Avaliacdo da expressao do gene MGMT nos tecidos normal e
neoplasico de doentes com cancer colorretal
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RESUMDPO

Objetivo: Avaliar a expressao tecidual do gene de reparo MGMT comparando a mucosa cdlica normal e neopldsica em doentes
com cancer colorretal. Métodos: Foram estudados 44 portadores de adenocarcinoma colorretal confirmado por estudo
histopatoldgico. Foram excluidos doentes suspeitos de pertencerem a familias com cancer colorretal hereditario (HNPCC e PAF) e os
portadores de cancer do reto médio e inferior submetidos a tratamento quimioradioterdpico neoadjuvante. A expressao do gene
MGMT foi avaliada pela técnica da reacdo de polimerase em cadeia em tempo real (RT-PCR). A comparacao dos resultados
encontrados para expressao do gene MGMT entre tecidos normais e neoplasicos foi feita pelo teste t de Student pareado,
adotando-se nivel de significancia de 5% (p <0,05). Resultados: A expressdo tecidual do gene MGMT em todos os doentes foi
menor no tecido neoplasico quando comparada a do tecido normal (p=0,002). Conclusao: O gene de reparo MGMT encontra-se
menos expresso no tecido neopldsico quando comparados aos tecidos normais em portadores de CCR esporadico.

Descritores: Neoplasias Colorretais. Alquilantes. Reparo do DNA. O(6)-metilguanina-DNA metiltransferase. Reacdo em cadeia da

polimerase.

INTRODUCAO

desenvolvimento do cancer colorretal (CCR) é um

processo sequencial, que envolve acimulo progressi-
vo de mutacdes que resultam na ativacdo de oncogenes e
inativacdo de genes supressores de tumor. O conhecimen-
to dos eventos genéticos e epigenéticos envolvidos na
carcinogénese colorretal é importante tanto para a melhor
compreensao dos mecanismos responsaveis pela transfor-
macao maligna das células normais, quanto para o desen-
volvimento de novas estratégias terapéuticas’.

O epitélio coélico encontra-se constantemente
exposto aos radicais livres de oxigénio, nitrogénio e metil
(CH,), produzidos durante o metabolismo das proprias cé-
lulas epiteliais ou oriundos do meio externo. Para protegé-
las contra o dano provocado por esses radicais, as células
da mucosa célica contam com eficientes mecanismos de
reparo, representados, principalmente pelos sistemas BER
(Base Excision Repair), NER (Nucleotide Excision Repair) e
MMR (MisMatch Repair)?. O gene MGMT(OMIN: 156569),

também conhecido como AGT e AGAT, um dos compo-
nentes do sistema de reparo do DNA, codifica a O°-
metilguanina-DNA metiltransferase (MGMT), uma das mais
importantes proteinas de reparo do DNA, especifica para
correcao da incorporacao de radicais CH, na base guanina
gue leva a formacado da base metilada O®-metilguanina. A
remogcdo do radical CH, da molécula da O°-metilguanina
tem fundamental importancia para evitar mutacdes ocasi-
onadas por transicdes de bases decorrentes da presenca
da base metilada.

Estudos mostraram que o acimulo de mutacbes
no CCR esporadico pode estar relacionado a reducdo da
expressao tecidual do gene MGMT'3#, Como consequéncia,
a menor transcricao da proteina MGMT reduz a capacida-
de de correcdo dos erros de pareamento de bases decor-
rentes da hipermetilacdo. A menor capacidade de reparo
aumenta a possibilidade de surgirem mutagdes capazes
de formarem clones de células com autonomia proliferativa
e resisténcia a apoptose principais caracteristicas das célu-
las neoplasicas.
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A utilizacdo de substancias com poder alquilante
(capazes de transferir radicais CH, para bases do DNA)
para induzir a apoptose das células neoplasicas, é uma das
estratégias mais antigas empregadas para o tratamento
guimioterapico do CCR®. Essas drogas incorporam radicais
CH, na base guanina, formando grandes quantidades de
Of-metilguanina que por exceder a capacidade dos siste-
mas de reparo do DNA, induz a apoptose celular®’#. Essa
possibilidade ficou mais evidente quando se demonstrou
gue o aumento do contetdo tecidual da proteina MGMT,
pela maior remocao da guanina oxidada, encontrava-se
relacionado a menor resposta terapéutica aos tratamento
guimioterapico®. De modo inverso, a associacao de subs-
tancias que inibem a proteina MGMT aumentaram, signi-
ficativamente a resposta a essas drogas.

