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RESUMO

O cancer gastrico continua sendo uma importante causa de morte dentre os
tipos de cancer no Brasil e no mundo. A origem do cancer de estomago
provém, assim como nos demais, de acumulo de alteracdes genéticas.
Portanto, se faz necessario saber quais alteracoes genéticas sdo importantes
para desencadear a patogénese do cancer gastrico. O MNU, conhecido
carcinogeno, quando ingerido de forma oral em doses determinadas
desencadeia o desenvolvimento de adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal,
com aparecimento de estagios pré definidos caracteristico deste tipo tumoral.
Com base nestes conhecimentos, realizamos um experimento com 6 macacos
da espécie Cebus apella induzidos a desenvolver cancer gastrico do tipo
intestinal. Os animais ingeriam 16mg/kg de peso diariamente da droga, com
desenvolvimento de lesdes pré-neoplasicas em todos. Infelizmente, devido a
toxicidade da droga, somente um animal sobreviveu ao tratamento e
desenvolveu desenvolveu uma massa tumoral propriamente dita. Foram feitas
avaliacoes periddicas dos animais, em dias pré-determinados (ao inicio, no
120°, 150°, 300°, 940°) com coletas de fragmentos da mucosa gastrica. Foram
coletadas 20 amostras de tecido, distribuidas entre mucosa normal, gastrite,
displasia, metaplasia e tumoral. Destas amostras extraimos DNA para as
analises do gene CDHI. Nao ha na literatura sequencia deste gene para a
espécie utilizada no estudo. Com este objetivo, utilizamos iniciadores
construidos a partir de sequencias de CDHI1 de Callithrix jacchus (espécie
filogeneticamente) e sequienciamos cerca de 342pb da regido promotora de
CDH1 de C. apella. As analises mostraram uma similaridade de 98% desta
regido com a dos humanos, com presenca de varios sitios de ligacdo de fatores
de transcricao (spl, Ap2, NF-x, AREB6, Puf e CTF) além da presenca do CAAT
Box. Esta regido ainda possui 30 sitios CpGs, o que indica que ela pode estar
sofrendo regulacao epigenética. Para se verificar como se encontrava o padrao
de metilacao desta regido realizamos uma analise de MSP com iniciadores
especificos e constatamos que houve predominancia de alelos ndo metilados
de CDH1 para todas as amostras pré neoplasicas e a amostra de
adenocarcinoma encontra-se metilada. O que pode ser constatado com um
ensaio de Imunohistoquimica, onde somente a amostra tumoral nao
expressava a proteina caderina. Desta maneira nossas analises sugerem que a
metilacao do gene CDHI1 desempenha papel importante na tumorigénese
gastrica em C. apella, e € um evento tardio, uma vez que nao € observado nos
outro tipos teciduais nao tumorais E, partindo-se da similaridade entre as
sequiéncias, podemos sugerir que o mesmo evento pode esta ocorrendo em
humanos. Esta metilacao do promotor do CDH1 leva a um silenciamento deste
gene o que desencadeia o estabelecimento de adenocarcinomas gastricos, fato
apoiado pela literatura onde varios trabalhos apontaram que a hipermetilacao
do promotor da caderina esta associada ao desenvolvimento do cancer
gastrico.

Palavras chaves: cancer gastrico; metilacao, caderina, Cebus apella, CDH]1.



