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Prefacio

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Citogenética e Biologia
Molecular Humana e no Laboratério de Imunomorfologia, Departamento de Biologia
IBILCE/UNESP, Sao José do Rio Preto — SP, com bolsa CAPES (marg¢o de 2012 a junho de
2015) e Auxilio a pesquisa FAPESP (2012/15036-8) e CNPq (474776/2013-1).

O projeto de doutorado intitulado “Avaliacio da Anexina Al, FPR1, FPR2 e
miRNAs em adenocarcinoma gastrico ” teve por objetivos avaliar a expressdo da proteina
AnxAl e de seus receptores FPR1 e FPR2 em pacientes com adenocarcinoma gastrico, bem
como a expressdo de miRNAs que possam encontrar-se desregulados e modular a expressao
da anexina Al e seus receptores, desta forma podendo contribuir para a carcinogénese
gastrica.

Para a defesa da tese apresentamos o manuscrito “Annexin-A1/FPR1 and miR-196a
contribute to the pathogenesis of gastric cancer”, submetido a revista BMC Cancer (Fator
de Impacto:3,36; Qualis A2). Sdo apresentados os dados de expressdo da ANXAI e dos
microRNAs miR-27a, miR196a ¢ miR-222 e a analise de correlacdo da expressdo desses
miRNAs com a da ANXAI, que pode indicar se participam da regulacdo da expressdo desse
mediador inflamatoério, assim como a associag¢do da expressio do RNAm da ANXA!I e dos
miRNAs com caracteristicas clinicopatoldgicas dos pacientes. Foram avaliados por imuno-
histoquimica os receptores FPR1 e FPR2 e a expressdo da anexina Al para as amostras de
adenocarcinoma gastrico. Em conjunto, os resultados sugerem que a ligagdo AnxA1/FPR1
atue nas vias de regulacdo da inflamacdo e carcinogénese gastrica, e evidencia pela primeira
vez para o cancer gastrico que a ANXAI possa ser regulada pelo miR-196a abrindo novas

perspectivas de condutas terapéuticas para esta neoplasia.
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Resumo
Apesar do declinio da incidéncia, o cancer gastrico ocupa ainda a terceira posi¢do em causa

de morte por cancer no mundo, tendo como principal fator de risco a bactéria Helicobacter
pylori. Esta bactéria pode levar a uma inflamagdo persistente através da produgdo de citocinas
pré-inflamatoérias e de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, estimulando a proliferacio
celular bem como outros processos envolvidos na carcinogénese. Ainda envolvidos nestes
processos tem sido observada a participacdo de microRNAs, que exercem papel importante na
regulacdo poés-transcricional, influenciando processos fisiologicos normais da célula bem
como aqueles ligados as doengas, como por exemplo o cancer gastrico. Alguns miRNAs
podem atuar como oncogenes, genes supressores de tumor e biomarcadores para diversas
patologias, podendo alvejar genes relacionados com inflamagéo e cancer como o gene ANXA [
(Anexina-Al). A Anexina-Al ¢ uma proteina anti-inflamatéria e com agéo anti-proliferativa,
que se liga a receptores do tipo formil peptideo como por exemplo FPR1 e FPR2, ambos
sabidamente relacionados com a progressdo de doengas como o cancer. Desta forma o
presente trabalho teve como objetivos avaliar a expressdo da proteina Anexina Al e seus
receptores FPR1 e FPR2, bem como avaliar a expressdo do RNAm da ANXA] e de miRNAs
que possam modular a expressdo desse gene (hsa-mir-27a, hsa-mir-196a e hsa-mir-222) em
adenocarcinoma gastrico e correlacionar estes resultados com os aspectos clinico-patologicos.
Foram avaliadas 31 amostras de adenocarcinoma géstrico, assim como as regides metapléasica
ou normal adjacentes ao tumor. A quantificacdo relativa (RQ) do RNAm da ANXAI e
miRNAs foi realizada por PCR quantitativo em tempo real utilizando ensaio TagMan, e a
expressdo proteica da AnxAl, FPR1 e FPR2 por imuno-histoquimica e analise densitométrica.
Em relagdo a expressdo génica relativa foram observados o aumento da expressdo da ANXA1
nos tumores (RQ=1,374; p<0,001), assim como do miR-196a que apresentou aumento de

expressdo tanto no tecido metaplasico (RQ= 4,784; p=0,0016) e tumoral (RQ=16,99; p<
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0,001) em relagdo ao tecido normal. O miR-27a ndo se apresentou diferencialmente expresso
nos diferentes tecidos e houve diminui¢do da expressdo do miR-222 (RQ=0,687; p=0,01) no
tecido tumoral em relagdo ao tecido normal. Apenas o miR-196a e a ANXA[ apresentaram
correlacdo significantemente inversa (r= -0,55; p=0,003), e este miRNA foi o Unico que
apresentou associacdo com o sexo feminino, devido aumento de expressdo em mulheres.
Quando se comparou a expressdo relativa aos parametros clinico-patologicos e tumorais nao
foram encontradas diferencas significativas. Quanto a expressdo proteica o FPR2 nio
apresentou marcacdo no tecido normal, metaplasico e tumoral. Contudo a AnxAl e FPRI1
apresentaram imunomarcagdo positiva amplamente distribuida no tecido tumoral e
positivamente correlacionados tanto no epitélio (r=0,87; p<0,0001) como estroma (r=0,62;
p=0,004). Portanto, nossos resultados sugerem que a ANXAI ¢ modulada pelo miR-196a em
cancer gastrico, e evidenciam que tanto a AnxA1l como o FPR1 também estdo envolvidos no
processo de carcinogé€nese gastrica. Tais achados podem abrir possibilidades para futuros
estudos sobre novos alvos terapéuticos ja que AnxAl e FPR1 sdo possiveis alvos

farmacoldgicos, e as terapias baseadas em microRNAs tem sido amplamente pesquisadas.

Palavras-chave: neoplasias géstricas, Anexina Al, FPRI1, FPR2, microRNA-27a,

microRNA-196a, microRNA-222.



XVi

Abstract
Gastric cancer still ranks third in cause of cancer death worldwide, despite the decline in its

incidence, being Helicobacter pylori the main risk factor for this disease. This bacterium can
lead to persistent inflammation via the production of proinflammatory cytokines and reactive
oxygen and nitrogen species, stimulating cell proliferation and other processes involved in
carcinogenesis. Still involved in this process, it has been observed the participation of
miRNAs, which play an important role in post- transcriptional regulation, influencing normal
physiological processes of the cell as well as those linked to diseases such as gastric cancer.
Some miRNAs can act as oncogenes, tumor suppressor genes and biomarkers for various
diseases, can targetting genes linked to inflammation and cancer such as ANXAI gene
(Annexin Al). Annexin Al is an anti-inflammatory protein with anti-proliferative action that
binds to formyl peptide receptors such as, FPR1 and FPR2, both known to be related to the
progression of diseases such as cancer. Thus, the present study aimed to evaluate the
expression of Annexin Al, FPR1 and FPR2 receptors, and the expression of mRNA ANXA/
and miRNAs (hsa-mir-27a, hsa-mir-196a and hsa-miR 222) in gastric adenocarcinoma, also
correlate these results to the clinicopathological features. 31 adenocarcinoma samples were
evaluated, as well as normal or metaplastic region adjacent to the tumor. Relative
quantification (RQ) of miRNA and mRNA ANXA! was evaluated by TagMan assay and
protein expression AnxAl, FPR1 and FPR2 by immunohistochemistry and densitometry
analysis. Regarding the relative expression the following results were observed, increased
expression in tumors of ANXAI (RQ = 1.374; p < 0.001) and miR- 196a that showed
increased expression it he metaplastic tissue (RQ = 4.784; p = 0.0016) and tumor (RQ =
16.99; p < 0.001) compared to normal tissue. The miR- 27a did not appear differentially
expressed in different tissues and there was a decrease of miR -222 expression (RQ = 0.687; p

=0.01) in tumor tissue compared to normal tissue. Only the miR-196a and ANXAI presented
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a significant inverse correlation (r = -0.55; p = 0.003), and this miRNA was the only one that
showed association to female gender, due to increased expression in women when comparing
the relative expression to clinicopathological parameters and tumor features. The FPR2 was
not expressed in normal, metaplasic and tumor tissue. However, the AnxAl and FPR1 were
widely distributed positive immunostaining in tumor tissue and positively correlated both in
the epithelium (r = 0.87 ; p < 0.0001) and stromal (r = 0.62 ; p = 0.004). Thus, our results
suggest that ANXAI is modulated by miR-196a in gastric cancer, and evidencing that both
AnxAl and FPRI1 are also involved in gastric carcinogenesis process. These data open the
possibility for future studies on new therapeutic targets since AnxAl and FPR1 are adjustable

pharmacological targets, and microRNAs * therapies have been widely researched.

Key-words: stomach neoplasms, Annexin Al, FPR1, FPR2, MIRN27a microRNA,

MIRN196a microRNA, MIRN222 microRNA.
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I. Introducio

I.1. O Cancer gastrico

O cancer gastrico ¢ uma causa consideravel de morbidade e mortalidade (MEZA-
JUNCO et al., 2011), ocupando a terceira colocagdo em causa de morte por cancer no mundo
e a quinta posicdo em incidéncia (FERLAY et al., 2015). Apesar do declinio da incidéncia
deste tipo de cancer ter sido relatado em alguns estudos (MIHMANLI et al.,2016), o ultimo
levantamento realizado pelo GLOBOCAN em 2012 estimou cerca de 951.000 casos
diagnosticados e 723.000 mortes em decorréncia desta doenca (FERLAY et al.,2015), ou seja,
cerca de 10% das mortes por cancer no mundo sdo atribuidas ao cancer gastrico anualmente,
com maior incidéncia no Leste da Asia, Europa Oriental ¢ América do Sul (JEMAL et
al.,2011; STRAATMAN et al., 2016). No Brasil a estimativa do Instituto Nacional do Cancer
(INCA, 2015) para a incidéncia de cancer gastrico no bi€nio 2016-2017 ¢ de 7.600 casos entre
as mulheres e 12.920 entre os homens, sendo o quarto tipo mais incidente entre os homens e o
quinto entre as mulheres.

O cancer gastrico pode ser dividido em trés tipos principais: adenocarcinoma, linfoma e
leiomiossarcoma (INCA, 2015). O adenocarcinoma gastrico ¢ mais frequente
correspondendo a 95% dos casos e classificado histologicamente como tipo difuso e intestinal
(Lauren, 1965). O adenocarcinoma gastrico do tipo difuso aparece normalmente nas pessoas
mais jovens e consiste de um infiltrado de células neoplasicas pouco diferenciadas onde néo
ha formagao de estrutura glandular. A forma mais prevalente do adenocarcinoma gastrico € o
adenocarcinoma do tipo intestinal, onde ha a transi¢do da mucosa normal para gastrite cronica
superficial, que evolui para gastrite atrofica e metaplasia intestinal, e finalmente para displasia
e adenocarcinoma (CORREA, 1992; POLK; PEEK, 2010). H4 grande varia¢do entre cada

caso de cancer gastrico em relacdo ao tipo histoldgico, bem como as caracteristicas



clinicopatoldgicas, o que se traduz em dificuldade para identificar subtipos histologicos e por
consequéncia definir a melhor proposta terapéutica (GRABSCH; TAN, 2013).

Embora a classificagdo histoldgica do céancer géastrico seja muito utilizada, alguns
estudos recentes propdem uma classificagdo conforme as variagdes moleculares, como: virus
Epstein-Barr positivos (EBV), instabilidade de microssatélites (MSI), genomicamente estavel
e cromossomicamente instavel.

