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RESUMO

Introducéo: Cancer géastrico (CG) apresenta altas taxas de incidéncia e mortalidade
no mundo, sendo a infeccao persistente pela bactéria Helicobacter pylori (H. pylori)
um dos seus principais fatores etiolégicos, uma vez que promove inflamacéo cronica
e a expressao de mediadores inflamatoérios, como o fator de necrose tumoral (TNF)-
a. Esta citocina € um mediador chave entre inflamacao e cancer, induzindo maltiplas
respostas celulares por meio de dois receptores: TNFR1 e TNFR2. Ambos os
receptores podem desencadear a sobrevivéncia, mas apenas TNFR1 é capaz de
induzir morte celular. A regulacdo desta via € complexa e pode ser alterada por
microRNAs (miRNAs) podendo favorecer o processo tumorigénico. Objetivos: a)
avaliar a expressao de genes e miRNAs envolvidos na via de sinalizagdo de TNF-a e
suas relacbes em amostras de CG; b) construir uma rede de interacdo miRNAs-
RNAmM; c) avaliar o efeito do silenciamento dos receptores TNFR1 e TNFR2 e do
tratamento com extrato da H. pylori (eHP), na expressdo dos mesmos genes e
mMiRNAs, bem como nos processos celulares de proliferacéo, ciclo celular e apoptose
em linhagem de cancer gastrico. Materiais e Método: Total de 30 amostras
provenientes de individuos com CG foram submetidas a PCR quantitiva (qPCR) com
ensaios TagMan®, para quantificacao relativa (RQ) do RNAmM de genes da via de
sinalizacdo de TNF-a (TNFA, TNFR1, TNFR2, TRADD, TRAF2, CFLIP, NFKB1,
NFKB2, CASP8, CASP3) e de miRNAs que apresentam alguns destes RNAmM como
alvo (miR-19a, miR-34a, miR-103a, miR-130a, miR-181c). Odiagndstico molecular
da H. pylori foi realizado por nested PCR para o gene HSP60. Linhagens de
adenocarcinoma gastrico AGS estaveis contendo os receptores TNFR1 (AGS-shR1)
e TNFR2 (AGS-shR2) silenciados por shRNAs especificos e linhagem AGS néo
silenciada foram tratadas com 30% v/v de eHP por 6 horas. Posteriormente, foi
realizada a quantificacdo dos mesmos RNAmM e miRNAs por gPCR, ensaio MTT para
avaliacdo da proliferagéo celular e citometria de fluxo para analise do ciclo celular e
apoptose. Resultados: Nas amostras de CG houve aumento na expressao de
genes pré-sobrevivéncia (TNF, TNFR2, TRADD, TRAF2, CFLIP e NFKB2), CASP8 e
do miR-34a, enquanto a expressao de mediadores pré-apoptéticos (TNFR1 e
CASP3) estava reduzida. Infeccdo pela H. pylori ndo influenciou a expressao dos
RNAmM e miRNAs nas amostras de CG. A rede de interacdo miRNA:RNAmM mostrou

possiveis interrelagbes entre os mMiIRNAs analisados e 0s genes da via de
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sinalizacdo de TNF-a, destacando os miR-19a e miR-103a que podem regular o
maior numero de genes. Nos experimentos in vitro, AGS-shR1 apresentou reducao
significante na expressdo de genes de sobrevivéncia celular (TNFA, NFKB1 e
NFKB2) e aumento na expressdo de CASP3, embora ndo alterou a expressao de
MiRNAs e nem 0s processos celulares. Por outro lado, silenciamento parcial de
TNFR2 reduziu significantemente a expressdo de TRADD e TRAF2, assim como
aumentou a expressdo de miRNAs, suprimiu a apoptose e desencadeou parada do
ciclo celular na fase G2/M. Tratamento com eHP na linhagem né&o silenciada, além
de aumentar o nimero de células em necrose, aumentou a expressao dos genes
TNFR1, NFKB1, NFKB2 e CFLIP, e reduziu a expressdao de TNFR2, embora
expressao reduzida dos receptores tenha diminuido a intensidade da resposta ao
tratamento. Conclusé&o: Portanto, nossos resultados destacam o importante papel
da via de sinalizacdo de TNF-a mediada tanto por TNFR2 como por TNFR1 em
cancer gastrico. Em amostras de tecido, o efeito pré-tumoral de TNF-a deve-se a
ativacdo da via de sinalizagdo mediada principalmente por TNFR2. Na linhagem
celular, silenciamento parcial de TNFR1 e TNFR2 reduziu a expressao de genes pro-
sobrevivéncia e anti-apoptéticos e afetou processos celulares e expressao de
miRNAs, de modo que silenciamento simultaneo dos receptores pode ter um efeito
anti-tumoral em céancer gastrico. Além disto, a resposta de infeccdo por H. pylori
nesta via de sinalizacdo é mediada principalmente por TNFR1, direcionando para a

