Vitor Rafael Regiani

Metilacao das regioes promotoras dos genes
RASSF1A e MGMT na Carcinogénese de

Cabeca e Pescoco

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Medicina de Sao José do Rio Preto para
obtencao do Titulo de Mestre no Curso de
Pos-Graduacao em Ciéncias da Saude, Eixo

Tematico: Medicina e Ciéncias Correlatas.

Orientadora: Profa. Dra. Erika Cristina Pavarino

S&o José do Rio Preto
2015

Regiani, Vitor Rafael

Metilacdo das regides promotoras dos genes RASSF1A
e MGMT na Carcinogénese de Cabeca e Pescoco/ Regiani,
Vitor Rafael
Séo José do Rio Preto, 2015
76p.

Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina de S&o José do Rio
Preto — FAMERP

Eixo Temético: Medicina e Ciéncias Correlatas

Orientadora: Profa. Dra. Erika Cristina Pavarino

1. Metilagdo; 2. Céncer de cabeca e pescoco; 3. Carcinoma
Espinocelular




VITOR RAFAEL REGIANI

Metilacdo das regioes promotoras dos genes
RASSF1A e MGMT na Carcinogénese de

Cabeca e Pescoco

BANCA EXAMINADORA
DISSERTACAO PARA OBTENCAO DO GRAU
DE MESTRE

Presidente e Orientador: Profa. Dra. Erika Cristina
Pavarino

1° Examinador: Debora Aparecida Pires de Campos
Zuccari

2° Examinador: Rodrigo Castro
1° Suplente: Patricia Matos Biselli Chicote

2° Suplente: Sandro José Conde

S&o Joseé do Rio Preto, 10 de junho de 2015



SUMARIO

D10 [0 (o] - VSRS [
AQIAdECIMENTOS. ... vttt sttt et et sreeste e e e sreesbeeneenneas I
EPIGIafe. ... e iv
LiStA 08 FIQUIAS. ... ettt %
Lista de Tabelas. .....ccueiieii e s Vi
I W I € - U o0 PSS viii
Lista de Abreviaturas € SImDOI0S...........ccoeiiiiiiiiii e X
RESUMIO. ...ttt ettt ne e nae e xiii
N 0L = Tod SRS XV
L. INEFOTUGAOD. ...t 1
I1. CasuistiCa € MELOTOS. .........ccueieieieiere et 9
L RESUITAAOS. ...t nne s 20
TV . DISCUSSEO. ....veveitieteaiieie sttt sttt sttt b e st e et bbb e be s ene e e e 30
V. CONCIUSAD. ...ttt bbb 39
V1. Referéncias BibliografiCa...........cccccevviiiiieiiiieccec e 41
VL ANBXOS. ...ttt et nn e e neas 56



Dedicatéria i

DEDICATORIA

A minha mae, Apparecida Graciosa Ochiucci Regiani, pelo eterno amor,

carinho, dedicacéo, educacédo e ensinamentos. Te amo mée.

A minha irma e meu cunhado, Carla Regiani Conde e Sandro Conde, por fazer

parte da minha familia e da minha vida. Te amo Carla.

Ao0s amigos, que estiveram presentes na realizacdo deste trabalho por tudo que
pudemos compartilhar a convivéncia, as alegrias, as frustracdes, as descobertas, enfim

pelo o que aprendemos.

A minha namorada, Carolina Martins Lima, pela paciéncia, apoio, incentivo e

carinho. Obrigado por estar ao meu lado.

Aos professores, por acreditarem em mim, me mostrarem o caminho da ciéncia

e por serem exemplos de verdadeiros profissionais.



Agradecimentos ii

AGRADECIMENTOS

A DEUS, primeiramente, por ter me dado forca durante o curso, a meio de
dificuldades. Por ter me iluminado nas decisbes mais dificeis e por ter me guiado ao

longo do curso para trilhar o caminho mais correto possivel.

A Profé. Dr2. Erika Cristina Pavarino pelo acolhimento, disponibilidade e
orientagdo durante o mestrado, meus sinceros agradecimentos pela confianca e apoio,

durante a realizacdo deste trabalho.

As Professoras Dr® Debora Aparecida Pires de Campos Zuccari e Dr? Eny
Maria Goloni-Bertollo pela oportunidade de ganho de conhecimento e experiéncia

profissional, que com competéncia e sabedoria me acolheram.

Aos meus amigos que sempre estiveram dispostos a ajudar Rodrigo, Ana Livia,
Patricia, Joice, Anelise, Cristiani, Gustavo, Tialfi, Carlos, Méarcia e a todos o0s
companheiros da UPGEM - Unidade de Pesquisa em Genética e Biologia Molecular e

do Bloco UG.

Ao Seu Jodo e a turma do cafe pelos momentos de descontragcdo necessarios para

revitalizar as energias.



Agradecimentos iii

Aos amigos do LIMC - Laboratorio de Investigagdo Molecular do Céancer-

FAMERP.

A Profé Dr2 Claudia Rainho e sua aluna Mariana, UNESP — Botucatu, pela

colaboracéo, atencéo, paciéncia e carinho.

A Diretoria da FAMERP e do Hospital de Base de S&o José do Rio Preto,

pela oportunidade e apoio para o desenvolvimento deste trabalho.

Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),
ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQ) e a
Fundacdo de Apoio a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP), pelo auxilio

financeiro.

Aos médicos e residentes responsaveis pelo Servico de Otorrinolaringologia e
Cirurgia de Cabeca e Pescoco da FAMERP, pela colaboracdo na coleta de amostras e

dados dos pacientes.

Aos pacientes com cancer de cabeca e pescoco que colaboraram para a

realizacdo deste trabalho, meus sinceros agradecimentos.

Nada que se realiza no mundo se constréi sozinho, meus sinceros
agradecimentos a todos que direta ou indiretamente contribuiram para a finalizagéo

desta pesquisa.



Epigrafe iv

EPIGRAFE

O éxito da vida néo se mede pelo caminho que vocé conquistou, mas sim pelas
dificuldades que superou no caminho.

Abraham Lincoln



Lista de Figuras v

LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Curva padrdo com porcentagens de metilacdo (100, 50, 25, 10,
5e0%) para 0 gene RASSFLA.. ... 17
Figura 2. Curva padrdo com porcentagens de metilacdo (100, 50, 25, 10,

5e0%) para 0 gene MGMT.......ccoooviieiininiiene e 17



Lista de Tabelas vi

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Dados epidemiologicos dos pacientes com cancer de cabeca e
[0SR oo Lol o T TSRO 11

Tabela 2. Dados epidemiologicos dos pacientes com cancer de cabeca e
01T oo Lol o T TSRS 12

Tabela 3. Distribui¢do dos sitios anatdmicos primarios do tumor em

relacdo ao TNM (categoria T). Informacdo obtida para 42
O o 1<) ] L1 TSRS 12
Tabela 4. Distribuicdo dos sitios anatdmicos priméarios do tumor em

relacdo ao TNM (categoria N). Informacdo obtida para 42

PACIENTES. .....eiveeie ettt e re e re e e 13
Tabela 5. Sequéncias dos primes para 0s genes RASSF1 e MGMT........... 18
Tabela 6. Porcentagens de metilacdo nos genes RASSF1 e MGMT nos

tecidos tumorais, tecidos normais adjacentes e sangue

PEIITEIICO. ...cvieiee et 22
Tabela 7. Presenca de metilacdo nas 16 amostras de tecidos tumorais

que possuem amostras pareadas de tecidos adjacentes ou

sangue periférico para 0 gene RASSF1A.........ccooeveieiviecnenns 22
Tabela 8. Presenca de metilacdo nas 16 amostras de tecidos tumorais

que possuem amostras pareadas de tecidos normais adjacentes

ou sangue periférico para 0 gene MGMT........cccccevveveiienieennns 23



Lista de Tabelas vii

Tabela 9. Presenca ou auséncia de metilacdo nos genes RASSF1A e
MGMT em relacdo as caracteristicas do paciente e do tumor
em 37 amostras tumorais de pacientes com carcinoma de
CADECA € PESCOGO. ....veeureiereereesteesteeeesteeseesseesteetesneesreessesreesreeneens 28
Tabela 10. Associacdo da metilacdo nos genes RASSF1A e MGMT com
os fatores epidemioldgicos (género e idade), habitos tabagista
e etilista e parametros clinicos do tumor em 37 amostras

tumorais de pacientes com carcinoma de cabeca e pescoco...... 29



Lista de Gréficos viii

LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1. NUmero de amostras metiladas e ndo metiladas de tecidos
tumorais e ndo tumorais (tecido adjacente e sangue) para 0s
genes RASSF1A  (P=0,027) e MGMT (P=0,002),
FESPECHIVAMENTE. .. .cuviiie e 24

