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Resumo

O cancro da bexiga (CB) é considerado uma das neoplasias mais comuns do tracto
urinério sendo a quarta neoplasia mais frequente no sexo masculino e a décima quarta
no sexo feminino, correspondendo a cerca de 5 a 10% do total de neoplasias na Europa.
A principal problematica associada ao CB ¢ a elevada taxa de recidiva. Cerca de 50 a
80% dos tumores superficiais irdo apresentar recidivas e cerca de 10-15% irdo progredir
para formas neoplasicas mais agressivas, num periodo de cinco anos. Deste modo, 0
principal objectivo da investigacdo nesta &rea passa pelo desenvolvimento e
aperfeicoamento de metodologias que permitam o diagnostico e a detec¢do de recidivas
desta neoplasia 0 mais precocemente possivel e de forma eficaz. Actualmente, ja se
encontram disponiveis alguns biomarcadores, contudo estes apresentam baixas taxas de
sensibilidade e especificidade.

Os principais objectivos deste estudo foram a caracterizacdo do perfil gendémico
do CB bem como o estudo do estado de metilacdo de genes relacionados com esta
neoplasia. Por outro lado, pretendeu-se também avaliar a capacidade de utilizacdo da
urina como material biolégico para uma metodologia ndo invasiva na obtencdo de
células tumorais. Neste estudo foram estudadas 14 bidpsias tumorais por MLPA e MS-
MLPA, das quais 13 foram também avaliadas por aCGH. A urina correspondente a 12
das 14 amostras foram tambeém avaliadas por MLPA.

Verificou-se a existéncia de padrdes de alteragdes muito evidentes entre as
amostras estudadas. Por MLPA, as alteragfes mais frequentes corresponderam a perdas
nos cromossomas 7q, 9p, 99 e 17q e ganhos nos cromossomas 3p, 3¢, 7p, 10q, 179 e
20q. Por outro lado, por MS-MLPA foi possivel detectar uma elevada taxa de incidéncia
de perdas associadas ao gene TP53. Os genes MSH6, PAX5 e KLLN apresentaram-se
muito frequentemente metilados nas amostras estudadas. Por aCGH foi igualmento
possivel identificar padrdes de altera¢cbes muito evidentes, porém a sua associagdo com
o0 estadio e o grau tumoral ndo foi clara. Quanto ao estudo por MLPA de amostras
provenientes de urina, foi possivel obter resultados estatisticamente significativos para
varios genes. Deste modo, a utilizagdo da urina como metodologia ndo invasiva para o

estudo e caracterizagdo tumoral, mostra-se extremamente promissora.

Palavras-chave: Cancro da bexiga, alteracdo genetica, urina, MLPA, MS-MLPA.
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Abstract

Bladder cancer (BC) is one of the most common malignancies of urinary tract
being the fourth most common neoplasia in men and the fourteenth in woman,
accounting with 5 — 10% of all malignancies in Europe. Bladder tumors have high
recurrent rates and 50 to 80% of superficial tumors will recur and 10 to 15% will
progress to more aggressive neoplasias, within five years. The main goal of research in
this field is to optimize or develop new strategies that will allow an early and efficient
diagnosis and a detection of recurrences. Nowadays, there are some biomarkers that can
be used in clinical practice, however these markers have low sensitivity and specificity
rates.

The main goals of this study were the characterization of the genomic profile of
bladder cancer and the evaluatation of the methylation profile of some genes related
with this neoplasia. On the other hand, in this study the ability of using urine as a source
of bladder cancer cells for a non-invasive method was evaluated. 14 tumor biopsies
were studied by MLPA and MS-MLPA, which 13 were also studied by aCGH. Urine
from 12 of 14 studied samples, were also studied by MLPA.

Some genetic and epigenetic alterations patterns were identified. By MLPA, the
most common changes were losses in chromosomes 7q, 9p, 9q and 17qg and gains in
chromosomes 3p, 3q, 7p, 10q, 17q and 20g. On the other hand, by MS-MLPA a high
frequencies of losses of TP53 gene were detected. MSH6, PAX5 and KLLN genes
showed a high methilation rate. By aCGH some genetic alterations patterns were also
detected, however their association with tumor stage and grade were not clear. The
study of urine samples by MLPA revealed concordance, with statistical significancy for
some genetic alterations. Thus, the use of urine as a non-invasive strategy for bladder

tumor study and characterization is very promising.

Key-words: Bladder cancer, genetic alteration, urine, MLPA, MS-MLPA.
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Capitulo I — Introdugdo

1. O cancro da bexiga

Os carcinomas de células uroteliais (CCU), também conhecidos como carcinomas
de células de transicdo (CCT), dizem respeito a neoplasias que se desenvolvem no
interior do tracto urinario mais concretamente na bexiga, ureteres, uretra ou bacinete’.
Os tumores da bexiga e uretra sdo considerados tumores do tracto urinario inferior e os
tumores dos ureteres e bacinetes sdo considerados tumores do tracto urinario superior®.
O cancro da bexiga (CB) corresponde a cerca de 95% dos CCU? sendo assim a
neoplasia mais comum do tracto urinario*>. O urotélio corresponde s primeiras 6 a 7
camadas de células da superficie interna dos 6rgéos do sistema urinério®. Cerca de 90-
95% dos tumores da bexiga tem origem nessa mesma superficie interna de células da
bexiga®®. Com base em aspectos morfoldgicos das células, os carcinomas da bexiga
podem ainda apresentar-se sob a forma de carcinomas de células escamosas (CCE),
(também designado como epiderméide ou espinho-celular) e sob a forma de
adenocarcinomas, entre outras>®. Nos paises ocidentais, 0s CCE correspondem a apenas
3 a 6% dos casos de tumores da bexiga, enquanto que menos de 2% dos casos
correspondem a adenocarcinomas>"®. As restantes formas histoldgicas sdo muito
raras>®.

Os tumores da bexiga podem ainda ser classificados como n&o invasivos
(superficiais) ou invasivos. Os tumores superficiais sdo maioritariamente do tipo papilar
desenvolvendo-se a partir das camadas superficiais da bexiga (urotélio e lamina propria

— Figura 1), sem invadir o tecido muscular, para o interior da bexiga®’, permanecendo

Urotélio
Lamina prépria

Musculo

Gordura perivesical

Peritoneu

Figura 1: Esquematizacdo das diferentes camadas celulares constituintes da
bexiga. (Adaptado de °)
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assim em contacto directo com a urina. Cerca de 75-85% dos carcinomas da bexiga
manifestam-se ao nivel da mucosa ou sub-mucosa, ou seja esta neoplasia manifesta-se
essencialmente sob a forma néo invasiva®. Este tipo de tumores apresenta uma baixa
capacidade de progressdo para formas neoplasicas mais agressivas, contudo as taxas de
recidiva sdo bastante elevadas®. Aproximadamente 50 a 80% dos tumores superficiais
irdo efectivamente apresentar recidivas e cerca de 10-15% irdo progredir para formas
neoplésicas mais agressivas, num periodo de cinco anos*'**. Os tumores invasivos séo
essencialmente planos, desenvolvendo-se para o interior das diferentes camadas
celulares da bexiga. Estes tumores alcangam as camadas musculares e, em tumores mais
avancados, poderdo até alcancar Orgdos vizinhos como prdéstata, Utero, cavidade
abdominal, entre outros®. Aquando do diagnéstico, cerca de 30% dos doentes possuem
tumores musculo-invasivos, sendo que aproximadamente 50% destes ja possuem ou
irdo desenvolver metastases a distdncia num periodo de dois anos e 60% deles irdo
morrer num periodo de cinco anos, apesar do tratamento®*%*2,

O CB é uma das neoplasias com maiores encargos a nivel financeiro, devido ndo
S0 as elevadas taxas de recidiva e as metodologias de diagnostico, bem como ao elevado
periodo de seguimento e tratamento destes pacientes'*3. Estima-se que, dependendo do
pais, os custos relacionados com o CB, entre o diagndstico e a morte, variam em média,
entre $89,287 e $202,203 por doente*'*. O elevado periodo de tratamento e de
seguimento de pacientes com histdria clinica de CB sdo o0s principais responsaveis pela
maioria dos custos™, de tal forma que na Fase Intermédia, que consiste no periodo entre
0 primeiro ano apds o diagnostico da neoplasia e o Ultimo ano de vida dos pacientes, 0s
custos associados duplicam em relagdo aos restantes periodos isoladamente, como é
possivel observar na Figura 2*°. Para além dos elevados custos j& verificados prevé-se
que em 2020 os valores referidos anteriormente sofram um aumento de cerca de 21 a
27%, como demonstra a Figura 2*°.

A deteccdo prematura do cancro da bexiga ou das suas recidivas é considerada a
chave para um bom prognostico e para taxas de sobrevida elevadas, permitindo assim
prevenir a formagdo de metastases e a infiltracdo para os nodulos linfaticos, evitando
estadios avancgados da doenga em que 0 progndstico € muito mais reservado e as taxas
de sobrevida sdo muito diminuidas***®*’. Assim, o principal objectivo da investigacido
clinica nesta éarea, visa a deteccdo, desenvolvimento e o aperfeicoamento de
biomarcadores com alta sensibilidade e especificidade e que permitam ndo sO detectar

prematuramente, de forma ndo invasiva, tumores da bexiga e suas recidivas mas

2
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também diminuir o impacto socioeconémico desta neoplasia®*.

Custos relativos aos cuidados em diferentes fases de
desenvolvimento do Cancro da Bexiga.
2,500

2,000 - 1
1,500
1,000 - I

500 I

Custos por ano (milhdes de délares ($))

Fase Inicial Fase Intermédia Fase Final

| 2010 2020

Figura 2: Grafico representativo dos custos relativos aos cuidados em diferentes fases de
desenvolvimento do cancro da bexiga em 2010 e a perspectiva para 2020 (Adaptado de ).
Fase inicial: custos referentes ao primeiro ano ap6s o diagnostico; Fase intermédia: custos
referentes ao periodo apds o primeiro ano depois do diagndstico até ao Gltimo ano antes da
morte do paciente; Fase Final: custos referentes ao Gltimo ano de vida do paciente.

2. Taxas de incidéncia e mortalidade do cancro da bexiga

O CB é uma das neoplasias mais comuns do trato urinario com cerca de 380 000
novos casos diagnosticados na populacdo Mundial em 2008%'°!, O CB é considerado
como a nona neoplasia mais comum a nivel Mundial, sendo a sétima no que diz respeito
a individuos do sexo masculino e a décima oitava em individuos do sexo feminino®. As
taxas de incidéncia mais elevadas verificam-se essencialmente na regido da Europa,
América do Norte, e o norte de Africa, como se pode observar pela Figura 3%, No que
diz respeito a Portugal, segundo dados da Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) em
2008, o CB ocupava a quinta posicdo na lista dos tumores mais frequentes em
individuos do sexo masculino e a décima primeira em individuos do sexo feminino®.
Nesse mesmo ano foram registados 1935 novos casos de CB%.

Quanto a taxa de mortalidade (Figura 4), a neoplasia da bexiga ocupa a décima
terceira posicdo na lista de tumores com maior indice de mortalidade a nivel Mundial®*.
O CB em 2008, segundo dados da OMS, foi a causa de morte de mais de 150 000

individuos??2, O Norte de Africa e alguns paises como a Espanha, a Dinamarca, a
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< 1.7 <29 W<45 MW<T76 W=<162
GLOBOCAN 2008 (IARC) - 142013

Figura 3: Representagdo esquematica da taxa de incidéncia do CB no Mundo em
2008, para ambos 0s sexos, por 100 000 habitantes. (Adaptado de %)

Turquia, a Polonia, o lraque e o Irdo sdo as regifes que registam maiores taxas de
mortalidade (Figura 4)*2. Em Portugal, também em 2008, o CB foi responsavel pela
morte de 721 individuos ocupando assim a nona posicdo na lista dos tumores mais
mortiferos??. Na Europa, desde 1990, tem-se verificado um decréscimo na taxa de
mortalidade relacionada com este tipo de tumor??3, Este declinio verificado na Europa
pensa-se estar relacionado ndo sé com uma possivel redu¢do do nimero de fumadores,
mas também com a diminuicdo da exposi¢do a agentes ocupacionais reconhecidos como

potencialmente carcinogénicos®*#.

< 0.9 <14 W <22 M <31 HWe<9%1

GLOBOCAN 2008 (IARC) - 2.4 2013

Figura 4: Representacdo esquematica da taxa de mortalidade do CB no Mundo em
2008, para ambos 0s sexos, por 100 000 habitantes. (Adaptado de **)
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Como é possivel observar pelos dados referidos anteriormente, as taxas de
incidéncia e mortalidade variam entre as diferentes regides e paises do Mundo (Figura 3
e Figura 4). Este facto deve-se ndo s6 a diferencas nos habitos de higiene, a
acessibilidade limitada a metodologias de diagnostico, tratamento e seguimento de
doentes, a0 momento do diagnostico, a reduzida literacia, mas também a existéncia de
diferencas genéticas entre as diferentes etnias®. Estas diferencas genéticas levam a
diferentes manifestacdes fenotipicas da doenca®’. Estudos realizados com base em
individuos Americanos, demonstraram que a taxa de incidéncia desta neoplasia € duas
vezes superior em individuos de pele branca do que em individuos de pele negra.
Porém, individuos de pele negra apresentam piores progndésticos e taxas de sobrevida

inferiores®*.

3. Factores de risco associados ao cancro da bexiga

Existem varios factores de risco que tém sido associados ao CB como

representado na Tabela 1.

Tabela 1: Factores de risco associados ao CB.

Factores de Risco

Sexo 3 a 4 vezes superior no sexo masculino®?®

Idade > 65 anos?%?°

Risco de desenvolver CB entre 2 a 6 vezes

Habitos Tabagicos superior em fumadores>227

Profissbes de risco: Industria téxtil, quimica, de

Profissdo pesticidas, metallrgicas, cosméticos,
bombeiros?®#8:%°
InfeccBes do Tracto Urinario Associado ao desenvolvimento de CCE*% %

Associado a 50% dos casos de CB em paises em

. haematobium .
S. haematobiu desenvolvimento?!:3334

Observado em 29% dos doentes do sexo

HPV masculino®

O CB afecta cerca de trés a quatro vezes mais individuos do sexo masculino
comparativamente ao sexo feminino®%, Este facto estara relacionado ndo s6 com as
diferengas anatomicas entre os dois sexos, 0s habitos urinarios e factores hormonais,
mas também com os habitos alimentares, a industrializagdo e o tabaco®?*3%%". Alguns

estudos sugerem a existéncia de um efeito protector associado aos niveis de estrogénio e
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progesterona®*°. A menopausa foi também descrita como estando associada a um
aumento do risco de desenvolvimento de cancro da bexiga® ',

O risco de desenvolver CB aumenta com a idade, de tal forma que a idade média
de diagndstico desta neoplasia ronda os 65 anos. Este facto estd também relacionado
com as elevadas taxas de incidéncia observadas em paises desenvolvidos, visto que é
nestes paises que a esperanca média de vida é mais elevada e, portanto, as popula¢des
sd0 mais envelhecidas?®®. A progressiva exposicao a carcinogénicos, ao longo da vida,
leva a uma acumulacdo sucessiva de alteracdes ao nivel celular podendo levar ao
desenvolvimento da neoplasia, por outro lado sugere-se também a existéncia de um
efeito cumulativo da exposicéo a agentes carcinogénicos por exemplo, provenientes do
tabaco ou associados & profissdo de cada individuo*’. Apés os 30 anos de idade verifica-
se um progressivo declinio das fungdes fisioldgicas***, de tal forma que, ao longo dos
anos, ocorre ndo s6 uma diminuicdo da dindmica cardiovascular e da capacidade de
resposta imunolégica mas também uma perda da funcéo hepatica e renal*****. Deste
modo, em idades avangadas, a existéncia de uma metabolizacdo deficitaria dos agentes
carcinogénicos por parte do figado, o comprometimento da eficacia de filtracdo por
parte dos rins, bem como a diminuicdo da frequéncia urinaria (muitas vezes provocada
pela diminuicdo da ingestdo de liquidos) leva a uma acumulacdo excessiva de agentes
carcinogénicos na bexiga (urina), podendo desencadear o0 processo de
carcinogénese*>4446.

Um dos factores de risco para o desenvolvimento de uma neoplasia da bexiga é o
consumo de tabaco, sendo este responsavel pelo aparecimento de cerca de 30% dos
tumores em individuos do sexo feminino e 50% a 70% dos tumores em individuos do

sexo masculino®%.

Deste modo, sugere-se que o risco de desenvolvimento desta
neoplasia pode ser cerca de duas a seis vezes superior em individuos fumadores do que
em individuos ndo fumadores®?*?’*". O risco de desenvolvimento da neoplasia é
directamente proporcional ao nimero de cigarros e ao tempo (anos) em que o individuo
é efectivamente fumador. Todavia, a cessagdo do consumo de tabaco reduz o risco de
desenvolvimento de CB?.

A profissdo/ocupacdo de cada individuo é também considerada como um dos
factores de risco mais importantes para o desenvolvimento de cancro da bexiga, de tal
forma que é responsavel por cerca de 20% dos casos diagnosticados?®®. A f3-
naftilamina, 4-aminobifenil e a benzidina sdo aminas aromaticas com potencial

carcinogeénico e que sao frequentemente associadas ao desenvolvimento de tumores da

6
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bexiga®®?°3. Estes compostos sdo vulgarmente encontrados ndo s6 na inddstria téxtil,
quimica, de pesticidas mas também em tintas, produtos cosméticos, cigarros, metais,
emissdes gasosas de veiculos, entre outros?®?#°,

O processo inflamatorio desempenha um papel importante no desenvolvimento
tumoral*®. InfeccBes do tracto urinario estdo frequentemente associadas ao
desenvolvimento de CCE>**. O processo inflamatério provocado por S. haematobium
é considerado o principal factor de risco de desenvolvimento de cancro da bexiga em
paises em desenvolvimento, principalmente em Africa e paises do Médio Oriente, sendo

21,32,34 As

responsavel por cerca de 50% dos casos infeccdes causadas por este parasita

devem-se essencialmente ao consumo de aguas contaminadas?®3%%,

InfeccOes pelo virus do papiloma humano (HPV) estdo fortemente associadas ao
desenvolvimento de neoplasias da cabeca e pescoco, anus, vulva, entre outras®®*®. Nos
ultimos anos tém sido realizados varios estudos de forma a avaliar a associacdo entre o
HPV e o CB****° Recentemente, um estudo desenvolvido por Barghi et al. (2012)
demostrou que cerca de 29% dos casos de CB estudados (apenas individuos do sexo
masculino) eram portadores de infeccdo por HPV contudo, ndo foi descrita uma

associacdo directa®.

4. Classificacdo anatomo-patologica do cancro da bexiga

O CB é classificado segundo dois critérios: o estadio e o grau de desenvolvimento
do tumor®. O estadio de um tumor diz respeito & caracterizacdo do mesmo quanto & sua
extensdo e localizacdo fornecendo ao clinico informacdo essencial para a determinacao
do tratamento bem como para a avaliacdo do prognéstico do paciente®®>. O sistema
TNM (Tumor, Nodulos, Metéstases) € o sistema de classificacdo mais utilizado para o
estadiamento tumoral, permitindo assim a existéncia de uma linguagem padréo entre os
clinicos. Este sistema de estadiamento permite avaliar a extensdo do tumor primario (T),
o envolvimento dos nddulos linfaticos (N) e a existéncia de metastases a distancia
(M)**%2 como demostrado na Tabela 2.

O estadio de um tumor pode ser dividido em trés grupos, o estadiamento clinico, o
estadiamento patoldgico e o re-estadiamento®**2. O estadiamento clinico corresponde &
avaliacdo tumoral com base em exames fisicos, testes imagioldgicos ou pela avaliagdo
de bidpsias da area afectada e é utilizado para a seleccdo da terapia priméria. O

estadiamento patologico (pTNM) é realizado apos a avaliacdo anatdmica de uma peca
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cirurgica, tendo em consideracdo o estadiamento clinico. Este nivel de estadiamento €
muito importante para a adopcdo da terapéutica bem como na determinacdo do
prognostico de cada paciente. O re-estadiamento € realizado em casos em que, mesmo
apos a realizacdo de procedimentos terapéuticos, se verifica o ressurgimento
tumoral®*2. A combinacéo dos diferentes parametros de avaliacdo do sistema pTNM,
como esquematizado na Tabela 3%, permite a criacdo de grupos de estadiamento que
sdo utilizados de forma a permitir uma avaliacdo mais cuidada das decisdes terapéuticas

e da avaliagéio do progndstico para cada paciente®**,

Tabela 2: Sistema de estadiamento TNM, classificacio do cancro da bexiga™.

T — Tumor Primario

TX O tumor primario ndo pode ser avaliado
TO Sem evidéncia de tumor primario

Ta Carcinoma papilar ndo invasivo

Tis Carcinoma in situ

T1 O tumor invade o cérion da mucosa

T2 O tumor invade o masculo

T2a O tumor invade a metade interna do masculo
T2b O tumor invade a metade externa do mustulo
T3 O tumor invade o tecido peri-vesical
T3a O tumor invade o tecido peri-vesical de forma microscépica
T3b O tumor invade o tecido peri-vesical de forma macroscdpica

T4 O tumor invade qualquer um dos 6rgdos vizinhos: prostata, Utero, vagina, parede
pélvica ou parede abdominal

T4a O tumor invade a prostata, Gtero ou vagina
T4b O tumor invade a parede abdominal

N — Ganglios linfaticos regionais

NX Os ganglios linfaticos regionais ndo podem ser avaliados
NO Ganglios linfaticos regionais sem metéstases
N1 Metastases num Unico ganglio linfatico com 2 cm ou menos de maior dimenséo
N2 Metéstases num Unico ganglio linfatico com mais de 2 cm e menos de 5 cm de
maior dimens&o ou em multiplos ganglios linfaticos, nenhum com mais de 5 cm
N3 Metéstases num ganglio linfatico com mais de 5 cm de maior dimenséo
M — Metéstases a distancia
MX Metéstases a distancia ndo podem ser avaliadas
MO Sem metastases a distancia
M1 Presenca de metéstases a distancia
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Tabela 3: Grupos de estadiamento do carcinoma da Bexiga

(Adaptado de *).

Grupos de Estadiamento
Estadio Oa pTa pNO MO
Estadio Ois pTis pNO MO
Estadio | pT1l pNO MO
: pT2a pNO MO
Estadio 11 oT2b oNO MO
pT3a pNO MO
Estadio 111 pT3b pNO MO
pT4a pNO MO
pT4b pNO MO
Qualquer T pN1 MO
Estadio IV Qualquer T pN2 MO
Qualquer T PN3 MO

Qualquer T Qualquer N M1

A maioria dos tumores da bexiga é do tipo superficial sendo que se manifestam
essencialmente ao nivel da mucosa (Ta e Tis) ou sub-mucosa (T1). Apesar destes
tumores apresentarem um progndstico relativamente favoravel (principalmente os Ta),
estes apresentam uma elevada taxa de recidiva e podem ser multifocais o que leva a que
seja necessaria uma vigilancia permanente dos pacientes com este tipo de neoplasias®.
Os tumores do tipo T2, T3 e T4 sdo considerados invasivos visto que apresentam
invasdo do tecido muscular da bexiga®. Os tumores do tipo T4 apresentam também
extensdo para os Orgdos e regides envolventes a bexiga como Utero, prostata, vagina,
parede pélvica ou parede abdominal, como representado esquematicamente na Figura
5°,

Lumen Tl

Ta : Urotélio T4

Cis

[ ————_Limina prépria

Musculo interno

Carcinoma Carcinoma Carcinoma papilar Invasdo do Invasdo do Expansdo
In situ papilar nio limitado a lami iscul musculo paraalém da
invasivo propria superficial profundo parede da Invasdo das
bexiga estruturas
vizink

Figura 5: Representacdo esquematica dos diferentes estadios do carcinoma da bexiga.
Adaptado de °)
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Quanto ao grau tumoral podem ser utilizados dois tipos de classificacdo, a
classificagdo definida pela OMS em 1973 ou a classificagdo definida conjuntamente
pela OMS com a Sociedade Internacional de Patologia Uroldgica (OMS/ISUP) em
2004%°**% 0 Grau de um tumor, com base na classificacdo da OMS em 1973, avalia 0

nivel de diferenciacdo tumoral e divide-se em trés subgrupos essenciais; G1, G2 e

G3%9°%% em que tumores de grau 1 (G1) correspondem a tumores de elevado nivel de

diferenciacdo, os tumores de grau 2 (G2) correspondem a tumores moderadamente

diferenciados e os tumores de grau 3 (G3) correspondem a tumores de baixo nivel de

3,55

diferenciacéo Contudo, a utilizacdo desta classificacdo foi alvo de grande

controvérsia devido a dificuldade de interpretagdo dos limites entre os graus G1/G2 e
G2/G3>*™°. Assim, em 2004 foi aprovada pela OMS/ISUP uma nova classificacdo que

tem por base uma avaliacdo citoldgica e histologica detalhada permitindo uma

54,55

classificacdo pormenorizada de cada tumor O sistema de classificacdo da

OMS/ISUP permite ndo sé classificar alteraces neoplésicas mas também alteracdes
benignas e pré-neoplésicas, como nos mostra a Tabela 4%°. Actualmente, os dois
sistemas de avaliacdo do grau de um tumor sdo utilizados em simultaneo apesar de nédo
haver uma associagdo directa entre cada nivel de classificagdo®, como nos mostra a

Figura 6>,

Tabela 4: Classificagdo OMS/ISUP das neoplasias da bexiga (Adaptado de 3.

Normal

- Normal

Hiperplasia

- Hiperplasia plana

- Hiperplasia papilar

Lesdes planas com atipia

- Atipia reactiva (inflamatoria)

- Displasia

- Carcinoma in situ

Neoplasias papilares

- Papiloma

- Neoplasia papilar de baixo potencial maligno
- Carcinoma papilar de baixo grau

- Carcinoma papilar de alto grau

Neoplasias invasivas

- que invadem o cdrion/lamina propria

- que invadem a muscular prépria (muasculo destrusor)
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NPBPM Baixo grau Alto grau
{ WHO 1973
Graul Grau 2 Grau3
[ | J WHO/ISUP
2004

-

Figura 6: Representacdo esquematica da correspondéncia entre a classificagdo da OMS 1973
e a classificacdo da OMS/ISUP 2004 (Adaptado de **).