Células de cancer gastrico postivas para o EBV apresentam repressdo frequente do
supressor tumoral PTEN, mutacdes no gene ARIDIA levando a perda de fun¢do do mesmo
devido a indugiio de codons de parada. E possivel observar também aumeto da expressio de
genes ligados a evas@o das células neoplésicas do sistema imune do hospedeiro (CD274 e
PDCDILG?2). As MSIs sdo mais comuns em pacientes idosos e ocorrem principalmente nos
tumores do tipo intestinal, com frequente silenciamento do gene MLH1, por hipermetilagdo de
sua regido promotora, levando a falha no sistema de reparo por pareamento erroneo. Para os
casos genomicamente estdveis nota-se o acometimento de pessoas mais jovens com
predominancia dos tumores do tipo difuso, nos quais as taxas de mutacdes sdo baixas. J& para
os tumores cromossomicamente instaveis as aneuploidias s@o encontradas em cerca de 50%
dos casos com maior incidéncia nos tumores do tipo intestinal, muta¢des nos genes 7P353,
GLI3, PREX2 e GRMS sdo comumente encontradas (LIM et al.,2016). O cancer gastrico foi
subdividido de acordo com estes aspectos moleculares na tentativa de facilitar o diagnostico e
tratamento desta neoplasia, tendo em vista que a gendmica visa novos alvos terapéuticos em
busca da medicina personalizada.

Cerca de 80% dos pacientes sdo diagnosticados na fase avangada da doencga, pois a
maioria apresenta poucos sintomas alarmantes, como perda de peso, falta de apetite, anemia,
dor epigastrica, nausea e vOmito, sendo 40% assintomdticos (SCHMIDT et al., 2005;

BORNSCHEIN et al., 2010). Devido ao pequeno numero de pacientes diagnosticados em



estagios iniciais da doenga, a taxa de sobrevida permanece baixa (LEE et al., 2016). O
tratamento padrio para este cancer inclui ressec¢do completa do tumor em conjunto com
quimioterapia pré e pds-operatdria, entretanto mesmo apds esta conduta cerca de 40% dos
pacientes apresentam recorréncia € em torno de 30% morrem no prazo de 12 meses
(PECQUEUX et al., 2015).

Diversas pesquisas indicaram alguns fatores de risco associados ao cancer de estdmago,
dentre eles: idade avangada acima de 70 anos, sexo masculino, etnia, status socioecondmico,
fumo, alta ingestdo de sal, nitritos, nitratos e dlcool (KELLEY AND DUGGAN, 2003; CAO
et al., 2016). Porém a infeccdo pela bactéria Helicobacter pylori (H. pylori) ¢ considerada o
principal fator de risco para o cancer de estomago (CHOLI-PAPADOPOULOU et al., 2011;
DE FLORA; LA MAESTRA, 2015).

A gastrite cronica ¢ um dos sinais que caracterizam a infec¢do por H. pylori, (TOUATI,
2010) e esta inflamagdo persistente estimula a proliferagdo celular, induz a produgdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN), o que pode levar a alteragdes
proteicas, danos a membrana, oxida¢do de bases de DNA, quebras de fitas de DNA e
aberracdes cromossdmicas, muitos destes envolvidos no processo de carcinogénese (JANG et
al., 2003). Danos extensos e persistentes a0 DNA representam uma ameaca a estabilidade do
genoma. Uma vez detectado € ativada uma complexa rede que bloqueia o ciclo celular, inicia

o reparo do DNA, e em alguns casos, induz a apoptose celular (BOLDERSON et al., 2009).

1.2. A bactéria Helicobacter pylori

O H. pylori ¢ um bacilo Gram-negativo que coloniza o estbmago humano ha pelo
menos 60.000 anos (ATHERTON; BLASER, 2009); é uma bactéria microaerdfila que habita

vérias areas do estobmago e do duodeno (PANDEY et al., 2010), sendo considerada a principal



causa de tulcera péptica, linfoma géstrico e adenocarcinoma gastrico (ISOMOTO et al., 2010).

Os australianos Barry Marshal e Robin Warren foram os descobridores desta bactéria e
receberam o prémio Nobel de Medicina em 2005. Eles encontraram o H. pylori no estdmago
de 75% de pacientes com ulceras gastricas, e observaram também que a inflamagfo géstrica
estava quase sempre presente na mucosa proxima onde a bactéria era encontrada
(KAMANGAR et al., 2011).

Este micro-organismo apresenta mobilidade devido a presenga de flagelos unipolares
(quatro a seis) que permite sua locomog¢do na camada de muco gastrico. A bactéria
desenvolveu estratégia para sobreviver no ambiente dcido do estdmago, por meio da secreg¢do
de urease, uma enzima que converte ureia em amodnia, que reduz a acidez do estomago,
facilitando sua coloniza¢do (MARSHALL BJ, 1983).

As vias de infeccdo do H. pylori mais aceitas atualmente incluem a fecal-oral e a oral-
oral (DELTENRE; DE KOSTER, 2000), sendo a mais comum infec¢do bacteriana entre os
homens, colonizando cerca de 50% da populagdo mundial (ATHERTON; BLASER, 2009;
LEE et al., 2016).

Diversos estudos gendmicos comprovaram a alta diversidade genética desta bactéria
(DORER et al., 2010; RAYMOND et al., 2016). Apesar da infec¢do ocorrer mais comumente
por uma cepa, infeccdes mistas com diferentes cepas da bactéria e casos de recombinagdo
genética entre as mesmas ja foram observadas em diversos estudos (ISRAEL et al., 2001;
TALARICO et al., 2009). Considerando a diversidade genética da H. pylori, que se traduz em
variabilidade na viruléncia (KAMANGAR et al., 2011), os estudos sobre os fatores de
viruléncia durante quase trés décadas revelaram uma relacdo importante entre a bactéria, a
superficie da mucosa gastrica e a patogénese da doenga (Figura 1), destacando os fatores
CagA e VacA (HATAKEYAMA, 2008; SEWALD et al., 2008; WEN; MOSS, 2009;

RANJBAR et al., 2016).



CagA ¢ uma proteina efetora da bactéria que ¢ injetada nas células do hospedeiro por
uma maquinaria especializada que modula uma série de fungdes celulares (RICCI et al.,
2011), como estimular a sinalizagdo de fatores de crescimento, levando a mudangas
morfoldgicas na célula e aumentando a proliferacdo celular (MIMURO et al., 2002; COVER,
2016). CagA ¢ um marcador da presenga de uma ilha de patogenicidade (PAI- Pathogenicity
Island) e contribui para a resposta inflamatdria, j& que causa um aumento na producdo de 1L.-8
(ISOMOTO et al., 2010) e ativacdo do NF-«B o que pode conferir um fendtipo proliferativo a
bactéria, sendo importante no processo de carcinogénese (ARGENT et al., 2008; HU et al.,
2016). As cepas cagA sdo associadas a um aumento da inflamagdo, pois induzem niveis
aumentados de algumas citocinas, como a IL-1 e a IL-8, com consequente aumento do risco
de desenvolvimento do cancer gastrico (HATAKEYAMA, 2008; BARTCHEWSKY et al .,
2009). Desta forma CagA desregula as vias de sinaliza¢do celular e confere as células
potencial oncogénico, o que € relevante durante o processo de patogénese do H. pylori (DING
etal., 2010).

O segundo fator de viruléncia mais estudado ¢ o VacA (YAMAOKA, 2010). O gene
vacA codifica uma proteina secretora (VacA) que tem a habilidade de induzir a vacuolizagdo
das células (POLK; PEEK, 2010), aumentar a permeabilidade a anions e uréia (Tombola et
al., 2001), estimular a apoptose em células gastricas epiteliais (COVER et al., 2003) e induzir
uma reposta pro-inflamatoria (SUNDRUD et al., 2004). O gene vacA € expresso em todas as
cepas de H. pylori, porém existem polimorfismos: tipo S1 ou S2 e tipo M1 ou M2. A proteina
codificada por este gene consiste de duas regides variaveis, a regido sinal (S) localizado na
extremidade N - terminal da proteina e a regido mediana (M). Existem dois tipos principais da
regido S: segmentos S1 e S2, e trés menores: Sla, S1b e Slc. A regido M também ¢ conhecido
por ter dois genotipos principais: M1 e M2 e os dois subtipos: M1a e M1b (PAJAVAND et al.,

2015). O tipo S1/M1 VacA causa mais dano epitelial celular que o tipo S1/M2, enquanto o



tipo S2/M2 e o raro S2/M1, ndo sdo toxicos devido a presenga de um residuo hidrofilico na
forma S2 (Letley et al., 2003). Portanto, o fator VacA pode induzir multiplas atividades
celulares que facilitam a colonizacio cronica da mucosa géastrica pelo H. pylori ISOMOTO et

al.,, 2010).

Baixo

Gradiente
Urease
de pH \ > \) \?

Camada
de muco

Neutro

l l 1L-1p, IL-8 IRAK1
IRAK4
IL-1p, TNF-a -8
miR-2006 *~ N\ '
/_\ miR-200¢
i TRAFS, TRAF2, RIP,
miRNA Nudear TAK1, IKK8, IL-1, IL-8,

) s 1L-8
(MIRNA-1SS/miR-1462) LS NF~B TNF-a, iINOS

- IL-1p, TNF-a, IFN-y

“aPGE2
ROS/RNS

IL-8, IL-10 Pré inflamatério Dano celular
Proliferacdo

T < celular
T M2 Anti-inflamatério m

COX-2

Figura 1: Patogénese da infeccio pela bactéria H. pylori e a resposta imune do
hospedeiro. A: a colonizacdo das células epiteliais géstricas pela bactéria acontece com o
auxilio de fatores de viruléncia da bactéria (CagA, Vaca, DupA, IceA e OipA), adesinas
(SabA e BabA) e reconhecimento pelos receptores toll -like. B: apds reconhecimento ocorre a
ativacdo do sistema imunolégico do hospedeiro, com acdo do NF-kB, a secrecdo de varias
citocinas pré e anti-inflamatdrios e ativacdo das vias de oncogénicas. C: hd também a
ativacdo do sistema imune inato com o recrutamento de células inflamatérias no local da
infeccdo. D: a expressdo de alguns miRNAs ¢ alterada pela bactéria e influencia o sistema
imune do hospedeiro. LPS: lipopolissacarideo; TLR2: receptores do tipo zoll 2; DCs: células
dendriticas; M1: macrofagos do tipo 1; M2: macréfagos do tipo 2 (Adaptado de
CADAMURO et al., 2014).

Os fatores de viruléncia em conjunto com fatores genéticos do hospedeiro e fatores
ambientais, constituem uma complexa rede que regula a patogénese da gastrite cronica e

inflamacdo, os quais estdo envolvidos em um processo que leva a carcinogénese gastrica



(AHN; LEE, 2015).

J4 esta bem estabelecido que a infec¢do por H. pylori acontece normalmente na primeira
infincia e apds este periodo, se n3o houver o tratamento adequado com antibidticos, a
infec¢do pode perdurar por toda a vida do individuo (MORELLI et al., 2010; COVER, 2016).
Apesar do H. pylori estimular respostas imunes inata e adquirida, o portador € incapaz de
eliminar a bactéria da mucosa géstrica, e a infec¢do cronica € o resultado mais comum deste
processo (ZARRILLI et al., 1999).

Esta capacidade de coloniza¢do por longos anos se deve, entre outros fatores, a
capacidade deste micro-organismo de evadir o sistema imune do hospedeiro. Entre 80-90%
das bactérias ficam na camada de muco, enquanto de 10-20% ficam em contato direto com a
superficie das células epiteliais, como consequéncia, uma resposta inflamatdria persistente ¢
estabelecida na lamina prépria adjacente, o que previne o contato direto entre a bactéria e o
Iimen, como também de células inflamatorias com o estroma. Desta forma, as células brancas
do sangue, que normalmente reconheceriam e atacariam a bactéria, se tornam incapazes de
atravessar 0s vasos sanguineos que vao até a mucosa do estdmago. Estas células continuam a
responder ao sitio de infec¢do, onde morrem liberando nutrientes que servem de substrato ao
H. pylori (PANDEY et al., 2010). A permanéncia da bactéria no estdmago estimula a ativacdo
de uma cascata de citocinas que s@o responsaveis pelo desenvolvimento do processo
inflamatdrio, por apresentarem atividades quimiotaticas para neutréfilos e células
mononucleares (VINAGRE et al., 2011; CADAMURO et al., 2014).

