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Departamento de Cirurgia Pélvica, Hospital do Cincer A.C. Camargo

Genetics supersedes epigenetics in colon cancer phenotype.
Yamashita K, Dai T, Dai Y, Yamamoto F, Perucho M
Cancer Cell 2003;4:121-31.

Na maioria dos tumores colorretais de pacientes com HNPCC e em
alguns tumores esporadicos é observada a instabilidade de microssatélites.
A existéncia de um fenétipo metilador de ilhas de CpG (CIMP) foi postulado
para explicar a hipermetilacao somatica associada ao silenciamento de vérios
genes entre os quais o gene hMLHI e outros genes supressores de tumor. O
CIMP vem sendo apontado como uma via independente na carcinogénese
colorretal.

Para testar esta hipotese foi analisada a presenca de metilacdo em seis
genes (hMLH1, OMGMT, APC, CDHI, p16, p14) através da “Methylation
Specific PCR “ (MSP) em 207 amostras de tumores colorretais pareadas com
amostras de tecido normal. Através de um diagrama baseado no ntimero
de loci metilados por tumor foi observado um padrao gradual de metilacao
(Figura 1). No entanto, de acordo com a teoria CIMP, seria esperada uma
distribuicao bimodal da metilacdo. Portanto, o resultado observado neste
estudo nado é compativel com a teoria CIMP, pois nao foi possivel identificar
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Figura 1 - Hipermetilagdo das ilhas de CpG em seis genes de 207 amostras de céncer colorretal
(preenchido - gene metilado, em branco - gene sem metilagdo). A presencga de instabilidade de mi-
crossatélites é indicada na linha superior (preenchido - com instabilidade; em branco - estavel).
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um critério que estabeleca duas categorias de tumores - um grupo
com padrado de metilagdo superior ao padrao do tecido normal e outro
grupo com padrao de metelicdo inferior ao padrao do tecido normal.

A Figura 2 mostra o efeito do aumento no namero de loci analisados
da distribuicdo das metilacdes. A andlise de apenas cinco loci
mostrou uma reducao gradual no ntiimero de tumores com multiplas
metilagdes. Entretanto, quanto maior o ntimero de loci analisados, o
padrao de distribuicao adquiriu forma de uma distribuicao Gaussiana,
refletindo uma distribuicdo normal dos eventos de forma aleatoria.

Nenhum tumor permaneceu sem metilacdo ap6s a analise de 35 loci.

As alteracdes na metilacdo estavam distribuidas gradualmente,
sem limites precisos. As mutagdes nas seqiiéncias de microssatélites,
por outro lado, exibem uma distribuicao descontinua, com um limite

preciso em tumores com ou sem mutac¢des abundantes.

Os autores realizaram em 32 amostras de tumores colorretais a
avaliacdo do padrao global de metilacao através da técnica MS-AFLP

(“methylation-sensitive amplified fragment length polymorphism”).
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Figura 2 - A distribuicdo das alteragbes epigenéticas é dependente do nimero de loci
analisados. Os tumores estdo distribuidos quanto a percentagem dos loci metilados e
mutados.
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Figura 3 - A presenca de MSI foi analisada em 25 marcadores
em 61 tumores colorretais que estdo distribuidas de acordo
com a freqiiéncia de mutagdes nos microssatélites.
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Figura 4 - Os 207 pcientes foram divididos em sete grupos de

acordo com a idade. A média de loci metilados por tumor (%)
é apresentada em cada grupo etario.

Essa técnica permite a analise de uma seqtiéncia
aleatoria deilhas de CpGno genoma; asalteragdes
somaticas na metilacdo sdao reconhecidas como

bandas de intensidade diferente nos produtos
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de PCR do tumor e do tecido normal.

Cerca de 40% de todas as seqiiéncias de CpG
apresentaram alteracdes na metilacdo. Em média,
a hipermetilacdo nos 32 tumores analisados

estava presente em 21,5% das seqtiéncias.

Os tumores foram divididos quanto ao
padrdao de metilacdo: um grupo com duas
ou mais metilacdes em ilhas de CpG e outro
grupo com uma ou nenhuma ilha metilada. Foi
observada uma associacdo significativa entre a
presenca de metilacdo e tumores localizados no
cOlon direito. Nao foram observadas associacoes
significativas entre a presenca de metilagao
e outros parametros observados (genéro,
progressao, diferenciacdo, mutacdes em K-ras

ou p53).

O painel com a distribuicao dos tumores
de instabilidade de

é apresentada na Figura 3. Os

quanto a presenca
microssatélites
tumores com MSI apresentaram diferencas
significativas em relacdo aos tumores com
microssatélites estaveis. Os tumores com MSI
eram predominantemente localizados no célon
direito, apresentaram menor progressao tumoral,
e exibiam um padrdo menos diferenciado. Os
tumores com MSI também apresentavam menor
incidéncia de mutagdes nos genes K-ras, APC e

p53.
A

compartilhada

localizacdo no cOlon direito foi

pelos tumores com
hipermetilagdio e MSI. A tnica caracteristica
dos tumores com hipermetilagdio que ndo foi
observada nos tumores com MSI foi a associagao
a idade avangada. A metilagao nas ilhas de CpG

aumentou com o envelhecimento (Figura 4).
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Novos mecanismos envolvidos na carcinogénese colorretal
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