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RESUMO

Os meningiomas sdo 0s tumores intracranianos mais frequentes, originando-se das
meninges que revestem o cérebro e corddo espinhal. Apesar de terem sido um dos
primeiros neoplasmas solidos estudados citogeneticamente, ainda sdo escassos 0s estudos
geneticos e epigenéticos nesses tumores. O presente trabalho teve como objetivo investigar
alteracbes genéticas e epigenéticas que pudessem contribuir na iniciagdo e progressao
tumoral em meningiomas na populacdo paraense. Essa tese estd subdivida em trés
capitulos. No Capitulo | foi investigada a associacéo entre o polimorfismo MTHFR C677T
e meningioma em 23 pacientes da populacdo paraense, utilizando 96 individuos sem
historico de lesGes pré-neopldsicas como grupo controle. Essa associacdo ndo foi
encontrada, apesar de sugerir um aumento ndo estatisticamente significante no risco de
desenvolver meningioma em portadores do genétipo TT quando comparados ao genotipo
CC. No Capitulo Il foi avaliado o padrdo de metilacdo em duas familias do microRNA124
em meningiomas na populacdo paraense. Hipermetilacdo na regido promotora de
miRN124a2 e miRNA124a3 parece ser um evento frequente, uma vez que foi encontrada
em 73,9% e 69,56% das amostras analisadas, respectivamente. No Capitulo Ill, foi
analisado o padrdo de metilacdo dos genes APC, BRCA1l, CDH1, CDH13, CDKNZ2A,
DAPK1, ESR1, FHIT, GSTP1, MGMT, MLH1, NEUROG1, PDLIM4, PTEN, RARB,
RASSF1, RUNX3, SOCS1, TIMP3, TP73, VHL e WIF1 em um meningioma de grau | e um
de grau Il através de uma placa comercial desenvolvida através da tecnologia
MethylScreen. O padrdo de metilacdo do gene CDKN2B também foi analisado na amostra
coletada em 25 pacientes com meningioma através da conversao por bissulfito, PCR e
sequenciamento direto. O gene RASSF1A apresentou-se metilado em 16,73% e 63,66% dos
sitios CpGs analisados na amostra de meningioma de grau | e grau I, respectivamente. O
gene RUNX3 se apresentou metilado apenas na amostra de grau Il em 52,88% dos sitios
CpG analisados. Nossos resultados apontam a importancia das alteragdes epigenéticas na

tumorigénese e progressdo tumoral em meningiomas.

Palavras-chave: meningioma, polimorfismo, MTHFR, metilacdo, mMiRNA124a2,
miRNA124a3, RUNX3, RASSF1A.



ABSTRACT

Meningiomas are the most common intracranial tumors that originate from the meninges
surrounding the brain and spinal cord. Despite meningiomas were among the first solid
neoplasms to be studied cytogenetically, little is known about their genetic and epigenetic
profile. This study aimed to investigate genetic and epigenetic alterations that could
contribute to tumor initiation and progression in meningiomas in the population of Para,
Brazil. This thesis is subdivided into three chapters. In Chapter | we investigated the
association between the MTHFR C677T and meningioma in 23 patients in the population
of Pard. A total of 96 healthy individuals with no previous pre-neoplastic lesions were
selected for the control group. This association was not found. Although not statistically
significant, our observation suggests that the TT genotype increases the risk of developing
meningioma when compared to CC genotype. In Chapter Il we evaluated the methylation
pattern in two members of microRNA124 family in meningiomas in the population of
Para. Hypermethylation of the promoter region of miRN124a2 and miRNA124a3 appears
to be a frequent event, as was found in 73.9% and 69.56% of the samples, respectively. In
Chapter 111, we analyzed the methylation pattern of the APC, BRCA1, CDH1, CDH13,
CDKN2A, DAPK1, ESR1, FHIT, GSTP1, MGMT, MLH1, NEUROG1, PDLIM4, PTEN,
Rb, RASSF1, RUNX3, SOCS1, TIMP3, TP73, VHL and WIF1 genes in a grade | and in a
grade Il meningiomas through an assay developed by MethylScreen. Pattern of
methylation of CDKN2B was also analyzed in 25 patients with meningioma through
bisulfite conversion, PCR and direct sequencing. RASSF1A was methylated in 16.73% and
63.66% of the CpG sites analyzed in the grade | and grade Il meningioma, respectively.
RUNXS3 is methylated only in grade Il meningioma in 52.88% of the CpG sites analyzed.
Our results point to the importance of epigenetic changes in tumorigenesis and tumor

progression in meningiomas.

Key words: meningioma, polymorphism, MTHFR, methylation, miRNA124a2,
miRNA124a3, RUNX3, RASSF1A.
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1. INTRODUCAO

11 CONSIDERAQ()ES GERAIS

Desde sua descoberta, o cancer tem sido definido de muitas maneiras, comegando
por Hipdcrates ao observar 0s grossos vasos sanguineos que alimentavam os tumores e 0
remetia a patas de caranguejos, utilizando esse termo para identifica-los. A partir dos
estudos de Laennec em melanomas em 1804, o termo cancer tem sido utilizado por
patologistas para descrever células com aparéncia inapropriada obtidas em diferentes
estagios. A partir do século XX, baseado nos estudos de Boveri publicados em 1929, o
modelo genético do cancer predominou, baseado em suas teorias do papel das
anormalidades cromossémicas na tumorigénese (FEINBERG et al., 2006). Na era
moderna, considerando as Vvérias alteracbes moleculares que ocorrem nos diferentes
tumores, o0 termo céncer refere-se a um conjunto de mais de cem doengas que tém em
comum um crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e Orgaos
adjacentes, podendo espalhar-se para outras regides do corpo (INCA, 2011).

O céancer apresenta-se como um problema de salude publica mundial, sendo a
maior causa de morte nos paises desenvolvidos e a segunda em paises em
desenvolvimento. Estimativas mundiais apontaram 12,7 milhdes de casos e 7,6 milhdes
de mortes causadas por cancer em 2008, sendo 56% dos casos e 64% das mortes
ocorrendo em paises em desenvolvimento (JEMAL et al., 2011; UMAR et al., 2012). A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) espera 27 milhdes de novos casos, 17 milhdes de
mortes e 75 milhdes de pessoas convivendo com cancer no ano de 2030 (INCA, 2011).

No Brasil, seguindo a tendéncia mundial, doencas infecciosas e parasitarias tém
deixado de ser a principal causa de morte desde os anos 60, sendo substituidas pelas
doencas do sistema circulatério e neoplasias, como resultado do envelhecimento da
populacdo, reflexo do processo de urbanizacdo e melhorias da satde publica (INCA,
2011; JEMAL et al., 2011). Em 2012, eram esperados aproximadamente 518.510 novos
casos no Brasil, sendo 257.870 no sexo masculino e 260.640 no sexo feminino. Desses,
9.670 novos casos eram esperados no Para, sendo 3.500 em Belém (INCA, 2011).

Dados do National Cancer Institute mostram que as mortes por cancer de pulmao,
célon, mama, prostata e estbmago tém diminuido cerca de 1% ao ano. Apesar disso, a

sobrevida do paciente com cancer pouco mudou. A cada ano, cerca de 400 mil
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americanos morrem de neoplasias diversas. No Brasil, 0 Ministério da Saude registrou
114 dbitos por cancer para cada 100 mil habitantes em 1999 (WARD, 2002).

1.2 BASE GENETICA DO CANCER

De um modo geral, o cancer € uma doenca genética, uma vez que o fenotipo
tumoral maligno resulta de alteragdes genéticas ou epigenéticas em uma celula, que
podem conferir vantagens seletivas que serdo transmitidas para suas células-filhas. O
resultado é a geracdo de uma populacdo clonal com crescimento aberrante e potencial
metastasico (CAHILL et al., 1999; GREAVES & MALEY, 2012; MALUMBRES &
CARNERO, 2003). Desde a publicacdo dos estudos de Nowell em 1976, o cancer tem
sido validado como um complexo sistema evolucionario darwiniano, onde clones
evoluem a partir de interacdes de lesGes seletivamente vantajosas, seletivamente neutras e
lesBes deletérias (GREAVES & MALEY, 2012).

As primeiras evidéncias de uma base genética do cancer sugiram com as
observacGes de Hansemann em 1890 e as de Boveri em 1902, que em estudos
independentes, sugeriram que 0S numeros anormais de Cromossomos em mitoses
multipolares fossem a causa da formacdo tumoral. No entanto, evidéncia de um gene ou
genes especificos relacionados com a carcinogénese so foi possivel apos o descobrimento
do virus do sarcoma de Rous em 1911, sequido pela descoberta do seu homdlogo celular,
src, uma tirosinoquinase com atividade oncogénica, 60 anos depois. Em 1987, o gene do
retinoblastoma, identificado na regido cromossomica 13ql4, foi o primeiro gene
supressor de tumor a ser descoberto. Desde entdo, muitos genes alterados na
carcinogénese tém sido identificados (IACOBUZIO-DONAHUE, 2009).

Ainda ndo esta claro quantas vias regulatérias diferentes devem estar alteradas
para gerar células tumorais e se essas vias sdo semelhantes nos diferentes tipos de cancer.
Alguns estudos, entretanto, sugerem que todos os fendtipos tumorais envolvem, pelo
menos, dez propriedades essenciais (Figura 1) (HANAHAN & WEINBERG, 2011).

A propriedade mais fundamental das células tumorais é a capacidade de sustentar
uma proliferacdo crénica. Tecidos normais controlam a producéo e liberagédo de sinais de
crescimento que permitem a entrada e progressdao no ciclo de divisdo e crescimento
celular, mantendo a homeostase do nimero de células, a manutencdo da arquitetura e
funcéo dos tecidos. As células tumorais, por outro lado, tem a capacidade de sustentar

uma manutencdo de sinalizacdo proliferativa. Esses sinais séo conferidos, em sua maior
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parte, pelos fatores de crescimento que se ligam aos receptores na superficie celular
contendo dominios tirosinoquinases que emitem sinais que regulam a progressdo do
ciclo, bem como o crescimento celular (HANAHAN & WEINBERG, 2000, 2011). Além
de fatores de crescimento, alguns hormoénios e citocinas estdo relacionados com a
autossuficiéncia em sinais de crescimento. Mitdgenos epiteliais, como o fator de
crescimento do hepatdcito (HGF), o fator de crescimento epidérmico (EGF), o fator
derivado do estroma (SDF) e a interleucina-6 (IL-6), sdo encontrados altamente expressos
em diferentes tipos de tumor (HANAHAN & COUSSENS, 2012; PIETRAS &
OSTMAN, 2010).

Para manter sua capacidade proliferativa e permitir seu crescimento, as células
neoplésicas desenvolvem resisténcia aos programas de morte celular. Células tumorais

possuem multiplos mecanismos que limitam ou contornam a apoptose. A mais comum é

Figura 1. Propriedades basicas adquiridas pelas células tumorais

SUSTENTAR SINALIZAGAO EVADIR SUPRESSORES
PROLIFERATIVA DE CRESCIMENTO

IMUNE

RESISTIR MORTE PERMITIR IMORTALI-

CELULAR DADE REPLICATIVA
INSTABILIDADE INFLAMAGAO PROMOTORA
GENOMICA E MUTAGAO DE TUMOR

INDUGAO DA ATIVAR INVASAO
ANGIOGENESE E METASTASE

Fonte: HANAHAN & WEINBERG (2011)
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a perda de funcdo do TP53, um importante sensor de danos do DNA presente no circuito
que induz a apoptose, observado em mais de 50% dos canceres humanos. Outra forma de
evadir a apoptose é aumentar a expressdo de reguladores apoptéticos (Bcl-2, Bcl-x.) ou
de sinais de sobrevivéncia (Igfl/2), regulando negativamente fatores pro-apoptéticos
(Bax, Bim, Puma). Autofagia e necrose sdo mais duas barreiras que precisam ser
ultrapassadas durante o desenvolvimento tumoral (HANAHAN & COUSSENS, 2012;
HANAHAN & WEINBERG, 2011).

Para gerar tumores macroscopicos, as células tumorais necessitam possuir um
potencial replicativo ilimitado, diferentemente da maioria das células normais que passa
por um nudmero limitado de sucessivos ciclos celulares e de crescimento. Evidéncias
indicam que a manutencéo dos telomeros protegendo as extremidades dos cromossomos
esta envolvida na capacidade de proliferacdo ilimitada. A telomerase, DNA polimerase
responsavel por adicionar nucleotideos nas extremidades do DNA telomérico esta
praticamente ausente nas células ndo imortalizadas, mas presente em niveis altamente
significantes nas células imortalizadas, incluindo as células cancerosas humanas. Isso
indica um potencial replicativo ilimitado importante na progressdo tumoral, essencial
para 0 seu estado de crescimento maligno (HANAHAN & COUSSENS, 2012;
HANAHAN & WEINBERG, 2011).

Para fornecimento de nutrientes e oxigénio, bem como o descarte de metabolitos e
dioxido de carbono, as células tumorais necessitam possuir a habilidade de formar novos
vasos sanguineos. Nesse processo chamado de angiogénese, alguns fatores pro-
angiogénicos, como VEGF, FGF, SDF e TSP-1, parecem estar relacionados com a
sinalizacdo e estimulacdo da formacdo de novos vasos em tumores (HANAHAN &
WEINBERG, 2000, 2011; PIETRAS & OSTMAN, 2010).

As propriedades de invasdo e metastase sdo outras capacidades adquiridas pelas
células cancerosas, que representam um passo importante na tumorigénese. Esse processo
é resultado de uma sucesséo de alteracdes bioldgicas e de secrecdo de fatores como TGF-
B e HGF, passando pelas etapas de: invasdo local, seguida por invasdo nos vasos
sanguineos e linfaticos; entrada nos sistemas linfaticos e hematogénicos; saida do lumina
desses vasos para 0 parénquima de tecidos distantes; formagdo de pequenos nodulos
(micrometéastase) e, finalmente, crescimento dessas lesbes em tumores macroscopicos
(HANAHAN & WEINBERG, 2011; PIETRAS & OSTMAN, 2010).
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A instabilidade gendmica é inerente a maioria das células cancerosas humanas.
Defeitos na manutencdo genémica e no reparo sdo vantagens seletivas importantes na
progressdo tumoral. Pelo menos uma forma de instabilidade gendmica em tumores
humanos esta associada com defeitos na via de reparo de DNA. Esse sistema de reparo
normalmente mantém uma baixa taxa de mutacdo espontanea. A perda do sistema de
reparo estd associada com alguns canceres familiares, ocorrendo nos estagios iniciais do
desenvolvimento tumoral e conferindo um fen6tipo mutante, o qual acelera o acimulo de
mutacdes em genes relacionados a tumorigénese durante a vida do individuo, levando a
malignidade. A perda do DNA telomérico em muitos tumores também gera uma
instabilidade cariotipica associada com amplificacbes e perdas de segmentos
cromossomicos (BECKMAN & LOEB, 2005; HANAHAN & WEINBERG, 2011;
KARRAN, 1996; PIETRAS & OSTMAN, 2010; SIEBER et al., 2005; WARD, 2002).