Grafico 2. NUmero de amostras metiladas e ndo metiladas de tecido
tumoral, sangue e tecido adjacente analisadas para 0 gene
RASSFLA. ...ttt 24

Graéfico 3. NUmero de amostras metiladas e ndo metiladas de tecido
tumoral, sangue e tecido adjacente analisadas para o gene
IMGIMT ettt nre s 25

Graéfico 4. NUmero de amostras metiladas e ndo metiladas de tecido
tumoral, sangue e tecido adjacente analisadas para o gene
MGMT .. 26

Grafico 5. Ndmero de amostras metiladas e ndo metiladas de tecidos
tumorais e ndo tumorais provenientes da cavidade oral e

faringe e da laringe analisadas para o gene MGMT.................... 26



Lista de Abreviaturas e Simbolos x

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

°C

pl

AJCC
Buffer BD
Buffer BL
Buffer BW
Buffer EB
CDKN2A
CEP

CpG
DAPK
DNA
DNMTs
EDTA
RE
FAMERP
GTP
HRM

IC

UICC

Graus Celsius

Microlitro

American Joint Commitee for Cancer
Desulfonation Buffer

Bacterial Lysis Buffer

Wash buffer

Elution Buffer

Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
Comité de Etica em Pesquisa
Cytosine phosphodiester Guanine
Death-associated protein kinase
Acidodesoxirribonucleico

DNA metiltransferases

Acido etilenodiaminotetracético
Receptor de estrogénio

Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto
Guanosina

High Resolution Melting

Intervalo de confianga

Union International Control Cancer

Metilado



Lista de Abreviaturas e Simbolos xi

M Presenca de metastase a distancia

MeC Methyl-C

MGMT 0-6-methylguanine-DNA methyltransferase
mL Mililitro

MLH1 MutL Homolog 1

mM Milimolar

MN Né&o-Metilado

MSP Methylation Specific Polymerase Chain Reaction
N Presenca de linfonodos regionais comprometidos
NA N&o amplificaram

NaCl Cloreto de Sadio

ng Nanograma

nM Nanomolar

OR Odds ratio

PBS Phosphate buffered saline

PCR Reacdo em cadeia da polimerase

RA Ras

RASSF1A Ras association domain family member 1
RNA Acido ribonucleico

rpm Repeti¢des por minute

SAM S-adenosilmetionina

SDS Dodecilsulfato de sodio

T Tamanho do tumor

Tris-HCI Tris-Hydrochloride



Lista de Abreviaturas e Simbolos xii

UNESP Universidade Estadual Paulista



Resumo xiii

RESUMO

Introducdo: A metilacdo do DNA desempenha um papel importante na regulacdo da
expressdo génica. Durante a tumorigénese, a hipermetilagdo em regides promotoras
ricas em ilhas CpG (Cytosine phosphodiester Guanine) € um mecanismo que pode
inativar genes supressores de tumor e contribuir para o desenvolvimento do cancer.
Objetivo: O presente trabalho teve como objetivo avaliar a metilagdo das regides
promotoras dos genes supressores de tumor RASSF1A (Ras association domain family
member 1) e MGMT (O-6-methylguanine-DNA methyltransferase) em carcinoma
espinocelular de cabeca e pescoco. Casuistica e Métodos: A andlise de metilacdo das
regides promotoras dos genes RASSF1A e MGMT foi realizada pela técnica High
Resolution Melting (HRM) em 42 e 37 amostras de tecidos tumorais, respectivamente.
Amostras de tecido adjacente ao tumor ou de sangue periférico foram utilizadas como
controle. Resultados: Para o gene RASSF1A, 50% (21 de 42) das amostras de tecidos
tumorais analisadas foram metiladas, enquanto para 0 MGMT, das 37 amostras de
tecidos tumorais analisadas, 17 (46%) apresentaram metilacdo. A andlise estatistica
entre os pares de amostras tumorais e controles (tecido adjacente ao tumor e sangue
periférico) mostrou diferenca significante quanto a presenca de metilagdo para o gene
RASSF1A (P=0,027, teste de Qui-quadrado) e para o gene MGMT (P=0,002, teste de
Qui-quadrado). A avaliacdo da presenca de metilacdo entre subgrupos de tecido tumoral
e tecido adjacente ndo mostrou diferencga significante para os genes RASSF1A (P=1,0) e
MGMT (P=0,38). Para o subgrupo de tecido tumoral e sangue periférico o resultado
estatistico foi significante para os genes RASSF1A (P=0,005) e MGMT (P=0,002). A

andlise da presenca de metilacdo nos tumores em relagdo aos tecidos ndo tumorais
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(tecidos adjacentes ou sangue periférico) nos diferentes sitios anatémicos de ocorréncia
primaria mostrou que, em cavidade oral e faringe ndo houve diferenca estatistica
significante para o gene RASSF1A (P=0,233) em relacdo as amostras ndo tumorais; para
gene MGMT o resultado estatistico foi significante (P=0,033). Em laringe, o resultado
estatistico foi significante para o gene RASSF1A (P=0,04) em relacdo as amostras ndo
tumorais, enquanto para o gene MGMT, o resultado estatistico ndo foi significante
(P=0,998). A presenca de metilacdo no gene MGMT bem como em ambos 0S genes
concomitantemente, RASSF1A e MGMT, foi associada com a categoria N (P=0,045 e
P=0,035, respectivamente). Para o gene RASSF1A ndo foi observada tal associacao
(P=0,093). A analise por meio da regressao logistica multipla da influéncia dos fatores
epidemioldgicos (género e idade), dos fatores de risco (tabagismo e etilismo) e
parametros clinicos do tumor quanto a presenca de metilacdo ndo mostrou associacao
significante para essas variaveis. Conclusfes: A presenca de metilacdo nas regides
promotoras dos genes RASSF1A e MGMT apenas no tecido tumoral da maioria dos
pares de amostras (tecido tumoral e ndo tumoral) sugere o envolvimento desses genes
no processo neoplasico de cabeca e pescogo, em especial do gene MGMT em tumores
da cavidade oral e faringe e do gene RASSF1A na laringe. N&o h& associacdo entre
metilacdo dos genes RASSF1A e MGMT e a idade, o género, os hébitos tabagista e

etilista e os parametros clinicos do tumor.
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ABSTRACT

Introduction: DNA methylation plays an important role in regulating gene expression.
During tumorigenesis, the hypermethylation of CpG-rich islands in promoter regions
(Cytosine phosphodiester Guanine) is a mechanism that can inactivate tumor suppressor
genes and contribute to the development of cancer. Objective: This study aimed to
evaluate the methylation of promoter regions of tumor suppressor genes RASSF1A (Ras
association domain family member 1) and MGMT (O-6-methylguanine-DNA
methyltransferase) in squamous cell carcinoma of the head and neck. Methods: The
methylation analysis of promoter regions of RASSF1A and MGMT genes was performed
using the High Resolution Melting (HRM) in 42 and 37 tumor tissue samples,
respectively. Samples of tissue adjacent to the tumor or peripheral blood were used as
controls. Results: For the RASSF1A gene, 50% (21 of 42) of tumor tissue samples
analyzed were methylated, whereas for MGMT of 37 tumor tissue samples analyzed, 17
(46%) showed methylation. Statistical analysis between pairs of tumor samples and
controls (tissue adjacent to the site of tumor and peripheral blood) showed significant
differences in the presence of methylation for the RASSF1A gene (P = 0.027, Chi-square
test) and the MGMT gene (P = 0.002, Chi-square test). The evaluation of the presence of
methylation between tumor tissue and surrounding tissue showed no significant
difference for RASSF1A genes (P = 1.0) and MGMT (P = 0.38). For the subset of tumor
tissue and peripheral blood statistic was significant for RASSF1A (P = 0.005) and
MGMT (P = 0.002) genes. Analysis of the presence of methylation in tumors relative to
non-tumor tissues (tissues adjacent to tumor or peripheral blood) in different anatomical

sites of primary occurrence showed that in oral cavity and pharynx no statistically
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significant difference for the RASSF1A gene (P = 0.233) relative to non-tumor samples;
MGMT gene statistical results were significant (P = 0.033). In the larynx, the statistical
results were significant for the RASSF1A gene (P = 0.04) compared to non-tumor
samples, while for the MGMT gene, the result was not statistically significant (P =
0.998). The presence of the methylation of the MGMT gene in both genes
simultaneously, RASSF1A and MGMT, were associated with the category N (P = 0.045
and P = 0.035, respectively). For the RASSF1A gene was not observed this association
(P = 0.093). The analysis by multiple logistic regression of the influence of
epidemiological factors (gender and age), risk factors (smoking and drinking) and
clinical parameters of the tumor for the presence of methylation showed no significant
association for these variables. Conclusions: The prevalence presence of methylation in
the promoter region of RASSF1A and MGMT genes in tumor tissue of the pairs of
samples (tumor and non-tumor tissue) suggests the involvement of these genes in the
process of squamous cells carcinoma of the head and neck, in particular of the MGMT
gene in tumors of the oral cavity and pharynx and RASSF1A gene in larynx tumors. No
was observed association between methylation of RASSF1A and MGMT genes and age,

gender, the tobacco and alcohol consumption and clinical tumor parameters.
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I. INTRODUCAO