Espetro Histolégico dos CCT

5. Apresentacéao clinica do cancro da bexiga

O CB apresenta-se, em muitos casos, sob a forma assintomatica, de tal forma que
o alerta para a possivel existéncia de uma neoplasia deste tipo surge, muito
frequentemente, ap6s a realizacdo de exames de rotina>®>’. Porém, o sintoma mais

3,57

frequente em pacientes com CB é a hematuria®" que é observada em cerca de 85% dos

pacientes com CB podendo ser classificada consoante o seu grau de manifestacdo em

microhematria ou macrohematuria®?

. A intensidade de manifestacdo da hematlria ndo
esta directamente relacionada com a agressividade do tumor. Apesar disso, o rastreio da
presenca da mesma na populacdo em geral assume-se como um importante auxilio na
deteccdo de tumores de alto grau antes destes se tornarem musculo-invasivos. Este
rastreio torna-se, assim um auxilio na deteccdo do CB em estadios iniciais de
desenvolvimento®” %,

Existem também outros sinais e sintomas como a disUria, a urgéncia urinéria,
obstrugdo da uretra, a sensacdo de irritabilidade da bexiga e a existéncia de infeccoes
urinarias frequentes que podem alertar para a existéncia de uma neoplasia deste tipo>?.
A sensacdo de irritabilidade da bexiga, a frequéncia urinaria e a disuria estdo fortemente
associados a CIS ou a tumores invasivos, porém quando associados a presenca de
hematuria podem ser indicativos da expansdo do tumor para a uretra na regido da
prostata®®.

Existem ainda alguns sinais e sintomas que se manifestam com menos frequéncia,
como por exemplo a existéncia de uma dor lateral causada pela obstrucdo da uretra ou o
desenvolvimento de uma massa pélvica detectavel por palpacdo®. Muito raramente
podem ainda manifestar-se alguns sintomas como a perda de peso e dores abdominais

ou 6sseas associadas ao desenvolvimento de metastizac&o®.

11



Caracterizacdo do perfil genédmico do cancro da bexiga 2012/2013

6. Metodologias de diagnostico do cancro da bexiga

Um dos principais desafios para a comunidade cientifica, na area do CB, passa
pelo diagndstico precoce e o seguimento de pacientes com esta neoplasia'®. O
diagndstico precoce e o seguimento destes pacientes assumem a sua importancia devido
as elevadas taxas de incidéncia, recorréncia, progressao tumoral bem como ao elevado
risco de morbilidade associados a este tipo de tumores®'®. A deteccdo precoce destes
tumores bem como das suas recidivas sdo considerados pontos fulcrais para a aquisi¢éo

de um prognéstico favoravel™

. O diagnostico precoce esta fortemente relacionado com
a reducéo da taxa de mortalidade associada a esta neoplasia™.

Actualmente, existem varias metodologias de diagnostico do CB, contudo todas
elas apresentam fragilidades. O diagnostico e monitorizacao de neoplasias da bexiga sdo
realizados com base na combinacdo de diversos métodos, aumentando assim a
sensibilidade e especificidade do diagnéstico®’. As metodologias de diagnéstico mais
utilizadas na detec¢do de tumores da bexiga sdo: técnicas de imagem, citologia urinaria,

cistoscopia e algumas metodologias de diagndstico molecular®?*°.

6.1. Técnicas de imagem
As técnicas de imagem permitem uma visualizacdo geral das diferentes regides do tracto
urindrio, sendo as mais utilizadas a wurografia intravenosa, a tomografia
computadorizada e a ecografia transabdominal®. Estas técnicas apresentam diferentes
especificidades na deteccdo de tumores nas diferentes regides do tracto urinario®?%.
Contudo, todas as técnicas de imagem aqui referidas apresentam fragilidades
essencialmente na detecgdo de Cis®. A titulo exemplificativo, a Figura 7 mostra-nos a
presenca de um carcinoma de células de transicdo no interior da bexiga, detectado pela

realizacdo de uma urografia intravenosa®.

Figura 7: CCT detectado pela realizacdo de uma urografia
intravenosa. (Proveniente de ©)
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6.2. Citologia urinaria

A citologia urinaria consiste na observacdo ao microscopio de células libertadas
na urina, de forma a detectar alteracbes morfologicas e identificar a presenca de células
cancerigenas™. A citologia urinaria é importante na deteccdo e monitorizacdo de
neoplasias de elevado grau®®%2. As células provenientes de neoplasias de baixo grau
ainda ndo apresentam muitas das caracteristicas associadas a malignidade, como a
condensacdo da cromatina ou nucléolos de tamanho elevado. Assim, um resultado

negativo ndo exclui a presenca de um tumor de baixo grau®®

. InfeccOes urinarias
podem também dificultar/prejudicar o resultado final®. Deste modo, utilizar a citologia
urinaria para detectar ou excluir um CB pode ser problemético®®. A sensibilidade desta
técnica pode variar de 40 a 76% dependendo dos estudos em gue variam o numero de

amostras de urina analisadas, do grau e do estadio de desenvolvimento do tumor®.

6.3. Cistoscopia

A cistoscopia apresenta uma extrema importancia no diagnéstico do CB. Trata-se
de uma metodologia de diagndstico que permite a observacdo do interior do tracto
urinario inferior, como é possivel observar pela Figura 8%, Com esta metodologia é
possivel recolher informacdes como o tamanho, a localiza¢do, o nimero e a aparéncia
do tumor, bem como uma descricdo detalhada das alteragBes existentes na mucosa®?.
Actualmente, segundo as normas da Associacdo Europeia de Urologia, este teste ndo
pode ser substituido por nenhum outro método de cardcter ndo invasivo e ¢é
recomendado a todos 0s pacientes com sintomas sugestivos da presenca desta

neoplasia®. Esta metodologia permite a deteccdo de tumores invasivos e ndo invasivos,

Figura 8: Imagem de uma recorréncia de um CCT captada pela
realizagdo de uma cistoscopia. (Proveniente de *°)
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no entanto apresenta fragilidades na deteccdo de tumores altamente diferenciados®*’. A
cistoscopia é utilizada igualmente na monitorizacdo de pacientes. Porém, este é um

método de diagndstico extremamente invasivo, doloroso e dispendioso™*?’.

6.4. Diagnostico molecular
Actualmente, também ja estdo disponiveis algumas metodologias de diagnostico
com base em biomarcadores. O teste UroVysion® e o NMP22 test kit (Tabela 5) sdo
exemplos de testes de diagnostico molecular que ja foram aprovados pela United States

Food and Drug Administration (FDA) e que podem ser utilizados na pratica clinica™.

Tabela 5: Lista de biomarcadores aprovados pela FDA e em desenvolvimento e suas
respectivas sensibilidades e especificidades (Adaptado de ).

Teste Sensibilidade (%) Especificidade (%)

8 UroVysion® 74 -100 65 — 86
g E NMP22 47 - 100 60 —-90
S BTA stat 57-83 60 - 92
<= ImmunoCyt 50 - 100 69— 79

S  Acido hialurénico 92 93
£ g BLCA-1; BLCA-4 80 - 96 87-95
= g Telomerase 7-100 24 -90

= Survivina 64 93

BTA — Bladder Tumor Antigen; NMP22 — Nuclear Matrix Protein 22

O teste UroVysion® consiste numa combinacgéo de sondas de FISH (Fluorescence
in situ Hibridization) especificas, de forma a detectar poliploidias para 0s cromossomas
3, 7 e 17 e delecdes do locus 9p21%%%°. Alteracdes do nimero de copias dos
cromossomas 3, 7, 9 e 17 estéo frequentemente associadas a esta neoplasia™®®. O locus
9p21 engloba a regido codificante do gene CDKN2A que corresponde a um gene
supressor tumoral (GST). DelecGes deste gene estdo descritas como ocorrendo numa
fase inicial do desenvolvimento de tumores da bexiga o que permite um diagnostico
mais especifico e sensivel™™. Este teste apresenta uma sensibilidade e especificidade
entre 74 a 100% e 65 a 86% respectivamente™. O teste UroVysion® permite a deteccdo
de tumores invasivos e ndo invasivos e ndo sofre alteracbes com a existéncia de

infeccBes do trato urinario®,
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A Figura 9 mostra-nos dois exemplos de celulas observadas ao microscopio
resultantes da aplicacdo do teste UroVysion®. Na Figura 9A é possivel observar uma
célula aparentemente normal, visto que apresenta dois sinais de fluorescéncia para cada
regido estudada. A Figura 9B mostra-nos uma célula anormal visto que possui multiplos
sinais de fluorescéncia para os cromossomas 3, 7 e 17 e para o locus 9p21. Contudo, a
interpretacdo dos resultados em células com multiplos sinais pode ser extremamente
dificil. Os critérios utilizados para a determinacdo de um resultado positivo ndo sdo
perfeitamente claros, o que leva a possibilidade de ocorréncia de falsos positivos e
falsos negativos'®®. Outra desvantagem da técnica ¢ o estudo de apenas quatro regides
do genoma®™™. As sondas utilizadas para os cromossomas 3, 7 e 17 sdo sondas
centroméricas, ndo permitindo uma avaliagdo sobre possiveis alteracdes no braco longo
e curto destes cromossomas. O teste UroVysion® é também uma metodologia laboriosa

e com elevados custos’®.

Figura 9: Células observadas ao microscopio de fluorescéncia com marcagdes resultantes da
realizacéo do teste UroVysion®.

Legenda: Marcagdes: Cromossoma 3 — vermelho; Cromossoma 7 — verde; Cromossoma 17 —
azul; ; A) Observacdo ao microscépio de uma célula normal — duas
marcagOes para cada regido estudada; B) Observacdo ao microscopio de uma célula anormal -
marcagOes multiplas (6 marcacdes para o chr 3; 5 marcagdes para o chr 7; 7 marcacGes para o
chr 17; 2 marcacGes para o locus 9p21). (Proveniente de: Laboratério de Citogenética e
Gendmica, FMUC, 2012)

O teste NMP22 avalia de forma qualitativa a presenca de uma proteina da matriz
nuclear (Nuclear matrix protein 22) na urina’®. Esta proteina intervem no processo de
divisdo mitdtica, sendo libertada para o meio extracelular aguando da ocorréncia de
fenémenos apoptéticos’?. Estima-se que, esta proteina apresenta uma concentragdo
cerca de 20 a 80 vezes superior em urinas de doentes com CB do que em doentes sem
esta neoplasia’®. No entanto as taxas de falsos positivos associados a este teste sdo

elevadas’
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Até a data, existem varios estudos desenvolvidos com o objectivo de identificar
novos biomarcadores cada vez mais sensiveis e especificos (Tabela 5)*%%*™ A
combinacdo entre os diferentes testes surge como um importante auxilio ndo s6 no
diagnostico do CB mas também no rastreio, seguimento e avaliacdo do prognostico de
pacientes'®. Apesar de tudo, o biomarcador ideal para o diagnéstico e seguimento de
pacientes com CB ainda ndo foi identificado. Tal como referido anteriormente, a
cistoscopia ndo pode ser substituida por nenhum teste de caracter ndo invasivo **.
Assim, estas metodologias assumem um caracter complementar a cistoscopia e nunca de
substituicdo®*°. O investimento no estudo de biomarcadores envolvidos no processo de
carcinogénese da bexiga assume-se cada vez mais como uma area de interesse entre a
comunidade cientifica.

Um biomarcador ideal para o CB deverd ter a capacidade de identificar
precocemente recidivas de tumores, antever a progressdo tumoral mas também ter a
capacidade de substituir ou complementar a cistoscopia na monitorizagdo de
pacientes'®. Por outro lado, o teste de monitorizacdo ideal devera ter caracteristicas
como: nado invasivo, objectivo, de facil e rapida execucdo e interpretacdo, altamente

especifico, sensivel e economicamente viavel'°,

7. Tratamento do cancro da bexiga

O tratamento do CB é realizado com base na combinacdo de terapias de forma a

3,75

aumentar a eficacia do tratamento™". As metodologias mais utilizadas para o tratamento

desta neoplasia séo a resseccao transuretral (RTU) e a cistectomia radical (CR), que na
grande maioria das vezes s&o combinadas com quimioterapia e/ou radioterapia®"°.

A principal dificuldade associada a terapéutica do CB prende-se com a elevada
taxa de recidiva’®. A quimioterapia e a radioterapia frequentemente sio utilizadas como
metodologias complementares & RTU e & CR de forma a evitar/diminuir a taxa e a
velocidade de recidiva destes tumores®".

Recentemente, foram identificados alguns novos alvos terapéuticos’’. Por
exemplo, o gene EGFR é um receptor tirosina cinase que se apresenta anormalmente
activo em varios tumores, incluindo no CB. A expressdo aumentada do gene EGFR no
CB esta associada a um mau prognéstico’’. De forma a ultrapassar esta expressdo
aumentada deste gene, tém-se testado varios inibidores da tirosina cinase, contudo os

resultados ndo tém sido muito satisfatérios’’. Outro exemplo é a via PI3K/AKT/mTOR
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que se encontram em estudo como alvo terapéutico associado ao CB. A via
PIBK/AKT/mTOR esta envolvida na regulagdo de um elevado numero de funcdes
celulares, como por exemplo a angiogénese, a adesdo e o crescimento celular, entre
outros’’. Alteracdes nesta via sdo frequentes em pacientes com CB, contudo pacientes
com alteracOes deste tipo apresentam baixas taxas de resposta a terapias. Tém sido
testados inibidores quer para o gene PIK3, AKT ou para o0 mTOR sendo que 0s
resultados mais satisfatérios foram alcancados quando se recorreu ao everolimus,
inibidor do mTOR"”.

8. A instabilidade genética e as vias moleculares envolvidas no cancro
da bexiga

8.1. O cancro e a instabilidade genetica

Nas células tumorais verifica-se uma desregulacdo de Vvarios mecanismos
celulares levando assim a uma alteracdo da sua funcdo e consequentemente a perda da
arquitectura do tecido em causa’®. O desenvolvimento de uma neoplasia é considerado
um processo complexo e implica a ocorréncia de alteracdes de varios tipos, como por
exemplo ao nivel genético, epigenético, entre outros’®".

Tém sido descritos varias caracteristicas bioldgicas essenciais para a progressdo
de uma neoplasia e para a metastizacdo. Entre elas temos: a manutencao da sinalizagéo
proliferativa, o silenciamento de supressores de crescimento, a resisténcia a morte
celular, a capacidade de replicacdo indefinida, a inducdo da angiogénese e a activacdo
da invasdo e metastizacio (Figura 10)’®. Assim, as células tumorais ao serem portadoras
destas caracteristicas apresentam vantagens selectivas perante as restantes células’®®.
Porém, a aquisicdo das mesmas ndo se verifica de forma espontanea, de tal forma que a
instabilidade genética e a ocorréncia de mutagcbes sdo consideradas como 0s principais
factores para o desenvolvimento destas caracteristicas por parte das células’®®°.

Na base do processo de carcinogénese estd 0 aumento da sensibilidade a agentes
mutagénicos que leva ao aumento da probabilidade de ocorréncia de quebras numa ou
em varias regides do genoma que poderdo desempenhar fungdes importantes no
controlo da sua estabilidade e integridade’®. Deste modo, 0 comprometimento de genes
chave neste processo de controlo, como por exemplo ao nivel do gene TP53, mostra-se
fulcral no progresso de desenvolvimento de uma neoplasia’.

No que diz respeito ao tipo de mutacbes mais frequentes no processo de
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Manutenc¢ao da
sinaliza¢iio proliferativa

Silenciamento de
supressores de
crescimento

Resisténcia a morte
celular

Activaciio da invasio e
metastizacio

Inducio da
angiogénese

Capacidade de
replicacio indefinida

Figura 10: Representacdo esquematica dos seis processos bioldgicos essenciais ao
desenvolvimento de uma neoplasia, descritos no ano 2000. (Adaptado de ®)

carcinogénese, 90,7% resultam em mutagdes missense, 7,6% sdo do tipo nonsense e
1,7% resultam em alteracGes do local de splicing. A ocorréncia de uma primeira
mutacdo numa célula somatica, confere uma vantagem selectiva a célula®. Ao longo do
tempo e com o desenrolar de novos ciclos celulares verifica-se a aquisicdo de novas
alteragBes que irdo sucessivamente aumentar a vantagem selectiva em relagdo as
anteriores®. Estima-se que, por cada mutagéo relevante, a vantagem selectiva adquirida
é de 0,4%%. Deste modo, torna-se possivel o desenvolvimento de massas celulares
heterogéneas e com capacidade de resisténcia aos principais mecanismos de controlo®.
No processo de carcinogénese a ocorréncia de alteragbes no numero de
cromossomas (aneuploidia) bem como de delegdes, amplificacOes, inversdes e
translocaces sdo também muito frequentes®®®. Varios estudos tém sido realizados de
forma a identificar genes potenciadores do processo de carcinogénese®>®. Todavia, a
identificacdo de genes discriminatérios tem-se verificado ser de extrema dificuldade. No
caso de alteracbes que envolvam parcialmente ou a totalidade de um cromossoma, a
identificacdo dos genes que conferem a vantagem selectiva as células é extremamente
dificil devido ao elevado niimero de genes envolvidos®®. A identificacdo de genes com
relevancia no processo de carcinogénese mostra-se mais eficiente no caso de
translocacdes, delecdes homozigéticas e amplificacdes®®. A ocorréncia de translocacdes
pode induzir a fuséo de dois genes de forma a criar um oncogene, como por exemplo no
caso do gene de fusdo BCR-ABL observado em casos de leucemia mieldide crénica, ou
pode levar a inactivacdo de genes supressores tumorais (GST), por exemplo por quebra

da regido promotora®. Delecdes homozigéticas, regra geral, envolvem um reduzido
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numero de genes que frequentemente sdo GST. AmplificacGes em células cancerigenas
sdo mais frequentemente observadas em regides codificantes de oncogenes que pelo
aumento do nimero de cdpias induzem uma sobre-expresséo da proteina codificante™.
Porém, tem sido sugerido que, o processo de carcinogénese em geral envolve cerca de
10 vezes mais genes associados a ocorréncia de mutacdes do que a ocorréncia de
rearranjos cromossémicos®.

Muito recentemente, surgiu um novo conceito para a caracterizacdo da
instabilidade genémica designado como Cromotripsis®. Este fenémeno é considerado
como um evento catastrofico a nivel cromossémico, dado que corresponde a ocorréncia
de um elevado nimero de quebras no DNA de um ou varios cromossomas seguido da
sua reorganizacdo de forma aleatéria®®. Deste modo, verifica-se a ocorréncia de um
elevado ndmero quer de perdas quer de ganhos ao nivel dos cromossomas
envolvidos®™®. O conceito de cromotripsis é ainda muito recente, todavia existem ja
alguns estudos que associam este fendbmeno ao cancro e também a algumas doencas
congénitas®®®. Em relacdo ao cancro da bexiga, ainda ndo foi descrita a associacao
deste recente fendbmeno com a neoplasia mas estima-se que o fenémeno de cromotripsis
se observa em cerca de 2 a 3% de todos os cancros®.

AlteracGes epigenéticas como, alteracdes no padrdo de metilacdo e a modificacao
de histonas, estdo frequentemente associadas a activacdo e inactivacdo de regides
especificas da cromatina regulando assim os niveis de expressdo proteica’®’®. Deste
modo, as altera¢fes epigenéticas estdo também fortemente relacionadas com o processo
de carcinogénese desempenhando uma funcgdo essencial na activagdo e inactivacéo de

oncogenes e GST"®.

8.2. Genes e vias moleculares com relevancia no processo de

carcinogénese da bexiga.

Pensa-se que o desenvolvimento e progressdo do CB esté associado a acumulagéo
de alteracdes genéticas e cromossémicas que v&o ocorrendo ao longo do tempo®.
Muitos estudos classificam as alteragGes observadas como ndo aleatorias, defendendo
que os diferentes estadios de desenvolvimento do tumor se caracterizam pela ocorréncia
de diferentes alteracBes genéticas e cromossémicas®®.

Vérios estudos tém sido desenvolvidos de forma a detectar alteragOes

cromossomicas verificadas em células tumorais da bexiga e a sua influéncia no processo
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de carcinogénese’®882

. Porém, ainda ndo foi possivel estabelecer uma correlagdo
genotipo-fendtipo para o CB. O desenvolvimento e aperfeicoamento de metodologias de
biologia molecular e gendmica, como o Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification (MLPA) ou o Array-based Comparative Genomic Hybridization (aCGH)
tém desempenhado um papel essencial no estudo da instabilidade cromossoémica
verificada ndo s6 no caso do CB mas do cancro em geral®*®®. A utilizagdo deste tipo de
metodologias possibilitou um consideravel aumento do poder de resolu¢do no que diz
respeito & capacidade de deteccéo de rearranjos cromossémicos desequilibrados®®®’. As
alteracdes que tém sido mais frequentemente associadas a neoplasia da bexiga séo
perdas nos cromossomas 3p, 8p, 9p, 9q, 11p, 17p e Y e ganhos nos cromossomas 1q,
3q, 5p, 8q, 11qg, 17q e 20g>%. Contudo, a identificacdo dos genes que conferem a
vantagem selectiva necessaria ao desenvolvimento e progressao de neoplasias da bexiga
permanece por esclarecer. O elevado tamanho das alteracdes verificadas bem como o
elevado nimero de genes envolvidos tém-se revelado como o0s principais factores
limitantes dos estudos realizados”.

No desenvolvimento e progressdo tumoral os proto-oncogenes e 0s GST

desemprenham um papel fulcral®

. Os proto-oncogenes sd0 genes que se apresentam
associados ao controlo do ciclo celular, & diferenciagdo celular e a tradugdo proteica.
Estes genes, ao sofrerem alteragbes como mutagfes pontuais, translocacdes ou
amplificacdes tornam-se incapazes de desempenhar correctamente a sua funcdo. Deste
modo, transformam-se em genes com potencial cancerigeno — oncogenes. Os GST sao
genes que estdo na base do controlo dos mecanismos celulares. Porém, no processo de
carcinogénese apresentam-se frequentemente inactivados por alteragdes genéticas e
epigenéticas. Actualmente, ja estdo identificadas alteracdes em diversos genes com
relevancia para o processo de carcinogénese da bexiga como representado na Tabela 6.
Apresenta-se uma breve caracterizacdo de 6 oncogenes e 10 genes supressores tumorais
frequentemente alterados no CB. Apresenta-se também uma breve descri¢do de alguns

dos genes com maior impacto no CB.
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Tabela 6: Representagdo de alguns dos genes mais frequentemente alterados no CB, com
indicacdo do tipo de alteragdo mais comum e das vias moleculares envolvidas (Adaptado de®*-
92).
Gene Localizacéo Tipo de alteragédo Principais vias envolvidas
Oncogenes
Crescimento, sobrevivéncia,
PIK3CA 3026 Mutacéo, amplificacéo proliferacdo, motilidade e
morfologia celular
Controlo do ciclo celular e

FGFR3 4pl6 Mutacéo angiogenése
E2F3 6p22 Amplificacdo Proliferacdo celular
CCNDL 11913 Amplificacio Proliferacéo ((:Beilljéar e transicao
e Controlo do ciclo celular e
MDM2 12913 Amplificacdo apoptose
ERBB2 17912 Amplificacdo Activacdo da mitose
Genes Supressores Tumorais
RARB 3p24.2 Metilagdo Diferenciacdo celular
- Migragdo, adesdo celular e
APC 5022.2 Metilacdo apoptose
DH, mutagdo, . ~
CDKN2A 9p21 metilacio Proliferacéo celular
TSC1 9934 Delecédo, Mutacédo Crescimento celular
PTEN 10923 DH, Mutacéo Migracdo celular
MGMT 10026.3 Metilacdo Reparacéo do DNA
WT1 11p13 Metilacdo Diferenciacdo celular e apoptose
RB1 13gq14 Delecéo Transicdo GO/G1
TP53 17p13 Delegéo, Mutagéo FRUIBEES, EROpioss ¢

angiogénese
BRCA1 17921.31 Metilagdo Reparacdo do DNA
(DH: Delegdo Homozigdtica)

8.2.1. O gene PIK3CA

A via molecular da phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) desempenha uma funcéo
essencial no crescimento, na proliferacdo e na sobrevivéncia celular®™. Porém, alteragdes
nesta via tém sido frequentemente associadas a diversos cancros. O proto-oncogene
PIK3CA (3g26) codifica uma subunidade catalitica da via PI3K e é activado pela
ocorréncia de mutacdes pontuais ou amplificagdes do nimero de cépias do gene®™.
MutagOes neste gene representam uma das alteragdes mais frequentes no CB sendo
observadas em cerca de 20% dos tumores superficiais *°. Deste modo, sugere-se que a
taxa de mutacdo ao nivel do gene PIK3CA esteja relacionada com o estadio e grau do
tumor. Os tumores do tipo Ta e T1 de baixo grau sdo o tipo de tumores que apresentam
taxas de mutacdo mais elevadas. Mutagdes neste gene s&o0 muito raras em tumores

invasivos®® . As mutaces mais frequentes encontram-se associadas aos exdes 10 e 21
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e envolvem os coddes E542K, E545K, H1047R e H1047L%%. As mutacdes ao nivel do
coddo H1047R sdo o tipo de mutagdo mais frequente no cancro em geral, contudo este
facto ndo se verifica para o caso do CB. Em neoplasias da bexiga a maior taxa de
mutacdo do gene PIK3CA apresenta-se associada ao coddo E545K®°. Mutagdes neste

coddo correspondem a cerca de 52% do total de mutacdes encontradas neste gene®®.

8.2.2. O gene FGFR3

Nos Ultimos anos, o gene FGFR3 (4p16.3) tem sido muito estudado devido as
suas potenciais aplicacdes no diagnéstico do cancro da bexiga®™. Mutacdes neste gene
estdo associadas a tumores de baixo grau e estadio de tal forma que estdo presentes em
cerca de 70% dos tumores ndo invasivos Ta, estando ausentes dos CIS e em tumores do
tipo T1 a T4 a sua frequéncia é muito baixa®*. Assim, mutacdes ao nivel do gene
FGFR3 séo consideradas como eventos precursores da origem de tumores papilares de
baixo grau®. As mutacdes mais comuns envolvem os exdes 7, 10 e 15 e os coddes com
maior taxa de mutacdo sdo: exdo 7 — codBes S249C e R248C; exdo 10 — coddes Y375C,
G372C e A393E; exdo 15 — coddes K642E e K652M. Contudo, importa salientar que os
coddes mais frequentemente mutados sdo o S249C e o Y375C que correspondem a
cerca de 67% e 15% do total das mutacdes observadas®. MutagBes neste gene sdo
caracteristicas apenas de células tumorais, ndo sendo registadas em células ndo
tumorais®’. Porém, o cancro do colon, tumores benignos da pele, cancro do colo do
Utero bem como o cancro da prostata sdo exemplos de neoplasias em que também se

verificam mutacdes no gene FGFR3%.