ABSTRACT

The gastric cancer remains a major cause of death among cancers in
the world. In Brazil, are expected around 500 000 new cases in
2012/2013. The origin of stomach cancer, as in others, arises from the
accumulation of genetic alterations. Therefore, it is necessary to know
which genetic changes are important in triggering the pathogenesis of
gastric cancer. We know that the intestinal type develops through well
defined stages. The MNU - a known carcinogen - when ingested in oral
form at dosages determined triggers development of this histological
type of gastric cancer. Based on this knowledge, we conducted an
experiment with six specime of Cebus paella, induced to develop
intestinal type gastric cancer. The animals consumed 16mg/kg of body
weight daily drugs. All pre-neoplasic lesions developed. Due to drug
toxicity, only one survived the entire treatment and developed a tumor.
Periodic evaluations were made of animals in pre-determined days (the
beginning, days 120, 150, 300, 940) during which samples were made
of the gastric mucosa. We collected 20 samples of tissue, distributed
among normal mucosa, gastritis, dysplasia, metaplasia, and tumor.
DNA extracted from these samples for further analyzes of the CDH]I
gene. There is no sequence of this gene in the literature for the species
under study. So the first step was to get this sequence. Using the
initiators constructed from sequences of CDHI1 Callithrix jacchus
(species phylogenetically closer to C. apella) we get a sequence of 342pb.
There is a similarity of 98% with humans, the presence of binding sites
for transcription factors like (spl, Ap2, NF-x, AREB6, Puf and CTF) and
the presence of CAAT Box. The sequence has 30 CpG sites could suffer
epigenetic regulation. We also performed MSP analysis with specific
primers and found that the region analyzed, there was predominance of
the unmethylated CDH1 alleles for all samples pre-neoplastic and
adenocarcinoma sample is methylated. When we compared these data
with immunohistochemistry revealed that only tumor sample did not
express the protein cadherin. Our analyzes suggest that methylation of
the CDH1 gene plays an important role in gastric tumorigenesis in C.
apella. And, from the similarity between sequences, we suggest that the
same occurs in humans. This cadherin promoter methylation leads to
inactivation of the gene and establishment of gastric adenocarcinomas.
The cadherin promoter hypermethylation has been reported in several
articles associated with the development of gastric cancer.

Keywords: gastric cancer, methylation, cadherin, Cebus apella, CDH 1.



1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

O cancer € a designacao dada ao conjunto de manifestacoes
patologicas que se caracterizam pela perda de controle da proliferacao
celular e ganho de capacidade de invadir tecidos adjacentes ou de sofrer
metastases para tecidos distantes (Sieber et al, 2005; Pazdur et al.,

2005; INCA, 2009).

E considerado hoje como um dos grandes problemas de saude
publica mundial. Segundo a Organizacao Mundial de Saude (OMS), em
2008 era esperado a ocorréncia de 12 milhdes de novos casos de cancer
no mundo e cerca de sete milhdoes de mortes. Estima-se que em 2020
cerca de 20 milhoes de pessoas sejam afetadas por esta doenca e mais

de 10 milhoes venham a o6bito (Love, 2010).

Para o ano de 2008, em termos mundiais, o tipo histologico
mais incidente foi o de pulmao (1,52 milhoes de casos novos), seguido
pelo de mama (1,29 milhoes) e colon/reto (1,15 milhoes). O cancer de
pulmao, por ser o de pior prognostico, levou a obito 1,31 milhoes de
pessoas. Ja o de estdomago aparece em segundo nas taxas de
mortalidade, responsavel por 780 mil mortes seguido pelo de figado com
699 mil obitos (WHO, 2009). No Brasil, segundo o Instituto Nacional do
Cancer (INCA) em seu relatorio para o biénio de 2010/2011 foram
aguardados em torno de 500 mil novos casos de cancer e, destes, oito

mil s6 no estado do Para (INCA, 2009).

De acordo com Luo et al. (2009), o cancer origina-se a partir

de alteracoes em genes do controle do ciclo celular. A célula passa entao
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a se proliferar desobedecendo aos mecanismos de controle, podendo

adquirir a capacidade de invadir outros tecidos.

As alteracoes conhecidas que podem afetar o DNA e levar ao
desenvolvimento de tumores incluem desde mutacdoes cromossomicas
(translocacoes, quebras cromossomicas, inversoes), até mutacoes
génicas (mutacdes de ponto, insercoes/delecoes) e mesmo eventos
epigenéticos (acetilacdo de histonas, metilacdo de DNA) (Stock & Otto,
2005; Ponder, 2001; Feinberg et al., 2006; Esteller, 2007a; Esteller,
2007b; Halazonetis et al., 2008).

Fatores externos e internos podem desencadear os processos
mutagénicos. O consumo excessivo de alcool, o fumo, o sedentarismo e
a exposicao as radiacoes ionizantes sao alguns dos agentes externos
associados direta ou indiretamente a muitos tipos de canceres (Rock et
al.,, 2000; Tsugane & Sasazuki, 2007). Como fatores internos podemos
citar os subprodutos metabdlicos — produzidos pelo proprio organismo
em seu metabolismo normal — capazes de afetar o DNA, tais como as
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, os produtos de peroxidacao
lipidica, os metabolitos de estrogeno e o colesterol, além dos radicais

livres, entre outros (Hoeijmakers, 2009).

