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Revisdo da literatura e objetivos



1. INTRODUGCAO

As alteracbes epigenéticas, modificacbes no genoma herdaveis via mitose
e/ou meiose que resultam na alteragcdo da expressdao de genes sem afetar
diretamente a sequéncia de DNA, tém sido amplamente relacionadas ao
desenvolvimento de varios tipos de neoplasias (Miyamoto e Ushijima, 2005). A
hipermetilagdo, a mais conhecida das alteragcdes epigenéticas, é representada pela
metilacdo anormal de nucleotideos citosina em sitios CpG dentro de regides
conhecidas como ilhas CpG (Gardiner-Garden e Frommer, 1987). A hipermetilacao
especifica de alguns destes sitios nos promotores pode afetar diretamente a
expressdo génica tanto em processos fisioldgicos, como a inativacdo do
cromossomo X (Jaenisch e Bird, 2003) como patoldégicos, como as neoplasias (Issa,
2000). Foi demonstrado que genes que regulam processos celulares importantes,
como o controle do ciclo celular (RB1, CDK2A, CDK2B), o reparo do DNA (MGMT,
MLH1, BRCAL), a apoptose (DAPK) e a metastizagcdo (CDH1, TIMP3) [Jones e
Baylin, 2002; Esteller e Herman, 2002] sdo regulados via metilagcdo. Em fungao
disso, o papel deste mecanismo de controle transcricional tem sido investigado em
uma grande variedade de tumores (Brena e Costello, 2007).

O desenvolvimento do carcinoma colorretal (CCR) e os seus distintos
estagios morfolégicos estdo relacionados a varias alteragcbes genéticas e
epigenéticas (Lind et al., 2004). O numero de genes investigados quanto a metilagao
vem crescendo, como também a correlacdo entre os achados e as caracteristicas
clinicopatologicas dos pacientes envolvidos (Frigola et at., 2005; Teodoridis et al.,
2008). Sua deteccao pode ser util no diagndstico, progndstico e prevengao de
diversos tipos de cancer, assim como no desenvolvimento de drogas que as

revertam e freiem o seu desenvolvimento (Kopelovich et al., 2003).



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O carcinoma colorretal (CCR)

O CCR, tumor maligno que acomete o coélon e o reto, € o segundo tipo de
cancer mais prevalente no mundo, com uma estimativa de 2,4 milhbes de pessoas
vivas com diagnostico de CCR nos ultimos cinco anos (Nystrom e Mutanen, 2009). A
grande maioria (98%) de todas as neoplasias malignas do intestino grosso é do tipo
adenocarcinoma, que surge quase sempre a partir de polipos adenomatosos (Jass
et al., 2002). O CCR pode ainda ser subclassificado em esporadico ou hereditario,
este ultimo incluindo, dentre outras, a sindrome polipose adenomatosa familiar
(FAP) e a sindrome do cancer colorretal ndo-polipose hereditaria (HNPCC), ambas
com aspectos moleculares e clinicopatolégicos bem definidos (Leslie et al., 2002;
Peltomaki, 2001).

O CCR apresenta incidéncia variavel nos diferentes paises, predominando
naqueles economicamente mais desenvolvidos, como os Estados Unidos, a Nova
Zelandia e Australia. Incidéncias menores sao registradas na América do Sul,
sudoeste da Asia, Africa Equatorial e india (Nystrom e Mutanen, 2009). No Brasil,
figura entre os cinco primeiros canceres mais frequentes e a incidéncia nao é
homogénea em todo o pais, com prevaléncia elevada nas Regides Sul e Sudeste,
particularmente nos Estados de Sao Paulo, Rio Grande do Sul e Rio de Janeiro. O
risco estimado é de 13 casos novos a cada 100 mil homens e de 15 para cada 100
mil mulheres. Como nota-se, a distribuicdo entre os sexos nao € homogénea, sendo
que o CCR ocupa da 42 a 62 posi¢cao entre os homens e da 32 a 52 posi¢cao entre as
mulheres, dependendo da regiao do pais avaliada. Em relagéo a idade, mais de 50%
dos casos manifestam-se em individuos com mais de 60 anos (média de 67 anos),

sendo o risco deste cancer maior quanto maior for a faixa etaria (risco de 0,05 até 39
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anos e 4,3 entre 60 a 80 anos) [Brasil. Ministério da Saude/Instituto Nacional de
Cancer; 2007].

O Rio Grande do Sul é o estado do Brasil que lidera em numeros de novos
casos de CCR em ambos os sexos. A taxa bruta de novos casos estimada para
2008 foi a mais elevada do pais, sendo de 26,35/100.000 homens no Estado e de
43,47/100.000 homens em Porto Alegre. Entre as mulheres, esta a taxa bruta é de
28,22 (RS) e de 44,97 (Porto Alegre) para cada 100.000 mulheres (Brasil. Ministério
da Saude/Instituto Nacional de Cancer; 2007)

Em relagcdo a mortalidade, no Brasil o CCR representa a quinta posicao entre
as causas de obitos mais freqluientes para ambos os sexos. De acordo com o
Ministério da Saude (2008), este tipo de tumor € responsavel por 13,4% da
mortalidade para todas as idades e por 21% para a faixa entre 60 e 64 anos. Todas
as regides do Brasil apresentaram tendéncia de aumento nas taxas de mortalidade
durante o periodo de 1979 a 2005. Na analise da série histérica dos indices de
mortalidade para o periodo compreendido entre 1979 e 2005, houve crescimento
médio anual de 3,5%. (DATASUS - Ministério da Saude, 2009).

De acordo com a estimativa de risco para o CCR, as populacbes sao
atualmente classificadas conforme segue: (1) populacdo de baixo risco, pacientes
com idade inferior a 50 anos e sem outros fatores de risco para CCR; (2) populacéo
de risco moderado, pacientes com histéria familiar de CCR em um ou mais parentes
de primeiro grau, historia pessoal de pdélipo maior do que 1 cm ou multiplos pdlipos
de qualquer tamanho e individuos com antecedente pessoal de CCR tratado com
intengado curativa; e (3) populacdo de alto risco, individuos com histéria familiar de
CCR hereditario na forma de FAP ou HNPCC, ou com diagnéstico de doenca

inflamatdria intestinal na forma de pancolite ou colite esquerda (Habr-Gama, 2005).
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O protocolo-padrao de rastreamento do CCR na populacao de risco baixo e
moderado mais utilizado atualmente no Brasil é a realizagdo anual de pesquisa de
sangue nas fezes, seguida pela colonoscopia ou retossigmoidoscopia nos individuos
com resultado positivo. A polipectomia endoscépica reduz a incidéncia do CCR em
90% e de morte em até 100%. Recomenda-se que este seja o primeiro exame a ser
feito nos individuos de alto risco para o cancer a partir do 40 anos e como rotina nos
de risco moderado, portadores de resultados positivos de pesquisa de sangue nas
fezes (Winawer et al., 2003).

O indicador prognéstico isolado mais importante do CCR é a extensao
(estadio) do tumor no momento do diagndstico. Em 2001, a Associagao Médica
Brasileira e o Conselho Federal de Medicina, através de um documento intitulado
Diretrizes de Diagnéstico, Estadiamento e Tratamento Cirdrgico e Multidisciplinar do
Carcinoma Colorretal, sugeriram a utilizagdo da classificagdo tumor-linfonodo-
metastase (TNM) e de Dukes e/ou Astler-Coller para a padronizagéo no Brasil do
estadiamento poés-operatério completo do CCR segundo critérios internacionalmente
utilizados. De acordo com o estadio tumoral observado no momento do diagnéstico,
o tratamento cirdrgico passa a ter intengdo curativa ou paliativa (Cordeiro et al.,
2001).

Atualmente, acredita-se que o CCR se desenvolva a partir de duas vias
patogeneticamente diferentes (Tabela 1). A primeira via, denominada de sequéncia
adenoma-carcinoma, via APC/Catenina ou via da instabilidade cromossémica (CIN),
€ responsavel por 80% dos tumores esporadicos (Fearon e Vogelstein, 1990).
Caracteriza-se por elevada instabilidade cromossémica associada ao acumulo
gradual de mutagcbées em um numero de oncogenes e genes supressores tumorais.

Dentre as alteragdes genéticas observadas estdo a perda dos genes supressores de
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tumor APC e TP53, a mutagcao do gene HRAS e a delegao 18921 (genes DDC,
SMAD2 e SMADA4) [Leslie et al., 2002]. A segunda via, denominada via de reparo de
emparelhamento erréneo ou instabilidade de microssatélites (MSI), esta envolvida
em somente 10 a 15% dos tumores esporadicos e com mutagdes em diferentes
genes responsaveis pelo reparo de danos ao DNA (como MSH2, MSH6, MLH1,
PMS1 e PMS2) [Peltomaki, 2001]. Vale lembrar, no entanto, que nenhuma das
alteracbes listadas nestas duas vias aparece universalmente. Por exemplo, defeitos
em APC sao universais nos polipos associados a FAP, contudo, variam
enormemente nos polipos displasicos associados ao cancer colorretal esporadico
[Wynter et al., 2004], o que sugere que existam mecanismos complementares
(genéticos ou epigenéticos) que possam contribuir substancialmente na
carcinogénese do CCR ainda nao elucidados.

As observagbes histolégicas e genéticas feitas no CCR demonstraram que
este € um tipo de tumor que se desenvolve através de um processo em multiplas
etapas (Jones e Baylin, 2002). De acordo com este modelo, o CCR se desenvolve a
partir do epitélio normal do cdélon, passando por um estagio de crescimento
hiperplasico (crypt foci), por lesdes precursoras benignas (adenomas ou poélipos
serrateis) até estagios avangados de adenoma, e finalmente o carcinoma. Estudos
realizados nos ultimos 15 anos revelaram que alteragdes genéticas, e notavelmente,
epigenéticas sdo acumuladas durante o desenvolvimento sequencial do CCR
(Baylin, 2006, Young), e por isso este tumor €& hoje utilizado como modelo para

estudos sobre a contribuicdo destas alteragdes na carcinogénese em humanos.



Tabela 1

Vias moleculares da carcinogénese colorretal.

Carcinoma colorretal hereditéario

Carcinoma colorretal esporadico

Via Fenotipo Histopatologia Genética Fenotipo clinico Histopatologia Genética
molecular clinico
Sequéncia Polipose Inimeros pdlipos Inativagédo da Tumores malignos Adenomas Inativacao
adenoma- adenomatosa  adenomatosos linhagem predominantemente tubulares, somatica ou
carcinoma familiar (FAP)  Adenocarcinomas germinativa do lado esquerdo tubovilosos e mutacgao de
moderadamente do APC vilosos multiplos genes
diferenciados Adenocarcinomas
moderadamente
diferenciados
Instabilidade Cancer Carcinoma Inativagdo da Tumores malignos N&o ha lesdes Inativagéo
de colorretal ndo- mucinoso e pouco linhagem predominantemente precursoras somatica dos
microssatélites polipose diferenciados com germinativa do lado direito Adenomas genes de reparo
hereditario infiltrado dos genes de serrilhados MLH1 e MSH2
(HNPCC) linfocitario reparo MLH1 sésseis
e MSH2 Pdlipos
hiperplasicos
grandes
Carcinoma
mucinoso

[Fearon e Vogelstein, 1990, Leslie et al., 2002; Peltomaki, 2001].



2.2 A influéncia da epigenética sobre o desenvolvimento do CCR.

As anormalidades celulares de natureza genética e epigenética tém sido
apontadas como mecanismos complementares e que interagem entre si no processo
de tumorigénese (Szyf, 2006). As alteragdes genéticas, como muta¢des de ponto,
translocagdes, instabilidade cromossomal (CIN) e de microssatélites (MSI), dele¢des
e amplificagdes génicas tém sido classicamente relacionadas tanto a génese como a
plasticidade tumoral, como invasividade, metastizacdo e resisténcia a drogas
(Bodmer, 2006). No entanto, a epigenética, termo que compreende mecanismos
herdaveis através de divisdo celular que nao alteram a sequéncia do DNA, tem sido
considerada uma alternativa as mutacdes e alteragcbes cromossomais por afetar
diretamente a transcricdo de genes relacionados a carcinogénese. Varios estudos
que visam integrar as contribuicdes do ‘genoma’ e do ‘epigenoma’ na iniciagéo e
evolugdo tumoral sdo hoje disponiveis (Brena e Costello, 2007, Feinberg et al.,
2006).

Trés mecanismos bioquimicos sao classicamente referidos como
epigenéticos: (I) a metilagdo de DNA, (II) a modificacdo de histonas e (lll) ligagdo ao
DNA de proteinas n&o-histona como as pertencentes ao complexo Polycomb-tritorax
(Lande-Diner e Cedar, 2005). Estes dois ultimos mecanismos estdo relacionados a
modificagdo na estrutura da cromatina e por isso sugere-se que sejam utilizados de
forma coordenada na desativagdo e reativacdo de genes durante as diferentes
etapas da diferenciagao celular (Bock e Lengauer, 2008).