O H. pylori tem influéncia direta sobre mecanismos epigenéticos, como por exemplo,
metilacdo de genes e modificacdo de histonas. A infecg¢do por esta bactéria induz a metilagdo
anormal da regido promotora de genes da mucosa gastrica, incluindo genes relacionados ao
crescimento celular, reparo de DNA e aderéncia celular, e que s@o conhecidamente metilados

em cancer gastrico (MAEKITA et al., 2006; NARDONE et al., 2007; KEILBERG:;
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OTTEMANN, 2016). As histonas (H2A, H2B, H3 e H4), unidades basicas do nucleossomo,
podem sofrer modificagdes covalentes em suas caudas que saem do nucleossomo, permitindo
que proteinas regulatérias acessem o DNA e regulem a transcri¢do. Modificagcdes em caudas
de histonas causadas por metilagdo, acetilacdo, fosforilagdo entre outros agem em diversos
processos celulares, como regulacdo génica, reparo de DNA e crescimento celular, tendo sido
relacionadas a infec¢do pela H. pylori (ZHANG; REINBERG, 2001; KURDISTANI, 2007;
DING ET AL., 2010).

A erradicacdo do H. pylori requer tratamento com multiplos antibidticos, amoxicilina e
claritromicina, que s@o administrados de 7 a 14 dias, e um IBP (inibidor da bomba de prdtons)
como, por exemplo, o omeoprazol (CHEY ET AL., 2007; MAKHLOUGH ET AL., 2016). A
erradicacdo da bactéria reduz significativamente o risco de desenvolvimento de cancer de
estomago em individuos infectados pelo H. pylori sem a presenca de lesdes pré-malignas
(WONG et al., 2004; FUCCIO et al., 2009; LEE et al., 2016), desta forma refor¢cando o
conceito de que este micro-organismo influencia estagios iniciais da carcinogénese gastrica

(POLK; PEEK, 2010).

L.3. Inflamaciio, miRNAs e Cancer Gastrico

Virios estudos indicaram a inflamag¢éo cronica como um dos principais fatores de risco
para o desenvolvimento de diversos tipos de cancer, dentre eles, o cancer de bexiga (OTTO et
al., 2011), pancreas (ZHUANG et al., 2014), prostata (ZHANG et al., 2012) e cancer
gastrico (VANNELLA et al., 2012).

O cancer gastrico é um modelo interessante para estudos sobre esta associacdo da
inflamacdo e cancer, considerando-se que mediadores prdé e anti-inflamatérios estio

associados a este fenomeno (SHACTER; WEITZMAN, 2002; RASCH; ALGUL, 2014). A
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inflamagao

cronica pode levar a tumorigénese através de danos ao DNA causado por ERO e ERN, que
levam a um aumento da proliferacdo celular, e estimulam a angiogénese (MCARDLE et al.,
2006).

Mudangas significativas ocorrem no conteido celular de tecidos inflamados sendo que
fatores humorais produzidos neste local atraem varios componentes do sistema imune, com
infiltragdo de células inflamatdrias e ativagdo de citocinas, como IL-6 e IL-8 induzidas pelo
estresse oxidativo, que apresentam fun¢do importante na angiogénese, metastase e regulagio
de células tronco do cancer. A IL-6 também leva a ativacdo transcricional de NF-xB nas
células inflamatorias (KORKAYA; WICHA, 2011).

E importante destacar também o papel dos microRNAs (miRNAs) nos processos de
inflamacgdo, carcinogénese, progressdo e metastase. Os miRNAs pertencem a uma classe de
RNAs pequenos, enddgenos e ndo-codantes, que tém papel regulatério importante na
expressdo génica (BARTEL, 2004), participando de varios processos bioldgicos.

Os miRNAs sédo transcritos pela RNA polimerase II e sdo processados ainda no nucleo
pela enzima DROSHA, originando os pré-miRNAs, que sdo exportados para o citoplasma se
tornando miRNAs maduros por meio da agdo da enzima DICER. Uma das fitas geradas pelo
miRNA maduro conduzira a repressio do RNAm alvo ao se integrar ao complexo RISC
(RNA-indunced silencing complex) (BARTEL, 2004). O RNAm alvo ¢ reconhecido pelos
miRNAs maduros por meio da regido seed e pareamento com a regido 3° ndo-traduzida
(3’UTR) do RNAm alvo (GU et al., 2009), resultando na degrada¢do do mesmo quando
houver complementariedade completa, ou repressdo da traducdo (Figura 2) (WU; BELASCO,
2008). E valido destacar que cada miRNA pode regular diversos genes (JOHN et al., 2004).
Acredita-se que mais de 30% dos genes em mamiferos sejam regulados por miRNAs

(ISOMOTO et al., 2010).
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Figura 2: Biogénese e acido dos miRNAs. Os miRNAs sio transcritos pela RNA
polimerase II e passam por processamento no nucleo pela acdo da enzima Drosha, originado
os pré-miRNAs. Estes sdo exportados para o citoplasma pela Exportin 5, € sdo reconhecidos
pela Dicer, a qual processa os pré-miRNAs em miRNAs maduros. Uma das fitas deste
miRNA ¢ selecionada para integrar o complexo RISC, que conduzira a repressdo da tradugio
do RNAm alvo por meio do pareamento entre 0 miRNA maduro e a regido UTR 3°'do RNAm.
(Adaptado de WINTER et al., 2009).

No cancer gastrico ha relatos de que a expressdo de varios miRNAs pode ser alterada,
alguns dos quais atuando como oncogenes como o miR-27a, miR-21, miR-107 e miR-155 ou
supressores de tumor como o miR-34b e miR-34c, miR-101, miR-146a e miR-148a
(RICARTE FILHO ; KIMURA, 2006; SAITO et al., 2011; ISHIMOTO et al., 2016). Outros
miRNAs também tém sido correlacionados ao cancer gastrico como os miR-196a e miR- 196-
b (LIAO et al., 2012), miR- 222 (LL, N. et al., 2012) e miR-223 (LI, J. et al., 2012), os quais
encontram-se com expressdo aumentada, exibindo papel de oncogenes, e os miRNAs miR-

409-3p (LI, C. et al., 2012) e miR-495 (LI, Z. et al., 2012) envolvidos na diminuicdo da

proliferacdo celular, ativacdo da apoptose e invasdo celular, respectivamente, assumindo a
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funcdo de supressores tumorais para esta patologia.

Em recente estudo de revisdo foi confirmada a associacdo de diversos miRNAs e o
cancer gastrico, tanto na presenca e auséncia da bactéria H. pylori (Figura 3), enfatizando a
acdo dos miRNAs na carcinogénese, progressdo e metastase, podendo ser indicados como

potenciais biomarcadores para diagnostico precoce e como novos alvos terapéuticos

(ISHIMOTO et al., 2016).
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Figura 3: miRNAs envolvidos na carcinogénese e terapia do cancer gastrico. O cancer
gastrico pode ser subdividido em dois grupos, aqueles com a presenca da bactéria H. pylori na
mucosa gastrica e outro na auséncia da mesma. Diferentes miRNAs interferem diretamente no
processo carcinogénico como na resposta aos agentes terapéuticos. TS-miR: tumor-suppresso
miRNAs; Onco-miR: oncogenic miRNAs. (Adaptado de ISHIMOTO et al., 2016).
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O miR-27a atua como oncogene no cancer gastrico, pois tem como alvo o RNAm de
genes supressores de tumor, importantes na regulacdo do ciclo celular. Ja foi constatado que a
repressdo do miR-27a poderia inibir a proliferacdo celular, bem como a resisténcia a
quimioterapicos em células de cancer géstrico, onde os genes ZEBI, ZEB2, Slug, Vimentin,
envolvidos na transi¢do epitélio-mesénquima, pela ativacdo da via Wnt, se apresentavam
hiperexpressos, enquanto a E-caderina se apresentava reduzida. Também ja foi validado o
gene APC como alvo deste miRNA resultando na atuagdo direta desta interagcdo sobre o
processo de metéstase géstrica (ZHANG et al., 2011). O aumento da expressdo deste miRNA
foi correlacionado negativamente com a expressdo do gene ZBTBI10, induzindo o aumento de
metastase para esta neoplasia (SUN et al., 2010). De forma oposta, a diminui¢do da expressio
deste miRNA, leva ao decréscimo significante da expressdo da glicoproteina P resultando na
ativacdo transcricional da ciclina D1, aumento da expressdo de p21, reforcando a relagdo do
miR-27a com proliferagdo celular e resisténcia as drogas em cancer gastrico. Portanto, sendo
considerado um alvo interessante para a terapia do cancer (ZHAO et al., 2011), biomarcador
de quimiossensibilidade e prognostico em cancer gastrico recorrente ou metastatico (HUANG
et al., 2014), além de biomarcador plasmatico para deteccdo precoce desta neoplasia
(ISHIMOTO et al., 2016).

O miR-196a é considerado um oncogene para diferentes tipos de cancer dentre eles o
cancer gastrico. Para esta neoplasia o aumento da expressdo deste miRNA est4 associado com
metastase em linfonodo, estagio clinico, sendo indicado como interessante biomarcador (LI et
al., 2016). Ambos os miR-196a e 196-b estdo envolvidos em processos celulares importantes
como desenvolvimento do cancer, imunidade, inflamagdo e defesa viral (TSAI et al., 2014). O
aumento da expressdo dos miR-196 a e b, foi associado com a progressdo tumoral e
diminui¢do da sobrevida, com aumento da capacidade de migracdo e invasdo das células

cancerosas, tendo o gene RDX (Radixin) como alvo validado. Este gene estd envolvido na
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ligacdo da actina @ membrana plasmadtica, entdo a superexpressdo do gene RDX ou a inibi¢do
dos miR-196a e b, ¢ avaliada quanto ao potencial terapéutico para suprimir a metastase
gastrica (TSAI et al., 2014).

O miR-222, considerado um onco-miR apresenta expressdo aumentada tanto no cancer
gastrico como em mucosa gastrica infectada pela H. pylori, podendo ter papel importante na
iniciacdo e progressdo dessa neoplasia, provavelmente pela regulacdo da expressdo da
proteina RECK (reversion-inducing cystein-rich protein with Kazal motifs) (LI et al., 2012).
Em linhagem celular de céancer gastrico, SGC7901, este miRNA e o miR-221 tém sido
avaliados quanto ao potencial terapéutico. A inibi¢do desses miRNAs leva a reversdo do
fenotipo maligno com consequente diminui¢do do crescimento celular e invasdo e aumento da
radiossensibilidade, possivelmente pela modulagdo da expressdo do gene PTEN, considerado
alvo validado para estes miRNAs (CHUN-ZHI et al., 2010). O aumento da expressdo dos
mir-221 e miR-222 também foi relacionado a progressdo tumoral em camundongos, com
ativacdo da Cdk?2 facilitando a transi¢do G1/S, e regulagdo de p27 e p57 (KIM et al., 2009).
Além do mais, este miRNA encontra-se dentre aqueles com expressdo alterada em estudos
para deteccdo de miRNAs circulantes associados com metdstases em linfonodos em cancer
gastrico (KIM et al., 2013) e diagndstico em estagios iniciais (LIU et al., 2014; ZHENG et
al., 2014). Portanto, sendo considerado como possivel marcador plasmatico para esta
neoplasia (FU et al., 2014; WANG et al., 2014).