8.2.3. Os genes CDKNZ2A e CDKN2B

Alteracbes no cromossoma 9 estdo descritas como sendo as alteracBes mais
comuns e das primeiras a ocorrer no aparecimento de um CB!. O gene CDKN2A
(9p21) codifica duas proteinas supressoras tumorais, a p16"™<** e a p14”*RF. A p16™NK%
esta associada & progressdo do ciclo celular e & inducdo da senescéncia®. A p14°RF esta
associada a estabilizacdo da proteina p53 que desempenha uma fungdo fulcral no
controlo do ciclo celular. O gene CDKN2A est4 associado a elevadas taxas de delecdo
em casos de CB*. Em muitos casos, verifica-se também a perda em simultaneo do gene
vizinho, CDKN2B, que codifica a proteina p15™ *" que corresponde a um inibidor do

ciclo celular®. Varios estudos tém sido desenvolvidos na tentativa de perceber a relacio
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destes genes com o grau, o estadio de desenvolvimento do tumor bem como a sua
capacidade de recorréncia e invasdo, contudo ndo ha consenso entre os resultados
obtidos™.

8.2.4. O gene TSC1

O gene TSC1 (9934) € um controlador do crescimento celular e € um dos dois
genes que esta directamente relacionado com a sindrome da esclerose tuberosa®™.
Porém, alteracdes neste gene ja estdo descritas em casos de CB®. Até a data, ainda néo
foram descritas alteracGes neste gene associadas a outras neoplasias. Mais de 50% dos
tumores da bexiga, de todos os graus e estadios, apresentam perda de heterozigotia de
regibes do cromossoma nove sendo que, o gene TSC1 é considerado uma das regifes
criticas®. A perda de funcdo deste gene no CB, na grande maioria dos casos, deve-se a
ocorréncia de mutagdes pontuais ou delecdes envolvendo o gene®. Nos dltimos anos,
varios estudos tém sido desenvolvidos de forma a compreender a possibilidade de

utilizacdo deste gene no diagndstico, na terapéutica e na avaliacdo do prognéstico®*®.

8.2.5. Alterac0es epigenéticas

Alteracdes epigenéticas, essencialmente ao nivel do padrdo de metilacdo de genes,
s30 também frequentemente observadas no CB®. O processo de metilacdo consiste na
adicdo de um grupo metilo ao carbono cinco das citosinas, presente nas ilhas na regido
promotora dos genes, levando a um silenciamento da expressdo do gene’®. Assim,
alteracdes ao nivel do padrdo de metilacdo sdo um importante mecanismo de activacéo e
inactivagdo de oncogenes e GST. Genes como 0 APC, o WT1,0 BRCAL e o RARB sdo
alguns exemplos de genes que se apresentam frequentemente hipermetilados e,

consequentemente, silenciados no CB (Tabela 6)*3°+%,

9. A urina como intermediéario do diagndéstico do cancro da bexiga

O metabolismo celular gera varios subprodutos que necessitam de ser eliminados
da corrente sanguinea. Deste modo, a urina consiste num biofluido produzido nos rins,
pela filtragdo do sangue, e que visa a eliminagdo dos subprodutos celulares referidos
anteriormente. Cerca de 95% da urina € composta por agua sendo os restantes 5%
constituidos essencialmente por compostos nitrogenados (como a ureia), vitaminas,

hormonas, 4cidos organicos e um elevado niimero de outros compostos organicos®’.
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As células resultantes da esfoliacdo das camadas celulares superficiais da bexiga
sdo eliminadas na urina. Deste modo, a colheita deste biofluido consiste na Unica
metodologia ndo invasiva que possibilita a obtencéo de células provenientes do interior
da bexiga. Porém, a obtencéo de células tumorais por intermédio da urina pode néo ser
facil. Por exemplo, o nivel de esfoliacdo de tumores de baixo grau é menor do que no
caso de tumores de elevado grau®™®. Este facto deve-se as ligacBes intercelulares em
tumores de alto grau serem mais fracas do que em tumores de baixo grau®. Por outro
lado, doentes com CB tém, frequentemente, habitos urinarios alterados associados a
outras patologias como diabetes mellitus, polidria ou noctiria. Desta forma, estes
doentes urinam frequentemente, dificultando a recolha de células neoplasicas na urina
em quantidades suficientes®”. Outra dificuldade inerente & obtencdo de DNA em
qualidade e concentracdo necessaria prende-se com a propria constituicdo da urina. Um
dos principais componentes da urina € a ureia que € um agente desnaturante da dupla
cadeia de DNA. O contacto directo deste agente nitrogenado com as células resultantes
da esfoliacdo da bexiga pode comprometer a integridade do DNA e consequentemente
da sua possivel utilizacdo em testes moleculares. Apesar das dificuldades inerentes a
utilizacdo do DNA proveniente de células excretadas na urina, esta assume-se como um
biofluido promissor no que diz respeito ao diagnostico e seguimento de pacientes com
CB. A recolha da urina permite, ndo s6 o contacto com células provenientes do interior
da bexiga de forma ndo invasiva, mas também torna possivel a repeticdo da amostragem
sempre que necessario e a recolha de varios espécimes num periodo de tempo
relativamente curto®. Estudos recentes indicam que de facto é possivel utilizar DNA de
células excretadas na urina, como forma, por exemplo, de estudar padrdes de metilacdo

de genes e auxiliar no diagndstico e seguimento de pacientes com esta neoplasia*®®’.

10. Técnicas de biologia molecular e genomica como meios de

diagndstico do cancro da bexiga
Nos ultimos anos, muitos avancos tém sido efectuados de forma a desenvolver
novas metodologias ou novos biomarcadores capazes de auxiliar no diagnéstico
precoce, na avaliagdo do prognoéstico e na adaptacdo das estratégias terapéuticas™*'%,
Contudo, o desenvolvimento deste tipo de metodologias, cada vez mais sensiveis e
especificas, implica a utilizacdo de tecnologia de igual modo avancada. Das novas

metodologias saliemtam-se as técnicas de MLPA, MS-MLPA (Methylation-specific
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MLPA) e 0 aCGH que permitem a caracterizacdo do perfil genomico do CB e/ou a

identificacdo de alteragOes no padrdo de metilacdo neste tipo de tumores.

10.1. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification - MLPA

A técnica de MLPA foi descrita pela primeira vez por Schouten e colaboradores
em 2002%. O MLPA é uma técnica de biologia molecular que possibilita a deteccéo de
alteracdes do nimero de copias e de mutacdes no DNA gendémico'®. Esta técnica
permite a utilizacdo de cerca de 45 a 50 sondas especificas para determinadas regides do
DNA, em simultaneo®®'®. Cada sonda é formada por dois oligonucleétidos o que
confere uma elevada especificidade a técnica. A quantidade de DNA necessaria para a
execucdo desta técnica também é considerada como uma vantagem importante visto que
apenas requer a utilizagdo de cerca de 20 a 50 ng de DNA®.

As principais aplicaces desta técnica consistem essencialmente no diagndstico
pré e pos-natal®. Porém, recentemente tem vindo a ser utilizada também na
caracterizacdo de tumores®'®. No que diz respeito ao diagnéstico pré e pés-natal, o
MLPA possibilita o rastreio das aneuploidias mais comuns (cromossomas 13, 18, 21, X
e Y) mas também a deteccdo de algumas sindromes como a sindrome de DiGeorge,

Prader-Willi, Angelman entre outras®*%!

. Quanto a caracterizagdo de tumores por
MLPA, ja foram desenvolvidos alguns painéis de sondas especificos para alguns
tumores, que permitem auxiliar ndo s6 no diagndstico da neoplasia mas também na
avaliacdo do progndstico e na adaptacio da estratégia terapéutica™™.

Relativamente ao procedimento experimental, a técnica de MLPA requer a
utilizacdo apenas de um termociclador e de um sistema de electroforese capilar'®.
Inicialmente, 0 DNA é desnaturado e em seguida ocorre a hibridizacdo entre 0 DNA
alvo e as duas sequéncias oligonucleotidicas de cada sonda (Figura 11 a)). Apenas as
sequéncias oligonucleotidicas que hibridizam em posicGes adjacentes sdo unidas por
accdo de uma ligase (Figura 11 b)) e posteriormente amplificadas numa reaccéo de PCR
(Figura 11 ¢))®. Apesar de cada sequéncia oligonucleotidica possuir uma sequéncia
para um dos primers universais, as que nao foram unidas ndo vao ser amplificadas
exponencialmente na reaccdo de PCR e, desse modo, ndo irdo ser detectadas por
electroforese capilar®. Estas sondas sdo identificadas por electroforese capilar devido a
diferenca de tamanho que apresentam entre si. O tamanho das sondas amplificadas pode

variar de 130 a 480 nucledtidos®®. Esta diferenca entre sondas é conferida pela presenca
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Figura 11: Representacdo esquematica das etapas do procedimento experimental da técnica
de MLPA. a) Desnaturagdo e hibridizacdo do DNA; b) Reaccdo de ligacdo dos dois
oligonucledticos hibridizados em posi¢oes adjacentes; ¢) Reaccdo de PCR utilizando dois
primers universais, X e Y: d) Anélise de fragmentos. (Adaptado de ')
de uma “stuffer sequence” que difere de seis ou nove pares de bases de sonda para
sonda %. Para além de permitir a identificacdo das mesmas, esta diferenca de tamanho
também permite que apenas se recorra a dois primers universais para a reac¢do de
PCRSB':LOO.

Na reaccdo de MLPA, ndo é a sequéncia de DNA alvo que é amplificada, mas sim
as sondas de MLPA que com ela hibridizam®. Deste modo, o nimero de sondas
resultantes da accdo da ligase sdo uma medida directamente proporcional ao nimero de
copias da sequéncia de DNA alvo®. Por electroforese capilar é obtido um padréo de
picos (electroferograma) (referente ao numero de sequéncias amplificadas para as
diferentes sondas utilizadas) (Figura 11 d)) que quando comparado com o padrédo de
picos obtido para uma amostra controlo, permite identificar alteracbes do numero de
copias do DNA gendmico®1%,

Em suma, a técnica de MLPA é uma metodologia fidvel na deteccédo de alteracdes
desequilibradas, sendo possivel obter os resultados num periodo inferior a 24 horas apés
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o0 inicio do procedimento experimental. A relacdo custo-beneficio da utilizacdo desta

técnica tem-se mostrado bastante satisfatoria®.

10.2. Methylation-specific MLPA - MS-MLPA

O MS-MLPA é uma variante do MLPA convencional que permite ndo s6 avaliar
0 numero de copias de sequéncias de DNA, mas também avaliar o estado de metilagdo
das mesmas. O procedimento experimental é muito semelhante ao do MLPA
convencional. Contudo, neste caso & necessario a utilizagdo de uma endonuclease
(Hhal) que reconhece locais de restricdo na sequéncia de DNA alvo e é sensivel ao
estado de metilacdo do DNA®1%,

Inicialmente 0 DNA ¢é desnaturado e em seguida ocorre a hibridizacdo entre o
DNA alvo e as duas sequéncias oligonucleotidicas de cada sonda (Figura 12 a)). Apés a
hibridizac&o, a amostra é dividida em dois tubos'®*%!% Num dos tubos, a amostra é
processada como no caso de uma reaccdo de MLPA convencional, fornecendo
informacdo sobre o nimero de copias de cada regido a estudar. No outro tubo, a amostra
¢ incubada com a endonuclease Hhal que actua sobre 0 DNA enquanto as sequéncias
oligonucleotidicas de cada sonda sdo unidas por accéo da ligase (Figura 12 b))% A
endonuclease, na auséncia de DNA metilado, reconhece o seu local de restri¢éo e induz
a quebra da sonda (Figura 12 b)). Desta forma, a sonda quebrada ndo é amplificada na
reaccdo de PCR e ndo é detecta por electroforese capilar. Na presenca de DNA
metilado, o DNA estéa protegido da accdo da endonuclease (Figura 12 b)) e, assim, a
sonda € altamente amplificada na reaccdo de PCR. Apos a amplificacdo das sondas por
PCR, estas sdo detectadas e identificadas por electroforese capilar, sendo gerado um
padrdo de picos por cada aplicacdo da amostra que quando comparados permitem inferir
sobre o estado de metilagdo das regides do DNA estudadas (Figura 12 d)). Nesta
técnica, a identificacdo das diferentes sondas por electroforese capilar € também
baseada na diferenca de tamanho entre elas, tal como no caso do MLPA
convencional %1%,

Na reaccdo de MS-MLPA, também ndo € a sequéncia de DNA alvo que é
amplificada, mas sim as sondas de MLPA que com ela hibridizam e que ndo sofrem a
ac¢do da endonuclease devido a protecgédo conferida pelo DNA metilado. Deste modo, 0
namero de sondas amplificadas € uma medida semi-quantitativa do estado de metilagdo
do DNA',
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Figura 12: Representacdo esquematica das etapas do procedimento experimental da técnica
de MS-MLPA. a) Desnaturacdo e hibridizacdo do DNA seguida de divisdo do produto de
reaccdo; b) A um dos produtos de reaccdo adiciona-se a ligase (reac¢do de ligagdo) e no
outro produto de reaccdo adiciona-se a ligase e a endonuclease (reaccdo de ligagdo e
digestdo); c) Reacgdo de PCR utilizando dois primers universais, X e Y; d) Anélise de
fragmentos. (Adaptado de ')

Nos Gltimos anos, a quantidade de estudos que utilizam a técnica MS-MLPA tém
vindo a aumentar'®®. Esta técnica ¢ muito importante ndo s6 para estudar doencas
relacionadas com fendémenos de imprinting, como por exemplo as sindromes de Prader
Willi/Angelman e Beckwith-Wiedmann/Russell-Silver, mas também na detec¢do da
inactivacdo de genes supressores tumorais € na avaliacdo da resisténcia a agentes

quimioterapéuticos %%,

10.3. Array-based Comparative Genomic Hybridization - aCGH
O aCGH é uma técnica de gendmica que foi descrita por Lucito e colaboradores
em 2003'™. Esta técnica foi descrita com o objectivo de detectar amplificacdes e
delecbes em amostras tumorais. Porém, actualmente é também muito utilizada no
estudo de doentes com atraso de desenvolvimento, alteragcdes no espectro do autismo,

anomalias congénitas multiplas entre outros'%*1%.
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Na técnica de aCGH iguais quantidades de DNA genomico marcado, referente a
uma amostra em estudo e a uma amostra referéncia, séo co-hibridizados num array que
contém sondas de DNA. Estas sondas, apresentam-se fixadas a uma lamina (suporte
fisico) e podem ser fragmentos de DNA gendémico humano clonados a partir de
bactérias (BAC — Bacterial Artificial Chromosome) ou oligonucleétidos sintéticos®”%.
Esta técnica pode apresentar uma cobertura global do genoma de tal forma que, o
namero de sondas por hibridizacdo pode variar na ordem dos milhares ou milhGes de
sondas. O limite de resolucdo do aCGH esta dependente do espacamento e do
comprimento das sondas de DNA. Deste modo, a resolucéo da técnica varia consoante a
plataforma utilizada®"'®*%®, A quantidade de DNA genémico utilizada num teste deste
tipo varia também de acordo com a plataforma utilizada'®.

Quanto ao procedimento experimental (Figura 13), esta técnica implica a
utilizacdo de um DNA controlo/referéncia e do DNA da amostra em estudo. Os dois
DNAs, ap6s fragmentacdo por accdo do calor, sdo marcados com fluorocromos
diferentes, um a verde - Cyanine 3 (Cy3) e um a vermelho — Cyanine 5 (Cy5). De

seguida os dois DNAs sdo co-hibridizados na lamina de array que contém as sondas

Controlo Doente
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Figura 13: Representacdo esquematica do procedimento
experimental da técnica de aCGH. (Proveniente de:
Laboratério de Citogenética e Genémica, FMUC, 2013).

especificas para cada regido do genoma. Apds a hibridizacdo, as l[aminas s&o colocadas
num scanner que quantifica a fluorescéncia emitida por cada fluorocromo. A
quantificacdo da fluorescéncia emitida pelo DNA marcado a verde (Cy3) e a vermelho
(Cy5) é detectada, alternadamente, sob a incidéncia de um feixe de luz com um
comprimento de onda de 523 nm e 635 nm, respectivamente’®. A deteccdo de
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alteracdes desequilibradas resulta da interpretacdo do racio Cy3/Cy5 para cada regido
do genoma estudada, isto porque, em caso de haver varia¢des no nimero de cdpias entre
0 DNA do paciente e 0 DNA controlo, a taxa de hibridizagcdo dos dois DNAs vai ser
diferente, bem como os indices de fluorescéncia para os dois fluorocromos, o que

permite a identificacdo das alteraces.

10.4. Outras técnicas complementares

Tanto o MLPA como o aCGH apresentam limitagdes, sendo que nenhuma destas
técnicas permite a deteccdo de rearranjos equilibrados ou mosaicismos de baixa
expressdo®’. Assim, o estudo do cariétipo assume uma elevada importancia como
técnica complementar. O cari6tipo possibilita a detec¢do de alteragdes cromossdmicas
numericas e estruturais (incluindo alteragdes equilibradas) bem como a caracterizagdo
dos diferentes complementos cromossémicos de um tumor®’. O limite minimo de
resolucdo para a deteccdo de alteracbes ronda os 5-10 Mb (bandagem GTG),
dependendo da regido cromossémica®’. Para além do que ja foi referido anteriormente, o
aCGH apresenta também algumas dificuldades na interpretacdo dos resultados, devido
ao elevado niimero de dados obtidos, e é também uma técnica dispendiosa®’. A técnica
de FISH é de igual modo importante como técnica complementar em estudos
relacionados com cancro. Esta técnica recorre a utilizacdo de sondas marcadas com
fluorocromos que hibridizam com as sequéncias complementares do DNA alvo, sendo
possivel detectar a presenca de delecbes, amplificacbes e também rearranjos
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equilibrados™. As principais vantagens da utilizacdo desta técnica sdo a possibilidade

de se avaliar a existéncia de rearranjos equilibrados, o estudo de mosaicos de baixa

expressdo bem como a possibilidade de utilizacdo de células em interfase®’ .

11. Objectivos
Os principais objectivos do estudo foram:
e A caracterizagdo do perfil genomico de bidpsias de CB pelas técnicas de
MLPA, MS-MLPA, FISH e aCGH,
e A avaliacdo do padrdo de metilagdo de determinadas regides gendémicas
de bidpsias de CB por MS-MLPA,;
A deteccdo de alteracBes genéticas desequilibradas e epigenéticas (ao nivel do

padrdo de metilagdo) assumem uma extrema relevancia na compreensdo dos
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mecanismos moleculares intervenientes no processo de carcinogénese. Um melhor
conhecimento destes mecanismos associados ao CB serda uma importante mais-valia ndo
sO ao nivel das estratégias de diagndstico, na adaptacao da terapéutica e na avaliagéo do
prognostico de cada doente, mas também terd um papel relevante no seguimento dos

pacientes com esta neoplasia.

Foram também objectivos deste estudo:

e A optimizagdo da utilizacdo de DNA extraido de células da bexiga
excretadas na urina, bem como a validacdo das técnicas de MLPA e MS-MLPA,

em DNA extraido de urina, como metodologias sensiveis, especificas e

economicamente viaveis no estudo de doentes com CB;

A capacidade de utilizacdo de amostras provenientes deste biofluido em técnicas
de biologia molecular, como 0 MLPA e 0 MS-MLPA, é muito relevante na obtencéo de
uma estratégia ndo invasiva, sensivel e economicamente viavel para o diagnostico,
caracterizacdo e seguimento deste tipo de doentes. Contudo, para que seja possivel obter
DNA extraido de amostras de urina com qualidade e concentracGes ideais foi necessario
optimizar e validar o procedimento experimental de extraccdo de DNA de urina.

e Estabelecimento de culturas primérias de CB;
O estabelecimento de culturas celulares é extremamente importante neste tipo de
estudos pois permite, ndo sé a sua utilizacdo mas também a conservacdo das amostras

para estudos futuros.
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Capitulo II — Materiais e Métodos

1. Pacientes e Amostras

Neste estudo foram incluidas 14 bidpsias tumorais recolhidas, com o
consentimento informado, de 14 doentes com diagnostico de CB, provenientes do
Servigo de Urologia e Transplantacdo Renal do Centro Hospitalar e Universitario de
Coimbra (SUTR - CHUC). Estas amostras foram recolhidas no periodo compreendido
entre Setembro de 2012 e Julho de 2013. As amostras foram obtidas por resseccédo
transuretral sendo que as amostras enviadas para o Laboratério de Citogenética e
Gendmica da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra (LCG — FMUC)
correspondem ao excedente das pecas tumorais, colhidas em espelho e enviadas para o
servico de Anatomia Patolégica. Como controlos, foram utilizadas quatro biopsias de
doentes, sem histdria clinica de CB, que foram sujeitos a procedimentos cirdrgicos com
base na correccao de alteracdes ao nivel da préstata.

O tecido foi recolhido da peca cirurgica, tendo como objectivo o estabelecimento
de culturas celulares e a extraccdo de DNA. O tecido recolhido para estabelecer culturas
celulares foi armazenado e transportado em Hanks Balanced Salt Solution (HBSS)
suplementado com 2% de penicilina e estreptomicina (P+S) (Gibco Invitrogen,
Carlsbad, California, USA). O tecido para a realizagdo da extraccdo de DNA foi
armazenado em Tampdo Fosfato Salino (PBS) até a realizacgdo do referido
procedimento.

Neste estudo foi ainda incluida uma amostra de urina de cada doente colhida
imediatamente antes do inicio do procedimento cirdrgico, para posterior realizacdo de
extraccdo de DNA. Cada amostra de urina utilizada no estudo resulta do excedente
enviado também para o servico de Anatomia Patoldgica com vista a realizacdo da
citologia urinaria.

De todos os doentes considerados no estudo foram recolhidos alguns dados de
caracter informativo, tais como: a idade (aquando do diagndstico), o sexo, o estadio e
grau do tumor com base no sistema TNM e na classificacdo definida pela OMS em

1973. Os dados considerados para cada doente estdo representados na Tabela 7.
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Tabela 7: Dados clinicos dos doentes incluidos no estudo.
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2. Extraccdo de DNA
2.1. Extracgdo de DNA de bidpsias tumorais e de controlos

Para a extraccdo de DNA a partir das amostras de tecido (quer tumorais quer
controlos) foi utilizado um kit de extraccdo comercial - High Pure PCR Template
Preparation Kit (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany). O procedimento
experimental executado esteve de acordo com o descrito pelo fabricante (ver anexo I1).
De um modo geral, a extraccdo de DNA por este kit compreende varias etapas.
Inicialmente ocorre a digestdo do tecido por ac¢do de um tampéo de lise e da proteinase
K. De seguida recorre-se a um sistema de colunas de silica com afinidade para 0 DNA
seguindo-se Vérias etapas de lavagem de forma a purificar o DNA. Finalmente a eluicéo
do DNA é realizada com um eluente especifico para o efeito.
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2.2. Extraccao de DNA de celulas uroteliais excretadas na urina

Para a extraccdo de DNA de células provenientes da bexiga e excretadas na urina
foram inicialmente testados dois kits de extraccdo comerciais. Os kits testados foram -
QlAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) e o UltraClean®
Tissue & Cells DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories Inc., Carlsbad, California)
(consultar protocolos detalhados nos anexos 11l e 1V). Ap6s uma analise cuidada das
caracteristicas do DNA obtido pelos diferentes métodos de extraccdo optou-se pela
utilizacdo do QIlAamp® Viral RNA Mini Kit. Neste trabalho foi também avaliada a
pertinéncia da realizagdo de um tratamento das amostras de urina previamente a
aplicacdo do método de extraccdo de DNA. Este pré-tratamento consistiu em ciclos de
lavagens com PBS e centrifugacGes consecutivas de forma a aumentar os graus de
pureza das amostras.

De uma forma genérica, inicialmente as amostras de urina foram sujeitas a um
pré-tratamento que consiste na realizacdo de varios ciclos de centrifugacdo e lavagens
dos pellets com PBS, de forma a aumentar a pureza da amostra. De seguida, iniciou-se o
processo de extraccdo de DNA de acordo com o descrito pelo fabricante. O
procedimento experimental do kit utilizado (QIAamp® Viral RNA Mini Kit) baseia-se
na extraccdo de DNA em coluna de tal forma que, numa fase inicial, verifica-se a
digestdo celular, seguida de ligacdo do DNA a coluna e respectivas lavagens. No final

do procedimento o DNA é eluido recorrendo a um tampao de eluicao.

3. Quantificacao e analise da integridade das amostras

Posteriormente a extraccdo de DNA das amostras, procedeu-se a quantificacéo e
avaliacdo do grau de pureza utilizando um espectrofotometro (NanoDrop 1000, Thermo
Scientific, Wilmington, USA) para esse efeito. Os graus de pureza sdo avaliados com
base no quociente entre a absorvancia a 260 nm e 280 nm e entre 260 nm e 230nm. A
avaliacdo destes racios permite ndo so avaliar a concentracdo de DNA da amostra, visto
que os acidos nucleicos absorvem a 260 nm, mas também detectar a presenca de
contaminantes existentes na amostra, como por exemplo fendis, proteinas entre outros.
Uma amostra de DNA é considerada pura quando o quociente de absorvancia 260/280 é
cerca de 1,8 e o quociente de absorvancia 260/230 varia entre 1,8 e 2,2*%.

As amostras consideradas no estudo foram ainda avaliadas no que diz respeito a

integridade do DNA. A avaliagéo da integridade das amostras foi realizada recorrendo a
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electroforeses em gel de agarose 2,5% (p/v), corado com GreenSafe (Nzytech, Lisboa,
Portugal). Em cada electroforese foi utilizado o marcador de peso molecular 50 pb DNA
Step Ladder (Promega, Corporation, Wisconsin, USA) e a separacdo do DNA foi
realizada a 100V durante 100 minutos. A imagem do gel foi captada por um Bio-Rad
ChemicDoc XRS System, utilizando o Quantity One Software v4.2 (Bio-Rad, Hercules,
California, USA). A Figura 14 corresponde a um exemplo em que é possivel observar a
existéncia de uma amostra com DNA fragmentado (Figura 14 (1)) e uma com DNA
integro (Figura 14 (2))*°.

Figura 14: Imagem representativa de um gel de agarose; M — Marcador de pesos
moleculares; 1 — DNA fragmentado; 2 — DNA sem fragmentacéo. (Adaptado de %)

4. Analise por MLPA

Neste estudo foi testado um painel de sondas de MLPA especifico para o CB de
forma a detectar alteracdes do nimero de copias de genes com relevancia reportada para
esta neoplasia. Este painel inclui 43 sondas para sequéncias alvo especificas sendo que
nestas estdo incluidas sondas para as mutacdes mais frequentemente observadas em
casos de CB. As mutacdes estudadas envolvem os genes FGFR3 e PIK3CA. Este painel
de sondas inclui ainda 12 sondas referéncia. Os genes estudados pela técnica de MLPA
e a sua localizagdo cromossdmica estéo representados na Figura 15 e no anexo V.