E possivel que a importancia da expressdo
tecidual do gene MGMT na resposta aos quimioterapicos
possa estar relacionada ao papel desempenhado pelos
genes de reparo no ciclo celular. Durante a mitose caso
exista erro no pareamento de bases, a célula pode seguir
dois caminhos distintos. Quando o erro é reconhecido e
reparado, a divisdo celular segue seu curso natural assegu-
rando que o DNA da nova célula formada nao tenha sofri-
do mutacbes. Entretanto, quando o erro de pareamento
nao pode ser reparado, para evitar o aparecimento de
mutacdes nas futuras geracdes de células, ocorre inducdo
da apoptose por proteinas especificas, que formam a ulti-
ma estratégia de defesa contra a formacdo de células
mutantes. Agentes quimioterdpicos, como a mostarda
nitrogenada, ciclofosfamida, dacarbazina agem formando
grandes quantidades de bases metiladas, que ultrapassan-
do a capacidade de correcdo pelo sistema de reparo, indu-
zem a apoptose celular. Esses achados sugerem que o co-
nhecimento prévio da expressao tecidual do gene MGMT
em portadores de CCR poderia ser considerada uma estra-
tégia util para separar os doentes que se beneficiariam ou
ndo da quimioterapia adjuvante melhorando a relacdo custo
beneficio do tratamento®. Todavia, torna-se necessario,
inicialmente avaliar se a expressao tecidual do gene MGMT
no tecido neoplasico encontra-se reduzida nos portadores
de CCR, em relacao a dos tecidos normais. A expressao do
gene MGMT comparando tecidos normais e neoplasicos
até o momento foi pouco avaliada, o que motivou a elabo-
racdo do presente estudo.

METODOS

O presente estudo recebeu aprovacdo do Comi-
té de Etica em Pesquisa da Universidade Sao Francisco
(Projeto n°: 0235.0.142.000-07). Todos os pacientes que
forneceram material biolégico para a pesquisa assinaram
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido apds serem
informados de todas as etapas experimentais.

Foram selecionados para o presente estudo 44
enfermos (22 mulheres), com média de idade de 62,4 anos,

portadores de adenocarcinoma do célon e reto superior,
submetidos a tratamento cirdrgico com intencao curativa,
por uma mesma equipe cirdrgica entre janeiro de 2007 e
dezembro de 2008. Foram excluidos os suspeitos de per-
tencerem a familias com CCR hereditario (polipose
adenomatosa familiar e cancer colorretal hereditario nao
polipoide), portadores de CCR associado a doenca infla-
matdria intestinal, os operados em carater de urgéncia e
os portadores de cancer do reto médio e inferior por terem
sido submetidos a tratamento radioquimioterapico
neoadjuvante.

Imediatamente apds a remocdo do espécime
cirtrgico, foram retirados trés fragmentos da mucosa coli-
ca normal distante no minimo de 10cm da margem supe-
rior da neoplasia. Da mesma forma, foram coletados trés
fragmentos da mucosa neoplasica, sempre obtidos da pe-
riferia do tumor. Os fragmentos removidos foram identifi-
cados, acondicionados, individualmente em recipientes
apropriados, e imediatamente enviados ao Laboratorio de
Biologia Molecular da Universidade Sdo Francisco, onde
foram resfriados a -80°C, até o momento da realizacdo
dos ensaios experimentais. Os trés fragmentos de cada te-
cido foram destinados ao estudo da expressdo do gene
MGMT pela reacdo em cadeia de polimerase em tempo
real (RT-PCR). A amplificacdo do gene MGMT por RT-PCR
foi realizada sempre pelo mesmo técnico, em bateria uni-
ca e em triplicata. O diagnoéstico histolégico de
adenocarcinoma colorretal foi confirmado por patologista
experiente em neoplasias colorretais, que desconhecia os
objetivos do presente estudo.