1.2 BASES GENETICAS DO CANCER

O ciclo celular consiste em uma sequiéncia de fases durante as
quais eventos ordenados ocorrem a fim de se duplicar os componentes
das células e dividi-la em duas células filhas. Sao quatro as fases: Gi,
S, G2 e M (Figura 1). Eventos especificos ocorrem em cada fase: em S
ocorre a sintese de DNA e em M a divisao das células-filhas. As fases Gi

e G2 sao consideradas as de intervalo, durante as quais a célula tera o
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tempo necessario para a correcao de eventuais erros ou danos ao DNA e
também para duplicar seus componentes celulares (Evan & Vousden,

2001; Vermeulen et al., 2003; Malumbres & Barbacid, 2009).

Intérfase

Figura 1 - O ciclo celular e suas fases. M=Mitose/ I= Interfase/ G1l=
fase de gap (intervalo) 1/ G2=fase de intervalo 2/ S= fase de sintese do
DNA/ GO: fase de senescéncia.

A correta progressao através do ciclo celular € monitorada
pelos pontos de checagem. Os defeitos na sintese de DNA e/ou na
segregacao cromossomica disparam uma cascata de sinalizacdo que
termina por modular as CDKs (ciclinas dependentes de cinase, enzimas
chaves neste processo). Esta modulacao faz com que a célula suspenda

o ciclo até que o processo defeituoso seja corrigido. Todo este aparato
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impede que erros sejam transmitidos as células filhas (Hartwel &
Weinert, 1989; Elledge, 1996; Kastan & Bartek, 2004; Malumbres &
Barbacid, 2009).

Se o reparo desencadeado no ponto de checagem nao obtiver
sucesso — seja por excesso de danos no DNA ou por defeitos no préoprio
sistema de reparo — a célula deve ser encaminhada a senescéncia ou até
mesmo para a apoptose. Entretanto, algumas células podem burlar
esses mecanismos e ganhar uma sobrevida, acumulando mais
mutacoes em outros genes e dando inicio ao processo neoplasico
(Malumbres & Barbacid, 2009; Malumbres & Carnero, 2003; Kastan &
Bartek, 2004).

Este processo € caracterizado por um conjunto de
caracteristicas (ou “marcas”), compartilhado por praticamente todos os
tipos de canceres. Em 2000, Hanahan e Weinberg definiram as seis
primeiras “marcas”: a autossuficiéncia em relacao aos sinais de
crescimento, a resisténcia aos sinais antiproliferativos, a evasao a
apoptose, o potencial proliferativo ilimitado, a angiogénese, a invasao a
tecidos adjacentes e a metastase. Com o avanco dos estudos sobre o
cancer foram sendo sugeridas novas propriedades como: a evasao ao
sistema imunologico, a instabilidade gendmica, o estresse metabdlico,
mitotico e oxidativo e de danos ao DNA (Luo et al., 2009; Negrini et al.,
2010). Até que em 2011, Hanahan e Weinberg reeditaram suas “marcas
do cancer” e reformularam acrescentando as ja existentes (que
continuam sendo verdadeiras até os dias atuais) outras quatro, as quais
sdo: a evasao a destruicao auto-imune, a promocao de inflamacao
tumoral, a instabilidade gendmica e mutacdo, e a desregulacdao da

cinética celular (Figura 2).
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Figura 2 - As Marcas do Cancer. Fonte (traduzida): Hannahan & Winberg,
2011.

Todas estas “marcas” sao desencadeadas por mutacdes em
genes que devem conferir a célula portadora a capacidade de sobreviver
e proliferar em condicoes as quais normalmente seriam deletérias (Ali &
Sjoblom, 2009; Luo et al., 2009). Como sao muitos os genes envolvidos
em todo o processo, estes podem ser divididos em duas classes: os
oncogenes ¢ 0s genes supressores tumorais. Os produtos desses
genes fazem parte de uma rede de fatores que, juntos, trabalham no
controle da proliferacao celular, diferenciacao e sobrevida das células.
Mutacoes envolvendo-os sao cruciais para o desencadeamento do
processo neoplasico (Yokota, 2000; Ponder, 2001; Vogelstein & Kinzler,
2004; WHO, 2009; Ali & Sjoblom, 2009).
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Os oncogenes sao correlacionados com eventos genéticos de
ganho de funcdo e possuem efeito dominante (Ponder, 2001). Sao
responsaveis por codificar proteinas responsaveis pelo controle positivo
da proliferacao celular (Croce, 2008). Sao originarios da ativacao dos
proto-oncogenes através de translocacoes, amplificacoes génicas ou
ainda por alteracoes intragénicas que alterem a regulacao do gene. Tais
mutacoes garantem a célula portadora uma vantagem proliferativa ou
um aumento da sobrevida da mesma (Volgelstein & Kinzler, 2004;

Croce, 2008).