Atualmente, a metilaggo do DNA €& o mecanismo epigenético mais
amplamente estudado, principalmente devido ao desenvolvimento de tecnologias

que permitiram a sua investigacdo em diferentes tecidos de forma simplificada. A



metilacdo do DNA geralmente ocorre em sequéncias curtas de DNA nas quais a
frequéncia de citosinas (C) e guaninas (G) é elevada quando comparada a outras
regides do genoma, as chamadas ‘ilhas CpG’ (“p” indica que “C’e “G” estao ligados
por uma ligacao fosfodiéster) [Strathdee e Brown, 2002].

Quimicamente, a metilagdo do DNA consiste na produgdo de uma molécula
de 5-metilcitosina através da agédo da enzima DNA-metiltransferase (DNMT 1, 3a ou
3b). Esta enzima catalisa a transferéncia de um grupo metila da S-adenosilmetionina
para o carbono da posi¢gao 5 da molécula da citosina (Figura 1). O resultado desta
reacdao € a formagao de clusters do dinucleotideo CpG metilados em regides
especificas do genoma, como nos promotores e em éxons de aproximadamente
40% dos genes de mamiferos (Gardiner-Garden e Fromer, 1987). Em contraste,
outras regides do genoma de mamiferos contém poucos dinucleotideos CpG e estes
se apresentam permanentemente metilados. A diminuicdo da ocorréncia de CpGs
no genoma de forma global é melhor explicada pelo fato que citosinas metiladas sao
hotspots de mutagao, levando a deplecdo de CpGs durante o processo evolutivo
(Culondre et al., 1978).

O primeiro estudo computacional em larga escala de analise de ilhas CpG foi
realizado em 1987 por Gardiner-Garden e Fromer. Eles utilizaram a sequéncia de
genes de vertebrados depositadas no GeneBank (National Center of Biotechnology
Information, NCBI) e definiram que as ilhas CpG sao regides de DNA 200 pb, ricas
em GC (mais do que 50%) cuja razdo entre CpGs observadas/ CpGs esperadas é
maior ou igual a 0,6. Posteriormente, Larsen e cols.(1992) sugeriram que todos os
genes reguladores do ciclo celular e genes com altas taxas de expressao tinham
ilhas CpG na sua porgao 5. A ligagao de um grupo metila no carbono 5 da citosina

no dinucleotideo CpG é a unica modificacdo covalente observada no DNA de



vertebrados (Bird, 1986). Essa assinatura epigenética em células parentais é
passada para as células-filhas com elevada fidelidade, através de um mecanismo de
semi-conservacgao durante o processo de duplicagdo do material genético (Xu et al.,

1999).

NH,

Citosina

5-metilcitosina

Figura 1. Mecanismo de metilacdo do DNA. A 5-metilcitosina é produzida pela acdo de
DNA metil-transferases (DNMT 1, 3a e 3b), que catalisam a tranferéncia de um grupo metil
da S-adenosilmetionina (SAM) para o carbono 5 da citosina. [Modificado de Strathdee e
Brown, 2002].

A metilacdo do DNA esta envolvida em varios processos fisioldgicos, como o
imprinting gendmico e a inativagcdo do cromossomo X. Mutagcbes em genes que
afetam o padrao global de metilagdo podem dar origem a varias doengas, como € o
caso da sindrome do X fragil que pode ser causada pela metilacdo de novo da
regiao 5" nao transcrita do gene FMRL1, o que gera, em determinadas condi¢des, um
sitio fragil no cromossomo X. Em niveis mais globais, a Sindrome ICF
(Immunodeficiency, centromeric region instability and facial anomalies) é causada

por mutagcbes no gene da DNMT3b, enzima essencial no estabelecimento dos
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padrées de metilacdo. Varias sindromes herdadas também sdo geradas devido a
falta do “imprinting” gendbmico, como € o caso da sindrome de Angelman, a
sindrome de Prader-Willi e a sindrome de Beckwith-Wiedemann (Egger et al., 2004).

Nas células tumorais, as alteragdes no padrao de metilagdo do DNA incluem
a hipometilagao global do genoma (Gama-Sosa et al., 1983) e a hipometilagdo ou
hipermetilagdo de genes especificos, especialmente de suas regides promotoras
(Feinberg et al.,, 2006). Tanto a hipometilagdo como a hipermetilacdo do genoma
traz consequéncias epigenéticas e genéticas a célula. A Tabela 2 resume as
possiveis consequéncias da alteragcdo do estado de metilagdo sobre as vantagens
de crescimento em células tumorais. As alteragcbes genéticas incluem (1) mutagdes
ponto em ilhas CpG, que podem aumentar em frequéncia como consequéncia da
hipermetilacdo (Gonzalgo e Jones, 1997); (2) a instabilidade de microssatélite (MSI),
associado ao silenciamento via hipermetilagdo do gene de reparo MLH1 (Jones e
Laird, 1999) e (3) a instabidade genémica como consequéncia da hipometilagao que
aumenta a suceptibilidade a ocorréncia de multiplas mutagdes no genoma (Xu et al.,
1999). As alteragbes epigenéticas, por sua vez, incluem o silenciamento de genes
supressores de tumor por hipermetilagéo, a perda do imprinting génico e a ativagao
de oncogenes por hipometilagdo. Dentre estas alteragdes, a modificagdo mais
importante que leva a uma vantagem de crescimento seletiva das células tumorais é
o silenciamento de genes supressores de tumor mediado pela hipermetilagdo (Jones

e Baylin, 2002).
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Tabela 2
Possiveis consequéncias das modificagdes do perfil de metilagdo sobre as

vantagens de crescimento seletivas que contribuem na carcinogénese.

Modificacdo no Possiveis consequéncias Mecanismo Referéncia
estado de
metilacdo
Hipermetilacdo A. Epigenéticas: silenciamento Metilagdo de novo de ilhas Jones e
epigenético de genes supressores CpG pelas DNMTs Baylin, 2002
de tumor
B. Genéticas: aumento na Transicdes C—T causadas ~ Gonzalgo e
frequéncia de mutacdes de ponto  espontaneamente ou por Jones, 1997
deaminacgao mediada pelas
DNMTs
Hipometilagdo  A. Epigenéticas: prote¢ao contra Demetilacdo pode causara  Laird, 1995
tumores intestinais ativacdo génica por inibigao

do silenciamento de genes

supressores tumorais
B. Genéticas: instabilidade Aumento da freqiiéncia de Chen, 1998
gendmica mutag¢des em multiplos

genes (aquisi¢ao do

chamado fendétipo mutador

Adaptada de Jaenish e Bird (2003).

Atualmente, existem dois mecanismos principais pelos quais se sugere que a
hipermetilagdo do DNA reprima a transcrigdo (Figura 2). O mais conhecido deles tem
relagdo com a diminuicdo da afinidade de certos fatores de transcricio pelos sitios
CpG quando estes estdo metilados. Outro mecanismo, ja bem definido, esta
associado a modificagdo na estrutura da cromatina promovida pela ligagéo
especifica de proteinas ao DNA metilado. A familia de proteinas com dominio de
ligacdo de metil-CpG, as MBPs (methyl-CpG binding domain protein) possuem um
dominio de ligagéo a ilhas CpG que afetam significativamente a expressao génica
por recrutar enzimas como as histona-desacetilases (HDACs) e as histona-
metiltransferases (HMTs), que promovem alteragbes na estrutura da cromatina,
tornando-a menos acessivel a maquinaria de transcricdo. As HDACs promovem a

desacetilagdo de histonas e induzem a passagem para a configuragado inativa da
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cromatina (desacetilada). As MBPs também recrutam as HMTs que metilam a lisina
9 das histonas H3. A histona H3 metilada entdo ancora a proteina HP1, que
estabiliza o estado reprimido conhecido como heterocromatina e desta forma

bloqueia a transcricao (Szif, 2006; Lande-Diner e Cedar, 2005).

ator de
transcricéo

Figura 2. Silenciamento de genes através da hipermetilacdo. A esquerda da figura,
representacdo de um gene ativo ndo-metilado e associado a histonas hiperacetiladas. A
metilagcado de ilhas CpG dentro do sitio de reconhecimento de fatores de transcricdo em
regides promotoras (parte superior direita da figura) inibem a ligagdo destes, resultando no
bloqueio da transcricdo. Através do segundo mecanismo (abaixo), ilhas CpG metiladas
atraem proteinas com dominio de ligagao de metil-CpG (MBPs), que por sua vez recrutam
outras proteinas (HDAC, HMT e HP1) que atuam na alteragdo da conformacéo da cromatina

para o seu estado inativo (heterocromatina) [Adaptado de SZYF, 2006]
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A observacdo em diferentes estudos do efeito sinérgico das alteragdes
genéticas e epigenéticas levaram a proposi¢ao por Feinberg e cols. (2006) de um
modelo que atribui o desenvolvimento do cancer a trés diferentes etapas: (1)
inicialmente, uma alteragdo epigenética afetaria precursores/células tronco nos
tecidos ainda normais; (2) essas subpopulacdes de células epigeneticamente
alteradas sofreriam entdo mutagdes em genes gatekeepers especificos para cada
tipo de tumor (classicamente considerado o primeiro estagio da evolugao tumoral) e
(3) estas células neoplasicas adquiririam plasticidade através da interagdo conjunta
de reguladores genéticos e epigenéticos.

Esse modelo foi chamado de “modelo do progenitor epigenético” (Feinberg et
al., 2006), em contraponto ao modelo classico de Moolgavkar & Knudson (1981) que
explicava tanto a génese como a aquisi¢cao de plasticidade pelas células neoplasicas
a partir da expansao clonal de células geneticamente modificadas. Vale ressaltar,
que a hipotese da alteragdo epigenética em precursores celulares nos tecidos como
etapa inicial da carcinogénese explica uma série de estudos que tém observado
hipermetilagdo em genes supressores de tumor em tecidos histologicamente
normais (adjacentes ao tumor ou de individuos sem cancer) (Wettergren et al., 2008,
Tsou et al., 2007). Da mesma forma, também embasa a observagcdo de que, a
medida que o tumor se instala, o numero de diferentes genes hipermetilados
aumenta significativamente. Isso pode ser comprovado na sequéncia temporal de
evolugdo do carcinoma colorretal, onde o numero de genes metilados aumenta na
classica transformagao da mucosa normal em adenoma e deste em carcinoma (Lee

et al., 2004).
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2.3 A hipermetilacédo e o carcinoma colorretal

O carcinoma colorretal é o tipo de cancer melhor estudado atualmente em
termos epigenéticos (Lee et al., 2004, Frigola et al., 2005, Bodmer et al., 2006,
Weinsenberger et al., 2006). E frequentemente utilizado como modelo para estudos
sobre a influéncia de hipermetilacdo de diferentes genes no desenvolvimento de
tumores malignos. Isso se deve ao fato deste tumor se desenvolver em estagios
bem definidos, permitindo acesso facilitado aos tecidos nos quais estas alteracdes
podem ser identificadas e comparadas em cada estagio do desenvolvimento tumoral
(Karpinski et al., 2008).

Historicamente, os estudos epigenéticos em CCR foram aprofundados a partir
da publicacédo por Toyota e cols. (1999) da hipétese da existéncia de um subgrupo
de tumores colorretais que apresentava o chamado “fendtipo metilador de ilhas
CpG” (CIMP+), e de outro que nédo o apresentava (CIMP-). A definicdo de CIMP+
baseou-se na hipermetilagdo concordante de um grupo de genes observada
exclusivamente e com elevada frequéncia no tecido tumoral em relagao aos tumores
CIMP-. Estudos posteriores demonstraram que CCRs CIMP+ apresentavam uma
variedade de caracteristicas clinicas, histopatolégicas e epidemioldgicas proprias
(Issa, 2004, Samowitz et al., 2006), que foram posteriormente avaliadas também em
outros tipos de tumor (Teodoris, 2008). A maioria dos tumores CCR CIMP+
apresentavam deficiéncia nos genes do sistema de reparo de mismatch e mutagdes
no gene K-RAS. Ja os CCRs CIMP- apresentavam uma maior instabilidade genética,
com altas taxas de mutagbes em TP53 e alteragdes cromossomais (por exemplo,

instabilidade de microssatélites) [Teodoridis et al, 2008].
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Um importante estudo gendmico em CCR (que utilizou a técnica quantitativa
PCR/LDR Universal Array) analisou de forma comparada a metilagdao de 15 genes
em 96 amostras de CCR e 73 mucosas macroscopicamente normais de pacientes
com CCR (Chen et al., 2006). Sua principal conclusao foi que a metilagao é gene-
especifica, tecido-especifica e um evento nao-aleatério no cancer colorretal. Outro
achado interessante deste estudo é que o perfil de metilagdo de um mesmo gene
pode variar quando analisado diretamente em amostras clinicas ou em diferentes
linhagens celulares de um mesmo tipo de tumor crescidas em cultura. Por isso,
dados gerados por estudos de metilagao nestes dois tipos de material devem ser
analisados com critérios distintos.