O “Cancer de cabeca e pescogo” ¢ um termo coletivo que descreve tumores
localizados em diferentes regides anatdmicas do trato aerodigestivo superior.?
Aproximadamente 40% ocorrem na cavidade oral (mucosa da boca, labio, base da
lingua, lingua e palato alto), 15% na faringe (hipofaringe, nasofaringe e orofaringe),
25% na laringe e 20% em outros sitios anatdmicos (glandulas salivares e tiredide).® O
tipo histolégico mais frequente é o carcinoma espinocelular que representa
aproximadamente 90% do total de casos.*®

E considerado o quinto tipo de cancer mais comum no mundo® e 550.000 novos
casos sdo diagnosticados anualmente ” No Brasil a Gltima estimativa para as neoplasias
localizadas na cavidade oral, realizada em 2012, foi de 14.170 novos casos e para
aquelas localizadas na laringe a ultima estimativa, realizada em 2014, foi de 7.640
caso0s.® Para a faringe, em 2012, foram estimados 6.308 casos (804 na nasofaringe e
5.504 em outros sitios anatdmicos da faringe).®

As neoplasias de cabeca e pescoco estdo associadas a altas taxas de
mortalidade.®® A taxa de sobrevida global para esse tipo de cancer é variavel pois
depende do sitio priméario de ocorréncia e do estdgio da doenca. Para o cancer da
cavidade oral, a taxa global de sobrevivéncia é de 50% ao longo de cinco anos.™" Para
outros sitios (faringe e laringe), a taxa é superior a 50% para a doenca em estagio inicial
(T1-T2, NO) e, geralmente, menos de 50% em estagios avancados (T3-T4, NO, T3-T4,
N +, ou qualquer T e N2-N3).%? Em 2010, 4.891 6bitos foram registrados no Brasil em
funcdo do cancer oral e, em 2011, 3.889 como resultado do cancer de laringe.*® A
ultima estimativa para o cancer de faringe, em 2012, registrou 4.487 &bitos (364 para

nasofaringe e 4.123 para outros sitios anatdmicos da faringe).©
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Os principais fatores associados ao desenvolvimento dos tumores de cabeca e
pescoco incluem consumo ao tabaco e alcool.“*™ A incidéncia deste tipo de cancer ¢
quatro a sete vezes maior em individuos fumantes®®”, e acredita-se que o efeito direto
dos radicais livres e outros carcindgenos presentes no cigarro nas células epiteliais
gradualmente acumulam-se e resultam em transformacdo maligna.‘” Estudos em
animais indicam que o alcool apesar de ndo genotoxico, pode agir como solvente para a
penetracdo de carcindgenos e possui como metabolito primario o acetaldeido, que é um
metabolito altamente reativo que pode se ligar a proteinas, constituintes celulares e ao
DNA, formando adultos estaveis.8*?

Outros fatores podem contribuir para a carcinogénese de cabeca e pescoco tais
como a poluicdo ambiental, certas condi¢bes laborais associadas as industrias
metallirgica e petroquimica e, a predisposicdo e heranca familiar.®® Infecces virais,
especialmente causadas pelos virus Epstein-Barr e Papilomavirus Humano dos subtipos
16 e 18, além de deficiéncias ou desequilibrios de vitaminas e micronutrientes, tais
como, vitaminas A, C, E, zinco, selénio e acido félico também estdo associados a
ocorréncia de neoplasias de cabeca e pescoco.**?

O é&cido fdlico, folato ou vitamina B9, uma vitamina hidrossoltvel do complexo
B, desempenha um papel importante na manuteng@o da metilacdo do DNA e, assim, da
estabilidade gendmica.*¥ O metabolismo do folato é responséavel, em uma de suas vias,
pela sintese de S-adenosilmetionina (SAM), o maior doador intracelular de grupos
metil, para reacdes de metilacdo do DNA, proteinas e lipidios.>?

A metilacdo do DNA ocorre quase exclusivamente nas repeticbes de

dinucleotideos CpG (Cytosine phosphodiester Guanine) no genoma humano.®** Os

dinucleotideos podem ser agrupados em pequenas extensdes de DNA conhecidas por
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“ilhas CpG".®® Estas ilhas sdo frequentemente associadas as regides promotoras dos
genes e geralmente ndo metiladas.®” Em contraste, a maioria (cerca de 70-80%) dos
dinucleotideos CpG ndo associados as ilhas CpG sdo fortemente metilados. A
metilacdo também pode ocorrer em citosinas que ndo estdo em sequéncias CpG, o que é
raro, e acontece apenas nas células-tronco embrionarias. ¢

A metilacdo consiste em uma modificacdo covalente do DNA na qual um
grupamento metil (CH3) é transferido da SAM para o carbono 5 de uma citosina (5-
MeC) que geralmente precede uma guanina (dinucleotideo CpG), pela acdo de uma
familia de enzimas conhecidas como DNA metiltransferases (DNMTs).“? Estas
enzimas estdo divididas em duas classes: aquelas envolvidas na metilacdo de fitas
hemimetiladas do DNA (fitas de DNA em processo de replicacdo), conhecidas como
metilases de manutencdo como a DNMT1,; outra classe, responsavel pela maioria dos
processos de metilacdo de novo, que ocorre em sitios com nenhum tipo de indicacdo de
metilacdo, ou seja, sem a presenca de metilacdo prévia, como as DNMT2, DNMT3A e
DNMT3B.“9

Outro grupo de enzimas, representado pelas desmetilases, é responsavel pela
desmetilacdo do DNA. Este processo é necessario para ativar genes especificos ou
apagar a marca epigenética durante o desenvolvimento ou em respostas a perturbacoes
ambientais. A desmetilacdo ainda pode ser passiva quando ndo ha& envolvimento de
desmetilases e ocorre quando a manutencdo pelas metiltransferases € inativa durante o
ciclo celular. Assim, o nivel e o padrdo de 5-MeC é determinado por ambos o0s
processos de metilagdo e desmetilacédo, e as enzimas envolvidas nesses processos devem

estar altamente reguladas.“”
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PadrOes alterados de metilacdo tém sido identificados em diversos tipos de
cancer.?) Acredita-se que a hipometilacdo global do genoma resulte na expressio
elevada de oncogenese™*®. Por outro lado, a hipermetilacio de ilhas CpG, localizadas
em regides promotoras de genes, € associada a alteragbes na expressdo geénica,
resultando no silenciamento de genes supressores de tumor.“®

Em tumores, as alteracbes epigenéticas do tipo hipermetilacdo sdo mais
frequentemente observadas do que a hipometilagdo. A metilacdo em regides ricas em
CG pode ocorrer em genes implicados com diferentes funcBes durante o
desenvolvimento do cancer, tais como: supressao do tumor (CDKN2A, CDKN2B, TP53,
BRCAL e RASSF1A), reparo do DNA (hMLH1 e MGMT) e, invaséo e metastase (CDH1,
ECAD,TIMP1, TIMP2, TIMP3 e DAPK).“?

Alguns desses genes tais como RASSF1A e MGMT apresentam hipermetilacéo
de regibes promotoras associadas com perda da expressdo protéica em células
tumorais.*’*® Em carcinoma de cabeca e pescoco, a metilacio pode ocorrer
anteriormente ao desenvolvimento das lesdes, 0 que enfatiza a importancia da metilagéo
como um biomarcador precoce para esse tipo tumoral.®?

O gene MGMT (O6-methylguanine-DNA methyltransferase), localizado em 10q26,
tem sido amplamente estudado neste contexto. Estudos em cancer de cabeca e pescogo
mostram percentuais de metilacdo para a regido promotora deste gene de 23 a 56,4% no
tecido tumoral®>® versus 9% na mucosa oral de individuos saudaveis.®® Também tém
sido observadas frequéncias de metilacdo para este gene de 68 a 73% em tecido
adjacente & lesao®®® e de 56 e 80% em amostras de leucoplasia oral®®® o que sugere
que a metilacdo do gene MGMT pode estar associada ao estagio inicial da leséo e pode

ser util para o diagndstico e prognostico do cancer de cabeca e pescoco.
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A proteina codificada pelo gene MGMT é fundamental para eliminar as lesdes pré-
mutagénicas que podem resultar no cancer, pois previne a citotoxicidade celular,
causada por agentes metilantes endogenos e exdgenos, por meio da remocdo do grupo
metil da posicdo O-6 da base guanina do DNA. Nesse processo, a MGMT transfere o
grupo metil para seu proprio residuo de cisteina o que resulta na sua inativacéo e reparo
da guanina.®>®” A inativacdo da proteina MGMT, em funcdo da metilacdo da regido
promotora do gene, € fendmeno comum observado em neoplasias de cabeca e pescoco
como referido acima .

