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Deteccao da hipermetiliacao em promotores dos
genes 14-3-306, RARP, APC e E-CAD como marca-
dor molecular para o cancer de bexiga

Mariana Brait

Laboratorio de Genética do Cancer - Instituto Ludwig

Cerca de 90% dos tumores malignos de bexiga sdo carcinomas de células
transicionais. Na apresentacdo, 75% sao superficiais, no entanto, 30% a 80%
recorrem e 10% a 30% progridem.

O diagnostico do cancer de bexiga pode ser realizado através da cistoscopia
e da citologia urindria. A cistoscopia é um exame invasivo, com risco de
infeccdo urindria; a citologia urindria é um método de alta especificidade,
porém com baixa sensibilidade (50%). Nesta perspectiva, a identificacdo de
marcadores moleculares na urina possibilitaria o diagnostico do cancer de

bexiga de maneira ndo invasiva e com alta sensibilidade e especificidade.

Os marcadores moleculares também podem ser empregados no
estadiamento, progndstico e acompanhamento dos pacientes e devem ter as
seguintes caracteristicas: alta especificidade e sensibilidade; ser empregado
para triagem populacional e detectdveis em liquidos biolégicos (urina, sangue).
Os marcadores moleculares podem identificar alteragdes nas seqtiéncias de

genes, na expressao génica e nas fungdes ou estruturas de proteinas.

As alteracdes descritas em tumor de bexiga sao: delecdo do cromossomo 9;
dele¢des em 13q (RB locus) e em 17p (p53 locus).

A principal modificacdo epigenética no cancer de bexiga é a metilacao da
citosina localizada nas “ilhas” CpG. Cerca de 3% a 4% de todas as moleculas
de citosina sdo metiladas, o que corresponde a 0,75% a 1% do total de
nucleotideos no DNA normal. Os dinucleotideos CpG estao concentrados em
regides denominadas “ilhas” que geralmente estdo sem metilagao.

Os genes s6 podem ser transcritos se trés critérios estdo presentes: fatores
de transcrigao estdo disponiveis, as histonas estao acelitadas e ndo metiladas e
as citosinas nas “ilhas”de CpG estdao nao metiladas.

A metilagdo é um processo natural de inativagdo génica, como por exemplo
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temos a metilacdo em um dos cromossomos X na mulher, que causa sua
inativacdao. A metilagdo tem sido proposta como um mecanismo para a

expressao seletiva de genes nos tecidos.

O equilibrio epigenético das células normais é quebrado quando
a célula torna-se cancerosa. As alteragdes epigenéticas podem ser
divididas em duas categorias: a hipometilacdo global gendmica e o
silenciamento transcricional de genes supressores de tumores através

da hipermetilacao.

Quando a hipermetilagdo (que ocorre em uma determinada regido
normal ndo metilada) ocorre na regido promotora de um gene, a ligagao
dos fatores de transcrigdo é impedida, e assim, a expressdo génica é

bloqueada.

O fendmeno de hipermetilacdo é descrito em diversos tumores, tais

como: mama, célon, estdomago, pulmao e bexiga.

Maruyama et al.! avaliaram a presenca de metilagdo em 10 genes
a partir de 98 amostras de tumores de bexiga. O gene metilado com
maior freqiiéncia foi o ECAD (36%), seguidos pelos genes RASSF1A
(35%), APC (35%) e HCAD (29%). Foi identificada uma correlacao
significativa entre a presenca de metilagdo no promotor do ECAD e

tempo menor de sobrevida.

Em 2002, Chan et al.? avaliaram a metilagdo em sete genes em 98
tumores de bexiga. Em 90,9% dos tumores foi identificada a presenca
de metilagcdo em pelo menos quatro genes. O gene mais frequentemente
metilado foi o RARB(87,8%); o gene ECAD estava metilado em 63,3%
das amostras; 0 DAPK em 58,2% e o gene p16 estava metilado em 26,5%
dos casos. Foi observada uma alta correlacdo entre a metilacdo no

tumor e nas células encontradas na urina.

Tada et al.* observaram correlacdo significativa entre a presenca
de metilacdo no promotor DAPK e maior freqiiéncia de recidiva em

tumores de bexiga.

Este projeto tem como objetivo principal estabelecer a freqiiéncia
de metilacdo de regides promotoras dos genes 14-3-3c, RARB, APC
e ECAD em cancer de bexiga e avaliar esta alteragdo como possivel
marcador molecular para diagndstico, prognoéstico e seguimento de

pacientes portadores desta neoplasia.

Outros objetivos deste estudo sdo: determinar a freqiiéncia de
metilacdo na regido promotora dos genes em amostras de urina colhidas
no momento da cirurgia, antes da alta e em duas visitas de seguimento;
correlacionar os dados clinico-patolégicos com os padrdes de metilacao;

avaliar o nivel de metilagdo através de PCR especifica para a alteracao
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de deteccao em tempo real (MSP).

Foram avaliadas 73 amostras de tumores
de bexiga. Em 71,2% dos tumores foi detectada
a metilacdo do promotor do gene 14-3-3¢ dos
tumores apresentaram metilagdo no gene APC;
49,3% das amostras apresentaram metilacdo no
gene RARP e foi observada 28,8% de metilagao
do gene ECAD.

Estavam disponiveis para avaliagdo amostras
de urina de quatro pacientes. Foi realizada a
analise de metilacdo nessas amostras e verificada
a correlagdo com o padrdo de metilacdo nas
amostras tumorais. O Quadro 1 apresenta a

presenca de metilacao nessas amostras.

Em trés dos quatro pacientes foi observado
o mesmo padrdo de metilacdo nas amostras de

urina e tumorais.

Ao avaliar a relacdo entre a metilacao dos
genes e as caracteristicas clinicopatolégicas,
observou-se que os tumores T1 apresentaram
maior freqiiéncia de metilagdo no gene 14-3-
36 do que os tumores Ta, diferenca que foi
estatisticamente significativa. O gene 14-3-3c

estd envolvido no processo de parada do ciclo

celular em GZ em resposta a0 dano ao DNA;
é regulador da senescéncias das células e tem

caracteristicas de um gene supressor de tumor.

A hipermetilacao dos genes 14-3-3c, RARp,
APC e ECAD parece ser importante para a
tumorigénese de bexiga. Como a freqtiéncia
de metilacdo em um ou mais genes foi de
quase 91%, esse painel parece ser tutil para o
acompanhemtno de pacientes portadores de
CCT de bexiga.

A hipermetilacdo do gene 14-3-3c parece
participar na progressdo do cancer de bexiga
(Figura 1). Essa alteracdo poderia ser utilizada
para acompanhamento dos pacientes portadores
de CCT, indicando a recidiva e/ou progressao
da doenca.
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Quadro 1 - Padrao de metilacao das amostras tumorais e de urina de quatro pacientes (a célula

colorida indica a metilagdo do gene).

Caso 14-3-3¢g RARb APC ECAD
32 urina
32 tumor
34 urina
34 tumor
35 urina
35 tumor
36 urina
36 tumor
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Figura 1 - Fenomernos moleculares no cancer de células transicionais de bexiga.
Adaptado de Jung e Messing*
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