Muitos tumores sdo densamente infiltrados por células do sistema imune,
refletindo as condicGes inflamatorias que surgem nos tecidos. Inflamacdo pode fornecer
moléculas bioativas para o microambiente tumoral, incluindo: fatores de crescimento que
sustentam a sinalizagéo proliferativa (EGF); fatores de sobrevivéncia que limitam a morte
celular; fatores pro-angiogénicos (VEGF e FGF2) que sdo enzimas que modificam a
matriz extracelular (MMP-9), facilitando a angiogénese, a invasdo e a metastase; e
espécies reativas de oxigénio que sdo altamente mutagénicas para as células vizinhas
(HANAHAN & WEINBERG, 2011).

As células cancerosas reprogramam seu metabolismo energético para dar suporte
a proliferacdo celular crénica e descontrolada. Mesmo na presenca de oxigénio, o seu
metabolismo energético é praticamente limitado a glicdlise, levando a um estado
chamado glicélise aerdbica. Para compensar a baixa producdo de ATP, comparada a
fosforilagdo oxidativa mitocondrial, elas regulam positivamente transportadores de
glicose, como o GLUT1, aumentando o transporte de glicose para o citoplasma
(HANAHAN & WEINBERG, 2011).

Uma importante capacidade que as células cancerosas possuem € a de evadir a
destruicdo imune, desabilitando componentes do sistema imunologico liberados para
destrui-las. Por exemplo, as células cancerosas podem paralisar células NK e CTLs
secretando TGF-f e outros fatores imunossupressores. Outros mecanismos operam para o
recrutamento de células inflamatorias que s@o imunossupressoras ativas, incluindo células

T regulatérias e celulas supressoras derivadas do mieloide (MDSCs). Ambas tém a
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capacidade de suprimir acdes dos linfocitos citotoxicos (HANAHAN & WEINBERG,
2011).

1.2.1 Ciclo celular e cancer

As evidéncias apontam o cancer como uma doenca do ciclo celular, uma vez que
a grande maioria dos tumores apresenta defeitos que comprometem a maquinaria do
ciclo, levando a um aumento da sua taxa proliferativa. Esses defeitos podem atingir tanto
0os componentes do seu ciclo ou elementos de suas cascatas de sinalizagédo
(MALUMBRES & CARNERO, 2003).

O ciclo celular é composto de uma sequéncia ordenada de fases. A célula
diferenciada se encontra em Gy, onde ela atingiu sua diferenciacdo terminal e esta
quiescente. Se a célula esta destinada a proliferar, ela entra em G;, periodo em que
aumenta de tamanho e prepara as proteinas necessarias para a sintese de DNA. Durante
esta fase, a célula é sensivel as condi¢cBes ambientais (controle externo). Se elas nédo
forem favoraveis, a divisdo celular para em G;. No entanto, se ultrapassar o ponto de
restricdo (ponto R), a divisdo celular ocorrera independente das condi¢cdes ambientais. Na
fase S, sintetiza-se 0 DNA. No inicio de G, existe outro ponto de controle importante,
onde sera verificada a qualidade do material replicado. Finalmente, na fase mitética (fase
M), o DNA duplicado sera equitativamente dividido entre duas células filhas. A mitose
sera interrompida se, na checagem da mitose, forem detectadas anormalidades na divisao
dos cromossomos (WARD, 2002).

A maioria dos componentes do ciclo celular, apontados como marcadores de
aberracBes tumorigénicas, controla direta ou indiretamente a progressdo para G; e a
transicdo G,/S. Mais precisamente, essas moléculas regulam os eventos ao redor do ponto
R. Essa progressdo pelo ciclo celular €, em parte, controlada por uma série de proteinas
chamadas “quinases dependentes de ciclinas” (CDKs) e seus substratos, particularmente
nas transicdes de fases, tanto de G; para S quanto de G, para M (VERMEULEN et al.,
2003) (Figura 2). Os niveis de ciclinas oscilam durante as fases do ciclo, determinando o
momento apropriado de sua ligagdo com CDKSs, que fosforilam uma série de substratos
chave que permitirdo a progressdo de uma fase a outra do ciclo celular. Por outro lado,
um grupo de inibidores do ciclo atua impedindo ou regulando negativamente as vias

sinalizadoras de tal progressdo no ciclo de divisdo celular: os inibidores de CDKs
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(CDKIs) (PAULOVICH, et al., 1997). Alguns elementos regulatorios do ciclo celular

envolvidos em neoplasias humanas podem ser observados na Tabela 1.

1.2.2 Oncogenes

Os proto-oncogenes compreendem um grupo diverso de genes, cujos produtos
tém papéis importantes na regulacdo bioguimica da célula, como, por exemplo, a sua
divisdo. Consequentemente, uma mutacdo em um destes pode perturbar o balanco

quimico interno e induzir a um estado canceroso (TAHARA, 2004).

Figura 2. Ciclo celular e pontos de checagem. Durante o ciclo celular, células progridem
da fase G1 para a fase S, onde ocorre a replicacdo de DNA. Células com o dobro de
conteddo de DNA passam da fase G2 para a fase M, onde ocorre a segregacao
cromossOdmica, seguida de divisdo celular (citocinese). Células quiescentes (em GO)
podem entrar no ciclo sob estimulo de mitdégeno. Pontos de checagem impedem a
progressao no ciclo celular se o processo nao foi completado de forma satisfatoria ou se
existe dano no DNA. Pontos no inicio da fase G1 impedem que a célula entre em ciclo
celular se as condi¢cdes do meio ndo estiverem favoraveis a divisdo. Na transicao G1/S, é
checada a integridade do material genético. O ponto de checagem em S previne que a
célula sofra divisdo sem que a sua replicacdo esteja completa. O ponto de checagem na
transicdo G2/M, impede que a segregacdo cromossdmica ocorra caso todas as cromatides
ndo estejam ligadas ao fuso

Fonte: VERMEULEN et al. (2003)



Tabela 1. Elementos regulatérios do ciclo celular em neoplasias humanas.

Modificado de PAULOVICH et al. (1997).

Molécula Alteracéo Tumor Representativo
CDK4 Amplificacdo, mutacdo Sarcomas, melanoma
CDK6 Translocagdo, Leucemia/linfoma, gliomas, melanoma
superexpressao
CDK2 Amplificacdo Carcinoma hepatocelular
CCND1 Amplificacdo, Cancer prostatico e de mama, adenoma da
translocacéo, paratiretide, carcinoma gastrico e esofagico,
superexpressao mieloma multiplo
CCND2 Superexpressao Tumores da linhagem germinativa
CCND3 Superexpresséo Carcinoma de mama, linfoma, leucemia
CCNE1 Superexpressdo Carcinomas de mama, de ovario e géstrico
CCNA1 Superexpresséo Carcinoma hepatocelular
CDKN2A Delecéo, mutacéo, Melanoma, linfoma/leucemia, cancer de
metilagdo pulmdo, carcinoma pancreatico
CDKN2B Delecéo, metilacdo Leucemia/linfoma
SSSCA1 Niveis reduzidos/ Tumores de c6lon, mama, prostata e outros
degradacdo de proteinas
CDKN1C Mutagéo Sindrome de Beekwith-Wiedemann
CDC25A Superexpressdo Cancer de cabeca e pescogo, tumores de
pulméo
CDC25B Superexpresséo Cancer de mama, linfomas, cancer de cabeca e
pescoco, tumores de pulméo
RB1 Delecéo, mutagéo, Retinoblastoma, melanoma, carcinoma
metilacdo esoféagico, carcinoma de cabeca e pescogo
RBL2 Dele¢do, mutagdo Tumores de mama, cabega e pescogo e
melanoma
PLK1 Superexpressdo, mutacdo Tumores pulmonares, melanoma, carcinoma
esofagico e de cabeca e pescoco
AURKA & AURKB Superexpresséo Cancer de mama, géstrico e coloretal
CABLES1 Delegéo Tumores de célon e cabega e pescogo
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As mutacOes em proto-oncogenes estdo relacionadas a ganho de funcéo,

estimulando a proliferagdo celular. Os oncogenes agem de uma maneira dominante, uma

vez que um evento Unico de mutacdo em um gene critico pode ter um efeito dominante.
(MALUMBRES & CARNERO, 2003). A ativacdo de um oncogene pode ocorrer por

translocacdo cromossémica, microdelecbes, amplificagdo génica, insercdo retroviral ou
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mutacdo pontual. Raramente, essas mutacfes sdo herdadas da linhagem germinativa.
Apenas um caso conhecido esta relacionado com essa forma de heranga, o gene RET,
implicado na neoplasia enddcrina maltipla e no cancer familial da tiredide. A grande
maioria ocorre como resultado de eventos somaticos (TAHARA, 2004; WARD, 2002).

O primeiro a ser descrito e um dos mais importantes exemplos de proto-oncogene
é 0 gene HRAS, cujo produto é uma GTPase monomérica que auxilia na transmissdo de
sinais provenientes de fatores de crescimento existentes na superficie da célula. Quando
mutado, a proteina resultante € mantida em um modo ativo de sinalizacéo, levando a uma
divisdo celular descontrolada (MALUMBRES & CARNERO, 2003).

Outros exemplos importantes de proto-oncogenes sdo 0 MYC, HRAS2, MST1R,
FGFR2, ERBB2, PDGFA e CDK4 (PONDER, 2001; TAHARA, 2004).

1.2.3 Genes Supressores de Tumor

Os genes supressores tumorais sdo elementos genéticos cuja perda ou inativacao
permite a célula apresentar algum fenotipo neoplasico. Esses genes estdo normalmente
envolvidos na contengdo da proliferacdo celular (FEARON & DANG, 1999;
MALUMBRES & CARNERO, 2003; WEINBERG, 1991).

Como essa classe de genes esta relacionada com perda de funcéo, ela necessita de
dois eventos mutacionais, um em cada um de seus alelos. Essa teoria dos dois eventos foi
desenvolvida por Alfred Knudson em 1971, quando propds uma explicacdo para
ocorréncia do retinoblastoma, um céncer de retina raro que atinge aproximadamente
cinco em cada 100.000 criancas. A andlise do heredograma indica que cerca de 40% dos
casos envolvem uma mutacdo herdada que predispde o individuo ao cancer. Os outros
60% dos casos ndo possuem uma relagdo com uma mutacdo herdada especifica,
considerados casos esporadicos. Nos casos herdados, existe uma predisposicdo ao
retinoblastoma, uma vez que uma das mutacdes inativadoras do gene RB1 é transmitida
pela linhagem germinativa. Mas para o desenvolvimento da doenga, outra mutagdo deve
ocorrer durante o desenvolvimento somatico do olho. Nos casos esporadicos, ambas as
copias do gene RB1 devem ser inativadas durante o desenvolvimento do olho
(MACLEOD, 2000; MALUMBRES & CARNERO, 2003).

Outras neoplasias como neurofibromatose, tumor de Wilms, sindrome de Bloom e
cancer colorretal nédo-polipoide hereditario (HNPCC), estdo relacionadas com a
inativacdo de genes supressores de tumor (ASHTON et al., 2005; PONDER, 2001).
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Além do gene RB1, que tem um papel importante na regulacéo do ciclo celular,
outros genes supressores tumorais criticos no cancer incluem o TP53, APC, CDH1,
BRCAL e BRCA2 (CESAR et al., 2002; TAMURA, 2002).

1.3 EPIGENETICA

O termo epigenética foi introduzido por Conrad Waddington em 1939 para
descrever as interag0es causais entre 0s genes com seus produtos e sua responsabilidade
pela expressdo do fenotipo. Epigenética foi depois descrita como alteragdes reversiveis na
expressdo génica, que ndo correspondem a alteracbes na sequéncia de DNA. Essas
alteracBes podem ser transmitidas para as células filhas através de divisdes mitoticas e
meidticas (EGGER et al., 2004; ESTELLER, 2008; ESTELLER & HERMAN, 2002;
FERNANDEZ et al., 2012; FEINBERG & TYCKO, 2004; JONES & BAYLIN, 2007;
MURREL et al., 2005).

Apesar de a estrutura do DNA codificar toda a informagdo necessaria para o
estabelecimento de um organismo, fenémenos epigenéticos podem contribuir para
estabilidade da estrutura da cromatina, integridade do genoma, modulacéo da expresséo
de genes tecido-especificos, desenvolvimento embrionario, coordenacdo da replicacéo,
imprinting gendmico e inativacdo do cromossomo X em fémeas (IACOBUZIO-
DONAHUE, 2009; TUREK-PLEWA & JAGODZINSKI, 2005).

Modificagbes epigenéticas numa célula normal compreendem trés tipos de
mecanismos: metilagdo de DNA, modificagdes na cromatina e silenciamento associado a
RNA (EGGER et al., 2004; FERNANDEZ et al., 2012; HASSLER & EGGER, 2012;
HUIDOBRO et al., 2012; SANDOVAL & ESTELLER, 2012).

A metilacdo do DNA ¢é uma modificacdo que ocorre comumente como resultado
da atividade de uma familia enziméatica chamada DNA-metiltransferases (DNMT) que
catalisa a adi¢do de um grupamento metil, doado pela S-adenosil metionina (SAM), ao
quinto carbono de citosina com a sequéncia dinucleotidica palindromica 5’-CpG-3’
(Figura 3) (FERNANDEZ et al., 2012; HUIDOBRO et al., 2012; ZHU & YAO, 2007).
As ilhas CpGs, como sdo normalmente chamadas, sdo sequéncias de pelo menos 500pb
com conteddo G + C maior que 55%, localizadas em elementos repetitivos, incluindo
centrémeros, sequéncias de microssatélites e regido promotora de aproximadamente 40%
dos genes de mamiferos (EGGER et al., 2004; IACOBUZIO-DONAHUE, 2009). Essa

modificacdo no carbono 5 da citosina (5mC) e encontrada em aproximadamente 70 a



35

90% das ilhas CpGs nas células somaticas de mamiferos. Geralmente, metilacdo das
regibes promotoras esta correlacionada inversamente com expressao génica. Se fatores de
transcri¢do especificos estiverem disponiveis e as ilhas CpGs se encontrarem em estado
ndo metilado, resultando em uma configuracdo aberta da cromatina, a transcricdo desse
determinado gene ira ocorrer. Normalmente, as ilhas CpGs encontram-se protegidas da
metilacdo, mas sdo aberrantemente metiladas quando relacionadas ao envelhecimento ou
ao cancer (BROWN & STRATHDEE, 2002; ESTELLER & HERMAN, 2002,
HASSLER & EGGER, 2012; HUIDOBRO et al., 2012; ZHU & YAO, 2007).