via de sobrevivéncia celular.

Palavras-chave: cancer gastrico; via de sinalizagdo de TNF-q; silenciamento de
TNFR1,; silenciamento de TNFR2; miRNAs; Helicobacter pylori
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ABSTRACT

Introduction: Gastric cancer (GC) has high rates of incidence and mortality in the
world and persistent infection by the bacterium Helicobacter pylori (H. pylori) is one of
the main etiological factors since it promotes chronic inflammation and inflammatory
mediators’ expression, such as tumor necrosis factor (TNF)-a. This cytokine is a key
mediator between inflammation and cancer, inducing multiple cellular responses
through two receptors: TNFR1 and TNFR2. Both receptors can trigger survival, but
only TNFR1 is capable of inducing cell death. This pathway’s regulation is complex
and can be altered by microRNAs (miRNAs) which may favor the tumorigenic
process. Objectives: a) to evaluate the expression of genes and miRNAs involved
in TNF-a signaling pathway and their relationships in GC samples; b) to build a
MiRNA:MRNA interaction network; c) to evaluate the effect of TNFR1 and TNFR2
receptors silencing and treatment with H. pylori extract (eHP) on gastric cancer
lineage in the expression of same genes and miRNAs, as well as in the cellular
processes of proliferation, cell cycle and apoptosis. Materials and Method: total 30
samples from GC subjects were submitted to quantitative PCR (qPCR) with
TagMan® assay, for the relative quantification (RQ) of the TNF-a signaling pathway
MRNA (TNFA, TNFR1, TNFR2, TRADD, TRAF2, CFLIP, NFKB1, NFKB2, CASPS,
CASP3) and miRNAs that presented some of these mMRNAs as targets (miR-19a,
miR-34a, miR-103a, miR-130a, miR-181c). Molecular diagnosis of H. pylori was
performed by nested PCR for gene HSP60. Stable AGS gastric adenocarcinoma
lineage containing the TNFR1 (AGS-shR1l) and TNFR2 (AGS-shR2) receptors
downregulated by specific ShRNAs and non-silenced lineage were treate with 30%
v/v eHP for 6 hours. Subsequently, the same mRNA and miRNAs were quantified by
gPCR, MTT assay for cell proliferation evaluation and flow cytometry for cell cycle
analysis and apoptosis. Results: In GC samples, it was verified up-regulation of pro-
survival genes (TNF, TNFR2, TRADD, TRAF2, CFLIP and NFKB2), CASP8 and miR-
34a, whereas proapoptotic mediators’s expression (TNFR1 and CASP3) were down-
regulated. H. pylori infection did not influence the expression of mMRNAs and miRNAs
in GC samples. miRNA:mRNA interaction network showed several possible
relationships between the analyzed miRNAs and the TNF-a signaling pathway
genes, highlighting miR-19a and miR-103a which can regulate the greatest number