Para a avaliacao da expressao dos genes MGMT
e do gene constitutivo b-actina a extracdo do RNA foi rea-
lizada nos trés fragmentos obtidos da mucosa célica nor-
mal e nos trés da neoplasica. Para a estabilizacao e prote-
cao do RNA, ap6s a resseccao cirurgica todas as amostras
foram acondicionadas em frascos contendo RNA-later
(QIAGEN, Valencia, CA, USA) e refrigeradas a -80°C até o
momento da extracado do RNA. A extracdo do RNA foi fei-
ta com o emprego do RN-easy® tissue kit (QIAGEN), se-
guindo o protocolo do fabricante. Apés a extracdo, aproxi-
madamente 100mg de RNA foram utilizadas para a sinte-
se do cDNA usando o high capacity cDNA archive kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

A analise da expressdo dos genes MGMT e do
gene constitutivo 4-actina foi feita por RT-PCR utilizando
o equipamento iCycler IQ™ (Bio-Rad, USA). Os experi-
mentos foram sempre feitos em triplicata, e as amostras
foram normalizadas usando-se um dos controles
constitutivos. A tabela 1 mostra os primers utilizados para
a amplificacdo dos genes MGMT e B-actin. A expressao
relativa de ambos os genes estudados foi calculada de
acordo com férmula 2 ®tE0/2Gn-E0 hrayiamente descrita'®.
O valor final adotado para a expressdo dos genes de repa-
ro MGMT e do gene constitutivo d-actina foi o valor médio
encontrado nos trés fragmentos analisados de cada doen-
te.
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Tabela 1 - Primers utilizados para amplificacdo dos genes MGMT e B-actina.

Gene Primer Sequéncia (5'-> 3')

MGMT MGMT-sense CGAAACTTGCCCAGGAGCTTTATTT[FAM]G
MGMT-antisense CACCACACTGGACAGCCCTTT

B-actina B-actin-sense CGGCTAATACACACTCCAAGGCIFAMIG

B-actin-antisense ACACTGGCTCGTGGACAAGG

Os resultados obtidos para a expressao do gene
MGMT foram expressos segundo o valor médio com o res-
pectivo erro padrao considerando os tecidos normais e
neoplasicos. Empregou-se o teste t de Student pareado na
comparacao entre os valores adotando-se intervalo de con-
fianca de 95%. Estabeleceu-se nivel de significancia de
5% (p <0,05). Todos os dados obtidos foram analisados
usando o programa estatistico SPSS 13.0 (SPSS Inc., Chi-
cago, USA).

RESULTADOS

A figura 1 mostra os resultados obtidos com a
amplificacdo do gene MGMT, comparando o tecido nor-
mal e o neoplasico. Verificou-se que, no tecido normal, os
valores encontrados para amplificacdo do gene foi 0,1974
+0,02UA, enquanto que no neoplasico foi 0,1100 £0,01UA.

A tabela 2 mostra os valores médios, com o res-
pectivo erro padrao e intervalo de confianca dos valores

UA.
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Figura 1 - Média com o respectivo erro padrdo do numero de

copias amplificadas do gene MGMT, comparando os
tecidos normal e neoplasico.

U.A. = Unidades arbitrérias; * = significante; Teste t pareado.

encontrados comparando a expressdo do gene MGMT nos
tecidos normal e neoplasico. Verificou-se que no tecido
normal a expressao do gene MGMT foi significativamente
maior quando comparada a do tecido neoplasico (p=0,002).