O gene RASSF (Ras association family member), isoforma RASSF1A, localizado
em 3p21.3, também se apresenta metilado em cancer de cabeca e pesco¢o, com
frequéncias de metilacdo na regido promotora que variam de 7,5% a 71% em cancer
oral, de faringe e de laringe®® e de 35% em cancer da glandula salivar."” Este evento
também tem sido considerado atil para o diagnéstico, uma vez que representa um
evento precoce na tumorigénese de cabeca e pescogo.®+5”

A proteina RASSF1A esta envolvida na regulacdo de uma variedade de funcbes
bioldgicas, incluindo controle do ciclo celular e apoptose.”*™ Em sua estrutura, esta
proteina possui um dominio de associacdo Ras (RA) que permite sua interacdo com as
protefnas da familia Ras.’® Embora inicialmente as proteinas Ras tenham sido
caracterizadas como supressoras da apoptose, estudos tém mostrado que estas
oncoproteinas também podem induzir a parada do crescimento celular por meio da
apoptose e senescéncia por interagirem com efetores especificos.””® De fato, RASSF1A
age como um efetor negativo para as proteinas Ras, de modo GTP dependente, e induz a

apoptose e inibicdo do crescimento.!”
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Considerando que alteracfes na expressdo de RASS1A e MGMT podem modular
a susceptibilidade do céancer, é importante estudos que investiguem a metilacdo da

regido promotora desses genes em neoplasias de cabeca e pescoco.



Introducdo 8

1.1. OBJETIVOS

1.

2.

Avaliar a presenca de metilagdo nas regides promotoras dos genes RASSF1A
(Ras association domain family member 1) e MGMT (O-6-methylguanine-
DNA methyltransferase) em amostras de carcinoma espinocelular de cabeca
€ Pescoco e em suas respectivas margens cirurgicas ou no sangue periférico;

Associar a presenca de metilacdo das regides promotoras desses genes com
as caracteristicas clinico-patoldgicas (sitios primarios de ocorréncia e
extensdo do tumor, comprometimento de linfonodos e agressividade do

tumor) e habitos etilista e tabagista, idade e género.



CASUISTICA E METODOS
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Il. CASUISTICAE METODOS

I1.1. Casuistica

As amostras de tecido tumoral, tecido adjacente e de sangue periférico foram
procedentes de pacientes que ndo receberam tratamento quimio ou radioterapico pré-
operatorio cirurgico e, obtidas no Servico de Otorrinolaringologia e Cirurgia de Cabeca
e Pescoco do Hospital de Base, Hospital de Ensino da Faculdade de Medicina de S&o
José do Rio Preto.

Os tecidos tumorais adjacentes foram submetidos a macrodissec¢do no Servico
de Patologia do Hospital de Base de Sdo José do Rio Preto para obtencdo de fragmentos
contendo no minimo 70% de células tumorais ou de auséncia de células neoplasicas,
respectivamente.

De acordo com Normas Regulamentares de Pesquisa em Seres Humanos,
Resolucdo 66/2012 do Conselho Nacional de Saude, este estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto
(FAMERP), parecer n°® 201/2009 (Anexo 1). Apds consentimento livre e esclarecido
(Anexo 2) foram coletadas para o estudo 42 amostras de carcinoma espinocelular de
cabeca e pescogo, 22 amostras de tecido aparentemente normal adjacente ao tumor e 20
amostras de sangue periférico de individuos acometidos pelo tumor. Estas ultimas
foram coletadas quando néo foi possivel a obtencao do tecido adjacente ao tumor.

Os dados clinicos e epidemioldgicos dos 42 pacientes com cancer de cabeca e
pescoco estdo apresentados na Tabela 1. Foram analisados os dados referentes a idade,
tabagismo, etilismo e género. InformacGes sobre o tabagismo e etilismo foram limitadas

guanto ao consumo ou nao de tabaco e alcool. Os tumores foram classificados quanto a
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localizagdo anatdbmica em cavidade oral, faringe e laringe, de acordo com Lee, 2003
(Tabela 2). A classificacdo clinica foi realizada de acordo com os parametros da Union
International Control Cancer (IUCC) e American Joint Commitee for Cancer (AJCC),
2002, em trés critérios: tamanho do tumor (T), presenca de linfonodos regionais
comprometidos (N) e presenca de metastase a distancia (M). As Tabelas 3 e 4
apresentam a classificacdo do tumor quanto as categorias T e N, respectivamente. Em
relacdo a presenca de metastase a distancia, apenas um paciente apresentou M e foi
classificado em TXN3M1. Tumores com estadios | e Il (TLNO, T2NO ou T2N1) foram
agrupados em tumores com menor agressividade e aqueles com estadios I11 e IV (T2N2,
T3NO, T3N1, T3N2, T4NO, T4N1, T4N2 ou T4N3) foram agrupados em tumores

avancados.

Tabela 1. Dados epidemioldgicos dos pacientes com cancer de cabeca e pescoco.

Pacientes n (%)

N° de individuos 42
Idade (anos)*
>61 21 (50,0)
<61 21 (50,0)
Tabagista 39 (92,86)
Etilista 32 (76,20)
Género
Masculino 37 (88,10)
Feminino 5(11,90)

*mediana de idade: 61anos (variagdo: 22 - 88 anos)
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Tabela 2. Distribuicdo entre os casos por sitio priméario de ocorréncia do tumor.

Sitio anatbmico primario n (%)

Cavidade oral 21 (50,00)
Laringe 11(26,19)
Faringe (orofaringe, nasofaringe e hipofaringe) 10 (23,81)

Tabela 3. Distribuicdo dos sitios anatdmicos primarios do tumor em relacdo ao TNM

(categoria T). Informacdo obtida para 42 pacientes.

Sitio primario do tumor T1 T2 T3 T4  Tx
Cavidade oral 06 10 02 02 0
Laringe 01 01 02 08 0
Faringe 0 01 02 07 0
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Tabela 4. Distribuicdo dos sitios anatémicos priméarios do tumor em relacdo ao TNM

(categoria N). Informagao obtida para 42 pacientes.

Sitio primario do tumor NO N+ NX
Cavidade oral 13 05 02
Laringe 04 04 05
Faringe 01 08 0

NO: Auséncia de linfonodos comprometidos; N+: Presenca de

linfonodos comprometidos; Nx — Néo foi possivel a avaliacdo.

11.2. Analise Molecular

11.2.1. Extracdo de DNA a partir de tecido

O DNA gendmico dos tecidos tumorais e de suas respectivas margens cirdrgicas
foram extraidos com TRIzol®Reagent (Invitrogen), de acordo com instrucGes do
fabricante. Brevemente, os fragmentos de tecido com aproximadamente 100 mg foram
macerados manualmente em almofariz, com pistilo e adi¢do de nitrogénio liquido. Para
cada 10 mg de tecido foi adicionado 1mL de TRIzol® Reagent. O material foi, entdo,
distribuido em microtubos de 1,5 mL e mantido em temperatura ambiente por 5
minutos. Apos este periodo, foram acrescentados 200 uL de cloroférmio gelado para
cada mL de TRIzol® Reagent. O material foi agitado por aproximadamente 20 segundos
e permaneceu por 3 minutos em temperatura ambiente e, em seguida, foi acondicionado
em gelo. As amostras foram, entdo, centrifugadas a 12.000g por 15 minutos a 4°C para

separagdo das fases aquosa, interfase (que contém DNA) e fase orgéanica. A fase aquosa
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foi transferida para um microtubo para extracdo de RNA que é utilizado em outro
estudo do grupo de pesquisa. Ao material restante foram adicionados 300 pL de etanol
100% para cada mL de TRIzol® Reagent e 0 microtubo foi homozeneizado por inversao
e estocado em temperatura ambiente por 2 minutos. Apos este periodo, o material foi
centrifugado a 2.000g por 5 minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o pellet de
DNA foi submetido a duas lavagens com solucdo de 0,1M de citrato de s6dio em 10%
de etanol (1 mL de solucdo para cada mL de TRIzol® Reagent) e uma com etanol 75%
(2 mL para cada mLdeTRIzol® Reagent). Apos incubagdo em temperatura ambiente por
20 minutos foi centrifugado a 2.000g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e 0 DNA foi mantido por 15 minutos em temperatura ambiente e diluido em
600 pL de solucdo de NaOH 8mM. Foi, entdo, centrifugado a 12.000g por 10 minutos
para remocao de material insoltvel. O sobrenadante contendo DNA foi transferido para

novo tubo e estocado a -20°C.