A partir de consulta na literatura e bancos de dados publicos (LUTHRA et al., 2008;
MIRBASE, RELEASE 21. JUNE 2014) que apresentam a relacdo de miRNAs e genes alvos
validados para diferentes patologias foi possivel selecionar os miRNAs hsa-miR-27a-3p, hsa-
miR-196a-5p e hsa-miR-222-3p para avaliagdo no presente estudo (Tabela 1). Estes miRNAs
estdo diretamente envolvidos no processo de carcinogénese gastrica, infec¢do pela H. pylori e

regulacdo de mediadores inflamatdrios como a ANXA 1.
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Tabela 1: miRNAs selecionados para o presente estudo e alguns de seus alvos

previamente validados.

miRNA Alvos Validados e Referéncias
Atuacio
hsa-miR-27a-3p TP53, EGFR MIRBASE
Atua como oncogene em  MIRTARBASE
Localizag@o: cromossomo 19 cancer gastrico NISHIZAWA ;

Sequéncia:
UUCACAGUGGCUAAGUUCCGC

Marcador de
quimiosensibilidade e
progndstico em cancer
gastrico

Marcador plasmatico
para cancer géstrico

SUZUKI, 2013

hsa-miR-196a-5p

Localizagdo: cromossomo 17

Sequéncia:
UAGGUAGUUUCAUGUUGUUGGG

ANXAIL, MYC

RDX

P27

Associado a invasdo e
metastase em cancer
gastrico

MIRBASE
MIRTARBASE
PIN et al., 2012,
TSAletal., 2014

hsa-miR-222-3p
Localizagdo: cromossomo X

Sequéncia:
AGCUACAUCUGGCUACUGGGU

TP53

P27, MYC

RECK

Marcador plasmatico
para cancer gastrico

MIRBASE
MIRTARBASE
TARBASE
Lletal., 2012
FU etal., 2014

I.4. Proteina anti-inflamatoria Anexina A1 e receptores FPRs

A proteina anexina Al (AnxAl) tem sido associada a diversos processos inflamatorios

cronicos e com o cancer. Esta proteina é descrita como anti-inflamatdria e pertence a uma

familia de 13 proteinas encontradas em mamiferos (FERNANDES et al., 2010; ZHU et al.,

2010; SUGIMOTO et al., 2016), se liga ao calcio e a fosfolipideos ¢ além da agdo anti-

inflamatoria apresenta também acdo antiproliferativa (ZHU et al., 2010). Outras fun¢des da

AnxAl sdo, o crescimento celular, fusdo de membrana, endocitose e exocitose, transducdo de

sinais, diferenciagdo de queratindcitos, apoptose e resisténcia a drogas (HUO; ZHANG, 2005;
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ALVES et al., 2008; JOHN et al., 2008; GUO et al., 2013). Expressdo alterada da AnxAl tem
sido descrita em diversos tipos de neoplasias, estando aumentada nos canceres de figado (Suo
et al., 2012), pulmao (BIAOXUE et al., 2012), pancreas (YOSHIDA et al., 2011), melanoma
(RONDEPIERRE et al., 2009), colorretal (SU et al., 2010), endométrio (VOISIN et al., 2011)
e gastrico (JORGE et al., 2013; POLLI-LOPES et al., 2013; ZHANG et al., 2013), e
apresentando diminui¢do da expressdo para os canceres de préstata (D'acunto et al., 2010),
esofago (MOGHANIBASHI et al., 2012), boca (NOMURA et al., 2009), laringe
(SILISTINO-SOUZA et al., 2007) e linfoma (VISHWANATHA et al., 2004). Entretanto para
algumas neoplasias esta relagdo ainda ndo se apresenta bem definida, como por exemplo, em
leucemias, cancer de bexiga, carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco, cancer
colorretal, hepatocarcinoma e cancer gastrico, comprovando desta forma sua agdo tumor-
especifica (GUO et al., 2013; GAO et al., 2014).

Em 1997 foi publicado o primeiro estudo relacionando a AnxAl e o cancer gastrico,
esta ainda conhecida na época como Lipocortina 1, foi encontrada no fluido ascitico de
pacientes com cancer gastrico, e apresentava relacdo com a imunossupressdo nos pacientes
estudados (KOSEKI et al., 1997). Posteriormente, aumento da expressdo desta proteina foi
observado em duas linhagens de cancer gastrico, sendo uma delas relacionada com resisténcia
multipla a drogas (SINHA et al., 1998). Em estudo semelhante realizado com linhagens de
cancer gastrico, porém com alto poder metastatico, foi encontrado um cluster génico
hipoexpresso onde se localizava o gene ANXA 1, sendo este o primeiro resultado evidenciando
expressdo reduzida em cancer gastrico (HIPPO et al., 2001).

Resultado semelhante foi relatado por YU et al. (2008), que observaram expressdo
significantemente reduzida da Anexina Al conforme a progressdo do céancer gastrico e
sugeriram como um biomarcador negativo para o desenvolvimento e progressdo deste tipo de

neoplasia. Apds esta contradicdo, pesquisadores investigaram a expressio do RNAm da
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ANXAI nos dois tipos de adenocarcinoma géstrico, tipo difuso e tipo intestinal, e observaram
que ANXAI estava mais expressa no cancer gastrico do tipo difuso, o que foi comprovado
também por andlise imuno-histoquimica (WU et al., 2006). Mais recentemente, Gao et al.
(2014) também encontraram expressdo discretamente reduzida da AnxAl em céncer gastrico,
mas aumentada em outros tipos de tumores gastrointestinais. Ainda em céancer gastrico,
constataram uma heterogeneidade na expressio do RNAm, com expressdo reduzida nos
tumores pobremente diferenciados, enquanto aqueles bem diferenciados e em estagio precoce
da doenga apresentavam expressdo elevada. Contudo, observaram que a proteina ¢ altamente
expressa no tecido gastrico normal, sugerindo sua acdo na regenera¢do da mucosa e protegdo
das células gastricas.

De modo contrario, outros estudos tém mostrado imuno-marcacéo positiva da AnxAl
tanto em tecido gastrico normal quanto tumoral e que a localizagdo nuclear da proteina em
tumores estd relacionada com estagio avangado da doenca (ZHU et al., 2010). Similarmente
Cheng et al. (2012) relacionaram a expressdo elevada da AnxAl com invasdo da camada
serosa, metastase peritoneal e menor taxa de sobrevida para os pacientes com cancer gastrico.
A expressdo desta proteina em pacientes com cancer gastrico tem sido relacionada com
parametros clinico-patoldgicos como estadiamento TNM (classification of malignat tumors) e
metastase em linfonodos, sendo utilizada, portanto, como um interessante parametro de
avaliagdo do progndstico para esta neoplasia (ZHANG et al., 2013).

Em estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa também se observou alta expressdo
do RNAm de ANXAI em 80% dos casos de cancer géstrico, assim como imuno-marcagio
positiva no epitélio e estroma, o que também foi encontrado em lesdes com potencial pré-
canceroso como gastrite cronica, metaplasia intestinal e ulcera géstrica (JORGE et al., 2013;
ROSSI et al., 2014).

Recentemente alguns estudos t€ém mostrado a ag¢do da proteina AnxAl por meio de
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alguns receptores, dentre eles os receptores de formil peptideo FPRI1, FPR2/FPRLI1 e
FPR3/FPRL2, que sdo receptores transmembranicos ligados a proteina G. Estes receptores
estdo envolvidos na resposta imune inata, inflamagdo e céancer, atuando na progressdo de
varios tipos de tumores, inclusive o cancer gastrico (PREVETE et al., 2015). Os FPRs sdo
expressos no epitélio gastrico e sdo necessarios para reparagdo de ulceras e restituigdo de
integridade da barreira gastrica. Um derivado da bactéria H. pylori, Hp (2-20), por meio da
interagdo com FPR1 e FPR2 ¢ capaz de induzir a migragdo e proliferagdo celular, bem como a
expressdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), promovendo, assim, a
cicatrizagdo da mucosa gastrica. Estes resultados reforgam novamente a complexa relagdo
entre a bactéria e a mucosa gastrica humana, sugerindo que um sub-produto bacteriano possa
ser utilizado para induzir a cicatrizacdo da mucosa gastrica (DE PAULIS et al., 2009).

Ainda para o cancer gastrico, andlise imuno-histoquimica de FPR1 mostrou alta
expressdo do receptor associada a progressdo da doenga, como estagio IV, invasdo da
submucosa e serosa e evolugdo clinica. Em células de adenocarcinoma géstrico a elevacdo da
expressdo do FPR1 aconteceu em conjunto com a elevagdo da Anexina Al, indicando que a
regulacdo por feedback positivo estd participando na transdugdo de sinal AnxAl-FPR
(CHENG et al., 2014).

Estudo in vitro, em linhagem de cancer gastrico possibilitou mostrar um novo
mecanismo regulatorio de acdo da Anexina Al envolvendo os trés receptores (FPR1, FPR2 e
FPR3) através da via ERK1/2 e ITGBIBPI1, que regula a invasdo no cancer gastrico e
progressdo da doenga (CHENG et al., 2012). Mais recentemente, também foi constatado o
envolvimento dos receptores FPR1, FPR2 e FPR3 em linhagens de cancer géstrico, em que a
ativacdo de cada receptor induziu a transi¢do epitélio-mesénquima, proliferagdo, resisténcia a
apoptose e migracdo. Contudo, experimentos de xenotransplante em camundongos

imunocomprometidos com células epiteliais de cancer gastrico silenciadas para os FPRs
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mostraram que o silenciamento de FPR1 aumentou o crescimento xenografico devido ao
aumento da densidade de vasos e proliferagdo celular. Dessa forma sugerindo um papel de
FPR1 na inibi¢do da angiogénese em cancer gastrico, podendo representar uma nova
abordagem terapéutica para controlar a angiogénese tumoral (PREVETE et al., 2015).

Alguns estudos tém mostrado o envolvimento também de FPR2 em alguns tipos de
cancer. Por exemplo, Khau et al. (2011) verificaram o aumento da Anexina Al associado com
proliferagdo celular em cancer de mama por meio da ativagdio de FPR1 e FPR2. Em
carcinoma de células escamosas de laringe, também foi observado o aumento da proliferagdo
e metastase tumoral via AnxA 1 e FPR2 (GASTARDELO et al., 2014).

Quanto a atuacdo do FPR2 foi proposto um mecanismo molecular explicando sua dupla
natureza, se apresentando como homo ou heterodimero, elucidando o seu papel na diminui¢ao
ou ativag@o da inflamagdo respectivamente. Também foi constatado que a ligacdo da AnxAl
atua nesta conformacéo espacial dos FPRs, o que tem influéncia direta na acdo biologica dos
mesmos como préd ou anti-inflamatdrios, tornando-os assim também acessiveis para a
modulagdo de drogas com agdo exclusivamente anti-inflamatéria (COORAY et al., 2013).

Tendo em vista a associag@o ja comprovada entre AnxAl, FPR1 e FPR2 em diversos
tipos de cancer, ainda hd escassez de estudos em cancer gastrico, sdo necessarias outras
investigagdes que possam estabelecer estas relagdes. Os resultados poderdo trazer
informagdes importantes que auxiliem no prognostico mais preciso e possiveis alvos para
estratégias terapéuticas para os portadores desta neoplasia. Podemos destacar também os
miRNAs que regulam a expressdo de genes envolvidos com a inflamag@o e carcinogénese,

atuando nesta forma na compreensdo do complexo mecanismo da tumorigénese gastrica.
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I1. Objetivos

I1.1. Objetivos Gerais

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a expressdo da AnxAl e dos receptores
FPR1 e FPR2 em amostras de adenocarcinoma gastrico, bem como a expressdo de miRNAs
envolvidos com a carcinogénese gastrica e inflamago (hsa-mir-27a, hsa-mir-196a e hsa-mir-
222) que possam regular a expressdo do RNAm da ANXA 1. Posteriormente correlacionar os

achados com as caracteristicas tumorais e clinicopatologicas dos pacientes.

I1.2.0bjetivos especificos

1. Avaliar a expressdo da proteina Anexina Al e dos receptores FPR1 e FPR2 em

amostras de adenocarcinoma gastrico;

2. Avaliar a express@o do RNAm dos miRNAs hsa-mir-27a, hsa-mir-196a e hsa-mir-
222 e da ANXAI nas mesmas amostras e analisar a ocorréncia de correlagdes entre a

expressdo da ANXA1 e miRNAs;

3. Investigar a associagdo entre os resultados da ANXAI e miRNAs com as caracte-

risticas demograficas e clinico-patologicas dos pacientes.
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Abstract

Background: Gastric cancer remains an important cause of mortality worldwide, and its
relationship with inflammatory process has been explored, as the role of Annexin Al
(AnxAl) anti-inflammatory protein and the formil peptide receptors (FPRs), related to the
initiation and malignant progression. miRNAs (endogenous non-coding RNAs) also play an
important role in inflammatory and carcinogenic processes. Thus, the aim of this study was to
evaluate the relationships among AnxA1l, FPR1 and FPR2 receptors, and miRNAs involved in
gastric carcinogenesis and whether ANXA1 expression is mediated by miRNAs.
Methods: mRNA expression of miRNAs (miR-27a, miR-196a and miR-222) and ANXA!
were quantified by real time PCR, for 31 samples of gastric adenocarcinoma and adjacent
normal and/or metaplasic areas. For the same samples, AnxAl, FPR1 and FPR2 protein
expression were evaluated by immunohistochemical and densitometry analysis.
Clinicopathological features of patients and disease’s status were compared to miRNAs and
ANXAI expression. Statistical analysis were performed with software GraphPad Prism 5 and
values p< 0.05 were considered significant.
Results: Significant differences were found in the mRNA expression of miR-196a (p<0.001)
and ANXAI (p<0.001) comparing tumor area versus normal pool, which were up regulated in
gastric cancer samples, while miR-27a showed no significant change and miR-222 were down
regulated (p=0.01). In addition, miR-196a and its target ANXA 1 were inversely correlated (1=
-0.55; p=0.003) to gastric cancer. Immunoexpression of AnxAl and FPR1 were widely
diffused in metaplasic and gastric tumor tissues, and they were positively correlated both in
epithelium (r= 0.87; p<0.0001) and stroma (r= 0.62; p=0.004) of gastric tumors, while FPR2
was not expressed.

