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Resumo

O cancer gastrico € mundialmente a segunda causa de morte por cancer. No
Brasil esta entre os cinco neoplasias mais incidentes, mostrando-se como um grave
problema de saude publica. O conhecimento do padrdo de expressao génica de
genes supressores tumorais e protooncogenes € fundamental para o esclarecimento
dos mecanismos desta carcinogénese. O gene FOXET1 (forkhead box E1) pertence a
uma grande familia de fatores de transcricdo envolvidos em processos de
crescimento e diferenciagédo celular. Pesquisas recentes tém demonstrado o papel
determinante de FOXE1 na génese de certos tipos de neoplasias. Assim, a analise
da expressdo génica de FOXE1 em amostras de tumores gastricos faz-se
necessaria para esclarecer seu possivel envolvimento neste carcinogénese. O DNA
foi extraido de 89 amostras de tumores gastricos, com seus respectivos tecidos
normais adjacentes. Apos o tratamento com bissulfito de sodio, o padrdo de
metilacdo foi determinado por PCR especifica para metilagago (MSP-PCR) com a
visualizagdo dos resultados em poliacrilamida 6% corado com nitrato de prata.
86,5% das amostras apresentaram metilagdo em FOXE1, sendo 0 mesmo padrao
encontrado em tecidos normais adjacentes 74,2%. Nao houve significancia
estatistica quando os resultados foram agrupados de acordo com o sexo, tipo
histolégico e estadiamento. A expressao génica foi avaliada através de qPCR para
13 dos 89 pacientes incluidos no estudo. Obteve-se para cada paciente a razao
(T/N) comparando a expressédo génica da amostra de tecido tumoral (T) em relagao
a expressdo do tecido normal adjacente ao tumor (N). 8 amostras (61,5%)
apresentaram um aumento da expressao do FOXE1, com uma média de 1,6. Dentre
as 5 (38,5%) amostras com QR abaixo de 1, isto é, com expressdo do FOXE1
abaixo do tecido normal, a média foi de 0,7. Quanto a concordéncia entre o estado
de metilagdo em FOXE1 e a sua expressao génica, em 10 amostras (76,9%) nao
houve concordancia nos resultados. Apesar de apresentarem metilacdo em FOXE1
foi constatada expressdo génica. Para 3 (23,1%) casos os resultados foram
concordantes. Em 2 (15,4%) casos ndo metilados verificou-se expressao génica e 1
(7,7%) caso estava metilado com auséncia de expressao génica para FOXE1. Os
resultados indicam que a metilacdo em FOXE71 é um evento frequénte em tumores
gastricos. Avaliar seu papel neste processo € imprescindivel, pois o conhecimento

do padrao de expressao génica de fatores de transcricao que atuam na regulagao do



ciclo celular € um passo fundamental na identificagdo de possiveis vias

carcinogénicas e marcadores tumorais.

Palavras-Chave: Cancer Gastrico. Expresséo génica. FOXE1. Metilagéo.
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A neoplasia gastrica maligna € a quarta mais incidente no mundo. Sua
incidéncia tem declinado nos ultimos anos, fato que pode estar relacionado a
mudanca na conservagao dos alimentos, melhora nos habitos alimentares e
condi¢cdes de higiene, porém, ainda representa mundialmente a segunda causa de
obitos por cancer. No Brasil, dados epidemioldgicos para o ano de 2012 revelam um
risco estimado de 13 novos casos de cancer de estdbmago a cada 100 mil homens e
7 para cada 100 mil mulheres, colocando a neoplasia gastrica entre as cinco mais
incidentes no pais. E um cancer duas vezes mais comum em homens, colocando-se
como o segundo mais frequente nas regides Norte e Nordeste e o quarto nas
regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste. Para as mulheres ocupa a quarta posi¢ao na
regido Norte, a quinta na regido Centro-Oeste e a sexta nas regides Sudeste, Sul e
Nordeste (INCA 2012).

Trata-se de uma patologia rara antes dos 40 anos de idade, com seu pico
maximo de incidéncia registrado na sétima década de vida. A taxa de mortalidade
apresentam-se até trés vezes maior em grupos de baixo nivel sécio econémico.
Apura-se em dados recentes que 70% dos casos ocorrem em paises em
desenvolvimento (INCA 2012).

Histopatologia

O cancer gastrico apresenta-se em trés tipos histologicos: linfoma, que
representa 3% dos casos, leiomiossarcoma, caracterizado por iniciar-se em tecidos
que dao origem aos musculos e 0ssos e adenocarcinoma gastrico, sendo o mais
frequente, responsavel por até 95% dos tumores diagnosticados (Fuchs e Mayer,
1995; Ji et al., 2002).

O cancer gastrico pode ocorrer em qualquer local das cinco principais areas
do 6rgao: cardia, antro e piloro, fundo e corpo, atingindo gradualmente a parede do
orgdo que é constituida por cinco camadas: serosa, subserosa, muscular,
submucosa e mucosa (Cotran et al, 2000). O sistema de drenagem linfatica registra
33 ganglios linfaticos regionais, classificados em trés grupos de acordo com a
localizagao do tumor primario (Kitagawa et al, 2002).
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Figura 1: Divisbes anatdmicas do estdmago: cardia, corpo, fundo e antro/piloro
Fonte: http://cc0208.med.up.pt/cirurgia/teoricas/estomago.ppt, acesso em 02/01/2013.

A anatomia do estdbmago permite a classificagdo da carcinogénese gastrica
por estadiamentos. Os sistemas de estadiamento mais utilizados atualmente sao o
de Borrmann, baseado no aspecto macroscopico do tumor, os sistemas de Laurén e
o da Organizagao Mundial da Saude, OMS, baseados em achados microscoépicos.

O sistema proposto pela OMS considera o padrao histolégico encontrado e
classifica os tumores de acordo com o predominante. O adenocarcinoma subdivide-
se em quatro tipos, de acordo com seu padrao de crescimento (papilar, tubular,
mucinose e em anel de sinete) (Watanabe et al., 1997).