DISCUSSAO

Na carcinogénese colorretal existem duas vias
distintas e bem definidas, representadas pelas vias de ins-
tabilidade cromossémica (CIN) e instabilidade de
microssatélites (MSI)'12. A primeira, também conhecida
como via “classica”, parece ser a mais comum e depende
de um actmulo sequencial de mutacées em protoncogenes
ou genes supressores de tumor. A via CIN frequentemente
encontra-se relacionada a delecdes de partes importantes
dos cromossomos. A via MIS por sua vez, relaciona-se a
instabilidade gendmica, onde ocorrem mutagdes em genes
do sistema de reparo do DNA, possibilitando acimulo ace-
lerado de mutacdes nos genes envolvidos em diversas fun-
¢Oes celulares, sobretudo naqueles relacionados ao con-
trole do ciclo celular. A via CIN, geralmente encontra-se
associada ao CCR esporadico que obedece a sequéncia
classica adenoma-carcinoma, enquanto a via MSl ao can-
cer colorretal heredidario ndo polipoide (HNPCC) relacio-
nado a deficiéncias nas proteinas de reparo do DNA. De
modo interessante, neoplasias oriundas dessas duas vias
carcinogénicas apresentam aspectos histopatolégicos dis-
tintos, quando se comparam tumores relacionados a insta-
bilidade cromossdmica com aqueles decorrentes de MSI.

Apesar da maioria dos tumores colorretais apre-
sentarem fenotipos que se enquadravam nessas duas vias
de carcinogénese, estudos mostraram que alguns apresen-
tavam caracteristicas fenotipicas diferente daquelas encon-
tradas nas duas vias conhecidas'®. O estudo genético des-
ses tumores mostrou, que existia a incorporacdo de uma
grande quantidade de radicais CH, nas “ilhas CpG" da

Tabela 2 - Comparacdo dos valores da expressao do gene MGMT nas células normais e neoplasicas da mucosa colica de
doentes com cancer colorretal.
Média + EP (UA)
n Tecido Normal Tecido Neoplasico IC - 95% p
MGMT 44 0,1974 £ 0,02 0,1100 + 0,01 0,0324 - 0,1424 0,002*

UA = Unidades arbitrarias; n = numero de doentes, EP = Erro padrdo,;IC95% = intervalo de confianca (95%), * = significativo, Teste t pareado;
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regido promotora dos genes (regido 5'). A regido 5’ con-
tém sequéncias especificas de bases nitrogenadas que de-
terminam onde devera iniciar-se o processo de transcricao
dos genes, sendo, por isso, conhecidas como regido pro-
motora. Caso sofram hipermetilacdo os fatores de
transativacao encontram dificuldade para iniciarem o pro-
cesso de transcricdo, tornando o gene menos expresso. As
“ilhas CpG" sdo regides formadas, fundamentalmente,
pelas bases citosina e guanina (geralmente acima de 50%
dos nucleotideos existentes no local). A base guanina é a
base do DNA mais sujeita a metilacdo. Genes que apre-
sentam menor expressao geralmente tem maior tendéncia
ao aumento da incorporacédo de radicais CH, nas bases
das “ilhas CpG".

A hipermetilacdo da regido promotora dos genes
é uma das alteracbes epigenéticas atualmente mais estu-
dadas no CCR, pois é capaz de impedir a transcricdo de
proteinas fundamentais para o controle do ciclo celular.
Quando os niveis de metilacdo sdo muito altos pode haver,
até mesmo, a completa inativacdo do gene incapacitan-
do-o de traduzir a proteina por ele codificada®* A impor-
tancia desse mecanismo carcinogénico no CCR tem sido
confirmada por estudos demonstrando que a hipermetilacdo
da regiao promotora do gene de reparo hMLH1, associado
ao HNPCC, é encontrada em até 80% dos casos de CCR,
com erros de replicacdo (RER+)”'4. Esta nova via de
carcinogénese asssociada a hipermetilacao da regido pro-
motora dos genes foi batizada de CIMP (CpG Island
Methilated Phenothype). Fenotipicamente os tumores re-
lacionados a via CIMP localizam-se, principalmente, no
c6lon proximal e, geralmente, apresentam-se associados a
MSI&15

Estudos experimentais confirmaram a relacao
entre a metilacdo e o CCR. O azoximetano, substancia
carcinogénica frequentemente utilizada em modelos ex-
perimentais de CCR, tem como principal mecanismo de
acao o aumento na formagdo da guanina metilada (O°-
metilguanina)'. A substancia age aumentando a incorpo-
racdo de radicais CH, no oxigénio localizado na posicao
‘6’ da molécula da guanina, formando O°-metilguanina,
considerada a base metilada mais relacionada ao apareci-
mento de mutacoes do DNA'.