Quanto ao procedimento experimental da técnica de MLPA, este foi realizado de
acordo com o descrito em 2002 por Schouten e colaboradores®. Resumidamente, em
cada reac¢do de MLPA foram utilizados até 5 uL de DNA de forma a perfazer uma
quantidade de DNA entre 80 e 100 ng. Em casos de amostras muito concentradas,

procedeu-se a realizacdo de diluicdes em agua Nuclease-free (Promega Corporation,
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Wisconsin, USA) de forma a prefazer o volume final de 5 uL. O DNA foi desnaturado
recorrendo a um termociclador ABI 2720 (Applied Biosystems, Foster City, USA)
durante 10 min a 98°C. De seguida adicionou-se 1,5 puL de sonda juntamente com 1,5
pL de tampéo e posteriormente a amostra foi desnaturada durante 1 min a 95°C e as
sondas permaneceram a hibridizar durante 15 horas a 60°C. Apé6s a reaccdo de
hibridizacdo, adicionou-se 32 pL de Ligase-65 master mix sendo que a reaccdo de
ligacdo ocorreu a 54°C durante 15 min. De seguida, a ligase foi inactivada por accéo do
calor, a 98°C durante 5 min. Para a Reac¢do da Polimerase em Cadeia (PCR) adicionou-
se 10 pL de polymerase master mix. A reaccdo de PCR ocorreu no termociclador ABI
2720 durante 35 ciclos: 30 seg. a 95°C, 30 seg. a 60°C, 1 min a 72°C e finalmente uma
extensdo final de 20 min a 72°C. Para a aquisicdo dos resultados, 1 pL de produto de
PCR juntamente com 0,3 pL de Genescan™ 500 Rox™ size standard (Applied
Biosystems, Foster City, USA) e 9,1 uL de formamida desionizada (Applied
Biosystems, Foster City, USA) foram desnaturados durante 5 min a 98°C e
seguidamente separados por um sistema de electroforese capilar — ABI PRISM™ 3130
(Applied Biosystems, Foster City, USA). Os resultados foram analisados com o
software GeneMapper v4.1 (Applied Biosystems, Foster City, USA) de forma a
permitir a analise cuidada dos electroferogramas referentes a cada fragmento
amplificado e para garantir o controlo de qualidade do procedimento executado. Para a
obtencéo dos resultados finais, recorreu-se ao software Coffalyser.net (MRC-Holland,
Amsterdam, The Netherlands) que calcula um récio, para cada sonda, entre as amostras
em analise e os controlos.

Em cada reaccdo foram utilizados trés controlos representativos da populagéo
saudavel, que correspondem a individuos do sexo masculino sem histéria clinica de CB,
e um controlo negativo (sem DNA). Neste estudo, sempre que o0s valores
correspondentes ao numero de cépias eram <0,83 foram considerados como perdas e

valores >1,17 foram considerados como ganhos de material genético.

5. Analise por MS-MLPA

Para a realizagéo da técnica de MS-MLPA utilizou-se o painel de sondas ME002
(MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands) que contém 41 sondas que permitem
detectar alteracGes do nimero de copias de sequéncias especificas de DNA. Entre estas

41 sondas, estdo incluidas 27 que possibilitam também o estudo do padrao de metilacéo
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de 25 genes supressores tumorais. Os genes estudados pela técnica de MS-MLPA e a
sua localizagdo cromossdmica estdo representados na Figura 15 e no anexo V.

Neste estudo o procedimento experimental executado esteve de acordo com o
descrito em 2005, por Nygren e colaboradores'®. O procedimento experimental da
técnica de MS-MLPA ¢ semelhante ao da técnica de MLPA, contudo requer a utilizacéo
da enzima de restricdo Hhal que reconhece locais de restricdo e induz a quebra das
sequéncias de DNA, na auséncia de DNA metilado. Resumidamente, em cada reacgéo
de MS-MLPA foram utilizados até 5 uL de DNA de forma a perfazer uma quantidade
de DNA entre 80 e 100 ng sendo que, a reaccdo de desnaturacdo e hibridizacédo
decorreram de acordo com o igualmente descrito para a técnica de MLPA. Apés a
reaccdo de hibridizacdo, adicionou-se 3 uL de Ligase buffer A e 10 uL de agua
Nuclease-free (Promega Corporation, Wisconsin, USA) a cada eppendorf. De seguida
transferiu-se 10 pL de produto de reaccdo para um novo tubo. Apds a repeticdo deste
processo para todas as amostras, aumentou-se a temperatura para 48°C e adicionaram-se
10 uL de Ligase-65 master mix a primeira série de eppendorfs (correspondentes a
avaliacdo do numero de copias). Na outra série adicionaram-se 10 pL de Ligase-
Digestion mix que contém a enzima de restricdo Hhal (10 unidades/uL) (Promega
Corporation, Wisconsin, USA). A reaccdo de digestdo e ligacdo ocorreram durante 30
min a 48°C seguida de inactivacdo das enzimas por ac¢do do calor durante 5 min a
98°C. O restante procedimento experimental da técnica de MS-MLPA est& igualmente
de acordo com o descrito anteriormente para a técnica de MLPA. A U(nica excepgdo
verifica-se aquando da aplicacdo das amostras no sequenciador em que no caso da
técnica de MS-MLPA apenas se aplica 0,75 uL de produto de PCR juntamente com 0,3
uL de Genescan™ 500 Rox™ size standard (Applied Biosystems, Foster City, USA) e
9,1 uL de formamida desionizada (Applied Biosystems, Foster City, USA). Tal como
para 0 MLPA, os resultados foram igualmente analisados com o software GeneMapper
v4.1 (Applied Biosystems, Foster City, USA). Para a obtencdo dos resultados, recorreu-
se igualmente ao software Coffalyser.net (MRC-Holland, Amsterdam, The Netherlands)
que, no caso da avaliacdo do nimero de cdpias, calcula um racio entre as amostras em
anélise e as amostras controlo. Na avaliacdo do nivel de metilacdo de cada sonda, o
racio e calculado entre a area do pico obtido referente ao numero de cépias e a area do
pico obtido no caso do estudo do padrdo de metilacdo. Esta comparacdo dos

electroferogramas € possivel porque enquanto que na avaliagdo do numero de copias
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todas as sondas sdao amplificadas por PCR e detectadas por electroforese (a excepcéo
dos casos de dele¢des homozigéticas), no caso da avaliagdo da metilacdo, quando o
DNA ndo esta metilado a sonda correspondente € quebrada, ndo é amplificada por PCR
e ndo é detectada por electroforese.

Em cada reaccdo foram utilizados trés controlos representativos da populagédo
saudavel, que correspondem a individuos do sexo masculino sem histdria clinica de CB,
e um controlo negativo (sem DNA). Neste estudo, para a anélise dos resultados foram
estipulados trés intervalos de metilacdo como representado na Tabela 8. Para todos os
genes, a excepcdo do gene MSHS6, foi considerado como auséncia de metilacdo valores
de percentagens até 15%. Porém, no caso de gene MSH®6, devido ao facto de terem sido
registados valores superiores a 15% de metilagdo para alguns casos controlo, decidiu-se

considerar normal, valores até 20% de metilacdo

Tabela 8: Representagdo dos trés intervalos de metilagdo considerados na avaliagdo dos
resultados obtidos neste estudo.

Percentagem de metilacéo Patamar de metilacao
De 0% a 15%* N&o metilado
De 16%* a 50% Metilado
Superior a 50% Hipermetilado

* - para 0 gene MSH6 o valor considerado foi 20%.
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Figura 15: Representag@o dos genes estudados pelas técnicas de MLPA e MS-MLPA e as suas localizagdes cromossomicas. A preto estdo representados os
genes em que apenas foi avaliado o numero de copias. A azul estdo representados os genes que, para além do estudo do niimero de copias, foi também

avaliado o estado de metilagao.
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6. Analise por aCGH

As laminas de aCGH utilizada foram Agilent Human Genome microarray 4x180
(Agilent Technologies Inc, Santa Clara, USA) que incluem 180 000 sondas
oligonucleotidicas dispersas por todo o genoma permitindo assim a deteccdo de
variaces do nimero de cdpias em larga escala.

Quanto ao procedimento experimental, esta técnica foi realizada de acordo com o
descrito pelo fabricante. Para cada amostra foram utilizadas entre 800 a 1100 ng de
DNA num volume de 26 pL. Quando necessario o volume foi complementado com
agua Nuclease-free (Promega Corporation, Wisconsin, USA). Numa fase inicial, o
DNA foi desnaturado por accao do calor recorrendo a um termociclador Veriti (Applied
Biosystems, Foster City, USA) a 95°C durante 10 min. De seguida, procedeu-se ao
Labeling das amostras em que os DNAs a estudar foram marcados com o fluorocromo
Cy5 e os controlos foram marcados com o fluorocromo Cy3. Os fluorocromos nunca
sdo incorporados na totalidade pelo DNA de tal forma que é necessario proceder a
remocao do fluorocromo excedente por um processo conhecido como Clean-up. Este
processo é baseado num sistema de colunas que fixam o DNA e permitem a realizacdo
de sucessivas lavagens. Neste ponto é necessario avaliar o nivel de incorporagdo do
fluorocromo pelo DNA de forma a avaliar a eficacia do procedimento até aqui
realizado. Para esse efeito foi utilizado um espectrofotémetro (NanoDrop 1000, Thermo
Scientific, Wilmington, USA). De seguida preparou-se a mistura de hibridizacdo (Cot-1
DNA (Img/mL), Agilent 100x Blocking Agent, Agilent 2x Hi-RPM Hybridization
Buffer) a qual se adicionou o DNA marcado quer da amostra quer do respectivo
controlo. O processo de hibridizacdo ocorreu a 65°C durante 24 horas numa camara de
hibridizacéo inserida num forno de hibridizacdo (Agilent Technologies Inc, Santa Clara,
USA). Ap6s o periodo de hibridizagdo, as Iaminas de array foram sujeitas a um
processo de sucessivas lavagens de modo a remover ligacdes inespecificas e 0 DNA
marcado que ndo hibridizou com os oligonucleotidos fixados na lamina. Para a obtengéo
dos resultados foi utilizado um scanner - microarray G2565ca (Agilent Technologies
Inc, Santa Clara USA) - que detecta a emissé@o de fluorescéncia dos dois fluorocromos
utilizados. A analise dos resultados obtidos foi realizada utilizando o software Agilent
Genomic Workbench v6.5 e recorrendo essencialmente a base de dados UCSC Genome

Browser.
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7. Cultura de células

O estabelecimento de culturas celulares primarias foi adoptado do procedimento
descrito em 2005 por Fu e colaboradores™!. Resumidamente, apés a realizacio do acto
cirargico, as amostras foram colocadas e transportadas em HBSS suplementado com
2% P+S (Gibco Invitrogen, Carlsbad, California, USA). Posteriormente, o tecido foi
fragmentado e distribuido homogeneamente numa caixa de cultura T-25 previamente
revestida com colagénio tipo 1 (Gibco Invitrogen, Carlsbad, California, USA). O meio
de cultura utilizado foi 0 Ham’s FI12 Nutrient Mixture (F-12) (Gibco Invitrogen,
Carlsbad, California, USA) suplementado com insulina (100 U/mL), aminoacidos ndo
essenciais (0,5 mL da solucdo stock a 10 mM), hidrocortisona (1000 pg/mL),
transferrina humana (500 pg/mL), dextrose (0,27 g/mL) (Sigma Aldrich, St. Louis,
USA), P+S (2%), L-Glutamina (200 mM) e soro fetal bovino (FBS) (entre 1% aquando
da sementeira, 10% apdés um més da sementeira) (Gibco Invitrogen, Carlsbad,
California, USA). A cada cinco a sete dias foi avaliado o crescimento da cultura e
mudado o meio de cultura.

Para o estabelecimento de subculturas utilizou-se a StemPro® Accutase® (Gibco

Invitrogen, Carlsbad, California, USA) para libertar as células da superficie aderente.

8. Analise por FISH

Neste estudo, foi utilizado o teste UroVysion® (Abbott Molecular Inc, Illinois,
USA). Previamente a aplicacdo do procedimento experimental do teste UroVysion® as
células em cultura foram sujeitas a varias etapas de preparacdo. Inicialmente, as células
foram sujeitas a accdo de CRA (0,01%) (Chromosome Resolution Additive) e
posteriormente da colcemida (0,2 ug/mL) de forma a haver uma estimulacéo da divisao
celular seguida de um bloqueio da mesma em pro-metafase. Posteriormente, as células
em cultura foram dissociadas por ac¢do da StemPro® Accutase® (Gibco Invitrogen,
Carlsbad, California, USA) e as células em suspensdo foram colhidas e sujeitas a um
tratamento hipotdnico com KCL (0,05 M) que induz a sua turgescéncia. Seguidamente
sujeitaram-se as celulas a um gradiente de fixacdo (acido acético e metanol) que confere
resisténcia as células de modo a evitar o seu rebentamento prematuro. Finalmente,
procedeu-se ao espalhamento sob condi¢des de humidade e temperatura controladas.

O procedimento experimental executado para o teste UroVysion® consistiu numa
adaptacdo do procedimento descrito pelo fabricante. De um modo geral, as laminas
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foram sujeitas a um tratamento com 2x Standard Saline Citrate (SSC) (pH = 7,0). Ap0s
este tratamento, as laminas foram colocadas numa solucdo contendo pepsina que
permitiu degradar a matriz extracelular. Subsequentemente, apds vérias lavagens das
laminas com PBS, estas foram sujeitas a um gradiente crescente de alcoois (70%, 85% e
100%) de forma a induzir a desidratacdo do material fixado na lamina. Este passo de
desidratacdo para a hibridizacdo das sondas de FISH com o DNA alvo. Em areas
previamente seleccionadas foram adicionados 3 pL de sonda e a reacc¢do de hibridizacao
ocorreu durante cerca de 15 horas a 39°C numa cdmara humida e escura. Decorrido o
periodo de hibridizacdo, as ldminas foram sujeitas a sucessivas lavagens com diferentes
gradientes de SSC e NP-40 de forma a eliminar ligacGes inespecificas e a sonda nédo
hibridizada remanescente. No final, foi utilizado um meio de montagem contendo DAPI
(4’,6-diamidino-2-phenylindole). Para a observacdo das laminas recorreu-se a um
microscopio de fluorescéncia (Nikon Eclipse E400, Melville, New York, USA)
acoplado ao sistema Cytovision (Applied Imaging International Lda., Welzlar,
Germany). Os filtros utilizados (Nikon, Melville, New York, USA) para deteccdo da
fluorescéncia foram: Verde — B-2A; Vermelho — G-2A; Aqua — C57573; Gold —
C57575; DAPI — UV-1A. Neste estudo a anélise dos resultados foi realizada de acordo
com os critérios descritos pelo fabricante.

9. Anélise estatistica

A analise estatistica dos resultados obtidos foi realizada com o programa
Statistical Package for Social Sciences v20.0 (Chicago, Illinois, USA). Para a
caracterizacdo da amostra recorreu-se ao calculo da média, desvio padrdo e
frequéncia absoluta.

De forma a avaliar o grau de concordancia entre os resultados obtidos por
MLPA, para amostras provenientes de bidopsias tumorais e de urinas, procedeu-se a
realizacdo de uma anélise de kappa de Cohen. A andlise de kappa baseia-se no
numero de respostas concordantes. Deste modo, valores de 1 correspondem a uma
concordancia completa e valores préximos ou abaixo de 0 indicam nenhuma
concordancia. A andlise dos valores obtidos foi realizada de acordo com a

classificacdo proposta por Landis e Koch? em 1977.
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Capitulo IIT — Resultados e Discussdo

1. Caracterizacao dos doentes envolvidos no estudo

Neste estudo foram analisados 14 doentes com diagndstico de cancro da bexiga. A
idade média (+ SD) dos doentes estudados é 74,71 (£ 8,65) anos (idades compreendidas
entre os 61 e 0s 86 anos) sendo 71,4% (10/14) dos individuos do sexo masculino e 28,6
(4/14) do sexo feminino, como representado na Tabela 9.

Apesar da pertinéncia da informacdo, dados como os habitos tabagicos, a
profissdo dos doentes e a regido anatomica da bexiga em que 0s tumores se
encontravam ndo foi considerada neste estudo devido a inacessibilidade desta
informagéo.

Quanto a classificacdo anatomo-patologica, 14,3% (2/14) dos tumores estudados
eram do tipo Ta,G1; 28,6% (4/14) do tipo T1,G1; 28,6% (4/14) do tipo T1,G2; 14,3%
(2/14) do tipo T1,G3 e 7,1% (1/14) do tipo T3a,G3. Para alem dos tumores referidos foi
ainda incluido um tumor (7,1% - 1/14) que apresentava simultaneamente um tumor
T1,G2 com um Tis.

Tabela 9: Caracterizacdo dos doentes com CB incluidos no estudo

N.° Doentes (14) Percentagem (%)
Masculino 10 71,4
Feminino 4 28,6
Idade
<65 2 14,3
> 65 12 85,7

Classificacdo anatomo-patoldgica
Sistema TNM — Estadio T

Ta 2 14,3
Tis 0* 0
T1 11 78,6
T2 0 0
T3 1 7.1
T4 0 0

Grau (WHO, 1973)
Gl 6 42,9
G2 5 357
G3 3 21.4

* Neste estudo ndo foi incluido nenhum Tis, porém um dos tumores T1 apresenta
simultaneamente um Tis, como referido anteriormente.
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Quanto aos controlos, foram utilizados quatro com uma média (+ SD) de idades
de 71,5 (x6,14) anos (idades compreendidas entre 0s 67 e os 80 anos).
Na Tabela 9, estdo representadas as caracteristicas gerais dos doentes com CB

incluidos no estudo.

2. Optimizacéo do procedimento experimental de extrac¢do de DNA
O processo de extraccdo de DNA é considerado essencial no que diz respeito a
utilizacdo deste &cido nucleico em técnicas de biologia molecular e gendmica. Isto
deve-se ao facto de, neste tipo de técnicas, para além da concentracdo de DNA o0 seu
grau de pureza ser também de extrema relevancia. Neste ambito, optimizou-se o
processo de extraccdo de DNA de células da bexiga excretadas na urina, de forma a
garantir uma amostra com qualidade suficiente. O DNA de células excretadas na urina
foi extraido por 2 métodos distintos (QlAamp® Viral RNA Mini Kit — Qiagen®;
UltraClean® Tissue & Cells DNA Isolation Kit - MO BIO) e sujeito, em alguns casos, a
diferentes tipos de pré-tratamentos conforme descrito abaixo. A optimizacdo foi feita

em 5 amostras teste diferente (UT1 a UT5) de acordo com a Tabela 10.

Tabela 10: Valores referentes a concentracdo e pureza do DNA obtidos pela aplicagdo dos

métodos de extraccdo de DNA utilizados.

Amostras Método [DNA(ng/pL)] 260/280 260/230
uT1 Qiagen® 298,7 2,07 -7,78
uT?2 Qiagen® 189,5 2,56 -3,68
UT3 Qiagen® + Pre- 46,4 2,04 0,09

tratamento 1
UT4 Qiagen® + Pre- 325 2,09 0,07

tratamento 2

uTS MO BIO® 158 0,8 0,25

(UT — Urina Teste; Pré-tratamento 1 — 1 lavagem dos pellets de urina com PBS; Pré-tratamento
2 - 2 lavagem dos pellets de urina com PBS e aumento das velocidades de centrifugagéo)

2.1. Método QlAamp® Viral RNA Mini Kit — Extraccdo de DNA de

ceélulas excretadas na Urina
Nas amostras de urina (UT1 e UT2) o DNA foi extraido pela aplicacéo directa do
método QIAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Germany) (Qiagen®).
Como pode ser observado na Tabela 10, obtiveram-se concentragdes elevadas de DNA

0 que ndo é frequente para este tipo de amostras devido ao reduzido nivel de esfoliagdo
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celular verificado na bexiga. Um DNA € considerado puro quando o récio de
absorvancia 260/280 esta proximo de 1,8 e o0 racio 260/230 est4 entre os 1,8 e os 2,2'%.
Como se pode observar na Tabela 10 as amostras UT1 e UT2 apresentam valores para o
racio 260/230 muito inferiores. Segundo estes racios, parece haver a indicacdo da
presenca de contaminantes na amostra, que absorvem a um comprimento de onda de
230 nm. Compostos organicos como o alcool, a guanidina, o isotiocianato e tambem
alguns componentes celulares como os hidratos de carbono sao contaminantes que estio
frequentemente associados a alteracdes nos racios de pureza.

Na literatura, varios estudos optam pela realizacdo de um tratamento das amostras
de urina previamente & realizacdo do procedimento de extraccdo de DNA™®7113 Neste
estudo avaliou-se a pertinéncia da realizacdo de um tratamento prévio das amostras de
urina, tendo sido realizados varios testes de modo a compreender qual a metodologia
mais eficiente.

Numa primeira abordagem, procedeu-se a extrac¢do de DNA de células uroteliais
excretadas na urina utilizando um pré-tratamento (pré-tratamento 1) descrito por
Zuiverloon e colaboradores®” em 2011. Tal como se pode observar na Tabela 10, a
amostra extraida por este processo (UT3) obteve uma concentracdo de DNA muito
inferior as amostras extraidas directamente pelo método da Quiagen® sem pré-
tratamento (UT1 e UT2). Quanto aos graus de pureza, o racio de absorvancia 260/280
mantem-se muito semelhante porém, o racio 260/230, apesar de ndo apresentar valores
negativos ainda continua sem estar dentro dos limites recomendados para uma amostra
pura. Apesar disso, decidiu-se realizar a técnica de MLPA nas amostras referidas
anteriormente (UT1, UT2 e UT3).

Com a aplicacdo da técnica de MLPA verificou-se que as concentracdes das
amostras extraidas pela aplicacdo directa do método da Qiagen® ndo sdo
correspondentes com o resultado obtido pelo NanoDrop®. Este facto pode ser
observado na Figura 16 em que o electroferograma correspondente a amostra UT2
apresenta picos bem expressos correspondentes aos fragmentos Q. Por outro lado, pela
analise do electroferograma desta mesma amostra (Figura 16) é também perceptivel que
0 processo de desnaturacdo ndo foi bem sucedido. No electroferograma observa-se que
0s picos correspondentes aos fragmentos D sdo muito pequenos, sendo, em alguns
casos, do mesmo tamanho que o0s picos correspondentes aos fragmentos Q. Igualmente
neste caso, 0s picos referentes as diferentes sondas incluidas no painel também néo

apresentam um perfil normal, isto porque, para além de n&o se verificar amplificacéo de
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Figura 16: Electroferogramas obtidos pela realizacdo da técnica de MLPA em
amostras de DNA extraido de células da bexiga excretadas na urina. (UT — Urina
Teste)

todas as regides estudadas, observa-se a presenca de pequenos picos que nao
correspondem a fragmentos reais.

Os painéis de sondas utilizados na técnica de MLPA incluem fragmentos
especificos de DNA que, apos a reac¢do de PCR, permitem inferir sobre a quantidade de
DNA presente da amostra e sobre a qualidade do processo de desnaturagéo ocorrido'®.
Numa amostra com uma concentracdo e pureza de DNA 6ptimos (Controlo - Figura 16)
0s quatro picos iniciais do electroferograma (Fragmentos Q) ndo devem ser observaveis.
Esses fragmentos de DNA estdo presentes no painel de sondas em tdo reduzidas
quantidades que apenas sdo expressos na auséncia de elevadas quantidades de DNA da

100 Assim sendo, a expressdo destes picos é inversamente

amostra em estudo
proporcional & quantidade de DNA utilizada para a realizagcdo da técnica. Quanto a
desnaturacdo do DNA (Fragmentos D), as sondas incluidas nos paineis de MLPA s&o
especificas para determinadas regiGes do genoma com um elevado conteudo em GC, de

dificil desnaturagdo. Quando ocorrem problemas no processo de desnaturacdo do DNA

54



Caracterizacdo do perfil genédmico do cancro da bexiga 2012/2013

as sondas apresentam dificuldades em hibridizar e simultaneamente verifica-se uma
menor expressao dos picos correspondentes.

De acordo com a literatura, a presenca de contaminantes em amostras a aplicar em
técnicas de biologia molecular e gendmica sdo extremamente prejudiciais®®'®. Por
exemplo, a presenca de fenois nas amostras esta associada a uma inibicdo da reaccao de
PCR. Deste modo, mesmo que o processo de desnaturacdo e hibridizacdo sejam bem
sucedidos, a amplificagdo exponencial dos fragmentos ndo ocorre limitando assim a
obtencdo de resultados reais. De acordo com Schouten e colaboradores®® (2002) a
presenca de fendis numa amostra pode induzir alteracbes nos desvios-padrdo na ordem
dos 4% a 10%™®. A presenca excessiva de sais, tais como NaCl ou KCI, sdo também
prejudiciais a realizacéo deste tipo de técnicas'®. Elevadas concentracBes de sais estdo
relacionadas com uma desnaturacdo incompleta do DNA essencialmente nas regides
mais ricas em GC*®.

De um modo geral, as amostras extraidas directamente pelo método da Qiagen®
(UT1 e UT2) ndo relinem as caracteristicas necessarias a utilizagdo em técnicas como o
MLPA. No entanto, como se pode observar na Figura 16, a amostra sujeita ao pre-
tratamento (UT3) possui caracteristicas mais satisfatorias. Nao s6 ndo apresenta indicios
de falta de DNA, o que sugere que a concentracdo de DNA da amostra esta de acordo
com o obtido pelo NanoDrop®, mas também que quer os picos referentes a
desnaturacdo do DNA quer os picos respectivos as diferentes sondas, apresentam
caracteristicas muito semelhantes & amostra considerada como controlo. Este aumento
da qualidade do DNA obtido pela realizacdo do pré-tratamento 1 da amostra devera
estar associado com as sucessivas lavagens do pellet com PBS. Estas lavagens
permitiram diluir, ou até mesmo eliminar, os contaminantes presentes na amostra.