Segundo Laurén, os adenocarcinomas gastricos podem ser classificados
conforme seu aspecto microscépico em dois tipos, o intestinal e difuso (Lauren,
1965). O tipo intestinal tem sua ocorréncia ligada a situagdes pré-cancerosas
sequenciais e progressivas, iniciando com a gastrite cronica, gastrite atrdéfica,
metaplasia intestinal, displasia e culminando em carcinoma. Ocorre em individuos
com idades mais avangadas, com incidéncia maior no sexo masculino (Correa,
1992; Stemmermann, 1994). O tipo difuso acomete individuos mais jovens, com
frequéncia um pouco mais elevada no sexo feminino. Registra altas taxas de
ocorréncia familial, sugerindo sua ocorréncia ligada a fatores genéticos (Sipponen,
1985). O aspecto das células neoplasicas ¢é distinto nos dois tipos, o tipo intestinal é

caracterizado pela presenca de células neoplasicas coesas formando estruturas
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tubulares e uma massa discreta, enquanto que no difuso ocorrem células tumorais

pequenas e dispersas que se infiltram difusamente na parede do estbmago (Howson

SN

B NS
t ?:*\ -‘f'% i

U RES7ANE
TS

Intestinal

Figura 2: Histopatologia dos adenocarcinomas Intestinal e Difuso, segundo Laurén.
Fonte: http://cc0208.med.up.pt/cirurgia/teoricas/estomago.ppt, acesso em 02/01/2013.

Macroscopicamente, o sistema de Borrmann divide o carcinoma gastrico em
cinco tipos, dependendo da aparéncia da lesdao. Borrmann I: polipdide ou fungiforme
e vegetante; Borrmann |l: lesdo ulcerada com bordas elevadas; Borrmann lll: lesdo
ulcerada infiltrando a parede gastrica; Borrmann [V: lesbes difusamente infiltrativas,
também denominada “linite plastica” e Borrmann V: tumores que ndo se encaixam

nas demais categorias. A classificagdo de Borrmann é ilustrada na figura 3.

Borrmann | Borrmann Il

Vegetante, protuso ou polipdide. Ulcerado e bem delimitado,
Bem delimitado bordas elevadas

Borrmahn i Borrmann IV
Infiltrativo e ulcerado Difusamente infiltrativo

Figura 3: Classificagdo de Borrmann proposta para classificar macroscopicamente, o tumor
gastrico em cinco tipos, dependendo da aparéncia e grau de infiltragdo da leséo.

Fonte: http://www.gastro-centro.com/atlasdig5.php
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Diagnostico

A maior parte dos casos de cancer gastrico é diagnosticada em estadios
avangados da doenga, comprometendo a eficacia dos procedimentos terapéuticos e
contribuindo para o mau progndéstico. Nos paises ocidentais ndo ha estratégias de
rastreamento. Na maior parte dos casos os pacientes apresentam quadro clinico
assintomatico ou inespecifico, dificultando o diagnodstico precoce. Os sintomas
cursam de acordo com a localizagdo anatébmica do tumor, podendo incluir
emagrecimento, anemia, vomitos, nauseas, anorexia, plenitude pos prandial e em
alguns casos hematémese (INCA, 2010).

O diagndstico clinico € realizado principalmente através de endoscopia
digestiva alta, que permite visualizar a lesdo em uma analise macroscépica
auxiliando no planejamento cirirgico. O exame permite ainda, a realizacdo de
bidpsia para obtencdo de material para estudo histolégico e pode ser associado a
tomografias  computadorizadas, ultrassonografias  endoscépicas, exames
radiolégicos de duplo contraste e avaliagbes bioquimicas (Mincis e Possik, 2002;
INCA, 2010).

Estadiamento

Uma vez diagnosticado, a terapéutica deve ser instituida baseada no
estadiamento do tumor.

Clinicamente a ecoendoscopia € a tomografia axial computorizada (TAC)
apresentam-se como 0s principais meios para estabelecer o estadiamento. Através
destes exames pode-se determinar o numero de camadas do estdbmago atingidas e
analisar o comprometimento dos 6rgaos, vasos e ganglios adjacentes. A analise da
presenca de metastases e de acometimento ganglionar é dificultada por estes meios
devido a capacidade limitada de penetragdo das sondas (Motoo et al., 1994).

A ressonancia magnética nuclear apresenta alta sensibilidade na identificagao
de doenca metastatica e lesbes hepaticas suspeitas, sendo ainda uma alternativa
nas situacbes em que ha contra-indicacdo a TAC por alergia ao contraste ou
insuficiéncia renal. A PETCT Scan (Scan Positron Emition Tomography) permite
identificar locais de metastases com alta sensibilidade devido a deteccdo de

anormalidades metabdlicas através da tomografia por emissao de poésitrons. Pode
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ainda auxiliar no estadiamento, detectar precocemente a recidiva de tumores e
verificar resposta a terapéutica. A laparoscopia e a videolaparoscopia podem auxiliar
no estadiamento contribuindo para selecionar de forma mais efetiva pacientes
candidatos a ressecg¢ao cirurgica, contra indicando uma possivel laparotomia (Mincis
e Possik, 2002; Mincis e Mincis, 2008).

O estadiamento patolégico € realizado através da analise microscépica
proveniente da resseccgéao cirurgica. Atualmente existem dois principais sistemas de
estadiamento que levam em conta critérios como o tamanho do tumor, invasao
ganglionar com linfonodos acometidos e presenca de metastases. Nos paises
orientais, o sistema utilizado foi instituido pela JCGC (Japanese Classification of
Gastric Carcinoma). No Brasil utiliza-se a classificagdo pTNM (Tabela 1),
estabelecido pela AJCC (American Joint Committee on Cancer) para compor o

estadiamento tumoral (Tabela 2).