Somado a estas questdes, muitos trabalhos também tém investigado a
influéncia de fatores ambientais sobre a hipermetilacdo de DNA em CCR, como a
dieta (Nystrom e Mutanen, 2009), o tabaco (Samovitz et al., 2006) e a infecgao por
virus oncogénicos como o JC virus (Goel et al., 2006) e o Epstein Baar (Etoh et al.,
2004). A dieta é o componente ambiental mais importante no desenvolvimento do
CCR (Karpinski, 2008). O folato, na forma de metil-tetraidrofolato (metil-THF) esta
envolvido na remetilacdo da homocisteina a metionina, que € um precursor direto da
S-adenosilmetionina, o doador de grupos metila na maioria das reacgbes de
metilacdo. Por isso, sugere-se que a deficiéncia de folato na dieta poderia aumentar
o risco do desenvolvimenro de CCR pela indugédo de hipometilagdo do genoma (Lee

e Zhu, 2006).
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2.3.1 Implicacbes da hipermetilacdo do DNA no diagndstico,

prognostico e tratamento

A metilacdo anormal pode ser util na pratica clinica de trés maneiras. Em
primeiro lugar, se a hipermetilagdo de determinado gene ocorre especificamente em
células neoplasicas, esta informagcdo pode ser empregada no diagnostico de
diferentes tumores a partir de biopsias ou em células livres no plasma. Segundo, se
a hipermetilacdo de determinado l6cus estiver associada ao fenotipo da doenca,
como a agressividade tumoral, resposta a quimioterapia ou ocorréncia de efeitos
adversos, poderia ser util na previsdo do prognostico da doencga. E por ultimo, se a
hipermetilagdo de certas ilhas CpG em tecidos ndo-tumorais estiver associada ao
risco para o desenvolvimento tumoral, esta poderia ser utilizada como um
biomarcador precoce na avaliacao do risco de se desenvolver certo tipo de cancer
(Myamoto e Ushijima, 2005).

A hipermetilacdo parece desempenhar dois papéis distintos no
desenvolvimento do CCR. A hipermetilagdo progressiva associada a idade leva ao
silenciamento de um grupo de genes denominados “Tipo A” (do inglés aging) que
estdo frequentemente hipermetilados no colon normal, mesmo antes que o CCR
surja (Issa et al., 1994), e por isso podem servir como biomarcadores de detecgéo
ou diagnéstico precoce do CCR (Toyota et al., 1999; Issa, 2000). Outro grupo de
genes apresenta-se hipermetilado exclusivamente em lesdes pré-invasivas e/ ou
canceres, e sdo chamados de genes “Tipo C” (de cancer) e a sua detecgao seria util
no diagndstico de CCR ja desenvolvido (Toyota et al., 1999; Toyota at al. 2000;

Rashid et al., 2001).
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Grandes esforgcos estdo sendo empregados da definicdo de um painel Unico
de genes “Tipo C” com validade diagndstica no CCR (Xu et al., 2004; Lee et al.,
2004; Frigola et al., 2005; Kim et al., 2005a). A definicao original de CIMP incluiu os
seguintes genes “Tipo C”: MINT27, MINT2, MINT1, MINT12, MINT17, MINT31,
MINT25, CDKN2A, THBS1 e MLH1 [Toyota et al., 1999], porém nao se mostrou uma
classificagdo adequada. Mais recentemente, um robusto estudo genbmico
independente avaliou um grande numero de genes candidatos e selecionou cinco
novos marcadores (CACNAILG, IGF2, NEUROG1, RUNX3 e SOCS1) [Weisenberger
et al., 2006]. Este painel determinou de forma mais precisa a classificacdo dos CCR
como CIMP+ e CIMP-, pois foi validado quantitativamente e confirmado
posteriormente por outros autores (Ogino, 2007a, Ogino, 2007b), aproximando a
possibilidade de utilizacdo destes marcadores epigenéticos da pratica clinica.

A hipermetilagdo de genes “Tipo A” pode ser usada como um marcador em
potencial do risco de desenvolvimento de neoplasias de forma precoce. De fato, a
hipermetilagdo de trés diferentes loci distintos do cromossomo 16 (D16S32, TAT E
D16S7), que em células de figado normal se apresentam nao-hipermetiladas, esta
significativamente aumentada na mucosa aparentemente normal de pacientes
submetidos a condi¢cdes sabidamente pré-cancerosas, como hepatite crénica e
cirrose (Kanai e Hirohashi, 2007). Adicionalmente, a hipermetilagdo anormal do gene
pl6 parece ser um evento precoce no desenvolvimento do cancer de pulméo, pois
foi detectada tanto em pacientes com cancer de pulméo ja desenvolvido como em
pacientes sem tumor porém fumantes, fator de risco crucial no desenvolvimento
deste tipo de cancer (Belinski et al., 1998).

Alguns estudos demonstraram que a hipermetilagdo também pode influenciar

no prognostico da doenga. No CCR, a hipermetilagdo do CDKN2A (p16) na mucosa
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aparentemente normal adjacente ao tumor € um fator progndstico independente
asssociado a menor sobrevida de pacientes com CCR em estagios A a C
(classificacdo de Dukes) [Wettergren et al., 2008]. Amara e cols. (2008)
demonstraram que em linfomas a hipermetilacdo em diferentes genes esta
relacionada a um pior prognostico da doengca, como deteccdo em estagios
avancados (CDKN2A), resisténcia ao tratamento (DAPK), menor sobrevida global
(DAPK, CDKN2A e VHL) e livre de doenga (VHL).

Diferente das mutacbes de ponto e cromossdmicas, as alteragdes
epigenéticas sao farmacologicamente reversiveis (Kopelovich et al., 2003). A
reativagdo transcricional ndo-especifica do genoma tem sido restabelecida pela
utilizacao de inibidores de metilagcéo e inibidores da desacetilagdo de histonas (acido
suberoilanilida hidroxadmico — SAHA, tricostatina A e acido valpréico) associados a
agentes antineoplasicos (Lande-Diner e Cedar, 2005). Os agentes desmetilantes 5-
azacitidina e o seu derivado 5-aza-2’-deoxicitidina (5-aza-dC) sao inibidores
potentes da metilacdo do DNA, pois incorporam-se na fita de DNA de células em
divisdo, formando um complexo com as DNMTs e as inativam (Jones e Taylor,
1980). Clinicamente, desde os anos 90, o 5-aza-dC era usado em altas dosagens
(75-100 mg/m?/dia) como droga citotdxica. Por volta do ano 2000, este mesmo
agente mostrou efetivo em baixas dosagens (45-50mg/m?/dia), na terapia de
tumores hematolégicos (Kantarjian et al., 2003). A mielossupressdao se mostrou o
seu pior efeito adverso, além da baixa estabilidade em solugdo aquosa. A zebularina
apresenta vantagens em relagdo a 5-aza-dC (Cheng et al., 2004). Outra droga
inibidora da metilacdo €& a procainamida, usada no tratamento de arritmias

cardiacas. E um inibidor ndo-competitivo das DNMTs, e se mostrou efetiva na
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reativacdo da GSTP1 silenciada via metilagcdo em tumores de préstata em roedores
(Lin et al., 2001).

Considerando o fato de a hipermetilagdo ser um evento precoce na
carcinogénese, tem-se testado a acao de diferentes agentes incorporados a dieta
que possam ser usadas na prevengao do CCR devido a sua agao desmetilante. A
epigalocatequina-3-galato (Fang et al., 2003), principio ativo encontrado no cha-
verde, e o0 selénio (Xiang et al., 2008) podem servir como importantes agentes
quimiopreventivos do cancer. Xiang e cols. (2008) demonstraram que o tratamento
com selénio diminui a metilagcdo de forma global e provoca desmetilagdo parcial e
reativagao da expressao do gene supressor tumoral APC, envolvido no crescimento
tumoral e metastizacdo. A expressao de muitas enzimas envolvidas no metabolismo
de grupos metila pode ser regulada pela dieta, como a disponibilidade de nutrientes
incluindo aminoacidos essenciais, vitamina B2, B6, B12 e o zinco (Lee e Zhu, 2006).

Apesar do potencial terapéutico destes agentes, € preciso ter muita cautela na
sua aplicagao clinica. Tendo em vista a agdo nao-especifica destes agentes, os
mesmos podem levar a ativagdo de oncogenes por hipometilagdo, sendo impossivel
prever seu efeito final no desenvolvimento de tumores (Lande-Diner e Cedar, 2005).
Outra desvantagem é o fato de que a metilagdo de determinado alvo génico é
restabelecida logo que o efeito do medicamento cessa, e por isso existe a
necessidade de terapias continuadas (Jones e Baylin, 2002). Enfim, o
desenvolvimento de terapia epigenética ideal deveria ser gene-especifica, usando,
por exemplo, fatores de transcricao projetados para um alvo especifico ou através

do emprego de microRNA (Feinberg et al., 2006).
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2.4 Alteracbes no padrao de metilacdo dos genes CDX1, GSTP1

e TWIST1

Estudos apontam uma ampla variacdo na frequéncia de hipermetilagdo dos
genes CDX1, GSTP1 e TWIST1 em diferentes tumores primarios. A Tabela 3
apresenta as frequéncias de hipermetilacdo destes genes observadas em diferentes

neoplasias malignas, entre elas, o CCR.

2.4.1 Gene CDX1

O gene Caudal-type homeobox 1 (CDX1) codifica um fator de transcricdo
requerido para a expressdo especifica de um numero significativo de genes em
enterocitos, que regulam a proliferagcdo e a diferenciacdo do epitélio intestinal
(Freund et al.,1998; Guo et al., 2004%). Os homodlogos CDX" (CDX1 e CDX2)
modulam diversos processos, incluindo apoptose, adesao celular e aquisicao de
morfologia colunar pelos enterocitos (Crissey et al., 2008). De fato, um estudo
demonstrou recentemente que CDX1 aumenta a expressdo de PPAR-gamma, o
principal regulador transcricional da diferenciagao intestinal, pela interagdo funcional
com a proteina C/EBP alpha (CCAAT/enhancer-binding alpha) (Park et al., 2009).

No entanto, o envolvimento do gene CDX1 no desenvolvimento do CCR é
controverso. Historicamente, o gene CDX1 foi descrito como um oncogene devido
ao achado de que este promoveria proliferacdo de duas linhagens de células de
tumor colorretal em cultura (IEC6 e Caco-2) (Lorentz et al., 1997, Soubeyran et al.,

2001).
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Frequéncia de hipermetilacdo dos genes CDX1, GSTP1 e TWIST1 em diferentes

neoplasias.

Gene Variacdo da
frequéncia de
hipermetilacéo

Neoplasia

Referéncias

CDX1

100%
GSTP1

0-16%

23 - 59%

14 - 38,9%

46%

6 -29%

0-40%

24 - 88%

93
22 - 24%

72%
TWIST1*
23 - 59%

24%

82%

Carcinoma colorretal

Carcinoma colorretal

Linfoma de grandes
células-B
Adenocarcinoma de
mama

Adenocarcinoma de
pulmao

Carcinoma de pulméo
de nao-pequenas
células

Carcinoma gastrico

Carcinoma
hepatocelular
Carcinoma de prostata

Carcinoma de ovario

Carcinoma de células
escamosas da vulva
Tumores da pituitaria

Adenocarcinoma de
mama

Tumor de células da
granulosas do ovario
Adenocarcinoma de

pulmao

Xu et al., 2004, Pilozzi et al., 2004

Esteller et al., 1998, Bai et al., 2004,
Lee et al., 2004, Kim et al., 2005a
Nakamichi et al., 2007, Amara et al.,
2008

Shinozaki et al., 2005; Arai et al.,
2006; Lee et al., 2007; Sunami et al.,
2008

Kim et al., 2005b

Zochbauer-Miiller et al., 2001;
Vallb6hmer et al., 2006,

Esteller et al., 2001; Kang et al.,
2003; Hong et al., 2005; Chang et al.,
2006; Tamura, 2006; Kwabi-Addo et
al., 2007; Poplawski et al., 2008
Wang et al., 2006; Nomoto et al.,
2007; Su et al., 2007; Ko et al., 2008
Ellinger et al., 2008a

[células da granulosa, Dhillon et al.,
2004], [tipo seroso, Makarla et al.,
2005]

Stephen et al., 2009

Yuan et al, 2008

Fackler et al., 2003; Mehrotra et al.,
2004; Martin et al., 2005; Shinozaki et
al., 2005; Li et al., 2006; Locke et al.,
2007; Sunami et al., 2008

Dhillon et al., 2004

Tsou et al., 2007

* A freqUiéncia de metilagdo de TWIST1 ainda nao foi descrita para o CCR.
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Entretanto, achados posteriores demonstraram que a expressao ectdpica de
CDX1 em células de CCR inibe a proliferacdo pelo bloqueio da atividade
transcricional via B-catenina/fator de células T (Guo et al., 2004b), e que sua
expressdao também nao promove alteragdes na proliferagcdo ou diferenciacdo do
epitélio normal e ndo aumenta a susceptibilidade ao desenvolvimento de tumores
(Crissey et al., 2008, Bohhomme et al., 2008).

A despeito desta discussdo, a analise da expressao de CDX1 em amostras de
tumores humanos revelou diminuicao nos niveis de CDX1 através do silenciamento
associado a hipermetilagdo (Suh et al., 2002, Xu et al., 2004, Wong et al., 2004,
Pilozzi et al.,, 2004), o que pode sugerir que este gene seja potencialmente um
supressor tumoral. Wong e cols. (2004) descreveram, pela primeira vez, a relagéao
entre a perda da expressdo de CDX1 em CCR com a hipermetilagdo do promotor
deste gene em linhagens de células tumorais cultivadas in vitro. Xu e cols. (2003)
observaram que CDX1 apresenta-se metilado em 100% (65/65) dos casos numa
amostra que incluia tecidos provindos de pacientes com CCR esporadico, HNPCC,
de adenomas colorretais e da mucosa adjacente normal. Um estudo interessante de
Lu e cols. (2008) demonstrou que, apesar de ambas as linhagens de células de CCR
em cultura (HT29 e Caco2) nado expressarem CDX1, somente na linhagem Caco2
essa inativagao € devido a metilagdo. Esse achado prova a heterogeneidade e a
individualidade caracteristica dos tumores ja bem descrita, e expande a atengao
para outros mecanismos de controle transcricional, que podem sobrepor-se a
metilagao ou controlar de forma ativa a sua expressao.