Pelo menos trés DNMTs estdo envolvidas nesse processo: DNMT1, DNMT3A e
DNMT3B. Inicialmente, DNMT1 era descrita como uma metiltransferase de manutencéo,
responsavel por manter o padrdo de metilacdo nas novas fitas de DNA formadas durante
a replicacdo, e as DNMT3A e DNMT3B eram descritas como metiltransferases de novo,
introduzindo o radical metil em sitios nunca antes metilados. Recentes estudos, por outro
lado, sugerem que todas elas trabalham de forma cooperada e sdo responsaveis por

metilacdes tanto de manutencdo quanto de novo (HUIDOBRO et al., 2012).

Figura 3. Metilacdo da citosina.
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Fonte: Zhu & Yao (2007). SAM = S-adenosil metionina; DNMT = DNA-metiltransferases



36

PadrGes epigenéticos também controlam modificacdes histénicas, regulando
genes que devem ser expressos em células especificas em tempo preciso. As células
administram a expressdo dos genes atraves do empacotamento do DNA ao redor de cada
octdmero de histona que forma os nucleossomos organizados na cromatina
(RODENHISER & MANN, 2006). Esse octamero compreende duas copias das proteinas
altamente conservadas H2A, H2B, H3 e H4. As quatro histonas possuem uma cauda
amino-terminal ricas em lisina e contém cerca de metade dos residuos carregados
positivamente que compdem a cadeia polipeptidica. Essas caudas amino-terminais se
estendem para fora do nucleossomo e sdo passiveis de modificacdes pds-transcricionais
(IACOBUZIO-DONAHUE, 2009).

Existem pelo menos oito modificacbes histonicas conhecidas: acetilacao,
metilacdo, fosforilagdo, ubiquitinizagdo, sumoilacdo, ribosilacdo de ADP, desaminacédo e
isomerizacdo de prolina (HUIDOBRO et al., 2012). As histonas podem ser modificadas
simultaneamente em diferentes residuos com mdaltiplas modificacbes simultaneas e as
combinagdes dessas modificagdes sdo denominadas “cddigo de histonas”. Modificacdes
histdnicas estdo associadas fortemente com mudancas na estrutura da cromatina e,
consequentemente, com a expressao génica de forma que os genes séo inativados quando
a cromatina se encontra condensada e sdo expressos quando a cromatina esta aberta
(LAIRD, 2005; RODENHISER & MANN, 2006). Essas modificacbes sdo geradas e
mantidas por enzimas especializadas que fazem parte dos complexos de remodelamento
da cromatina, como os complexos do grupo Polycomb (PcG), responsavel pela tri-
metilacdo da lisina 4 da histona H3 (H3K4m3), e do grupo Trithorax (TrxG), responsavel
pela tri-metilacdo da lisina 27 da histona H3 (H3K27m3). Acetilacdo e metilacdo sdo as
modificagdes histonicas mais estudadas. Acetilacdo das histonas, catalisada pelas
histonas acetiltransferases (HATS), geralmente esta associada com ativacao da transcrigdo
génica. A metilacdo, catalisada pelas histonas metiltransferases (HMTSs) por outro lado,
pode estar associada com ativacgdo (por exemplo, H3K4, H3K36 e H3K79) ou repressao
génica (H3K9, H3K27 e H4K20) (HASSLER & EGGER, 2012; IACOBUZIO-
DONAHUE, 2009).

Nos ultimos anos, tem sido demonstrado que os RNAs ndo-codificantes
(ncRNAs) sdo importantes moduladores da cromatina e da expressdo génica. Os ncRNAs
mais estudados sdo os microRNAs (miRNAs), pequenos fragmentos de RNA ndo

codificantes de tamanho variando de 17 a 25 nucleotideos, envolvidos no silenciamento
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génico pos-traducional por controlar a traducdo dos RNAs mensageiros (mMRNAs) em
proteinas tanto em plantas quanto em animais (GEORGE & MITTAL, 2010; KIM, 2005;
LEE & DUTTA, 2009; SUZUKI et al., 2012; WANG et al., 2013). Considerando que um
unico miRNA pode se ligar a mais de duzentos diferentes transcritos alvo, estima-se que
0s miRNAs sdo capazes de regular mais de 30% dos genes humanos, participando assim
da regulacéo de todos os processos celulares, destacando seu potencial para manipulacéo
biotecnoldgica (WANG et al., 2013; ZIMMERMAN & WU, 2011).

Os miRNAs regulam negativamente seus genes de duas maneiras, dependendo do
grau de complementaridade entre eles e 0s MRNAs alvo. Quando se ligam perfeitamente
ou quase perfeitamente ao alvo, os miRNAs induzem a via do RNA de interferéncia
(IRNA), na qual os transcritos de mRNA s&o clivados por um complexo de silenciamento
induzido por um RNA associado a um miRNA (miRISC). Esse mecanismo é encontrado
principalmente em plantas. Na maioria dos animais, os MIRNAs possuem uma
complementaridade imperfeita com os MRNAs alvo, ocorrendo a inibi¢do da iniciacdo da
traducdo no complexo miRISC (LOPEZ-SERRA & ESTELLER, 2012; SUZUKI et al.,
2012).

1.3.1 Epigenética e cancer

A primeira anormalidade epigenética relacionada ao cancer foi descrita em 1983
por Andrew Feinberg e Bert VVogelstein que observaram uma reducédo global da metilacao
em células de cancer de cdlon quando comparada com seu tecido normal (FEINBERG &
TYCKO, 2004). Uma célula maligna pode ter de 20 a 60% menos 5-metilcitosina
genébmica do que uma célula normal (ESTELLER & HERMAN, 2002). A hipometilacdo
do DNA tem implicacfes importantes para a célula. Primeiramente, pode levar a ativacéo
de alguns oncogenes. Alguns tecidos somaticos possuem suas ilhas CpGs normalmente
metiladas. Essas ilhas se encontram hipometiladas em cancer e genes préximos a elas
podem ser ativados. A hipometilacdo também estd associada com instabilidade
cromossOémica, sendo encontrada em sequéncias satélites pericentroméricas, o que pode
levar a predisposicdo a quebras e recombinacdo nessas sequéncias. Varios canceres,
como tumor de Wilms e carcinomas de mama e ovario, frequentemente apresentam
translocacbes cromossdémicas ndo balanceadas com pontos de quebra no DNA
pericentromérico dos cromosssomos 1 e 16 (FEINBERG & TYCKO, 2004;
IACOBUZIO-DONAHUE, 2009). Hipometilacdo também pode reativar DNA parasitario
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intragendmico. Perda de metilacdo tem sido observada em repeticGes L1 e Alu em células
cancerosas, permitindo que esses e outros elementos de transposicdo possam ser
transcritos e mover para outras regides gendmicas, onde podem lesionar genes celulares
normais. Por ultimo, perda da metilacdo pode afetar genes imprintados. O caso melhor
estudado afeta o locus H19/IGF-2 no cromossomo 11pl5, onde a hipometilacdo pode
aumentar a expressao do fator de crescimento anti-apoptético (IGF-2) e perda do RNA de
supresséo da transformacao (H19) em certos tumores infantis (ESTELLER & HERMAN,
2002).

A hipermetilacdo também é muito bem estudada em cancer. Metilacdo aberrante
tem sido associada com perda de funcédo de genes, o que pode levar a vantagens seletivas
para células neoplésicas. Hipermetilacdo no DNA recruta proteinas de ligagdo ao DNA
metilado, e subsequentemente histonas desacetilases (HDAC). A desacetilacdo das
histonas leva a uma reorganizagdo da cromatina numa estrutura mais fechada, impedindo
0 acesso de fatores de transcricdo a regido promotora. Como resultado, muitas vezes,
ocorre uma repressao transcricional (Figura 4) (BAYLIN & HERMAN, 2000; JONES &
BAYLIN, 2002).

A primeira evidéncia de hipermetilacdo e perda de expressdo foi relatada por
Steve Baylin e Barry Nelkin em 1986 no gene da calcitonina. Mas a primeira
hipermetilacdo num gene supressor tumoral relatada foi na regido promotora do gene RB1
(FEINBERG & TYCKO, 2004). Existem evidéncias de que a metilacdo do DNA pode
ser um mecanismo pelo qual a funcdo de genes supressores de tumor fica desregulada,
predispondo a perda de funcdo do segundo alelo protetor, como Knudson preconizou em
sua teoria. Repressdo da transcricdo mediada por hipermetilacdo em diversos genes
supressores tumorais, como CDKN2A, MLH1, VHL, CDH1 e BRCA1, é um evento
epigenético bem conhecido atualmente (ESTELLER & HERMAN, 2002; FEINBERG &
TYCKO, 2004; IACOBUZIO-DONAHUE, 2009; WARD, 2002).

O estudo da metilagcdo na carcinogénese pode ter um grande potencial clinico.
Primeiro, seu padréo pode ser utilizado como marcador tumoral, uma vez que mudancas
no promotor potencialmente fornecem um sinal positivo para celulas cancerosas que
podem ser reconhecidas por procedimentos avancados baseados na técnica de reagcdo em
cadeia de polimerase (PCR). Tal padrdo pode ser utilizado tanto para determinar o
prognostico do paciente como resposta a terapia. Segundo, existe a possibilidade de

reativar genes silenciados epigeneticamente para beneficios terapéuticos. Alguns agentes
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desmetilantes, como a 5-azacitidina e seus derivados, 5-fluoro-2’-deoxicitidina e
zebularina, atuam como potentes inibidores da metilacio do DNA, podendo reverter
metilacdo tecido especifica e re-expressar genes supressores tumorais (JONES &
BAYLIN, 2007).

Figura 4. Efeito da metilacdo na transcri¢cdo. A) Representacdo de uma célula normal,
com uma regido promotora nao-metilada (circulos brancos). A constituicdo da cromatina
esta transcricionalmente favoravel, e caracterizada por nucleossomos espacados e ndo
compactados com histonas acetiladas (elipses lisas), permitindo o acesso de co-ativadores
(CA), histonas acetilases (HAT) e fatores de transcrigdo (TF), mas ndo interagem com as
DNA metil-transferases (DNMTSs). B) Representacdo de uma célula cancerosa, metilada
de forma aberrante (circulos pretos), apresentando nucleossomos compactados com
histonas  desacetiladas  (elipse tracejada). O gene encontra-se  reprimido
transcricionalmente, pela interagdo com as DNMTs e 0 ndo acesso ao complexo
transcricional

Fonte: BAYLIN & HERMAN (2000). CA = co-ativadores; HAT = histonas acetilases; TF = fatores de
transcricdo; DNMTs = DNA metil-transferases (DNMTSs); HDAC = histonas desacetilases.

O papel do RNA na regulacdo pos-transcricional em diferentes doencas tem
atraido muito interesse. Muitos estudos tém fornecido evidéncias de que expressao
desregulada em miRNAs contribuem para a iniciacdo e progressao da carcinogénese
(EGGER et al.,2004; WANG et al., 2013). O primeiro estudo associando os miRNAs
com o cancer foi publicado ha mais de uma década, quando Calin et al. (2002)
demonstraram que a regido cromossémica 13q14, frequentemente deletada em leucemia
linfocitica cronica, contém os loci génicos dos miRNAs miR-15 e miR-16 e que 0s niveis
de expressao desses miRNAs estdo inversamente correlacionados com 0s niveis proteicos

de seu alvo, BCL-2. Trés anos depois, um estudo envolvendo um painel de 200 tumores
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humanos analisou dados de expressdao de 217 miRNAs, sendo mais eficiente do que
quando comparado com o padrdo de expressdo de 16.000 mRNAs na classificacdo de
malignidade, agressividade e de diferentes tipos histologicos de tumores (LU et al.,
2005).

Alteracdes no padrdo de expressao de miRNAs tém sido associados com varias
doencas, especialmente o cancer. A superexpressdao e silenciamento de mMiRNAS
especificos e seus alvos tém sido descritos em diferentes tipos de tumor (Tabela 2)
(LOPEZ-SERRA & ESTELLER, 2012; WANG et al., 2013; ZIMMERMAN & WU,
2011). miRNAs super expressos podem atuar como oncogenes, reprimindo genes
supressores tumorais ou genes que controlam a diferenciacdo celular ou apoptose. Por
outro lado, genes reprimidos atuam como genes supressores tumorais, regulando
negativamente oncogenes e genes que controlam a diferenciacdo celular ou apoptose
(Figura 5) (GEORGE & MITTAL, 2010; SUZUKI et al., 2012; ZIMMERMAN & WU,
2011).

Uma das principais causas da perda dos miRNAS supressores tumorais em
canceres humanos € o silenciamento dos seus transcritos primarios por hipermetilagédo da
regido promotora de suas ilhas CpG (LOPEZ-SERRA & ESTELLER, 2012; SAITO et
al., 2006). Um numero crescente de miRNAs silenciados por metilacdo tém sido descrito
desde o primeiro estudo em 2006 por Saito e colaboradores.

Estudos na linhagem celular de céancer colorretal HCT-116 demonstrou que a
hipermetilacdo aberrante do supressor tumoral miR-124a levou a superexpressao de
CDK®6. Quando essas células foram transfectadas com miR-124a, ocorreu a diminui¢do
do nivel proteico de CDKG6 e fosforilacdo de Rb, ambas envolvidas na progressao do
ciclo celular (LOPEZ-SERRA & ESTELLER, 2012; LUJAMBIO et al., 2007).