Tabela 1: TNM Patoldgico, classificagdo baseada na observagdo microscépica do
material proveniente de resseccgao cirurgica, visando avaliar a profundidade do tumor (T),

presenca de linfonodos comprometidos (N) e ocorréncia de metastase a distancia (M).

Tumor Primario (pT)

TX Tumor primario ndo pode ser avaliado

TO Sem evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma /n sifu

T1 Tumor invade a l1dmina propria ou submucosa
T2 Tumor invade a muscular propria ou subserosa

T2a Tumor invade a muscular propria

T2b Tumor invade subserosa

T3 Tumor invade a serosa sem invadir estruturas adjacentes
T4 Tumor invade estruturas adjacentes

Linfonodos Regionais (pN)

NX Linfonodos regionais nao podem ser avaliados

NO Sem metastase para linfonodos regionais
N1 Metastase em 1 a 6 linfonodos regionais
N2 Metastase em 7 a 15 linfonodos regionais

N3 Metastase em mais de 15 linfonodos regionais
Metastase a Distancia (pM)
Mx Presenca de metastase a distancia ndo pode ser avaliada

MO Sem metastase a distancia

M1 Com metastase a distancia

Fonte: Adaptado do Cancer Staging Handbook, 2002.



19

Tabela 2: Estadiamento pTNM baseado nos dados obtidos na analise pTNM (tabela 1).

Estadiamento pTNM
1} Tis NO MO
1A T1 MO MO
T1 N1 MO
1B
T2a/b M1 MO
T1 MO
N2
1I T2a/b MO
N1
T3
T1 NO MO
IIIA
T2a/b N1 MO
II1B T3 M2 MO
T4 M1-3 MO
IV T1-3 M3 MO

Qualquer  Qualquer M1

Fonte: Adaptado do Cancer Staging Handbook, 2002.

Tratamento e Sobrevida

Atualmente o sucesso cirurgico e terapéutico para um paciente diagnosticado
com cancer gastrico é relatado como uma sobrevida global de cinco anos. Os
numeros variam mundialmente, chegando a 21% em individuos europeus (Berrino et
al.,, 1999; Akoh e Macintyre, 1992) e até 47% no Japao (Hisamichi e Sugawara,
1984), retratando efeitos benéficos que programas rastreamento podem apresentar.

No Brasil, poucos estudos relatam estes dados. Observa-se uma sobrevida
global em 5 anos muito inferior aos paises desenvolvidos, atingindo uma taxa de
apenas 9% (Bustamante-Teixeira et al., 2006).

O tratamento padrdo para pacientes com cancer gastrico € a gastrectomia,
que pode ser total ou parcial. A opgao cirurgica baseia-se na localizagdo, tamanho e
estadiamento do tumor. Naqueles localizados na porgao alta e média do corpo
gastrico, indica-se a gastrectomia total, e nos situados abaixo dessa regiao, a
ressecgao parcial. De acordo com o estadiamento da doenga, a abordagem cirurgica
podera ser estendida a uma linfadenectomia, que pode ser orientada por
marcadores através da técnica de linfonodo sentinela. Outros tratamentos incluem a
quimioterapia e a radioterapia, que podem ser realizadas em diversos esquemas
terapéuticos, de acordo com as caracteristicas clinico-patolégicas do paciente
(Hiratsuka et al., 2001).
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Para pacientes em estadios avancados da doenga existem ainda os
tratamentos paliativos, que podem incluir todas as abordagens relatadas
anteriormente, porém, sem a intencdo curativa. Os critérios para realizacdo de
cirurgias de resseccao paliativa ou tratamento paliativo endoscopico levam em
conta, dentre outros fatores, o alivio de sintomas e melhora da qualidade de vida do
paciente. Comumente sado realizadas abordagens cirurgicas de derivagado para
prolongar o uso do trato gastrointestinal ou apenas para tratamento de complicagbes

como perfuragdes e hemorragias (Bandoh et al., 1991).

Etiologia

A etiologia da doenca ainda ndo esta totalmente definida. Estudos mostram
que a génese dos tumores gastricos € multifatorial e complexa, envolvendo além de
fatores ambientais e habitos de vida, aspectos intrinsecos, como alteragdes
genéticas e epigenéticas.

Estudos epidemioldgicos relatam que a ingestdo regular de alimentos
conservados inadequadamente, com alto teor de sal ou defumados sé&o associados
ao aumento do risco para o desenvolvimento do cancer gastrico (Buiatti et al., 1989;
Palli et al., 2001; De Stefani et al., 2004). O consumo de legumes crus e cozidos,
frutas frescas e citricas demonstraram possiveis efeitos protetores para o estbmago,
atribuidos, principalmente, a presenca de micronutrientes como o acido ascorbico,
tocoferol e folatos, que agem como antioxidantes e podem interromper a formagao
interna de N-nitrosos, considerados potentes agentes carcindgenos gastricos (Hu et
al., 1988; Ye et al.,, 1998). Observou-se, porém, que a suplementacao artificial
destes nutrientes, a curto prazo, ndo demonstrou nenhum efeito substancial benéfico
sobre a incidéncia ou mortalidade por cancer gastrico (Blot et al., 1993; Plummer et
al., 2007).