Testaram-se ainda adaptacbes ao pré-tratamento 1  (Zuiverloon e
colaboradores®’,2011) de forma a tentar obter amostras com um racio de pureza 260/230
maior. Na literatura ndo existe consenso no que diz respeito as velocidades e periodos
de centrifugacdo nem mesmo quanto ao nimero de lavagens dos pellets da urina com
PBS. A amostra UT4 foi sujeita a um procedimento experimental alternativo, descrito
por Zuiverloon e colaboradores'® em 2012 (pré-tratamento 2). As diferengas entre o pré-
tratamento 2 e o pré-tratamento 1 consistem num ligeiro aumento das velocidades de
centrifugacdo e na realizacdo de duas lavagens do pellet de urina com PBS em vez de
apenas uma. Observou-se que a realizagdo de 2 lavagens dos pellets ndo induz qualquer

alteracdo no que diz respeito aos graus de pureza do DNA obtido. Na Tabela 10,
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observa-se que, quer as concentracdes quer os racios de pureza sdo muito semelhantes
entre as amostras UT3 (pré-tratamento 1) e a amostra UT4 (pré-tratamento 2). A
amostra UT4 foi também avaliada por MLPA e verificou-se que o electroferograma era
semelhante ao obtido para a amostra UT3 (Figura 16). No que diz respeito as
velocidades de centrifugacdo, foram também testadas varias velocidades (até 50009),
contudo ndo foram observadas altera¢des consideraveis quer nas concentracfes de DNA
quer nos graus de pureza. A uma velocidade de 5000g observou-se a formagdo de

pellets consideraveis mas que ndo se traduziam num aumento da concentracdo de DNA.

2.2. Método UltraClean® Tissue & Cells DNA Isolation Kit -

Extraccdo de DNA de células excretadas na Urina

Testou-se também um segundo kit de extraccdo de DNA - UltraClean® Tissue &
Cells DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories Inc., Carlsbad, California) (MO BIO®).
Quanto a utilizacdo do teste MO BIO®, extraiu-se DNA de amostras de urina sujeitas
ao pré-tratamento 1 (UT5) tal como j& descrito. A concentragdo de DNA obtida pela
aplicacdo deste kit de extrac¢do (amostra UT5) foi semelhante a obtida para a amostra
sujeita ao pré-tratamento 1 e extraida pelo método Qiagen® (UT3). Porém, no que diz
respeito aos graus de pureza, estes apresentam caracteristicas significativamente piores
do que as obtidas para o método Qiagen®. Quer o réacio de absorvancia 260/280 quer o
racio 260/230 apresentam valores muito inferiores aos considerados para amostras puras
(Tabela 10 — amostra UT5).

2.3. Avaliacdo da integridade do DNA

Para a avaliacdo da integridade do DNA das amostras recorreu-se a realizacéo de
géis de agarose 2,5% (m/v), tendo sido aplicados cerca de 250 ng de DNA de cada
amostra no gel. Das amostras testadas apenas na UT5 foi aplicado menos quantidade de
DNA (130 ng) visto que a concentracdo da amostra era muito reduzida. Pela analise do
gel de agarose (Figura 17) é possivel observar que, tal como indicava o
electroferograma, a quantificacdo das amostras extraidas directamente pelo método da
Qiagen® (UT1 e UT2) ndo é coincidente com o valor obtido pelo NanoDrop®. No gel
de agarose ndo se observa qualquer marcacdo de DNA o que indica que estas amostras
(UT1 e UT2) estdo sobre-quantificadas e que, de facto, a quantificagdo errénea das

amostras pelo NanoDrop® estard provavelmente associada a presenca de
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Figura 17: Imagem referente ao gel de agarose realizado para avaliagdo da integridade das
amostras consideradas no processo de optimizacdo do processo de extraccdo de DNA de
células da bexiga excretadas na urina. A seta a preto indica a marcacdo de DNA existente
na amostra. (M — Marcador de peso molecular; UT — Urina Teste)

contaminantes. No gel de agarose (Figura 17) é também perceptivel que a concentracdo
de DNA das amostras sujeitas ao pré-tratamento (UT3, UT4 e UT5) esta mais proximo
da realidade do que as amostras extraidas directamente pelo método da Qiagen® (UT1 e
UT2). Contudo, apesar de ser observavel a existéncia de marcacdo de DNA nas
amostras UT3, UT4 e UT5, esta é muito ténue ndo se observando a presenca de uma
marcacdo bem definida. Por outro lado é de salientar que também no gel de agarose
(Figura 17) ndo se observa nenhuma diferenca entre a amostra sujeita ao pré-tratamento
1 (UT3) e a amostra sujeita ao pré-tratamento 2 (UT4). Na amostra extraida com o
método da MO BIO® (UT5), no que diz respeito a integridade das amostras, ndo se
revelou nenhuma alteracéo relevante em relacdo as restantes amostras sujeitas aos pré-
tratamentos e extraidas pelo método da Qiagen® (UT3 e UT4) (Figura 17).

Com base nos resultados obtidos e descritos anteriormente, implementou-se a
realizacdo de um pré-tratamento das amostras de urina como um procedimento padrao
no tratamento deste tipo de amostras. O pré-tratamento estipulado consiste numa
adaptacdo entre o descrito por Zuiverloon e colaboradores'®®” em 2011 e 2012. De
forma resumida o pré-tratamento aplicado as amostras de urina de doentes incluidos no

estudo consistiu em:
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Centrifugar as amostras de urina durante 10 min a 2000g;
Lavar os pellets com 10 mL de PBS e repetir a centrifugagéo anterior;
Ressuspender os pellets em 1 mL de PBS;

Centrifugar as amostras durante 5 min a 3000g;

o ~ w0 DN e

Descartar os sobrenadantes e armazenar os pellets (-20°C) até a realizacéo
do procedimento de extraccdo de DNA;
6. Extrair o DNA pelo método QlAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen®).
Apbs a implementacdo do procedimento final do pré-tratamento (referido
anteriormente) observou-se que efectivamente as amostras resultantes apresentam uma

integridade Optima.

A Tabela 11 mostra-nos os valores de concentracdo e de pureza obtidos para
algumas amostras incluidas no estudo (representantes da populacdo estudada). As
amostras correspondentes quer as urinas quer as bidpsias tumorais apresentam racios de
absorvancia 260/280 de acordo com o descrito para amostras consideradas puras. O
racio 260/230 apresenta valores ligeiramente elevados para as bidpsias tumorais,
contudo este aumento em relacdo aos valores padrdo nao é relevante. Para as amostras
de DNA extraidas de urinas este racio mantém-se baixo, contudo revelou-se adequado a
execucao das técnicas de biologia molecular e gendémica a realizar. Quanto a integridade
das amostras, foi também perceptivel que a aplicacdo do pré-tratamento, tal como
descrito anteriormente, possibilita a utilizacdo de amostras de DNA extraidas de urina
com qualidade perfeitamente utilizavel. A Figura 18 corresponde ao gel de agarose
realizado para as amostras (urinas e bidpsias tumorais) representativas deste estudo.
Como se pode observar, ndo se verifica a presenca de qualquer arrastamento em
qualquer amostra aplicada no gel. Verifica-se ainda que, a integridade do DNA extraido
das amostras de urina é muito semelhante ao extraido directamente das amostras

tumorais.
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Tabela 11: Representacdo dos valores de concentracdo de DNA e dos réacios de pureza
obtidos para as algumas amostras consideradas no estudo.

Amostras [DNA(ng/pL)] 260/280 260/230

uDC3 94,3 1,83 1,22
uD8 66,1 19 0,18
uD10 94,3 1,91 0,32
uD13 2318 1,86 0,73
BDC3 308,3 1,88 2,41
BD6 356,3 1,88 2,34
BD8 225,8 1,85 2,38
BD10 64,3 1,91 2,48
BD13 2239 1,89 2,39

(UDC — Urina Doente Controlo; UD — Urina Doente; BDC — Bidpsia Doente Controlo; BD —
Biopsia Doente)

Figura 18: Imagem referente ao gel de agarose realizado para avaliagdo da integridade
de algumas amostras (urinas e bidpsias tumorais) incluidas no estudo. (M — Marcador
de peso molecular; UDC — Urina Doente Controlo; UD — Urina Doente; BDC —
Bidpsia Doente Controlo; BD — Bidpsia Doente)

3. AlteracGes genomicas detectadas pela técnica de MLPA

3.1. Anélise por MLPA de DNA extraido de biopsias tumorais
Pela aplicacdo do painel de sondas de MLPA as amostras de DNA extraido de
biopsias tumorais, detectaram-se 153 alteracfes das quais, 66 perdas, 83 ganhos e 4
mutacdes especificas envolvendo os genes PIK3CA (exdo 21 - coddo H1047L) e

FGFR3 (ex&o 7 e exdo 10 — coddo Y373C) como representado na Figura 19. Com este
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painel de sondas de MLPA foram estudadas 55 regiGes do genoma correspondentes a 36
genes. Os genes estudados estdo listados e organizados de acordo com a sua localizagéo
no cromossoma (brago, regido, banda e sub-banda) no anexo IV. Em alguns genes

foram estudados varios exdes e varios coddes que serdo assinalados na discussao e
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Figura 19: Resultados obtidos por MLPA em amostras de DNA extraidas de biopsias tumorais;
A — Figura representativa das alteragdes detectadas, por cromossoma (vertical) e por paciente
(horizontal); B - Histograma representativo das frequéncias absolutas correspondentes, por
cromossoma.

Legenda: Em cada coluna esta representado um gene e, em determinados casos, 0 exdo
estudado (ex. MDM4-8: gene MDM4, exdo 8); Azul - Ganho; Vermelho — Perda; Verde —
Presenca de mutacéo; Cinzento — Sem alteragéo;|1| - H1047L; |2| - H1047R; |3| - Y373C; 4| -
G370C.
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interpretacdo dos resultados. Dos 14 doentes estudados, apenas os Doentes 4 e 5 ndo
apresentaram qualquer alteracdo detectada por esta técnica. Com este painel de sondas
foram estudados os cromossomas 1, 2, 3, 4, 7, 9, 10, 11, 12, 14, 15, 16, 17, 19, 20, 21 e
22. Estes cromossomas estdo representados na Figura 19 (A) pela variacdo de
intensidade da cor cinzento e pelas linhas verticais a preto. Na Figura 19 (B) os
cromossomas estéo representados pelas linhas verticais a preto.

Entre os cromossomas estudados, 0 maior nimero alteracfes (ganhos e perdas) foi
observado para os cromossomas 3, 7, 9 e 17. Das regides estudadas apenas 7 ndo
apresentaram nenhuma alteracdo. Estas regies dizem respeito aos genes MDM4 (exdes
8 e 11a) e RPGRIPL e as regifes de estudo de mutagdes correspondentes ao gene
PIK3CA (exdo 10 e exdo 21-coddao H1047R) e ao gene FGFR3 (exdo 10 coddo G370C
e exdo 15). Quanto as regides mais frequentemente alteradas, como se pode observar
pela analise do histograma (Figura 19 (B)), existem varios genes com uma taxa de
alteracdo relativamente elevada. Os genes PPOX, FHIT (exdo 9), EPHA3, CLIP2,
CDKN2A (ex0des 5, 3 e 1), CDKN2A (intrdo 1), CDKN2B (ex&o 1), WSB1 e HSPA13
apresentam uma frequéncia de alteracBes (ganhos ou perdas) superior a 30%.
Relativamente as mutacdes estudadas, apenas foram detectadas mutacGes em 21,4 %
(3/14) dos doentes. As mutacdes observadas corresponderam a mutagdes no exdo 21 do
gene PIK3CA (coddo H1047L) em 7,1% (1/14) dos casos, no exao 7 do gene FGFR3
em 14,3% (2/14) e no exdo 10 do mesmo gene (coddo Y373C) em 7,1% (1/14) dos
casos.

De seguida serdo discutidas as alteracOes observadas em alguns genes e

cromossomas com relevancia no processo de carcinogénese da bexiga.

3.1.1. Cromossoma 3 — Genes FHIT e EPHA3

Neste estudo, o cromossoma 3 apresentou-se alterado em 50% dos casos
estudados. Todas as alteragcOes registadas corresponderam a ganhos sendo que os genes
FHIT (exdo 9) (3pl4.2) e EPHA3 (3pl1l1l.1) sdo os genes com maior frequéncia de
alteracdo (50% e 35,7% respectivamente). Para todas as regides estudadas no
cromossoma 3 verificou-se que a frequéncia de alteracdo foi sempre superior a 20%. O
Doente 6 apresentou ganho em todas as 7 sondas especificas para este cromossoma,

sugerindo assim um ganho generalizado deste cromossoma.
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Na literatura esta descrito que no CB o0 cromossoma 3 apresenta-se
frequentemente amplificado, porém, existem algumas regides que estdo associadas a
perdas®®™*. O gene supressor tumoral FHIT é um desses casos. Este gene é um
regulador do crescimento e divisdo celular e a sua perda de funcdo leva a um
descontrolo da homeostase celular. Neste estudo, este gene apresentou-se
frequentemente associado a ganhos, ao contrario do que estd descrito na literatura.
Contudo, a amplificacdo deste gene supressor tumoral poderd ser explicada pela
existéncia de um ganho total ou parcial do cromossoma 3. Por outro lado, a existéncia
de ganhos neste gene, ndo significa directamente que esteja a ser sobre-expresso. De
acordo com a literatura, a inactivacdo do gene FHIT pode estar associado, em alguns
casos, a alteraces epigenéticas e ndo a deleces™>**®.

Na literatura, o gene PIK3CA apresenta-se mutado em cerca de 20% dos casos
sendo que, as mutacbes mais frequentemente descritas, correspondem aos coddes
E542K, E545K, G1007R, H1047L e H1047R%*. O coddo mais frequentemente
alterado reportado na literatura é o E545K (52% das mutacdes)®®. Neste estudo, talvez
devido ao reduzido numero de amostras, ndo foi detectada qualquer mutacédo
envolvendo este coddo (coddo E545K — localizado no exdo 10).Neste estudo, apenas
foram avaliadas as mutacdes correspondentes aos coddes E545K, H1047L e H1047R do
gene PIK3CA. Todavia, apenas foi registada uma mutacdo neste gene e que envolveu o
coddo H10047L.

3.1.2. Cromossoma 4 — Gene FGFR3

Neste estudo, foi avaliada a existéncia de mutacdes em 4 codbes diferentes
(S249C, G370C, Y373C e K650E) do gene FGFR3 (4p16). Dos 14 doentes estudados,
foram detectadas mutacfes em 3, sendo que em dois dos casos verificou-se a existéncia
de mutacio no coddo S249C (exdo 7) e num caso no coddo Y373C (exdo 10). E de
salientar que os doentes em que se observou a presenca de mutagdes sdo os Doentes 3,
11 e 13, que séo portadores de tumores do tipo Ta,G1 (Doentes 3 e 11) e do tipo T1,G1
(Doente 13). Os nossos resultados mostram que efectivamente 0s casos em que se
verificaram mutagdes neste gene correspondem aos tumores mais iniciais. Contudo esta
relacdo devera ser corroborada com o aumento do nimero de doentes analisados.

O gene FGFR3 codifica um receptor membranar de factores de crescimento e esta

descrito na literatura que se encontra frequentemente mutado ou associado a ganhos, em
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casos de CB'®. Este oncogene encontra-se mutado em cerca de 70-80% dos tumores
ndo invasivos e de baixo grau®’®. A presenca de mutacdes neste gene esta associada a

117

prognosticos favoraveis™'. A presenca de ganhos neste gene encontra-se associada a

tumores invasivos®®,

3.1.3. Cromossoma 7 — Gene CLIP2

Nos casos estudados foram observadas algumas dele¢Ges no cromossoma 7. Entre
elas, é de salientar o gene CLIP2 (7q11.23) que manifestou perda em 42,9% (6/14) dos
casos estudados. Na literatura, o cromossoma 7 apresenta frequentemente ganhos de tal
forma que, é um dos cromossomas estudados no teste UroVysion®*°. Actualmente, sdo
escassos 0s estudos envolvendo o gene CLIP2 sendo que, a sua associacdo ao CB
parece desconhecida. Num estudo desenvolvido por Hess e colaboradores®, em 2011,
sugere-se uma associacdo entre ganhos envolvendo o gene CLIP2 e carcinomas da
tirdide. Neste estudo refere-se ainda, uma relagdo entre ganhos deste gene com gliomas
e cancro colo-rectal. Dada a escassez de estudos realizados com este gene e
principalmente com a sua associacdo ao cancro, pode colocar-se a hipdtese deste
resultado ndo ser real. De facto, o painel de sondas utilizado ndo é um painel
comercializado, de modo que a sua optimizacdo podera ainda ndo estar concluida. Por
outro lado, sabe-se que 0s processos carcinogénicos estdo associados a elevadas taxas
de mutacio0®®. Como tal, pela técnica de MLPA, a existéncia de mutacées pontuais é o
suficiente para que a sonda n&o hibridize com o DNA complementar de forma correcta e
assim se verifique um falso positivo’®. Todavia, devido ao facto de terem sido
observadas perdas em outros genes estudados em posicOes adjacentes a este gene,
suspeita-se que efectivamente esta alteracdo pode corresponder a uma alteracdo
possivelmente relacionada com o CB. De forma a clarificar este ponto, seria interessante
aumentar o nimero de casos estudados e compreender em que medida esta alteracdo

continuaria a fazer-se notar.

3.1.4. Cromossoma 9 — Genes CDKN2A e CDKN2B
Neste estudo, verificou-se perda do gene CDKN2A (9p21) em 42,9% (6/14) dos

casos, na quase totalidade das regides estudadas desse mesmo gene. Quanto ao gene
CDKNZ2B, este apresentou perda em cerca de 35,7% (5/14) dos casos. A excepgdo de
um caso, verificou-se simultaneamente perda do gene CDKN2A e do gene CDKN2B.

63



Caracterizacdo do perfil genédmico do cancro da bexiga 2012/2013

Em 2012, Rebouissou e colaboradores™ sugeriu a existéncia de uma ligagdo estreita
entre delecbes no gene CDKN2A e mutagOes no gene FGFR3. De acordo com este
estudo, a combinacdo destes dois tipos de alteragcdes esta relacionada com a progressdo
para tumores invasivos®. O Doente 3 apresenta perda do gene CDKN2A e uma mutagéo
no gene FGFR3 0 que podera entdo ser sugestivo de um elevado risco de progressao
para um tumor invasivo.

O cromossoma 9 é considerado como um dos mais importantes no que diz
respeito ao processo de carcinogénese da bexiga®. As alteracdes mais frequentemente
descritas neste cromossoma sdo perdas, sendo que a perda de heterozigotia do braco
longo corresponde a uma das primeiras alteragdes a ocorrer no que diz respeito a
progressdo tumoral'?!. O gene CDKN2A codifica duas protefnas supressoras tumorais
p16™" 4 e a p14”RF que desempenham funcdes fulcrais no que diz respeito & progresséo
do ciclo celular e & inducdo da senescéncia®™. Assim, este gene encontra-se
frequentemente deletado em casos de CB. Cerca de 40 a 60% dos casos de CB
manifestam delecGes hemizigéticas e cerca de 10% a 30% manifestam delecdes
homozigéticas nesta regido do cromossoma 9%. Em alguns casos, as delecdes
homozigdticas incluem também o gene vizinho, CDKN2B, que codifica a proteina
p15|N|<4b

descritas mutacdes e silenciamento por metilacdo porém, estes casos s&0 muito raros®.

que corresponde a um inibidor do ciclo celular®. Neste gene estio também

3.1.5. Cromossoma 17 — Genes AKAP10, USP22, NOS2, ERBB2 e
WSB1

Nos resultados obtidos para as amostras estudadas, as alteragdes observadas para
0s genes localizados no brago curto do cromossoma 17 corresponderam a perdas
(AKAP10 - 17pl1.2; USP22 — 17p1l1.2). Porém, quanto ao braco longo deste
cromossoma, em 3 das 4 regides estudadas (NOS2 — 17g11.2; ERBB2 ex&o 19 e 28 —
17g12) foram observados ganhos excepto para o gene WSB1 (17g11.1) em que também
foram registadas perdas em 42,9% (6/14) dos casos. Com estes resultados, a indicacdo
de existéncia especificamente de perdas associadas ao cromossoma 17p e ganhos no
cromossoma 17q néo se verificou.

O cromossoma 17 esta associado a existéncia de ploidias em amostras de CB de

tal forma que o teste UroVysion® inclui sondas especificas para este cromossoma'®.
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Porém, alguns estudos descrevem a existéncia de perdas associadas ao braco curto e
ganhos para o braco longo do cromossoma 17542,

Na literatura sdo escassos os estudos que envolvem o gene WSB1. Este gene é
regulado pelo stress celular de tal forma que, a sua amplificacédo e sobre-expressao estdo
associadas a progndsticos muito favoraveis em casos de neuroblastomas'?’. Na

literatura, este gene aparece também associado ao cancro do pancreas'®.

3.1.6. Outras regioes relevantes

Para além das alteracdes referidas anteriormente, é de salientar também as
elevadas frequéncias de alteracbes observadas para genes como PPOX (1g23.3),
SLC7A9 (19q13.11) e HSPA13 (21g11.2). Para os genes referidos as frequéncias de
alteracdo foram: o gene PPOX registou ganhos em 35,7% (5/14) dos casos, 0 gene
SLC7AQ9 registou ganhos em 28,6% (4/14) e perda em 14,3% (2/14) dos casos e 0 gene
HSPA13 apresentou ganhos em 42,9% (6/14) dos casos. As sondas de MLPA
especificas para estes genes correspondem as sondas referéncia do painel. De acordo
com a técnica de MLPA, ndo devem ser seleccionadas para sondas controlo regides que
se conhecam como estando associadas a alteracdes cromossémicas frequentes'®®*?*.
Contudo, em cancro a instabilidade cromossémica pode atingir niveis elevados,
tornando-se assim dificil escolher regides geneticamente estaveis. Apesar disso, na
literatura descreve-se a existéncia de uma robustez elevada da técnica de MLPA, de tal
forma que o software utilizado possibilita a analise das amostras em estudo sem o
comprometimento dos resultados, mesmo quando se verificam alteracdes ao nivel das
sondas referéncia'®?*. Todavia, a existéncia de alterages ao nivel das sondas
referéncia ndo corresponde a uma situacdo ideal. Como referido anteriormente, o painel
de sondas utilizado ndo é comercializado, sendo que esta podera ser uma das possiveis
optimizagdes a realizar. Na literatura ndo estdo descritas associacOes directas destes

genes com o cancro.

3.2. Analise por MLPA de amostras de DNA extraido de células da

bexiga excretadas na urina
Neste estudo foram avaliadas por MLPA 14 biopsias tumorais contudo, apenas as
urinas correspondentes a 12 dessas amostras foram avaliadas por esta técnica. As urinas

correspondentes aos Doentes 1 e 2 ndo foram avaliadas por MLPA. Pela realizacdo da
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técnica de MLPA em amostras de DNA extraido de células da bexiga excretadas na
urina, foram detectadas 48 alteragdes (28 perdas, 18 ganhos e 2 mutacdes). As
alteracOes detectadas estdo representadas na Figura 20 (A) e as suas frequéncias
absolutas estdo representadas na Figura 20 (B). Com este estudo, verificaram-se
alteragBes em todos 0s casos excepto para as amostras correspondentes aos Doentes 3,
8,12 ¢ 14.

No que diz respeito as regides estudadas, foram detectadas alteragBes (perdas,
ganhos ou mutacGes) em 50,9% das sondas incluidas neste painel. As restantes sondas
(49,1%) néo apresentaram alteracdes em nenhum caso. As alteracdes detectadas (perdas
ou ganhos) correspondem aos genes PPOX, MDM4 (exdao 8), FHIT (ex&o 9), ROBO1,
EPHA3, ARL13B, CASR (exdo 6), CDKN2A (exdo 5), CDKN2A (exdo 3), CDKN2A
(intrdo 1), CDKN2A (exdo 1), CDKN2B (exdo 2), CDKN2B (exdo 1), PTEN (exdo 1),

PIK3CA-21 (MUT) |1]
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Figura 20: Resultados obtidos por MLPA em amostras de DNA extraidas de células excretadas
na urina; A — Figura representativa das alteragdes detectadas, por cromossoma (vertical) e por
paciente (horizontal); B - Histograma representativo das frequéncias absolutas correspondentes,
por cromossoma.

Legenda: Em cada coluna estd representado um gene e, em determinados casos, 0 exao
estudado (ex. MDM4-8: gene MDM4, exdo 8); Azul - Ganho; Vermelho — Perda; Verde —
Presenca de mutacéo; — Sem alteracdo; |1| - H1047L; |2| -; |3| - Y373C; |4| - G370C.
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PTEN (ex&o 4), PTEN (exao 8), CCND1 (exao 1), CCND1 (exao3), VWF, MDM2 (ex&o
3), MDM2 (exdo 11), USP22, WSB1, NOS2, AURKA (exdo 9), AURKA (exdo 5) e
LARGE. No que diz respeito as mutacdes, apenas foram detectadas duas e associadas
aos genes PIK3CA (exdo 21 — coddo H1047R) e FGFR3 (exao 15).

As regides mais frequentemente alteradas correspondem aos cromossomas 9 e 17
respectivamente nos genes CDKN2A (exdo 3) e WSB1 como se pode observar no
histograma da Figura 20 (B). O gene CDKNZ2A (exdo 3) apresentou perda em 33,3%
(4/12) dos casos tendo sido também registadas alteracdes envolvendo os outros exdes
dos genes CDKN2A e CDKN2B. O gene WSB1 apresentou perda em 25% (3/12) dos

Casos.

3.3. Comparacdo dos resultado obtidos para o DNA extraido de

biopsias tumorais e de urina

Quando se comparam os resultados obtidos para as amostras de DNA extraidas da
bidpsia tumoral e da urina correspondente, € perceptivel que o nimero de alteragdes
detectadas nas amostras de urina reduz consideravelmente. O facto de serem registadas
menos alteracdes nas amostras provenientes da urina ja seria de esperar. Este facto pode
ser explicado com base em varios factores: 1) As células da bexiga excretadas na urina
provém da esfoliacdo celular desse mesmo érgdo. Como tal, mesmo na presencga de um
tumor ndo é possivel seleccionar apenas as células que dele provém. Numa amostra,
entre as células excretadas na urina, temos ndo so células tumorais mas também células
de toda a bexiga e de todas as vias do tracto urinario com que contacta a urina até ser
expelida. Apesar de em bidpsias tumorais também poder existir contaminagdo com
células normais, na urina esse efeito é muito mais evidente. Segundo a literatura, numa
amostra que se pretende estudar por MLPA, é necessaria a existéncia de pelo menos 20
a 50% de células tumorais'®*?*. 2) A qualidade do DNA que pode nem sempre ser a
mais aconselhavel, como discutido no ponto 2.

