para tubos de
microcentrifuga de 1,5mL e submetidas a desagregacdo enzimatica pela adicdo de
50uL de proteinase K na concentracdo final de 100ug/mL, 450uL de tampé&o de
extracao (100mM de Tris pH 8,0; 50mM de EDTA e 500mM de NaCl) e 25uL de SDS
a 20%. Para a extragdo do DNA das linhagens celulares, o pellet foi ressuspendido
em 500uL de tampéo de extracdo, 20uL de proteinase K e 25uL de SDS a 20%.
Apds homogeneizacao, os microtubos foram incubados a 37°C, overnight.

Apo6s a digestdo protéica, foi realizada a extragdo padrdo com solventes
organicos. Foi adicionado 0,5mL de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1)
seguido de homogeneizacdo por um minuto e centrifugacdo a 14000 rpm por 20
minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e a etapa anterior
foi repetida uma vez. O sobrenadante foi novamente transferido para um novo tubo e
a este foi adicionado 0,5mL de cloroféormio. Novamente foi feita a homogeneizacao

por 1 minuto e centrifugacdo a 14000 rpm por 20 minutos. Em seguida, o
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sobrenadante foi transferido para um novo microtubo, sendo o volume da amostra
estimado visualmente. O DNA foi precipitado adicionando-se aproximadamente 10%
deste volume de acetato de aménio 7,5M e dois a trés volumes de etanol absoluto
gelado. O microtubo foi mantido & —20°C overnight. Em seguida, o material foi
centrifugado a 14000 rpm durante 15 minutos e depois de descartado o
sobrenadante, o pellet de DNA foi lavado com etanol 70%, secado a temperatura
ambiente e ressuspendido em 80uL de agua ultra-pura estéril, sendo posteriormente
armazenado em freezer —20°C. A quantidade e a qualidade do DNA isolado foram

avaliadas atraveés da leitura em espectrofotometro NanoDrop® ND-1000.

Todos os ensaios laboratoriais foram baseados na Reacdo em Cadeia da
Polimerase. Na tabela 1 encontram-se os oligonucleotideos iniciadores utilizados em

cada abordagem metodoldgica do presente estudo:
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Tabela 1. Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados no presente estudo.

Tipo de analise

Sequéncia dos oligonucleotideos

Referéncia

MSRE-PCR-
RFLP

Primeira amplificacéo
II: 5"-CAATGAGGTGTCCCAGTTCCA-3’
lll: 5°-CACATAAGTAGGCGTGACTTGA-3

Nested PCR
lla; 5"-CCTAGTGTGAAACCCTTCTCG-3’
b 5-TGTGGATAATGCCCGACCTGA-3’

Esteves et
al., 2006

MSP-CTPP*

Genotipagem — PCR multiplex
H19-GF: 5" TCGGGGAGTTGCAGCAGGACG-3’
H19-GR: 5'-GAGCGGTGAGGGCATACAGCG-3’

H19-AF: 5 -GAGCAAGAGGGCAGGGAGGGA-3’
H19-AR: 5-CCGCTTCGCCCTCCTGGTGAT-3’

MSP

H19-G-MF: 5-TTCGGGGAGTTGTAGTAGGACG-3’

H19-G-MR: 5"-CCCTAAACCGCAATACCTCG-3’

H19-A-MF: 5°-AGTTTCGAGGGTTGGAGAGC-3’
H19-A-MR: 5"-CCGCTTCGCCCTCCTAATAAT-3

Sasamoto et
al.,2004

qMSP**

Sequéncia do normalizador (gene ACTB)*
F: 5-TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT-3’
R: 5-AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA-3’

Alelo metilado
F: 5-CGCGGCGGTAGTGTAGGTT-3"
R: 5-CCCTACGACGCGTAACTTAAATAAC-3’

Alelo nao metilado
F: 5-TGTAGTTGTGGAATTGGAAGTGGTT-3’
R: 5'-CCCAAAACATTTCCACAAACAAA-3’

Hoque et al.,
2006

RT-PCR
alelo-
especifica

Gene H19
H1: 5-TACAACCACTGCACTACCTG-3"
H3: 5-TGGAATGCTTGAAGGCGTCT-3’

Gene GAPDH*
5 -CGTCTTCACCACCATGGAGA-3’
5 -CGGCCATCACGCCACAGTTT-3

Rainer et al.,
1993

Lassner,
1995

MSRE-PCR, Methylation Specific Restriction Enzyme seguida da amplificacdo por

(Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism); MSP-CTPP, Methylation
Specific Polymerase Chain Reaction with Confronting Two-Pair Primers; gMSP, quatitative real time
Polymerase Chain Reaction; RT-PCR — Reverse Transcriptase - Polymerase Chain Reaction; (*)
Guidelines for Human Gene Nomenclature: ACTB -
phosphate dehydrogenase. * - as bases realgadas em negrito discriminam os alelos do SNP. ** os
primers para regido metilada e ndo metilada foram desenhados no laboratério para esse

experimento.

actin, beta; GAPDH - glyceraldehyde-3-
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[ll.1. Deteccdo do padrdo de metilagdo alelo-especifico da DMR baseada em
MSRE (Methylation Specific Restriction Enzyme) seguida da anélise de PCR-
RFLP (Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length

Polymorphism)

Esta analise baseia-se no uso de enzimas de restricdo sensiveis a metilagédo
do DNA (Hpall), que né@o séo capazes de clivd-lo quando citosinas CpGs contidas no
seu sitio de reconhecimento estdo metiladas (C"CGG), e sua isosquizémera (Mspl),
qgue reconhece o mesmo sitio e cliva o DNA independente da presenca de metilacao
(CCGG ou C"CGG). Apds a amplificacdo pela PCR, desvios do imprinting da DMR
podem ser detectados em individuos heterozigotos para um marcador neutro, o
polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP, do inglés Single Nucleotide Polymorphism)
detectado pela enzima de restricdo Hhal. Este polimorfismo possui o identificador

rs10732516 no Database of Single Nucleotide Polymorphisms (dbSNP) (disponivel

em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp).

Esta analise foi realizada conforme um estudo prévio do nosso grupo
(Esteves et al., 2006). Inicialmente, o RFLP Hhal foi genotipado utilizando-se o DNA
obtido do tecido normal adjacente ao tumor ou, na auséncia deste, o proprio DNA
tumoral. Uma vez identificado os casos informativos (heterozigotos para o RFLP), a
analise foi repetida no DNA tumoral para a verificacdo da retencdo de ambos os
alelos na amostra tumoral (auséncia de perda de heterozigose ou LOH). Em
seguida, o ensaio foi repetido nas amostras de DNA normal e tumoral previamente
digerido com a enzima de restricdo sensivel a metilacdo Hpall. Resumidamente,
100ng de DNA de tecido normal e tumoral de pacientes informativos foram tratados

com 100U da endonuclease de restricdo Hpall a 37°C overnight. Em seguida, os
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fragmentos foram submetidos a amplificagdo pela PCR com os iniciadores Il e IlI
(tabela 1) por 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C durante 1 minuto, pareamento dos
primers a 59°C durante 1 minuto e extenséo a 72°C durante 1 minuto. Um microlitro
do produto desta reacdo foi subsequentemente utilizado como molde em uma
nested PCR, utilizando-se os iniciadores lla e lllb e as mesmas condi¢cdes de

desnaturagéo, pareamento e extensao (figura 1)

—)

Figura 1. Dados de mapeamento dos primers (retangulo amarelo) utilizados no ensaio de
MSRE-PCR-RFLP para a analise do padrao de metilagdo do sexto sitio de ligacédo do fator
CTCF na DMR, localizada a ~2Kb upstream ao gene H19. Os primers externos lll e Il geram
um produto de 436 pb e os internos lla e llib, de 323pb. A transicdo A>G detectada pela
enzima de restricdo Hhal (SNP rs10732516) estd contida nestes fragmentos (seta
vermelha). [Human (Homo sapiens) Genome Browser Gateway, assembly: Feb.2009
(GRCh37/hg19), disponivel em http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway, acesso em
marc¢o/2010)

As reacdes foram realizadas num volume final de 25uL contendo dNTPs
(125mM cada), primers (0.2 mM cada), 1.5 mM MgCl,, 10 mM Tris-HCI, pH 8.3, 50
mM KCI e 1U de Tag DNA polimerase. Apdés a verificagdo do sucesso da

amplificacdo e da especificidade da reacdo pela eletroforese em gel de
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poliacrilamida neutro a 6% e coloracéo por nitrato de prata (Sanguinetti et al., 1994),
os produtos desta PCR foram submetidos a acdo da enzima Hhal (15 unidades a
37°C overnigth). A auséncia do sitio polimoérfico resulta em uma banda de 323pb
(alelo a) enquanto que a sua presenca resulta em dois fragmentos de 151pb e
172pb (alelo b). Para um padrdo normal de metilagdo da DMR espera-se a
amplificagdo mutuamente exclusiva dos alelos a e b; no entanto, quando a presenca
dos dois alelos é detectada, ha indicagéo de hipermetilacdo da DMR.

Como controle, utilizou-se a digestdo de 100ng de DNA com 100U da enzima
de restricdo Mspl, seguindo-se as mesmas etapas descritas anteriormente. Esta
isosquizbmera da Hpall ndo é sensivel a metilacdo dos residuos de citosina em seu
sitio de reconhecimento. ApGs este tratamento, espera-se observar a auséncia de
amplificacdo dos fragmentos. A detecgdo de um produto de amplificacdo pela PCR
indica digestdo enzimética parcial, mas ndo a metilacdo da regido em estudo (falso
positivo).

Para producdo de um controle negativo uma amostra heterozigota para o
RFLP-Hhal foi amplificada utilizando-se os primers Il e Ill. Um microlitro do produto
da reacdo foi submetido a nova amplificagcdo pela PCR com 0os mesmos primers sob
as mesmas condi¢cdes de amplificagdo. Em seguida, 1,0 uL do produto da segunda
PCR foi submetido & nested PCR utilizando o par de primers internos lla e llib.
Finalmente, o produto foi dosado em espectrofotometro e 100ng foram digeridos
com 100U da enzima de restricdo sensivel a metilagdo Hpall, amplificado
novamente com o mesmo par de primers internos e analisado apdés eletroforese.
Conforme esperado, todo produto foi digerido resultado da digestéo total de todo

produto “desmetilado”. Paralelamente, foi realizada a digestdo com Mspl como forma
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de controle da reacdo, uma vez que a enzima é indiferente a metilacdo dos sitios
CCGG.