A infecgao por Helicobacter pylori tem sido definida como o principal fator de
risco para o desenvolvimento da neoplasia gastrica (Israel e Peek, 2001; Peek Jr. e
Blaser, 2002). A patogenicidade da infeccdo por H. Pylori esta relacionada,
principalmente, aos gendtipos cagA e vacA (Yamaoka et al., 1999). A intensidade da
resposta inflamatoéria causa danos as células epiteliais da mucosa gastrica, podendo
tornar-se crénica conferindo o risco de desenvolvimento da neoplasia (Israel e Peek,
2001; Fox e Wang, 2002).
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O virus Epstein Barr € um patdgeno de alta prevaléncia que estabelece uma
infecgao persistente na maior parte dos pacientes. Estima-se que mais de 90% da
populagdo mundial esteja infectada (Crawford, 2001; Callan, 2004). A infecgdo por
Epstein Barr esta associada ao desenvolvimento de diversas neoplasias, dentre
elas, o cancer gastrico (Burke et al., 1990; Takada K, 2000). O mecanismo de agao
do Epstein Barr na carcinogénese ainda nao esta totalmente elucidado, estudos
demonstram que proteinas expressas pelo virus atuam diretamente como
oncogenes, além de causar mutagdes em genes supressores tumorais ao integrar
seu DNA viral ao material genético humano (Ribeiro-Silva e Zucoloto, 2003).

Dentre os fatores intrinsecos relacionados a carcinogénese gastrica, as
alteracbes genéticas e epigenéticas demonstram ter um importante papel no
controle da expressao de genes que regulam eventos do crescimento celular, como
proto oncogenes e genes supressores de tumores (Ushijima e Okochi-Takada, 2005;
Kurdistani, 2007). Dentre as alteragbes epigenéticas, a metilagdo de DNA tem se
mostrado relevante na carcinogénese. Trata-se de uma alteracdo fundamental para
a regulacdo da expressao génica, considerada reversivel por nao alterar a
sequéncia do DNA, e herdavel, por ser transmitida as células filhas apds sucessivos
ciclos de divisdo celular (Fackler et al, 2004; Ushijima, 2005; Rando, 2006). A
metilacdo do DNA ocorre com a adi¢do de um radical metil no carbono 5 do anel
pirimidico da base citosina (C) seguida de uma base guanina (G), as chamadas
ilhas CpGs, encontradas principalmente na regido promotora dos genes (Hermann;
Habuchi et al. 2001).

Silenciar um gene intacto via metilacio € um evento normal do
desenvolvimento e da diferenciacado celular, entretanto, a metilacado aberrante nas
regides promotoras de protooncogenes ou genes supressores de tumor pode
provocar perda patogénica de fungdo deste gene. Estudos demonstram que em
diversos tipos de neoplasias genes supressores tumorais sao inativados por
metilagdo aberrante de sua regido promotora (Esteller, 2005).

Os genes Forkhead Box, expressam uma familia de fatores de transcri¢ao
que se ligam ao DNA por meio de um dominio forkhead. Estes genes sdo expressos
em diversos tecidos e desempenham importantes papéis na regulagéo da expressao
de genes envolvidos com a proliferagdo e diferenciacdo celular. Os genes desta
familia sao identificados por 17 subclasses (A-Q), entre os quais encontra-se o gene
FOXE1 (forkhead box E1 — também conhecido como FKHL15, TITF-2 e TTF2). O


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&langpair=en%7Cpt&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Gene&rurl=translate.google.com.br&usg=ALkJrhgwxFhWCvg5hfwX9JyMaNdIw8ZSfQ
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gene FOXE1 esta localizado no cromossomo 9922, possui um unico exon com
regides ricas em CG, importante alvo para metilagcdo de DNA (Chadwick et al., 1997;
Katoh e Katoh, 2004).

FOXE1 é o regulador central dos fatores de transcricdo e cofatores que
iniciam a diferenciacao da tirdide (Parlato et al, 2004). Exerce atividade fundamental
durante as fases embrionarias do desenvolvimento e durante todo o ciclo vital; é
essencial para a formagao da glandula tiredide, bem como para a manutengao do
estado diferenciado da glandula em adultos (De Felice et al, 2004). Também
envolvido no fechamento do palato secundario e morfogénese dos foliculos pilosos
(Dathan et al., 2002). Estudos recentes tém demonstrado o papel decisivo do gene
FOXE1 na génese de certos tipos de neoplasias, como cancer de pancreas (Sato et
al., 2003; Matsubayashi et al., 2006), cancer de mama (Weisenberger et al., 2008),
carcinoma folicular da tiredide (Gudmundsson et al., 2009; Takahashi et al., 2010) e
carcinoma de células escamosas cutaneo (Venza et al., 2010), o que demonstra a
importancia em analisar o possivel envolvimento deste gene na carcinogénese
gastrica.

O conhecimento do padrao de expressao de FOXE71 em tumores gastricos
pode demonstrar um possivel estado de metilagdo do gene. Estes achados,
relacionados aos dados clinicos, poderdo auxiliar na busca de novos marcadores
biomoleculares para diagnostico tumoral precoce, possibilitando um melhor

prognostico e auxiliando o estabelecimento de metas terapéuticas especificas.


http://hmg.oxfordjournals.org/search?author1=Meiko+Takahashi&sortspec=date&submit=Submit
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Objetivos
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Objetivo Geral

» Verificar o padréao de metilagdo no gene FOXE1 em amostras de tumores

gastricos.

Objetivos especificos

Analisar amostras de tumores gastricos e seus respectivos tecidos normais

buscando:

» Analisar a expressao génica de FOXET para amostras de tumores gastricos;

» Verificar a relagdo entre o padrao de metilacdo de FOXET e a expressao
génica verificada nos respectivos tumores;

» Estudar a possivel correlagdo entre o padrdo de metilacdo, a expressao

génica de FOXE1 e os dados clinicos e histopatologicos dos pacientes.
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Casuistica
e |
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Selec&o de Pacientes

Foram incluidos neste estudo 89 pacientes atendidos no Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da UNESP de Botucatu e no Nucleo de Medicina
Tropical, Departamento de Patologia na Universidade Federal do Ceara, com
diagndstico de cancer gastrico e indicagcao de gastrectomia total ou parcial.