O gene MGMT, ha quase duas décadas, vem
sendo relacionado a carcinogénese colorretal'®'” ‘ocaliza-
se no cromossoma ‘10’ na regido 10926, e transcreve a
proteina MGMT que age, especificamente, no reparo de
moléculas O°-metilguanina inapropriadamente pareadas
durante a replicacdo do DNA. A MGMT é uma das poucas
proteinas capazes de reparar o DNA danificado por agen-
tes alquilantes. Seu mecanismo de acdo ndo permite que
seja considerada como uma enzima verdadeira, por rece-
ber o radical CH, em uma reacao estequiométrica, nao se
regenerando apés a metilacdo’®. A proteina selvagem re-
move, continuamente, os radicais CH, das moléculas de
OP-metilguanina produzidos pelo préprio metabolismo ce-
lular, ou proveniente do consumo de dietas ricas em gor-

duras, carnes vermelhas e tabaco. A proteina também é
capaz de remover radicais CH, fornecidos pelas drogas
guimioterapicas alquilantes, interferindo na resposta tera-
péutica a essas substancias®. Os erros de pareamento du-
rante a replicacdo do DNA decorrentes da formacao da
OP-metilguanina surgem em virtude da base metilada parear-
se com a timina no lugar da citosina, ocasionando transi-
coes de base do tipo G:C®AT™ Quando o gene MGMT
apresenta reducao da sua capacidade de expressao, geral-
mente por hipermetilacdo da regido promotora, a proteina
MGMT nao serd traduzida?®. A proteina MGMT age trans-
ferindo os radicais CH, removidos da O°-metilguanina, para
um sitio receptor e cisteina localizado na estrutura
molecular proteina’?'. A S-metilcisteina formada no sitio
ativo da proteina selvagem, ap6s a agregacao do radical
CH,, impede que ele seja reconvertido novamente em
cisteina, fazendo com que cada molécula da MGMT atue
apenas uma unica vez, provavelmente por uma altera-
¢ao conformacional da molécula, pela sua rapida degra-
dacao pelo sistema ubiquitina’. Como a reacado de
inativacdo da MGMT é irreversivel, a proteina deve ser
constantemente produzida para remover radicais CH, de
outras moléculas de C*-metilguanina. Em outras palavras,
as células dependem da sintese continua da proteina
MGMT para remocao dos erros de pareamento. Para que
exista traducao continua da proteina, o gene MGMT ndo
pode estar metilado. Estudos experimentais confirmaram
esses fatos ao demonstrarem que ratos transgénicos com
maior expressao do gene MGMT e, consequentemente,
maior transcricdo da proteina, sdo mais resistentes as
mutacoes do tipo G:C®ATZ.

A hipermetilacdo da regido promotora do gene
MGMT é conhecida ha varios anos como uma possivel
causa para explicar a menor expressdo do gene nas célu-
las neoplasicas?®>. No tecido neoplasico com a perda da
expressao do gene é possivel identificar varios genes regu-
ladores que sofreram um significativo indice de mutacoes
do tipo transicao G:C®A:T. Ja foi demonstrado que, quan-
do o gene MGMT encontra-se menos expresso, ocorre
aumento de mutacdes por transversdes de bases tanto em
oncogenes, como o K-ras, quanto em genes supressores
de tumor como o p53?+%%. O acimulo sequencial de muta-
cbes nesses genes é frequentemente encontrado nos do-
entes com CCR esporadico?*?>?’. Estudos de
seguenciamento simultaneo nos dois genes mostraram que
a mutacao mais comumente identificada em ambos sdo
transversoes do tipo G:C®A: T2,

Os resultados do presente estudo confirmam que
a expressao tecidual do gene MGMT encontra-se reduzida
nos tecidos neoplasicos de portadores de CCR esporadico
em relacdo aos tecidos normais. Os achados sugerem que,
no tecido neoplasico, exista menor capacidade de reparo
de O°-metilguanina no DNA, o que aumenta a possibilida-
de de mutacdes do tipo transicdes G:C®A:T?*. De outra
forma, a maior expressdo do gene nos tecidos normais
confirma a importancia da producao constante da proteina
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MGMT na prevencao de mutacdes em células epiteliais
colicas, constantemente expostas aos radicais CH,. A per-
da dessa capacidade no tecido neoplasico sugere que, em
algum momento, a reducao do contetdo celular da prote-
ina MGMT possibilitou uma deficiéncia no mecanismo de
reparo, possibilitando o aparecimento de células mutantes.