Pela andlise da Figura 21, é perceptivel que foram detectadas algumas alteracdes
genéticas nas amostras correspondentes as biopsias tumorais que nao foram detectadas
nas amostras de urina. Por outro lado foram também detectadas alteragfes nas amostras
de urina que ndo foram detectadas nas bidpsias tumorais. Como exemplo, podemos ter
as alteracdes que envolvem o gene MDM4 (ex&o 8) e as mutacdes nos genes PIK3CA
(exdo 21 — coddo H1047R) e FGFR3 (exdo 15). Estes factos podem ser explicados pela
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existéncia de contaminagdes com células normais provenientes de varias regides da

bexiga e também de varias regides do tracto urinério.
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Figura 21: Comparag&o dos resultados obtidos por MLPA entre amostras de DNA extraidas de
bidpsias tumorais e de células excretadas na urina; A — Figura representativa das alteracbes
detectadas, por cromossoma (vertical) e por paciente (horizontal); B - Histograma
representativo das frequéncias absolutas correspondentes, por cromossoma.

Legenda: Em cada coluna estd representado um gene e, em determinados casos, 0 exdo
estudado (ex. MDM4-8: gene MDM4, exdo 8); Azul - Ganho; Vermelho — Perda; Verde —
Presenca de mutacdo; Cinzento — Sem alteragdo; |1| - H1047L; |2| - H1047R; [3] - Y373C; |4] -
G370C.
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Neste estudo, pela utilizacdo de DNA extraido de células da urina, foi possivel
detectar alteragbes que foram de igual modo detectadas na amostra proveniente da
bidpsia tumoral. Por exemplo, na bidpsia do Doente 3 verificou-se que as 7 regides
estudadas (em relacdo ao nimero de cdpias) no cromossoma 3 apresentavam ganho. Na
urina do mesmo doente foi possivel detectar as mesmas alteraces em 5 das 7 regides. O
mesmo se verifica no caso do Doente 7. Neste doente, na biopsia tumoral foi detectada
perda para a totalidade das regibes estudadas envolvendo o cromossoma 9. Na urina
foram também detectadas estas alteracdes.

Pela andlise do histograma da Figura 21 (B) € perceptivel que as regides
correspondentes aos cromossomas 3, 9 e 17 sdo as regides em que se observa uma
maior frequéncia e correspondéncia entre as alteracBes detectadas na bidpsia e na urina.
A Tabela 12 mostra 0s genes para os quais foi observada significancia estatistica pela
comparagdo entre os pares concordantes relativos as bidpsias tumorais e as urinas.
Assim, observa-se que os genes CDKN2B e AURKA (exdo 5) apresentam uma
concordancia considerdvel, os genes MDM2 (ex&o 11) e NOS2 apresentam uma
concordancia moderada, o gene CCND1 (exd 1) apresenta uma concordancia
substancial e os genes ROBOl1l e ARL13B apresentam um excelente grau de
concordéncia. Para os restantes genes estudados o grau de concordancia verificado néo
foi significativo.

Tabela 12: Genes que apresentaram relevancia estatistica pela realizagdo de uma analise de
kappa de Cohen entre os pares concordante da bidpsia tumoral e da urina.

Gene Posicéo Chr. k p
ROBO1 3p12.3 1,000 0,001
ARL13B 3g11.1 1,000 0,001
CDKN2B 9p21 0,333 0,040

CCND1-1 11g13.3 0,636 0,002
MDM2 - 11 12q15 0,442 0,029

NOS2 17q11.2 0,478 0,001
AURKA -5 20013.2 0,294 0,020

(A andlise dos resultados estatisticos foi realizada de acordo com o descrito por Landis e
Koch™? em 1977. De acordo com os referidos autores, para os valores do teste kappa
considera-se que: 0 — auséncia de concordancia; 0 — 0,20 — concordancia ligeira; 0,21 —
0,40 — concordéancia consideravel; 0,41 — 0,60 — concordancia moderada; 0,61 — 0,80 —
concordancia substancial; 0,8 — 1 — excelente concordancia)
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Com estes resultados € possivel afirmar que a a utilizacdo da urina como
intermediério do estudo de tumores da bexiga é uma estratégia promissora de tal forma
que, apesar do reduzido nimero de casos estudados, foi possivel obter resultados com
significancia estatistica. Por outro lado, a técnica de MLPA, tal como ja verificado para
0 estudo de amostras provenientes de bidpsias tumorais, também se apresenta como

uma técnica sensivel mesmo no estudo de amostras provenientes de urina.

4. AlteracOes genéticas e do perfil de metilacdo detectadas pela
técnica de MS-MLPA
4.1. Analise dos resultados obtidos por MS-MLPA — Numero de
copias

Por MS-MLPA foram estudadas apenas as amostras de DNA extraido
directamente da bidpsia tumoral. Neste estudo, foram avaliadas as 14 amostras tumorais
sendo que de forma geral foram detectadas 121 alteracfes por esta técnica. Entre estas
alteracdes temos 57 ganhos e 64 perdas de material genético, representadas na Figura 22
(A). Por esta técnica foram detectadas alteracdes em todos os doentes a excep¢do do
Doente 4 que ndo registou qualquer alteracéo.

Com este painel de sondas de MS-MLPA (MEO002), em relacdo ao namero de
copias, as regides estudadas localizam-se nos cromossomas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 19 e 20. Pela utilizacdo do painel de sondas referido foram
estudadas 41 regides especificas do genoma que correspondem a 38 genes. Os genes
estudados estdo listadas e organizadas de acordo com a localizacdo no cromossoma
(braco, regido, banda e sub-banda) no anexo IV. Em alguns casos foram estudados
varios exdes do mesmo gene. Pela técnica de MS-MLPA foram detectadas alteracdes
genéticas (ganhos ou perdas) em todas as regides estudadas, a excep¢do dos genes
ESR1, PAX6, PAH e TSC2. Na Figura 22 (A) estdo representadas todas as alteracOes
observadas e no histograma da Figura 22 (B) estdo representadas as frequéncias
absolutas das alteracdes registadas, por cromossoma. Pela analise do histograma da
Figura 22 (B) observa-se que as maiores frequéncias de alteracbes (superiores a 30%)
foram registadas para os genes: MSH6 — perda em 42,9% (6/14) dos casos; VHL —
ganho em 35,7% (5/14) dos casos; GSTP1 — perda em 35,7% (5/14) dos casos; TP53 —
perda em 7,1% (1/14) e ganho em 57,1% (8/14) dos casos; GATAS — ganho em 57,1%
(8/14) dos casos.
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Utilizando o painel de sondas ME002, foi possivel verificar a existéncia de
resultados que sugerem a existéncia de ganhos ou perdas de material genético
associadas a alguns bragos cromossomicos. Por exemplo, as alteragdes observadas nas
sondas correspondentes ao cromossoma 3 apresentaram maioritariamente ganho como
se pode verificar na Figura 22. Deste modo, tal como ja discutido nos resultados
referentes a técnica de MLPA, sugere-se a existéncia predominantemente de ganhos de

material genético para este cromossoma. Também no cromossoma 11 parece haver
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Figura 22: Resultados obtidos por MS-MLPA (nGimero de copias) para as amostras de DNA
extraidas de bidpsias tumorais; A — Figura representativa das alteragdes detectadas, por
cromossoma (vertical) e por paciente (horizontal); B - Histograma representativo das
frequéncias absolutas correspondentes, por cromossoma.

Legenda: Em cada coluna estd representado um gene e, em determinados casos, 0 exdo
estudado (ex. CASR-8: gene CASR, exdo 8) Azul - Ganho; Vermelho — Perda; Cinzento — Sem
alteracdo; |1] - 05670-L05146; |2| - 18346-L23286; |3| - 02734-L23112; |4| - 04502-L02199.
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evidéncias da tendéncia de perda do braco longo deste cromossoma. Os genes GSTP1,
ATM (exdo 1), ATM (exdao 26) e CADM1 localizados no brago longo do cromossoma 11
apresentam maioritariamente perda, como se pode observar na Figura 22. Contudo,
segundo a literatura, para inferir sobre a perda ou ganho total ou parcial de um
cromossoma por técnicas como 0 MLPA ou MS-MLPA é necessario o estudo de um
elevado nimero de genes'®. Neste caso o niimero de regides estudadas por cromossoma
é reduzido sendo assim dificil inferir com certeza a existéncia de alteragdes totais ou
parciais dos cromossomas.

Nos ultimos anos tém sido realizados varios estudos em amostras de CB
utilizando a técnica de MS-MLPA™**3 Todavia, de um modo geral os resultados
obtidos em relacdo ao estudo do nimero de cdpias ndo sdo discutidos. Este tipo de
estudos tem sido igualmente realizado em amostras de DNA extraidas de urina®*%.
Nesses casos sugere-se que a avaliacdo do numero de copias ndo é realizada devido ndo
s6 & ma qualidade do DNA bem como devido & excessiva contaminagdo com células
normais**®. De seguida, sera apenas discutido o gene com maior frequéncia de alteracéo

neste estudo, por MS-MLPA (TP53).

4.1.1. Cromossoma 17 — Gene TP53

Para as regides estudadas do braco curto do cromossoma 17 (genes TP53 e
PMP22) foram observadas maioritariamente perdas de material genético. Porém, neste
cromossoma é de salientar especificamente o gene TP53. Este gene foi 0 gene em que se
apresentou uma maior frequéncia de alteracdo. Neste estudo, a taxa de alteracdo do gene
TP53 foi de 64,2% (9/14) dos casos sendo 57,1% (8/14) correspondente a perdas e 7,1%
(1/14) correspondente a ganhos de material genético.

O gene TP53 (17p13) € um GST que desempenha uma func¢do fulcral ndo sé na
regulacdo do ciclo celular mas também na regulacdo da apoptose, dos mecanismos de
reparacdo celular bem como no processo de metastizacao tumoral*®*?’. Este gene esta
fortemente associado ao cancro da bexiga sendo caracteristico essencialmente de
tumores invasivos®®1?°%_ por exemplo, em tumores do tipo T2, o gene TP53 esta
alterado em mais de 40% dos casos®. A principal alteragdo descrita neste gene em
amostras de cancro da bexiga é a mutacdo que em cerca de 80% dos casos é do tipo
missense®*'%. Todavia, associado a este gene sio também observadas delecdes®™. Em

qualquer uma das situacOes verifica-se a perda de funcdo da proteina p53 e
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consequentemente uma desregulagdo catastrofica dos mecanismos de controlo do ciclo
celular, morte celular e reparagio do DNA',

Neste estudo, como ja foi referido, a taxa de perdas associadas a este gene foi
muito elevada. Porém, com o painel de sondas de MS-MLPA utilizado (ME002) nédo é
possivel detectar mutacdes nos genes. Esta descrito para esta técnica que, a existéncia
de mutacbes pontuais na regido do DNA complementar a sonda pode induzir a
ocorréncia de falsos positivos'®*%. Numa situacio deste tipo, a complementariedade
entre 0 DNA alvo e a sonda nao € perfeita de tal forma que, aquando da hibridizacéo,
esta ndo ira ocorrer de forma perfeita e assim surgird um resultado como se existisse
uma perda de material genético naquela regiao'®*%. A confirmacao de resultados como
este por outras técnicas é essencial de forma a excluir a existéncia de possiveis
mutacdes ao invés de perdas de material genético. Todavia, em qualquer das situacfes
verifica-se uma desregulacdo desta via de sinalizacdo e consequentemente dos
mecanismos que controla. Este gene é um importante factor a ter em consideracdo na

avaliacéo da progressao tumoral e do prognéstico de cada doente'??®,

4.2. Andlise dos resultados obtidos por MS-MLPA - Metilacéo

Com a utilizagdo do painel de sondas ME002 (MS-MLPA) neste estudo foi
possivel inferir sobre o estado de metilacdo de alguns genes. De modo geral, este painel
de sondas permitiu avaliar o estado de metilacdo de 27 regides diferentes do genoma.
As 14 amostras tumorais foram todas estudadas por esta técnica, tendo sido detectadas
41 alteracGes no padrdo de metilacdo (34 regides metiladas, 7 regides hipermetiladas).
De todos os doentes estudados, apenas os Doentes 4, 11 e 14 ndo apresentaram qualquer
alteracdo. Os genes em que foram detectadas alteracGes no estado de metilacdo foram:
TP73, MSH6, PAX5, KLLN, MGMT (exdo 1 - 05670-L05146), MGMT (exéo 1 - 18346-
L23286), PAX6, WT1, CD44, GSTP1, THBS1, CDH13 e GATAS, como representado na
Figura 23. Estas alteragcdes correspondem a genes localizados nos cromossomas 1, 2, 9,
10, 11, 15, 16 e 20. Os genes em que se verificou um maior numero de alteragcdes no
padrdo de metilagdo foram: MSH6 alterado em 71,4% (10/14) dos casos (metilagdo em
57,1% (8/14) e hipermetilacdo em 14,3% (2/14) dos casos); PAX5 alterado em 57,1%
(8/14) dos casos (metilado em 50% (7/14) e hipermetilado em 7,1% (1/14) dos casos);
KLLN alterado em 35,7% (5/14) dos casos (metilado em 35,7% (5/14) e hipermetilado
em 0% (0/14) dos casos).
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Figura 23: Resultados obtidos por MS-MLPA (metilacdo) para as amostras de DNA extraidas
de bidpsias tumorais, por cromossoma (vertical) e por paciente (horizontal).

Legenda: Em cada coluna esta representado um gene e, em determinados casos, 0 exdo
estudado (ex. CDKN2A-1: gene CDKN2A, exdo 1) - Metilagdo; Laranja —
Hipermetilagdo; Cinzento — Sem alteracdo; |1| - 05670-L05146; |2| - 18346-L23286; |3| -
02734-1.23112; |4| - 04502-L.02199

Tém sido desenvolvidos vérios estudos com o objectivo de avaliar o estado de
metilacdo de genes associados ao CB. Em 2012, Zuiverloon e colaboradores™ com o
mesmo painel de sondas MEO02 em amostras provenientes de bidpsias tumorais,
descreveram os genes TP53, MGMT, PAX5, CDH13, TP73, WT1, ESR1, MSH6, RARB
e CD44 como sendo os mais metilados em amostras de CB'®, Porém, Agundez e
colaboradores®®, em 2011, descreveram os genes STK1l, MSH6, BRCA1, PAXS5,
MGMT, CDH13 e IGSF4 como os mais frequentemente metilados em tumores do tipo
T1,G3%. Existem vérios factores que podem explicar a existéncia de algumas diferencas
entre estes estudos. Factores como a idade, a presenca de infecgdes no trato urinario, a
contaminagdo com células normais, a presenca de tumores multifocais bem como o
préprio estadio e grau tumoral podem induzir variagdes nos padrfes de metilacdo deste
tipo de células®'%.

De seguida serdo discutidos os genes que apresentaram maior frequéncia de

metilacdo neste trabalho (MSH6, PAX5, KLLN).

4.2.1. Cromossoma 2 — Gene MSHG6
O gene MSH6 (2p16.3), em relagdo ao numero de cOpias apresentou perda em

42,9% (6/14) dos casos estudados. Para além disto, importa salientar que em relacdo ao
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padrdo de metilacdo, este apresentou alteracbes no padrdo de metilacdo em 71,4%
(10/14) dos casos. Ao comparar estes resultados percebemos que 5 dos 6 casos que
apresentaram perda deste gene, possuem metilacdo elevada. Ou seja, para além da perda
de material genético, que levaria a uma diminuicdo da sua expressdo, este ainda se
apresenta metilado o que podera levar a uma repressao total da expressdo do gene. Por
outro lado, dos 14 doentes estudados, um deles apresentou ganho deste gene. Porém, em
simultaneo foi verificada a metilacdo do gene o que podera servir como um mecanismo
compensatério do ganho de material genético observado. Em relacdo a este gene, foram
ainda detectados dois casos em que 0 numero de copias se apresenta normal mas o gene
encontra-se metilado. Este facto sugere igualmente um silenciamento do gene.

O gene MSH6 desempenha uma fungéo essencial no mecanismo de reparacéo de
DNA do tipo mismatch™°. Este gene é um dos homélogos da proteina mutS que regula
o0 reconhecimento de erros na cadeia de DNA™. Genes associados a este processo
apresentam frequentemente perda de funcdo. Esta perda de fungéo pode estar associada
a perda do gene ou & ocorréncia de mutacdes'®®. A desregulacdo deste gene esta
associada a0 aumento da instabilidade genética’®:. Em relacdo ao CB, este gene

apresenta-se frequentemente associado a elevados niveis de metilacdo'®%.

4.2.2. Cromossoma 9 — Gene PAX5

Neste estudo, o gene PAX5 (9p13.2) apresentou alteracdes em apenas 7,1% (1/14)
dos casos (perda de material genético). Em relacdo ao padrdo de metilagdo, este gene
apresentou uma metilacdo excessiva em 57,1% (8/14) dos casos (metilado em 50%
(7/14) e hipermetilado em 7,1% (1/14) dos casos). Deste modo, sugere-se 0
silenciamento deste gene em vez da sobre-expressao tal como descrito na literatura.

O gene PAX5 € considerado um oncogene em que, de acordo com a literatura, a
sobre-expressdao e 0 aumento do nimero de cépias sdo frequentes em amostras de
CB™, Porém, sdo também reportados casos de perda deste gene'®?. Em estudos de
metilagdo, este gene apresenta-se frequentemente metilado em amostras de CBS% A
sua associagao com o processo de carcinogénese da bexiga ainda ndo esta perfeitamente
clarificada, todavia sabe-se que intervém na via da proteina supressora tumoral p53 ou

na via da protefna anti-apoptética bcl-2*2,
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4.2.3. Cromossoma 10 — Gene KLLN

Neste estudo, em relagdo ao numero de copias, 0 gene KLLN (10923.31) apenas
apresentou ganhos em 2 doentes (Doentes 6 e 8). Por outro lado, em relagdo ao nivel de
metilagdo, este gene apresentou-se metilado em 35,7% (5/14) dos casos. O Doente 6
para além do ganho do numero de coOpias apresentou também metilacdo o que pode
sugerir um silenciamento do gene. Porém, isto ndo se verificou para o Doente 8. Este
doente apresenta aumento do nimero de copias do gene mas sem qualquer alteracdo no
padrdo de metilagdo. Em 3 dos 14 casos estudados nédo foi detectada qualquer alteracéo
no numero de cdpias mas verifica-se efectivamente a existéncia de metilacdo no gene.
Tal como no caso do Doente 6, sugere-se uma possivel diminuicdo da expressao do
gene.

O gene KLLN codifica uma proteina nuclear de 20 kDa que € necesséria para a
indugdo da apoptose pela via p53'®. Nos Gltimos anos, este gene tem vindo a ser
descrito como frequentemente metilado em alguns tipos de cancro, como o cancro renal

e da mama'®

. A sua relacdo com neoplasias da bexiga nao esta bem clara.

Com a técnica de MS-MLPA foi possivel identificar padrbes de alteraces
frequentes entre as amostras estudadas, quer no caso do estudo do nimero de copias
quer no caso da avaliacdo da metilacdo. Apesar de na literatura, de uma forma geral, 0s
resultados referentes ao ndmero de cdpias ndo serem discutidos, neste estudo foi
possivel obter resultados coerentes para ambas as abordagens. A técnica de MS-MLPA
mostrou-se assim uma técnica fiavel e robusta no estudo de alteragdes em amostras de
CB.

5. Alteracgdes gendmicas detectadas pela técnica de aCGH

5.1. Anélise por aCGH de DNA extraido de biopsias tumorais
Das 14 amostras tumorais incluidas no estudo, apenas 13 foram avaliadas por
aCGH. Nestas amostras foram detectadas 2915 alteracOes entre perdas e ganhos. Nas
Figuras 25, 26, 27 e 28 podem observar-se as alteragdes obtidas para os casos estudados
por aCGH. De um modo geral, as alteracbes mais frequentemente observadas foram
perdas nos cromossomas 1p, 16, 17, 19, 20 e 22qg e ganhos nos cromossomas 5p, 13q e

20q, como se pode observar na Figura 24. Contudo, estas alteragdes apenas
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Figura 24: Representacdo da frequéncia de casos que apresentam perda total ou parcial

dos bracos curto e longo dos cromossomas
correspondem aos casos em que se verifica perda ou ganho total ou parcial dos bragos
completos dos cromossomas.

Pela observacdo das Figuras 25, 26, 27 e 28 verifica-se a existéncia de um elevado
namero de alteracfes de tamanho muito reduzido, o que dificulta a anélise destes casos.
Este elevado numero de alteracbes de tamanho reduzido pode ser explicado com base
em varios factores: 1) Existéncia de CNV’s (variagdes do numero de copias) benignas
variaveis entre individuos. 2) As amostras tumorais estudadas foram cruzadas com
DNAs controlo (comercializados pela Agilent®) e ndo com amostras da mesma origem.
Os DNAs controlo comercializados pela Agilent®, correspondem a DNA extraido de
células sanguineas. A possibilidade de utilizar amostras de DNA controlo com origem
no mesmo tipo de tecido das bidpsias tumorais é problematica, uma vez que a recolha
de tecido tumoral e ndo tumoral da bexiga do mesmo doente &€ um processo clinico
complexo. Numa situagéo ideal, o cruzamento dos DNAs na técnica de aCGH deveria
ser efectuada entre tecido tumoral e o ndo tumoral do mesmo paciente. Na
impossibilidade de adoptar este procedimento poderiam ter sido utilizados 0s mesmos

controlos que foram utilizados nas técnicas de MLPA e MS-MLPA, porém isso
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implicaria a realizacdo de uma validacdo dos mesmos por esta técnica. Ndo se optou por
este procedimento visto que a validacdo de controlos para a sua utilizagdo nesta técnica
é um procedimento laborioso e dispendioso, dado o desconhecimento das alteragdes que
0s possiveis controlos poderdo ter. Assim optou-se pela utilizacdo dos controlos
comercializados pela Agilent®, com alteraces ja conhecidas, apesar das desvantagens
referidas. 3) A utilizacdo de métodos de extraccdo de DNA diferentes pode ser
problemaética devido a disparidade das concentra¢fes de sais associada a cada método
serem diferentes.

A analise dos resultados dos doentes estudados foi realizada de acordo com o
estadio TNM e o respectivo grau. Assim, Na Figura 25 estdo representadas as alteragoes
correspondentes a tumores do tipo Ta,Gl (Doentes 3 e 11), na Figura 26 estdo
representados os tumores do tipo T1,G1 (Doentes 5, 9, 12 e 13), a Figura 27
corresponde aos tumores do tipo T1,G2 (Doentes 1, 6, 7 e 8) e a Figura 28 representa as
alteracbes encontradas nos tumores T1,G3 (Doente 2 e 4) e 0 Unico tumor invasivo
T3,G3 (Doente 10). Neste estudo, apenas o0 DNA referente a biopsia tumoral do Doente
17 ndo foi avaliada por aCGH.

Na Figura 25 apesar de estarem representados dois tumores Ta,G1 o padrdo de
alteracOes é diferente. Por aCGH, o Doente 3 apresenta apenas 16 alteracdes enquanto
que o Doente 11 apresenta cerca de 340 alteragdes. De acordo com a literatura, a
instabilidade gendmica no cancro da bexiga aumenta progressivamente com o estadio e
grau tumoral®. Contudo, devido ao facto de estarmos na presenca de dois tumores
iniciais de desenvolvimento, ndo seria de esperar uma discrepancia tdo acentuada entre
eles. De um modo geral, o padrdo de alteracdes correspondente ao Doente 11 (Figura
25) assemelha-se muito mais com o padrdo de alteracdes verificado para os tumores do
tipo T1,G1 (Figura 26). Com base neste resultado, poderia sugerir-se que geneticamente
o tumor do Doente 11 apresenta caracteristicas efectivamente mais préximas a tumores
do tipo T1,G1 do que dos tumores Ta,G1.

Para os tumores do tipo T1,G1 (Figura 26) observa-se a existéncia de um padréo
muito bem demarcado entre essencialmente 3 dos quatro casos. Os tumores referentes
aos Doentes 9, 12 e 13 apresentam uma média de 270 alteragdes enquanto para o
Doente 5 foram detectadas apenas 22 alteragfes. Apesar do reduzido nimero de
alteracdes detectadas para o Doente 5, estas sdo sobreponiveis com as detectadas para 0s
outros 3 doentes. Exemplos disso sdo as alterages observadas nos cromossomas 3 e 7.

O Doente 5 apresenta 4 alteragdes no cromossoma 3 (3p21.31, 3p14.3, 3923, 3929) com
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um tamanho variavel entre os 1,3 e os 3,1 Mb e que séo de igual modo observadas para
os Doentes 9, 12 e 13 e com tamanhos muito aproximados. Para o cromossoma 7
verifica-se a mesma situacdo ou seja, o Doente 5 apresenta trés alteracdes das quais
duas (7911.21-q11.22, 7q1l1.22-g21.11), com aproximadamente 3 e 6 Mb
respectivamente, sdo perfeitamente coincidentes com as alteracdes registadas para 0s
restantes casos. No caso dos Doentes 9, 12 e 13 a reprodutibilidade da quase totalidade
das alteracGes observadas é assinalavel, contudo é igualmente de salientar o facto dos
cromossomas 16, 17, 19 e 22 apresentarem maioritariamente perda da totalidade do
cromossoma. Nos resultados referentes a este estadio e grau é de igual modo de
salientar o facto de que a grande maioria das alteracdes encontradas neste estadio e grau
(T1,G1) corresponderem a perdas. Curiosamente, nestes quatro casos apenas foram
registadas 18 alteracGes correspondentes a ganhos.

Nos tumores do estadio T1,G2 (Figura 27) observa-se que, apesar de 0 nimero de
alteracOes ser semelhante entre os quatro casos, existe uma elevada instabilidade
cromossémica, como ganhos nos cromossomas 3, 5p, 8¢, 13q, 21q e Y e perdas no
cromossoma 19, sem que se note a homogeneidade dos resultados observados nos
tumores do tipo T1,G1 (Figura 26). Em termos de progressdo de tumores do tipo T1,G1
para tumores T1,G2 verifica-se uma grande variacdo de alteracdes dificeis de
caracterizar.

Para os tumores do tipo T1,G3 (Figura 28) (Doentes 2 e 4) verificou-se uma
diminuicdo acentuada do nimero de alteracGes detectadas por aCGH. De acordo com a
literatura, sendo estes tumores muito proximos de tumores invasivos, deveriam
apresentar uma instabilidade cromossémica superior aos restantes, principalmente em
relacdo aos tumores Ta,G1%%. Porém isto ndo se verifica, 0 que é observavel é que para
os Doentes 2 e 4 0 nimero de altera¢bes diminuiu bruscamente em relacdo aos ultimos
dois estadios e graus referidos. Entre estes dois casos ndo se observam regides com uma
elevada similaridade. No entanto, as alteracGes poderdo ser mascaradas pelo grau de
mosaicismo presente na amostra.