Os pacientes convidados a participar do estudo foram orientados e assinaram
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. O estudo foi aprovado pelo Comité

de Etica e Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu (Processo 3907/2011).
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Metodologia
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Amostras

Apds a gastrectomia foram coletadas amostras de tecido tumoral e seus
respectivos tecidos normais adjacentes. Analises histopatoldgicas garantiram que os
tecidos tumorais consistiam em pelo menos 80% de células tumorais e que os
tecidos normais adjacentes encontravam-se livres destas células. A classificagédo
histolégica foi realizada de acordo com o sistema de classificagao de Lauren (1965),
e os tumores foram estadiados de acordo com os critérios do TNM (American Joint
Committee on Cancer, 2002). Os tecidos foram identificados e conservados em

nitrogénio liquido até momento do uso.

Extracdo DNA

A extracdo do DNA das amostras foi realizada de acordo com o
protocolo de Foster e Twell, 1996, CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide). A
qualidade do material extraido foi avaliada por amplificagdo por Reagdo em Cadeia

da polimerase (PCR), do gene constitutivo GAPDH.

Analise da Metilacao

Para a analise do estado de metilacdo do FOXET1 o DNA foi tratado com
Bissulfito de Sodio (Sigma-Aldrich), conforme descrito em Herman e colaboradores
(1996). O tratamento é realizado para a conversao de citosinas nao metiladas em
uracila por desaminacdo, ocorrendo conservacdao das citosinas metiladas.
Posteriormente, realizou-se a técnica de PCR especifica para a deteccdo de
metilacdo (PCR-MSP), onde duas reagbes de PCR sao realizadas utilizando-se
diferentes pares de primers especificos para as situagdes metilado ou ndo metilado,

obtidos em www.pathology2.jhu.edu/pancreas/primer.pdf.

TABELA 3 — Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores para analise MSP-PCR. Met: sequéncia

metilada e nMet: sequéncia ndo metilada

GENE Oligonucleotideo (5°-3’) sense Oligonucleotideo (5’-3’) antisense

Met- TCG TAG GGT TGG AGATTT AC GAA ACG AAA ACA ACG AAATCG
nMet- TTT GTA GGG TTG GAG ATT TAT G AAA ACA AAA CAA AAA CAA CAAAAT C

FOXET1



http://www.pathology2.jhu.edu/pancreas/primer.pdf
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A mistura de PCR para 25 pL foi composta por: 1,5 U de Platinum Tag DNA
Polimerase Invitrogen, 1X Tampéao Platinum (Tris-HCI 20 mM (pH 8,4) KCI 50 mM),
0,2 mM deoxinucleotideos tri-fosfato (dNTP), 1,5 mM de MgCl,, 0,4 mM de cada
oligonucleotideo iniciador, 100 ng de DNA e agua estéril em quantidade suficiente
para 25 pL. A mistura foi submetida a uma desnaturacéo inicial a 95°C por 5
minutos, seguido de 40 ciclos (desnaturagdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a
54°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 2 minutos) e extensao final a 72°C por 7
minutos.

O produto amplificado nessas reagdes foi visualizado em gel de poliacrilamida
ndo desnaturante 6% (Sambrook et al., 2001) corados por nitrato de prata
(Sanguinetti et al., 1994). As amostras ndo metiladas amplificam uma regido de 94
pb e as amostras FOXE1 metiladas uma regiéo de 88 pb.

Como controle positivo para o status metilado foram utilizadas amostras de
DNA metiladas in vitro com o kit Methylase-Sssl (New EnglandBiolabs), segundo as
especificacdes do fabricante. Para controle do gene nao metilado, foram utilizadas
as mesmas amostras, porém, sem o tratamento de metilagdo. Essas amostras
controle passaram por tratamento com bissulfito de sédio e foram submetidas a
PCR-MSP para o gene FOXE1, sendo suas bandas utilizadas como padréo para as
analises dos tecidos tumorais e normais adjacentes

Durante a eletroforese utilizou-se ainda uma amostra de PCR sem DNA como

controle negativo para contaminagao.

Expressao Génica de FOXEL1

Dentre a casuistica utilizada para analise de metilagdo, um grupo composto
por 13 casos foi analisado para avaliar a possivel relacdo entre o estado de
metilacado de FOXE1 e sua expressao. Os pacientes foram selecionados de acordo
com a disponibilidade de amostras tumorais para a extracdo de RNA em boa

quantidade e qualidade.

Extracdo de RNA

As amostras de tecido mantidas em nitrogénio liquido foram pulverizadas com

pistilo em banho de nitrogénio.
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A extracdo do RNA foi realizada utilizando o Q/IAmp RNA Mini Kit (QIAGEN,

Valencia, CA, USA), segundo especificacbes do fabricante.

Tratamento com DNase

Para inativar e remover qualquer contaminagcdo com DNA gendémico, o RNA
foi tratado com DNAse | (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA) utilizando-se para
cada amostra 10x DNase | Reaction Buffer e 1 U de DNAse, em um volume final de
35uL, completado com agua estéril. A mistura foi incubada com 0,5 pg de RNA (no
minimo) por 30 minutos a 37°C. A inativagao da enzima DNAse [ foi realizada com a
elevagao da temperatura a 70°C por 5 minutos e 4°C por 5 minutos, mantendo a

reacao em gelo até o preparo da RT-PCR.

Reacao RT- PCR

O RNA tratado com DNAse | foi utilizado para a reacado de RT utilizando o Kit
High Capacity cDNA (Applied Biosystem, CA, USA), segundo as especificagdes do

fabricante.

gPCR

A expressao de FOXET1 foi avaliada por analise relativa da expressao génica
através de PCR em tempo real, gPCR, utilizando o sistema de detecgdo TagMan
(Life Technologies, EUA). Obteve-se para cada paciente a razdo (T/N) comparando
a expressdo da amostra de tecido tumoral (T) em relagdo a expressao do tecido
normal adjacente ao tumor (N).