Para controle positivo, uma amostra de DNA sabidamente heterozigota para o
RFLP Hhal foi submetida a hipermetilagdo em reagcdo com Sssl (CpG) Methilase
(New England Biolabs), em que 10ug de DNA foram incubados a 37°C com 10U da
enzima por 12 horas e desnaturada em seguida por 20 minutos a 65°C. O produto
foi digerido com Hpall e Mspl para a confirmacdo da perda do padréao de metilagéo

alelo-especifico (perda do estado hemi-metilado).

l1l.2. Deteccdo do padrdo de metilacdo alelo-especifico baseada em MSP-CTPP
(Methylation Specific Polymerase Chain Reaction with Confronting Two-Pair

Primers)

Esta andlise foi proposta por Sasamoto et al. (2004). Inicialmente, o DNA do
tecido normal adjacente ao tumor foi submetido a amplificacdo pela PCR para a
genotipagem de um polimorfismo de base Unica, o0 SNP identificado pelo rs2067051
no dbSNP, segundo abordagem descrita por Hamajima (2001). As reacdes de
amplificacdo foram realizadas em um volume final de 25uL contendo 100ng de DNA
gendmico, 10pmol de cada primer, 200 uM de cada dNTP, 15 mM de Tris-HCI pH
8.0, 50 mM de KCI, 0.65 U de AmpliTaq Gold (Applied Biosystems). A reagéo
multiplex foi conduzida com os primers H19-GF, H19-GR, H19-AF e H19-AR por 35
ciclos de desnaturacdo a 94°C durante 1 minuto, pareamento dos primers a 64°C
durante 45 segundos e extensdo a 72°C durante 1 minuto. Espera-se a amplificacéo
de um produto constante de 426pb (primer set H19-GR e H19-AF), e a presenca de

uma banda de 189pb para o alelo G (primer set H19-GF e H19-GR) e/ou de 277pb
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para o alelo A (primer set H19-AR e H19-AF) apo0s a eletroforese em gel de
poliacrilamida a 6% e coloragdo por nitrato de prata. Amostras heterozigotas para
esta transicdo G>A foram consideradas informativas para a analise do padrdo de

metilacé@o alelo-especifico (Figura 2).

Figura 2. Dados de mapeamento dos primers para a genotipagem da transicdo A>G
utiizada como marcador para diferenciar os alelos na analise de MSP-CTPP. Estes
oligonucleotideos amplificam uma regido do éxon 1 do gene H19, que se sobrepde ao inicio
da ilha CpG 65, que contém o0 miR675. A transicdo A>G € detectada por uma abordagem
de PCR alelo-especifica, determinada pela base nitrogenada na posi¢do 3'do primer H19-
GF (alelo G) ou 3’do primer H19-AR (alelo A), que coincide com o polimorfismo rs2067051
(seta vermelha).

[Human (Homo sapiens) Genome Browser Gateway, assembly: Feb.2009 (GRCh37/hg19),
disponivel em http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway, acesso em margo/2010)

Para a padronizacdo da genotipagem por CTTP, utilizou-se o DNA extraido
do sangue periférico de individuos voluntarios sadios. Apos a amplificacdo por PCR
com os primers externos H19-GR e H19-AF, o produto de 426pb foi purificado e
sequenciado. As reagcfes de sequenciamento foram realizadas com o ABI PRISM

Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit v.3.1(Applied Biosystems)
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e cada um dos oligonucleotideos iniciadores do par, em reacfes isoladas. As
amostras foram carregadas em um sequenciador automatizado de DNA ABI 3100
(Applied Biosystems). Os dados do sequenciamento foram avaliados quanto a sua
qualidade no software Phred/Phrap (http://www.phrap.org) (Ewing e Green, 1998).

Ao contrario da abordagem de MSRE-PCR-RFLP que se baseia no uso de
enzima de restricdo, a MSP-CTPP discrimina os padrbes de metilagdo do DNA pelo
tratamento com bissulfito de sodio (Figura 3). Para a modificacdo do DNA pelo
bissulfito de sddio, foi utilizado um protocolo padronizado em nosso laboratério,
segundo Paulin et al. (1998), com modificacbes: 2ug de DNA genbmico foi
desnaturado em um volume final de 18uL pela adicdo de 2uL de uma solugéo de
NaOH 3M a 40°C por 15 minutos. Em seguida, foram adicionadas solugéo de uréia-
bissulfito (6,24M de uréia/2M de metabissulfito de soédio) e 6uL de solugdo de
hidroquinona a 10mM. Os tubos foram mantidos em termociclador e submetidos a
20 ciclos de 55°C durante 15 minutos, separados por um periodo de desnaturacéo a
95°C por 30 segundos. O DNA tratado foi purificado com o kit Wizard DNA Clean-UP
System (Promega), segundo as recomendacdes do fornecedor. A modificacédo foi
concluida pela adicdo de 5,0uL de NaOH 3M a temperatura ambiente durante 15
minutos. A precipitacéo foi realizada pela adicdo de 30uL de acetato de amonio 5M,
350uL de etanol 100% e 1,0uL de glicogénio (20ug/pL) (Invitrogen). O DNA
modificado foi ressuspendido em 30uL de agua ultra-pura estéril e armazenado a —
80°C para posterior amplificagdo pela PCR. Alternativamente, o DNA foi modificado
utilizando-se o kit Epitect Bisulfite kit (Qiagen), segundo as recomendacdes do
fornecedor.

As reacdes de amplificagdo foram realizadas em um volume final de 25uL

contendo 5uL de DNA modificado pelo bissulfito de sodio, 15 mM de Tris-HCI pH
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8.0, 50 mM KCI, 0.2 mM de cada dNTP, 1.5mM de MgCl,, 10pmol de cada
oligonucleotideo iniciador e 0.65U de AmpliTag Gold (Applied Biosystems). A reacao
multiplex foi conduzida com os primers: H19-G-MF, H19-G-MR, H19-A-MF e H19-A-
MR por 35 ciclos de desnaturagéo a 94°C durante 1 minuto, pareamento dos primers
a 59°C durante 1 minuto e extensdo a 72°C durante 1 minuto. Espera-se a
amplificacéo de um produto constante de 171pb (primer set H19-GMR e H19-A-MF),
e a presenca de uma banda de 135pb para o alelo G (primer set H19-G-MF e H19-
G-MR) e/ou de 99pb para o alelo A (primer set H19-A-MR e H19-A-MF) (Figura 3).
Um resultado de MSP-CTPP pode ser interpretado como metilagdo bialélica (3
bandas) ou monoalélica (2 bandas) apos a eletroforese em gel de poliacrilamida a
6% e coloragdo por nitrato de prata.

Para a obtencdo de um controle positivo para este ensaio, 1ug de DNA
gendbmico de uma amostra heterozigota foi tratada com metilase Sssl, conforme

descrito acima.
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Figura 3. Estratégia de MSP-CTPP. Apos a madificacdo pelo bissulfito de sodio que
discrimina as citosinas metiladas (C) das ndo metiladas (T), os alelos G e A s&o detectados
com dois pares de primers (setas pretas) em uma reacdo de PCR multiplex (pares H19-A-
MF/H19-A-MR para o alelo A e H19-G-MF/H19-G-MR para o alelo G).

[11.3. Quantificacdo da metilacdo do DNA no sexto sitio de ligacdo do fator
CTCF da DMR por gMSP (quantitative Methylation Specific Polymerase Chain

Reaction).

Avaliacao preliminar in silico e selegcéo de oligonucleotideos para a

amplificagdo dos sitios de ligacéo do fator CTCF na DMR.

Inicialmente, a sequéncia da DMR do gene H19 foi recuperada em bancos

de dados publicos, estendo-se até 5000pb upstream ao sitio de inicio da



transcricdo (http://genome.ucsc.edu). Em seguida, familias de DNA repetitivo

como as sequéncias Alu foram mascaradas a partir da submissdo da seqiéncia
em estudo na ferramenta Grail Experimental Gene Discovery Suite

(http://compbio.ornl.gov/Grail-1.3). Para a selecdo dos oligonucleotideos

iniciadores, inicialmente a regido alvo da DMR contendo o sexto sitio de ligagéo
do fator CTCF foi submetida a uma simulagéo da modificacdo pelo bissulfito de
sédio no software Methyl Primer Express versdo 1.0 (Applied Biosystems).
Fragmentos representativos de alelos metilados e n&do metilados foram entéo
submetidos ao software Primer Express 3.0 para o desenho de primers
especificos (tabela 1). Foram considerados critérios como o maior numero
possivel de dinucleotideos CpGs consecutivos (pelo menos dois) para garantir a
especificidade e condi¢bes uniformes de amplificacdo. Foram definidos primers

para as condi¢cdes metilada (M) e ndo-metilada (U) (Figura 4).
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A. Sequéncia ndo modificada

CAATGAGGTGTCCCAGTTCCATGGATGATGGGGATCTCGGCCCTAGTGTGAAACCCTTCTCGCAGGGTCTCTG
GCAGGCACAGAGCICCGGIGGGCTCTTGCATAGCACTGGGTATTTCTGGAGGCTTCTCCTTCGGTCTCACCGCC

TGGATGGCACGGAATTGGTTGTAGTTGTGGAATCGGAAGTGGCC/GCGCGGCGGCAGTGCAGGCTCACACATC
ACAGCCCGAGCCCGCCCCAACTGGGGTTCGCCCGTGGAAACGTC|CCGGIGTCACCCAAGCCACGCGTCGCAG