11.2.2. Extracdo de DNA a partir de sangue periférico

A extracdo de DNA a partir de sangue periférico foi realizada segundo Miller e
colaboradores (1988), com modificacbes. Apbds a coleta de 5mL de sangue em tubo
vacutainer contendo anticoagulante (EDTA), o tubo foi homogeneizado e 0 sangue
distribuido em tubos de centrifuga devidamente identificados, contendo quantidade
equivalente de gradiente de densidade (Ficoll-Paque) em temperatura ambiente,
evitando que 0 mesmo se misturasse com sangue. O material foi, entdo, centrifugado
por 30 minutos a 1.500rpm, para a formacéo de trés camadas distintas: hemaceas na
porcéo inferior do tubo, Ficoll-Paque na fase intermediaria e plasma na porcao superior.

O plasma foi aspirado com uma pipeta Pasteur e descartado e a camada de linfocitos,
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formada entre o plasma e o Ficoll-Paque, foi transferida para um novo tubo de
centrifuga. Foi adicionado tampéo PBS 1X (solucéo salina) aos linfdcitos até completar
15mL e o tubo foi cuidadosamente invertido e centrifugado a 1.200rpm por 15 minutos.
Apbs centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o “pellet” de linfocitos
ressuspendido foi lavado novamente em PBS 1X. Aos linfécitos isolados, foram
adicionados 3mL de tampao de lise (Tris-HCI 10mM; NaCl 400mM; Na2EDTA 2mM);
200mL de SDS 10% e 50mL de proteinase K (20mg/ml). O tubo foi incubado por 16
horas a 37°C e, ap0s este periodo, foi adicionado 1mL de NaCl 6M (solu¢do saturada)
ao material que foi submetido a agitacdo e, em seguida mantido no gelo por 15 minutos.
Apobs este periodo, o tubo foi novamente agitado e centrifugado a 2.000rpm. Nesta etapa
0 material digerido precipita juntamente com o sal (NaCl) e o DNA permanece no
sobrenadante. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo que recebeu 10mL de
etanol 100% gelado. O tubo foi cuidadosamente invertido e 0 DNA precipitado foi
transferido para ummicrotubo contendo 500mL de etanol 70% em temperatura
ambiente. Em seguida, o microtubo foi centrifugado a 12.000rpm por 5 minutos e o
sobrenadante foi descartado. O DNA foi ressuspendido em 200mL tampdo (Tris 10mM

e EDTA 1mM) e armazenado em freezer a —20°C.

11.2.2. Analise de metilacdo dos genes RASSF1A e MGMT

A andlise de metilacdo das regibes promotoras dos genes RASSF1A e MGMT,
pela técnica High Resolution Melting (HRM), foi realizada para 19 amostras de tecido
adjacente ao tumor e 18 de sangue periférico, pois cinco amostras (trés de tecido

adjacente ao tumor e duas de sangue periférico) ndo amplificaram. Para as amostras
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tumorais o0 gene RASSF1A foi analisado em 42 amostras enquanto para 0 MGMT a
analise foi possivel em 37 delas, pois cinco amostras tumorais ndo amplificaram para

este gene.

11.2.3. Conversédo do DNA pelo bissulfito:

Anterior a técnica de High Resolution Melting (HRM) as amostras foram
submetidas a conversdo do DNA pelo bissulfito. As reacdes de conversdo foram
realizadas com Kit de bissulfito Epitect (Qiagen) de acordo com as instrucdes do
fabricante. As amostras de DNA diluidas em RNAse-freewater (20ul), solucdo de
bissulfito (85ul) e DNA Protect Buffer (35ul) foram mantidas em termociclador por
aproximadamente cinco horas, alternando-se as temperaturas entre 95°C (desnaturacao)
e 60°C (incubacdo). Apos este periodo, foi realizada a purificacdo das amostras. Para
tanto, foram adicionados aos tubos 560l de solucdo recém-preparada contendo Buffer
BL e Carrier RNA, que foi transferida para uma coluna e, em seguida, para um tubo
coletor Epitect (Qiagen) ap6s centrifugacdo. O filtrado foi descartado e a coluna foram
adicionados 500ul de Buffer BW (wash buffer) para nova centrifugacdo. Este processo
foi repetido alternando-se o tampdo; uma lavagem com 500ul de Buffer BD
(desulfonation buffer) e duas com 500ul de Buffer BW (wash buffer). A seguir, a coluna
foi transferida para um novo tubo coletor e, posteriormente, foram adicionados 20ul de
Buffer EB ao centro da membrana. Para finalizar, a coluna foi centrifugada por 1 minuto

a 12000rpm para eluicdo do DNA purificado.
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11.2.4. Técnica High Resolution Melting (HRM):

A amplificacdo por PCR e HRM foi realizada no StepOne PCR em tempo real
do sistema (Applied Biosystems), de acordo com as instrucbes do fabricante. As
sequéncias de primers para os genes RASSF1A e MGMT estéo listadas na Tabela 5. A
PCR foi realizada em um volume de 20 uL contendo 1x Melt Doctor HRM Master Mix
(Applied Biosystems), 200 nM de cada iniciador e 10 ng de DNA molde bissulfito-
tratado. A curva padrdo com porcentagens de metilagcdo conhecidas (100, 50, 25, 10,5 e
0%) foi incluida em cada ensaio para estimar a proporcdo de metilacdo de cada amostra,
utilizando DNA gendmico de CpG metilado HeLa (New EnglandBiolabs) e de controle
de DNA néo metilado Epitect Humana como referéncias (Figura 1, 2). Os padrfes de
metilagdo foram realizados em duplicata, e as amostras de tecidos tumorais, tecidos
adjacentes ao tumor e sangue periférico, foram realizadas em triplicatas. As condi¢des
de amplificagcdo foram as seguintes: um ciclo de 95°C durante 10 min, 40 ciclos de
95°C durante 15 seg, 60°C durante 1 min, seguido por um passo de HRM 95°C durante
15 seg, 60°C durante 1 min, 95°C durante 15 seg, e aquisicdo continua 60-95°C a 0,3%.
Os dados de HRM foram analisados utilizando o Software HRM (Applied Biosystems).
As analises foram realizadas em colaboracdo com Departamento de Genética do
Instituto de Biociéncias da UNESP, Campus de Botucatu com a colaboracdo da Prof?

Dr? Claudia Aparecida Rainho.
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Figura 1. Curva padréo com porcentagens de metilagéo Figura 2. Curva padrdo com porcentagens de metilagio
(100, 50, 25, 10, 5 e 0%) para o gene RASSF1A. (100, 50, 25, 10, 5 e 0%) para o gene MGMT.

Tabela 5. Sequéncias dos primes para 0s genes RASSF1A e MGMT.

Genes Primes
RASSF1A 5gggttttatagtttttgtatttaggtt3” e 5 aactcaataaactcaaactccccc3”
MGMT 5"gcgtttcggatatgttgggatagt3” e 5°cctacaaaaccactcgaaactacca3d’

11.3. Andlise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas pelo programa Minitab versdo 14 ou
Bioestat versdo 5.3, considerando-se valores de P< 0,05 para significancia estatistica.

O teste de Qui-quadrado foi utilizado para comparar a presenca de metilagdo nas
amostras de tumores e suas respectivas margens cirurgicas ou sangue periférico. Este
teste também foi utilizado para avaliar a presenca de metilagdo em relacdo a localizagéo
priméaria do tumor (cavidade oral e faringe versus tecido ndo tumoral ou laringe versus

tecido ndo tumoral).
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O teste exato de Fischer foi utilizado para avaliar a frequéncia de metilacdo nas
regibes promotoras dos genes RASSF1A e MGMT em relacdo as caracteristicas do
paciente e do tumor.

A regressdo logistica multipla foi utilizada para avaliar o efeito das variaveis no
risco do carcinoma espinocelular de cabeca e pescoco. O modelo incluiu género
(referéncia: feminino), idade (referéncia: <61 anos; mediana), habito etilista (referéncia:
ndo etilista), habito tabagista (referéncia: ndo tabagista), agressividade tumoral
(referéncia: estadios | e Il) e metilacdo (referéncia: auséncia de metilacdo). Os
resultados foram apresentados em odds ratio (OR) e intervalo de confianca (IC) de

95%.
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I1l. RESULTADOS

A tabela 6 mostra as porcentagens de metilacdo nos genes RASSF1A e MGMT
nos tecidos tumorais, tecidos adjacentes ao tumor e sangue periférico. Das 42 amostras
de tecidos tumorais analisadas para o gene RASSF1A, 50% das amostras apresentam-se
metiladas. Para o gene MGMT, das 37 amostras de tecidos tumorais analisadas, 17
(46%) apresentaram a metilagéo.