A reacao foi composta de 2x TagMan® Universal PCR Master Mix, 1,0uL de
Assay by design (Life Technologies, EUA) e 3,0uL do cDNA produto da reacédo de
RT-PCR. Os ensaios foram realizados, em triplicata, no aparelho ABI 7500 Applied
Biosystems, segundo as especificacées do fabricante.
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Resultados
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Dados Clinicos, Demograficos e Anatomopatolégicos

Foram incluidos neste estudo um total de 89 pacientes, sendo 39 (43,8%)
procedentes da regido de Fortaleza — CE e 50 (62,2%) da regidao de Botucatu — SP.
Do total de pacientes incluidos, 60 (67,4%) eram do sexo masculino e 29 (32,6%) do
sexo feminino. A idade média no momento de inclusao foi de 61 anos, o paciente
mais jovem tinha 23 anos e o mais idoso 98.

A procedéncia, idade média, género, estadiamento, grau histolégico,

diferenciagao e sitio de localizacdo podem ser observados na tabela 4.

Tabela 4: Dados Clinicos, Demograficos e Anatomopatoldgicos dos pacientes incluidos no

estudo.

Caracteristica n=89

Procedéncia

Fortaleza - CE [n 39] 43,8%
Botucatu - SP [n 50] 56,2%
Idade Média, anos 60,9%
Género, Masculino [n 29] 67,4%
Género, Feminino [n 60] 32,6%

Estadiamento [n 89]

A 4,5%
1B 5,6%
I 15,7%
A 23,6%
B 20,2%
v 28,1%
Y 1,1%

0 1,1%
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Tipo Histolégico [n (%)]

Intestinal [n 57] 64,0%
Difuso [n 31] 34,8%
Misto [n 1] 1,1%

Grau de Diferenciagé&o [n (%)]

Pouco Diferenciado [n=23] 25,8%
Moderado [n 28] 31,5%
Bem Diferenciado [n 4] 4,5%

Dados néao coletados [n 34] 38,2%

Sitio de Localizag&o [n (%)]

Antro [n 41] 46,1%
Cardia [n 13] 14,6%
Corpo [n 9] 10,1%
Corpo/ Antro [n 1] 1,1%
Misto [n 13] 3,4%
Dados nédo coletados [n 22] 247%

y = classificagdo apos tratamento inicial multimodal (INCA)

Analise Estatistica

Para a analise estatistica utilizou-se o teste do qui-quadrado ou teste exato de
Fisher, quando necessario. Foi considerado como sendo de significancia estatistica

p-value < 0,05.

Metilacdo em FOXEL1

Em analise global, o gene FOXET apresentou-se metilado em 86,5% das

amostras estudadas. Na regido de Botucatu-SP o indice de metilagdo foi de 88%,
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levemente superior ao indice de Fortaleza-CE, com 84,62% de pacientes com
FOXE1 metilado. Nao houve diferenca significativa quando se considerou a
procedéncia dos pacientes. Outros dados das correlagcbes realizadas podem ser

visualizados na tabela 5.

Tabela 5: Associacao entre o status de metilacdo em FOXE1, idade, sexo e aspectos clinico

patoldégicos dos pacientes.

FOXE1 Metilado FOXE1 N3o Metilado P-value

Idade Média 60,7 61,8

Distribuicéo por Idade

< 60 anos 11 (91,7%) 1(8,3%) 1,000
260 anos 66 (85,7%) 11 (14,3%)

Género

Feminino 26 (89,7%) 3 (10,3%) 0,744
Masculino 51 (85%) 9 (15%)

Laurén

Intestinal 24 (77,4%) 7 (22,6%) 0,103
Difuso 52 (91,2%) 5 (8,8%)

Estadiamento

0-1 8 (80%) 2 (20%) 0,623
-1V 67 (87%) 10 (13%)

Procedéncia

Botucatu — SP 44 (88%) 6 (12%) 0,757
Fortaleza — CE 33 (78,6%) 6 (14,28%)

Sitio Anatémico

Antro 35 (85,4%) 6 (14,6%) 0,078
Cardio 11 (84,6%) 2 (15,4%)

Corpo 9 (100%) 0,000

Corpo/Antro 0 1(100%)

Misto 3 (100%) 0,000
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Expressao Génica de FOXELl
A gPCR para FOXE1 foi realizada para 13 dos 89 pacientes incluidos no

estudo. Os pacientes foram selecionados de acordo com a disponibilidade amostras
tumorais para a extragdo de RNA em boa qualidade e quantidade.
Foram analisados os tecidos normais (N) e tumorais (T) desses os pacientes.

Os dados que caracterizam o novo grupo podem ser visualizados na tabela 6.

Tabela 6: Dados Clinicos, Demograficos e Anatomopatoldgicos dos pacientes selecionados

para analise de Expressdo Génica de FOXE1.

Caracteristicas n= 13

Procedéncia

Fortaleza - CE [n=8] 61,5%
Botucatu - SP [n 5] 38,5%
Idade Média, anos 58,9%
Género, Masculino [n 9] 69,2%
Género, Feminino [n 4] 30,8%
Estadiamento [n (%)]

Oel[1] 7,7%
llalV[12] 92,3%
Tipo Histoldgico [n (%)]

Intestinal [9] 69,2%
Difuso [4] 30,8%

Os resultados foram individualmente analisados quanto a eficiéncia da
amplificagdo do gene normalizador B-actina. Considerou-se aumentada a expressao
de FOXE1 quando a razao T/N foi maior que 1, isto €, um aumento da expressao de

FOXE1 no tumor quando comparado ao seu proprio tecido normal adjacente.

QR= Expressao Tecido Tumoral

Expressao Tecido Normal

Das 13 amostras analisadas 8 (61,5%) apresentaram um aumento da

expressao do FOXE1, com uma QR média de 1,6.
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Dentre as 5 (38,5%) amostras com QR abaixo de 1, isto €, com express&o do
FOXE1 abaixo do tecido normal, a média foi de 0,7. As analises podem ser melhor

visualizadas na Tabela 7.