GGTTCACGGGGGTCATCTGGGAATAGGACACTCATGGGAGCCGCACCAGATCTTCAGGTCGGGCATTATCCA
CAGCCCCGTGGCCCCGGIGTCACACTCCGAGGGCTTCAGTGTCATGGCCTGGGACTCAAGTCACGCCTACTT

Modificac&o pelo bissulfito de s6dio

B. Sequéncia metilada

TAATGAGGTGTITIAGTTITATGGATGATGGGGATITCGGTTITAGTGTGAAATTTTTTTCGTAGGGTITITGGTA
GGIATAGAGITCGGGGGITITTGTATAGTATATGGGTATTTITGGAGGITTITITTTCGGTITIATICGITTGGAT
GGIACGGAATTGGTTGTAGTTGTGGAATCGGAAGTGGTCGICGCGGOGGTAGTGTAGGTTTATATATTATAGIT
CGAGTTICGITTTAATTGGGGTTCGTTCGTGGAAACGTTTCGGGTTATTTAAGTTACGCGTICGITAGGGTTTACG
GGGGTIATTITGGGAATAGGATATTTATGGGAGTCGTATTAGATITTTAGGTCGGGTATTATTTATAGITICGTGG
TTTCGGGTIATATTICGAGGGITTTAGTGTTATGGITTGGGATTTAAGTIACGITTATTT

C. Sequéncia nao metilada

TAATGAGGTGTITIAGTTITATGGATGATGGGGATITIGGITITAGTGTGAAATTTTTITIGTAGGGTITITGGTA
GGIATAGAGITIGGGGGITITTGIATAGTATATGGGTATTTITGGAGGITTITITITIGGTITIATTGITTGGATG
GIATGGAATTGGTIGTAGTTGTGGAATTGIGAAGTGGTTGIGTGGIGGTAGTGTAGGTITTATATATTATAGITTG

TATTTGGGAATAGGATATTTATGGGAGTTGTATTAGATITTTAGGTIGGGTATTATITATAGTITTIGTGGITTTGG
GTTIATATTITGAGGGITTTAGTGTTATGGTITTGGGATTTAAGTTATGTTTATTT

Figura 4. A. Sequéncia da DMR flanqueando o sexto sitio de ligacdo do fator CTCF.
Este fragmento se sobrep8e ao fragmento analisado pela estratégia de MSRE-PCR-
RFLP, onde os sitios trés sitios Hpall e o sitio polimorfico detectado pela enzima Hhal
(vermelho) estdo destacados pelos retangulos. B e C. A regido de pareamento dos
primers para a deteccdo dos alelos metilados e ndo metilados, respectivamente,
encontra-se destacada em negrito e sublinhada e os dinucletideos interrogados no

ensaio de gMSP realcados pelos quadrados.
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Anélise de quantificacdo da metilagdo do sexto sitio de ligacédo do fator

CTCF na DMR

Utilizou-se uma estratégia baseada em qMSP (real time quantitative
Methylation-Specific Polymerase Chain Reaction). As reacdes de amplificagdo foram
conduzidas no aparelho StepOne Real Time PCR System (Applied Biosystems), que
constitui uma plataforma integrada para a detec¢do, quantificacdo e monitoramento
em tempo real de produtos amplificados a partir da PCR. Os dados foram
analisados pelo StepOne™ Software v2.1 e plotados em um gréfico da intensidade
de fluorescéncia versus o numero de ciclos. Para a deteccédo da fluorescéncia foi
utilizado o corante SYBR Green que apresenta alta especificidade de ligacdo a
dupla fita de DNA. Durante a polimerizagdo dos fragmentos de acidos nucléicos, um
grande numero de moléculas do corante se liga ao DNA dupla fita recém sintetizado
e 0 aumento na intensidade de fluorescéncia foi monitorado em tempo real (Simpson
et al.,, 2000). Neste experimento também foi utilizado um corante fluorescente
(ROX™) que funciona como uma referéncia passiva, ou seja, a emissdo de
fluorescéncia por ele é constante, o que evita alteracdes na quantificacdo do produto
devido a uma possivel evaporag¢do da amostra.

As amostras de DNA modificadas pelo bissulfito de sédio utilizando-se o Epitect
Bisulfite kit (Qiagen), segundo as recomendacdes do fornecedor, foram utilizadas
como molde na reagdo de PCR. As reagfes foram realizadas em placas de 48
pocos, em triplicatas de cada amostra, num volume final de 10pL, contendo 5uL do
reagente SYBR GREEN PCR Master Mix (Applied Biosystems), 200nM de cada

iniciador, e 1puL da amostra de DNA modificado. A amplificacdo das sequéncias alvo
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e controle (normalizador) de cada amostra foi detectada na mesma placa de reacao.
As condicdes de amplificacdo para todos os iniciadores foram: um ciclo de 95°C por
10 minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. Ao
final de cada reagéo, a curva de dissociagao para cada amplicon foi utilizada para a
avaliacdo da especificidade do produto amplificado. Os dados de fluorescéncia
capturados na fase de extenséo de cada ciclo da PCR foram plotados em fung&o do
namero de ciclos pelo StepOne Software v2.1. O programa primeiramente determina
o nivel basal de fluorescéncia e o threshold na fase exponencial da curva de
amplificacdo. O ponto em que ocorre a intersec¢do do threshold com a curva de
amplificacdo é denominado de Ct (cycle threshold) correspondendo ao ciclo no qual
o sinal fluorescente excede o sinal de background da reacdo. Todas as amostras em
uma placa de reagédo foram comparadas no mesmo threshold, porém o Ct variou de
acordo com o ciclo em que a curva de amplificagéo cruza este limite. Desta forma,
cada amostra apresenta um valor de Ct especifico que correlaciona-se com a

guantidade de DNA na amostra.

Determinacéo de Curvas-Padréo

O ensaio de quantificacdo relativa é utilizado para analisar alteracdes nas
guantidades de acidos nucléicos amplificados em uma determinada amostra relativa
a outra amostra de referéncia (controle ou calibrador). A quantificacao relativa pode
ser realizada através de dois métodos: método da curva padrao relativa e método Ct
comparativo (ou AACT). No método da curva padrdo € preciso realizar, a cada
andlise, uma diluicdo em série para que seja possivel a realizagdo da quantificacao.

Em relagcdo do método CT comparativo, um experimento de validacdo deve ser
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realizado para mostrar se as eficiéncias das amplificagbes do alvo e do controle
endogeno (normalizador) sdo aproximadamente iguais. A vantagem de utilizar esse
método € que ndo é preciso usar uma curva padrdo. Isso aumenta o rendimento e
diminui os custos, ja que ndo é necessaria a utilizacdo de mais pogos e reagentes
para as amostras da curva padrdo. Isso também elimina a possibilidade de qualquer
erro de diluicdo das amostras durante a montagem da curva padrdo. O resultado
final é obtido pela formula 2724¢T,

Na determinagéo das curvas-padréo para a amplificagéo de alelos metilados,
nao metilados do gene H19 e do controle ACTB, inicialmente foi utilizado um pool de
amostras de DNA normal obtido do sangue periférico de individuos saudaveis (DNA
referéncia). Diluicbes seriadas do estoque de DNA modificado foram utilizadas para
estabelecer cada curva padrdo. As reacdes foram realizadas num volume final de
10uL, em triplicatas, utilizando 200nM para os primers ACTB (normalizador), U (alelo
ndo metilado) e M (alelo metilado). Para os calculos, os valores de Ct das diluicdes
seriadas da amostra de DNA modificada e amplificadas com os primers ACTB, H19-
M ou H19-U foram plotados contra o logaritmo negativo do fator de diluicdo (curva
padrdo). Espera-se que as reacdes apresentem um coeficiente de correlagdo (R?)
maior do que 0,99 e um slope proximo de -3.33, indicando um aumento exponencial
de duas vezes no produto da PCR por ciclo na fase linear da reagao.

Para a padronizacdo do ensaio de gMSP, inicialmente foi utilizado o método
da curva padréo relativa para quantificagéo dos alelos metilados e ndo metilados nas
amostras das linhagens celulares T24, 5637, HCT116, DKO, e controle ndo metilado
produzido no laboratério. O controle hipermetilado foi representado pelo DNA HelLa
hipermetilado disponivel comercialmente (New England BioLabs). Como controle

hipometilado foi utilizado o DNA obtido do sangue periférico de voluntarios
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amplificado por dois ciclos com o kit GenomiPhi Whole DNA amplification
(Amersham Biosciences), seguido da purificacdo com o QiAquick.PCR Purification
Kit (Qiagen).

Os valores do log da quantidade de cada amostra foram calculados usando
uma funcdo da respectiva curva padréo. A quantidade de DNA na reagdo foi
corrigida com os valores do gene ACTB (razdo H19M ou U/ACTB, indicando o input
de DNA modificado pelo bissulfito), representado por uma regiéo que nao apresenta
dinucleotideos CpG. Os valores de H19-M e H19-U corrigidos foram definidos
relativos a soma da quantidade de alelos metilados e ndo metilados (H19M + H19U
= 100%) para a obtencdo dos valores de PMR e PUR (percentage of methylated
reference e pergentage of unmethylated reference, respectivamente) (Hattermann et
al., 2008).

A partir deste ensaio piloto, as amostras de DNA hipermetilada HelLa e das
células DKO foram selecionadas para a construgdo de novas curvas padrédo visando
a quantificagdo de alelos H19 metilados e ndo metilados, respectivamente, nas
amostras pelo método do Ct comparativo. Para esta abordagem ser vdlida, a
eficiéncia de amplificagdo do alvo (H19M ou H19U) e do controle devem ser
aproximadamente iguais. O valor de Ct do controle ACTB foi subtraido do valor de
Ct da amostra calibradora (DNA de referéncia ou DNA normal adjacente ao tumor)
(ACt). Para cada amostra tumoral, este valor foi subtraido do valor resultante da
subtracdo do Ct do alvo menos o valor do controle (AACt = ACt tumoral - ACt da
referéncia) e utilizado na equacédo 2%V para a determinacdo da quantidade de
alelos metilados ou ndo metilados em relagéo ao tecido normal (Kristensen et al.,

2008).
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[ll.4. Andlise do padréo de expresséao alelo-especifico do gene H19

Extracdo de RNA e sintese de cDNA

Para a extracdo do RNA utilizou-se o RNeasy mini kit (Qiagen), segundo as
recomendagbes do fornecedor. A concentragcdo do RNA total foi obtida pela
dosagem no espectrofotometro NanoDrop ND 1000.