De acordo com o tipo de proteina codificada, os oncogenes
podem ser classificados em fatores de transcricao, remodeladores de
cromatina, fatores de crescimento, receptores de fatores de crescimento,
transdutores de sinais e os reguladores da apoptose. Cada uma dessas
classes influencia a carcinogénese de uma maneira (Croce, 2008).
Genes como o Mycl, Kras, Nras, PDGF, MDMZ2 entre outros, sao
exemplos de oncogenes (WHO, 2009).

Os genes supressores tumorais por sua vez estao envolvidos
em funcoes criticas e altamente conservadas dentro da célula. Eles sao
responsaveis pela regulacdao do ciclo celular e apoptose, diferenciacao
celular, vigilancia da integridade gendmica e reparo de erros no material
genético, transducao do sinal e adesao celular (Oliveira et al.,, 2005;

Vogelstein & Kinzler,2004).

De acordo com sua funcdo, os genes supressores tumorais
podem ainda ser subdivididos em dois grupos, os “gatekeepers” ou
genes protetores e os "caretakers” ou genes de manutencao (Oliveira et

al., 2005).

Os gatekeepers reunem genes que desempenham papel
diretamente ligado a regulacdao do ciclo celular. Eles sao responsaveis
por promover a proliferacao ou enviar a célula ao processo apoptotico.
Mutacoes nesta subclasse de genes estao diretamente ligadas ao

processo de carcinogénese e progressao tumoral de inumeros tipos de
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cancer. Os caretakers por sua vez, Sa0 responsaveis por processos
adjacentes ao ciclo celular como o reparo do DNA e a conservacao da
integridade gendmica. Mutacoes nesta classe de gene nao levam a
célula ao desenvolvimento do fenétipo mutante, mas favorecem o
surgimento de mutacoes em genes classificados como gatekeepers
(Volgelstein & Kinzler, 2004). Exemplos de genes supressores tumorais

sao: BRCA1 e 2, APC, TP53, VHL, RB1, NF1 e 2, entre outros.

A hipotese mais aceita de como os genes supressores tumorais
estariam envolvidos na carcinogénese foi proposta por Alfred Knudson
em 1971. A chamada Hipétese dos Dois Eventos de Knudson propode
que deva ocorrer dois eventos mutacionais distintos, um em cada alelo
do gene, para que o mesmo seja inativado. Essas mutacoes podem ser
herdadas ou ocorrer de forma espontanea (Macleod, 2000; Oliveira et
al., 2005).

1.3 EPIGENETICA E CANCER

As mutacoes na sequéncia de DNA por si s6 ndao sao capazes
de explicar toda a diversidade de fenotipos dentro de uma populacao de
células cancerosas. Os Fenomenos Epigenéticos oferecem uma
explicacao adicional a essa diversidade. A epigenética € definida como
modificacoes na expressdao do DNA sem, no entanto alterar a sua
sequéncia (Das & Singal, 2004; Sharma et al.,, 2010). Essas alteracoes
sao reversiveis e herdaveis. Em uma célula normal, fendémenos
epigenéticos direcionam um desenvolvimento adequado e uma

apropriada diferenciacao celular (lacobuzio-Donahue, 2009).

As modificacoes epigenéticas normais podem ser de trés tipos:

as modificacoes de cromatina, a metilacato do DNA e o imprinting
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genomico (lacobuzio-Donahue, 2009). O mais bem estudado destes
mecanismos € a metilacdo do DNA, que possui um importante papel no
controle da atividade génica (Esteller, 2008; Lopéz et al., 2009; Sharma
etal., 2010).

Em mamiferos, a metilacado do DNA ocorre pela transferéncia
de um radical metil da S-adenosilmetionina (SAM — doador universal de
radical metil) para o carbono de posicdo 5 do anel de pirimidina da
citosina. A reacao € catalisada pela enzima DNA metiltransferase
(DNMT). Somente citosinas situadas a 5’ de guaninas podem ser
metiladas formando os chamados dinucleotideos CpG (Esteller, 2008;
Iacobuzio-Donahue, 2009, Gronbaek et al., 2007; Sharma et al., 2010)
(Figura 3).