Entre os casos estudados por aCGH encontra-se ainda um tumor altamente
invasivo (T3,G3) (Doente 10). Neste caso, verificou-se um maior grau de instabilidade
cromossomica do que nos casos anteriores (Doentes 2 e 4). Este caso foi o Unico
estudado deste estadio, ndo tendo assim qualquer termo de comparacdo. Todavia, para
alguns cromossomas verifica-se um elevado grau de semelhanga entre este tumor e 0

padrdo de alteracGes verificado para os tumores do tipo T1,G1. Como exemplos temos
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0s cromossomas 1p, 16, 17, 19 e 22 em que o padrdo de alteracdes é muito semelhante,
ou seja verifica-se perda parcial destes cromossomas em ambos 0s casos. De acordo
com a literatura, as alteragdes referidas anteriormente para o Doente 10) néo
correspondem, na totalidade, as alteracbes mais frequentes em casos de CB. Para o
cromossoma 1 esta efectivamente descrito a perda do braco curto do cromossoma sendo
que esta alteracdo aparece mais associada a tumores invasivos, tal como ganhos do
cromossoma 20q**. No que diz respeito ao cromossoma 17, por aCGH verificou-se
uma elevada taxa de perda ou maioritariamente perda da totalidade do cromossoma,
porém na literatura sugere-se gque este esta frequentemente associado a perdas do braco
curto e ganhos no brago longo®*3*. A frequéncia de perdas dos cromossomas 16 e 19
rondou os 40 a 50%, todavia na literatura, estes cromossomas ndo estdo descritos como
fortemente associados a esta neoplasia. Mais especificamente, sugere-se que 0s bracos
curtos destes dois cromossomas apresentam um elevado grau de estabilidade genética

de tal forma que a taxa de alteracio é reduzida'®

. Quanto aos cromossomas 20 e 22q,
também ndo estdo descritas alteragdes muito frequentes, contudo para o cromossoma
20q quanto & presenca de perdas ou ganhos ndo ha consenso®**. Todavia, de acordo
com um estudo desenvolvido por Lindgren e colaboradores®, em 2012, que envolveu o
estudo de 146 casos de CB por aCGH, foi reportada uma elevada frequéncia de ganhos
para o cromossoma 20 e perdas para o braco longo do cromossoma 22q°%2.

E de salientar o ganho do braco longo do cromossoma 13, em trés dos quatro
casos de tumores do tipo T1,G2 (Figura 27). Esta alteracdo ndo foi encontrada em mais
nenhum tumor de qualquer outro estadio e grau. Assim, esta sera uma alteracao que sera
interessante avaliar futuramente num estudo que envolvesse mais doentes deste estadio
e grau. Segundo a literatura, este cromossoma apresenta-se frequentemente deletado em
amostras de CB. Ganhos no cromossoma 13 estdo reportados em outros tipos de cancro,
como por exemplo no cancro coloretal™*®. O brago curto do cromossoma 5 é também
uma regido que apenas se apresenta alterada nos doentes portadores de tumores do tipo
Ti,G2. O braco curto do cromossoma 5 apresenta ganho em trés dos quatro casos deste
estadio e grau. Assim, tal como na alteracdo anterior, seria interessante perceber até que
ponto esta alteragdo continuava a ser observada caso se aumentasse 0 numero de
doentes estudados. A grande diferenca desta alteracdo (cromossoma 5) para a alteracdo
anterior (cromossoma 13) é que a alteracdo que envolve o cromossoma 5 estd descrita
na literatura. Segundo varios autores, 0 cromossoma 5 apresenta frequentemente ganhos

do braco curto e perdas do braco longo®®2***, Estas alteracées sdo de tal modo evidentes
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que estdo descritas como associadas a uma das principais vias de carcinogénese da
bexiga®. Ganhos do braco curto do cromossoma 5 estdo ainda descritos como
associados a tumores invasivos e de alto grau, ou seja estdo relacionados com a

agressividade tumoral®

. No nosso caso, verificou-se uma frequéncia elevada de ganhos
do braco curto do cromossoma 5. No braco longo, apesar de ndo se observar uma perda
do braco completo, verifica-se a perda de regides muito especificas e que sdo

sobreponiveis entre os diferentes casos.
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Figura 25: Ideograma com a representagio das alteragdes detectadas por aCGH para os doentes portadores de tumores do tipo Ta,G1. A esquerda do

cromossoma representacao de perdas e a direita representacdo de ganhos de material genético verificadas.
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5.1.1. Discussao dos genes e circuitos de carcinogénese do cancro

da bexiga

Nos Ultimos anos, a investigagdo relacionada com o CB tem sido alvo de
importantes avangos no que diz respeito ao estudo das vias metabdlicas mais envolvidas
no processo de carcinogénese. Varios estudos ja sugerem diferentes vias metabdlicas
como sendo preponderantes neste processo'*#>*3’. Em 2012, Lindgren e colaboradores®
descreveram a existéncia de dois circuitos essenciais associados ao processo de
carcinogénese da bexiga e sugeriram a existéncia de mais dois, como representado na
Tabela 13.

Tabela 13: Representacdo dos diferentes circuitos, descritos e sugeridos, associados ao
CB com indicagéo das alteragdes que os caracterizio®.

Circuitos descritos Alteracoes
Perda — 9q, CDKN2A; Expressdo — CCND1 (+);
FGFRS/CCNDL Alteragao - FGFR3
Ganho — E2F3, 5p; Perda — RB1, PTEN, 2936, 16q,

E2RElIRIE 20q; Expressdo — CDKN2A (+)
Circuitos sugeridos
Ganho — RAF1; Mutagdo — RAS; Expressdo —
RAF1/RAS FGFR3 (+)
TP53/MDM2 Ganho — CCND1,; Alteracdo — TP53/MDM2

Dos doentes estudados, apenas os Doentes 4 e 5 ndo apresentam qualquer
alteracdo descrita na Tabela 13. E de salientar que, o Doente 5 apresenta um tumor do
tipo T1,G1 ou seja, € um tumor ndo invasivo e como tal, de acordo com a literatura, a
instabilidade cromossémica podera ser baixa dificultando a sua detec¢do. Quanto ao
Doente 4, este corresponde a um tumor T1,G3 ou seja, € um tumor muito proximo dos
tumores invasivos. Com a realizacdo do aCGH ndo se detectou qualquer alteracdo
referida na Tabela 13, tal como discutido anteriormente por se suspeitar de que a bidpsia
colhida referente a este caso continha uma elevada contaminacdo com células nao
tumorais. A ser verdade, essa contaminacdo leva a uma incapacidade de detectar
alteracBes existentes nas células tumorais. E de salientar que por MLPA e por MS-
MLPA ndo se registaram quaisquer alteracdes do nimero de cOpias para os Doentes 4 e
5, a excepcéo do gene CASR (exdo 8) que apresentou ganho para o Doente 5 (anexo V).

Importa salientar também que em 64,3% (9/14) dos casos verificou-se a existéncia
de perdas associadas ao gene TP53 confirmando assim os resultados obtidos por MS-
MLPA. Por outro lado € também de realcar que em 8 dos 9 casos que apresentam perda

deste gene, esta esta associada a uma perda de cerca de 10 Mb. O gene TP53 localizado
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no cromossoma 17pl13.1 codifica a proteina p53 que possui uma actividade anti-
proliferativa essencial na regulagdo do ciclo celular®. De acordo com a literatura,
alteracOes neste gene em tumores superficiais sdo relativamente raras (19% dos casos)
enquanto que sdo muito frequentes em tumores invasivos (44% dos casos) e em Tis
(52% dos casos)®®®. Alteracbes deste gene apresentam-se assim associadas a
prognosticos reservados. O tipo de alteracbes mais frequentemente associadas a este
gene séo a ocorréncia de delegdes, que induzem a perda total ou parcial do gene, ou a
ocorréncia de mutacdes®®**. No caso especifico das mutagdes, estima-se que cerca de
80% das mutacOes associadas a este gene sdo do tipo missense podendo levar a
formacao de proteinas truncadas®. Neste gene podem ainda ser encontradas mutacoes
do tipo nonsense e frameshift contudo apresentam taxas de incidéncia
consideravelmente menores™2. Nestes Gltimos casos, verifica-se a formagdo de coddes
de finalizacdo prematuramente devido ou a formacéo directa de um codéao desse tipo ou
por alteracdo da ordem de leitura da sequéncia®’®. Todavia, em qualquer dos
processos, por delecdo ou pelos diferentes tipos de mutacOes, verifica-se uma

inactivagdo da via metabélica reguladora da proliferacdo celular*®

. Assim, aquando da
ocorréncia de erros durante o ciclo celular, este ndo é bloqueado o que pode ser
problemético na manutencdo da arquitectura tecidular. Alteracdes neste gene sdo muito
frequentes também em outros tipos de cancro como cancro da mama, sarcomas, tumores
cerebrais entre outros™®. Porém, este gene continua a ser considerado como um
importante marcador no que diz respeito a progressdo de tumores da bexiga quer
invasivos quer n&o invasivos'312>1%,

Na literatura estdo descritos varios genes e alteracBes gendmicas que mostram
alguma associa¢do com a progressao, agressividade e a recorréncia tumoral. Entre essas
alteracdes salientam-se perdas associadas aos genes TP53, PTEN, RB1 e RBL1 e ganhos
associados aos genes CCND1, MDM2 e a perda do brago curto do cromossoma
5138289 'Nas amostras estudadas por aCGH, verificou-se que os Doentes 3, 4 e 5 ndo
apresentam qualquer alteragdo das regides referidas anteriormente. Quanto aos
restantes, todos eles apresentam pelo menos uma destas alteragdes, sendo que os
Doentes 1 e 7 sdo 0s que apresentam maior nimero de alteracdes. O Doente 1 apresenta
simultaneamente perda dos genes TP53, PTEN, RB1 e RBL1. O Doente 7 apresenta
perda do gene TP53, ganho dos genes CCND1 e MDM2 bem como ganho do
cromossoma 5p. Assim, pela analise realizada sugere-se que os dois casos referidos

anteriormente (Doentes 1 e 7) possuem um risco mais elevado de recorréncia e
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progressdo tumoral. Neste ambito, em termos futuros, sera interessante realizar um
acompanhamento clinico destes doentes.

Os genes TSC1 e TSC2 sdo genes que quando mutados nas linhas germinativas
provocam a sindrome da esclerose tuberosa complexa. Todavia, nos Gltimos anos tém

B nio se

sido reportadas alteracbes no gene TSC1l associadas a casos de C
apresentando associado a outros tipos de tumores. Mais de 50% dos tumores da bexiga
apresentam perda de heterozigotia do cromossoma 9 bem como do gene TSC1 no locus
9p21314! Por outro lado, este gene esta também associado & ocorréncia de mutacdes
sendo sugerido actualmente que este se apresenta mutado em cerca de 14,5% dos casos
de CB¥. Assim, este gene é um GST potencialmente relevante para o processo de
carcinogénese em causa. Neste estudo, 35,7% (5/14) dos casos apresentam perda do
gene TSC1 contudo, existe um caso em que foi verificado ganho deste gene. Todavia,
tal como discutido anteriormente, este ganho ndo implica necessariamente um aumento,
nem sequer a simples expressao do referido gene. Relativamente ao gene TSC2, este
apresentou perda em 42,8 % (6/14) dos casos estudados porém, a sua associa¢do com o
processo de carcinogénese da bexiga ainda ndo esta perfeitamente clara.

De um modo geral, a analise realizada sugere que a classificacdo anatomo-
patoldgica efectuada actualmente pode néo reflectir por si s6 as caracteristicas do tumor.
Como se pode constatar, tumores do mesmo estadio e grau apresentam padrbes de
alteracdes diferentes. Neste ambito, a analise genética podera ser um importante auxilio
na caracterizacdo dos tumores e na realizacdo de uma avaliacdo mais detalhada no que
se refere a agressividade, progresséo e recorréncia tumoral. Como foi possivel observar
neste estudo, apesar do reduzido nimero de amostras, apenas 14,3% (2/14) dos casos
ndo apresentaram qualquer alteracdo associada aos circuitos de carcinogénese
estabelecidos até a data. Futuramente, com o aumento do numero de doentes estudados,

sera possivel estabelecer ainda com maior rigor as alteracdes relevantes neste processo.

5.2. Comparacdo dos resultados obtidos por aCGH e os resultados
obtidos por MLPA e MS-MLPA

Na realizacdo deste estudo recorreu-se a utilizacdo de vérias técnicas de biologia
molecular e genémica (MLPA, MS-MLPA e aCGH). Estas técnicas apresentam
caracteristicas diferentes entre si mas apresentam um caracter complementar. No anexo

V esta representada uma tabela com a indicacdo de todos os resultados obtidos por
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MLPA e MS-MLPA (nimero de cdpias) bem como o resultado obtido por aCGH, para
as posi¢des nucleotidicas correspondentes as regides estudadas pelas técnicas anteriores.
Como € possivel observar pela analise do anexo V, existe um elevado ndmero de
regides que apresentam resultados ndo concordantes entre as diferentes técnicas que se
podem dever a varios factores:

1) As técnicas de aCGH, MLPA e MS-MLPA apresentam limites de resolucdo
diferentes®”®°. A técnica de aCGH permite realizar uma abordagem global do genoma
com maior ou menor poder de resolucdo, de acordo ndo s6 com o numero de sondas
(plataforma utilizada) mas também de acordo com a distancia existente entre elas®’. Por
outro lado, as técnicas de MLPA e MS-MLPA (nimero de cOpias) permitem uma
avaliacdo de apenas cerca de 45 regides do genoma em simultaneo. Apesar disto, a
analise destas regides é uma analise extremamente especifica e sensivel dado que, cada
regido é passivel de ser analisada com mais detalhe’®*%. Na técnica de aCGH, de
acordo com os critérios utilizados, s6 € considerada alteracdo quando se observa
variacdo em mais de 3 sondas consecutivas. Este facto esta na base da explicacdo de
muitos dos resultados discordantes representados no anexo V. Na Figura 29 estdo
representados 3 casos em que se verificam divergéncias de resultados entre as técnicas
utilizadas. Por exemplo, o Doente 12 ndo apresentou qualquer variagdo do nimero de
clpias para 0 gene PYCARD (16p11.2) por MS-MLPA. Porém, por aCGH este gene
apresenta-se associado a perda de material genético. Pela analise da Figura 29 (A), que
representa a situacdo descrita, é possivel compreender que ndo existe nenhuma sonda de
aCGH que realmente se localize no gene referido. Assim, o resultado do nimero de
copias obtido por aCGH resulta da normalizacdo realizada pelo software de anélise e
ndo de uma andlise especifica do gene. Deste modo, este gene pode ndo apresentar
qualquer alteracéo, tal como detectado por MS-MLPA. Um outro exemplo justificativo
das discrepancias de resultados observadas esta representado na Figura 29 (B). Neste
caso (Doente 6), por MLPA foi detectada perda de material genético associada ao gene
WSB1. Todavia, por aCGH nenhuma alteragéo foi detectada. Como podemos perceber
pela Figura 29 (B) as duas sondas de aCGH localizadas na regido do gene em causa
apresentam sugestdo de perda do gene. Porém dado o reduzido ndmero de sondas
consecutivamente alteradas, esta alteracdo ndo foi considerada. Neste caso temos, a
partida, o surgimento de um falso negativo. Na Figura 29 (C) esta representada mais
uma situacdo de discrepéancia entre resultados. No caso do Doente 8 por MS-MLPA

observou-se que uma das sondas para o gene ATM apresentava ganho e a outra
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Figura 29: Representagdo de casos em que se verifica discordancia entre os resultados obtidos
por aCGH e MLPA/MS-MLPA (numero de copias). A - Dispersdo das sondas de aCGH
verificada para o Doente 12 na regido do gene PYCARD; B - Dispersdo das sondas de aCGH
verificada para o Doente 6 na regido do gene WSB1; C - Dispersdo das sondas de aCGH
verificada para o Doente 8 na regido do gene ATM. Imagem retirada do software Agilent

Genomic Workbench v6.5.

apresentava perda. Ao analisar os resultados de aCGH para este doente percebeu-se que

aparentemente ndo existia qualquer alteracdo nesta regido. Contudo, ao realizar uma
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analise direccionada as sondas envolvendo o gene em causa verificou-se que existem
grandes variacOes entre as sondas localizadas nas proximidades da regido analisada por
MS-MLPA. A sonda de aCGH localizada imediatamente antes da sonda de MS-MLPA
para o gene ATM (exdo 1) apresenta sugestdo de ganho. Dada a proximidade entre a
localizagdo das sondas de aCGH e de MS-MLPA a existéncia de um ganho nesta regiao
parece ser real, contudo devido ao reduzido ndmero de sondas de aCGH alteradas, esta
possivel alteracdo ndo foi considerada pelo software de andlise. Por outro lado, quanto
as sondas de aCGH que se encontram nas proximidades do local de
complementariedade da sonda de MS-MLPA estas sugerem a existéncia de perda em
mosaico. Contudo, pelo mesmo motivo das alteracdes referidas anteriormente, esta nao
¢ também considerada. No caso especifico deste gene, é igualmente de salientar a
existéncia de ganho num exdo e perda no outro.

2) O processo de carcinogénese estd associado a existéncia de uma acentuada
instabilidade cromossémica®®. A ocorréncia de mutacdes é muito frequente®®. Quer
para sondas de aCGH (de acordo com o tipo de lamina utilizada) quer para sonda de
MLPA e MS-MLPA, a existéncia de alteracdes desse tipo sdo suficientes para impedir
uma hibridizacdo completa entre a sonda e 0 DNA alvo™®!%?, Deste modo podem ser
originados falsos positivos'®. Para a técnica de aCGH esta questdo ndo é tido
problemética dado que, nunca se considera como alterada uma regido em que apenas
uma das sondas apresentou variacdo. Por outro lado, no caso do MLPA e do MS-MLPA
(nimero de copias) com as sondas sdo analisadas individualmente, uma situacdo deste
tipo pode mascarar um resultado real.

3) Um outro factor que podera justificar a existéncia de ganhos e perdas
simultaneamente no mesmo gene é a ocorréncia de rearranjos equilibrados, como por
exemplo translocacdes ou inversdes. Estes tipos de alteracdes também ocorrem
associadas ao desenvolvimento e progressao de tumores. Porem, nem por aCGH, nem
por MLPA ou MS-MLPA é possivel detectar rearranjos equilibrados®”*%. Deste modo,
neste tipo de alteracOes, caso 0s pontos de quebra envolvam as regides analisadas pelas
técnicas referidas, a hibridizagdo das sondas com o local complementar ndo ocorre e
verifica-se a existéncia de um resultado inadequado.

Assim, a existéncia de um elevado nimero de regides que apresentam resultados
discrepantes entre as técnicas ndo sugere um desadequamento da estratégia adoptada ou
uma inexisténcia de coesdo entre os resultados obtidos. A existéncia deste tipo de

resultados implica a realizacdo de uma analise cuidada que € necessaria efectuar para a
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comparacgéo de resultados obtidos por aCGH, MLPA e MS-MLPA. Neste estudo, foram
analisadas, individualmente, todas as regides que apresentavam discrepancia entre os
resultados. Com essa analise, conclui-se que a grande maioria dos resultados
discrepantes eram passiveis de serem justificados de acordo com os factores referidos

anteriormente e representados na Figura 29.

6. Optimizacéo do protocolo de estabelecimento de culturas celulares
primarias e sub-culturas

6.1. Estabelecimento de culturas celulares primarias

Das 18 amostras incluidas no estudo, foram iniciadas culturas celulares em 16 dos
casos. De um modo geral, foi observado crescimento de células epiteliais em 50%
(8/16) dos casos, sendo que em apenas 6,3% (1/16) ndo foi observado qualquer
crescimento (Doente Controlo 1). De igual modo, em 6,3% (1/16) dos casos verificou-
se crescimento de apenas fibroblastos (Doente 4). Em 37.4% (6/16) dos casos, a cultura
apresentou contaminagdo no dia seguinte a realizacdo da sementeira.

O estabelecimento de culturas celulares primarias tem uma extrema importancia
em estudos relacionados nao sé com o CB mas com 0s processos de carcinogénese em
geral**2. O estabelecimento de culturas celulares permite a utilizacio futura de células
na realizacdo de estudos farmacoldgicos, citogenéticos, imunoldgicos, entre
outros 243,

No caso especifico do CB ndo existe consenso entre as metodologias a utilizar no
estabelecimento de culturas primarias, sendo que mesmo em procedimentos
optimizados, as taxas de sucesso sdo reduzidas. Neste estudo foi utilizado o
procedimento descrito por Fu e colaboradores*** em 2005 como procedimento basal,
sujeito a algumas adaptacGes de forma a dar resposta aos problemas que foram
surgindo:

1) Infeccéo das culturas.

Inicialmente, apds o acto cirdrgico, as amostras destinadas a realizagcdo da cultura
celular foram transportadas em HBSS suplementado com 0,1% P+S (Gibco Invitrogen,
Carlsbad, California, USA). Porém, verificou-se que as culturas apareciam
sistematicamente contaminadas. Por observacdo ao microscopio invertido, percebeu-se
que a fonte de contaminagdo estaria possivelmente associada a infec¢Bes urinarias nos

doentes. Poucas horas ap0s a sementeira, constatava-se a presenca de alos circulares
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fixos a base da caixa em torno dos fragmentos de tecido. No dia seguinte, a
contaminacéo ja se apresentava dispersa por toda a caixa. Na literatura esté reportada a
existéncia de contaminacdes causadas por fungos e bactérias em amostras deste tipo de
tal forma que, a contaminacéo por bactérias, é considerada a principal causa de faléncia
das culturas'**. Defende-se que a grande maioria das contaminacdes ocorridas durante
as primeiras 24 a 48 horas ap6s a sementeira esta associada & origem do tecido™'**. Na
tentativa de ultrapassar esta questdo, decidiu-se aumentar a concentracao de antibioticos
quer no meio de transporte quer no meio de cultura utilizado aquando da sementeira.
Assim, o transporte das amostras passou a ser realizado igualmente em HBSS mas
suplementado com 1% P+S. Quanto ao meio de cultura para a realizagdo da sementeira,
passou a conter 2% de P+S. Ap0s esta alteracdo o nimero de contaminacgdes diminuiu
para 25% (2/8).

2) Crescimento de fibroblastos.

Neste tipo de culturas, a crescimento de fibroblastos é também comum®™***®, Os
fibroblastos sdo células que apresentam uma taxa de crescimento muito acentuada (ao
contrario de algumas células tumorais) o que leva a que muitas vezes as células
epiteliais acabem por ser eliminadas. Porém, neste estudo apenas uma cultura
(correspondente ao Doente 4) é que apresentou crescimento de fibroblastos. Isto podera
dever-se ao facto de que nas culturas realizadas foi utilizada uma matriz de colagénio
tipo | que, associado a baixas concentracdes de FBS (1%), dificultam o crescimento e
proliferacéo desse tipo de células'****.

3) Taxa de crescimento reduzida.

Segundo a literatura disponivel, as taxas de crescimento de culturas primérias de
CB sdo relativamente baixas. Porém, em 2007, Seifert e colaboradoras'*® descreveram
uma nova metodologia de estabelecimento de culturas celulares priméarias em que as
taxas de sucesso aumentaram para 0s 63%, verificando-se que a taxa de sucesso das
culturas se mostrava dependente do estadio e grau tumoral. Tumores do tipo pTa
apresentavam uma taxa de sucesso de 86,4% enquanto tumores do tipo pT1 e de
estadios avangados apresentavam taxas de sucesso de 50% e 38% respectivamente®.

Relativamente as amostras que apresentaram crescimento de células epiteliais
(50%), importa referir que, apenas 3 das 8 culturas (37,5%) (Doentes 3 e 11 e Doente
Controlo 4) apresentaram um crescimento adequado permitindo a sua manipulagéo e a
realizacdo de estudos com essas células. As restantes culturas ou apresentavam uma

taxa de crescimento muito reduzida ou, nos casos em que a taxa de crescimento era
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acentuada, as células acabariam por se libertar naturalmente da superficie revestida com
colagénio, num periodo de 5 a 7 dias. Na tentativa de ultrapassar esta questdo, decidiu-
se comecar a adicionar glicina ao meio de cultura. De acordo com o descrito por Seifert
e colaboradores'*®, em 2007, a adicéo de glicina (3mM) ao meio de cultura aumenta a

viabilidade celular em 3,6 vezes'®

148

. A glicina estimula a adesédo celular por accdo das
integrinas™™. O presente estudo, so foi possivel testar a accdo da glicina em uma das 16
culturas. Na cultura referida, adicionou-se glicina logo no meio aquando da sementeira
(cultura correspondente ao Doente Controlo 4) e verificou-se um crescimento celular
acentuado sem nunca se observar indicios de desagregacdo das células do substrato.
Contudo, como ja foi referido, a glicina apenas foi testada numa cultura, ndo podendo
assim afirmar-se que o sucesso da mesma estd directamente relacionado com a
utilizacdo da glicina. A Figura 30 € um exemplo do aspecto das culturas utilizadas neste

estudo e que apresentaram um crescimento acentuado.

Figura 30: Figura representativa do aspecto das culturas
primérias realizadas e que apresentaram um bom crescimento.
Cultura referente ao Doente 3.