Uma aliquota contendo 1pg de RNA total foi submetida a purificagdo com
DNAse | (amplification grade - Invitrogen), em uma reacdo contendo 1 unidade de
DNAse I, 20mM de Tris-HCI pH 8,4; 50mM de KCIl e 2mM de MgCl,, num volume
final de 10uL, a temperatura ambiente durante 15 minutos. A acdo da enzima foi
interrompida pela adicdo de 1uL de EDTA 25mM e aquecimento a 65°C durante 15
minutos. Todo o conteldo foi diretamente utilizado na sintese de cDNA pelo uso do
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). A reagéo foi
conduzida num volume final de 20uL, contendo 1X RT-buffer, 4mM de dNTPs,
random primers, 40 unidades de inibidor de ribonuclease RNAseOut (Invitrogen) e
50U de MultiScribe Reverse Transcriptase. A sintese do cDNA foi realizada em
termociclador PTC-200 (MJ Research), sob as seguintes condigbes: uma etapa de
25°C durante 10 minutos seguida de 120 minutos a 37°C e 5 minutos a 85°C para
interromper a reagdo. O produto obtido foi usado diretamente na reagdo em cadeia

da polimerase (PCR) ou conservado a -80°C.
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Avaliacédo da qualidade do cDNA obtido

Para avaliar a qualidade do cDNA sintetizado, um fragmento de 300pb do
gene GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) foi amplificado pela
PCR. Cada reacéao foi realizada em volume final de 25uL contendo 0,25uM de cada
primer, 200uM de cada dNTP, 20mM de Tris-HCI pH 8.4, 50mM de KCI, 2mM de
MgCl,, 1U da enzima AmpliTag Gold DNA polymerase (Applied Biosystems). O

conjunto de primers utilizado encontra-se descrito na tabela 1.

Analise de expresséao alelo-especifica

A analise de expresséo alelo-especifica foi conduzida pela comparagédo da
genotipagem do RFLP-Rsal (RFLP que identifica o SNP rs2839704) localizado no
éxon 5 do gene H19 (Figura 5), nas amostras pareadas de DNA gendémico e cDNA
de cada linhagem celular. As reacfes de PCR foram conduzidas em um volume final
de 25pL contendo 0,25uM dos primers H1 e H3, 200uM de cada dNTP, 20mM de
Tris-HCI pH 8.4, 50mM de KCI, 1,0mM de MgCl,, 1U da enzima AmpliTag Gold DNA
polymerase (Applied Biosystems). As condigbes de amplificacdo foram: 35 ciclos a
94°C por 1 min, 65°C por 3 min, e 72°C por 4 min, ap0s uma etapa inicial de
desnaturagéo a 94°C durante 10 minutos.

Espera-se um produto de 655pb para o DNA gendmico e de 575pb para o
cDNA. Apés a clivagem destes produtos com a enzima de restricdo Rsal um
fragmento de 655bp para o DNA e 575bp para o cDNA (auséncia do sitio de
restricdo) ou fragmentos de 485bp e 170 bp para o DNA e 405bp e 170bp para o

cDNA (presengca do sitio de restricdo) foram denominados alelos a e b,
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respectivamente. No caso de manutencdo do imprinting, espera-se a deteccdo da

expressao de apenas um alelo em amostras heterozigotas para este RFLP.
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Figura 5. Dados de mapeamento dos primers para a genotipagem da transicdo G>A utilizada
como marcador para diferenciar os alelos na andlise de expressdo alelo-especifica. Os
oligonucleotideos H1 e H3 estao localizados nos éxons 4 e 5, 0 que permite diferenciar a produto
amplificado a partir do DNA genémico (655pb) e do cDNA (575pb). O RFLP-Rsal € um marcador
neutro para diferenciar os alelos e coincide com o polimorfismo rs2839704 (seta vermelha)
localizado no éxon 5. [Human (Homo sapiens) Genome Browser Gateway, assembly: Feb.2009
(GRCh37/hg19), disponivel em http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway, _acesso em
marc¢o/2010)].

[11.5 . Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do programa de analise
Graphpad Prism versdo 5.0. Foram utilizados testes ndo paramétricos para a
comparacao dos valores de metilagcdo do DNA determinados pela gMSP. O teste de
Mann-Whitney foi aplicado quando duas categorias foram avaliadas (comparacao da
guantidade de metilacdo do DNA entre os tecidos normais e tumorais e entre as

variaveis clinico-patoldgicas), tendo como valores criticos p<0,05.
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IV. RESULTADOS

O presente estudo incluiu 52 amostras de tecido tumoral provenientes de 51
pacientes portadores de carcinomas uroteliais. As amostras de tecido de bexiga
foram coletadas a fresco para extragdo de DNA e uma parte deste foi submetida a
reavaliacdo histopatolégica pelo mesmo médico patologista. Das 52 amostras
coletadas, 45 possuiam tecido pareado adjacente ao tumor, morfologicamente
normal, confirmado pela andlise histolégica, seis correspondiam somente a
amostra de tecido tumoral e uma amostra ndo possuia area representativa do
tumor no fragmento enviado ao laboratério (auséncia de neoplasia) (caso 13),
porém de um paciente portador de carcinoma de baixo grau ndo invasivo. As
amostras 029 e 046 foram coletadas do mesmo paciente apds um intervalo de trés
meses (em ambas, o laudo diagnoéstico foi de carcinoma papilifero de alto grau
invasivo). Quarenta e nove amostras foram classificadas como carcinomas de
células transicionais (TCC), trés como carcinomas espinocelulares.

As amostras foram classificadas quanto ao padrdo de crescimento (papilifero

ou ndo papilifero), grau de malignidade (baixo ou alto) e quanto a presenca de

invasdo (invasivo ou néo invasivo), segundo distribuicdo da tabela 2.
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Tabela 2. Caracteristicas demogréaficas e clinico-patoldgicas dos casos de carcinomas

uroteliais estudados.

Variavel (nUmero de casos)

NUmero de casos

N&o papilifero

(%)
Idade (50) 67,5+10,01
Sexo (51) Masculino 41 (80%)
Feminino 10 (20%)
Padréo de crescimento (48)* Papilifero 32 (66,7%)

16 (33,3%)

N&o Invasivo

Grau (48)* Baixo 22 (45,8%)
Alto 25 (52,1%)
Alto e Baixo 1(2,1%)

Invaséo (47)* Invasivo 18 (38,3%)

29 (61,7%)

Outros (3)

Carcinomas espinocelulares

*- 0 caso 13 foi incluido pois refere-se a um paciente portador de carcinoma de baixo grau

nao invasivo.

Este conjunto foi submetido & andlise do padrao de metilacdo alelo-especifico

por duas abordagens distintas: MSRE-PCR-RFLP e MSP-CTPP (tabela 3).

Na primeira abordagem, inicialmente o RFLP Hhal foi genotipado em todas as

amostras de DNA, tanto normal quanto tumoral. Foram detectados 28 pacientes

heterozigotos (casos informativos), 14 homozigotos para a auséncia do sitio

polimorfico e nove para a presenca do sitio. As frequéncias do alelo a (auséncia do
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sitio polimérfico) e b (presenca do sitio polimérfico) foram 0,55 e 0,45,

respectivamente.
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A comparacdo da genotipagem do RFLP Hhal (SNP rs10732516) entre as
amostras pareadas mostrou concordancia em todas as amostras. Esta informacéo é
relevante para 0s casos heterozigotos, pois sugere que em todas as amostras
tumorais ndo houve perda de alelos (auséncia de perda de heterozigose ou LOH)
(Figura 6). Dessa forma, as amostras tumorais mostrando retengédo de ambos o0s
alelos foram elegiveis para o ensaio de MSRE-PCR-RFLP. Apds a digestdo com a
enzima de restricdo Hpall (sensivel a metilagcdo do DNA) e repeticdo do ensaio de
genotipagem observou-se a manutencdo do padrdo de metilacdo alelo-especifico
em 26 amostras tumorais. Destas, 22 apresentavam tecido normal pareado. A
comparacéo dos dados deste ensaio entre o tecido tumoral e normal foi concordante
em todos os casos e indica a especificidade dos padrées de imprinting herdados
bem como a reprodutibilidade do experimento. Como exemplo, as amostras tumorais
029 e 046 coletadas em diferentes tempos do mesmo paciente foram heterozigotas
e, em ambas, houve a manutencdo do imprinting da DMR com o alelo b detectado

como sendo o metilado em ambas.
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Figura 6. Genotipagem do RFLP Hhal em amostras pareadas de DNA normal e tumoral. Os
casos 61, 65 e 71 exemplificam amostras heterozigotas com retencdo de ambos os alelos
nas células tumorais (casos informativos). O caso 60 é homozigoto para a presenca do sitio
(alelo b) e o0 caso 69 homozigoto para a auséncia do sitio de restricdo (alelo a).

Desvios do padrdo de metilagdo alelo-especifico do sexto sitio de ligagdo do
fator CTCF da DMR foram detectados em duas amostras: a amostra 006 (TCC de
alto grau ndo invasivo), que mostrou metilagdo bialélica tanto no tecido tumoral
guanto no normal adjacente ao tumor e a amostra 032 (TCC papilifero de alto grau
ndo invasivo) com perda do padrdo de metilacdo alelo-especifica restrita as células

tumorais (Figura 7).
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DNA genomice DNA genomico
Sem clivagem com Hpa!! Digerido com Hpall
a/a b/b |a/b a b a/b
437pb [ [ — =

| - ——
244pb
193pb - = f—
N&o Informativos impriting normai

Figura 7. Andlise do padrdo de metilacao alelo-especifica por MSRE-PCR-RFLP. Os casos
058 e 031 mostram retencdo do padrdo de imprinting e os casos 032 e 006, a metilacdo
bialélica da DMR.