Conclusions: Our findings highlight the AnxAl1/FPR1 signaling pathway in gastric
carcinogenesis and evidence for the first time the relationship between ANXA/:miR196a

suggesting which may be modulated by miR196a in this neoplasia. Consequently opening up
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possibilities for future research, which could potentially be applied as a therapeutic indicator

of gastric cancer.

Key-words: Annexin A1, FPR1, FPR2, miR-27a, miR-196a, miR-222, gastric cancer.
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Background

Gastric cancer occupies the third place in cause of cancer death worldwide and fifth in
incidence [1]. Despite the decline of this pathology [2] it is estimated that about 780,000
people die each year because of this neoplasia [3]. In Brazil, the Cancer National Institute
estimates to 2016, 7,600 cases among women and 12,920 among men, ranking fourth place in
incidence and second in death [4].

The gastric adenocarcinoma is the most prevalent and histologically classified in
intestinal and diffuse types [5], where intestinal type can progress from transition of normal
mucosa to chronic superficial gastritis, atrophic gastritis and intestinal metaplasia, and finally
to dysplasia and adenocarcinoma [6, 7].

There is a strong association between chronic inflammation and the gastric cancer, as a
consequence of the infection by Helicobacter pylori (H. pylori), which activates various
inflammatory mediators and genetic and epigenetic mechanisms [8]. Chronic inflammation
may lead to tumorigenesis through the DNA damage caused by reactive oxygen and nitrogen
species, activation of the immune and inflammatory response leading to increased cell
proliferation, stimulating metastasis and angiogenesis [9, 10]. An important protein involved
in various inflammatory diseases and cancer is Annexin Al (AnxAl) [11]. This protein is
described as anti-inflammatory and belongs to a family of 13 proteins found in mammals [12,
13] it is able to bind to calcium and membrane phospholipids, besides the anti-inflammatory
action. AnxAl also has an antiproliferative activity [14]. Among other functions are
highlighted cell growth, membrane fusion, endocytosis and exocytosis, signal transduction,
cytoskeleton formation, keratinocyte differentiation and apoptosis [15-17]. Changes in the
expression and location of this protein have been described in various types of cancers such

as, breast, esophagus, prostate and stomach, and it is also correlated with tumor progression
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and survival [17, 18]. We have recently observed increased expression of this protein and
mRNA in lesions of progression cascade of gastric cancer, as chronic gastritis, intestinal
metaplasia, gastric ulcer and also in the gastric cancer [19, 20], evidencing their involvement
in the early stages of gastric carcinogenesis.

Functional studies have demonstrated the connection between AnxAl protein and some
receptors, including Formyl Peptide Receptors (FPRs), as FPR1, FPR2, and FPR3, which are
transmembrane G protein coupled receptors [21, 22]. AnxAl and FPR2 were responsible for
increasing proliferation and metastasis in laryngeal squamous cells carcinoma [23], and
together with FPR1, promoting cell proliferation in breast cancer [17]. The AnxAl - FPR1
relationship was associated to keratinocyte death in severe cutaneous adverse drug reaction
[24], and it was found increased expression of both in endometrial lesions [25].

In gastric cancer some findings indicated that FPR1 and FPR2 were in charge of wound
repair and maintenance of gastric barrier, after indomethacin-induced injury [26]. Although
FPRs are also related to invasion and metastasis as well [21], FPR1 has a tumor suppressor
function by inhibiting angiogenesis, when it is silenced in gastric cancer cells and enhanced
xenograft growth in immunocompromised mice, enhancing vessel density and cell
proliferation [22]. A positive feedback in AnxA1-FPRI signal transduction has also been
described as regulated by FPR1, and its up regulation was associated to stage IV disease,
submucosal invasion, serosal invasion, and clinical outcome of gastric cancer [27].

Another key component that acts in the carcinogenic process and inflammation are
microRNAs (miRNAs), which play a key role in post-transcriptional gene regulation [28], in
order to influence biological processes as proliferation, invasion, metastasis and resistance to
apoptosis by modulating the expression of mRNA targets [29]. Dysregulated expression of
miRNAs has been reported in gastric cancer, some of which acting as oncogenes as miR-9,

miR-18a, miR -27a, miR-196a, miR-222, miR-223 or tumor suppressors such as let-7b, miR-
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148a, miR-370, miR-409, miR-625 [30-33], so with potential to be used as candidate
biomarkers for diagnostic, prognostic and treatment response of gastric cancer [31, 34-37].
The repression of the miR-27a could inhibit cell proliferation and resistance to chemotherapy
in gastric cancer cells [38], indicating this miRNA as a biomarker to predict the prognosis and
chemosensitivity in recurrent or metastatic gastric cancer [39]. The miRNA 196a and b
variants have been correlated with invasion and metastasis in gastric cancer [40-42], and some
of them, such as miR-222 and miR-223, are considered to be plasma markers for this
malignancy [43].

Interestingly the miR196a was reported to target mRNA of ANXAI in esophageal
adenocarcinoma and different cancer cell lines, such as esophageal, breast and endometrial
[44]. More recently, it was observed that the miR-196a targets ANX41 mRNA to inhibit
VEGF (vascular endothelial growth factor) -mediated cell migration and angiogenesis in
HEK293T and HUVEC cell lines, thus strengthening the role of miR-196a in the post-
transcriptional regulation of this gene [45]. However, there are no studies in gastric cancer
showing this relationship.

Considering the important role of AnxAl and of the FPRs in the initiation and tumoral
progression, as well as miRNAs which regulates important biological processes, this study
aimed at investigating whether annexin-Al/ FPR1 and FPR2 receptors and miRNAs are
dysregulated in gastric cancer and whether ANXA 1 expression is mediated by miRNAs. Thus,
we selected through public database the oncomirs miR-27a, miR-196a and miR-222 [46, 47]
involved in gastric carcinogenesis to investigate its potential role in the modulation of this
anti-inflammatory protein expression, which may indicate new therapeutic targets for gastric
cancer. Our data showed increased expression of AnxAl/FPR1 and only the miR-196a

dysregulated and inversely correlated with ANXA levels in gastric cancer samples.
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Methods

Clinical Samples
Analyses of ANXAI and miRNAs expression from archived formalin-fixed paraffin

embedded (FFPE) gastric cancer resection specimens were approved by the Ethics Committee
in Research (CEP-UNESP-IBILCE, number: 122.117/2012). 31 FFPE-gastric cancer tissue
blocks were selected from Hospital de Base — Sdo José do Rio Preto- SP, Brazil, Service of
Pathology files between 2010 and 2013. The cases were histopathologically classified
according to Laurén [5] as intestinal type (14 cases) and diffuse type (17 cases) by
pathologist. We selected patients with gastric cancer who have undergone partial or total
gastrectomy, and who did not previously use radiotherapy or chemotherapy. After
hematoxylin and eosin (H & E) staining, the slides were reviewed by pathologist who outlined
tumor and adjacent normal and metaplasic areas. Clinicopathological (age, gender, tumor
histologic type, TNM stage, tumor size and H. pylori diagnosis) data were collected according

to medical records.

RNA isolation from FFPE (formalin-fixed paraffin embedded)

RNA was previously isolated from the dissected FFPE sections using the RecoverAll™
kit (Ambion) according to the manufacturer’s protocol. Five sections of 10pum from blocks of
each tumor and adjacent normal or metaplasic areas were performed. Slides were placed in
xylene at high temperature (50 to 80 ° C), washed with absolute alcohol for complete removal
of paraffin. Afterwards, these samples were placed in tubes with separation columns, which
were washed with buffer solutions of the kit: once with Wash 1 solution (700ul), and twice to
Wash 2/3 solution (500ul). At the end of the process 60 pL of elution buffer were added to the
column, and after centrifugation at 12000 rpm for 1 minute and total RNA was stored at

-80°C. Concentration, purity and integrity for the RNA were determined by NanoDrop
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ND1000 spectrophotometer (Uniscience).

mRNA of ANXAI and microRNA expression by quantitative real-time PCR
(qPCR)

After RNA extraction, Reverse Transcription (RT) reaction for ANXA1 was done using
the High Capacity cDNA Archive Kit (d4pplied Biosystems) and the synthesis of
complementary DNA (cDNA) to the miRNAs with TagMan MicroRNA Reverse Transcription
Kit (Applied Biosystems), both according to the manufacturer’s protocol.

The qPCR reactions were performed in StepOnePlus Real Time PCR System 2.2.3
(dpplied Biosystems), using specific TagMan® probe for ANXA1 (Hs00167549 ml) (Applied
Biosystems Inc) and reference gene ACTB (Catalog#: 4352935F) validated in gastric tissue
samples in previous studies [48, 49], and for miRNAs hsa-mir-27a-3p (assay id: 408), hsa-
mir-196a-5p (assay id: 241070 _mat) and hsa-mir-222-3p (assay id: 2276) and for controls
RNU6B (Hs001093) and RNU48 (Hs001006) (Applied Biosystems Inc). A pool (22 samples)
of adjacent normal samples was used as the calibrator for the reactions. All reactions were
performed in duplicate, in case of deviation between the replicas, the reactions were repeated
in triplicates.

Relative quantification (RQ) of mRNA and miRNA was obtained according to the 2-
AACt method proposed by Livak & Schmittgen (2001) [50]. The RQ was expressed as

median (range).

Immunohistochemistry for Annexin A1, FPR1 and FPR2 proteins
Endogenous AnxAl, FPR1 and FPR2 immunostaining were assessed by histological
sections (4um) in each sample (tumor, adjacent normal and metaplasic areas). After

deparaffinization, sections were rehydrated in graded ethanol (80, 80 and 50%). For antigen
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retrieval, they were incubated in citrate buffer solution. It was used primary polyclonal rabbit
anti-AnxAl (Zymed Laboratories), anti-FPR1 and anti-FPR2 (Bioss) at concentrations of 1:
1000 in 1% BSA-bovine serum albumin. Some sections were incubated with 1% BSA instead
of the primary antibody to provide a negative control for the reaction. After the incubation
period, they were subjected to incubation with biotinylated anti-rabbit LSAB commercial kit
(Dako). Subsequently, the sections were incubated as Peroxidase Conjugated Streptavidin
Complex. The slides were revealed in the dark with 3,3'-diaminobenzidine (DAB - DAB kit -
Invitrogen). Harris hematoxylin was used as a counterstain. The sections were dehydrated in
ethanol, bathed in xylene for mounting with Balsam of Canada. For the densitometry analysis,
the sections were photographed at objective x20 (three fields per slide) and using ZEISS
microscope - Axioskop 2 with the AxioVision software, on an arbitrary scale from 0 to 255,
and the data were expressed as the mean + SEM. The analyzes were performed with the
assistance of the software GraphPad Prism 5. For each sample were evaluated cytoplasm of

epithelial cell and stroma in 60 points distributed equally in each of these regions.

Statistical Analysis
All outliers were removed before data analysis using the box-plot graphic method [51].