Até o momento, a avaliacdo da hipermetilacdo de CDX1 em CCR falha pela
auséncia de informacdes sobre o perfil de metilagdo no coélon normal, assim como

sua correlacdo com as caracteristicas clinicopatolégicas do paciente com CCR. A



23

metilacdo do gene CDX1 ndo foi até o momento estudado em nenhuma outra
neoplasia (Tabela 5), provavelmente devido a sua expressao intestino-especifica. No
entanto, sua avaliacdo em outros tumores do trato gastrointestinal se mostra valida,
devido a metilagdo aumentada de CDX1 ter sido observada na metaplasia de Barrett
(Wong et al.,, 2005), lesdao precursora de tumores esofagianos onde ocorre
“intestinalizacdo” do epitélio escamoso. Adicionalmente, um trabalho in vivo
demonstrou que uma dieta pobre em doadores de grupo metila (folato) leva a
alteracao na expressao do CDX1 e do CDX2 e, portanto, essa alteracao poderia ser
responsavel pelo efeito protetor atribuido ao folato da dieta (Lu et al., 2008). Tendo
em vista a necessidade de estudos complementares devido a importancia do gene
CDX1 no entendimento completo da carcinogénese colorretal, o gene CDX1 foi

incluido no grupo de genes a serem avaliados neste trabalho.

2.4.2 Gene GSTP1

O gene GSTP1 (glutationa S-transferase pi 1), localizado no cromossomo 11,
codifica a isoenzima detoxificadora denominada GSTn (GST pi), que pertence a
familia de enzimas glutationa-S-transferases (GST) [Mannervik e Danielson, 1988].
Estas sdo capazes de metabolizar uma variada gama de agentes quimicos, pois
catalisam a conjugacédo da glutationa com compostos eletrofilicos potencialmente
reativos e citotoxicos ao DNA. Por esta razdo, protegem o DNA e outras importantes
biomoléculas do dano causado por agentes quimioterapicos, carcindbgenos e
poluentes ambientais (Esteller et al., 1998). Ratos knockout para o gene GSTP1
apresentaram risco aumentado de desenvolver tumores de pele induzidos por

carcinogenos (Herderson et al., 1998). Ates e cols. (2005) demonstraram que o
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polimorfismo de GSTs tem forte associagdo com o risco aumentado de
desenvolvimento de carcinoma colorretal e que, desta forma, variagées no genoétipo
dos pacientes poderiam ser indicativos de elevada predisposicdo ao CCR. Outro
mecanismo pelo qual o gene GSTP1 poderia contribuir para a carcinogénese do
CCR ¢ através do mecanismo de silenciamento génico e consequentemente perda
da expressao de GSTPL1 por hipermetilagao (Esteller et al., 1998, Bai et al., 2004,
Lee et al., 2004, Kim et al., 2005a). .

A freqléncia de hipermetilacdo de GSTP1 no CCR variou em diferentes
estudos (Tabela 4). A maioria deles analisa a hipermetilagdo do tecido tumoral
comparada com adenomas, porém nenhum deles utiiza a mucosa
macroscopicamente normal de pacientes com CCR, e somente dois estudos
analisam mucosa colénica normal em pacientes sem CCR. Os achados em tecido
normal, no entanto, sdo a condicdo que validam a hipermetilacdo como biomarcador
util na detecgdo e diagndstico precoce. O uso em potencial da hipermetilagdo de
GSTP1 como ferramenta de screnning do CCR foi sugerida pela sua identificagcao
diretamente das fezes de pacientes com CCR, com sensibilidade e especificidade de
75 e 68%, respectivamente (Leung et al., 2007).

Tabela 4
Avaliacdo da frequéncia de metilagdo de GSTP1 em diferentes estudos envolvendo

pacientes com e sem CCR.

Frequéncia de hipermetilagao

CCR Adenomas Mucosa Mucosa

macroscopicamente normal de

o normal de pacientes

Referéncia pacientes com CCR sem CCR
Kim et al., 2005 16% 10% NA NA
Lee et al., 2004 10% 0% NA 0%
Estelleretal.,, 1998 4% NA NA NA
Bai et al., 2004 0% 0% NA 0%

NA= ndo analisada.
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Estudos tém investigado a freqléncia de hipermetilagcdo do gene GSTP1 em
outros tipos de neoplasias primarias (Tabela 3), nos quais nota-se uma ampla
variagdo. De forma complementar, varios estudos demonstraram que a
hipermetilacdo de GSTP1 € um evento precoce. Como exemplo, no adenocarcinoma
de mama, a frequéncia de hipermetilacdo de GSTP1 vai aumentando a medida que
o tumor se instala, sendo de 16% na hiperplasia ductal, 37% no carcinoma ductal in
situ e de 38% no carcinoma ductal invasor (Lee et al., 2007). No carcinoma
hepatocelular, ja € possivel detectar hipermetilagdo aberrante de GSTP1 em 69%
das amostras de mucosa normal adjacente ao tumor (e em 88% dos carcinomas
hepatocelulares), o que sugere que a hipermetilagdo de GSTP1 pode ser um
biomarcador na de prevengdo de tumores pelo seu uso no diagndstico precoce
(Wang et al., 2006).

Devido a esta sua caracteristica, muitos trabalhos tém investigado a
possibilidade de deteccdo da hipermetilacdo precoce de GSTP1l em DNA livre
(normalmente originado de células tumorais necrosadas) presente em diferentes
fluidos corporais, dispensando assim a necessidade de cirurgias invasivas para
obtencdo de DNA para andlise. A deteccédo de hipermetilacdo de GSTP1 ja se
mostrou possivel, apesar de menos sensivel, em amostras de sangue de pacientes
com carcinoma de prostata (Chuang et al., 2007; Rouprét et al., 2008; Ellinger et al.,
2008b; Bastian et al., 2008) e de urina para carcinoma de prostata (Rouprét et al.,
2007; Woodson et al., 2008,) e de bexiga (Hoque et al., 2006).

A hipermetilagdo mantida de GSTP1 mostrou estar relacionada ao
prognéstico em diferentes estudos. Em tumores de mama, a hipermetilagdo de
GSTP1 foi mais frequente em pacientes com metastase em linfonodos em relacao

aos que nao as apresentavam (Arai et al., 2006; Sunami et al., 2008). Neste trabalho
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de Arai e cols. (2006), a hipermetilagdo de GSTP1 foi relacionada a tumores de
maior tamanho e a menor sobrevida livre de doenca. Da mesma forma, a
hipermetilagdo de GSTP1 é mais frequente em tumores invasivos da pituitaria (85%)
do que em adenomas (59%) e em graus I, lll e IV (Yuan et al., 2008). No carcinoma
da prostata, a hipermetilagdo de GSTP1 (conjutamente com a de APC e PTGS2)
tem relagdo com escores de Gleason mais elevados (Ellinger et al.,, 2008a). No
entanto, diferente do que ocorre nos tumores solidos, em tumores hematoldgicos a
metilacdo de GSTP1 esta relacionada a uma maior sobrevida em 5 anos comparada
ao grupo de pacientes que nao apresentaram metilacao deste gene (Nakamichi et
al., 2007).

Portanto, apesar da hipermetilacdo de GSTP1 ja ter sido avaliada em CCR
assim como em outras neoplasias, e considerando o seu potencial como
biomarcador precoce do cancer, visamos avaliar neste estudo a frequencia
comparada da metilagdo de GSTP1 no tumor e na mucosa normal, no intuito de que
possa ser utilizado futuramente como ferramenta na prevengao e/ou prognéstico no

CCR.

2.4.3 Gene TWIST1

O gene TWIST1, também conhecido como TWIST, codifica um fator de
transcrigdo hélice-volta-hélice (bHLH) que foi inicialmente identificado em Drosophila
como um importante regulador da morfogénese embrioldégica. Em mamiferos, esta
envolvido na diferenciagdo de diversas linhagens celulares mesodérmicas, incluindo
a derme, os ossos, cartilagens e musculo (Fuchtbauer, 1995). O gene TWIST1

humano esta localizado no cromossomo 7p21.2 (Song et al., 2006).
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Varios achados sugerem o envolvimento de TWIST1 no desenvolvimento do
cancer (Maestro et al.,, 1999; Yang et al.,, 2006; Vesuna, 2008). Maestro e cols.
(1999) demonstraram que TWIST1 € um oncogene que inibe a via da apoptose p53-
dependente e que sua expressao esta aumentada em rabdomiossarcomas. De fato,
a hiperexpressdo de TWIST1 foi observada em diferentes tumores, como de mama
(Yang et al., 2004), da prostata (Kwok et al., 2005), endometriais (Kyo et al., 2006),
gastricos (Rozivatz et al.,, 2002) e em gliomas (Elias et al., 2005). A expressao
ectopica de TWIST1 resulta na perda da adesdo célula-célula mediada pela E-
caderina e no consequente ganho de motilidade celular (Yang et al, 2004).
Posteriormente, expressdo de TWISTL1 foi relacionada ao processo metastatico por
conduzir a transicdo de células tumorais epiteliais a um fendtipo mesenquimal
invasor (fenbmeno denominado transicdo epitélio-mesenquimal, EMT) (Yang et al.,
2006) e a aquisicao de resisténcia a drogas (Wang et al., 2004).

Sendo TWIST1 um oncogene, esperaria-se que seu promotor estivesse
hipometilado em células tumorais, fato que poderia explicar, pelo menos
parcialmente, a hiperexpressao observada em diferentes tipos de tumor. No entanto,
ao contrario, a hipermetilagdo do gene TWIST1 tem sido extensivamente descrita
em diferentes estudos em cancer de mama (Fackler et al.; 2003, Mehrotra et al.,
2004; Martin et al., 2005; Shinozaki et al., 2005; Li et al., 2006; Locke et al., 2007,
Sunami, 2008) e em outros tipos de neoplasias como o adenocarcinoma de pulméo
(com frequéncia elevada de 82% no tumor) [Tsou et al., 2007] e o tumor de células
da granulosa do ovario (Dhilon et al., 2004). Esta relagdo controversa entre a
hipermetilagdo do gene e a hiperexpressao tecidual de TWIST1 ainda precisa ser

avaliada em CCR.
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Foram descritos até o momento mecanismos complementares de controle de
expressao in vivo de TWIST1. Yang e cols. (2008) descreveram pela primeira vez
que TWIST1 é alvo direto de ligagao de HIF-1a (hypoxia induced factor-1 alpha),
proteina que se acumula em condi¢cdes de hipdxia, frequentemente associada ao
microambiente no interior dos tumores, e que esta ligagdo levaria ao acumulo de
TWIST1 observado nos tumores e ao processo de metastase. Outra hipotese
levantada baseia-se no achado de que TWIST1 é substrato de clivagem por
caspases e degradagcdo mediada por proteossomos, o que demonstra que sua
concentragdo nas ceélulas é possivelmente regulada em etapas pds-transcricionais
(Demontis, 2006). Juntos, estes achados indicam inicialmente que, devido ao papel
central de TWIST1 na invasividade tumoral, sua expressdo provavelmente esta sob
o comando orquestrado de uma série de reguladores, poucos deles ja esclarecidos

até o momento.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar a frequéncia de hipermetilacéo de ilhas CpG na regidao promotora dos

genes CDX1, GSTP1 e TWIST1 em pacientes com carcinoma colorretal.

3.2 Especificos

1.

Verificar a frequéncia de hipermetilacdo de CDX1, GSTP1 e TWIST1 no
tecido tumoral e na mucosa normal adjacente ao tumor em pacientes com
CCR, comparando-as com as frequéncias obtidas na analise do cdlon
normal de pacientes sem CCR.

Avaliar a associac¢ao da hipermetilacdo de CDX1, GSTP1 e TWIST1 com
caracteristicas como sexo e idade do paciente, localizagao, diferenciacao
e estadiamento tumorais.

Verificar se a hipermetilagdo destes trés genes influencia a sobrevida
global e a sobrevida livre de recidiva de pacientes com CCR.

Correlacionar a ocorréncia de hipermetilacdo de TWIST1 com sua

expresséo tecidual, empregando a técnica de imunoistoquimica.
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Abstract

Aim: To investigate TWIST1 promoter methylation in patients with primary colorectal
carcinoma and its correlation with prognostic factors and disease outcome.

Methods: Seventy-three patients with primary colorectal adenocarcinoma were
studied. From each patient two tissue samples were collected: one sample of the
tumor and one sample of normal colorectal tissue from an area located 15 cm away
from the tumor. Samples of colorectal mucosa obtained from 30 individuals without
malignant disease were also studied as control group. All tissues were analyzed
through Methylation-specific PCR (MSP).