Para a padronizacdo do ensaio de MSP-CTPP, inicialmente a transicdo A>G
localizada no éxon 1 do gene H19 foi genotipada (SNP rs2067051) em todas as
amostras utilizando-se uma abordagem baseada em PCR alelo-especifica com dois
conjuntos de primers onde cada alelo é discriminado pela base nitrogenada da

posicdo 3’'OH de um membro de cada par de oligonucleotideo. Inicialmente, foram
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utilizadas amostras de DNA do sangue periférico obtida de seis voluntarios sadios
sem cancer. Apés a amplificacdo, foi detectado um produto constante de 426pb
(primer set H19-GR e H19-AF), e a presenca de uma banda de 189pb que identifica
o alelo G (primer set HI9GF e H19-GR) e uma de 277pb para o alelo A (primer set
H19-AR e H19-AF) apo6s a eletroforese em gel de poliacrilamida a 6% e coloracéo
por nitrato de prata. Para a confirmacdo da especificidade do ensaio, a banda
constante de 426pb que contém o polimorfismo foi sequenciada nos dois sentidos

(Figura 8).
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Figura 8. A) Eletroforese em gel de poliacrilamida dos produtos da PCR com os
oligonucleotideos para a genotipagem do polimorfismo detectado por CTPP. As amostras 1,
2 e 3 demonstram as trés bandas esperadas para individuos heterozigotos. B) Sequéncia
parcial do éxon 1 do gene H19 mostrando a transicdo A>G em um individuo heterozigoto
obtida pelo sequenciamento direto da banda de 426pb. A seta vermelha indica a
sobreposi¢ao dos picos verde (alelo A) e preto (alelo G), confirmando a anélise em gel.

A genotipagem deste polimorfismo entre os pacientes com carcinomas
uroteliais mostrou um total de 32 heterozigotos, 17 homozigotos para o alelo A e dois
homozigotos para o alelo G. As frequéncias do alelo A e G foram 0,65 e 0,35,

respectivamente.
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Dentre os 32 pacientes heterozigotos, 26 foram representados por pares de
tecidos tumoral e normal do mesmo paciente; em cinco somente o tecido tumoral
(amostras 07, 018, 026, 027 e 064) e em uma somente o tecido normal (013) estava
disponivel para o estudo por MSP-CTPP. As amostras 013, 027 e 064 mostraram
padrao de metilagdo monoalélico e a quantidade de DNA das amostras 07, 018 e
026 ndo foi suficiente para esta andlise. Vinte e uma amostras de tecido tumoral
foram avaliadas (19 amostras pareadas, duas amostras tumorais isoladas descritas
acima) e uma amostra de tecido normal. Dentre os 19 pares, a analise foi conclusiva
em 12, sendo 11 pares com padrdes concordantes (seis bialélicos e cinco mostrando
metilagdo monoalélica do éxon 1) e apenas o caso 009 (carcinoma espinocelular)
mostrou padrdo discordante com a metilagdo bialélica no tecido normal e

monoalélica no tecido tumoral (Figura 9).

Figura 9. Andlise de MSP-CTPP em amostras de DNA normais e tumorais. Exemplos de
metilagdo monoalélica podem ser observados nas amostras 012 e 021 e bialélica nas
amostras 009.
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Na tabela 4 encontram-se apresentados o0s resultados da andlise de
metilagdo alelo-especifica do sexto sitio de ligacdo do fator CTCF na DMR
confrontado com a analise de expressao alelo-especifica do gene H19 nas linhagens

celulares.

Tabela 4. Resultados do ensaio de metilagcdo alelo-especifica da DMR e do padrédo de

expressao do gene H19 em linhagens celulares derivadas de carcinomas humanos.

Linhagem | Genotipagem Metilacéo Genotipagem Expresséo
RFLP Alelo-especifica RFLP Alelo-especifica
Hhal MSRE-PCR-RFLP Rsal

T24 bb NI aa NI

5637 ab Metilagcdo monoalélica (a) bb NI

HCT116 bb NI bb NI

DKO bb NI bb NI

HelLa bb NI ND ND

a — auséncia do sitio polimérfico; b- presenca do sitio polimorfico; NI — ndo informativa; ND —
nao disponivel.

Somente a linhagem 5637 foi heterozigota para o RFLP Hhal e, portanto,
informativa para a andlise do padrdo de metilagdo alelo especifico da DMR. Esta
linhagem mostrou manutengédo do padrdo de imprinting desta regido evidenciada
pela deteccdo de metilacdo do alelo a apds a digestdo com Hpall (Figura 10). Este
padrdo ndo foi alterado apés o tratamento desta linhagem com o agente
desmetilante 5Aza. A andlise das células Hela foi realizada a partir de DNA

disponivel comercialmente como controle hipermetilado (New England BioLabs).
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Figura 10. Andlise do padrdo de metilacdo alelo-especifico da DMR na linhagem 5637 antes
e apos o tratamento com 0 agente desmetilante 5Aza. A linhagem é heterozigota para o
RFLP Hhal. Apods a digestdo do DNA com a enzima de restricdo sensivel a metilagédo Hpall
pode ser observada a metilagdo do alelo a, mesmo apdés o tratamento com a agente
desmetilante.

Todas as linhagens expressaram o gene H19, em niveis diferentes conforme
ilustrado na figura 11. Embora o ensaio realizado ndo seja quantitativo, pode ser
verificado que a intensidade das bandas do gene controle endégeno GAPDH é
homogénea entre as linhagens e que as bandas referentes & expressdo do gene
H19 é menos intensa na linhagem T24, intermediaria na 5637 e mais intensa nas
linhagens HCT116 e DKO. O tratamento com 5Aza néo interferiu nos niveis de
expressao do gene H19. Adicionalmente, a genotipagem do RFLP Rsal mostrou

gue nenhuma delas era heterozigota e, portanto, todas foram nao informativas para
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a analise de expressao alelo-especifica (Figura 12). Este fato, também impediu a

analise do efeito da 5Aza na re-expresséao do alelo metilado.

Figura 11. Expressédo do gene H19 nas linhagens celulares.
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Figura 12. As quatro linhagens mostraram gendtipos homozigotos para o RFLP Rsal e,
portanto, ndo foram informativas para a analise do padrdo de expresséao alelo especifico. As
linhagens 5637 e HCT116/DKO foram homozigotas para a presenca do sitio (alelo b) e a
T24, homozigota para o alelo a (auséncia do sitio polimdérfico). 1 — DNA néo digerido com
Rsal; 2 - ap0ds a digestdo com Rsal.
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Embora ndo efetivos, os ensaios com as linhagens foram realizados na
tentativa de se obter controles mostrando metilacdo bialélica e outro com auséncia
de metilagdo da DMR para os ensaios de gMSP.

Para esta analise, inicialmente os primers desenhados para a quantificacédo
dos alelos metilados, ndo metilados e do normalizador (gene ACTB) foram testados
numa PCR tradicional a partir do DNA do sangue periférico de voluntarios sadios
modificado pelo bissulfito de sddio. Os produtos foram visualizados apés eletroforese
em gel de poliacrilamida a 6% e coloragéo por nitrato de prata (Figura 13). Em
seguida, os testes foram conduzidos no sistema StepOne Real Time PCR system,

variando-se as concentracdes de primers e o protocolo de modificacdo do DNA.

Figura 13. Produtos de amplificagdo pela PCR com os primers desenhados para 0s ensaios
de gMSP. Apesar das bandas esperadas para cada par de primer, nota-se a presenca de
primers ndo consumidos e de pequenas bandas inespecificas proximas aos produtos
esperados, indicando a necessidade de padronizagao da reagéo de amplificagéo.

Inicialmente, o DNA extraido das linhagens celulares 5637 e T24 (tratadas ou

ndo com o agente desmetilante 5Aza), HCT116 e DKO e o DNA controle
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hipermetilado de células HeLa e o DNA controle desmetilado obtido apds dois ciclos
de amplificagdo do genoma foram modificados pelo bissulfito e utilizados na
quantificacdo dos alelos metilados e ndo metilados do sexto sitio de ligagéo do fator
CTCF na DMR, pela abordagem de curva padrao relativa e célculo da PMR e PUR.
Na tabela 5 estdo apresentados os dados desta quantificacdo. Conforme esperado,
a linhagem 5637 que mostrou padréo de metilagdo monoalélico no ensaio de MSRE-
PCR-RFLP mostrou valores de PMR e PMU préximos a 50%. A linhagem T24 é
hipometilada (Figura 14). Apos o tratamento com 5Aza, houve um pequeno aumento
de alelos ndo metilados na linhagem 5637. A linhagem HCT116 mostrou
guantidades aproximadamente iguais de alelos metilados e ndo metilados, enquanto

a DKO hipometilacéo desta regido (Figura 15).

Tabela 5. Quantificacdo da metilacdo do DNA no sexto sitio de ligacao do fator CTCF.

Amostra PMR (%) PUR (%)

5637 51,70 48,30
5637+Aza 41,96 58,04
T24 0,01 99,99
T24+Aza 0,00 100,00
Controle HelLa hipermetilado 99,98 0,02

Controle desmetilado 0,19 0,012
HCT116 53,90 46,10
DKO 0,03 99,97

PMR - percentage of methylated reference; PUR — percentage of unmethylated reference.
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Figura 14. Curva de amplificacdo dos alelos metilados (M), ndo metilado (U) e normalizador
(ACTB). A) Nota-se que as trés curvas se sobrepdem, indicando iguais propor¢des de alelos
metilados e ndo metilados na linhagem 5637, mesmo ap0s o tratamento com a agente
desmetilante Aza. B) A linhagem T24 é naturalmente hipometilada. C) Conforme esperado,
o controle hipermetilado néo gera produtos na reagéo de amplificacdo com o primer set para
a amplificacdo de alelos ndo metilados e o contrario € observado no controle desmetilado.
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Figura 15. A linhagem HCT116 mostra manutencdo do imprinting do sexto sitio de ligacdo
do fator CTCF na DMR, enquanto que a DKO, que possui desmetilagcdo biol6gica, nao
mostra a amplificacdo de alelos ndo metilados. As curvas de dissociacdo apresentadas
abaixo de cada curva de amplificacdo atestam a especificidade dos produtos de cada
reacdo de PCR. Os sinais detectados na reacdo com o par de primer para a detec¢éo de
alelos ndo metilados na linhagem DKO provavelmente representa artefatos da reagéo.