The distribution of continuous data was evaluated using the D'Agostino & Pearson normality
test. Wilcoxon Signed Rank test was used to rate up or down regulation expression of tumor
area versus normal pool, the normal pool was used as calibrator in 20**“Y method [50]. The
association of ANXAIl and miRNAs expression with clinicopathological parameters was
performed by Mann-Whitney test. The correlation between the expression of mRNA of
ANXAI and miRNA in tumor tissue was analyzed using Spearman’s Correlation, while the
correlations between the expression of AnxA1l and FPR1 in epithelium and stroma of tumoral
tissue were analyzed using Pearson’s Correlation. ANOVA and Bonferroni’s post-test were

used to evaluate densitometry analysis. Values p< 0.05 were considered significant.
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Results

mRNA expression of ANXA1 and miR-27a, miR-196a and miR-222

The individual expression profiles of mRNA of ANXA 1, miR-27a, miR-196a and miR-
222 are presented in Figure 1 (additional file 1). It was possible to observe that ANXA]
relative expression was slightly higher in tumor area (RQ=1.37; p<0.001) in comparison to
normal pool (RQ= 1.0), as well as with metaplasic area (RQ= 0.79; p=0.03). miR-196 was
significantly upregulated comparing tumor area (RQ= 16.99; p<0.001) and metaplasic area
(RQ= 4.78; p=0.016) versus normal pool, while miR-222 was decreased in tumor area
compared to normal pool (RQ= 0.69; p=0.01). However, there was no significant difference in
miR-27a, which showed basal expression. In addition, the correlation analysis between
mRNA levels of ANXA] and each miRNA showed significant inversely correlation only
between ANXA1 and miR-196a (r= -0.55; p=0.003, Table 1 and Figure 2) in the gastric tumor,
evidencing that while mRNA expression of miR-196a increased ANXA I expression level was

decreasing.

Association between mRNA expression of ANXAI and miRNAs with

clinicopathological parameters

Several clinicopathological parameters as tumor histological type, tumor TNM stage
and tumor size and age, gender were evaluated with the relative expression levels of ANXA]
and miRNAs (Table 2), but no association was observed except to mRNA expression of miR-
196a and gender that was significantly increased in female (p=0.01). It has not been possible
to correlate the expression of ANXAI and miRNAs to the diagnosis of H. pylori, because 22

individuals were negative, 1 was positive and for 8 this data was not available.
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AnxAl, FPR1 and FPR2 proteins expression in gastric tissue

AnxAl and FPR1 immunostaining in gastric mucosa were increasing from normal
mucosa to gastric cancer. The expression of both protein and receptor in the epithelium and
stroma of normal mucosa was weak, moderate in metaplasia and strong immunostaining in
diffuse-type and intestinal-type adenocarcinoma (additional file 2, 3). There was absence of
immunostaining for FPR2 in adjacent normal, metaplasic and tumor tissues (Figure 4E).

Densitometry analysis showed increased expression of both AnxAl and FPRI
immunostaining for epithelium and stroma for diffuse-type adenocarcinoma (Figure 3C, 4B)
and intestinal-type adenocarcinoma (Figure 3D, 4C) in comparison to adjacent normal tissues,
which was reduced for epithelium and stroma (Figure 3A, 4A). For metaplasic area moderate
expression was observed in epithelium and stroma (Figure 3B, 4A).

AnxAl and FPR1 were positively correlated in gastric tumors both in epithelium (r=

0.87; p<0.0001) and stroma (r= 0.62; p=0.004).

Discussion

In this study, we investigated whether the expression of AnxA1/FPR1 and FPR2 and
miRNA are dysregulated in gastric cancer, and whether the mRNA of ANXAI may be
modulated by miRNAs. Our findings showed increased expression of AnxA1/FPR1 proteins
positively correlated and miR-196a inversely correlated to ANXA1 levels suggesting that this
miRNA might regulate post transcriptionally the mRNA of ANXAI. However, we did not
observe association between the expression levels of ANXA/ and miRNAs with
clinicopathological characteristics, except for the miR-196a levels, which were associated to
female gender.

AnxAl is a protein that takes part actively in the modulation of processes involving

inflammation, cell growth, membrane fusion, signal transduction, apoptosis, and resistance to
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drugs [14-16, 52]. Although this protein is involved in the carcinogenic process in different
types of cancer [17, 18] and participation in the early stages and progression of gastric cancer
[53], as well as correlation between high expression in gastric cancer and clinicopathological
parameters [54], its relationship with gastric cancer remains controversial. We could observe a
discrete increase in mRNA of ANXA 1 and overexpression of this protein and FPR1 receptor in
gastric cancer samples.

Previously, we reported increased mRNA and protein expression of AnxAl and
Galectin-1 during the progression cascade of gastric cancer, as chronic gastritis, intestinal
metaplasia, gastric ulcer and gastric adenocarcinoma [19, 20]. Gao et al., (2014) [55] found
the opposite relationship, an increase of ANXA/ expression in normal gastrointestinal tissue
and down regulation in esophageal, gastric and bile duct cancer, but up regulation in
pancreatic cancer. They also observed cell growth inhibition and up regulation of COX-2
(cycloxygenase-2), when ANXAI expression was induced in gastric cancer cells. Thus, AnxAl
seems to be a very specific marker of cell differentiation for different diseases and it may vary
even for the distinct stages of the same disease, suggesting its actions depend on the cellular
location of protein [56], as well as which protein residue is phosphorylated, since the protein
activity appears to differ according to phosphorylation and its subsequent conformational
change [57].

This protein may be expressed, therefore, in both normal and tumor gastric tissue, as
found, with positive immunostaining in 69.2% of normal gastric tissues and 45.2% of tumor
tissues [53]. Our results show a progressive immunostaining to this protein and FPR1 recep-
tor, with discrete immunostaining in normal gastric tissue, moderate in metaplasic tissue and
strong in tumor, regardless of histological type, TNM stage and tumor size.

It is well known that extracellular form of AnxAl interacts with formyl peptide

receptors (FPRs), to promote invasion and metastasis [58]. In humans, three types of FPRs
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receptors are found: FPR1, FPR2 and FPR3, which are transmembrane receptors, related to
the G protein, which are involved in modulating the innate immune response, inflammation
and cancer [22]. The FPRs binding to the AnxAl may present in the form of homo- or
heterodimer, which interferes directly on its biological action causing induction or inhibition
of inflammation, as well as in the transduction of pro-apoptotic signals [59].

AnxA1/FPR2 relationship was observed in human laryngeal squamous cell carcinoma
[23] and in arthritis [60], and AnxA1/FPR1/FPR2 on pancreatic carcinoma cells [61]. For
gastric cancer all FPR1, FPR2 and FPR3 were related to AnxA1l. The individual silencing of
FPRs attenuated the invasion of gastric cancer cell [21]. However, the signal regulation
process of AnxA1 in gastric cancer appears to be mainly related to FPR1, as demonstrated by
recent studies [22, 27]. CHENG et al. (2014) [27] showed up regulation of this receptor
associated to submucosal invasion and serosal invasion and stage IV of gastric cancer
implying a positive feedback to AnxA1-FPR1. This result is consistent with our findings for
high FPR1 expression in both epithelium and stroma of gastric cancer correlated with AnxA1l
expression.

In addition, microRNAs are being extensively researched in cancers in an attempt to
identify novel molecular marker and its target genes for better earlier diagnosis and prognosis.
Aberrant expression of miRNAs in gastric cancer has been associated to inflammation grade,
presence of H. pylori in gastric mucosa, histological types of gastric cancer, and it plays an
important role in sensibility and resistance to drugs [33, 62].

In our study, the oncomir miR-27a showed no dysregulation in gastric cancer samples
and miR-222 was down regulated. miR-27a has been reported to be changed in some types of
cancer as up regulated in breast cancer [63] and in osteosarcoma, which is related to TNM
stage, tumor grade and distant metastasis [64], and down regulated to non-small cell lung

cancer [65]. In gastric cancer, increased expression has been associated to lymph node
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metastasis [33] and, recently, this miRNA was regarded as a plasma marker for gastric cancer
[66].

The miR-222 has an oncogenic role in some cancers such as colorectal cancer,
pancreatic duct cancer and gastric cancer [67]. This miRNA is associated to cell growth and
invasion in gastric cancer [68] by targeting RECK, a tumor suppressor gene [69], PTEN, a
regulator of protein phosphatases and 3'-phosphoinositol phosphatases [70] and VGLL4, a
transcriptional repressor involved to overgrowth and tumorigenesis [71], so may have an
important role in the initiation and progression of gastric cancer. In contrast, for our samples
of gastric cancer it was down regulated, but various studies usually associate the expression of
miR -222 with miR-221, as together they target a gene cluster and act synergistically as
oncogenes, and their activation is also related to the presence of H. pylori [67, 68] . In our
study, miR-222 was assessed individually, and most patients were not infected with the
bacteria, perhaps for these reasons we have not found the same association with the disease.

Interestingly we have observed up regulation of miR-196a in gastric cancer samples
inversely correlated with ANXAI levels, as well as in the adjacent metaplasic area. Previous
studies have reported aberrant expression of this miRNA for colorectal cancer [72] and gastric
cancer involved in cell proliferation [73, 74]. miR-196a has been considered a biomarker for
gastric cancer since early stages of this disease [31]. Moreover, the miR-196a was the one that
showed association to gender, higher expression in females, but the influence of gender in
changes in the expression of this miRNA has not been reported in the literature. However, it is
possible that female hormone, as estrogen, can interfere in this process, since polymorphisms
in this miRNA are considered potential diagnostic biomarkers for patients with early breast
cancer that express hormone receptors [75]. miR-196a also targets HOXB7 and it physically
interacts with the estrogen receptor alpha (ERa) leading to endocrine resistance in breast

cancer cells [76]. In addition, VEGF is also a validated target of miR-196a, and this growth
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factor is essential for endometrial repair, so its levels are constantly changing according to the
phase of the menstrual cycle [77].

The miR-196a regulates the expression of important genes involved with
embryogenesis and oncogenesis, since it is located in intergenic region of HOX gene clusters
[78]. Hao et al., (2015) [79] found that miR-196a target HOXBS and caspase-3 interfering in
apoptosis, migration and proliferation in hepatocellular carcinoma cells. miR-196a was
recently correlated with poor prognosis in ovarian carcinoma [80] and associated to
aggressive clinicopathological features of high-grade glioma [81]. The inhibition of miR-
196a was capable of reversing cisplatin resistance in non-small-cell lung cancer cell line [82].
All together, these findings reinforce the involvement of miR-196a in the carcinogenic
process and its potential as a prognostic marker and therapeutic target.

Another important validated target of mir-196a is ANXAI, which has been previously
described in cell lines of esophageal, breast and endometrial cancer [44], and different head
and neck cancer cell lines [83]. However, our study is the first that found this correlation also
in gastric cancer. mRNA of ANXA! is a validated target of miR-196a, according the Diana
Tools, Tarbase and MiRTarBase database [46, 47]. Pin et al., 2012 [45] described
ANXAI:miR-196 relationship as regulated by VEGF. miR-196a binds to 3'UTR ANXAI
mRNA to repress its expression. ANXAI is a required mediator of VEGF-induced cell
migration. The possible mechanism that explains the interaction of miR-196a is that it is an
angiogenic switch, and it is important to control ANXAI expression, since this protein is
necessary in the p38/MAP Kinase pathway, a crucial regulator of endothelial cell migration in
response to VEGF. ANXA1 is phosphorylated by LIM kinase, which influences p38 MAP
kinase pathway, so ANXAI is involved in the formation of lamellipodia to sustain cell
migration, since lamellipodia confers forward movements to endothelial cells during their

migration. Thus miR-196a could be down regulated to facilitate migration and angiogenesis
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via VEGF by an up regulation of ANXA1, being this relationship flexible and modulated by
tumor growth [45].

Recently, the opposite relationship was also reported, ie, ANXA 1 regulating miRNAs in
breast cancer cells, as miR-26b* and miR-562 that target canonical NF-kB pathway inhibiting
its expression, due to the constant activation of NF-kB by AnxAl. This influences wound
healing and tumor-induced, since they have been shown to regulate endothelial cell tube
formation in MCF7 cells, which relates to angiogenesis. Thus, ANXAI can regulate
transcription factors, downstream gene activation, and regulate microRNA expression [84].

Although the correlation between miR-196a and ANXAI have not been confirmed by
functional studies, ours findings together with the literature indicate that ANX4/ mRNA can
be post-transcriptionally regulated by miR-196a, involving complex interaction networks in
the carcinogenic process. These results highlight ANX4A/ and miR-196a as possible
molecular markers and therapeutic targets since the AnxAl is listed as one potential
therapeutic drug for inflammatory disease and cancer treatment [85], and miRNA-based
therapies can reduce aggressiveness in gastric cancer cells and sensitize them to conventional

chemotherapeutic agents [86].