Results: TWIST1 hypermethylation was detected in colorectal specimens of 46
patients with cancer (63%), but in none of the tissues from the nonmalignant control
group (p < 0.001). In cancer patients, TWIST1 hypermethylation was found in 52.1%
of the tumors (38 of 73) as compared with 27.4% (20 of 73) of the matched non-
cancerous tissues (P=0.005). TWIST1 hypermethylation was not correlated with
prognostic predictors for the disease outcome, patients’ overall survival (OS) and
disease-free survival rates.

Conclusion: TWIST1 hypermethylation is present in the colon and rectum of most
patients with colorectal carcinoma, indicating that this molecular alteration may be
involved in the pathogenesis of the disease. The role of TWIST1 as biomarker in

colorectal cancer is suggested.

Keywords: colorectal cancer, TWIST1, methylation.
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Introduction

Hypermethylation of CpG dinucleotide “islands” located within promoter regions
resulting in the silencing of tumor-suppressor genes is thought to be an important
epigenetic mechanism for colorectal carcinogenesis [1,2]. The so-called CpG island
methylator phenotype (CIMP) is observed in approximately 30% of colorectal cancer
cases and is characterized by the simultaneous methylation of multiple CpG islands
in tumor DNA. This phenotype is more frequently observed in tumors with proximal
location, microsatellite instability, and normal p53 [3-5].

Colorectal carcinomas have been shown to develop through a stepwise progression
of several genetic and epigenetic events taking place during the well-described
“adenoma-carcinoma” sequence [6,7]. However, the identification of new molecular
factors involved in progression of colorectal tumors is still a critical and necessary
step towards better understanding of colorectal carcinogenesis and development of
new anticancer strategies.

In this context, TWIST1 has recently emerged as a potential cancer biomarker [8-10].
It is a highly conserved transcription factor that belongs to the family of basic helix—
loop—helix proteins [11]. TWIST1 is implicated in lineage-specific cellular
differentiation during early embryonic development through the regulation of
mesodermal patterning, morphogenesis and osteogenesis. In cancer development,
TWIST1 is thought to function as a prometastatic oncogene [12]. Expression of
TWIST1 protein counteracts the proapoptotic effects of N-MYC by repression of
p19ARF and thereby hampers p53 function. In addition, it has been shown to induce

angiogenesis and chromosomal instability [13].
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TWIST1 is often overexpressed in malignant tumors, and it is usually associated with
poor prognosis [14-16]. Elevated levels of TWIST1 mRNA have been observed in
different types of cancer, such as breast cancer [9,17], diffuse-type gastric
carcinomas [18,19], esophageal squamous cell carcinoma [20], and pancreatic
cancer [21]. More recently, Valde’s-Mora et al. [14] demonstrated that TWIST1 is
significantly overexpressed in colorectal cancer samples as compared to normal
colon mucosa, being significantly correlated with the presence of lymph node
metastases. The authors propose TWIST1 as a new molecular marker of advanced
malignancy and as a potential therapeutic target in colorectal cancer. To this date,
however, TWIST1 methylation has not been studied in this type of cancer. Thus, the
present study was designed to investigate TWIST1 promoter methylation in a large
series of patients with primary colorectal carcinoma and its correlation with prognostic

factors and disease outcome.
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Patients and methods

Patients

Seventy-two patients with histologically confirmed primary colorectal adenocarcinoma
were prospectively enrolled in the study. There were 36 males and 37 females (mean
age 64.1 years, range 39 to 75). Patients with diagnosis of familial adenomatous
polyposis, hereditary nonpolyposis colon cancer or inflammatory bowel disease were
excluded from the study. Other inclusion criteria were no prior surgery, radiation or
cytotoxic therapy for the colorectal adenocarcinoma.

Pretreatment assessment included a complete medical history and physical
examination, carcinoembryonic antigen measurement, colonoscopic examination,
computed tomography of abdomen and pelvis and chest radiograph. After the
surgical resection and histological examination of the specimen, the patient's TNM
stage was determined [22]. The distribution was as follows: 11 patients stage |
(15.5%), 22 stage Il (31.0%), 27 stage Il (38%) and 11 stage IV (15.5%). Sixty-five
tumors (90.5%) were histologically diagnosed as moderately differentiated and 7
(9.7%) were diagnosed as poorly differentiated adenocarcinomas.

As a nonmalignant control group, 30 patients submitted to colorectal resection for
treatment of benign intestinal diseases were studied. This group included 14 males
and 16 females (mean age 52.9 years, range 25 to 76) whose surgical specimens
were histologically negative for malignant or premalignant lesions.

The present study was performed after approval by the Ethics and Scientific
Committee of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Federal University of Rio
Grande do Sul. Informed consent was obtained from all patients before being

enrolled in the study.
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Tissues

All tissue samples were collected in the operating room by the surgeons directly
involved in the study right after removal of the surgical specimens. Two tissue
samples were collected from each patient with colorectal carcinoma: one sample of
the tumor and one sample of non-cancerous colorectal tissue from an area located
15 cm proximally to the tumor. Tissue samples from the nonmalignant control group
were obtained from a middle area of the resected colorectal specimen. All collected
tissues were kept frozen until analysis.

DNA isolation, sodium bissulfite modification

DNA to MSP analyses was isolated from frozen material using QlAamp DNA Mini Kit
(Quiagen, Hilden, Germany). Extracted DNA was submitted to chemical treatment
with sodium bissulfite as previously reported [23]. In brief, 10 ug of DNA was
denatured by NaOH and modified by sodium bissulfite treatment for 16 h at 55°C.
DNA was then purified using Wizard DNA CleanUp System (Promega, Madison, WI)
according to the manufacturer’s instructions, desulphonated by incubating in a final
concentration of 0.3M NaOH, precipitated with ethanol, ressuspended in 20 ul water
and stored at 20°C until MSP analysis. Bissulflite- modified DNA quantification was
made in device GeneQuantll (Amersham PharmaciaBiotech UK Ltd. England).
Methylation-specific PCR (MSP)

Promoter methylation status of TWIST1 was analyzed by MSP as described
previously (Fackler, 2003). For each reaction, 1 pl of sodium bissulfite-modified DNA
was added to 24 pl of reaction buffer [1.25 mM dNTP, 16,6 mM (NH4),SO4, 67 mM
Tris (pH 8.8), 6.7 mM MgClz, 10 mM B-mercaptoethanol, 0,1% DMSO and 1,25 units
Taq DNA Polimerase] containing 10 pmol of each primers pair to unmethylated

(forward: 5 TTTGGATGGGGTTGTTATTGT 35 reverse: 5
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CCTAACCCAAACAACCAACC 37) and methylated (forward: 5
TTTCGGATGGGGTTGTTATC 37; reverse: 5° AAACGACCTAACCCGAACG 3°) DNA
sequences. These primers pairs were designed to amplify PCR products with 193
and 200 pb, respectively [Figure 1]. PCR reactions were ‘hot started’™ at 94°C for 5
min, followed by 35 cycles of 94°C for 30 s, 60 °C for 30 s, 72° C for 45 s, with a final
extension cycle of 72° C for 5 min. The MSP products were analyzed by
electrophoresis on 1.5% agarose gels containing ethidium bromide. CpG Universal
methylated DNA (Qbiogene, Carlsbad, CA) was used as a positive control for
methylated alleles and DNA from normal leucocytes were used as the negative
control for unmethylated alleles. Negative controls without DNA were always included
in all experiments.

Statistical analysis

Methylation status and clinicopathological parameters were investigated by Chi-
square test or Fisher's exact test where appropriate. Overall survival (OS) was
defined as the time interval from diagnosis to death from any cause or, for patients
remaining alive, the time interval from diagnosis to the last follow-up. Disease-free
survival (DFS) was defined as the time interval from surgery to the time of disease
progression or recurrence, to the last follow-up, or to death occurrence from any
cause. To determine the association between TWIST1 hypermethylation and OS and
DFS, we used the Log-rank test of Kaplan—Meier. Statistical significance was

accepted at the 5 percent level.
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Results

In cancer patients, colorectal tissues were collected as paired samples of the tumor
itself and of non-cancerous colorectal tissue from an area located 15 cm proximally to
the tumor. TWIST1 hypermethylation was found in 52.1% of the tumors (38 of 73) as
compared with 27.4% (20 of 73) of the matched proximal non-cancerous tissues
(P=0.005). Either one of these results was statistically significant as compared with
the analysis of the tissue samples from the nonmalignant control group, in which no
hypermethylation was detected (P < 0.001). In 12 cancer patients (16.4%) TWIST1
hypermethylation was detected in both the tumor and the paired noncancerous
colorectal tissue, in 26 cancer patients (35.6%) hypermethylation was detected only
in the tumor and in 8 patients (11%) hypermethylation was found only in the non-
cancerous tissue sample.

Clinical and pathological features of the colorectal cancer cases were analyzed
according to their methylation status [Table 1]. TWIST1 hypermethylation was less
frequently observed in tumors classified as TNM stage | as compared with tumors
having more advanced stages (P=0.047). No significant differences were seen in
TWIST1 hypermethylation with regard to age and gender of patients as well as with
regard to degree of histological differentiation of the tumors.

After being submitted to surgical treatment, cancer patients were followed-up for a
mean period of 40.23 month (range 1-63 months, data missing for 2 patients). During
this period, 24 (33.3%) of the patients died (15 men and 9 women; mean age 67+ 12
years) and 18 (25%) suffered disease relapse. The overall survival (OS) and the
disease-free survival (DSF) rate of these patients after 4 years were 60.5% and

46.5%, respectively. Univariate analysis was used to evaluate the influence of
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TWIST1 and other clinicopathological parameters on disease outcome [Table 2]. It
was observed that the advanced cancer stages negatively influence both OS and
DFS (P<0.0001), while gender was correlated to reduction of DFS in men (P=0.024).
In contrast, detection of TWIST1 hypermethylation within the tumor did not influence

the clinical course of these patients (P=0.60).
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Discussion

Colorectal cancer is one of the most common malignancies throughout the world with
more than one million new cases diagnosed each year. In the process of colorectal
carcinogenesis, a series of tumor suppressor genes such as APC, p53, and genes
on chromosome 18q (DCC, SMAD2, and DPC4/SMAD4) are inactivated by
mutations and chromosomal deletions [6]. A subset of colorectal tumors also shows a
characteristic malignant phenotype which is associated with microsatellite instability
(MSI) and inactivation of mismatch repair (MMR) genes such as hMSH2 and hMLH1
[24,25]. Recently, CpG island (CGIl) hypermethylation has been identified as a
potentially important molecular factor in CRC [2,3]. This alteration is usually
associated with silencing of tumor-suppressor genes and absence of coding region
mutation, serving as an alternative epigenetic mechanism in colorectal cancer
development [26,27].

In this context, the evaluation of relevant methylated genes might eventually become
useful in identifying new potential targets for molecular detection of colorectal
carcinoma, as even small amounts of methylated sequences are readily detectable
by MSP.

TWIST1 has recently emerged as a cancer biomarker [8,9,15]. It has been identified
as an oncogene involved in different oncogenic pathways such as inhibition of the
p53-dependent apoptotic route [12], alteration of cell-cell adhesion mediated by the
E-cadherin [28] and induction of epithelial-mesenchymal transition [29], increasing
cell survival and metastatic capability.

The present study is the first to investigate the TWIST1 methylation status in patients

with primary colorectal carcinoma. We were able to detect TWIST1 hypermethylation
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in colorectal specimens of 46 patients with cancer (63%), but in none of the tissues
from the nonmalignant control group (p < 0.001). The absence hypermethylation in
the control group suggests that this alteration is not merely incidental in colorectal
carcinomas, but might rather represent a potential cofactor in development of the
disease. This observation, however, is somewhat confined by our sample size and
needs further confirmation.

In patients with cancer, TWIST1 hypemethylation was more frequently seen in tumor
tissues than in their paired nonneoplastic tissues (p= 0.005), suggesting that TWIST1
might be considered a Type-C agent with the potential to be used as an epigenetic
cancer biomarker [3]. The Type-C genes are characteristically hypermethylated in
preinvasive lesions and/or tumors and unmethylated in the mucosa of patients
without cancer, being useful in early diagnosis of cancer. The presence of TWIST1
hypemethylation in a number of normal-appearing colorectal tissues obtained from
patients with cancer suggests that this alteration might be an early event in the
process of colorectal carcinogenesis.

Our results are in line with studies conducted in patients with breast cancer. Fackcler
et al. [8] used MSP to investigate the TWIST1 methylation status in 46 invasive
mammary carcinomas, of which 19 were invasive lobular carcinomas (ILC) and 27
were invasive ductal carcinomas (IDC). The TWIST1 gene promoter was
hypermethylated in ILC (3 of 19 cases, 16%) and in IDC (15 of 27 cases, 56%), but it
was unmethylated in 8 reduction mammoplasty specimens used as nonneoplastic
control tissues. Gort et al. [9] investigated TWIST1 promoter methylation in
specimens from 76 patients with breast carcinoma. They showed that in the same
patient healthy breast epithelium is less frequently methylated for TWIST1 compared

with the malignant tissue it surrounds. According to the authors, these findings might



50

be explained by a selective advantage of breast epithelial cells with methylation of
the TWIST1 promoter during breast carcinogenesis.