Hipermetilacdo desse miRNA também foi observada em glioblastoma multiforme
(SILBER et al.,2008), cancer gastrico (ANDO et al., 2009), malignidades
hematopoiéticas (AGIRRE et al., 2009; ROMAN-GOMEZ et al., 2009); cancer cervical
(WILTING et al., 2010), céncer colorretal (DENG et al.,, 2011) e carcinoma
hepatocelular (FURUTA et al., 2010).
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canceres humanos e suas consequéncias funcionais (LOPEZ-

miRNA Cromossomo Alvos Consequéncias funcionais Tipo de cancer
miR-1 20 FoxP1 Ativacdo transcricional Hepatocarcinoma
MET Proliferagdo celular,
HDAC4 angiogénese, invasdo celular
tumoral
Alteracéo transcricional
miR-9-1 1 familia FGF Proliferacdo celular Mama, ovario, pancreas,
familia Claudin Comunicacdo celular e hematoldgicos, renal
crescimento
miR-9-3 15 E-cadherin Migracdo celular Colorretal, melanoma, cabeca e pescogo
miR-342 1 CD44 Comunicao celular e transdugdo Hematoldgicos, prdstata, mama, renal,
de sinal colorretal, ovario
Notchl Ativacdo transcricional
miR-34b/c 11 Notchl Ativacdo transcricional Géstrico, ovério, pulmdo, célon,
c-Myc Ativacdo transcricional melanoma, cabeca e pescogo
Bcl2 Proliferacdo celular
SIRT1 Silenciamento epigenético
miRNA-124a 20 CDKG6 Desregulacéo do ciclo celular Colon, géstrico, hematolégicos,
cervical, figado, glioblastoma
miR-127 14 BCL6 Reprime p53 e proliferagdo Préstata, bexiga
celular
miR-129-2 11 SOX4 Desdiferenciacéo celular e Géstrico, endometrial, colorretal
proliferacéo
miR-137 1 CDKG6 Desregulacéo do ciclo celular Oral, colorretal, glioblastoma,
E2F6 Desregulacéo do ciclo celular
LSD-1 Alteracéo da transcri¢do génica
miR-145 5 OCT/SOX2/KLF4 Desdiferenciagdo celular Prostata
miR-148a 7 TGIF2 Capacidade invasiva Colorretal, melanoma, cabega e
pescogo, mama
miR-129-2 11 SOX4 Desdiferenciacéo celular e Géstrico, endometrial
proliferacéo
miR-181c 19 Notch4 Ativacdo transcricional Gastrico
K-Ras Transducdo de sinal
miRNA-199a 19 PODXL Capacidade invasiva Testicular, ovario
IKKb Secregdo de moléculas pro-
inflamatorias
miR-200c 12 ZEB1/ZEB2 Transicao epitélio-mesenquimal Colorretal, mama, pulméo
miR-141 12 ZEB1/ZEB2 Transicao epitélio-mesenquimal Colorretal, mama, pulméo
miR-429 1 ZEB1/ZEB2 Transicao epitélio-mesenquimal Colorretal, mama, pulméo
miR-203 14 ABL1 Comunicagcdo cellular e Hematoldgicos, figado
transdugdo de sinal
miR-205 1 ZEB1/ZEB2 Transicao epitélio-mesenquimal Bexiga
miRNA-335 7 SOX4/TNC Desdiferenciacéo celular e Mama
proliferacéo
miR-342 14 PDGFRA Proliferagdo celular Colorretal
RASA1 Proliferagdo celular
let-7a-3 22 IGF-II Comunicagcdo cellular e Ovério, mama

transdugdo de sinal
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Figura 5. miRNA atuando como genes supressores tumorais e oncogenes. A) Tecido normal,
transcricdo correta do microRNA (miRNA), processamento e ligacdo para
complementaridade de sequencias no RNAm-alvo resultando na represséo da expressao do
gene-alvo através de bloqueio da traducdo da proteina ou alteracdo da estabilidade do RNAmM
(ndo mostrado). Todos os resultados tém o nivel normal de crescimento celular, proliferacao,
diferenciacdo e morte celular. B) MicroRNA atuando como supressor de tumor. Apds
mutacdo, ocorre redugdo ou delegdo de um mIRNA, que atua inibindo os transcritos
oncogénicos. Todos os resultados podem envolver o aumento da proliferacdo, angiogénese,
diminuicdo dos niveis de apoptose, ndo diferenciacdo ou desdiferenciacdo do tecido,
conduzindo a formacdo do tumor. C) MicroRNA atuando como oncogene, resultaria na
formacdo de um tumor. Apds mutacdo, ocorre aumento na expressdo do miRNA, que atuara
inibindo transcritos de supressor de tumor.
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1.2.4.2 Ciclo do Folato e carcinogénese

A dieta desempenha um fator crucial na carcinogénese, sendo que cerca de um
terco das mortes causadas por cancer estd associada com uma nutricdo inapropriada.

Apesar de ndo haver um consenso acerca dos fatores de risco associados com a dieta, em
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mais de 80% dos estudos epidemioldgicos, o consumo de frutas e vegetais esta associado
com a diminuicdo do risco do desenvolvimento do cancer. Dentre os agentes presentes
que podem agir como citoprotetores nas frutas e vegetais, destaca-se o folato (CHOI &
MASON, 2000; DUTHIE et al., 2002).

O folato ¢ um importante fator para varias vias metabolicas celulares envolvidas
na transferéncia de grupos metil, tendo um papel fundamental na sintese, reparo,
estabilidade, integridade e metilacdo do DNA. Consequentemente, uma deficiéncia de
folato nos tecidos com células com alta replicacdo pode resultar numa sintese ineficaz de
DNA, resultando numa reducdo da proliferacdo celular, irregularidades na morfologia e
fisiologia celular (CHOI & MASON, 2000; GLYNN & ALBANES, 1994; KIM, 1999;
SHRUBSOLE et al., 2004; SIRACHAINAN et al., 2008).

A possibilidade do envolvimento da deficiéncia de folato na carcinogénese foi
considerada a partir dos experimentos de Heath em 1966 através da observacdo de
anormalidades citogenéticas nas culturas de medula 6ssea de pacientes deficientes em
folato (GLYNN & ALBANES, 1994). Desde entdo, a deficiéncia do folato esta associada
na etiologia de diversas neoplasias, como o cancer do sistema nervoso, de mama, pulméo,
colo uterino, estdmago, es6fago, pancreas, colon, cabega e pescoco, leucemia, linfomas,
bexiga, rins e dos érgdos genitais (IZMIRLI, 2013).

Dois mecanismos tém sido propostos para explicar como o folato pode aumentar
0 risco ao cancer. O primeiro é através da alteracdo do padrdo de metilacdo. O folato, na
forma de 5-metiltetrahidrofolato (5-metil THF) serve como doador do grupo metil na
remetilacdo da homocisteina para a metionina, que é convertida para S-adenosilmetionina
(SAM), que fornece o grupamento metil para metilacdo de citosinas especificas,
regulando, assim, a transcricdo génica. A deficiéncia do folato leva a uma deplecdo da
SAM, levando a uma hipometilacdo do DNA, o0 que, potencialmente, induz a expressao
de oncogenes, levando ao cancer (CHOI & MASON, 2000; DUTHIE et al., 2002; KIM,
1999; SIRACHAINAN et al., 2008).

O segundo mecanismo através do qual o folato pode alterar a estabilidade do
DNA é pela incorporacdo errada de uracila na sintese de DNA. Folato, na forma de 5,10-
metilenotetrahidrofolato (5,10-metileno THF), doa um grupo metil para uracila,
convertendo-a em timina, que é usada na sintese e reparo do DNA. No entanto, em
concentragdes limitadas de folato, uma incorporacdo inadequada de uracila pode ocorrer.

Como resultado, a célula ao tentar excisar a uracila, induz uma quebra de fita Unica na
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molécula de DNA. Num ambiente deficiente em folato, a célula pode entrar num ciclo de
reparo catastrofico, que pode levar a quebra de fita dupla, danos cromossémicos e cancer
(CHOI & MASON, 2000; DUTHIE et al., 2002; KIM, 1999; SIRACHAINAN et al.,
2008).

Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) é uma enzima regulatoria importante
no metabolismo do folato. Ela catalisa a reducdo do 5,10-metileno THF em 5-metil THF,
0 doador de metil para remetilacio da homocisteina em metionina. MutacGes e
polimorfismos no gene MTHFR, localizado no brago curto do cromossomo 1, levam a
uma diminuicdo da atividade dessa enzima (FROSST et al., 1995; GOYETTE et al.,
1994; KHAZAMIPOUR et al., 2009; SHRUBSOLE et al., 2004). O polimorfismo mais
estudado estd localizado no éxon 4 e resulta na substituicdo de uma citosina por uma
timina no nucleotideo 677 (C677T), levando a uma troca de uma valina por uma alanina
no coédon 222 (IZMIRLI, 2013). Esse polimorfismo estd associado a uma maior
termolabilidade e uma diminuicdo de 30% e 60% da atividade enzimatica nos
heterozigotos (CT) e nos homozigotos (TT), respectivamente. A reducdo enzimatica do
MTHFR esta associada com o aumento do risco de diversas doengas, como Alzheimer,
Sindrome de Down, diabetes mellitus, doencas cardiovasculares, isquemia, esquizofrenia,
depressdo, hipotonia, migranea, complicacdes na gravidez, palato fendido, além de
diferentes tipos de canceres (FROSST et al., 1995; GOYETTE et al., 1994; IZMIRLI,
2013; KHAZAMIPOUR et al., 2009; SHRUBSOLE et al., 2004).

1.4 CANCER DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL

Os tumores do Sistema Nervoso Central constituem populac@es exclusivas e
heterogéneas de neoplasias, variando em sua malignidade. Mesmo 0s tumores
considerados benignos sdo comumente letais por sua capacidade infiltrativa, tendéncia de
passar por transformacdo maligna e por afetar o 6rgéo responséavel pela coordenagéo e
integracdo de todas as atividades vitais humanas, podendo levar a debilidade e paralisia
(BEHIN et al, 2003; NCI, 2000; OHGAKI & KLEIHUES, 2005).

O cancer do Sistema Nervoso Central representa cerca de 2% de todas as
neoplasias malignas na populacdo mundial, mas é necessario levar em conta sua alta taxa
de mortalidade e morbidade. Apesar de mais da metade desses tumores serem
considerados benignos, eles séo a principal causa de morte devido a tumores solidos em

criancas e a terceira em adolescentes e adultos entre 15 e 34 anos (Buckner et al., 2007).
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Durante os Gltimos anos, a taxa de incidéncia e mortalidade desses tumores aumentou nos
paises desenvolvidos principalmente nas faixas etarias mais avancadas. Nos Estados
Unidos, sdo estimados cerca de 43.800 novos casos desses tumores por ano, e destes,
cerca de 12.760 vao a 6bito. No Brasil, foram esperados 9.270 novos casos de tumores do
Sistema Nervoso Central em 2012, 90 deles no estado do Pard (BUCKNER et al., 2007;
INCA, 2011).

A predisposigdo genética para os tumores do Sistema Nervoso Central parece ser
incomum, apesar de que alguns tipos possam ser herdados como sintomas de algumas
doencas hereditarias, como a neurofibromatose tipo 1 (mutacdo em NF1), sindrome de
Turcot (mutacdo em APC), sindrome de Gorlin (mutacdo em PTCH) e sindrome de Li-
Fraumeni (mutagdo em TP53 ou CHECK?2) (BUCKNER et al., 2007).

A incidéncia dos tumores é ligeiramente maior em homens do que em mulheres
numa proporcdo de 1,4:1. Devido a grande heterogeneidade desses tumores, torna-se
dificil a identificacdo de fatores de risco para os tumores do Sistema Nervoso Central. No
entanto, a exposicdo a radiacdo ionizante, traumas na cabeca, cigarro, consumo de alcool
durante a gestacdo, exposicdo a alguns agentes quimicos, dieta, infec¢do por virus e uso
de drogas e outros medicamentos parecem ser fatores de risco ndo herdaveis importantes
em sua etiologia. Apesar de alguns estudos sugerirem um aumento de risco associado a
exposicdo a radiacdo gerada por radiofrequéncia, por telefones celulares ou
telecomunicagdes, nenhum deles foi conclusivo (INCA, 2011; MERREL, 2012;
PRADOS et al., 2008).

1.4.1 Meningiomas

Os meningiomas sdo 0S tumores intra-cranianos mais comuns, originados das
meninges que revestem o cérebro e o corddo espinhal. Eles correspondem a cerca de 30%
dos tumores intracraniamos, com a incidéncia anual estimada em 6 em cada 100 mil
individuos (AYDEMIR et al., 2012; PEREZ-MAGAN et al., 2012; RAIZER, 2010;
RIEMENSCHNEIDER et al., 2006; WROBEL et al., 2005).

A classificacdo dos tumores do Sistema Nervoso estabelecida pela Organizacéo
Mundial de Salde distingue trés graus de malignidade: meningiomas benignos de grau I,
meningiomas atipicos de grau Il e meningiomas anaplasicos de grau Ill. Cerca de 90%
dos meningiomas sdo tumores de crescimento lento de grau I, subclassificados a partir de

seus achados microscopicos (meningotelial, fibroso, transicional, psamomatoso,
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angiomatoso, microcistico, secretdrio, rico em linfoplasmocitos ou metaplasico).
Meningiomas atipicos correspondem de 6 a 8% dos casos e sdo histologicamente
definidos pelo aumento da atividade mitética, da celularidade, razdo ndcleo/citoplasma
alta, nucléolo proeminente, crescimento ininterrupto sem um padrdo e necrose. Esses
tumores apresentam a tendéncia de recorréncia local mesmo apds resseccdo total.
Aproximadamente 2 a 3% dos meningiomas apresentam caracteristicas de malignidade,
incluindo uma alta atividade mitética e aparéncia histoldgica similar a sarcoma,
carcinoma ou melanoma. Esses tumores sdo classificados como anaplésicos e estdo
associados a um alto risco de recorréncia e metastase (MERREL, 2012; RAIZER, 2010;
RIEMENSCHNEIDER et al., 2006; WEBER et al., 1997; WROBEL et al., 2005).

Os meningiomas atingem principalmente pacientes idosos, com pico na sexta e
sétima década de vida. Diferentemente da maioria dos tumores do Sistema Nervoso
Central, os meningiomas tem uma ocorréncia maior no sexo feminino, numa razdo de
3:2, quando comparada com 0 sexo masculino. Apesar disso, 0s meningiomas de grau Il
e 11l sdo mais frequentes no sexo masculino. Meningiomas sao relativamente raros em
criangas, correspondendo a menos de 2% dos tumores intracranianos em criancgas, e
parecem estar associados a um perfil mais agressivo e a sindromes hereditérias, como
Neurofibromatose do Tipo 2, sindrome de Gorlin e de Cowden (DREVELEGAS, 2005;
RAIZER, 2010; RIEMENSCHNEIDER et al., 2006).