A partir destes dados, foram construidas novas curvas-padrao utilizando-se o DNA

da linhagem HelLa e da DKO como controles hipermetilado e desmetilado (Figuras 16-18).
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Figura 16. Padronizacdo da amplificacdo do normalizador ACTB. A) Amplification plot das
diluicdes seriadas utilizadas na constru¢do da curva padrdo (slope -3,343, R* 0,996 e
eficiéncia de 99%)(B). C) Curva de dissociagdo dos produtos amplificados.
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Figura 17. Padronizacdo da amplificagdo dos alelos metilados. A) Amplification plot das
diluicdes seriadas utilizadas na constru¢do da curva padrdo (slope -3,028, R* 0,986 e
eficiéncia de 113%)(B). C) Curva de dissociacao dos produtos amplificados.
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Figura 18. Padronizacdo da amplificacdo dos alelos ndo metilados. A) Amplification plot das
diluices seriadas utilizadas na construcdo da curva padrdo (slope -3,246, R* 0,99 e
eficiéncia de 103%)(B). C) Curva de dissociacao dos produtos amplificados.

A partir desses dados, aplicou-se o método do Ct relativo ou AACt para o
calculo da quantidade de alelos metilados e ndo metilados nas amostras de DNA
tumoral e normal adjacente ao tumor em relagédo ao DNA de referéncia (pool de DNA
de linfécitos do sangue periférico). Foi observado um aumento na quantidade de
alelos metilados no DNA tumoral (Figura 19 e 20) quando comparado ao DNA

normal adjacente ao tumor (anexo 3).
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Figura 19. Quantificacéo relativa (QR) dos alelos ndo metilado e metilado do sexto sitio de
metilagdo da DMR do gene H19 entre amostras pareadas de tumores uroteliais e tecido

normal adjacente ao tumor



86

Figura 20. Quantificacéo relativa (QR) dos alelos ndo metilado e metilado do sexto sitio de

metilacdo da DMR do gene H19 de tumores uroteliais e tecido normal adjacente ao tumor.

A andlise da distribuicdo da quantidade relativa de alelos metilados em
relagdo aos parametros clinico histopatolégicos, mostrou uma correlagdo entre
aumento de metilagdo em tumores com padréo de crescimento papilifero (Mann-

Whitney test, p= 0,0218) e uma tendéncia de correlagdo com auséncia de invasao
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(p= 0,0758), mas ndo com o grau histolégico e recorréncia (p=0,5279 e p= 0,3451,

respectivamente) (Figura 21).

Figura 21. Quantificacao relativa do alelo metilado no sexto sitio de ligacdo do fator CTCF
na DMR do gene H19 em relagcéo aos parédmetos clinico-patoldgicos.
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V. DISCUSSAO

A busca por marcadores moleculares tumorais que possibilitem o diagnostico
de cancer em estagio inicial, de forma precisa, pouco invasiva e especifica € um dos
grandes objetivos dos estudos relacionados a doenca. Os marcadores moleculares
podem permitir a determinacdo do prognostico do tumor, de possivel recidiva e
possibilitar o uso de terapias especificas e mais eficazes. Em cancer de bexiga,
alguns marcadores detectaveis na urina estdo sendo investigados, mas 0 seu uso
clinico de rotina ainda é incerto e de baixa acuracia (Almeida et al., 2007; Andriolo
2008; Enokida, 2008).

O aumento da expresséo do gene H19 tem sido relatado por diversos autores
como marcador de recorréncia para o cancer de bexiga. O gene H19 é
abundantemente expresso em estégios iniciais do desenvolvimento e praticamente
nao se expressa na vida pés-natal. Ariel et al. (1995) relataram a re-expressao do
gene H19 em tumores uroteliais. Os autores observaram a expressao nula na
mucosa normal da bexiga e em dois casos de tumores papiliferos ndo invasivos. Em
tumores mais avancados, houve um aumento relevante da expressao,
especialmente em casos com invasdo da camada submucosa e da musculatura. A
expressdo aumentada também foi observada em areas de carcinoma in situ
adjacente ao tumor invasivo. Nesse trabalho, os autores sugeriram gque a expressao
do gene H19 esta correlacionada com a perda de diferenciacdo e que ela poderia
ser considerada um marcador tumoral para cancer de bexiga.

Em um estudo posterior, Cooper et al. (1996) encontraram uma correlagédo
significante entre a expressao do gene H19 e o estadiamento tumoral avangado.

Em 35 casos estudados, foi observada uma correlagéo significante entre expressao
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do gene H19 e grau tumoral. Padrdes de expressao similares também foram
encontrados nas células do epitélio embrionério.

Ariel et al. (2000) avaliaram a possivel utilidade da expressao do gene H19
como marcador tumoral em bidpsias de carcinoma de células transicionais da bexiga
(TCC). Neste estudo, a fracao de células expressando o gene foi menor conforme o
aumento do grau tumoral (perda da diferenciacé@o). O periodo livre da doenga (entre
a primeira bidpsia e a recorréncia) foi significantemente mais curto em pacientes
portadores de tumores com grandes fracdes de células expressando o gene H19. No
entanto, o fato de o gene H19 funcionar como uma molécula de RNA nao
codificador, ndo sendo traduzido em uma proteina que possa ser detectada em
fluidos corporeos, limita 0 seu uso como marcador. Ayesh et al. (2002) descreveram
que a presenca de altos niveis de H19 influencia varios outros genes que possuem
papel crucial no processo tumorigénico e concordaram com o valor preditivo do H19
como marcador de recorréncia tumoral, ja que o transcrito pode ser detectado em
mais de 75% dos tumores de bexiga.

Corroborando com esses dados, Elkin et al. (1995) investigaram a expressao
do gene H19 em linhagens celulares: os autores relataram a expressdo baixa
(linhagem HT-1376) ou nula (linhagens T24P, UM-UC-3 e EJ28) nas linhagens
derivadas de carcinoma de bexiga humano, ao contrario dos tumores induzidos por
elas em camundongos, o que poderia indicar que a expressdo do gene H19 é
restrita a células do cancer de bexiga durante o processo de tumorigénese como
resultado da ativagéo transcricional ou aumento da estabilizagdo do RNA. A perda
do imprinting desse gene permitindo a transcricdo de ambos alelos poderia estar
envolvida, de acordo com Elking et al. (1995), entretanto esta analise nao foi

possivel pois as linhagens estudadas ndo eram heterozigotas para o RFLP Rsal.
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Um possivel evento que potencialmente poderia levar a expressao
aumentada do gene H19 é a perda do padrao de metilacéo alelo especifico da DMR.
Diferente de algumas ilhas CpGs intragénicas que colocalizam com sitios de inicio
da transcricdo de RNAs néo codificadores antisense e que regulam negativamente a
expressdo do transcrito sense, a DMR do gene H19 é uma regido intergénica que
contém ilhas de nucleotideos CpG. No genoma humano, muitas ilhas CpGs
hipermetiladas encontram-se localizadas no DNA intergénico e, desta forma, néo
possuem um papel bem determinado na regulacdo da expresséo génica. Entretanto,
no caso da DMR localizada entre os genes IFG2 e H19, acredita-se que a metilacao
parental especifica determina a expressao por imprinting neste locus. A metilacdo no
alelo paterno impede a associacdo do fator CTCF e promove a expressao
monoalélica paterna enquanto que a auséncia de expressdo no alelo materno
permite a expressdo monoalélica materna do gene H19. Este modelo ilustra um
mecanismo potencial pelo qual a hipermetilacdo de uma ilha CpG poderia determinar
um efeito transcricional (Edwards e Ferguson-Smith, 2007).

Assim, a DMR é tida como um dominio chave no controle do imprinting dessa
regido e contém sete potenciais sitios de ligagdo da proteina CTCF, cada um
contendo de trés a cinco dinucleotideos CpG. Trabalhos anteriores (Frevel et al.,
1999 e Vu et al., 2000) reportaram que 0 sexto sitio € o que mostra metilacéo alelo-
especifica correlacionada com o padréo de expressdo monoalélica dos genes H19 e
IGF2. Através de sequenciamento pos-modificacéo pelo bissulfito de sédio, Takai et
al. (2001) avaliaram o padrado de metilagdo dos sete sitios de ligagdo da proteina
CTCF em tecido embrionério, cancer de bexiga e tecido adjacente ao cancer de
bexiga com perda de imprinting. Foi observada a hipometilagdo aberrante do sexto

BN

sitio de ligacdo do fator CTCF associada a perda do imprinting e aumento de
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expressao do gene H19, corroborando com os dados de altos niveis de expressao
deste gene em céancer de bexiga.

O presente trabalho teve como objetivo correlacionar o padrdo de metilagéo
alelo-especifico do sexto sitio de ligagdo do fator CTCF da DMR do gene H19 e a
LOI desta regido em céancer de bexiga. Utilizando uma abordagem qualitativa,
baseada em amostras heterozigotas para um polimorfismo neutro (MSRE-PCR-
RFLP), das 52 amostras de carcinoma urotelial provenientes de 51 pacientes, 28
eram heterozigotas, das quais somente duas apresentaram metilacdo bialélica,
sendo em um caso somente no tecido tumoral (caso 032, TCC papilifero de alto grau
nao invasivo) e no outro tanto no tecido tumoral quanto no normal (caso 006, TCC
alto grau ndo invasivo), representando 7% das amostras heterozigotas. Um aspecto
relevante € que na maioria dos casos informativos, houve concordancia entre o
padrdo de metilagdo monoalélica parental especifica entre as amostras de tecido
tumoral e normal adjacente ao tumor obtidas do mesmo paciente. Este achado
demonstra a especificidade do padrdo de metilacdo parental especifico e a
reprodutibilidade do ensaio de MSRE-PCR-RFLP. Utilizando a mesma abordagem
do presente trabalho, Esteves et al. (2006) analisaram o padrdo de metilagdo do
sexto sitio de ligacdo da proteina CTCF em céancer de cabegca e pescogo e
encontraram resultados semelhantes, com uma baixa freqiéncia de metilacdo
bialélica da DMR entre os casos informativos estudados.