We found a lower prevalence of TWIST1 hypemethylation in tumors classified as
TNM stage | as compared with more advanced-stage tumors. However, we did not
find a clear correlation between methylation and other standard prognostic
parameters in colorectal cancer, suggesting that TWIST1 methylation does not
interfere with the clinical course of the disease. Furthermore, long-term follow-up of
our patients failed to demonstrate an effect of TWIST1 hypemethylation in their OS
and DFS.

Reports on breast cancer also failed to demonstrate a correlation between TWIST1
methylation and prognostic factors for cancer outcome [9,30]. Moreover, there seems
to be no clear correlation between TWIST1 promoter methylation and TWIST1
protein or RNA expression [9]. This indicates that although TWIST1 CpG methylation
is useful as an early biomarker in breast cancer diagnosis, there is no direct
correlation with TWIST1 protein or RNA expression, which may be influenced by
alternative compensatory molecular pathways. In colorectal cancer, the expression
pattern of TWIST1 mRNA has been proposed as prognostic marker of advanced
malignancy, being associated with the presence of lymph node metastases [14]. To
date, however, the correlation between TWIST1 promoter methylation and TWIST1
protein expression has not been investigated in colorectal cancer.

In conclusion, we were able to provide evidence for an association of TWIST1
hypermethylation with colorectal cancer. Our data suggest that TWIST1 methylation
might represent a new biomarker for this type of cancer. It should be pointed out,
however, that this observation needs to be substantiated with additional studies

analyzing a larger number of individuals and also the pathways involved this
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molecular mechanism. Further studies are warranted to elucidate the role of TWIST1

in colorectal carcinogenesis.
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Non-tumoral
CRC NAM  mucosa
NC PC 35 58 35 B1
L M U M U M U M U M U M U

Figure 1. MSP analysis of TWIST1 hypermethylation in colorectal cancer tissue
(CRC), in paired normal-appearing mucosa (NAM) and in non-tumoral mucosa
(controls). A visible PCR product in lanes M shows the presence of methylated genes
(methylated, 200pb), while amplicons in lanes U show the absence of methylation
(unmethylated, 193pb). L, size marker, 100-pb DNA ladder; NC, negative controls;

PC, positive controls. 35, 58 and B1= sample identification.
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Association of TWIST1 hypermethylation status and the main clinicopathological

features in 73 CRC patients.

TWIST1 hypermethylation status

Colorectal carcinomatissue

Paired nonneoplastic tissues

Feature® n (%) Frequency P Frequency P
All patients 73 38 20
Age (yrs)
>50 59 33 17
N

<50 13 05/ NS 03 S
Gender
Female 36 20 11
Male 37 18 NS 09 NS
Localization
Right colon 13 08 0
Left colon 20 10 NS 07 0.042
Rectum 40 20 13
Differentiation
Well /Moderate 65 31 17
Poor 7 06 NS 03 NS
TNM stage
[ 11 02 02
Il 23 11 06

.047 N
Il 27 18 0.0 10) S
\Y 11 07 02

@ Data missing for age, tumor differentiation and TNM tumor stage for one patient.
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Impact of clinicopathological parameters and TWIST1 hypermethylation on overall
and disease-free survival in CRC patients.

Overall survival

Disease-free survival

Median (months) + p? Median (months) + p?
Feature standard deviation standard deviation
Age (yrs)
>=50 46.7 +2.96 NS 48.7 +3.32 NS
<50 525+4.16 46.0 £ 5.61
Gender
Female 49.3 +£3.45 NS 51.9+3.43 0.024
Male 45.9 + 3.60 42.8+4.45
Localization
Right colon 47.8 +2.84 NS 49.4 +3.16 NS
Left colon/rectum 47.9 5.1 43.8 +6.26
Differentiation
Well/moderate 49.0 +£2.67 NS 50.0 £ 3.96 NS
Poor 40.8 + 8.61 36.2 +9.94
TNM stage
| 55.7+ 1.21 <0.0001 525+2.24 0.018
Il 56.2 + 3.06 57.7+£2.89
1] 451 +4.17 37.1+£5.37
\Y 23.4+£5.73 -
TWIST1 methylation in
colorectal cancer tissue
Unmethylated 47.7 + 3.56 NS 47.7 £ 3.84 NS
Methylated 47.3 +3.45 479 +£4.15
TWIST1 methylation in paired
non-neoplastic tissue
Unmethylated 49.7+ 3.02 NS 52.3+£3.10 NS
Methylated 442 +4.48 39.8 £+5.53

@ Log-rank test
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TWIST1 Methylation and Immunohistochemical Expression in
Colorectal Cancer.

To the Editors: We read with great interest the article “Methylation of the TWIST1
Promoter, TWIST1 mRNA Levels, and Immunohistochemical Expression of TWIST1
in Breast Cancer” (1). In this paper, Gort et al. analyzed the methylation status as
well as the mRNA and the percentage of cells expressing TWIST1 in normal breast
tissue and breast carcinomas. TWIST1 promoter methylation was significantly more
prevalent in malignant compared with healthy breast tissue. The percentage of cells
expressing TWIST1 was also greater in breast carcinomas. In contrast, there was no
correlation between TWIST1 hypermethylation and TWIST1 protein or RNA
expression. According to the authors, although TWIST1 CpG methylation can be
considered as a breast cancer biomarker, there is no correlation between TWIST1
hypermethylation and TWIST1tumoral expression.

We congratulate the authors for contributing to the literature on this subject and
agree with their conclusion. TWIST1 has recently emerged as an oncogene involved
in several cancer pathways, appearing as a potential biomarker for different
malignancies. Currently, our group is simultaneously investigating the TWIST1
methylation  status  through  methylation-specific  PCR and  TWIST1
immunohistochemical expression in samples of colorectal carcinoma and paired
normal colorectal mucosa obtained from the same patient. Our preliminary results,
after analyzing 20 patients, are in line with the study by Gort et al. (1).
Hypermethylation of TWIST1 gene was detected in 13 carcinomas and 10 had high
immunohistochemical expression and hypermethylation of TWIST1 gene
concomitantly detected. When positively stained, the cells had the TWIST1
expression restricted to the cytoplasm. Furthermore, some of the nonmalignant

samples also presented high TWIST1 expression, as previously reported in breast
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cancer (1, 2). In contrast to what we observed in the TWIST1 methylation analysis,
we found similar TWIST1 immunohistochemical expressions in carcinomas
compared with their paired nonmalignant colorectal tissues (P=0.37, McNemar Test).
In colorectal cancer, the expression of TWIST1 mRNA has been proposed as
prognostic marker of advanced malignancy, being associated with the presence of
nodal metastases (3). To date, however, the correlation between TWIST1
hypermethylation and TWIST1 protein expression has not been investigated in
colorectal carcinogenesis. So far, our findings indicate that there is no correlation
between TWIST1 hypermethylation and this gene’s expression in colorectal
carcinomas. TWIST1 hypermethylation seems to be an early event in human
carcinogenesis, which precedes compensatory TWIST1 overexpression. These
molecular mechanisms should be addressed in in vitro models to further elucidate

the role of TWIST1 gene in colorectal cancer. Further studies are warranted.
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Abstract

CDX1 and GSTP1 may be early critical determinants of colorectal carcinogenesis.
We analyzed the methylation status of CDX1 and GSTP1 in colorectal cancer (CRC)
and in macroscopically normal-appearing colorectal mucosa (NAM) from 73 patients
with CRC. We also analyzed normal colorectal mucosa from 30 patients without CRC
as a control group. The hypermethylation rate of CDX1 and GSTP1 was 91.3 and
49.3% in colorectal cancer and 94.2 and 47.9% in paired-normal mucosa, not
significantly differing between these tissues (P=0.311 and P=0.103 for CDX1 and
GSTP1 respectively). We also detected CDX1 and GSTP1 hypermethylation in the
mucosa of the controls without cancer, however, at significantly lower rates than in
CRC patients. CDX1 and GSTP1 hypermethylation did not differ significantly based
on gender, age, or tumor location, differentiation and TNM stage, and also did not
influence overall survival and disease-free survival. Our data suggests that CDX1
and GSTP1 hypermethylation occurs in pre-tumoral or initial stages of colorectal
carcinogenesis but their use in early detection of colorectal cancer should be further

investigated in the future.

Keywords: Colorectal cancer, DNA hypermethylation, CDX1, GSTP1.
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Introduction

Malignant tumors of the colon and rectum represent the second most prevalent
neoplasia in the world, with an estimate of 2.4 million cases in the last five years [1].
Colorectal cancer is a disease that can be cured and even prevented when efficient
measures are applied [2]. In advanced cases, however, surgical treatment is often
ineffective [3]. In this context, advances in the genetic and epigenetic understanding
of CRC have revealed changes in oncogenes and tumor suppressing genes that can
potentially be used as markers in the identification of patients at increased risk of
developing CRC and in the prediction of its clinical evolution [4, 5].

DNA hypermethylation — an epigenetic alteration - has been investigated as a
potential molecular marker in CRC [5]. Hypermethylation of cytosine residues in
CpGe-rich regions (CpG island) within the gene promoter is recognized as an
important mechanism of oncogene activation and tumor suppressor gene inactivation
in CRC [6].

The Caudal-type homeobox 1 genes (CDX1) and glutathione S-transferase P1
(GSTP1) code proteins that have been related to the development and evolution of
the CRC [7-10]. The expression of these two genes proved to be modulated, at least
in part, through hypermethylation [11-14], which makes them potential molecular
markers to be investigated in CRC. The purpose of this study was to analyze the
hypermethylation of CDX1 and GSTP1 in a large series of patients with CRC, also

evaluating its influence on the clinicopathological parameters and disease outcome.
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Materials and Methods

Patients and tissue samples

Surgically ressected specimens from colorectal carcinoma (CRC) and
macroscopically normal-appearing mucosa (NAM) were obtained from 73 patients
with primary colorectal adenocarcinoma submitted to surgical resection at the
Hospital de Clinicas de Porto Alegre, between Out 2003 and May 2005. The normal
tissue samples were obtained from areas approximately 15 cm from the primary
tumors. In this group, there were 36 males and 37 females (mean age 64.1 years,
range 39 to 75). After the surgical resection and histological examination of the
specimen, the patient’'s TNM stage was determined [15]. The distribution was as
follows: 11 patients classified as stage | (15.5%), 22 as stage Il (31.0%), 27 as stage
Il (38%) and 11 as stage IV (15.5%). Clinicopathological parameters from these
patients are presented in Table 1.

As a nonmalignant control group, 30 patients submitted to colorectal resection for
treatment of benign intestinal diseases were studied. This group included 14 males
and 16 females (mean age 52.1 years, range 35 to 73) whose surgical specimens
were histologically negative for malignant or pre-malignant lesions. Of the 30 tissue
samples analyzed, seven (23.3%) were obtained from right-sided colon, 11 (36.7)
from left-sided colon and 12 (40%) from the rectum.

The present study was performed after approval by the Ethics and Scientific
Committee of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Federal University of Rio
Grande do Sul. Informed consent was obtained from all patients before being

enrolled in the study.
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DNA isolation, sodium bissulfite modification.
DNA to MSP analyses was isolated from frozen material using QlAamp DNA Mini Kit
(Quiagen, Hilden, Germany). Extracted DNAs were submitted to chemical treatment
with sodium bissulfite as previously reported [16]. Briefly, 10 yg of DNA was
denatured by NaOH and modified by sodium bissulfite treatment for 16 h at 55°C.
DNA was then purified using Wizard DNA CleanUp System (Promega, Madison, WI)
according to the manufacturer’s instructions, desulphonated by incubating in a final
concentration of 0.3M NaOH, precipitated with ethanol, ressuspended in 20 ul water
and stored at 20°C until MSP analysis. Bissulflite- modified DNA quantification was
made in device GeneQuantll (Amersham PharmaciaBiotech UK Ltd. England).
Methylation-specific PCR (MSP).
Promoter methylation status of CDX1 and GSTP1 genes were analyzed by MSP as
described previously [11, 17]. For each reaction, 1 ul of sodium bissulfite-modified
DNA was added to 24 pl of reaction buffer [1.25 mM dNTP, 16,6 mM (NH4),SO,, 67
mM Tris (pH 8.8), 6.7 mM MgCl,, 10 mM B-mercaptoethanol, 0.1% DMSO and 1.25
units Tag DNA Polimerase] containing 10 pmol of each primers pair to unmethylated
and methylated DNA sequences. Primers for CDX1 were 5
TGATTGGGTTGTTGTTTATGG 3 (forward) and 5" TACCACCACCACCTCCAA 3’
(reverse) for the unmethylated reactions and 5° CGATTGGGTCGTCGTTTA 3°
(forward) and 5°"CCGCATCCACTCGTAAAA 3’(reverse) for the methylated reactions
(Xu et al., 2004), designed to amplify 233 and 202 pb, respectively. Primers for
GSTP1 were 5 GATGTTTGGGGTGTAGTGGTTGTT 3" (forward) and
5'CCACCCCAATACTAAATCACAACA 3’ (reverse) for the unmethylated reactions
and 5 TTCGGGGTGTAGCGGTCGTC 3 (forward) and

5'GCCCCAATACTAAATCACGACG 3’ (reverse) for the methylated reactions
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(Zochbauer-Muller, 2001), and amplify 90 and 100 pb, respectively . PCR reactions
were 'hot started” at 94°C for 5 min, followed by 35 cycles of 94°C for 30 s, 57°C
(CDX1) or 59°C (GSTP1) for 30 s, 72° C for 45 s, with a final extension cycle of 72° C
for 5 min. The MSP products were analyzed by electrophoresis on 1.5% agarose
gels containing ethidium bromide. CpG Universal methylated DNA (Qbiogene,
Carlsbad, CA) was used as a positive control for methylated alleles and DNA from
normal leucocytes were used as the negative control for unmethylated alleles.
Negative controls without DNA were always included in all experiments.
Statistical analysis.
Methylation status and clinicopathological parameters were investigated by Chi-
square test or Fisher's exact test where appropriate. McNemar test were used to
compare paired data. Overall survival (OS) was defined as the time interval from
diagnosis to death from any cause or, for patients remaining alive, the time interval
from diagnosis to the last follow-up. Disease-free survival (DFS) was defined as the
time interval from surgery to the time of disease progression or recurrence, to the last
follow-up, or to death occurrence from any cause. To determine the association
between hypermethylation of individual genes and OS and DFS of patients, we used
the Log-rank test of Kaplan—Meier. In all tests, a two-sided P value < than 0.05 were

considered as statistically significant.
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Results

The use of specific primers for methylated or unmethylated promoter regions allowed
amplification of fragments according to the size for each gene [Fig.1]. All the samples
had PCR products corresponding to the unmethylated DNA sequences (U), even
when the band corresponding to the methylated DNA (M) was also present. This
result was expected, since the selection of tumor tissues was done macroscopically,
possibly containing, therefore, a mixture of DNA obtained from neoplastic cells and
inflammatory or stromal cells. Furthermore, some loci can be heterozygotes for

methylation and thus have one of the unmethylated alleles.