Procedimento cirdrgico é a modalidade primaria para os pacientes que requerem
tratamento. Quando possivel, a resseccdo total pode ser curativa, eliminando a
necessidade de outros tratamentos como radiacdo. Radioterapia tem se tornado a base de
tratamento de meningiomas nos diversos graus, permitindo controle local e melhoria ou
estabilizacdo dos sintomas neuroldgicos. Pouca eficacia foi observada na utilizagdo de
quimioterapia citotoxica no tratamento de meningiomas. Avancos na elucidacdo da
patogénese molecular tém possibilitado estudos utilizando agentes bioldgicos, como
interferon-a-2B, inibidores de PDGF, VEGF e c-kit no tratamento desse cancer
(RAIZER, 2010).

1.4.2 Genética dos meningiomas

Os meningiomas estdo entre os primeiros neoplasmas sélidos estudados por
citogenética classica. A auséncia de um cromossomo do grupo G foi detectada como uma
alteracdo consistente em 1967 (ZANG & SINGER, 1967) e identificada como um
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cromossomo 22 em 1972 (MARK et al., 1972; WEBER et al., 1997). Diversos trabalhos
citogenéticos e moleculares mais recentes confirmam os resultados desses primeiros
estudos ao mostrar que a perda do cromossomo 22 ocorre em 40 a 70% de todos os
meningiomas. Além disso, a inativacdo do gene NF2 (22912.2) em meningiomas de
todos os graus indica que este evento € um dos primeiros na patogénese desses tumores
(AYDEMIR et al, 2012; BELLO et al., 2004; BOSTROM, et al., 2001; CORDEIRO et
al., 2009; KRUPP et al. 2008; LIU et al, 2005, NUNES et al, 2005;
RIEMENSCHNEIDER et al., 2006; RUTTLEDGE et al., 1994; WEBER et al., 1997).
Alguns estudos apontam que meningiomas com NF2 intacto geralmente tem cariotipo
normal, sem aberracBGes geneéticas ou epigenéticas dbvias e estdo associados com o tipo
meningotelial (VAN TILBORG et al., 2006). Outros genes, como 0 BAM22, LARGE,
MNL1 e INI1, localizados em outras regies do braco longo do cromossomo 22 tém sido
alvo de estudos, devido a presenca de delegdes intersticiais que ndo envolvem a regido do
NF2 em alguns meningiomas (AYDEMIR et al, 2012; RIEMENSCHNEIDER et al.,
2006).

A segunda alteracdo cromossdmica mais comum é a dele¢do do braco curto do
cromossomo 1, cuja frequéncia aumenta proporcionalmente ao grau de malignidade. Este
evento é observado em mais de dois tercos dos meningiomas atipicos e anaplasicos,
sugerindo que a delecdo do 1p esta envolvida na progressdo tumoral. Varios genes
candidatos como o0 TP73, CDKN2C, RAD54L e ALPL, localizados nessa regido, tém sido
estudados, porém sem ainda resultados conclusivos. Além disso, alguns estudos mostram
aumento de metilacdo aberrante na regido promotora em meningiomas com delecédo do 1p
(AYDEMIR et al, 2012; BELLO et al., 2004; BOSTROM, et al., 2001; LAMSZUS et
al., 1999; LIU et al., 2005; LOMAS et al., 2004; RIEMENSCHNEIDER et al., 2006;
WROBEL et al., 2005).

Outros genes candidatos localizados em outras regides cromossémicas deletadas
ou amplificadas em meningiomas, envolvidos na progressdo tumoral, tém sido estudados
nesses tumores. A perda do brago curto do cromossomo 9 é um dos poucos exemplos
com clara associagdo com genes especificos: CDKN2A, CDKN2B e ARF. Delegdes
nesses genes sao comuns na maioria dos meningiomas anaplasicos, o que indica que a
inativacdo dos pontos de checagem é uma etapa essencial na progressdo tumoral
(AYDEMIR et al, 2012; LAMSZUS et al., 1999; LIU et al., 2005; PERRY et al., 2004;
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RIEMENSCHNEIDER et al., 2006; TSE et al., 1998; WROBEL et al., 2005; YIN et al.,
2002).

Perdas de segmentos do cromossomo 10 tém sido uma alteragdo comum em
meningiomas de graus avangados, o que levou aos estudos dos genes PTEN e TP53, mas
mutacOes nesses genes tém se mostrado raras (RIEMENSCHNEIDER et al., 2006).

Além de perdas no cromossomo 10 e no brago curto dos cromossomos 1 e 22, 0s
meningiomas atipicos geralmente apresentam perda das regides 6q, 14q e 189, bem como
ganhos em 1q, 9q, 12q, 15q, 17q e 20g. Meningiomas anaplasicos compartilhnam essas
aberracdes cromossdmicas, mas também apresentam perdas mais frequentes em 6q, 10 e
14q, perdas adicionais em 9p e amplificacdo génica em 17q23 (AYDEMIR et al, 2012;
WROBEL et al., 2005).

A metilacdo aberrante da regido promotora € um importante processo na
progressdo tumoral em canceres do sistema nervoso. Entretanto, ainda sdo escassos 0S
estudos do padrdo de metilagdo em meningiomas (AMATYA et al., 2004; AYDEMIR et
al, 2012; LOMAS et al., 2004; YIN et al, 2002).
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2. OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL:

- Investigar alteragdes genéticas e epigenéticas em meningiomas na populacdo paraense

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Associar o polimorfismo MTHFR C677T com o aumento do risco a0 meningioma na
populagéo paraense;

- Avaliar o padrdo de metilagio dos mIRNAs 124a2 e 124a3 em pacientes de
meningioma na populacéo paraense;

- Analisar o padrdo de metilacdo na regido promotora de genes supressores tumorais em

meningiomas da populagao paraense;
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3. CAPITULO |

Analise do polimorfismo MTHFR C677T em meningiomas na populagdo paraense

Carlos Eduardo Matos Carvalho Bastos; Barbara do Nascimento. Borges; Isabela
Guerreiro Diniz; José Reginaldo Nascimento Brito; Julio Cesar Pieczarka; Nilson Praia

Anselmo; Cleusa Yoshiko Nagamachi.

RESUMO

O metabolismo do folato desempenha um importante papel na carcinogénese.
Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), uma das enzimas mais estudados dessa via, é
responsavel pela reducdo do 5,10-metilenotetrahidrofolato em 5-metiltetrahidrofolato,
doador do grupo metil na remetilacdo da hemocisteina em metionina. O polimorfismo
MTHFR C677T leva a uma substituicdo de uma alanina por uma valina, causando uma
reducdo da atividade dessa enzima, normalmente associada com alguns tumores. O
objetivo do presente trabalho foi avaliar uma possivel associacdo entre o polimorfismo
MTHFR C677T com o0 aumento do risco ao meningioma na populacéo paraense. Material e
Métodos: Foram genotipados 23 pacientes com meningioma e 96 individuos sem historico
de cancer para o polimorfismo MTHFR C677T utilizando PCR e sequenciamento direto.
Resultados: As diferencas observadas entre os diferentes gendtipos e entre os alelos dos
grupos controle e de pacientes ndo foram estatisticamente significantes. No entanto, apesar
de ndo estatisticamente significante, o genotipo TT parece estar associado a um aumento
do risco de desenvolver meningioma quando comparado ao gendtipo CC (OR = 2,6494).
Conclusdo: Nédo foi observada associacdo entre o polimorfismo C677T do MTHFR e
meningioma em pacientes da populacdo paraense. Um estudo utilizando um ndmero
amostral maior de pacientes € necessario para confirmar que o genétipo TT ndo estd
associado com os pacientes de meningioma na populacdo paraense.

Palavras-chave: meningioma, MTHFR, polimorfismo, Ce77T,
metilenotetrahidrofolato redutase
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INTRODUCAO

O folato € um importante fator para diversas vias metabolicas na célula, como a
sintese, reparo e metilacdo do DNA (Izmirli, 2013; Kim et al., 1999; Sirachainan et al.,
2008). Dentre as diversas enzimas que regulam seu metabolismo, destaca-se a
metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), responsavel pela reducéo irreversivel do 5,10-
metilenotetrahidrofolato (5,10-metileno THF) em 5-metiltetrahidrofolato (5-metil THF),
doador do grupamento metil na remetilacdo da hemocisteina em metionina (Duthie et al.,
2002). Mutacdes e polimorfismos no gene MTHFR podem levar a uma diminuigcdo da
atividade dessa enzima. O polimorfismo mais comumente estudado esta localizado no éxon
4 desse gene, resulta na substituicdo de uma citosina por uma timina no nucleotideo 677
(C677T), levando a troca de uma valina por uma alanina no cédon 222 (Izmirli, 2013).
Esse polimorfismo est4 associado a uma maior termolabilidade e uma diminuigdo de 30%
e 60% da atividade enziméatica nos heterozigotos (CT) e nos homozigotos (TT),
respectivamente (Fross et al., 1995). O genétipo MTHFR 677 TT estd associado com
niveis mais baixos de folato circulante (5-metil THF), acimulo de 5,10-metileno THF e
niveis reduzidos de metilacdo global de DNA nos leucdécitos de sangue periférico (Kim et
al., 1999; Chung et al., 2010). A reducdo enzimética do MTHFR estd associada com o
aumento do risco de diversas doencas, como Alzheimer, Sindrome de Down, diabetes
mellitus, doencas cardiovasculares, isquemia, esquizofrenia, depressdo, hipotonia,
migranea, complicagdes na gravidez, palato fendido, além de diferentes tipos de canceres
(I1zmirli, 2013).

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que uma dieta deficiente em folato esta
associada na etiologia de diversas neoplasias, como canceres do sistema nervoso, de
mama, pulmao, colo uterino, estbmago, esdfago, pancreas, célon, cabeca e pescoco,
leucemia, linfomas, bexiga, rins e dos 6rgdos genitais (Izmirli, 2013; Li et al., 2013).

Apesar de muitas publicagdes sugerirem a associacdo entre polimorfismos das
enzimas do ciclo do folato com a tumorigénese em diferentes canceres, ainda sao escassos
os trabalhos em tumores cerebrais (Bethke et al., 2008; Da Costa et al., 2012; Kafadar et
al., 2006; Li et al., 2013; Sirachainan et al., 2008).

Os meningiomas sdo tumores que se originam das meninges que revestem o
cérebro e o corddo espinhal (Riemenschneider et al, 2006). Apresentam-se como 0S mais
frequentes entre os tumores intracranianos (Pérez-Magan et al., 2010; Zhi et al., 2013),
representando cerca de 20% dos tumores cerebrais, com uma incidéncia de 6 em cada 100
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mil individuos e uma ocorréncia maior no sexo feminino. Cerca de 90% possuem
crescimento lento, considerado pela Organizacdo Mundial da Saude, como benignos do
tipo I (Louis et al., 2000; Riemenschneider et al., 2006). O presente trabalho tem como
objetivo investigar a associacdo entre o polimorfismo MTHFR C677T e meningioma na

populacéo paraense.

MATERIAL E METODOS

Amostra

As amostras de tecidos tumorais frescos de meningiomas utilizadas no presente
trabalho foram coletadas de 23 pacientes submetidos a craniotomia, sem qualquer
tratamento terapéutico prévio, atendidos entre os anos de 2005 e 2009 no Hospital Ophir
Loyola. O diagnostico histopatoldgico foi realizado por histopatologista utilizando-se da
classificacdo proposta pela Organizacdo Mundial de Saide (Louis et al., 2000), como
procedimento médico clinico normal.

Foram coletadas amostras de sangue de 96 individuos atendidos pelo Laboratorio
de Anélises Clinicas da Universidade Federal do Par4, sem historico de lesGes pré-
neoplasicas, para ser utilizada como grupo controle.

Antes da coleta, todos os pacientes ou um responsavel assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 1), permitindo a doa¢do de amostras e acesso a
anamnese. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Centro de Ciéncias da Saude na Universidade Federal do Para (Anexo 2) conforme os

termos da Portaria 196/96 do Conselho Nacional de Saude.

Extragdo do DNA gendmico
Todas as amostras de meningioma foram submetidas a microdissec¢do. Para a
extracdo do DNA gendmico foi utilizado o método descrito por Sambrook et al. (1989)

com modificagdes.

Reacdo em cadeia da Polimerase

Os fragmentos génicos contendo o polimorfismo analisado foram amplificados
pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Para isso, foram utilizados tampéo de reacao
1X (10X=KCI 500mM, 100mM Tris-HCI), 1,25mM de cada dinucleotideo, 0,7mM de
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cloreto de magnésio, 100ng de DNA molde, 0,5uM de cada iniciador (F: 5°’-
AAGCAGAGGACTCTCTCTGCC-3” ¢ R: 5’-CCCCCAGCCTGTGCGAGGACGGT-
3’) (Borges, 2010), 1,5U de Taq Platinum DNA polimerase. As condi¢fes da PCR
utilizadas foram: desnaturacgéo inicial a 94°C por 5 minutos, 35 ciclos de desnaturagao a
94°C por 40 segundos, anelamento a 51°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 40
segundos; e extensdo final a 72°C por 5 minutos.

A eficiéncia da amplificacdo foi verificada aplicando 4uL da reagdo de PCR
juntamente com 2pL de blue juice (5mL de glicerol, ImL de azul bromo fenol 1%, 1mL
de xileno-cianol 0,1%, 2mL de EDTA 0,5M), e submetendo a eletroforese em gel de
agarose 1% corado com 3uL de Sybr® Safe (Invitrogen). A eletroforese ocorreu em
tampdo TBE (Tris-Borato-EDTA) a uma corrente de 100V por aproximadamente 30

minutos. A visualizac&o foi realizada atraves da luz ultravioleta.

Sequenciamento do DNA

O DNA purificado foi sequenciado pelo método de terminacédo de cadeia, descrito
por Sanger et al. (1977). A reacdo de sequenciamento foi realizada utilizando o Kit
BigDye Terminator Cycle Sequencing Standard (Applied Biosystems) e o mesmo
iniciador foward da PCR. As reacBes foram submetidas a eletroforese em capilar
utilizando o sequenciador automatico ABI Prism® 3130 Genetic Analyser (Applied
Biosystem). As sequéncias foram entdo submetidas na forma de cromatografia e
posteriormente impressas e analisadas utilizando o programa BioEdit 7.2 (Hall, 1999).