Desvios do padréo de imprinting na regido 11p15.5 ja& foram descritos em
mais de 20 tipos tumorais. A perda de imprinting foi relatada em canceres adultos e
pediatricos e pode servir como marcador de avaliagdo de risco uma vez que parece
preceder o desenvolvimento de cancer e foi sugerida como sendo essencial para a

definicdo de subgrupos de pacientes (Cui et al., 2007).
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Na tentativa de associacao entre os padrdoes de metilacdo alelo-especifico do
sexto sitio de ligagédo do fator CTCF da DMR e de expressdo monoalélica do gene
H19, os ensaios de MSRE-PCR-RFLP e de RT-PCR foram conduzidos nas
linhagens celulares 5637, T24 (derivadas de carcinomas de bexiga), HCT116 e DKO
(derivadas de carcinoma de colon). Apenas a linhagem 5637 foi informativa para o
ensaio de MSRE-PCR-RFLP e mostrou manutengdo do imprinting da DMR
(metilagdo monoalélica). Apesar de todas as linhagens expressarem o gene,
nenhuma foi informativa para o RFLP Rsal, o que impediu a analise de padréo de
expressao alelo-especifico.

Andlises em linhagens celulares derivadas de cancer de bexiga foram
realizadas por Cooper et al. (1996) para determinar se o padréo de expressao tinha
relacdo com as propriedades in vitro. As linhagens HT1376, HT1197 e 5637
apresentaram aumentado nivel de expressao de H19, sugerindo que o gene pode
estar envolvido em vias biolégicas que levam a migracdo e invasao tumoral. No
presente estudo, niveis maiores de expressao foram observados nas linhagens 5637
e HCT116/DKO. A linhagem T24 apresentou baixos niveis de expressao. No nivel de
resolucdo da técnica de RT-PCR tradicional, ndo foram observados alteragdes nos
niveis de expressao apods tratamento com a agente desmetilante 5Aza. A perda de
imprinting do gene H19 claramente pode estar envolvida no desenvolvimento de
carcinoma de bexiga, mas ndo deve ser somente a responsavel pelo aumento dos
niveis de expressdo do gene, jA que expressdo aumentada foi observada em
tumores expressando somente um alelo no estudo de Elking et al. (1995), além de a
perda de imprinting da regido que envolve os genes H19 e IGF2 ndo ser obrigatoria
para o desenvolvimento de cancer de bexiga. Verificando a relacdo entre metilacao

e imprinting do gene H19, Byun et al. (2007) analisaram por pirosequenciamento a
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quantidade de metilacdo do DNA de cada alelo em cancer de bexiga. Neste estudo,
ndo houve correlacdo entre metilagdo do DNA e expressao bialélica do gene H19. A
expressdo bialélica desse gene foi encontrada, assim como metilacdo bialélica da
DMR, porém néo foi possivel correlacionar os dois fatos, embora o nimero amostral
tenha sido pequeno, além de restrito os casos heterozigotos informativos exigidos
nesta abordagem. Os autores sugeriram que a metilagéo aberrante na DMR do gene
H19 precede a expressao bialélica e que ela € um evento necessario, porém n&o
suficiente para a perda de imprinting. Os resultados do presente estudo sé&o
concordantes com os relatos prévios da literatura mostrando auséncia de correlagéo
entre padrdo de metilagdo da DMR e nivel de expressdo do gene H19: a linhagem
5637 com metilacdo monoalélica da DMR expressou niveis maiores deste gene em
comparacdo com a linhagem T24, que mostrou hipometilacdo da DMR pelo ensaio
quantitativo. Em adicdo, a amostra 032 que mostrou metilagédo bialélica no ensaio de
MRSE-PCR-RFPL apresentou maiores niveis de metilagdo na amostra tumoral em
comparacdo com o DNA de referencia na analise de gMSP; no entanto, o caso 006
esse aumento néo foi tdo evidente.

A andlise qualitativa fornece importantes dados sobre o status de metilagéo
mono ou bialélica da DMR. Porém a heterogeneidade das células tumorais pode
mascarar a real quantidade de metilagdo presente em uma amostra tumoral por
detectar somente auséncia ou presenc¢a de metilacdo em cada alelo. Em adigéo, a
técnica de MSRE-PCR-RFLP é um ensaio de baixa resolugdo, pois depende de
amostras heterozigotas e avalia somente poucos dinucleotideos CpGs em uma dada
regido. No presente estudo, os dinucleotideos CpG das posi¢des -2237 e —2062 bp
flanqueando o sexto sitio de ligagdo do fator CTCF foram analisados por este

7

ensaio. A gMSP é uma metodologia mais sensivel para quantificar os alelos
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metilados e ndo metilados da DMR. Com essa andlise € possivel quantificar o
montante de alelos metilados e ndo metilados contidos em um pool de células
tumorais, que pode conter células bialelicamente metiladas, monoalelicamente
metiladas, ou nenhum dos alelos metilados.

Inicialmente, foram construidas curvas padrdo a partir de DNA
comercialmente hipermetilado (HeLa) que se mostrou proximo de 100% metilado e,
curva padrdo construida a partir da linhagem DKO, que se mostrou proximo de
completamente desmetilado, apds a avaliagdo e sele¢do destas amostras em um
ensaio de quantificagdo baseada em curva padrédo relativa e calculos de PMR e
PUR. O valor da eficiéncia das duas curvas foi semelhante e préximo de 100%
(Hatterman et al., 2008). Assim, a quantificagcdo dos alelos metilados e ndo metilados
das amostras normais e tumorais foi baseada no método do CT comparativo
(AACT). A formula 2227 da o resultado da diferenca de metilacdo entre a amostra
alvo e a amostra referéncia. Esta quantificacdo também foi feita nas amostras
tumorais em relacdo as células normais adjacentes ao tumor a fim de diluir possiveis
fatores interferentes como idade, sexo e habitos de vida existente entre os pacientes
(Gallagher e Milowsky, 2009; Shariat et al., 2009). Em ambas comparacdes, foi
observado um aumento significativo de alelos metilados em relagdo a amostra de
referéncia. Uma maior quantidade de alelos metilados também foi associada a
tumores mostrando o padrdo de crescimento papilifero, bem como em tumores néo
invasivos. Estes dados discordam dos de Takai et al. (2001) que relataram a
hipometilagdo do sexto sitio de ligacdo do fator CTCF da DMR em carcinomas de
bexiga. As diferencas metodoldgicas poderiam explicar, em parte, esta discrepancia.
A qMSP proporciona um método quantitativo e reprodutivel para a andlise da razéo

de metilacdo entre os dois alelos parentais, sendo representativa do DNA gendmico



96

derivado de um pool de células. Em contraste, o sequenciamento do DNA tratado
com o bissulfito de sédio revela o padrdo de metilacdo de todos os dinucleotideos
CpGs contidos num fragmento de DNA, porém de um limitado nimero de moléculas
individuais de DNA (Sandovici et al., 2003).

Uma terceira abordagem realizada com o mesmo grupo amostral foi baseada
no trabalho de Sasamoto et al. (2004), que utilizou a técnica MS-CTPP. Essa
abordagem também estéd limitada a casos heterozigotos, o que diminui o grupo
amostral que pode ser avaliado. Porém, a regido onde estéo localizados os primers
interroga uma parte da ilha CpG do primeiro éxon do gene H19. A investigagdo dos
padrdes de metilacdo do DNA tem se tornado uma importante ferramenta indireta
para se entender a expressdo génica normal e patologica. Inicialmente, a analise de
loci especificos so foi possivel com o advento das enzimas de restricdo sensiveis a
metilagdo. Porém, as estratégias de analise da metilacdo do DNA foram
revolucionadas pela introdugéo da conversédo do DNA por bissulfito de sédio, em que
as citosinas nao-metiladas sao convertidas a uracilas, mas as citosinas metiladas
sendo resistentes a este tratamento (Laird, 2003). Embora também limitada a
deteccdo de ganhos de metilagcdo e a triagem de casos informativos, a analise de
MSP-CTPP apresenta maior especificidade por basear-se na modificacdo prévia do
DNA pelo bissulfito de sédio. Apenas um relato na literatura utilizou esta técnica em
cancer géstrico e tumor de colon (Sasamoto et al., 2004). Em adi¢do, a MSP-CTPP
apresenta como vantagens o baixo custo e a rapidez.

No presente estudo, 32 amostras foram heterozigotos para a genotipagem
A/G, sendo que apenas 12 delas possuiam tecido morfologicamente normal pareado
com tumoral. Onze destas mostraram metilagdo concordante entre tecido normal e

tecido tumoral, sendo seis com metilagédo bialélica, cinco com metilagdo monoalélica
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e apenas em um caso houve discordancia entre tecido normal e tumoral, com
metilagdo bialélica e monoalélica respectivamente. A heterogeneidade dos
resultados encontrados para o padrdo de metilacdo dessa regido analisada pode ser
reflexo da variagédo polimoérfica anteriormente observada para este locus. No trabalho
de Esteves et al. (2006), foi relatada a ocorréncia de polimorfismo epigenético
populacional no sexto sitio de ligagdo do fator CTCF na DMR em amostras de
sangue de individuos normais. Sandovici et al. (2003) havia encontrado
anteriormente uma heterogeneidade inter-individual na expressdo mono ou bialélica
e no padrao de metilagdo de genes controlados por imprinting na populagéo.