6.2. Estabelecimento de sub-culturas
Nas culturas celulares referentes aos Doentes 3 e 11 tentou-se também o
estabelecimento de sub-culturas e a sua manipulacdo para estudos citogenéticos. Quanto
ao estabelecimento de sub-culturas, numa fase inicial, com a cultura referente ao Doente
3 procedeu-se a dissociacdo celular recorrendo a accdo da tripsina. Contudo, embora

este procedimento tenha sido realizado varias vezes, em nenhum caso se obteve
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crescimento celular na sub-cultura. Na sub-cultura nunca se observou adeséo celular a
membrana de colagénio que revestia a caixa de cultura. Para além disso, as células na
nova caixa rapidamente perdiam o aspecto brilhante caracteristico de células vivas. No
que diz respeito a cultura inicial, apos cada ciclo de tripsinizacdo, verificava-se uma
perda consideravel da viabilidade celular de tal forma que, a cultura chegou a demorar
varios meses até se notar um aumento da confluéncia. Com a repeticdo dos ciclos de
tripsinizacdo e da ndo obtencdo de qualquer sucesso neste processo de estabelecimento
de subculturas, colocou-se a hipotese de testar um outro agente dissociador celular que
apresentasse uma menor toxicidade celular. Optou-se por testar a StemPro® Accutase®
(Gibco Invitrogen, Carlsbad, California, USA). A Accutase® foi aplicada vérias vezes a
cultura correspondente ao Doente 11 sendo que, em apenas numa das vezes foi possivel
estabelecer uma sub-cultura. Nas primeiras aplicacGes da Accutase® verificou-se que a
cultura original ndo era comprometida conseguindo restabelecer o indice mitotico muito
mais rapidamente do que no caso em que se utilizou a tripsina. Porém, apesar de nédo
haver comprometimento da cultura inicial, continuava a ndo haver adeséo celular nas
culturas filhas. Deste modo decidiu-se testar uma nova estratégia de estabelecimento de
sub-culturas. Esta nova estratégia consistiu na realizacdo de uma centrifugacdo da
suspensdo celular (200g — 4 min), apds a accdo da Accutase®, seguida de distribuicdo
homogeénea do pellet pela superficie revestida da caixa. De seguida a caixa foi incubada
invertida até ao dia seguinte. Com esta metodologia observou-se ndo sé adesdo celular,
bem como crescimento celular. Apesar disso, esta sub-cultura nunca atingiu a
confluéncia necessaria. Este procedimento foi executado em apenas um caso dado a
falta de células disponiveis para realizacdo do procedimento. Assim, seria necessario a
repeticdo deste procedimento para que se pudesse afirmar com algum grau de certeza
gue o sucesso da cultura esteve associado directamente a nova metodologia adoptada.
Segundo a literatura, quer a tripsina quer a Accutase® sdo dois dissociadores
celulares utilizados com frequéncia em estudos relacionados com o CB*314°1%0 pgrgm,
a Accutase® apresenta uma menor toxicidade celular ndo afectando significativamente a
viabilidade e proliferacéo celular**®**!. Por outro lado, sugere-se que a tripsina esta

associada a uma diminuicéo de cerca de 3% da capacidade de adesdo celular™".
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7. Estudo por FISH de culturas primarias de cancro da bexiga

A manipulacdo das culturas celulares foi realizada com objectivo inicial da
obtencdo de cromossomas para o estudo do cariotipo. Apenas as culturas referentes aos
Doentes 3 e 11 mostraram ter material bioldgico suficiente para serem manipuladas.
Nas restantes culturas, por apresentarem um baixo crescimento ou por se apresentarem
contaminadas, ndo foi possivel obter células em quantidade suficiente. Quanto a cultura
do Doente Controlo 4, apresentou um crescimento acentuado mas ndo atingiu a
confluéncia necesséria até ao término do presente trabalho.

A cultura de células referente ao Doente 3 foi manipulada trés vezes, porém em
nenhum dos casos foi possivel obter cromossomas em metafase que possibilitassem o
estudo do cariétipo. Quanto ao Doente 11, a cultura celular foi manipulada uma vez e,
de igual modo, nédo se obteve qualquer metafase.

Dada a incapacidade de realizacdo de um estudo do cari6tipo, optou-se pela
aplicacdo da técnica de FISH. Com o teste UroVysion® que consiste numa combinagao
de sondas de FISH especificas que permitem detectar poliploidias para 0s cromossomas
3, 7 e 17 e deleces do locus 9p21'°%, Estes cromossomas, bem como o locus 9p21,

estdo fortemente associados ao processo de carcinogénese da bexiga®®

. Assim, mesmo
ndo sendo direccionado para células em cultura decidiu-se aplicar este teste no estudo
da cultura do Doente 11 devido a combinacdo de sondas que permite.

A analise dos resultados foi realizada pela observacdo ao microscopio de
fluorescéncia de 254 ndcleos interfasicos. Desta analise foram observados 236 (92,9%)
nacleos interfasicos normais (com dois sinais de fluorescéncia para cada sonda — Figura
31 A)) e 18 (7,1%) nucleos com alteracdes (Figura 31 B). Entre estes € de registar a
existéncia de 13 (5,1%) nucleos com aparente monossomia do cromossoma 17 (Figura
31 (B)).

O resultado do teste UroVysion® para o Doente 11 é negativo, como podemos
compreender pela analise da Tabela 14. Com base nos critérios definidos pelo
fabricante, a forma de determinar um resultado como positivo consiste em: - observar 4
ou mais celulas, em 25, com ganho em dois ou mais dos cromossomas 3, 7 ou 17; -
observar 12 ou mais células, em 25, com deleccdo homozigdtica do locus 9p21.
Segundo as instrugdes do fabricante, quando se observa o nimero de células referido e
ndo se encontra 0 numero de alteragdes suficientes para que o resultado seja positivo,

deve-se continuar a andlise até encontrar pelo menos 4 células com ganho em pelo
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menos 2 dos cromossomas 3, 7 e 17 ou pelo menos 12 células com delecdo
homozigo6tica do locus 9p21. Nos casos em que se observam todas as células marcadas e

nenhum destes critérios € respeitado, entdo o resultado é efectivamente negativo.

Figura 31: Células observadas ao microscopio de fluorescéncia pela realizacdo do teste
UroVysion® em células provenientes de cultura priméria referente ao Doente 11. A — Célula
normal (duas marcagOes para cada marcacdo); B — Célula com perda de uma das marcacdes
correspondentes ao cromossoma 17.

Legenda - Marcagdes: Cromossoma 3 — vermelho (CEP 3); Cromossoma 7 — verde (CEP 7);
Cromossoma 17 — azul (CEP17); —amarelo LSI 9p21).

Tabela 14: Resultados obtidos pela realizacdo da técnica de FISH em células
resultantes da cultura primaria referente ao Doente 11.

LSI 9p21 CEP 3 CEP7 CEP17  N.°Celulas %

2 2 2 2 236 92,9
1 2 2 2 2 0,8
2 2 2 1 13 51
2 2 2 3 1 0,4
3 2 2 2 0,4
2 3 2 2 1 0,4

Total 254 100

O cancro estd directamente relacionado com o fendmeno de instabilidade
cromossomica. Alteracdes numeéricas, como poliploidias e aneuploidias, sdo muito
frequentemente observadas em células tumorais, porém alteracGes estruturais, como as
translocacdes, desempenham um papel igualmente importante™*®%3,

As sondas fluorescentes utilizadas para a marcagdo dos cromossomas 3, 7 e 17 séo
sondas especificas para as regides centroméricas’“**2. Todavia, como todas as sondas de
FISH, estas apesar de poderem ser indicativas do nimero de cromossomas existentes,

apenas definem com certeza o nimero de regides com que sdo complementares™*. Nos
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resultados obtidos, verifica-se a perda de um sinal de fluorescéncia referente ao
cromossoma 17 em 13 células. Este resultado poderia sugerir a existéncia de uma perda
total do cromossoma 17 nessas células. Pela técnica de aCGH verificou-se que o Doente
11 apresenta maioritariamente perda parcial do cromossoma mas ndo perda total. Por
outro lado, as técnicas de MLPA e MS-MLPA também sugerem a inexisténcia de uma
perda total associada aos cromossomas 17. Por estas duas técnicas foram estudadas 9
regides genéticas sendo que apenas 2 apresentaram resultados sugestivos de perda.
Como tal, pode-se concluir que por intermédio de uma sonda de FISH ndo se pode
inferir sobre uma possivel alteracdo do cromossoma na sua totalidade. A diferenca de
resultados entre 0 MLPA e MS-MLPA e o0 aCGH pode ser explicada com base na
diferenca de resolugdo das duas técnicas, tal como discutido anteriormente. Contudo, no
caso especifico do resultado observado para o Doente 11, a observacdo de ganho do
cromossoma 17 seria 0 mais esperado.

Um tumor corresponde a uma massa celular que possui células com diferentes

complementos cromossémicos*®

. Apesar de pela realizacdo de uma bidpsia tumoral,
apenas se obter uma porcdo de todo o tumor aquando da realizacdo de uma cultura
celular priméaria podemos vir a obter crescimento de varios tipos de células (células ndo
tumorais ou células tumorais com diferentes complementos cromossémicos). Muitas
vezes a cultura de células acaba por representar apenas um tipo de células, dadas as
diferentes taxas de crescimento das células e a adaptacdo ao meio de cultura entre outros
factores. No caso do Doente 11, apesar do crescimento verificado ser acentuado,
podemos estar na presenca apenas de crescimento de células ndo tumorais. No caso de
existirem células tumorais, estas podem estar presentes em téo reduzido nimero que nao
sejam assim detectadas por FISH. Por outro lado, o tumor referente ao Doente 11 € um
tumor do tipo Ta,G1. Este tumor, de acordo com o sistema TNM é um tumor inicial, no
que diz respeito ao estadio de desenvolvimento. De acordo com a literatura, a
instabilidade cromossomica € directamente proporcional ao estadio e grau de
desenvolvimento tumoral®. Neste caso, como estamos perante um tumor inicial poder-
se-ia concluir que a auséncia de alteragcbes observadas poderia ser explicada por este
facto. Todavia, as alteragdes consideradas neste teste, essencialmente as delecbes do
locus 9p21, estdo descritas com uma das alteragdes primordiais no processo de
carcinogénese da bexiga*®. Sendo este um tumor inicial, a probabilidade de serem
observadas alteracBes nesta regido seria elevada, porém nem por MLPA foram

detectadas perdas nesta regido cromossomica.
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Capitulo V — Conclusdes e Perspectivas Futuras

1. Conclusodes do estudo

Através dos resultados obtidos e de acordo com 0s objectivos propostos e as

limitacGes referidas concluiu-se com a realizacao deste estudo que:

1. As técnicas de MLPA, MS-MLPA e aCGH permitiram identificar regides genémicas

e genes frequentemente alterados nas amostras de CB estudadas. Verificou-se que:

1.1. A técnica de MLPA apresenta robustez na deteccdo de alteracdes
gendmicas em amostras de CB. O maior nimero alteracbes (ganhos e perdas) foi
observado para os cromossomas 3, 7, 9 e 17. Para além disso, verificou-se a existéncia
de uma elevada frequéncia de alteracdes (> 30% dos casos) para genes como PPOX,
FHIT (exdo 9), EPHA3, CLIP2, CDKN2A (exfes 5, 3 e 1), CDKN2A (intrdo 1),
CDKN2B (exdo 1), WSB1 e HSPA13;

1.2. Por MLPA observaram-se elevadas frequéncias de alteracbes em genes
que ndo estdo descritos em casos de CB. Os genes PPOX, SLC7A9 e HSPA13
apresentaram-se frequentemente alterados nos casos estudados. Porém, na literatura a

sua associacao ao fenémeno de carcinogénese da bexiga ndo esta descrita;

1.3. A técnica de MLPA mostrou-se igualmente robusta na deteccdo de
mutacdes frequentes em casos de CB. Por esta técnica foram detectadas mutacGes nos

genes PIK3CA e FGFR3 em alguns casos, de acordo com o descrito na literatura;

1.4. A técnica de MS-MLPA revelou uma elevada capacidade para detec¢cdo
de regides frequentemente alteradas no CB ao nivel do nimero de cépias. Neste estudo
foi possivel identificar alteracdes muito frequentes entre os doentes estudados e com
impacto descrito no processo de carcinogénese da bexiga. Entre os genes alterados,

salienta-se 0 gene TP53 que apresentou alteragdes em 64,2% dos casos;

1.5. Por aCGH foram identificados padrbes de alteracdes com elevadas taxas
de frequéncia entre as amostras estudadas, porém nem todas estdo de acordo com o
descrito na literatura. Importa salientar os ganhos no brago longo do cromossoma 13
que apenas foram observados em tumores do tipo T1G2. Foram também registadas
elevadas taxas de perda associadas aos cromossomas 16, 19 e 22q. Estas alteragcdes ndo
estdo descritas na literatura como muito frequentes em casos de CB. A identificacdo de
novas regides cromossomicas possivelmente associadas ao CB foi um importante
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contributo dado pela técnica de aCGH.

2. Por MS-MLPA foi possivel identificar alteracfes no padrdo de metilacdo de genes
com associagdo directa ao CB. Foram também detectadas elevadas percentagens de

metilacdo para genes em que a relacdo com o CB néo esta definida.

3. Pela optimizacdo do procedimento de extraccdo de DNA de células da bexiga
excretadas na urina sujeitas a um pré-tratamento foi possivel obter amostras deste acido
nucleico com uma qualidade 6ptima para a realizacao de técnicas de biologia molecular,
como 0 MLPA;

3.1. A avaliacdo de amostras de DNA extraido de urina, por MLPA, revelou-
se promissora. Isto porque, foi possivel identificar alteracbes genéticas em DNA
extraido de células de urina que igualmente foram observadas na amostra referente a
bidpsia tumoral. A associacdo entre alteracdes detectadas directamente na bidpsia
tumoral e na urina foi de tal modo eficiente que, para os genes CDKN2B, AURKA (exao
5), MDM2 (exdo 11), NOS2, CCND1 (exdo 1), ROBO1l e ARL13B foi alcancada
significancia estatistica.

4. O estabelecimento de culturas priméarias de CB mostrou-se extremamente dificil.
Contudo, durante este estudo foi possivel optimizar alguns dos principais procedimentos

a adoptar neste contexto.

5. A técnica de FISH é importante na deteccdo de alteracdes cromossdmicas em
nacleos em interfase. Contudo, esta técnica foi aplicada a titulo exploratorio apenas
numa amostra, ndo sendo possivel inferir com certeza sobre a vantagem de utilizar o

teste UroVysion® na avaliacdo de células em cultura.

6. N&o foi possivel estabelecer uma relacdo directa entre as alteracdes detectadas e o
estadio e o grau tumoral. Porém, com os resultados obtidos sugere-se que a analise
genomica poderd ser um importante auxilio na caracterizagdo tumoral, no diagnostico e

seguimento de doentes com CB.

2. Limitacgdes do estudo
Para alem das conclusdes referidas, ha ainda a referir as limitagdes mais evidentes

deste estudo. Assim, as principais limitagOes deste estudo séo:
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e O reduzido numero de amostras tumorais analisadas. Entre os 14 doentes
estudados existem tumores de varios estadios e graus. Porém, dentro do mesmo
estadio e grau, 0 nimero de casos estudados é reduzido. Um aumento do nimero
de doentes estudados (quer ao nivel de bidpsias tumorais quer de urinas) ira

permitir validar os resultados obtidos.

e O desconhecimento sobre a regido anatomica da bexiga em que se encontravam
os tumores estudados bem como sobre a informacdo relativa aos hébitos

tabagicos dos doentes e da sua profisséo.

e A incapacidade da realizacdo de estudos do cariétipo a partir das bidpsias. O
estudo do caridtipo seria importante ndo s6 para avaliar os complementos
cromossomicos existentes neste tipo de amostras bem como para conservacao

das culturas para estudos futuros.

3. Perspectivas futuras

Em termos futuros existem varias abordagens a realizar de modo a aumentar a

significancia do estudo e a preencher algumas das lacunas existentes, nomeadamente:

e Aumentar o nimero de amostras (biopsias tumorais + urina correspondente)
de forma a validar algumas das hipdteses colocadas neste estudo. O aumento do
nimero de amostras de urina estudadas permitira validar ndo s6 o processo de pré-
tratamento optimizado bem como a capacidade de deteccdo desta neoplasia por
intermédio deste biofluido, obtido de forma néo invasiva.

e Estudar as amostras extraidas de urina pela técnica de MS-MLPA. A
avaliacdo do numero de coOpias em simultaneo com o estudo do estado de

metilagdo dos respectivos genes € uma abordagem promissora.

e Continuar a optimizacdo do processo de cultura celular de modo a
possibilitar o estudo do cariétipo. Para além disso, a optimizacao do procedimento
de cultura celular serd importante para compreender em que medida é possivel

reproduzir as células tumorais, in vitro, de forma a possibilitar estudos posteriores.
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e Desenvolver um painel de sondas de MS-MLPA e optimizar o painel de
sondas de MLPA utilizado (especifico para amostras de CB), para auxiliar na
caracterizagdo tumoral, mas também no diagndstico, seguimento, adaptacdo de

estratégias terapéuticas e na avaliacdo do progndstico de cada doente.
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Capitulo VII - Anexos

Anexo |: Protocolo de extraccdo de DNA de bidpsias tumorais e de controlos
pelo método High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany).

O método de extraccdo High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany) requer a utilizacdo de uma amostra de tecido
com cerca de 25 a 50 ng de forma a garantir a perfeita execucdo do procedimento
experimental. Amostras de tecido de grandes dimensfes poderdo levar a saturacao da
membrana de silica e consequentemente ao comprometimento da amostra.

O procedimento experimental do referido kit de extracgéo inicia-se pela digestéo
do tecido e inactivacdo de endonucleases enddgenas. Neste ambito, o tecido é colocado
em 200 uL de lysis buffer e 40 uL de Proteinase K (20mg/mL) e incubado a 55°C até
que o tecido esteja digerido (entre 12 a 15 horas). Apoés a digestdo, adicionam-se 200 pL
de binding buffer e incubam-se as amostras a 70°C durante 10 min. Decorrido este
periodo adicionam-se 100 uL de isopropanol. Neste fase do procedimento o DNA relne
as condicdes necessarias para que ocorra adesdo a membrana de silica ou seja, as cargas
negativas do DNA estdo disponiveis para interagir com as cargas positivas da
membrana de silica. Deste modo, o DNA fica retido na membrana permitindo assim a
realizacdo de vérias etapas de lavagem e purificacdo dos acidos nucleicos. Assim, o
préximo passo consiste em transferir a amostra para a coluna que contem a membrana
de silica. Seguidamente centrifuga-se a amostra a 8 000 g durante 1 min. Depois
adicionam-se 500 uL de inhibitor removal buffer e repete-se a centrifugacao.
Posteriormente inicia-se a etapa de lavagem que consiste na adi¢cdo de 500 uL de wash
buffer ao tubo com a membrana seguido de nova centrifugacdo a 8 000 g durante 1 min.
Esta etapa é repetida uma vez. Com o objectivo de secar a membrana de silica realiza-se
uma nova centrifugacdo a 13 000 g durante 10 seg. No final, o DNA é eluido por ac¢do
de 100 uL de elution buffer previamente aquecido a 70°C. Para obtencdo da amostra de

DNA final centrifuga-se a 8 000 g durante 1 min.
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Anexo I1: Protocolo de Extraccdo de DNA de células uroteliais excretadas na
urina pelo método QlAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden,
Germany).

O método de extraccdo QIAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen
GmbH, Hilden, Germany) requer a utilizacdo de 140 uL de material
bioldgico que é adicionado a 560 uL de buffer AVL de forma a ocorrer a
lise celular e a inactivar RNases. Esta reaccdo ocorre a temperatura
ambiente durante 10 min. Decorrido este periodo, adicionam-se 560 pL
de etanol (96-100%) a cada amostra. O passo seguinte consiste na
passagem das amostras para a respectiva coluna com a membrana.
Inicialmente transferem-se 630 pL de solucdo para a coluna e de seguida
centrifugam-se os tubos a 6 000 g durante 1 min. Devido ao elevado
volume de amostra, é necessario repetir o passo anterior, incluindo a
centrifugagdo. Posteriormente, iniciam-se as etapas de lavagem do DNA
fixado a membrana. Numa primeira fase adicionam-se 500 puL de buffer
AW1 e centrifugam-se os eppendorfs a 6 000 g durante 1 min. Numa
segunda fase adicionam-se 500 uL de buffer AW2 e centrifugam-se 0s
tubos a 20 000 g durante 3 min. O buffer AW2 quando em contacto com o
tampdo de eluicdo pode comprometer a qualidade do procedimento.
Deste modo, realiza-se uma nova centrifugacdo a velocidade maxima
durante 1 min para garantir que a membrana fica completamente seca.
Para eluir o DNA adicionam-se 60 uL de buffer AVE a cada membrana e
centrifugam-se os tubos a 6 000 g durante 1 min de forma a obter a
amostra de DNA final.
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Anexo Il1: Protocolo de Extraccdo de DNA de celulas uroteliais excretadas
na urina pelo método UltraClean® Tissue & Cells DNA Isolation Kit (MO BIO

Laboratories Inc., Carlsbad, California).

O método de extraccdo UltraClean® Tissue & Cells DNA Isolation Kit (MO BIO
Laboratories Inc., Carlsbad, California) pode ser utilizado para extrair DNA de amostras
de tecido, em que requer cerca de 1 a 25 mg de material biologico, ou para extrair DNA
proveniente de culturas e suspenses celulares, necessitando de cerca de 5x10° células.
O procedimento experimental para culturas e suspensdes celulares inicia-se com a
adicdo de 1 mL de solucdo TD1 a suspensao celular. Seguidamente, o volume total de
amostra é transferido para um tubo contendo a membrana que ira reter o DNA. Apo6s
este passo, os tubos séo centrifugados a 10 000 g durante 30 seg. No passo seguinte
adicionam-se 400 uL de solucdo TD2 a cada tubo e centrifugam-se novamente a 10 000
g durante 30 seg. Para garantir a remoc¢do completa da solu¢cdo TD2 volta-se a
centrifugar os tubos a 10 000 g durante 1 min. No final, com o objectivo de eluir o
DNA, adicionam-se 50 uL de solucdo TD3 e centrifugam-se novamente os tubos a 10

000 g durante 30 seg. para obter a amostra de DNA final.
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Anexo 1V: Designacdo e localizacdo dos genes estudados pelas técnicas de
MLPA e MS-MLPA

Gene CromE;)ssémica* Designacéo
TP73 1p36.32 tumor protein p73
COL11A1* 1p21.1 collagen, type XI, alpha 1
PPOX* 1923.3 protoporphyrinogen oxidase
MDM4 1932.1 Mdm4 p53 binding protein homolog (mouse)
MSH6 2p16.3 mutS homolog 6 (E. coli)
COL3AL* 2032.2 collagen, type Ill, alpha 1
VHL 3p25.3 von Hippel-Lindau tumor suppressor
RARB 3p24.2 retinoic acid receptor, beta
FHIT 3pl4.2 fragile histidine triad
ROBOL 3p12.3 {gt:gcsigsﬁﬁg) axon guidance receptor, homolog 1
EPHA3 3pll.1 EPH receptor A3
ARL13B 3g11.1 ADP-ribosylation factor-like 13B
CASR 3021.1 calcium-sensing receptor
PIK3CA 3026.3 ZZ%ip:]r:?gldggglositol—4,5—bisphosphate 3-kinase, catalytic
FGFR3 4p16.3 fibroblast growth factor receptor 3
IL2 4927 interleukin 2
APC 5022.2 adenomatous polyposis coli
ESR1 6025.1 estrogen receptor 1
GCK 7p13 glucokinase (hexokinase 4)
EGFR 7pll.2 epidermal growth factor receptor
GBAS 7pll.2 glioblastoma amplified sequence
CLIP2 7911.23 CAP-GLY domain containing linker protein 2
POR 7011.23 P450 (cytochrome) oxidoreductase
CDK®6 7921.2 cyclin-dependent kinase 6
G L s oot
CDKN2A 9p21.3 cyclin-dependent kinase inhibitor 2A
CDKN2B 9p21.3 cyclin-dependent kinase inhibitor 2B (p15, inhibits CDK4)
PAX5 9pl3.2 paired box 5
PTCH1 9g22.32 patched 1
CREM 10pl11.21 CAMP responsive element modulator
PTEN 10g23.31 phosphatase and tensin homolog
KLLN 10g23.31 killin, p53-regulated DNA replication inhibitor
MGMT 10926.3 O-6-methylguanine-DNA methyltransferase
SMPD1* 11p15.4 sphingomyelin phosphodiesterase 1, acid lysosomal
PAX6 11p13 paired box 6
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WT1
CD44
GSTP1
CCND1
ATM
CADM1
VWF*
COL2A1*
MDM2
PAH

CHFR

BRCA2
RB1

RPGRIP1*

MLH3
THBS1
SPG11*
TSC2
ABAT*
PYCARD
CDH13
TP53
PMP22
AKAP10
uSP22
WSB1
NOS2

ERBB2

BRCA1
STK11

SLC7A9*

KLK3
AURKA
GATAS5

HSPA13*
LARGE*

11p13

11p13
11g13.2
11913.3
11g22.3
11423.3
12p13.31
12q13.11

12q15
12423.2

12q24.33

13g13.1
13q14.2

14q11.2

144243
15q14
15q21.1
16p13.3
16p13.2
16p11.2
16G23.3
17p13.1
17p12
17p11.2
17p11.2
17q11.1
17q11.2

17q12

17921.31
19p13.3

19q13.11

19913.33
20013.2
20q13.33
21q11.2
22q12.3

Wilms tumor 1

CD44 molecule (Indian blood group)

glutathione S-transferase pi 1

cyclin D1

ataxia telangiectasia mutated

cell adhesion molecule 1

von Willebrand factor

collagen, type Il, alpha 1

Mdmz2, P53 E3 ubiquitin protein ligase homolog (mouse)
phenylalanine hydroxylase

checkpoint with forkhead and ring finger domain, E3
ubiquitin protein ligase

breast cancer 2, early onset
retinoblastoma 1

retinitis pigmentosa GTPase regulator interacting protein
1

mutL homolog 3 (E. coli)
thrombospondin 1

spastic paraplegia 11 (autosomal recessive)
tuberous sclerosis 2

4-aminobutyrate aminotransferase
PYD and CARD domain containing
cadherin 13, H-cadherin (heart)

tumor protein p53

peripheral myelin protein 22

A kinase (PRKA) anchor protein 10
ubiquitin specific peptidase 22

WD repeat and SOCS box containing 1
nitric oxide synthase 2, inducible

v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog
2, neuro/glioblastoma derived concogene homolog (avian)

breast cancer 1, early onset
serine/threonine kinase 11

solute carrier family 7 (glycoprotein-associated amino
acid transporter light chain, bo,+ system)

kallikrein-related peptidase 3

aurora kinase A

GATA binding protein 5

heat shock protein 70kDa family, member 13
like-glycosyltransferase

(*) Sondas controlo; (*) p = brago curto, g = brago longo, nomenclatura de acordo com o ISCN 2013,
ex.1p21.1 — corresponde ao cromossoma 1, braco curto, regido 2, banda 1, sub-banda 1.
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Anexo V: Representacao geral dos resultados obtidos para as técnicas de MLPA (bidpsia tumoral e urina), MS-MLPA (numero de copias) e aCGH
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Anexo VI: Comunicagdes em formato de poster relacionadas com este
trabalho

v’ Santos J.D., Parada B., Ribeiro I.P., Ferrdo J., Ferreira S.1., Reis F., Figueiredo
A., Teixeira F., Mota A., Melo J.B., Carreira [.M. (2013) ‘Genomic profile of
Bladder Cancer — Importance in diagnosis, follow-up and prognosis’, 1st
reSEARCH Coimbra in Health Sciences, 19-21 de Abril, Coimbra, Portugal
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