Teorias tentam explicar a menor expressao dos
genes de reparo no tecido neoplasico dos portadores de
CCR esporadico. Uma delas propde que a metilacdo da
regiao promotora dos genes de reparo é o principal me-
canismo responsavel pela sua menor expressao no teci-
do neoplasico?® Outra sugere que o processo de metilacao
possa ocorrer, simultaneamente nos diferentes sistemas
de reparo®'#'>. Em estudo anterior, avaliando o mesmo
grupo de doentes, verificamos que o gene hMLH T apre-
sentava menor expressao no tecido neoplasico quando
comparado ao tecido normal®. E possivel que o gene
hMLH1, um dos principais componentes do sistema MMR
de reparo do DNA, também estivesse menos expresso
em decorréncia da hipermetilacdo da sua regiao promo-
tora, entretanto, naquela oportunidade, essa possibili-
dade nao foi avaliada. Contudo, estudos anteriores que
avaliaram essa possibilidade confirmaram que ocorre
menor expressao dos genes de reparo em portadores de
CCR esporadico, relacionada ao aumento progressivo da

ABSTRACT

incorporagao de radicais CH, na sua regiao promoto-
ra24,25,26.

Estudos com maior nimero de doentes que ava-
liem, concomitantemente, a presenca de transicdes de base
do tipo G:C®A:T em genes relacionados ao controle do
ciclo celular, como o k-rase o p53, e a expressdao do MGMT
ainda sdo necessarios para melhor compreensao do papel
desempenhado pelo gene no desenvolvimento de muta-
¢bes responsaveis pela quebra da homeostase entre a pro-
liferacdo celular controlada e a apoptose programada.
Apesar de nos ultimos anos ter ocorrido aumento
exponencial no conhecimento dos eventos epigenéticos
relacionados ao gene MGMT, pesquisas ainda sao neces-
sarias para validar a pesquisa rotineira da expressdo do
gene MGMT antes da proposicdo de um determinado es-
guema quimioterapico. Somente estudos com
sequenciamento relacionando eventuais polimorfirmos do
gene MGMT, resposta a agentes quimioterapicos e a
sobrevida em grandes séries poderd responder esses
guestionamentos®.

Os resultados encontrados no presente estudo
mostraram que, no tecido tumoral, existe reducdo da ex-
pressao do gene MGMT, tornando o tecido neoplasico
potencialmente sensivel a protocolos de quimioterapia que
utilizem agentes alquilantes.

Objective: To evaluate the expression of tissue repair gene MGMT by comparing normal and neoplastic colonic mucosa in patients
with colorectal cancer (CRC). Methods: We studied 44 patients with colorectal cancer confirmed by histopathology. We excluded
patients suspected of belonging to families with hereditary colorectal cancer (HNPCC and FAP) and patients with cancer of the lower
or medium rectum treated with neoadjuvant chemoradiotherapy. The MGMT gene expression was assessed by the technique of
polymerase chain reaction in real time (RT-PCR). The comparison of results for MGMT gene expression between normal and
neoplastic tissues was made by paired Student’s t test, adopting a significance level of 5% (p <0.05). Results: Tissue expression of
the MGMT gene in all patients was lower in tumor tissue when compared to normal tissue (p = 0.002). Conclusion: The repair gene
MGMT is less expressed in tumor tissue compared to normal tissues in patients with sporadic CRC.

Key words: Colorectal neoplasms. Alkylating agents. DNA repair. O(6)-methylguanine-DNA methyltransferase. Polymerase chain

reaction.
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