Anélises Estatisticas

Os testes estatisticos foram realizados com o auxilio do programa BioEstat 5.0
(Ayres, et al., 2007). O equilibrio de Hardy-Weinberg foi calculado usando o teste do
qui-quadrado (XZ). O teste exato de Fisher foi utilizado para avaliar as diferencas alélicas
e genotipicas dos grupos controle e pacientes. O teste de Odds Ratio (OR), com intervalo
de confianca de 95% foi aplicado para estimar o risco relativo do desenvolvimento do
meningioma das variaveis histopatoldgicas (sexo, idade e grau do tumor) associadas aos
gendtipos MTHFR C677T. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente

significantes.
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RESULTADOS

A média de idade foi de 47 = 16,16 e 48,72 +13,62, com uma razdo
mulher/homem de 3,6 (18/5) e 2,2 (66/30) nos grupos de pacientes e controle,
respectivamente. N&o houve diferenca estatistica significante na idade e sexo entre 0s
grupos (p>0,05).

Uma banda de aproximadamente 320 pares de bases foi obtida através da
amplificagdo por PCR e os genétipos foram identificados através da analise do
sequenciamento (Figura 1).

A distribuicdo genotipica para MTHFR C677T, a frequéncia alélica, e o risco para
0 meningioma, assim como o intervalo de confianca (IC) de 95% estdo apresentadas na
Tabela 1. As frequéncias desse polimorfismo em ambos 0S grupos se encontram em
equilibrio de Hardy-Weinberg. Os gen6tipos CC, CT e TT tiveram frequéncia de 53,13%,
39,58% e 7,29% no grupo controle, e 47,83%, 34,78% e 17,39% no grupo de pacientes,
respectivamente. A frequéncia dos alelos C e T foi 72,92% e 27,08% no grupo controle e
65,21% e 34,78% nos pacientes, respectivamente. As diferencas observadas entre 0s
diferentes gendtipos e entre os alelos dos grupos controle e de pacientes ndo foram
estatisticamente significantes.

Testes do Odds Ratio foram realizados para verificar a influéncia do homozigoto
variante TT em relacdo ao risco de desenvolver meningioma. Os resultados indicam que
os portadores do gendtipo CT e TT possuem 0,98 e 2,65 mais chances de desenvolver
meningioma quando comparados com o0s que apresentam genotipo CC, respectivamente.
Os portadores do alelo T (CT + TT) possuem aproximadamente 1,2364 mais chances de
desenvolver esse tumor quando comparados com o genotipo CC. Apesar de nenhuma
variavel histopatoldgica ter sido estatisticamente significante, parece existir uma
tendéncia maior de desenvolvimento de meningioma em portadores do alelo T no sexo
feminino (OR = 1,5) (Tabela 2).

DISCUSSAO

A dieta representa um importante fator na carcinogénese, sendo uma nutricdo
inapropriada responsavel por cerca de um terco das mortes relacionadas ao cancer. A
deficiéncia do folato, agente citoprotetor encontrado em frutas e verduras, comum
inclusive nos paises desenvolvidos e pode afetar uma grande porcentagem da populagéo,

principalmente em grupos com baixo poder socioecondmico (Duthie et al., 2002). A
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enzima MTHFR tem um papel muito importante no metabolismo do folato, e mutacdes e
polimorfismos tém sido descritos no gene que codifica essa enzima (Izmirli, 2013).

As frequéncias genotipicas e alélicas do grupo controle encontradas no presente
trabalho ndo apresentaram diferencas estatisticamente significantes quando comparadas
com as encontradas por Yoshioka et al. (2006) em um estudo com 127 individuos da
populagdo paraense.

No presente estudo, ndo foi observada associacao entre o polimorfismo C677T do
MTHFR e meningioma. Apesar de ndo ter mostrado estatisticamente significante, os
dados encontrados nesse trabalho sugerem que o geno6tipo TT tende a aumentar o risco de
desenvolver meningioma quando comparado ao genétipo CC (OR = 2,6494). A literatura
é controversa sobre a correlacdo entre os polimorfismos do MTHFR e o desenvolvimento
do cancer. O polimorfismo MTHFR 677CT modula o risco de cancer de uma maneira
sitio-especifica, uma vez que a necessidade e a susceptibilidade a deficiéncia de folato
sdo especificas para cada tecido. Esse polimorfismo parece aumentar o risco de cancer de
mama, do endométrio, colo do Utero, estdmago, esdfago e bexiga. Outros estudos relatam
uma diminuicdo do risco para cancer colorretal, carcinoma hepatocelular, leucemias e
linfomas (Izmirli, 2013; Kim, 1999).

Nossos dados corroboram os estudo de Kafadar et al. (2006) que ndo encontraram
diferencas estatisticamente significativas na frequéncia do genétipo TT entre os pacientes
de meningioma e o grupo controle, nem no aumento do risco associado a esse genotipo
na populagdo turca. No entanto, estudos em outras populagdes, no entanto, o
polimorfismo MTHFR 677CT mostrou estar associado com meningioma. Bethke et al.
(2008) encontraram um aumento estatisticamente significativo do risco de desenvolver
meningioma associado com o genétipo CT (OR= 1,35) em cinco regides europeias (sul
da Inglaterra, nordeste do Reino Unido, Dinamarca, Finlandia e Suécia). J& em uma
investigacdo desse polimorfismo no norte da China, Li et al. (2013) encontraram uma
associacao do genotipo TT com 0 aumento do risco ao meningioma.

Considerando que a amostra do presente trabalho, assim como o de Kafadar et al.
(2006), inclui um numero relativamente pequeno de pacientes de meningioma, esses
resultados devem ser testados utilizando um nimero amostral maior de pacientes para
confirmar se 0 gendtipo TT ndo esta associado com 0s pacientes de meningioma na

populacéo paraense.
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Figura 1 — Eletroferogramas representando os genotipos relativos ao polimorfismo C>T do
gene MTHFR. A) gendtipo CC. B) gendtipo CT. C) genotipo TT
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Tabela 1 — Riscos do meningioma associado com o polimorsfismo MTHFR C677T
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Gendtipos  Casos (%) Controles (%) OR (IC 95%) p-valor
ccC? 11 (47,83) 51(53,13) 1,0

CT 8 (34,78) 38 (39,58) 0,9761 (0,358 — 2,6610) 0,5853
TT 4 (17,39) 7(729)  2,6494(0,6595—10,6431)  0,1568
CT+TT 12 (48) 45 (46,87) 1,2364 (0,4971 — 3,0748) 0,4106
ct 31(62) 140 (72,92) 1,0

T 19 (38) 52 (27,08) 1,4359 (0,7237 —2,8490)  0,1947

®Alelo de referéncia. OR: odds ratio; IC: intervalo de confianca.



Tabela 2 — Associagdo entre 0s genotipos do gene MTHFR e caracteristicas

histopatoldgicas dos pacientes
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CC (%) CT+TT (%) OR(IC 95%) p-valor
Idade
<50 anos 6 (26,08) 7(30,44) 1,1667 (0,224 -6,081) 0,5933
>50 anos 5(21,74) 5(21,74)
Sexo
Feminino 9 (39,14) 9(39,14) 1,5(0,2-11,2366) 0,5449
Masculino 2 (8,69) 3 (13,03)
Grau
| 10 (43,48) 11 (47,82) 1,10(-) 0,7391
I 1(4,35) 1 (4,35)
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4. CAPITULO Il

Padrdo de metilacdo dos miRNA124a2 e miRNA124a3 em meningiomas na populagéo

paraense

Carlos Eduardo Matos Carvalho Bastos; Barbara do Nascimento Borges; José Reginaldo
Nascimento Brito; Julio Cesar Pieczarka; Nilson Praia Anselmo; Cleusa Y oshiko

Nagamachi

RESUMO

MicroRNAs (miRNAs) sdo uma classe de pequenos RNAs nédo codificantes com um
importante papel em muitos processos bioldgicos por regular a expressdo de diversos
genes. Diversos estudos revelaram que alteracbes da expressdo de miRNAs tém sido
associadas com a tumorigénese. Hipermetilagdo aberrante da regido promotora da familia
miRNA124 tem sido observada em diferentes tumores, incluindo glioblastomas
multiforme, cancer gastrico, cancer cervical, cancer colorretal, carcinoma hepatocelular e
malignidades hematopoiéticas. O presente trabalho tem como objetivo investigar o padrao
de metilacdo da regido promotora do miRNA124a2 e miRNA124a3 em pacientes com
meningioma na populacdo paraense. Material e métodos: O padrdo de metilacdo dos
miRNA124a2 e miRNAl124a3 foi avaliado em 23 pacientes com meningioma na
populacdo paraense atraves de PCR-MSP e visualizada em gel de agarose 3%. Resultados:
A regido promotora do miRNA124a2 e miRNA124a3 se encontrou metilada em 73,9% e
69,56% das amostras analisadas, respectivamente. Conclusdo: A hipermetilacdo da familia
do miRNA124 parece ser um evento importante em meningiomas.

Palavras-chave: miRNA124, meningioma, hipermetilacdo, microRNA
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INTRODUCAO

Um namero crescente de estudos tem utilizado uma nova classe de pequenas
moléculas regulatdrias de RNA, denominadas microRNAs (miRNAs) tanto no diagnostico,
progndstico e tratamento de tumores (Calin & Groce, 2006; Esquela-Kercher & Slack,
2006; Mirnezami et al., 2009). Esses miRNAs sdo fragmentos de RNA néo codificantes de
tamanho aproximado de 22 nucleotideos, que regulam genes pds transcricionalmente
através da degradacdo do RNA mensageiro alvo ou inibigdo da tradugdo (Wang et al.,
2013). Alteracbes no padrdo de expressdo dos miRNAs podem levar a perda ou ganho de
funcéo de genes alvo, podendo atuar na carcinogénese como genes supressores tumorais ou
oncogenes, respectivamente (Esquela-Kercher & Slack, 2006). Uma das principais causas
de perda da expressdo dos miRNAS supressores tumorais em canceres humanos ocorre por
hipermetilagdo da regido promotora de suas ilhas CpGs (Lopez-Serra & Esteller, 2012;
Saito et al., 2006).

Um dos microRNAs mais conservados e abundantemente expressos no sistema
nervoso € o MiRNA 124 (Lagos-Quintana et al., 2002). Esse microRNA possui 3
diferentes isoformas: miRNA124al, miRNA124a2 e miRNA124a3 (Agirre et al., 2009;
Ando et al., 2009), e tem como um de seus principais alvo a proteina cinase dependente de
ciclina 6 (CDK®), envolvida na progressdo do ciclo celular (Lopez-Serra & Esteller, 2012).
Hipermetilacdo aberrante dessa familia de miRNA foi observada em estudos com
glioblastoma multiforme (Silber et al., 2008), cancer gastrico (Ando et al., 2009),
malignidades hematopoiéticas (Agirre et al., 2009; Roman-Gomez et al., 2009), cancer
cervical (Wilting et al., 2010), céancer colorretal (Deng et al., 2011) e carcinoma
hepatocelular (Furuta et al., 2010).

Os meningiomas sdo 0s tumores intra-cranianos mais comuns, correspondendo de
20 a 30% de todos os tumores do sistema nervoso central (Pérez-Méagan et al., 2010; Zhi et
al., 2013), com incidéncia anual estimada em 6 em cada 100 mil individuos (Louis et al.,
2000). Esses tumores sdo mais comuns na sexta e sétima década, com ocorréncia maior no
sexo feminino do que no masculino, numa razdo de 3:2 (Perry et al., 2004;
Riemenschneider et al., 2006).

A Organizagdo Mundial da Salde classifica 0s meningiomas em trés graus
baseando-se em critérios histopatoldgicos: benignos (tipo I), atipicos (tipo Il) e anaplasicos
(grau 1I1), correspondendo a 80%, 15-20% e 1-3% dos casos, respectivamente
(Riemenschneider et al., 2006).
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O presente trabalho tem como objetivo avaliar o padrdo de metilacdo dos miRNAs

124a2 e 124a3 em pacientes de meningioma na populacdo paraense.

MATERIAL E METODOS

As amostras de tecidos tumorais frescos de meningioma utilizadas no presente
trabalho foram coletadas de 23 pacientes submetidos a craniotomia, sem qualquer
tratamento terapéutico prévio, realizado no Hospital Ophir Loyola entre os anos de 2005 e
2009. Antes da coleta, 0 paciente ou seu parente mais proximo assinou um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, conforme os termos da Portaria 196/96 do Conselho
Nacional de Saude, que permitiu a doacdo de amostras e acesso a anamnese. O diagndstico
histopatologico foi realizado pelo histopatologista do hospital utilizando-se da
classificacdo proposta pela Organizacdo Mundial de Saude (Louis et al., 2007), como
procedimento médico clinico normal.

Para a extracdo do DNA genémico seguiu-se a metodologia descrita por Sambrook
et al. (1989). O DNA foi entdo diluido em tampdo de eluicdo e mantido a -20°C até o
momento de uso.

Para analise do padréo de metilacdo, seguiu-se o protocolo de modificacdo do DNA
por acdo do bissulfito utilizando o MethylCode Kit de conversdo de bissulfito (Life
Technologies), seguindo protocolo do fabricante.

O DNA modificado foi amplificado por reacdo em cadeia da polimerase metilagcéo
especifica (MSP). Para a reacdo de amplificacdo da regido promotora do miRNA124a2,
foram utilizados 4L de dNTP, 2uL de MgCl,, 2uL de BSA, 2uL de DNA molde, 0,5uL
de cada iniciador e 0,5uL de Platinum Tag DNA polimerase (Invitrogen). Os iniciadores

usados para a amplificacao do miRNA124a2 foram 5’-

TAGGTTTATGTATGTTTTTAGGTG-3’ (forward) e 5’-
CTATTCCATAAAAATATAAACAATACA-3’ (reverse) para o alelo ndo-metilado e 5°-
GGTTTATGTATGTTTTTAGGCG-3’ (forward) e 5’-

TCCGTAAAAATATAAACGATAG-3’ (reverse) para o alelo metilado (Ando et al.,
2009).

Para a reacdo de amplificacdo da regido promotora do miRNA124a3, foram
utilizados 4puL de dNTP, 1,5uL de MgCl,, 1uL de DMSO, 1pL de betaina, 3uL de DNA
molde, 0,5uL de cada iniciador e 0,5uL de Platinum Taq DNA polimerase (Invitogen). Os

iniciadores  usados para a amplificagilo do miRNAI124a2 foram 5’-
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TAGTTGGTTGAGTGTAGTGTTTTTG-3’ (forward) e 5’-
CAAAACTAAAACAAACAACAAACATC-3’ (reverse) para o alelo ndo-metilado e 5°-
GATAGTATAGTCGGTTGAGCGTAGC-3’ (forward) e 5’-

CCTCAAAACTAAAACGAACGACG-3’ (reverse) para o alelo metilado (Ando et al.,
2009).