Para o gene RASSF1A cinco amostras (trés de tecido adjacente e duas de sangue
periférico) ndo amplificaram, totalizando 37 casos com amostras pareadas (tecido
tumoral e tecido adjacente ao tumor ou sangue periférico do mesmo individuo). Em
relacdo ao gene MGMT ndo amplificaram quatro amostras tumorais e trés tecidos
adjacentes correspondentes, além de outras duas amostras ndo pareadas (01 tumoral e
01 ndo tumoral), totalizando 36 casos com amostras pareadas.

Das 21 amostras tumorais metiladas para o gene RASSF1A, 16 casos possuem
amostras pareadas. Em 12 pares a metilacdo estava presente apenas na amostra do
tecido tumoral, em trés casos a metilacdo também ocorreu no tecido adjacente ao tumor
e em um caso também no sangue periférico (Tabela 7). No entanto, em trés casos a
metilacdo foi detectada somente nos tecidos ndo tumorais (duas amostras de tecidos
adjacentes e uma de sangue periférico).

Em relacdo ao gene MGMT, das 17 amostras tumorais metiladas, 16 casos
possuem amostras pareadas. Em 15 deles a metilacdo ocorreu somente no tecido
tumoral e em um caso a metilagédo estava presente também no sangue periférico (Tabela
8). Foram observados dois casos discrepantes, ou seja, a metilacdo estava presente nos

tecidos adjacentes e ausente nos tecidos tumorais.
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Tabela 6. Porcentagens de metilacdo nos genes RASSF1A e MGMT nos tecidos tumorais,
tecidos normais adjacentes e sangue periférico.

Genes Tipos de 0% >0%<10% >10%=<25% >25%=<100% NA*
tecidos
Tumoral 21 18 2 1 0
RASSF1A Normal 14 4 1 0 3
adjacente
Sangue 16 2 0 0 2
periférico
Tumoral 20 17 0 0 5
MGMT Normal 15 4 0 0 3
adjacente
Sangue 17 1 0 0 2
periférico

*NA= ndo amplificaram

Tabela 7. Presenca de metilacdo nas 16 amostras de tecidos tumorais que possuem amostras
pareadas de tecidos adjacentes ou sangue periférico para o gene RASSF1A.

Caddigo da Tecido Tecido ndao Tumoral
Amostra Tumoral Tecido ndo Tumoral Sangue Periférico
Adjacente

1 M NM e
2 M NM e
3 M NM
4 M - NM
5 M NM
6 M - NM
7 M e NM
8 M - NM
9 M NM
10 M e NM
11 M NM
12 M e NM
13 M M e
14 M M e
15 M M e
16 M - M

M = Metilado MN = Ndo-Metilado  ----- = Amostra ndo analisada



Resultados 23

Tabela 8. Presenca de metilacdo nas 16 amostras de tecidos tumorais que possuem amostras
pareadas de tecidos normais adjacentes ou sangue periférico para o gene MGMT.

Cddigo da Tecido Tecido ndo Tumoral
Amostra Tumoral Tecido ndo Tumoral Sangue Periférico
Adjacente
1 M NM
2 M NM -
3 M NM
4 M NM -
5 M - NM
6 M e NM
7 M NM
8 M - NM
9 M e NM
10 M - NM
11 M e NM
12 M - NM
13 M e NM
14 M - NM
15 M e NM
16 M - M
M = Metilado NM = Ndo-Metilado NA = Ndo Amplificou ----- = Amostra ndo analisada

A analise estatistica dos 37 pares de amostras (tecido tumoral e tecido adjacente
ou sangue) para gene RASSF1A mostrou diferenca significante quanto a presenca de
metilacdo entre os dois grupos de amostras (P=0,027; Grafico 1). Para o gene MGMT a
analise dos 36 pares de amostras também foi significante (P=0,002; Grafico 1).

A avaliacdo da presenca de metilacdo entre subgrupos de tecido tumoral e tecido
adjacente em 19 pares de amostras para o gene RASSF1A e em 18 pares de amostras
para 0 gene MGMT ndo mostrou diferenca significante (P=1,0 e P=0,38,
respectivamente). Para o subgrupo de tecido tumoral e sangue periférico o resultado
estatistico foi significante para os genes RASSF1A e MGMT (P=0,005 e P=0,002,
respectivamente) em 18 pares de amostras analisados para ambos 0s genes (Gréaficos 2 e

3).
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Gréficol. Numero de amostras metiladas e ndo metiladas de tecidos tumorais e ndo
tumorais (tecido adjacente e sangue) para os genes RASSF1A (P=0,027) e MGMT
(P=0,002), respectivamente.
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Grafico 2. Numero de amostras metiladas e ndo metiladas de tecido tumoral, sangue e
tecido adjacente analisadas para o gene RASSF1A.
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Grafico 3. Numero de amostras metiladas e ndo metiladas de tecido tumoral, sangue e
tecido adjacente analisadas para o gene MGMT.

A andlise da presenca de metilacdo nos tumores em relacdo aos tecidos néo
tumorais (tecidos adjacentes ou sangue periférico) nos diferentes sitios anatdbmicos de
ocorréncia primaria (Grafico 4 e 5) mostrou que, em cavidade oral (n=18) e faringe
(n=8) ndo houve diferenca estatistica significante para o gene RASSF1A (P=0,233) em
relacdo as amostras nao tumorais (n=26); no entanto, para gene MGMT o resultado
estatistico foi significante (P=0,033). Em laringe (n=11), o resultado estatistico foi
significante para o gene RASSF1A (P=0,04) em relagdo as amostras ndo tumorais
(n=11), enquanto para o gene MGMT (laringe, n=10; tecido ndo tumoral n=10), o

resultado estatistico n&o foi significante (P=0,998).
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Gréfico 4. Numero de amostras metiladas e ndo metiladas de tecidos tumorais e
ndo tumorais provenientes da cavidade oral e faringe e da laringe analisadas para o gene
RASSF1A.
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Graéfico 5. Nimero de amostras metiladas e ndo metiladas de tecidos tumorais e nao
tumorais provenientes da cavidade oral e faringe e da laringe analisadas para o gene
MGMT.
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A Tabela 9 apresenta a presenca de metilagdo nas regides promotoras dos genes
RASSF1A e MGMT em relacdo as caracteristicas do paciente e do tumor. Nenhuma
associacdo foi observada entre metilacdo e género, idade, tabagismo e etilismo.
Entretanto, a presenca de metilacdo no gene MGMT bem como em ambos 0s genes
concomitantemente, RASSF1A e MGMT, foi associada com a categoria N (P=0,045 e P=
0,035, respectivamente). Para o gene RASSF1A ndo foi observada tal associagédo
(P=0,093). A analise por meio da regressao logistica multipla da influéncia dos fatores
epidemioldgicos (género e idade), dos fatores de risco (tabagismo e etilismo) e
parametros clinicos do tumor quanto a presenca de metilacdo ndo mostrou associacao

significante para essas variaveis (Tabela 10).
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Tabela 9. Presenca ou auséncia de metilacdo nos genes RASSF1A e MGMT em relagédo
as caracteristicas do paciente e do tumor em 37 amostras tumorais de pacientes com
carcinoma de cabeca e pescoco.