Conclusions

Our findings emphasize the AnxA1/FPRI1 signaling pathway in gastric carcinogenesis,
which open up possibilities for future studies of new anti-cancer drugs, since they are
applicable pharmacological targets. Moreover, it highlights for the first time the relationship
between ANXAI: miR196a suggesting that it may be modulated by miR196a also in this
neoplasia.
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Figure 1: Relative expression levels of ANXA1 (A), miR-27a (B), miR-196a (C) and miR-222
(D) in gastric cancer versus adjacent metaplasic tissue. Data were normalized with adjacent
normal tissue pool and ACTB reference gene and data are presented in RQ (relative
quantification) values, each point represents one sample. Line symbolizes median RQ for
each group. p - value: the Mann Whitney Test; * significant difference.
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Figure 2: Relationship between mRNA relative expression of miR-196a and ANXA 1 showing
high expression of miR-196a and low expression of ANXA!, in gastric cancer samples. Each

point represents a sample, which is correspondingly connected. RQ (relative quantification).
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Figure 3: AnxAl expression in gastric mucosa. Weak immunoreactivity in the epithelium and stroma of adjacent normal tissue (A). Moderate
expression in adjacent metaplasic tissue (B). Intense expression in diffuse-type adenocarcinoma (C) and intestinal-type adenocarcinoma (D).
Absence of immunostaining in the reaction control (E). Sections: 5 pm. Counterstaining: hematoxylin. Scale bars, 20pum. Densitometry analysis

of AnxAl (F). Data represent the mean + SEM of densitometry index. ***p < 0.001 versus normal epithelium; “p < 0.01 versus normal stroma.
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Figure 4: FPRI expression in gastric mucosa. Modest immunereactivity in adjacent normal
tissue (A). Intense epithelial and stromal expression in adjacent metaplasic tissue (B), diffuse-
type adenocarcinoma (C) and intestinal-type adenocarcinoma (D). Absence of
immunostaining for FPR2 (E) and the reaction control (F). Sections: Sum. Counterstaining:
hematoxylin. Scale bars, 20pum. Densitometry analysis of FPR1 (G). Data represent the mean
+ SEM of densitometry index. ***p < 0.001, **p < 0.01 versus normal epithelium; “p <

0.001, “p < 0.05 versus normal stroma.
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Table 1: Correlation coefficient of mMRNAm expression levels among ANXA4/and miRNAs.

Correlation coefficient (r) p Value

ANXAI x miR-27a 0.07 0.723
ANXAI x miR-196a -0.55 0.003*
ANXAI X miR-222 -0.21 0.308

r= Correlation coefficient; p — value: Spearman’s correlation; * significant difference
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Table 2: Relative expression levels of ANXA1, miR-27a, miR-196a and miR-222 according to
clinicopathological and demographic characteristics of gastric cancer patients.

ANXAI miR-196a
Characteristics N@31) miR-27a N(31) N(29) miR-222 N(30)
Age
<60 12 (39%) 12 (39%) 11(38%) 12 (40%)
RQ median 1,13 1.06 14.61 0.58
Range (0.21-3.57) (0.41-2.0) (2.13-123.9) (0.26-0.97)
>60 19 (61%) 19 (61%) 18 (62%) 18 (60%)
RQ median 1.66 0.98 29.32 0.85
Range (0.53-4.49) (0.15-2.72) (1.46-103.5) (0.12-1.49)
p Value 0.216 0.518 0.445 0.254
Gender
Female 9 (29%) 9 (29%) 7 (24%) 8 (27%)
RQ median 1.66 1.11 50.58 0.69
Range (0.53-3.40) (0.15-1.88) (16.53-123.9) (0.38-1.15)
Male 22 (71%) 22 (71%) 22 (76%) 22 (73%)
RQ median 1.31 0.99 15.46 0.68
Range (0.22-4.49) (0.34-2.72) (1.46-75.46) (0.12-1.49)
p Value 0.68 0.94 0.01* 0.879
Histologic Type
Intestinal 14 (45%) 14 (45%) 14 (48%) 14 (46%)
RQ median 1.10 1.03 16.49 0.73
Range (0.22-4.49) (0.15-2,72) (1.46-75.46) (0.26-1.49)
Diffuse 17 (55%) 17 (55%) 15 (52%) 16 (54%)
RQ median 1.90 1.02 25.52 0.65
Range (0.53-3.57) (0.31-2.0) (1.94-123.9) (0.12-1.38)
p Value 0.071 0.659 0.452 0.798
TNM Stage
0/1 8 (26%) 8 (26%) 5 (16%) 7 (23%)
RQ median 1,65 1,50 37,38 0,65
Range (0,53-3.,40) (0,31-2,72) (1,46-52,05) (0,38-1,13)
In/1/ 1v 23 (74%) 20 (65%) 22 (71%) 19 (61%)
RQ median 1,38 0,97 16,76 0,73
Range (0,22-4,49) (0,15-1,62) (1,94-123.9) (0,12-1,49)
p Value 0,875 0,089 0,779 1,000
Tumor Size
<S5cm 22 (71%) 19 (61%) 18 (58%) 20 (65%)
RQ median 1,31 1,1 16,74 0,69
Range (0,22-4,49) (0,31- 2,72) (1,459-123.9) (0,12-1,49)
>5c¢m 8 (26%) 8 (26%) 8 (26%) 6 (20%)
RQ median 1,98 0,75 34,54 0,68
Range (0,96-2.,47) (0,15-1,612) (6,624-103.5) (0,44-1,15)
p Value 0,907 0,232 0,233 0,738

RQ= Relative Quantification; p — value: Mann-Whitney Test; * significant difference.
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Additional File 1: Relative expression of ANXAI, miR-27a, miR-196a and miR-222 in
metaplasia and tumor area versus normal pool and metaplasia versus tumor area.

RQ= Relative
value:  Wilcoxon
the Mann Whitney
tumor) * significant

Metaplasia Tumor
N (9) N (31)
Anxal
N 9 31
RQ median 0.787 1.374
Range 0.560 - 2.01 0.218 - 4.491
p value 0.743 <0.001*
0.03*
miR-27a
N 9 31
RQ median 0,992 1.016
Range 0.202 - 4.84 0.146 - 2.72
p value 0.18 0.797
0.633
miR-196a
N 9 29
RQ median 4.784 16.99
Range 0.683 - 65.11 1.459 - 123.9
p value 0.016%* <0.001*
0.175
miR- 222
N 9 30
RQ median 0.734 0.687
Range 0.409 - 1.158 0.112 - 1.488
p value 0.078 0.01*
0.855

L1C1:L.28C3"\a \f 4\h \* MERGEFORMAT

Quantification; p —
Signed Rank Test;
Test (metaplasia x
difference



Additional file 2: Expression of AnxAl protein in adjacent normal, metaplasic and gastric tumor areas.
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Normal Area Metaplasic Area Tumor Area p Value
(NA) (MA) (TA) NAxTA NA x MA MA x TA
N (19) N@) N (26)
Epithelium
Mean = SEM 132.5 £ 5,053 158.7 +7,239 174.6 £ 4,224 p <0.001 NS NS
Stroma
Mean = SEM 135.4 £7,651 165.2 +4,594 172.8 + 3,268 p <0.001 NS NS
Total Area
Mean + SEM 134,0 +4,529 162,0 +4,216 173,7 + 2,638 p <0.001 NS NS

p - value: ANOVA Test; NS: not significant



Additional file 3: Expression of FPR1 protein in adjacent normal, metaplasic and gastric tumor area.

p - value: ANOVA Test; NS: not significant
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Normal Area Metaplasic Area Tumor Area p Value
(NA) (MA) (TA) NAxTA NA x MA MA x TA
N (19) N (7) N (26)
Epithelium
Mean = SEM 125.6 £ 6,695 152.8 £ 9.32 173.5+5.21 p <0.001 NS NS
Stroma
Mean = SEM 140.4 £ 6.91 157.4 £ 6.82 172.3 + 3.81 p<0.01 NS NS
Total Area
Mean £ SEM 133,0 + 4,893 155,1 £ 5,564 172,9 + 3,158 p <0.001 NS NS
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IV. Discussio

A associagdo entre inflamag@o e cancer tem sido estudada para diferentes neoplasias,
como o cancer gastrico (RASCH; ALGUL, 2014; ECHIZEN et al., 2016; MERGA et al.,
2016), e um alvo interessante para investigacdes nesta area € a proteina anti-inflamatoria
Anexina Al (AnxAl), ja que influencia diretamente a migragdo, diferenciacdo e morte celular
(LIM; PERVAIZ, 2007; GAO et al., 2014).

De acordo com nossos achados foi possivel constatar aumento da expressdo do RNAm
da ANXAI e miR-196, nos tumores em relagdo ao tecido normal. A ANXA1 parece ser alvo do
miR-196a também para o cancer gastrico, jd que encontramos uma correlagdo inversa entre
eles. Quanto a avaliagdo proteica, observamos que o FPR2 ndo € expresso no tecido géstrico,
seja normal, metaplédsico ou tumoral, porém a AnxA1l e FPR1 apresentaram marcagdo positiva
e amplamente distribuida nos tumores.

No presente estudo foi possivel constatar que a proteina AnxAl se apresentou altamente
expressa nos tecidos tumorais e areas metaplasicas adjacentes quando comparada a expressao
no tecido gastrico normal. Esta proteina é pesquisada em diferentes patologias, como por
exemplo, no infarto agudo do miocéardio (QIN et al., 2015), diabetes (PIETRANI et al., 2014),
uveite (GIROL et al., 2013), glomerulonefrite (Ka et al., 2014) e tumores (GUO et al., 2013),
dentre outras doencgas relacionadas a inflamag&o, demonstrando que a atuagdo da AnxAl ¢
tecido - especifica e participa ativamente de diferentes processos celulares (FATIMATHAS;
MOSS, 2010).

Para o cancer gastrico a maioria dos estudos relatam aumento da expressdo (ZHU et al.,
2010; SATO et al., 2011) como observado no presente trabalho, porém outros autores
encontraram resultados distintos aos nossos, ou seja, a diminui¢gdo da AnxAl nos tumores
gastricos em relagdo ao tecido gastrico normal (HIPPO et al., 2001; YU et al., 2008),

sugerindo que a a¢do que a proteina exerce sobre determinado tipo tumoral depende da sua
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localizag@o celular, sendo a localizagdo nuclear ligada a transformacdo celular e cancer,
ocasionada por estimulos gerados apds o dano celular, e a localizagdo no citoplasma ou
membrana plasmatica permitindo que a AnxAl seja clivada ou se torne acessivel aos
receptores FPRs, os estimulando a disparar vias oncogénicas em diversos tipos de cancer
(BOUDHRAA et al., 2014). A agdo desta proteina também depende de qual residuo proteico
esta fosforilado, ja que a atividade da proteina parece diferir de acordo com a fosforilagdo e
sua consequente modificagdo conformacional, influenciando diretamente na fung¢do da
proteina que pode atuar tanto na inibi¢do quanto na indugdo da inflamac¢do (D'ACUNTO et
al., 2014).

Apesar dos resultados contraditorios da expressdo da AnxAl em cancer gastrico,
acredita-se que a agfo desta proteina possa ocorrer por diferentes vias, como a ativagdo da
COX-2 quando ha inibi¢do da AnxAl (GAO et al., 2014), por meio da ativacdo da quinase-
integrina 1 beta apos a fosforilagdo da via ERK, envolvida com desenvolvimento e progressao
em canceres, causada pelo aumento da expressdo da AnxA1l (CHENG et al., 2012), bem como
pela manutengdo do metabolismo e proliferacdo celular pela ativacdo da AnxAl em
substitui¢do do fator de transcri¢do HIF1A (hypoxia inducible factor 1 alpha subunit ),
relacionado com a adaptagdo das células cancerosas a hipoxia (ROHWER et al., 2016).

Para que a AnxAl desempenhe suas fungdes, assim como atue no processo
carcinogénico e outras patologias é necessario a sua ligagdo com alguns receptores. Sabe-se
que sua forma extracelular interage com receptores formil peptideos (FPRs), exercendo papel
importante na invasdo e metastase (DE GRAAUW et al., 2011).