CDX1 and GSTP1 hypermethylation in CRC, NAM and non-tumoral mucosa.

Among patients with CRC, 91.3 and 49.3% had hypermethylation of CDX1 and
GSTP1 in CRC tissue and 94.2 and 47.9% in the normal-appearing mucosa,
respectively. The rate of hypermethylation did not differ statistically between the
tumor and normal-appearing mucosa (P=0.311 and P=0.103 for CDX1 and GSTP1,
respectively, Fisher's Exact test). Through analysis of hypermethylation in paired
samples (obtained from the same patient), the rates of hypermethylation also did not
vary between the tumor and normal-appearing mucosa (P=0.73 and P=0.98 for
CDX1 and GSTP1 respectively, McNemar test). These findings show that in patients
with CRC, the CDX1 and GSTP1 have high hypermethylation rates in the mucosa
that still do not show visible morphological changes.

In patients without CRC, the methylation rate in the normal mucosa was 70% (21/30)
and 10% (3/30) for CDX1 and GSTP, respectively. In spite of this findings, the

hypermethylation rate of CDX1 and GSTP1 is significantly lower in the normal
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mucosa of patients without CRC as compared with the CRC tissues (P=0.012 and
P=0.0001 respectively) and with the paired normal-appearing mucosa (P=0.002 and
P=0.00016 respectively, Fisher's Exact test).

We also analyzed possible associations between GSTP1 and CDX1
hypermethylation with the main clinicopathological parameters obtained from patients
with CRC. The hypermethylation rates for CDX1 and GSTP1 are neither correlated
with age or gender of the patients, nor with tumor location, differentiation or clinical

staging (Table 1).

Survival analysis

The mean follow-up of CRC patients was 40.23 months (range, 1-63 months, data
missing for 2 patients). During this period, 24 (33.3%) of the patients died (15 men
and 9 women; mean age 67+ 12 y). Overall survival (OS) and disease-free survival
(DSF) were 60.5% and 46.5%, respectively, during a four-year follow-up.

The univariate analysis was used to evaluate the impact of CDX1 and GSTP1
hypermethylation and other clinicopathological parameters on the OS and DFS in
patients with CRC. As expected, it was observed that advanced tumor stages are
negatively correlated both OS and DFS (Table 2, P<0.0001, Log Rank Test), while
gender is related to reduction of DFS in men (P=0.024). However, frequent CDX1
and GSTP1 hypermethylation in both the tumoral tissue and normal-appearing
mucosa do not seem to directly influence survival of these patients (Table 2, P value

not significant for all the associations, Log-rank test).
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Discussion

We reported here that CDX1 and GSTP1 were frequently hypermethylated in CRC
tissue, event that could play a role in CRC carcinogenesis. Colorectal carcinomas
have been shown to develop through a stepwise progression of several genetic and
epigenetic events taking place during the well-described “adenoma-carcinoma”
sequence [18, 19]. However, the identification of new molecular factors involved in
progression of colorectal tumors is still a critical and necessary step towards better
understanding of colorectal carcinogenesis and development of new anticancer
strategies.

CDX1 encodes a transcription factor required for the expression of genes that
regulate the proliferation and differentiation of the intestinal epithelium [20].
Reduction in the CDX1 expression in CRC was associated with hypermethylation
[11, 12, 21, 22]. Our findings confirm that the CDX1 gene is hypermethylated with
high rate in the tumor (91.3%) and in the normal-appearing mucosa (94.2%) obtained
from patients with CRC, similar to the findings previously reported [11]. However,
CDX1 hypermethylation is not cancer-specific, and could also be observed in 70% of
patients without CRC, implying that CDX1 may have a physiologic role in normal
colorectal epithelium. However, when comparing normal and malignant tissues,
CDX1 hypermethylation was significantly higher in malignant tissue, in accordance
with its role in promoting colorectal cancer.

The GSTP1 gene encodes the detoxifying isoenzyme called GSTn (glutathione S
transferase pi) [23], which metabolizes a wide range of chemical agents and
therefore protects the DNA and other important biomolecules from the damage

caused by chemotherapeutic, carcinogenic agents and environmental pollutants [13].
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Studies have shown that loss or reduction in GSTP1 activities due to genetic
changes, like deletions [9] and polymorphisms [10], or epigenetic changes, like
hypermethylation [5, 13, 14, 24] increase the action of these carcinogens on the
colon mucosa, thus favoring development of CRC. We reported here that GSTP1
hypermethylation occurs in 49% of the patients with CRC and in 10% of patients
without CRC. These results differs from the range of 4 to 16% of GSTP1
hypermethylation observed in colorectal cancer tissue [5, 13, 14] and in normal
colorectal epithelium [5, 24].
GSTP1 and CDX1 hypermethylation could represent an early event in the
carcinogenesis of CRC, as reported previously [21, 25]. To our knowledge, this is the
first study that reports a high hypermethylation rate (47%) of GSTP1 in the colorectal
mucosa surrounding the tumor, very similar to frequencies observed in CRC tissue
(49%). The result of present and previous studies [26, 27] shows that use of the
normal-appearing mucosa of patients with CRC as control in methylation studies
must be questioned. The colorectal mucosa of CRC patients differs from that of
healthy individuals at DNA, RNA and protein level and which gives it a premalignant
behavior, metastatic and prognostic potential [28, 29]. Despite CDX1 and GSTP1
being methylated in the normal colon, indicating a possible physiological role, the
methylation of these genes is significantly increased in normal-appearing mucosa.
Thus, we suggest that the hypermethylation of these genes is an early event in CRC
carcinogenesis, related to the initiation and with participation in preneoplastic phases
in the CRC.
We did not detect association between CDX1 and GSTP1 hypermethylation with
clinicopathological parameters or with increased risk of death and relapse in CRC

patients. These associations had never been evaluated before in CRC patients,
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mainly in relation to survival. However, in other types of tumors, some studies show
divergence with regard to the influence of GSTP1 on the prognosis. In breast [30, 31]
prostate [32] and pituitary [33] tumors, GSTP1 hypermethylation seems to influence
the prognosis negatively. While in lymphomas, it is related to a higher survival and
response to the treatment [34]. It is to be expected, however, that the isolated action
of a biomolecular, or even immunohistochemical, marker does not have significant
changes on the prognosis, considering the complex multifactorial origin of the
oncogenic process. The survival receives influence from various internal and external
factors that regulate the life time by independent and, to most of them, unknown
pathways.

In conclusion, this study indicated that hypermethylation of CDX1 and GSTP1 plays a
role in CRC carcinogenesis, although their uses as molecular marker are limited. We
therefore suggest that their applicability as markers could further investigated in
studies that include more subjects or that could show their association to different

genes.
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Nontumoral

CRC NAM  mucosa
_NC _PC 35 _ 58 35 B1
M U M U M U

CDX1

GSTP1

Figure 1. MSP analysis of CDX1 and GSTP1 hypermethylation in colorectal cancer
tissue (CRC) and paired normal-appearing mucosa (NAM) from CRC patients and
nontumoral mucosa from patients without CRC (controls). A PCR product visible in
lanes M shows the presence of methylated alleles (202 pb to CDX1 and 100 pb to
GSTP1), while amplicons in lanes U show the absence of methylation (233 pb for
CDX1 and 90 pb for GSTP1). L, size marker, 100-pb DNA ladder; NC, negative

controls; PC, positive controls. 35, 58 e B1= sample identification.



76

Table 1
Association of CDX1 and GSTP1 hypermethylation status and main
clinicopathological features in 73 CRC patients.

Hypermethylation frequency

NAM CRC

Feature® n (%) CDX1 GSTP1 CDX1+GSTP1 CDX1 GSTP1 CDX1+GSTP1
All patients 73 65 35 31 63 36 32
Age (yrs)
>=50 59 54 27 24 52 27 24
<50 13 12 08 07 11 09 08
P 0.463 0.235 0.502 0.999 0.22 0.245
Gender
Female 37 33 22 18 32 16 15
Male 36 34 13 13 32 20 17
P 0.614 0.062 0.332 1 0.353 0.757
Localization
Right colon 13 12 06 05 13 04 05
Left colon 20 19 07 06 17 08 07
Rectum 40 36 22 20 34 24 20
P 0.938 0.34 0.438 0.513 0.116 0.678
Differentiation
Well/moderate 65 60 31 27 56 32 28
Poor 07 06 04 04 07 03 03
P 0.693 0.707 0.727 0.473 0.532 0.381
TNM stage
I 11 10 05 04 08 07 06
Il 23 19 09 07 20 09 10
1] 27 26 14 14 23 13 09
v 1M 10 06 05 11 06 06
P 0.179 0.844 0.668 0.385 0.646 0.478

NAM, normal-appearing mucosa; CRC, colorectal cancer tissue.
@ Data missing for age, differentiation and for TNM tumor stage for one patient.



Table 2

7

Impact of clinicopathological parameters and CDX1 and GSTP1 hypermethylation on
overall and disease-free survival in patients with CRC.

Overall survival

Disease-free survival

Median (months) + p? Median (months) + p?
Feature standard deviation standard deviation
Age (yrs)
>=50 46.7 + 2.96 0.16 48.65 + 3.32 0.8
<50 525+ 4.16 46.01 + 5.61
Gender
Female 49.3 + 3.45 0.12 51.92 + 3.43 0.024
Male 459 + 3.60 42.82 +4.45
Localization
Right colon 478 +2.84 0.44 49.35 + 3.16 0.89
Left colon/rectum 47.9 + 5.11 43.75 + 6.26
Differentiation
Well/moderate 49.0 + 2.67 0.49 50.02 + 3.96 0.23
Poor 40.8 + 8.61 36.16 +9.94
TNM tumor stage
I 55.7+ 1.21 <0.0001 52.5+2.24 0.018
I 56.2 + 3.06 57.7 £2.89
11 451 +4.17 37.1+5.37
v 23.4+5.73 NA
CDX1 hypermethylation in CRC
Unmethylated 46.8 + 2.77 0.73 39.8 + 8.87 0.26
Methylated 52.33 + 6.51 48.36 + 3.09
CDX1 hypermethylation in NAM
Unmethylated 49.8 +11.8 0.81 49.7 +11.5 0.9
Methylated 48.2 + 2.58 48.7 +2.93
GSTP1 hypermethylation in CRC
Unmethylated 50.04 + 3.67 0.32 51.07 + 4.11 0.19
Methylated 45.82 + 3.37 4498 + 3.85
GSTP1 hypermethylation in NAM
Unmethylated 47.+3.95 0.76 49.2 +3.78 0.83
Methylated 47,6 + 3,61 46,6 + 4,10

NAM, normal-appearing mucosa; CRC, colorectal cancer tissue, NA, not applicable.

? Log-rank test
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5. CONCLUSOES FINAIS

Relatamos aqui importantes achados sobre a frequéncia de hipermetilagao de

ilhas CpG na regiao promotora dos genes CDX1, GSTP1 e TWISTL1 e sua influéncia

sobre a carcinogénese e evolugdo clinica do CCR. Para tanto, comparamos a

frequéncia de metilagdo observada em bidpsias obtidas de pacientes com CCR com

a da mucosa normal de pacientes sadios. Além disso, a hipermetilacdo destes genes

foi avaliada quanto a associagdo com parametros clinicopatolégicos, bem como pela

capacidade de influenciar o prognéstico dos pacientes com CCR.

Abaixo, apresentamos de forma sumarizada as principais conclusdes deste trabalho.

1)

2)

3)

A hipermetilacdo de CDX1, GSTP1 e TWIST1 € um mecanismo biologico de
controle de expressao génica importante na fisiopatogenia do CCR, pois
ocorre com elevada frequéncia em pacientes com este tipo de turmor em
relacdo aos pacientes sem céancer. Para todos os genes, foi demonstrada
elevagao estatisticamente significativa da frequéncia de hipermetilagdo nas
bidépsias obtidas dos pacientes com CCR.