Mudancas no padrdo de metilacdo ndo refletem perda de imprinting
necessariamente, a menos que altere a transcricdo parental alelo-especifica. A
heterogeneidade epigenética do imprinting gendmico pode influenciar o fendétipo,
principalmente em relacdo ao desenvolvimento de cancer e pode ser regulada por
variacdes no grau de metilacdo, na acetilacdo de histonas e proteinas repressoras
que se ligam a cromatina. A identificacdo da variabilidade inter-individual nos
mecanismos responsaveis por estabelecer e manter os padrdes de metilacdo da
DMR do gene H19, além de fatores genéticos e ambientais, representa um
importante passo para determinar como 0S mecanismos epigenéticos podem
modular o risco de desenvolvimento de cancer (Tycko, 2000 e Verma et al., 2003).

A analise baseada em enzimas de restricdo sensiveis a metilacdo proporciona
uma visdo geral do padrédo de metilacdo da regido alvo. No presente estudo, a
técnica de MSRE-PCR-RFLP foi utilizada em um subgrupo de pacientes (55%), pois
se restringe a amostras sabidamente heterozigotas para um marcador neutro

utiizado para diferenciar os alelos. Recentemente, Verhaegh et al. (2008)
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investigaram a associacao entre polimorfismos no gene H19 e o risco de cancer de
bexiga. O polimorfismo rs2839698 foi associado com um risco diminuido de cancer e
com um baixo risco de desenvolvimento de tumores invasivos. No estudo de Esteves
et al. (2006) ndo foi observada associacdo entre o RFLP Hhal (RS 10732516) e o
risco de desenvolvimento de carcinomas de cabeca e pesco¢co embora tenha sido
detectada uma tendéncia de associacao entre o genétipo homozigoto para presenca
do sitio polimérfico e a ocorréncia destes tumores. Este polimorfismo € uma
transicdo C/T localizada no sexto sitio de ligagdo do fator CTCF e, especificamente
corresponde ao segundo dos quatro dinucleotideos CpGs dentro da regido critica de
ligacédo da proteina. Em razdo de um possivel efeito funcional deste SNP no nivel de
expressdo do gene H19, realizou-se a comparacdo dos dados de genotipagem do
presente estudo com o grupo controle formado por 157 brasileiros sadios sem
cancer relatados em nosso estudo anterior (Esteves et al., 2006), e ndo houve uma
associacdo significativa entre os diferentes gendtipos do RFLP Hhal e o risco de
cancer de bexiga (OR=0.61, 1C=0,31-1.22).

Atualmente, nenhum método de deteccdo de metilagdo esta estabelecido para
um teste confiavel, rapido e produtivo de metilacdo locus-especifica que seja
prontamente aplicavel para pesquisa e diagnostico. As abordagens de MSRE-PCR-
RFLP permitiram uma avaliagéo qualitativa dos padrdes de metilacdo do gene H19.
Embora uteis e de facil execugcdo, estas técnicas possuem como principal
desvantagem a dependéncia da identificacdo de amostras heterozigotas para
polimorfismos genéticos, o que invariavelmente reduz o numero de amostras
passiveis de andlise. A quantificacdo dos desvios de metilagdo do DNA da DMR é
uma alternativa promissora capaz de contornar esta limitagdo. Com o advento da

PCR em tempo real, novas técnicas permitiram a andlise quantitativa de regides
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metiladas mostrando alteracdes em células tumorais. A gqMSP em tempo real foi
desenvolvida para deteccdo e quantificacdo de regides metiladas e ndo metiladas
ap0s o tratamento por bissulfito (Lo et al., 1999). Os métodos utilizados para
pesquisa possuem varias limitagdes, e resultados contraditorios podem ser obtidos
usando diferentes protocolos (Dobrovic, 2005). Uma alternativa promissora & gMSP
é a HRM (High Resolution Melting), que foi originalmente desenvolvida para
avaliagdo de alteracdo metilac@o-especifica em cancer (Wojdacz, 2007). A técnica
explora as diferencas no perfil de melting do amplicon, derivado de DNA modificado
por bilssulfito. Um software especifico captura a mudanga de fluorescéncia do
corante intercalado no DNA dupla fita apés a desnaturacdo do produto ao final da
PCR (Wojdacz, 2008). O produto da PCR originalmente do alelo ndo metilado, tem
uma baixa temperatura de melting comparado ao produto da PCR do alelo metilado.
O perfil da HRM refletira a composicdo de alelos metilados e ndo metilados
presentes na amostra de DNA. Quando comparado com o status de metilacdo de
controles positivos e negativos conhecidos, € possivel dizer se a amostra esta
hipermetilada ou hipometilada. Apenas um estudo em literatura utilizou esta
abordagem para a andlise do gene H19 em pacientes com a Sindrome de Beckwith-

Wiedemann (Wojdacz, 2008). A HRM €& uma abordagem promissora para a

continuidade deste estudo.
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VI. CONCLUSOES

Os dados gerados no presente estudo permitiram a formulagédo das seguintes

conclusoes:

O sexto sitio de ligacdo do fator CTCF da DMR do gene H19 apresenta
metilagdo diferencial no tecido urotelial normal representado pelo padréo
herdado de metilagéo alelo-especifico;

A ilha CpG contida no éxon 1 do gene H19 demonstra variagéo inter-individual
qguanto aos padrdes herdados de metilacao;

Um subgrupo de carcinomas uroteliais mostraram variagdes nos padrdes de
metilacdo alelo-especifico tanto no sexto sitio de ligacdo do fator CTCF
quanto na ilha CpG do éxon 1 do gene H19, como alteragbes adquiridas
durante o processo de carcinogénese;

Os tumores uroteliais mostram ganhos de metilagdo no sexto sitio de ligacao
do fator CTCF na DMR em relagdo ao tecido normal adjacente; o aumento de
alelos metilados correlaciona-se com o padrdo de crescimento papilifero;

A linhagem 5637 apresentou metilagdo monoalélica no ensaio de MSRE-
PCR-RFLP compativel com os dados de gMSP (aproximadamente 50% de
alelos metilados); a linhagem T24 n&o foi informativa para o ensaio de MSRE-
PCR-RFLP, mas apresentou hipometilacdo do sexto sitio de ligacdo do fator
CTCF da DMR pelo ensaio de gMSP (PUR aproximadamente igual a 100%).
No entanto, o nivel de expressédo do gene H19 foi maior na linhagem 5637 em

relacdo a T24. Desta forma, as alteragcbes no padrdo de metilacdo alelo-
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especifico da DMR néo correlacionaram-se com 0s niveis de expressao do

gene H19 nestas linhagens.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

l. Dados de identificag&o do voluntario ou responsavel legal

Nome do Voluntario

Documento identidade n° Sexo[ ]M [ ]F
Endereco n° Apto.

Bairro CEP

Cidade Estado

Telefone ( )

Il. Dados sobre o estudo

Titulo: Avaliagdo do padrdo de metilagdo da DMR (Differentially Methylated Region)
dos genes IGF2 e H19 em carcinomas uroteliais

Pesquisador: Priscila Maria Manzini Ramos
Cargo: pos-graduacao — nivel mestrado
Pesquisador: Profa. Dra. Claudia Aparecida Rainho

Departamento: Genética

M. Explicagbes do pesquisador ao voluntario ou representante legal

1. Justificativas e Objetivos da Pesquisa: O Departamento de Genética do Instituto
de Biociéncias da UNESP, Botucatu - SP e seus colaboradores (pesquisadores e
médicos) desenvolvem pesquisas para obter um maior conhecimento dos tumores
de bexiga. Por meio destas pesquisas € possivel conhecer melhor a doenca e, desta
forma, oferecer novas possibilidades de diagndstico e tratamento. Estas pesquisas
exigem material a fresco, proveniente das lesées obtidas no momento da cirurgia,

para que seja possivel a analise destas células em laboratério.
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O objetivo deste estudo é avaliar possiveis alteracfes genéticas em suas células
gue possam estar relacionadas ao seu tumor da bexiga. Assim, solicitamos sua
autorizagdo para que uma pequena porcdo da bidpsia do tumor, ja coletada pelo
médico para os exames de rotina, possa ser utilizada em nosso estudo. As anélises
sdo realizadas em etapas e o fragmento de tecido coletado sera utilizado no
laboratério por codigos de numeros preservando assim sua identidade, e

armazenado num banco de amostras exclusivas para estas pesquisas.

Esclarecemos que ndo haverd desconforto fisico adicional, uma vez que o
desconforto referente a coleta do material ocorrera apenas quando o médico for
coletar a biopsia para os exames de rotina. Pedimos também sua autorizagédo para
gue parte desse material possa ser armazenado, sob responsabilidade dos

pesquisadores, para estudos futuros.

Esclarecermos que vocé, a qualquer momento, tem a liberdade de se recusar em
contribuir com o estudo, sem ser prejudicado no seu tratamento e acompanhamento
médico. Sua identidade ndo sera revelada e ser4 mantido o carater confidencial de
todas as informagbes obtidas. Os resultados do estudo serdo divulgados em
congressos cientificos e publicados em revistas especializadas, mas preservando
sua identidade. Os resultados do estudo nao traréo beneficios para sua pessoa, mas
poderdo contribuir, no futuro, para a reducdo do numero de casos desse tipo de

tumor na populagéo.

Os pesquisadores responsaveis por este estudo, sempre que solicitados, estardo a

sua disposi¢éo para o esclarecimento de qualquer questéo relacionada a pesquisa.

Ressaltamos que nem o0s pesquisadores e nem o0 paciente receberd qualquer

remuneragdao financeira por participar desta pesquisa.
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IV.  Consentimento pés-informado

Declaro que, ap6s ter sido convenientemente esclarecido dos riscos e beneficios

deste estudo, consinto em participar, na qualidade de voluntério, do referido Projeto

de Pesquisa.
Botucatu, de de 2008.
Assinatura do paciente ou Assinatura do pesquisador

responsavel legal

Priscila Maria Manzini Ramos
Departamento de Genética — IBB
Distrito de Rubi&o Jr s/n
Botucatu — SP

CEP 18618-000

Fone: 14-38116229

e-mail: primanzini@yahoo.com.br

Orientador:

Claudia Aparecida Rainho

Endereco: Rua Fausto Lyra Brandao, 211 apto 14
Vila S&o Judas Tadeu

Botucatu — SP CEP 18606-790

Fone: 14 - 38146575

e-mail: rainho@ibb.unesp.br
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