A eficiéncia da amplificacdo foi verificada aplicando 10uL da reacdo de PCR
juntamente com 5L de blue juice (5mL de glicerol, ImL de azul bromo fenol 1%, 1mL
de xileno-cianol 0,1%, 2mL de EDTA 0,5M), e submetendo a eletroforese em gel de
agarose 3% corado com 3uL de Sybr® Safe (Invitrogen). A eletroforese ocorreu em
tampdo TBE (Tris-Borato-EDTA) a uma corrente de 100V por aproximadamente 30

minutos. A visualizac&o foi realizada atraves da luz ultravioleta.

RESULTADOS

A média de idade dos pacientes de meningioma desse estudo foi 46,23 + 16,1074,
com uma proporcao de mulheres’/homem de 3,6. Das 23 amostras analisadas, 21 (91,3%)
eram meningioma benignos de grau | e apenas 2 (8,7%) atipicos de grau Il.

Para a andlise do padrdo de metilacdo da regido promotora do miRNA 124a2, foi
obtida uma banda de aproximadamente 100pb, onde 17 (73,9%) das amostras
encontravam-se metiladas e 6 (26,09%) ndo metiladas.

Para investigar a influéncia das varidveis histopatoldgicas (idade, sexo e grau do
tumor), foi calculado o Odds Ratio (Tabela 1). Apesar de ndo estatisticamente significante,
houve um aumento do risco no sexo feminino (OR=2,333) e nos pacientes com idade
acima de 50 anos (OR=4,444) associado com a metilagdo do miRNA 124a2 em
meningiomas nessa populagdo. Ambos meningiomas de grau Il apresentaram metilagdo na
regido promotora desse microRNA.

Para a andlise do padrdo de metilacdo da regido promotora do miRNA 124a3, foi
obtida uma banda de aproximadamente 140pb (Figura 1), onde 16 (69,56%) das amostras
encontravam-se metiladas e 7 (30,44%) ndo metiladas.

Assim como no miRNA124a2, ndo houve diferenca estatisticamente significante no
padrdo de metilacdo do miRNA 124a3 entre as varidveis histopatoldgicas (Tabela 2).
Também foi observado um aumento do risco no sexo feminino (OR=5,25) e nos pacientes

com idade acima de 50 anos (OR=6) associado com a metilacdo desse microRNA em



66

meningiomas nessa populacdo. A regido promotora do miRNA 124a3 apresentou-se
metilada nas duas amostras de meningioma de grau Il.

DISCUSSAO

Evidéncias apontam que alteracfes na expressdo dos miRNAs podem estar
diretamente relacionadas com a carcinogénese. Tem se demonstrado a existéncia de
miRNAs que tanto promovem quanto inibem a proliferacdo e sobrevivéncia celular,
atuando dessa forma como oncogeneses ou genes supressores de tumor, respectivamente
(Cowland et al., 2007).

O miR-124 atua como um gene supressor de tumor, degradando a CDK6, uma
importante proteina envolvida na progressao do ciclo celular. Silenciamento epigenético
desse microRNA leva a ativacdo da CDK6 e fosforilacdo da proteina do retinoblastoma
(Rb), um dos alvos da cinase (Agirre et al., 2009; Lujambio et al., 2007), diminuindo
assim sua atividade antiproliferativa (Grossel & Hinds, 2006) . Wang et al. (2012)
mostraram um aumento da expressdo de CDK6 em mais de 6 vezes em meningiomas
benignos.

Hipermetilacdo na regido promotora dos diferentes loci que codificam o miR-124
tem sido observado em diferentes tumores. No presente trabalho, 73,91% e 69,56% das
amostras apresentaram metilacdo na regido promotora de miRNA 124a2 e miRNA 124a3,
respectivamente. Esse resultado é compativel com o trabalho de Zhi et al. (2013) que
encontraram uma reducdo na expressdo de miR-124 em mais de 3 vezes em meningioma
quando comparada com o tecido normal. Padrdo de metilacdo semelhante foi encontrado
no trabalho de Lujambio et al. (2007), que observaram metilacdo nos genes da familia de
miR-124 em 75% das amostras de tumores colorretais. No mesmo trabalho, os autores
encontraram diferentes frequéncias de hipermetilacdo em linhagens celulares de cancer e
tumores priméarios de outros tecidos: pulmao (48%), linfoma (41%), leucemia (36%),
mama (32%), enquanto ndo observaram hipermetilagdo em neuroblastomas e sarcomas.

Metilagdo do miR-124 também tem sido associada com maior taxa de recorréncia e
mortalidade em leucemia linfoblastica aguda, podendo ser utilizada como um fator
prognostico independente no tratamento desse tumor e abrindo a possibilidade para novas
estratégicas terapéuticas (Agirre et al., 2009).

Estudo em glioblastoma multiforme, onde a expressdo de miR-124, responsavel por
promover a parada em GO/G1 do ciclo celular, inibir a expressdo do RNA de CDKG6, da

proteina CDKG6 e fosforilar Rb, se encontra em niveis mais baixos quando comparada com
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o0 tecido normal, aponta um potencial do miR-124 pra fins terapéuticos em glioblastoma
multiforme (Silber et al., 2008).

Alguns microRNAs tem sido alvo de estudo para utilizacdo como ferramenta no
progndstico de meningiomas. Aumento no nivel de expressdo de miR-190a tem sido
considerado um importante preditor diagnéstico independente de outros fatores clinico
patoldgicos. Diminuicdo na expressdo de miR-29c¢-3p e miR-219-5p tém sido associada
com estagios clinicos avancados de meningioma e altas taxa de recorréncia (Zhi et al.,
2013).

Com os resultados obtidos, podemos concluir que a hipermetilacdo da familia do
miR-124 parece ser um evento frequente e importante em meningiomas . Estudos
posteriores sdo necessarios para avaliar a sua importancia como fator progndstico e como

instrumento no tratamento desses tumores.
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Tabela 1 - Associagdo entre o padrdo de metilacdo do miRNA 124a2 e caracteristicas
histopatoldgicas dos pacientes

M NM OR (IC 95%) p-valor
Sexo
Feminino 14 4 2,333 (0,2840 -19,1732)  0,3915
Masculino 3 2
Idade
<50 anos 9 5 4,444 (0,4244 — 46,5477)  0,2082
>50 anos 8 1
Grau
I 15 6 - 0,5375
I 2 0

M: metilado; NM: ndo metilado; OR: odds ratio; IC: intervalo de confianca



Figura 1 Padrdo eletroforético de miRNA124a3 em meningiomas

MPM NM M NM M NM M

MPM: marcador de peso molecular; NM: ndo-metilado; M: metilado
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Tabela 2 - Associagdo entre o padrdo de metilacdo do miRNA 124a3 e caracteristicas
histopatoldgicas dos pacientes

M NM OR (IC 95%) p-valor
Sexo
Feminino 14 4 5,25 (0,6389 — 43,1396) 0,1421
Masculino 2 3
Idade
<50 anos 8 6 6 (0,5821 - 6,184) 0,1242
>50 anos 8 1
Grau
I 14 7 - 0,4743
I 2 0

M: metilado; NM: ndo metilado; OR: odds ratio; IC: intervalo de confianca
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5. CAPITULO Il

Analise do padrdo de metilacéo de genes supressores tumorais em meningioma

Carlos Eduardo Matos Carvalho Bastos, Barbara do Nascimento Borges, Jose Reginaldo
Nascimento Brito, Julio Cesar Pieczarka, Eduardo José Melo dos Santos, Nilson Praia

Anselmo, Cleusa Yoshiko Nagamachi.

RESUMO

Meningiomas estdo entre as neoplasias mais comuns do sistema nervoso central, sendo o
tumor intracraniano mais frequente. Os mecanismos moleculares fundamentais que levam
a progressao e recorréncia dos meningiomas ainda ndo estdo muito claros. Estudos recentes
tém demonstrado a importancia das alteracGes epigenéticas no processo da tumorigénese,
com énfase na metilagdo aberrante das ilhas CpG na regido promotora dos genes. A
hipermetilacdo dessas regides mostrou estar associada com o controle da transcri¢do
génica, resultando na inativacdo de importantes genes supressores tumorais, geralmente
envolvidos na contencdo da progressdo tumoral. O presente trabalho tem como objetivo
investigar o padréo de metilacdo da regido promotora de genes supressores de tumor em
meningiomas na populacdo paraense. Material e métodos: Foram analisados o padrdo de
metilacdo dos genes APC, BRCAL, CDH1, CDH13, CDKN2A, DAPK1, ESR1, FHIT,
GSTP1, MGMT, MLH1, NEUROG1, PDLIM4, PTEN, RARB, RASSF1, RUNX3, SOCS1,
TIMP3, TP73, VHL e WIF1 em um meningioma de grau | e um de grau Il através de uma
placa comercial desenvolvida através da tecnologia MethylScreen. O padrdo de metilacao
do gene CDKN2B também foi analisado na amostra coletada em 25 pacientes com
meningioma atraveés da conversdo por bissulfito, PCR e sequenciamento direto.
Resultados: O gene RASSF1A apresentou-se metilado em 16,73% e 63,66% dos sitios
CpGs analisados na amostra de meningioma de grau | e grau Il, respectivamente. O gene
RUNX3 se apresentou metilado apenas na amostra de grau Il em 52,88% dos sitios CpG
analisados. Nenhum sitio CpG analisado na regido promotora de CDKN2B encontrou-se
metilado. Conclusdo: A hipermetilacdo de RASSF1A e RUNX3 parece ser um evento
importante na progressdo tumoral em meningiomas. Estudos posteriores do padrdo de
metilacdo dos genes RASSF1A e RUNX3 serdo de grande importancia para validacdo do
papel dessas alteragbes nesses genes na iniciagéo e progressao dos meningiomas

Palavras chave: meningioma, genes supressor de tumor, metilagdo, RASSF1A, RUNXS,
CDKN2B.
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INTRODUCAO

Epigenética compreende mecanismos que regulam a expressao génica sem alterar a
sequéncia de DNA (Bird, 2007). As principais alteracdes epigenéticas englobam a
metilacdo de DNA, modificagdes na cromatina e os RNAs ndo codificantes (Huidobro et
al., 2012; Sandoval & Esteller, 2012). Considerando que as modificacGes epigenéticas
estdo envolvidas na regulacdo génica durante a diferenciacdo e manutencdo da homeostase,
ndo é surpreendente o envolvimento de padrfes epigenéticos aberrantes encontrados em
diferengas doengas (Arimondo et al., 2012; Esteller, 2005).

Estudos recentes tém demonstrado a importancia das alteraces epigenéticas no
processo da tumorigénese, com énfase na metilacdo aberrante das ilhas CpG na regido
promotora dos genes (Baylin & Herman, 2000). A hipermetilacdo dessas regides mostrou
estar associada com a repressdao da transcricdo génica, resultando na inativacdo de
importantes genes supressores tumorais envolvidos no ciclo celular, reparo de DNA,
metabolismo de carcindgenos, interacdo celular, apoptose e angiogénese (Esteller, 2008).

Na ultima década, muitos grupos focaram em mapear o padrdo unico de metilagédo
das ilhas CpG que define cada neoplasia, os chamados “metilotipos” (Esteller, 2002;
2005). Para isso, muitas técnicas evoluiram para investigar o padrdo de metilacdo de
diversos genes em um tumor. Enquanto a metilacdo de sitios especificos fornece
informacdo de um determinado gene, ferramentas como o MethylScreen podem investigar
quantitativamente o padrao de metilacdo de varios genes ao mesmo tempo (Holemon et al.,
2007).

A metilacdo aberrante da regido promotora é um importante processo na progressao
tumoral em canceres do sistema nervoso. Entretanto, ainda sdo escassos os estudos do
padrdo de metilagdo em meningiomas, tumor intracraniano do sistema nervoso mais
frequente (Amatya et al., 2002; ; Lomas et al., 2004; Pérez-Mégan et al., 2012; Yin et al.,
2002). A maioria dos meningiomas tem perfil benigno e crescimento lento, caracterizados
como tipico (grau 1) pela Organizacdo Mundial da Sadde. Aproximadamente 20% dos
meningiomas apresentam um comportamento clinico mais agressivo e um maior risco de
recorréncia, sendo classificado como atipico (grau Il) ou anaplastico (grau 1) (Louis et
al., 2000; Riemenschineider et al., 2006). O presente trabalho tem como objetivo
investigar o padrédo de metilacdo da regido promotora de genes supressores de tumor em

meningiomas na populacao paraense.
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MATERIAIS E METODOS

Amostra

As amostras de tecidos tumorais frescos de meningioma utilizadas no presente
trabalho foram coletadas de 25 pacientes submetidos a craniotomia, sem qualquer
tratamento terapéutico previo, realizado no Hospital Ophir Loyola entre os anos de 2005 e
2009. Antes da coleta, 0 paciente ou seu parente mais proximo assinou um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido que permitiu a doagdo de amostras e acesso a
anamnese, conforme os termos da Portaria 196/96 do Conselho Nacional de Saude. O
diagnostico histopatologico foi realizado pela equipe médica do hospital utilizando-se da
classificacdo proposta pela Organizacdo Mundial de Sadde (Louis et al., 2000), como
procedimento médico clinico normal.

Para a extracdo do DNA gendmico seguiu-se a metodologia descrita por Sambrook
et al. (1989). O DNA foi entdo diluido em tampdo de elui¢cdo e mantido a -20°C até o

momento de uso.

Ensaio de PCR de Metilagdo de DNA

Para analise do padrdo de metilacdo na regido promotora de diferentes genes
supressores tumorais, foi realizado ensaio de PCR de metilacdo de DNA, baseada na
tecnologia MethylScreen (Holemon et al., 2007) em duas amostras de meningioma, uma
de grau | e outra de grau Il, utilizando a placa Human Tumor Suppressor Genes
Methylation PCR Assay desenvolvida pela QIAGEN seguindo protocolo do fabricante.
Essa placa avalia o padrdo de metilacdo da regido promotora dos genes APC, BRCAL,
CDH1, CDH13, CDKN2A, DAPK1, ESR1, FHIT, GSTP1, MGMT, MLH1, NEUROG1,
PDLIM4, PTEN, RARB, RASSF1, RUNX3, SOCS1, TIMP3, TP73, VHL e WIFL1.