Caracteristicas No de Metilacdo Metilagdo Metilagéo Auséncia de

Clinicas Pacientes do do do MGMT e Metilacédo do
MGMT RASSF1A RASSF1A MGMT e
RASSF1A

Género

Masculino 33 15 14 10 14

Feminino 04 02 02 02 02
Idade

<61 20 10 08 06 08

>61 17 07 08 06 08
Tamanho

1-2 16 09 08 06 05

3-4 21 08 08 06 11
Classificacdo N

0 21 13* 12 10* 06

1-3 16 04* 04 02* 10
TNM

Agressivo 24 09 09 06 12

N&o agressivo 13 08 07 06 04
Tabagismo

Sim 34 17 21 12 13

Nao 03 00 00 00 03
Etilismo

Sim 30 14 13 09 12

Nao 07 01 02 01 05

*valor de P<0,05 (teste exato de Fisher)
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Tabela 10. Associagdo da metilagdo nos genes RASSF1A e MGMT com os fatores epidemiolégicos (género
e idade), habitos tabagista e etilista e parametros clinicos do tumor em 37 amostras tumorais de pacientes

com carcinoma de cabeca e pescogo.

n (%) RASSF1A MGMT Metilagdo do Auséncia de
Valor de P Valor de P MGMT e Metilacéo do
OR (95% CI) OR (95% CI) RASSF1A MGMT e RASSF1A
Valor de P Valor de P
OR (95% CI) OR (95% CI)
Género
0,312 0,439 0,863 0,965
Masculino® 33(89.2) 0,19(0,01-4,83) 0,29(0,01-6,78) 0,76 (0,03 -18,08) 1,07 (0,04 —26,87)
Feminino 4(11.1)
Idade (mediana)
0,535 0,459 0,543 0,462
>61° 17 (47.2) 0,61 (0,13-2,93) 0,54 (0,10 -2,79) 1,77 (0,28-11,15) 1,82 (0,37 —8,98)
<61 20 (54.1)
Tamanho
0,949 0,706 0,998 0,735
1-2 16 (43.2) 1,12 (0,04 —34,00) 1,94 (0,06 — 61,12)  6,92388E+09 1,47 (0,16 — 13,67)
(0,00 - *)
3-4* 21 (56.8)
Classificacdo N
0,809 0,709 0,091 0,282
0 21(56.8) 1,28 (0,18 -9,32) 0,68 (0,09 —5,08) 0,10 (0,01 —1,44) 2,60 (0,46 — 14,83)
1-3° 16 (43.2)
TNM
0,734 0,799 0,998 0,970
Agressivo? 15(41.7)  0,51(0,10 - 24,57) 0,60(0,01-30,21) 0,00 (0,00 - *) 1,05 (0,09 - 12,25)
Na&o agressivo 22 (59.5)
Tabagismo
0,480 0,392 0,999 0,999
Tabagista® 34(91.9)  3,09(0,13-70,86) 0,28 (0,02 - 5,20) 4,73090E+08 0,00 (0,00 - *)
(0,00 - *)
Né&o tabagista 3(8.3)
Etilismo
0,785 0,757 0,390 0,790
Etilista® 30(81.1) 0,73(0,08 - 6,75) 1,44 (0,15 - 14,09) 0,36 (0,04 — 3,69) 0,73 (0,07 — 7,66)
N&o etilista 7(19.4)

a: Referéncia
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IV. DISCUSSAO

O status de metilacdo (metilado ou ndo metilado) e os padrdes de expressdo
quando expressos em percentagem de metilacdo trazem novas informacgdes para o
entendimento dos mecanismos epigenéticos, pois a densidade de metilacdo esta
diretamente associada com o grau de expressividade do gene.® A técnica utilizada no
presente estudo permitiu separar as amostras nas seguintes taxas de metilacao: 0%, até
10%, maior que 10% até 25% e maior que 25%.

Das amostras metiladas a maioria encontra-se na faixa de até 10%, o que
restringe analises de subgrupos por densidade de metilacdo. Assim, no presente estudo,
as analises foram realizadas considerando-se a apenas a presenca ou auséncia de
metilacdo conforme estudos realizados em amostras tumorais de cabeca e pescogo.®®®
81)

Sabe-se que o0s processos neoplasicos sdo complexos e envolvem a ativacdo de
oncogenes e/ou silenciamento de genes supressores de tumor por meio de processos
genéticos e epigenéticos.®? Em geral, a hipometilacdo do DNA resulta no aumento da
instabilidade gendmica e ativacdo de protooncogenes, enquanto a hipermetilacido de
sitios especificos contribui com a tumorigénese por meio do silenciamento de genes
supressores de tumor.“?

Diversos membros da familia supressora de tumor RASSF sdo regulados por
mecanismos epigenéticos especificos que podem resultar no surgimento e progressao do
cancer.®¥ A isoforma RASSF1A encontra-se metilada em varios tumores®*¥") e também
em lesGes pré-neoplasicas.®® A inativacdo do gene de reparo MGMT por meio da
metilagdo da regido promotora, também é um evento frequentemente observado em

células tumorais®>® e em estagios que precedem o desenvolvimento do tumor®®%
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Assim, a investigacdo da metilacdo nesses genes torna-se valiosa para o diagnostico e
prognostico do cancer de cabeca e pescoco, em especial na populacdo brasileira na qual
0s estudos sdo escassos.

No presente estudo, 50% das amostras tumorais de cabeca e pescoco foram
metiladas para 0 gene RASSF1A e 46% para MGMT. Além disso, na maioria dos pares
de amostras (tecido tumoral e ndo tumoral) a metilacdo estava presente apenas no tecido
tumoral e a analise estatistica para os ambos os genes (RASSF1A e MGMT) mostrou
diferenca significante quanto a presenca de metilacdo entre os dois grupos de amostras,
0 que sugere o envolvimento desses genes no processo neoplasico por meio da
metilacao de suas regides promotoras.

A hipermetilacdo do gene RASSF1A é frequente em outros tipos tumorais, como
neoplasias de figado, pulmdo, préstata e mama.®*®80) Em cancer de cabeca e
pescoco a frequéncia de metilacdo deste gene varia de 7,5% a 71% entre os estudos em
diferentes sitios anatémicos.®**® No presente estudo, a frequéncia de tumores
metilados para o gene RASSF1A (50%) esta proxima aquela observada por YANG et al.
(2011)®® que foi de 62% em carcinoma de laringe. Quando consideradas apenas as 37
amostras pareadas, a frequéncia de metilacdo foi de 43,2%, que ainda é superior aos
estudos de Hasegawa et al. (2002)®®, Taioli et al. (2009)®® e KOUTSIMPELAS et al.
(2012)®® que mostram frequéncias de 7,5%, 12% e 13%, respectivamente, em cancer
de cabeca e pescoco.

Em relacdo ao gene MGMT, a frequéncia de metilacdo para as 36 amostras
pareadas foi de 44,4%, um pouco menor quando considerado o total de tumores
avaliados (46%). Outros estudos relataram frequéncia de 23 a 56,4% de metilacdo em

cancer espinocelular de cabeca e pescoco.®**® Além deste tipo tumoral, Esteller et al.
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(1999)®Y demonstraram alta frequéncia de metilacdo no gene MGMT em tumores de
cérebro (33%), colorretal (38%), pulmao (24%) e linfomas (25%).

No presente estudo, em trés casos (Tabela 7), foi observada a presenca de
metilacdo para o gene RASSF1A tanto no tecido tumoral como no tecido adjacente ao
tumor. E possivel sugerir que pela proximidade com o tumor o tecido adjacente possa
sofrer transformacdes carcinogénicas, e dentre estas, as transformacdes epigenéticas. A
presenca de metilacdo no gene RASSF1A em tecido adjacente ao tumor também foi
relatada em cancer esofagico® e no gene MGMT em carcinoma espinocelular da
cavidade oral®®®® Esses autores sugerem que a metilagdo pode ser (til para o
prognoéstico, pois este evento nas margens cirargicas pode representar alteracfes
epigenéticas pré-invasivas. Um aspecto relevante é que dos trés casos do presente
trabalho em que foi observada metilacdo no tecido adjacente pareado, dois tumores
foram classificados em estagio agressivo (T4ANOMX, T2N1MO), o que reforca a
hipotese de eventos epigenéticos pré-invasivos. Além disso, é possivel sugerir que na
lesdo ndo agressiva, como no outro caso (TLNOMO) do presente estudo, a metilacdo no
tecido adjacente possa refletir um estdgio pré-invasivo ainda ndo detectado
histologicamente.

Devido a dificuldade de obtencdo de amostras de tecido adjacente ao tumor do
mesmo paciente, foram incluidas no estudo amostras de sangue periférico uma vez que
estas amostras se mostraram bons controles em outros estudos de metilacdo, devido a
similaridade no padrdo de metilacdo entre tecidos ndo tumorais. Estécio et al. (2007)¢?
mostraram padréo de metilacdo semelhante entre leucocitos e melandcitos. Outro estudo
em cancer de célon mostra que genes de leucocitos ou de tecidos normais do colon,

utilizados como controles, apresentam o mesmo padrdo de metilaciao®® Além disso,
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dados revelam que apenas 4% dos genes sdo metilados em leucdcitos, e a comparacgéo
com outros tipos celulares revelou conservacdo desse padrdo, com excecdo de esperma,
onde esses genes ndo estio metilados.®

No presente estudo foi observada metilacdo no tecido tumoral da cavidade oral e
sangue periférico para os genes RASSF1A e MGMT em dois casos (Tabelas 6 e 7).
Taioli et al. (2009)®® também observaram metilacdo no MGMT em uma amostra de
sangue periférico de um paciente com cancer de células escamosas na cavidade oral
com estadiamento T4ANOMO. Esses autores sugerem que este achado pode ser resultante
da circulacdo de células tumorais no sangue periférico, uma vez que o cancer encontra-
se em estadiamento agressivo.