Tabela 7: Analise da expressao génica de FOXE71 em relacdo a idade, sexo e

classificagao histolégica

n total =13 Razédo T/N > 1* Razéo T/N < 1* P-value
n=8 n=>5%

Idade Média 57,4 60,8

Distribuic&o por Idade

< 60 anos 3 (60%) 2 (40%) 1,000

> 60 anos 4 (50%) 4 (50%)

Género

Feminino 3 (50%) 3 (50%) 1,000

Masculino 5 (55,6%) 4 (44,4%)

Laurén

Intestinal 3 (100%) 0 0,230

Difuso 5 (50%) 5 (50%)

*Razao T/N <1 = Expressao reduzida em relagéo ao tecido normal; T/N >1 Expressdo aumentada em relagdo ao

tecido normal.

Relacdo Metilacdo x Expressao Génica de FOXE1

As amostras foram analisadas quanto a concordancia entre o estado de
metilacdo em FOXE1 e a sua expressao génica, com resultados apresentados na
Tabela 7.

A metilacdo no DNA, entre outras fungdes, interfere na transcricdo génica, e
esta pode ser fortemente inibida pela adicdo do radical metil. A ndo ligacédo de
fatores de transcricdo aos seus sitios especificos pode resultar na auséncia de
transcricdo génica. Portanto, um resultado concordante seria a presenca de
metilacao e a auséncia de expressao génica, ou o contrario, auséncia de metilagao e

presenga de expressao génica.
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Dentre os casos analisados, em 10 amostras (76,9%) n&o houve
concordancia nos resultados. Apesar de apresentarem metilagdo em FOXET foi
constatada expressao génica.

Para 3 (23,1%) casos os resultados foram concordantes. Em 2 (15,4%) casos
nao metilados verificou-se expressdo génica e 1 (7,7%) caso estava metilado com
auséncia de expressao génica para FOXE1.

Tabela 8: Relacao de concordancia entre Metilagdo X Expressao Génica de FOXET.

Metilacao Expressédo Génica N =13 %
M E 10 76,9%
M NE 1 7,7%
U E 2 15,4%
U NE 0 0

M = Metilado, U = Nao Metilado, E = Expresso, NE = N&ao Expresso
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Discussdo e Consideracoes Finais
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Apesar do declinio em sua incidéncia e mortalidade nas ultimas décadas, o
cancer gastrico permanece como um desafio para a oncologia e para a saude
publica. Mundialmente, verifica-se que existem poucos programas de rastreamento
eficazes e que a maior parte dos casos de cancer de estbmago sédo diagnosticados
em estadios avangados da doencga. O diagndstico tardio torna o progndstico pobre e
limita as estratégias terapéuticas culminando, muitas vezes, em tratamentos
paliativos com baixa expectativa de sobrevida.

Sabe-se que o cancer é uma doenca multifatorial e que o conhecimento dos
mecanismos da carcinogénese tém se mostrado como uma das poucas estratégias
eficazes para a prevencgao, diagnostico e orientagéo da terapéutica.

Estudos recentes tém demonstrado que as alteragbes genéticas e
epigenéticas podem interferir na expressao de genes chave que regulam eventos do
crescimento celular, como proto oncogenes e genes supressores tumorais (Ushijima
e Okochi-Takada, 2005; Kurdistani, 2007).

Ha evidéncias de que a relagcdo da metilagdo com o cancer pode estar
baseada na hipometilagdo dos oncogenes (Szyf, 2003). Alguns autores
correlacionam a auséncia de metilagdo e alta expressdo génica de membros da
familia FOX a pior progndstico para a doenga. Em um estudo chinés com amostras
de cancer colorretal (CRC), os resultados mostraram que a alta expressdo de
FOXM1 foi estreitamente relacionada com a presenca de metastase linfonodal,
incidéncia de metastase hepatica e estadio TNM avancgado (Chu et al., 2012).

Os genes Forkhead Box, expressam uma familia de fatores de transcricao
que se ligam ao DNA por meio de um dominio forkhead. Estes genes sdo expressos
em diversos tecidos e participam da regulagdo da expressao de genes envolvidos
com a proliferagcéo e diferenciagao celular. A desregulacado dos genes Forkhead Box
pode levar a doengas congénitas, diabetes mellitus, ou favorecer a carcinogénese
(Chadwick et al., 1997; Katoh e Katoh, 2004).

Tae-Hwan et al., 2007 estudaram 174 tumores de bexiga e 21 mucosas
normais para avaliar a expressdo do gene FOXO1 e FOXG1, genes que
superexpressos podem induzir a parada do ciclo celular ou apoptose. Na analise,
constataram que a expressao de mRNA para esses genes em tecidos tumorais eram
mais elevados do que em tecidos de individuos normais (p<0,001). A alta expressao
FOXOT1 foi significativamente associada com o grau, estagio, recidiva, progressao e

menor indice de sobrevivéncia (p<0,05). Os niveis de expressao de FOXG1 estavam


http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&langpair=en%7Cpt&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Gene&rurl=translate.google.com.br&usg=ALkJrhgwxFhWCvg5hfwX9JyMaNdIw8ZSfQ
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aumentados em pacientes evoluiram com pior prognodstico para a doenga (p =
0,019).

Na embriogénese humana, o gene FOXE1 & expresso no epitélio traqueano e
esofagiano (Zannini et al., 1997), um estudo envolvendo ratos avaliou a expresséo
de FOXE1 ao longo de todo o ciclo vital e verificou que na embriogénese sua
expressao é elevada nos epitélios que revestem o intestino primitivo. Verificou-se
ainda que mais tarde, FOXE1 é transcrito ao longo de toda a endoderme do intestino
anterior. No es6fago a expressdo € limitada a camada epitelial, com expressao
significativa durante a embriogénese sendo detectado durante toda a vida
embrionaria, constatando-se nos adultos, niveis de expressao um pouco mais baixos
(Dathan et al., 2002).