A mucosa aparentemente normal obtida de pacientes com CCR apresenta
alteracdes epigenéticas significativas. Por este motivo, sua utilizacdo como
tecido “controle” em estudos de hipermetilagcdo n&o seria adequada. Para
todos os genes, foi demonstrada elevacédo significativa da frequencia de
hipermetilagdo na mucosa aparentemente normal de pacientes com CCR
quando comparada a mucosa normal de pacientes sem CCR.

A hipermetilagdo de CDX1, GSTP1 e TWIST1 parece ser um evento precoce

na patogénese do CCR. Esta afirmacao parte do achado de que, para os trés



4)

5)

6)
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genes, foi detectada elevagdo na frequéncia de metilacgdo na mucosa
aparentemente normal de pacientes com CCR.

A metilacdo de CDX1 e GSTP1 parece ndo estar associada a caracteristicas
como sexo e idade do pacientes ou localizacéo, diferenciacéo e estadiamento
tumoral. J& a hipermetilacdo de TWIST1 é mais freqiente em tumores com
estadiamento I, lll e 1V, o que indica um possivel envolvimento de TWIST1
ndo somente em fases iniciais, mas também na progressdo e metastase
tumoral.

A hipermetilacao dos trés genes aqui analisados néo influencia a sobrevida
global e a sobrevida livre de recidiva dos pacientes com CCR (tempo de
seguimento médio: 40,23 meses).

Através de analise imunoistoquimica, foi possivel concluir que a
hipermetilacdo ndo esta diretamente relacionada a perda da expressao
proteica tecidual de TWIST1. Grande parte das bidpsias nas quais se
detectou hipermetilacao de TWIST1 apresentaram concomitante elevada
expressao proteica, o que indica que estes mecanismos nao estao
inversamente relacionados no carcinoma colorretal. Este achado sugere que
outros mecanismos podem se sobrepor a hipermetilagdo no controle de

expressao de TWIST1.
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ANEXO 1
Detalhamento de resultados néo incluidos nos manuscritos.
1. Analise imunoistoquimica para detec¢ao da proteina TWIST1 em amostras de

tumor colorretal.
1.1 Pacientes e Métodos

Foram incluidos neste estudo 20 pacientes com diagndstico laboratorial de
carcinoma colorretal submetidos a ressecgéo cirurgica, no periodo de junho de 2007
a julho de 2008, pela equipe de Coloproctologia do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre. De cada pacientes foram obtidas duas amostras de tecido, uma de tecido
tumoral (T) e outra da mucosa macroscopicamente normal adjacente ao tumor
(adjT). As amostras adjT foram coletadas de uma area localizada a pelo menos 15
cm do tumor. Apds a coleta, as amostras foram imediatamente imersas em formalina
10% e enviadas ao Servigo de Patologia da Universidade Federal de Ciéncias da

Saude de Porto Alegre (UFCSPA) para a analise imunoistoquimica (IHQ).

1.2 Analise imunoistoquimica

As bidpsias foram submetidas a desidratacdo em alcool, imersdo em xilol e o
emblocamento em parafina. Para observar a integridade dos tecidos, uma secg¢éao de
3 micras de cada bidpsia foi analisada mediante a coloragdo hematoxilina-eosina
(HE). Para a coloragdo imunoistoquimica, os cortes foram desparafinizados com xilol
e reidratados com solugdes de etanol de concentragdo decrescente. A recuperagéo
do antigeno foi realizada em citrato de sédio pH 6,0, em banho maria, por 40 min e
deixadas por 20min em temperatura ambiente. As laminas foram imersas por 2 x 15
min em tampao de peroxido (95 ml de metanol e 5ml de H,O2 5%), para bloquear a
peroxidase endogena, evitando com isso a coloracdo de fundo (background).

Possiveis sitios de liga¢des inespecificas do anticorpo primario (anti-TWIST1 ) foram
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bloqueados, utilizando-se albumina de soro bovino (BSA) 1% por 1 hora. As
seccdes de tecido foram incubadas overnight com o anticorpo policlonal primario
anti-TWIST (H-81; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA), em diluicao 1/50 e,
ap6s a lavagem, incubadas com o segundo anticorpo (anti-anticorpo primario
biotinilado, Kit Super ABC, EASYPath), por 40 minutos a temperatura ambiente. A
terceira incubagao foi com o complexo avidina-biotina-peroxidase (Kit Super ABC,
EASYPath), por 40 minutos a temperatura ambiente. A atividade da peroxidase foi

visualizada utilizando-se o cromogeno 3,3-diaminobenzidina-tetrahidrocloreto (DAB).

Apoés lavagem, as amostras foram contra-coradas com hematoxilina de Mayer por
30 segundos, lavadas com agua corrente, desidratadas e finalizadas com a adigao

da laminula que foi fixada com Entellan.

Na analise da reacdo imunoistoquimica, cada amostra foi avaliada quanto a
extensdo (area) e a intensidade da coloragéo, segundo critérios definidos por Kyo et
al (2006). Na analise de extensao da coloracdo foi observada a area total da lamina
que apresentava imunocoloragao positiva, sendo classificada como segue: 0 (0%), 1
(1-30%), 2 (31-60%), 3 (61-100%). Quanto a intensidade, a imunocoloragéo foi
classificada como: 0 (negativa), 1 (fraca), 2 (média), 3 (forte). Para o resultado final
da imunocoloracdo, foi calculado um score de 0 a 6, obtido pela soma da
classificagdo obtidas quanto a extensdo e intensidade da imunocoloragao
observados em cada amostras. As amostras com um score final igual ou superior a 5

foram consideradas amostras que apresentavam hiperexpressdo de TWIST.
1.3 Resultados

Em nosso estudo a reagdo imunoistoquimica positiva de TWIST1 foi
predominante citoplasmatica, pelo aparecimento de granulos marrom-acastanhados

presente entre os nucleos contracorados com hematoxilina, conforme ilustra a
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Figura A1. Em 100% das amostras analisadas a extensao da imunocoloragao atingiu
61% a 100% (score 3 de extensao), ja a intensidade variou entre fraca a forte
(escores 1, 2 ou 3). Entre os 20 pacientes analisados, 19 (95%) apresentavam
hiperexpressao de TWIST1 (escore 5 ou 6) na mucosa normal adjacente ao tumor e
15 (75%) no tumor. Estas frequéncias nao diferem estatisticamente quando
analisados a mucosa normal e tumoral de um mesmo paciente (P=0,37, McNemar

Test).

Paralelamente a imunoistoquimica, as mesmas amostras foram submetidas a
analise de metilacdo utilizando-se o procolo anteriormente descrito neste trabalho
(Fackler, 2003). Os resultados da imunoistoquimica e da analise de hipermetilagao
do gene TWIST1 (na mucosa normal adjacente ao tumor e no tecido tumoral) foram

comparados e estdo descritos na Tabela A1.
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Figura A1. Resultado da imunoistoquimica para analise da expressao da proteina
TWIST1 em em diferentes amostras de tumor colorretal (A-C). A intensidade de

coloracéo foi classificada como fraca (A), média (B) ou forte (C).
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Tabela A1. Resultados da analise paralela da hipermetilagdo de TWIST1 e a
expressao protéica no tecido tumoral e na mucosa aparentemente normal obtida de

20 pacientes com CRC.

Mucosa aparentemente normal Tumor colorretal (CRC)
Imunoistoquimica Imunoistoquimica
Paciente  Metilag&o Escore® Expressao Metilagé&o Escore Expresséo
1 Nao 5 alta Nao 6 alta
2 Sim 6 alta Sim 6 alta
3 Nao 6 alta Nao 5 alta
4 Sim 4 baixa Sim 6 alta
5 Nao 6 alta Sim 4 baixa
6 Nao 6 alta Nao 5 alta
7 Nao 6 alta Nao 5 alta
8 Nao 6 alta Nao NA NA
9 Nao 5 alta Sim 4 baixa
10 Sim 6 alta Nao 6 alta
11 Sim 6 alta Sim 5 alta
12 Nao 6 alta Nao 4 low
13 Nao 6 alta Nao 6 alta
14 Nao 6 alta Nao 4 baixa
15 Nao 6 alta Nao 6 alta
16 Nao 6 alta Sim 6 alta
17 Sim 5 alta Sim 5 alta
18 Nao 6 alta Sim 6 alta
19 Nao 6 alta Nao 6 alta
20 Nao 5 alta Nao 6 alta

NA, amostra ndo pode ser analisada.
@ Amostras com escore final de 5 ou superior foram consideradas como alta expresséo. Para maiores
detalhes, veja o texto.

Conclusoes parciais

A hiperexpressdo de TWIST ocorre no tecido tumoral e a mucosa adjacente de
pacientes com CCR, como ja havia sido descrito para outros tipos de tumor, porém
nunca para CCR. Resultado semelhante obtiveram Gort et al.(2008) ao avaliarem a
expressao da TWIST em biopsias de carcinoma da mama e da mucosa tumoral e
aparentemente normal de um mesmo paciente, pois concluiram que nao houve
diferengca significativa entre estes tecidos, porém observaram uma leve
predominancia de hiperexpresssdo de TWIST no carcinoma de mama em relacao a

mucosa adjacente ao tumor.
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Concluimos que a TWIST é frequientemente hiperexpressa no CCR, achado pode
indicar o envolvimento de Twist na carcinogenese e na evolugao clinica deste tipo de
tumor. Cabem novos estudos que apontem a relagao da hiperexpressdo de TWIST
com parametros clinicopatolégicos e de prognodstico de pacientes com CCR, para
que a devida compreensao sobre a influéncia biolégica e a possivel validacdo da

hiperexpressao de TWIST como um marcador diagndstico e/ou prognéstico no CCR.
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2. Analises de sobrevida global e de sobrevida livre de recidiva para pacientes

subclassificados pelo estadiamento.

Overall survival Disease-free survival
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Figure A2. Overall survival and disease-free survival with respect to TWIST hipermethylation in cancer
tissue from CRC patients classified according to TNM stage. Survival curves shows that Twist
hipermethylation is not significantly correlated with shortened OS neither from patients in TNM stage Il
and Il (A) or TNM stage IV (B). Also, the DFS from patients in TNM stage Il and IIl (C) was not

influenced by Twist hipermethylation.
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ANEXO 4
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo da pesquisa: Avaliacdo do papel da hipermetilacdo da regido
promotora dos genes CDX1, TWSIT E GSTP-1 na carcinogénese do
carcinoma colorretal.

Este texto foi feito para explicar a vocé um estudo cientifico que esta sendo
desenvolvido pela equipe médica de Proctologia do Hospital de Clinicas, que tem
por objetivo conhecer melhor a doenga para qual vocé esta sendo tratado.

A causa dos tumores do intestino grosso ainda nao esta bem esclarecida.
Acreditamos a causa dos tumores do intestino grosso possa estar relacionada com
algumas alteracdes no DNA ainda pouco estudadas para tipo de tumor. Neste
estudo usaremos uma pequena amostra (pedago de tecido) do tumor retirado de seu
intestino, logo apds a cirurgia, para analisarmos se esta alteragao estd ou nao
presente no tumor. Os resultados obtidos podem trazer informagdes importantes
quanto a sua doencga. Se vocé tiver a alteragéo, nao significa que os seus familiares
também a terdo, porque ela ndo foi herdada dos seus pais e talvez nem passe para
os seus filhos. Por precisarmos saber mais sobre ela, é que estamos realizando este
estudo.

A participacao neste estudo é voluntaria e implica na autorizagao da utilizagao
de uma pequena amostra do tumor para a pesquisa. Também implica na autorizagao
para revisao de dados referentes a sua doencga a partir de revisdo de seu prontuario
médico. Nao ha qualquer risco para vocé e para a sua familia, a participagdo no
estudo nado alterara de forma alguma seu tratamento. Vocé tera acesso a todos os
resultados dos seus testes e ndo havera qualquer custo financeiro adicional.

A recusa em participar do estudo em nada afetara sua assisténcia médica.
Em caso de divulgagéao cientifica dos resultados deste estudo, ndo havera qualquer
identificagc&o individual, sendo garantido sigilo e anonimato nos dados.

Em caso de duvida sobre qualquer aspecto do trabalho, vocé podera contatar
com o médico responsavel (Dr. Daniel Damin) pelo telefone 33168245 para maiores
esclarecimentos.

Caso vocé concorde em participar escreva e assine seu nome no espago
abaixo:

Nome do paciente (letra de forma)

Assinatura do paciente Data:
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ANEXO 5
Participacdo em Eventos e Apresentacdes resultantes deste trabalho

IX Simpdsio Nacional de Biologia Molecular aplicada a Medicina
NICOLINI, C. ; RUPPENTHAL, R. D. ; DAMIN, A. ; DAMIN, D. ; FERREIRA
FILHO, A. F. ; ROSITO, M. A. ; ALEXANDRE, C. O. P.

A hipermetilacdo dos genes Twist e Glutationa S-transferase P1 (GSTP1) no
carcinoma colorretal.

. 1f 44th ASCO Annual Meeting, 2008, Chicago - lllinois. Journal of Clinical
Oncology
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