of genes. In vitro experiments, AGS-shR1 presented significant decreased in the
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expression of survival genes (TNFA, NFKB1 and NFKB2) and increased CASP3
expression, although no changes in cellular processes and miRNAs expression were
observed. In contrast, TNFR2 downregulation significantly decreased TRADD and
TRAF2 expression, as well as increased the miRNAs expression, supressed
apoptosis and promoted cell-cycle arrest at G2/M. The treatment with eHP in non-
silenced lineage, besides increasing the amount of necrosis cells, increased
expression of genes TNFR1, NFKB1, NFKB2 and CFLIP, and decreased of TNFR2,
however the receptors downregulation decreased treatment response intensity.
Conclusion: Therefore, our results highlight the important role of the TNF-a
signaling pathway mediated by both TNFR2 and TNFRL1 in gastric cancer. In gastric
samples, the pro-tumor effect of TNF-a is mainly due to activation of the TNFR2-
mediated signaling pathway. In AGS cell line, TNFR1 and TNFR2 downregulation
decrease expression of pro-survival and anti-apoptotic genes and affected cellular
processes and miRNA expression, so that simultaneous silencing of both TNFR1 and
TNFR2 may have an antitumor effect on gastric cancer. In addition, H. pylori infection
response in this signaling pathway is mediated mainly by TNFR1, directing to the

cellular survival pathway.

Key-words: Gastric cancer, TNF-a signaling pathway; TNFR1 knockdown; TNFR2

knockdown; miRNAs; Helicobacter pylori
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TERT do inglés telomerase reverse transcriptase
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1 INTRODUCAO

1.1Cancer gastrico

O céancer gastrico (CG) € a quinta neoplasia mais comum e a terceira em
causa de morte relacionada ao céncer em ambos 0s sexos mundialmente
(GLOBOCAN, 2018). A incidéncia varia em diferentes regibes geograficas,
apresentando alta incidéncia na Asia e Europa Oriental, bem como na América
Latina (GLOBOCAN, 2018). No Brasil estima-se 13.540 novos casos deste tipo de
cancer em homens e 7.750 em mulheres em 2019, sendo o quarto em incidéncia
entre os homens e o sexto entre as mulheres (INCA, 2018). Embora a incidéncia e a
mortalidade tenham diminuido ao longo dos anos, a maioria dos casos sé&o
diagnosticados em estagio avancado, o que resulta em pior progndstico com taxa de
sobrevivéncia dos pacientes menor que 40% apds cirurgia e terapia (McLEAN; EL-
OMAR, 2014; LIU; MELTZER, 2017). Portanto, melhorar o conhecimento acerca da
patogénese do céancer gastrico € necessario, a fim de obter o diagndstico em
estagios iniciais e aumentar 0 sucesso terapéutico com estratégias menos téxicas e
mais efetivas (LIU; MELTZER, 2017).

A neoplasia de estbmago € uma doenca heterogénea com diferentes
fendtipos e prognésticos (OUE et al., 2019). Com relacéo a localizacdo anatémica,
um terco de todos os canceres gastricos sdo diagnosticados na céardia, regido
localizada proxima a jungéo gastro- esofagica, e os demais surgem na regido distal
do estbmago (LOTT; CARVAJAL-CARMONA, 2018). Além disto, histologicamente,
CG foi classificado em dois subtipos principais por apresentarem caracteristicas
clinicas distintas: intestinal e difuso (LAUREN,1965) (Figura 1). O tipo intestinal
apresenta semelhanca com a mucosa intestinal devido a formacéo de glandulas com
juncoes intercelulares (LOTT; CARVAJAL-CARMONA, 2018) e desenvolve-se em
um processo multiestagios denominado “Cascata de Correa”, o qual inicia com
inflamacdo promovendo a gastrite cronica, que progride para atrofia gastrica,
metaplasia intestinal, displasia e cancer (CORREA, 1975). Por outro lado, no tipo
difuso, as células perdem a coesédo e formam aglomerados que infiltram no estroma
(LOTT; CARVAJAL-CARMONA, 2018), surgindo a partir da mucosa gastrica normal
(BARBER et al., 2008). Recentemente, sistemas de classificagdo molecular tem sido
propostos, uma vez que as classificacbes anatdmica e histoldgica ndo refletem as

caracteristicas genéticas do cancer gastrico (OUE et al., 2019). Assim, a rede de
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pesquisa do Atlas do Genoma do Céancer (TCGA) classificou esta neoplasia em
quatro subtipos moleculares: CG positivo para o virus Epstein-Barr (tipo EBV), CG
com instabilidade de microssatélite | (tipo MSI), CG genomicamente estavel (tipo GS)
e CG com instabilidade cromossomal (tipo CIN) (Cancer Genome Atlas Research
Network, 2014).