Um estudo europeu realizou uma analise de polimorfismos em genes da
familia FOX, encontrando associagbes com hipotireoidismo e outras doencas
tireoidianas. Dentre as correlagbes realizadas no grupo controle e os dados clinicos
existentes, sugeriu-se uma possivel associagéo entre variantes do gene FOXE1 com
transtornos de o6rgaos adultos derivados do intestino anterior embrionario. Estes
orgaos incluem, dentre outros, componentes do trato gastrointestinal como a faringe,
boca, palato, eséfago e estdmago (Denny et al., 2011).

As bases de dados genéticos (GeneCard, 2012) confirmam a expressao de
FOXE1 em diversos tecidos normais humanos, incluindo érgéos internos como rins,
pancreas, pulmdes e coélon e tecidos secretores como glandulas salivares, ovarios,
mamas e glandulas adrenais. Na literatura cientifica atual ndo ha, porém, estudos
que relatem o padrao de expressao génica de FOXE1 no estdmago humano. Devido
a sua origem comum com oOrgaos derivados do intestino anterior embrionario, nos
quais FOXE1 é expresso no organismo adulto, é possivel que 0 gene seja expresso
no estdbmago, levando a hipétese de que a metilagdo em FOXE1 seja uma situagao
patolégica. Contudo, ndo deve ser descartada a possibilidade de que o gene possa
ter exercido suas fungdes no estdbmago apenas na embriogénese, sendo
naturalmente metilado ao decorrer da vida adulta.

A analise do padrao de metilagdo e expressao génica de FOXE1 em tumores
gastricos é, portanto, uma importante ferramenta para a compreensdo de seu
envolvimento nesta doenca.

Nas analises de metilagdo realizadas através de PCR-MSP verificou-se que
FOXE1 apresentava-se frequentemente metilado, em 86,5% nos tumores gastricos.
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Os dados obtidos corroboram com os encontrados para outros tipos de
cancer. O perfil de metilacdo em FOXE1 foi estudado e correlacionado com a
ocorréncia de cancer de pancreas, onde o estudo apontou metilagdo em 59% dos
casos (Sato et al., 2003; Matsubayashi et al., 2006). Weisenberger e colaboradores
(2008) encontraram FOXE1 metilado 27,3% dos tumores de mama analisados.
Metilagdo nesse gene também foi associado a carcinoma folicular da tiredide
(Gudmundsson et al., 2009; Takahashi et al., 2010) e carcinoma de células
escamosas cutaneas (Venza et al., 2010), além do estudo associando polimorfismos
nesse gene e o seu silenciamento transcricional (Venza el al, 2010).

Na casuistica estudada foi observada hipermetilacdo também nos tecidos
normais adjacentes ao tumor 66/89 (74,2%). Contudo, é digno de nota tratar-se de
mucosa histologicamente normal, porém proveniente de pacientes com cancer
gastrico. O estado hipermetilado poderia ser um evento precoce na carcinogénese,
demonstrando um potencial marcador de lesdes pré-cancerosas. Entretanto, esses
dados devem ser analisados com cautela devido a auséncia de analises em mucosa
gastrica de individuos saudaveis.

Com a avaliacdo da expressao génica de FOXET através de qPCR pode-se
analisar a concordancia entre o padrao de metilagdo em FOXE1 e a sua expressao
génica.

A nao concordancia, observada em 76,9% dos casos, onde o tumor
apresentou-se metilado e, ainda assim expresso, poderia ser explicada pela
possibilidade dos individuos apresentarem a hipermetilacdo em heterozigose.
Embora se confirme a hipermetilagdo e que a técnica seja sensivel e eficiente em
sua deteccdo, ndo ha discriminagdo entre homozigotos e heterozigotos. Vem de
encontro a esse pensamento, a observacao de que a amplificagcdo nessas amostras
foi detectada nos ultimos ciclos da qPCR, sugerindo baixa expressao desse gene,
condizente com a hip6tese de que somente um dos alelos esteja ativo.

Ressalta-se, ainda, que os tecidos analisados sejam compostos por pelo
menos 80% de células tumorais, havendo, portanto, a possibilidade de
heterogeneidade celular no pool de células analisadas, indicando a necessidade de
microdissec¢ao para obtencdo de dados mais especificos em novas analises.

O gene FOXE1 apresenta fungdo a ser esclarecida no processo da
carcinogénese gastrica, sendo evidente a necessidade de novos estudos e

correlagoes.


http://hmg.oxfordjournals.org/search?author1=Meiko+Takahashi&sortspec=date&submit=Submit
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Avaliar seu papel neste processo € imprescindivel, pois o conhecimento do
padrdao de expressao génica de fatores de transcricdo que atuam na regulacédo do
ciclo celular € um passo fundamental na identificagdo de possiveis vias

carcinogénicas e marcadores tumorais.
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Anexo 1: Parecer do Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de Medicina

de Botucatu.
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Botucatu, 04 de jultho de 2011. Of. 262/11-CEP

Ilustrissime Senhora

Praf®, Dre, Mario Tnés de Moura Compos Pardim
Divisiio de Hemocentro da

Foculdade de Medicina de Botucaru,

Prezoda Dr® Maria Inés,

De ordem do Senhor Coordenador deste CEP, informo que o Projeto de
Pesquisa -(Protocolo CEP 3907-2011) “Silenciamente transcricional do
gene foxe I em clncer gdstrice”, a ser conduzido por Luanda Secerino de
Menezes, orientoda por Vossa Senhoria, Co-orientads pela Dr* Adriana
Camargoe Ferrasi, recebeu do relator parecer favordwel, aprovado em
reunido do CEP de 04 de Julhe de 2.011.

Situagdo do Projeto: APROVADO. 4o final da execugdo do Projeto
apresertaor ao CEP "Relatério Final de Atividades"

Atel

Alberto Sartos luppi
Secretdrio do CEP
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