Reacdo em Cadeia da Polimerase e Sequenciamento

Para andlise do padrdo de metilacdo do gene CDKN2B, ndo presente na placa,
seguiu-se o protocolo de modificacdo do DNA por acdo do bissulfito utilizando o kit
MethylCode Kit de Converséo de bissulfito (Life Technologies), seguindo protocolo do
fabricante. O DNA modificado foi amplificado por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR). A reacdo de PCR foi composta por 0,05mM de dNTP (dinucleotideos), tampé&o de
reacdo 1X (10X=KCI 500mM, 100mM tris-HCI); 1,5mM de MgCl,; 100ng de DNA
molde previamente modificado, 0,4mM de cada iniciador; 1,5u de Taq DNA polimerase
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e 0,1pg/ul de BSA. Para a amplificagio do CDKN2B, os iniciadores F1: 5’-
GGTTGGTTTTTTATTTTGTTAGAG-3, R1: 5-
CCTTCCTAAAAAACCTAAACTCAA-3’, F2: 5°-GGGGTTAGGGTTAGGTAGG-3" ¢
R2: 5>-AACTACACCAATACAACCACATA-3’ foram utilizados com uma temperatura
de anelamento de 55°C (Kawamata et al., 2005).

A eficiéncia da amplificacdo foi verificada aplicando 10uL da reacdo de PCR
juntamente com 5uL de blue juice (5mL de glicerol, ImL de azul bromo fenol 1%, 1mL
de xileno-cianol 0,1%, 2mL de EDTA 0,5M), e submetendo a eletroforese em gel de
agarose 3% corado com 3uL de Sybr® Safe (Invitrogen). A eletroforese ocorreu em
tampdo TBE (Tris-Borato-EDTA) a uma corrente de 100V por aproximadamente 30
minutos. A visualizacdo foi realizada através da luz ultravioleta.

O produto da PCR foi sequenciado pelo método de terminacdo de cadeia, descrito
por Sanger et al. (1977). A reacdo de sequenciamento foi realizada utilizando o Kit
BigDye Terminator Cycle Sequencing Standard (Applied Biosystems) e o mesmo
iniciador reverso da PCR. As reacGes foram submetidas a eletroforese em capilar
utilizando o sequenciador automatico ABI Prism® 3130 Genetic Analyser (Applied
Biosystem). As sequéncias foram entdo submetidas na forma de cromatografia e
posteriormente e analisadas utilizando o programa BioEdit 7.0.4.1 (Hall, 1999).

RESULTADOS

A média de idade dos pacientes de meningioma desse estudo foi 47,88 + 16,3511,
com uma proporcdo de mulheres:homens de 4:1. Das 25 amostras analisadas, 23 (92%)
eram meningioma benignos de grau | e apenas 2 (8%) atipicos de grau II.

A porcentagem de sitios CpG metilados e ndo metilados para cada um dos 22 genes
nas duas amostras analisadas pelo ensaio de PCR de metilacdo de DNA s&o mostradas na
Tabela 1. O gene RASSF1A apresentou-se metilado em 16,73% e 63,66% dos sitios CpGs
analisados na amostra de meningioma de grau | e grau Il, respectivamente. O gene RUNX3
se apresentou metilado apenas na amostra de grau Il em 52,88% dos sitios CpG analisados.
Os outros genes apresentaram uma baixa porcentagem de metilagcdo dos seus sitios CpG.

Por sequenciamento direto, foram analisados 17 sitios CpG na regido promotora do

gene CDKN2B e nenhum deles apresentava-se metilado (Figura 1).
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DISCUSSAO

Na busca de novos genes candidatos cuja inativacdo por metilacdo possa estar
envolvida na tumorigénese em meningiomas, encontramos dois genes hipermetilados na
amostra do presente trabalho, RASSF1A e RUNXS.

O gene RUNX3 esta associado com a via de sinalizacdo TGF-B. No entanto, o papel
desse gene na parada do ciclo celular e na apoptose permanece desconhecido. Metilagdo
desse gene foi descrita em diversos tumores, como cancer gastrico, figado, laringe,
pulmdo, mama, prostata e do endométrio (Bae & Choi, 2004; Kim et al., 2004). RUNX3 se
apresentou metilado em 16,73% dos sitios CpG do meningioma de grau | analisado e em
63,66% dos sitios metilados do meningioma de grau Il no presente estudo, sendo este o
primeiro a sugerir metilagdo do RUNX3 em meningiomas de graus | e Il. Em um estudo
com 98 tumores cerebrais de grau Il (19 meningiomas), Avci et al. (2011) observaram
metilacdo em 90,72% dos sitios CpG analisados, 0 que sugere um aumento da metilacdo de
RUNX3 com o aumento da malignidade desses tumores.

O gene RASSF1A é um gene supressor tumoral cuja proteina ndo possui atividade
enzimatica aparente, mas esta envolvida em diversos processos biolégicos, como regulacao
mito6tica (Mathé, 2004), progressdo no ciclo celular (Shivakumar et al., 2002; Whitehurst et
al., 2008), apoptose (Matallanas et al., 2007) e estabilidade genética (Vos et al., 2004).
Inativacdo de RASSF1 por metilagdo tem sido associada a uma variedade de tumores
esporadicos, como de pulmdo, mama, renal, prostata, glioma, neuroblastoma e
meduloblastoma (Agathanggelou et al., 2005; Donninger et al., 2007).

RASSF1A se apresentou metilado em 52,88% dos sitios CpG metilados apenas na
amostra de meningioma de grau Il. Metilacdo aberrante desse gene em meningiomas foi
documentado em dois trabalhos. Horiguchi et al. (2003) a encontraram em dois dos 12
meningiomas analisados, enquanto Nakane et al. (2007) encontraram em 14 das 40
amostras analisadas, com frequéncia estatisticamente significante maior nos graus Il e Ill,
sugerindo que esse gene esteja envolvido na progressao tumoral.

Apesar de ser um fenbmeno importante na tumorigénese em alguns tipos tumorais,
como leucemias, tumores ependimais e carcinoma hepatocelular e de células escamosas de
cabeca e pescogo, nenhum sitio CpG na regido promotora do CDKN2B apresentou-se
metilado na amostra estudada. Embora tenhamos utilizado uma metodologia diferente, uma

Vez que esse gene ndo constava no ensaio de PCR de metilagdo de DNA, nossos resultados
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sdo apoiados pelos dados da literatura que relataram uma baixa frequéncia de
hipermetilacdo desse gene em meningiomas em outras populacdes, variando de, 2% na
populacédo alema (Bostrém et al., 2001) a 4% na populacdo chinesa (Liu et al., 2005) e 5%
na americana (Yin et al., 2002). Assim, a inativacdo do gene CDKN2B pelo processo de
hipermetilacdo parece ndo ser um evento essencial na tumorigénese ou progressao tumoral
em meningiomas na populacdo paraense.

A auséncia de metilacdo na regido promotora do CDKN2B encontradas no presente
trabalho também foi encontrada por van Tilborg et al. (2008) em um estudo que
investigava o padrdo de metilacdo de 16 genes em 21 pacientes de meningioma anaplasico
(grau 111). A frequéncia de metilacdo nos genes alterados em seu trabalho foi NF2 (5%),
CDNK2NC (19%), CDH1 (33%), BRCA1 (29%) e RB1 (29%). No nosso trabalho, os genes
CDH1 e BRCAL, presentes na placa utilizada, ndo se apresentaram metilados, sugerindo
que a inativacao por hipermetilacdo desses genes esteja associada a graus mais elevados de
malignidade.

Estudos posteriores do padrdo de metilacdo dos genes RASSF1A e RUNX3 serdo de
grande importancia para validacdo do papel dessas alteragdes nesses genes na iniciagéo e

progressao dos meningiomas.
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Tabela 1 — Porcentagem de sitios CpG ndo metilados e metilados em duas amostras de

meningioma
Grau | Grau Il

Genes N M M NM M

APC 99.84% 0.16% 99.82% 0.18%
BRCA1 98.89% 1.11% 98.19% 1.81%
CDH1 99.71% 0.29% 97.26% 2.74%
CDH13 99.72% 0.28% 99.47% 0.53%
CDKN2A 99.87% 0.13% 98.62% 1.38%
DAPK1 99.95% 0.05% 99.99% 0.01%
ESR1 99.18% 0.82% 98.72% 1.28%
FHIT 99.94% 0.06% 99.93% 0.07%
GSTP1 99.91% 0.09% 99.67% 0.33%
MGMT 99.63% 0.37% 98.36% 1.64%
MLH1 99.98% 0.02% 99.88% 0.12%
NEUROG1 99.85% 0.15% 99.76% 0.24%
PDLIM4 99.43% 0.57% 98.74% 1.26%
PTEN 99.85% 0.15% 99.82% 0.18%
RARB 99.77% 0.23% 99.08% 0.92%
RASSF1 99.90% 0.10% 47.12%  52.88%
RUNX3 83.27% 16.73% 36.34%  63.66%
SOCS1 95.25% 4.75% 98.25% 1.75%
TIMP3 99.82% 0.18% 99.81% 0.19%
TP73 99.83% 0.17% 99.82% 0.18%
VHL 99.92% 0.08% 99.90% 0.10%
WIF1 99.92% 0.08% 99.76% 0.24%

NM: Nao metilados, M: metilados
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Figura 1- Eletroferograma mostrando a auséncia de metilagdo nos sitios CpG (destacados
na figura) analisados na regido promotora do gene CDKN2B em pacientes com
meningioma.
'.'IG8TDTTTTTTTAGQP?AGTAATTTA%GGTGTGTTTGI'}DTGGTTTTTG%DGTAGG[:;%AGTTGA%DTTATGTTTGGl"ls'D
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6. CONCLUSOES GERAIS

- N&o foi encontrada uma associacdo estatisticamente significativa entre o
polimorfismo MTHFR C677T e meningioma. Esses resultados devem ser testados
utilizando um ndmero amostral maior de pacientes para confirmar se o genétipo TT nao
estd associado com o0s pacientes de meningioma na populacao paraense.

- A hipermetilacdo da regido promotora de miRNA124a2 e miRNA124a3 parece
ser um evento frequente em meningiomas. Estudos posteriores sdo necessarios para avaliar
a sua importancia como fator prognostico e diagnéstico e como instrumento no tratamento
desses tumores.

- Hipermetilagdo na regido promotora dos genes RUNX3 e RASSF1A parece ser
um evento epigenético importante em meningiomas. Estudos posteriores do padrdo de
metilacdo desses genes serdo de grande importancia para validacdo do papel dessas
alteracdes nesses genes na iniciacdo e progressao desses tumores.

- Nossos resultados apontam a importancia das alteragdes epigenéticas na

tumorigénese e progressdo tumoral em meningiomas.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

A Universidade Federal do Para, em colaboracdo com o Hospital Ofir Loyola, esta
desenvolvendo uma pesquisa que permitird conhecer melhor 0s mecanismos gue ocasionam o
desenvolvimento de tumores do sistema nervoso, através da identificacdo das alteracGes genéticas
associadas ao quadro clinico do paciente e exame histopatoldgico. Estes estudos sao realizados em
pequenos fragmentos de tecido neoplasico removido por cirurgia e trard novas informacdes sobre
aspectos genéticos relacionados a este quadro clinico.

Vocé esta sendo admitido (a) neste Hospital, para estabelecimento de diagndstico e/ou
tratamento de algum tumor de sistema nervoso e hd a necessidade da remocdo de material
bioldgico relacionado a esta enfermidade. Parte do material retirado serd4 encaminhada para exames
laboratoriais, necessarios para o diagnéstico definitivo. O restante do material ndo utilizado é
armazenado para Nnovos exames, Se NECeSSArio.

A obtencdo do fragmento de tecido tumoral para pesquisa ndo implicara em riscos
adicionais no seu tratamento ou na sua cirurgia, nem em aumento no tempo do exame ou cirurgia.
O fragmento de material bioldgico seré identificado no laboratério por um codigo formado por
nameros e letras, preservando sua privacidade e identidade. A eventual inclusdo dos resultados em
publicacéo cientifica sera feita de modo a garantir o anonimato do paciente.

E necessario esclarecé-lo (a) que ndo existem beneficios ou direitos financeiros a receber
sobre os eventuais resultados decorrentes da pesquisa. Se vocé ndo concordar em doar o material
para pesquisa, sua decisdo ndo influenciara, de nenhum modo, no seu atendimento ou tratamento.

Caso vocé tenha alguma duvida sobre este documento ou em relacdo a pesquisa, por
gentileza, entre em contato com o Prof. Dr. Nilson P. Anselmo, através do telefone 3201-7558.

Uma copia deste documento serd arquivada em seu prontuario e, se desejar, uma cépia

lhe sera fornecida.

Declaro estar ciente das informacOes prestadas, tendo lido atentamente e
concordado com o teor, e autorizo a utilizacdo de amostras de tecido retiradas de meu
organismo.

Assinatura do Paciente ou Responsavel
N[0 1= PSPPSR
RG:
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ANEXO 2

PARECER DO COMITE DE ETICA - INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE

e pegot s Te 2y W dnFash

COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS DO CCS/UFPA
A: Prof. NILSON PRATA ANSELMO

Carta; 025/06 CEP-CCS/UFPA

Senhor Pesquisador temos a satisfagdo de informar que seu projeto de
pesquisa: “Caracterizag@o Citogenética e Molecular de Tumores do Sistema Nervoso
Humano na Populagdo Paraense”, protocoto n°: 029/06 CEP-CCS/UFPA, foi apreciado
e aprovado parecer Ad-referedum, em 30 de margo de 2006. Vocé tem como
compromisso a entrega do relatério até o dia 30 de Dezembro de 2006 no CEP-
CCS/UFPA situado no Campus universitario do Guama no Complexo de sala de aula do

CCS - sala 13 (Altos), (em frente ao estacionamento do Curso de Odontologia).

Atzncicsamente,

> \

- . / \/: %
Prof. M. Sc. V(ﬁfl\ﬂ/e\ﬁimund Aradjo dos Santos
ordenador do CEP-CCS/U¥PA

—

Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saide da Universidade Federal do Para (CEP-
CCS/UFPA) - Complexo de Sala de Aula/ CCS ~ Sala 14 - Campus Universitario, n° 01, Guama - CEP:
66075-110 - Belém-Para. Tel./Fax. 3201-8028 E-mail: cepccs@ufpa.br