Sdo encontrados trés tipos de receptores FPRs em humanos, FPR1, FPR2 e FPR3, os
quais sdo receptores transmembranicos ligados a proteina G, que estdo envolvidos na
modulagdo da resposta imune inata, inflamag¢do e cancer (PREVETE et al., 2015). Estes

receptores se ligam a AnxAl podendo se apresentar nas formas de homo ou heterodimero, o
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que interfere diretamente sobre sua ac¢do bioldgica, na inducgdo ou inibi¢do da inflamagdo, bem
como na transducdo de sinais pré-apoptdticos (COORAY et al., 2013). A ligacdo destes
receptores com a AnxAl foi relatada em diferentes modelos experimentais e doengas, como
AnxA1/FPR2 em cancer de células escamosas de laringe (GASTARDELO et al., 2014),
AnxA1/FPR1/FPR2 em células de carcinoma pancreatico (BELVEDERE et al., 2014) e
AnxA1/FPR2 em artrite (KAO et al., 2014).

Especificamente para o cancer gastrico esta relagdo é mediada principalmente por meio
do FPR1, de acordo com dados recentes da literatura (CHENG et al., 2014; PREVETE et al.;
2015). Contudo, CHENG et al. (2012) observaram que apés o silenciamento individualmente
dos receptores FPR1, FPR2 e FPR3 em linhagem de cancer gastrico havia diminui¢do do
poder de invasdo destas células, indicando que este processo era mediado pela AnxAl
envolvendo os trés tipos de receptores FPRs (CHENG et al., 2012).

No presente estudo encontramos aumento da expressdo do receptor FPRI1
correlacionado com a expressdo da AnxAl, tanto em areas metaplasicas adjacentes ao tumor
quanto no tecido tumoral em relagdo a mucosa gastrica normal. Contudo, ndo foi observada
imunomarcagdo positiva para o receptor FPR2, inclusive no tecido normal. Similarmente,
Cheng et al. (2014) também relataram correlacéo positiva da expressdo da AnxAl e FPR1 em
tumores gastricos, os quais foram associados com estadiamento IV, invasdo da submucosa e
serosa e resultado clinico, assim como nas linhagens gastricas AGS e N87. Portanto,
sugerindo uma regulagdo de feedback positivo na via de transducéo de sinal AnxA1-FPR1.

Apesar de nossos resultados mostrarem correlacdo positiva da AnxAl-FPR1 com
expressdo crescente a partir do tecido gastrico normal, com marcagdo fraca, aumento da
expressdo nas areas metaplasicas e forte marcagdo nos tumores, principalmente nos casos
mais avancados, ndo foi possivel estabelecer associagdo com parametros clinico-patologicos

como metastase, tamanho do tumor e estadiamento TNM, provavelmente devido ao nimero
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amostral reduzido. Contudo, em outros estudos tanto a AnxAl como o FPR1 tém sido
indicados como potentes marcadores de prognostico do cancer gastrico (CHENG et al., 2012;
ZHANG et al., 2013; CHENG et al., 2014).

Adicionalmente, avaliamos a expressdo do RNAm da AnxAl e de alguns miRNAs que
possam estar desregulados e modularem a expressdo dessa proteina no cancer gastrico
(LUTHRA et al., 2008; PIN et al., 2012; ANBALAGAN et al., 2014; SUH et al., 2015).

Nossos resultados mostraram expressdo relativa aumentada do RNAm da ANXA! e do
miR-196a nas amostras de cancer gastrico, assim como uma correlagdo inversa entre eles. O
miR-222 se apresentou mais expresso nos tecidos gastricos normais que nos tumores.
Contudo, ndo foi observada alteracdo significante na expressdo do miR-27a nas amostras
avaliadas.

Expressdo génica elevada da ANXAI em cancer gastrico tem sido relatada por outros
autores (CHENG et al., 2012; ZHENG et al., 2013; GAO et al.; 2014), inclusive pelo nosso
grupo de pesquisa, que também observou expressdo génica e proteica aumentada da Anexina-
Al em lesdes pré-cancerosas como gastrite cronica, metaplasia intestinal e ulcera gastrica
independente da infecgdo pela H. pylori (JORGE et al.; 2012; ROSSI et al., 2014). Entretanto,
este € o primeiro estudo que mostrou correlagdo entre a ANXAI e miR-196a, sugerindo uma
nova via de regulacdo desta proteina no cancer gastrico.

O miR-27a ndo se apresentou diferencialmente expresso no tumor em relagdo ao tecido
normal, diferentemente de outros estudos que comprovaram este miRNA atuando como
oncogene em cancer gastrico (ZHANG et al., 2011) e como biomarcador plasmatico para esta
doeng¢a (ISHIMOTO et al., 2016). Possivelmente devido ao numero amostral avaliado este
miRNA ndo tenha sido associado ao cancer gastrico neste estudo.

O miR-222, se apresentou mais expresso em tecido gastrico normal que no tumoral,

resultado controverso em relacdo a achados na literatura que indicam a a¢do do mesmo no
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crescimento e invasdo nas células de cancer gastrico (CHUN-ZHI et al., 2010; LI et al., 2015).
Porém, ¢ valido ressaltar que os estudos normalmente associam a expressao deste miRNA ao
miR-221, ja que juntos tem como alvo um cluster génico e atuam sinergicamente como
oncogenes, € sua ativagdo esta relacionada a presenga da bactéria H. pylori (KIM et al., 2009;
LIU et al., 2015; MATSUZAKI; SUZUKI, 2015). Neste trabalho o miR-222 foi avaliado
individualmente, ¢ a maioria dos pacientes ndo eram infectados pelo H. pylori, talvez por esta
razdo ndo tenha se encontrado a associagdo do mesmo com a doenga. Entretanto sua agéo
deve ser melhor investigada para este cancer baseando-se nestas contradigdes. A avalia¢do de
alvos preditos para este miRNA também pode ser util quanto a defini¢do do papel deste
miRNA no cancer gastrico.

Interessantemente o miR-196a apresentou-se hiperexpresso nas amostras de cancer
gastrico e também nas areas metaplasicas adjacentes ao tumor e inversamente correlacionado
com a expressdo do RNAm da ANXAI. Apesar desta correlagdo ndo ter sido validada por
estudos funcionais, estes achados sdo sugestivos que ANXAI ¢ regulada pos-
transcricionalmente pelo miR-196a. Esta hipotese ¢ fundamentada em outros estudos que
evidenciaram o RNAm da ANXA! como alvo validado do miR-196a em diferentes linhagens
como cancer de cabega e pescoco (SUH et al., 2015), cancer de esdfago, mama e endométrio
(LUTHRA et al., 2008). O miR-196a se liga a regido 3'UTR da ANXAI inibindo-a
transcricionalmente, assim resultando na a¢do do miR-196a com aumento da prolifera¢do
celular, no crescimento independente de ancoragem e supressdo da apoptose (LUTHRA et al.,
2008).

Recentemente foi demonstrado que a inibi¢gdo da ANXAI pelo miR-196a
consequententemente atua na angiogé€nese tumoral, levando a inibi¢do da migragdo das
células endoteliais e angiogénese induzida por VEGF (vascular endothelial growth factor).

PIN et al. (2012) verificaram que células endoteliais derivadas de corddo umbilical humano
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(HUVECS) transfectatadas com miR-196a mimético apresentavam reducdo da expressdo de
ANXAI em 40%, enquanto, a inibi¢do deste miRNA com um antagomir reduzia os niveis da
ANXAI. Os autores também verificaram que a expressdo da ANXA 1 era aumentada através de
VEGF, que promovia a reducdo do nivel de expressdo do miR-196a, conseqiientemente
favorecendo a expressdo da ANXAI, e assim permitindo a migra¢do celular e angiogénese.
Este mecanismo demonstra a complexa relacdo entre os miRNAs e a inibi¢do da transcrigédo
génica, que pode envolver diferentes vias de sinalizagdo celular e tipos celulares, dessa forma
influenciando diretamente no processo carcinogénico.

Os resultados do presente estudo, ndo permitem afirmar que esta via génica também se
encontre desregulada no cancer gastrico, porém os achados abrem novas perspectivas para
investigacdes futuras quanto a relacdo entre miR-196a:AnxAl e receptor FPR1 no
desenvolvimento e progressdo desta neoplasia, assim como a regulagdo do processo de
angiogénese importante para a formag¢ao de mestastases. Desta forma, podendo indicar novos
alvos moleculares para o desenvolvimento de drogas que atuem nestes processos.

Viarios estudos tém destacado o miR-196a como desregulado em diferentes tipos de
cancer relacionados com comportamento mais agressivo e metastatico (SUH et al., 2015,
YUAN et al., 2016). Em cancer gastrico tem sido indicado como biomarcador associado com
metastase em linfonodo, estagio clinico (LI et al., 2015), progressdo tumoral, diminui¢do da
sobrevida, aumento da capacidade de migracdo e invasdo das células cancerosas, sendo
estudado quanto ao potencial terapéutico para suprimir a metastase gastrica (TSAI et al.,
2014).

Considerando o valor prognostico dos miRNAs associados com parametros clinico-
patoldgicos, o presente estudo ndo evidenciou nenhuma relagdo, exceto para o miR-196a que
apresentou aumento de expressdo associado ao sexo feminino, fato ndo descrito em outros

estudos. Contudo, pode estar relacionado com diferencas hormonais que ocorre entre os



67
sexos. Por exemplo, o estrogeno talvez possa interferir neste processo ja que polimorfismos
neste miRNA s3o considerados possiveis biomarcadores de diagnostico para pacientes com
cancer de mama precoce que expressam receptores de hormonio (LEE te al., 2014), e o miR-
196a tem como alvo o gene HOXB7 que interage fisicamente com o receptor de estrogeno alfa
(ERa) levando a resisténcia enddcrina em cancer de mama (JIN et al., 2015). E valido
ressaltar que o VEGF ¢ também um alvo validado do miR-196a, e este fator de crescimento
endotelial é essencial para o reparo endometrial, portanto seus niveis variam constantemente
de acordo com a fase do ciclo menstrual (CHEN et al., 2015).

A correlagdo inversa entre ANXAI e miR-196a e consequente a¢do sobre a angiogénese
tumoral foi comprovada em experimento realizado com células endoteliais derivadas de
corddo umbilical humano (HUVECs). Tal fato se daria por meio da inibigdo da ANXAI e
consequente aumento do miR-196a, que pode ser modulado a qualquer momento pelas células
cancerosas, habilitando entdo o VEGF como um “interruptor” deste processo, o qual seria
acionado com a diminui¢do da expressdo do miR-196a para que os niveis de ANXAI se
mantivessem altos o suficiente para que as células endoteliais pudessem migrar e a
angiogénese ocorrer em resposta ao VEGF (PIN et al., 2012). Este mecanismo demonstra a
complexa relacdo entre os miRNAs e a inibi¢do da transcri¢do gé€nica, que ndo se restringe
apenas a relagdo de um tinico gene alvo validado para determinado miRNA, e que pode diferir
entre os distintos momentos do ciclo celular, o que influencia diretamente o processo de
carcinogénese.

E precoce dizer que esta mesma via génica atue também no cncer gastrico, porém com
os achados destes trabalhos destaca-se a necessidade de maiores investigagdes em relacdo a
influéncia da AnxAl, FPR1 e miR-196a no desenvolvimento deste tipo de cancer e em

particular sobre a formac¢do de novos vasos em tumores gastricos.
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V. Conclusoes

No presente estudo, comparando-se regides de adenocarcinoma gastrico as suas

respectivas areas adjacentes metaplasicas ou normais, é possivel concluir que:

1.

A proteina Anexina Al e o receptor FPR1 se apresentam amplamente expressos e
positivamente correlacionados no cancer gastrico. Contudo, os tecidos avaliados ndo
apresentam imunorreatividade para o receptor FPR2, assim destacando a via de sina-

lizacdo AnxA1/FPR1 para esta neoplasia.

O RNAm da ANXA1 e do miR-196a encontram-se desregulados no cancer gastrico
e apresentam-se inversamente correlacionados, sugerindo que ANXA1 é regulada
poOs-transcricionalmente por este oncomir, assim desempenhando papel importante
no cancer gastrico. Contudo, ndo ha evidencias de desregulacdao dos miR-27a e miR-

222 nas amostras de cancer gastrico avaliadas.

Nas amostras de cancer gastrico a expressao dos miRNAs avaliados e da ANXA1
ndo estdo associadas com parametros clinico-patologicos, apenas o miR-196a esta

associado ao sexo feminino
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