CG é uma neoplasia multifatorial, de modo que durante seu desenvolvimento
h& a participacdo de diferentes fatores genéticos e ambientais (LIU; MELTZER,
2017). De modo geral, as alteracbes genéticas incluem ganho ou perda
cromossbmica, mutacdes em oncogenes e genes supressores de tumor e
polimorfismos genéticos, bem como alteracBes epigenéticas de metilacdo do DNA,
modificacdo de histonas e alteracdo na expressdo de microRNAs (miRNAs), as
quais foram relacionadas a iniciagdo e progressao do CG (LIU; MELTZER, 2017,
NECULA et al., 2019). Por outro lado, os fatores de risco ambientais incluem
tabagismo, etilismo, obesidade, refluxo gastro-esofagico, dietas ricas em nitratos (sal
e comidas defumadas, por exemplo), e principalmente a infeccdo pela bactéria
Helicobacter pylori (H. pylori) (LIU; MELTZER, 2017; RIVAS-ORTIZ et al., 2017;
LOTT; CARVAJAL-CARMONA, 2018).

Os estagios iniciais da carcinogénese do tipo intestinal sdo caracterizados por
instabilidade genética, ativacdo da telomerase, mutacdo/perda de TP53, além de
inativacdo de genes supressores de tumor e miRNAs por metilacdo de ilhas CpG.
Ativacdo de TERT, perda na expressdo do receptor B de &acido retindico,
superexpressao de TP53 e presenca anormal de transcritos CD44 caracterizam a
metaplasia intestinal, enquanto na displasia sdo encontradas mutacfes no gene
APC e instabilidade de microssatélite. Além disto, em adenocarcinoma do tipo
intestinal, observa-se expresséo reduzida de TGFBR1 e completa perda de funcéo
de p27, mutagcbes em genes de receptores tirosina-quinase (EGFR, ERBBZ2,
ERBB3), amplificacdo de VEGFA, PIK3CA e KRAS/NRAS, bem como mutagdes em
genes de remodelagdo da cromatina, como ARID1A, MLL3 e MLL (Figura 1)
(RIQUELME et al., 2015). Diferentemente, as principais mudancas moleculares
observadas no adenocarcinoma do tipo difuso incluem instabilidade de
microssatélites, perda da funcé@o da E-caderina devido a dele¢cdes ou mutacdes em
CDH1, amplificacdo de MDM2, MET e FGFR2F, além de mutacdes em RHOA
(Figura 1) (RIQUELME et al., 2015).
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos em amostras de tecido e células tumorais gastricas

AGS, nas condi¢Oes propostas, permitem concluir que:

a — Cancer gastrico associa-se com predominio na expressao de genes pro-
sobrevivéncia e do miRNA hsa-miR-34a-3p em relagdo aos genes pro-apoptoticos,
resultante da ativacéo da via de sinalizagédo de TNF-a mediada por TNFR2.

b — Ha vérias interrelacées entre os miRNAs avaliados e genes da via de
sinalizacdo de TNF-qa, destacando os miRNAs hsa-miR-19a-3p e hsa-miR-103a-3p e
os TNFA, TNFR1, TNFR2, CFLIP, TRADD, CASP3 e CASPS.

¢ — Silenciamento parcial do receptor TNFR1 reduz a expressdo de genes
proé-sobrevivéncia e aumenta a expressao do gene pro-apoptético CASP3, mas nao

afeta processos celulares.

d — Silencimento parcial do receptor TNFR2 reduz a apoptote por prejudicar a
via de sinalizacdo apoptética mediada por TNFR1 por meio de TRADD e TRAF2,
além de promover parada na fase G2/M do ciclo celular.

d — A expressao dos miRNAs hsa-miR-19a-3p e hsa-miR-34a-3p relacionam-
se com genes da via de sinalizacdo de TNF-a influenciados pela expressao de
TNFR2.

e — H. pylori associa-se com aumento da expressao de TNFR1, NFKB1,
NFKB2 e CFLIP e redugcdo de TNFR2. Portanto, esta bactéria deve ativar a via de
sobrevivéncia celular de TNF-a mediada principalmente por TNFR1.
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