O caso metilado para RASSF1A em ambos os tecidos (tumoral e sangue
periférico) do presente estudo, apresentou estadiamento tumoral agressivo (T4ANOMO)
enguanto o outro, metilado para MGMT, foi T2NOMO, portanto, ndo é possivel concluir
que a presenca de metilacdo no sangue periférico possa representar migracao das células
tumorais. Além disso, um caso mostrou metilacdo para 0 RASSF1A apenas no sangue
periférico. Vale salientar que, segundo Marsit et al. (2009)"®, os padrdes de metilacéo
de tecidos ndo tumorais de individuos com cancer diferem daqueles de individuos
sadios. Assim, a analise de amostras de tecido ndo tumorais, incluindo o sangue
periférico, de individuos saudaveis, bem como a analise de amostras sanguineas de
todos os pacientes do presente estudo, poderiam fornecer dados mais precisos,
entretanto, foi uma limitacdo do presente estudo.

Em relacdo a analise dos fatores epidemioldgicos e de risco, o presente estudo
ndo evidenciou associacdo entre metilacdo nos genes RASSF1A e MGMT e a idade, 0

género e 0s habitos tabagista e etilista.
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Ha evidéncias na literatura que a reducdo nos niveis de metilacdo do genoma
esta relacionado ao envelhecimento®, entretanto, embora a mediana de idade dos
individuos do presente estudo tenha sido de 61 anos nao foi observada associacao desta
variavel com a metilagdo nos genes estudados.

Em relacdo ao sexo, os estudos epigendmicos estdo voltados ao entendimento
das diferencas no neurodesenvolvimento. A diferenciacdo sexual do cérebro por meio
de eventos epigenémicos € um conceito emergente. Estudos tém relatado diferencas de
metilacdo entre 0s sexos em promotores relacionados a exposicdo ao estradiol em ratos
adultos.®®°" Mais recentemente, o estudo de Kurian et al. (2010)®® demonstrou
diferencas entre 0s sexos quanto a metilacdo da regido promotora do receptor de
estrogénio (ER) dentro da area pré-Optica do hipotalamo de rato em desenvolvimento;
0s machos exibiram maior frequéncia de metilacdo no promotor do ER do que as
fémeas. Além disso, esses autores observaram que a exposi¢do precoce ao estradiol
pode contribuir para as diferencas nos padrées de metilagdo do DNA entre 0s sexos e
sugerem que esta exposicdo pode convergir o genoma a organizar diferencas sexuais
duradoura no cérebro via diferenciacéo epigenética.

No presente estudo, o sexo masculino foi 0 mais representativo, com frequéncia
de 88,10%, o que esta de acordo com os estudos em cancer de cabeca e pescoco que
mostram que os homens sdo0 mais acometidos por este tipo tumoral”, entretanto a
presenca de metilacdo nos genes estudados ndo foi associada ao género do individuo.
Ha necessidade de trabalhos futuros para definir o estabelecimento e as consequéncias
da diferenciacdo epigendbmica entre 0s sexos, em especial em outros genes néo

relacionados ao neurodesenvolvimento.
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O estilo de vida, como hébitos etilista e tabagista, parece influenciar as
mudancas epigenéticas que contribuem com o processo de tumorigénese. O estudo de
Marsit et al. (2009)®, em cancer de cabeca e pescoco, que avaliou o perfil de metilagéo
de 1.413 regibes GpG em 773 genes autossdmicos, por meio de metodologia de array,
demonstrou uma associacdo significante entre o perfil de metilacdo e a exposicdo ao
tabaco e alcool. Além disso, esses autores observaram que os individuos com maior
intensidade de exposicao ao tabaco e ao alcool foram representados por individuos com
idade mais avancada. Assim, sugerem que os padrdes de metilacdo exibidos por este
grupo de individuos podem ter sido influenciados por estas exposicGes e que estes
individuos sdo menos susceptiveis a doenca, uma vez que um periodo maior de
exposicao seria necessario para desenvolvimento da doenca.

Um outro estudo, em cancer colorretal com os genes RASSF1A e MGMT,
utilizando a técnica de MSP (Methylation Specific Polymerase Chain Reaction),
mostrou associacdo de ingestdo de alcool e exposi¢do ao tabaco com a presenca de
metilacdo no gene MGMT.®

No presente estudo a presenca de metilagdo com a exposicdo de tabaco ou
ingestdo de bebida alcodlica ndo apresentou associacéo estatiscamente significante, mas
vale ressaltar que a percentagem de individuos fumantes foi maior que 90% e de
etilistas foi de aproximadamente 76%. De fato, existe uma forte evidéncia de que estes
fatores (tabaco e alcool) contribuem para o desenvolvimento do cancer de cabeca e
pescoco.*1%) No entanto, estudos adicionais sdo necesséarios para esclarecer se estas
exposicoes estdo diretamente relacionadas as modificacbes dos padrdes epigenéticos.

Em relacdo a analise dos parametros clinicos, no presente estudo a analise

univariada mostrou que a auséncia de linfonodos comprometidos foi associada com a
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metilacdo dos genes MGMT e RASSF1A. Considerando o papel dos genes estudados no
processo carcinogénico, era esperado que o silenciamento dos mesmos, por meio da
metilacdo, resultaria na progressdo da lesdo e, consequentemente no aumento do
niimero de linfonodos, o que estaria de acordo com o estudo de Pierini et al. (2013)®V
em cancer de laringe que observou associacdo entre a presenca de metilacdo nos genes
MGMT, CDKN2A, MLH1, DAPK, com a presenca de linfonodos comprometidos.

Nos estudos de Fendri et al. (2009)"% e Mao et al. (2011)®® em cancer de
nasofaringe também foi observada uma associacdo entre a presenca de hipermetilacao
do gene RASSF1A e envolvimento de nddulos linfaticos regionais. Além disso, esses
autores mostraram que a metilacdo deste gene foi associacdo a diferenciacéo histologica
e ao estadiamento do tumor.

Vale salientar que no presente estudo a associacao entre metilacdo e auséncia de
linfonodos ndo foi confirmada por meio da regressdo logistica multipla e que nesta
analise ndo se evidencia a influéncia de qualquer variavel avaliada na metilacdo das
regides promotoras dos genes MGMT e RASSF1A das amostras de cancer de cabeca e
pescoco, 0 que estd de acordo com o estudo de Taioli et al. (2009) realizado em 88
amostras de carcinoma de cavidade oral e de faringe.

A andlise dos padroes de metilacdo nos diferentes sitios anatdmicos de
ocorréncia priméria, no presente estudo, mostrou metilacdo do gene MGMT em tumores
da cavidade oral e faringe e metilacdo do gene RASSF1A na laringe. TAIOLI et al.
(2009)®® também demonstram metilacdo do gene MGMT no cancer oral e de faringe e
sugerem este evento epigenético como um possivel biomarcador prognostico para este

tipo tumoral, uma vez que associam a metilacdo desse gene com a sobrevida e
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recorréncia do tumor. Nosso achado em cancer de laringe também corrobora outros
estudos que demonstram hipermetilagdo do gene RASSF1A neste tipo tumoral.®81%%)

As alteracdes epigenéticas mostram-se importantes para o entendimento do
processo carcinogénico e, no futuro, poderdo contribuir para o diagndstico, prognéstico
e tratamento de tumores"®®Y) Deste modo, torna-se evidente a necessidade de estudos

adicionais para a ampliacdo do conhecimento a respeito dos padrdes de metilagdo no

cancer de cabeca e pescoco.
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V. CONCLUSAO

1.

2.

3.

A presenca de metilacdo nas regides promotoras dos genes RASSF1A e MGMT
apenas no tecido tumoral da maioria dos pares de amostras (tecido tumoral e ndo
tumoral) sugere o envolvimento desses genes no processo neoplasico de cabeca
e pescogo por meio da inativacao epigenética, em especial do gene MGMT em
tumores da cavidade oral e faringe e do gene RASSF1A na laringe.

A presenca de metilacdo na regido promotora do gene RASSF1A tanto no tecido
tumoral como no tecido adjacente a tumores com estadiamento agressivo sugere
gue este evento nas margens cirdrgicas possa representar alteracdes epigenéticas
pré-invasivas.

A presenca de metilacdo nas regides promotoras dos genes RASSF1A e MGMT
no tecido tumoral da cavidade oral e no sangue periférico, observada em dois
casos, ndo permite concluir que este achado possa representar migracdo das
células tumorais no sangue periférico, uma vez que um caso encontra-se em
estadiamento agressivo e 0 outro néo.

N&o ha associacdo entre metilacao nas regides promotoras dos genes RASSF1A e
MGMT e a idade, o género, os habitos tabagista e etilista e 0s parametros

clinicos do tumor na casuistica estudada.
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