Citosina 5-Metilcitosina

Figura 3 - Metilacao da Citosina. SAM= S-adenosilmetionina.
SAH= S-adenosilhomocisteina. DNMT= DNA Metiltransferase.
Fonte: Gronbaek et al., 2007.

A primeira DNMT identificada foi a DNMT1. Ela é responsavel
pela manutencao da metilacao do genoma apos a replicacdo. Outras
DNMTs identificadas foram a DNMT3a e a DNMT3b. Ambas possuem
funcao de realizar a reacdo de metilacao de novo no DNA (Esteller,

2005; Gronbaek et al., 2007).

Entretanto, os papéis distintos das enzimas DNMTs foram

contestados em modelos de cancer: estudos vem demonstrando que a
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deplecao severa de DNMT1 produz tanto uma insignificante diminuicao
da metilacado do DNA e da metilacao global de promotores, quanto
mudancas detectaveis na expressdo de genes supressores tumorais

silenciados (lacobuzio-Donahue, 2009).

Os dinucleotideos CG's sao desigualmente distribuidos pelo
genoma, havendo ricas regioes chamadas de ilhas CpG's. Estas “ilhas”
compreendem pequenas regioes ricas em CpG, com tamanho variavel de
0,5 a S kb. Cerca de 50% das ilhas CpG's sao encontradas em regides
que nao coincidem com promotores de genes, como os centromeros e
seqUéncias de microssatélites. Nao se conhece a real funcao dessas
ilhas nestas regides supracitadas (Esteller, 2007b; Jones & Baylin,

2002; Kondo & Issa, 2010).

Além desses locais, cerca de 60% dos promotores de genes
possuem regioes ricas em CpG's, onde em geral estdo nao metiladas
(lacobuzio-Donahue, 2009; Kondo & Issa, 2010). Quando metiladas,
estas ilhas CpG's situadas em regidoes promotoras promovem um
bloqueio da transcricao pela interferéncia na ligacao dos fatores de
transcricdo. A metilacao do DNA pode também afetar modificacoes das
histonas e estrutura da cromatina, que em conjunto alteram a
expressao do gene (Figura 4) (Tycko, 2000; Das & Singal, 2004; Laird,
20059).

Duas formas de metilacao aberrante do DNA sao encontradas:
a hipometilacao global do DNA e hipermetilacao gene especifica através
de metilacao de ilhas CpG's dos seus promotores (Esteller, 2008; Kondo
& Issa, 2010).

A hipometilacao global do genoma em tumores, comparada ao
nivel de metilacao das suas contrapartes em tecidos normais, foi a
primeira alteracdo epigenética observada em canceres humanos
(Esteller, 2008). Alteracoes na metilacao global podem gerar
instabilidade genoémica, reativacdo de elementos de transposicdo e

perda do imprinting, que consiste no silenciamento de um dos alelos
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parentais herdados, através do processo de metilacao (Esteller, 2008;
Gronbaek et al., 2007; Iacobuzio-Donahue, 2009).

7 CpG ndo metilado
f CpG metilado
P Modificaco ativa em histonas

g Modificacdo repressiva em
histonas

TRANSCRICAO ATIVA TRANSCRICAO REPRIMIDA

Genes normalmente expressos NORMAL Transposons virais;

Genes regulados por imprinting gendmico

i il
c‘ Heterocromatina ’

o ru«omﬁm

TRANSCRICAO REPRIMIDA TRANSCRICAO ATIVA

11 | 1717 |
CELULA

: Expressdo de transposons e genes regulados
Silenciamento de genes supressores de tumor TUMORAL po iimprinting gendmico;

Expressdo de oncogenes
Qi

Eucromatina @@

Figura 4 - Modificacoes epigenéticas do DNA e histonas que podem
influenciar a expressao do gene. Fonte (adaptado): Lopez et al. (2009)
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A hipermetilacao de genes pode acarretar em perda de funcao,
o que pode proporcionar a célula uma vantagem seletiva similar a
observada nas mutacoes classicas (Feinberg et al., 2006; Iacobuzio-
Donahue, 2009). Essa metilacdo se da principalmente nas das ilhas
CpGs situadas em seus promotores. Pode afetar genes envolvidos no
ciclo celular, reparo do DNA, metabolismo de carcindégenos, interacao
célula-célula, apoptose e angiogénese, todos envolvidos no processo de
carcinogénese. A hipermetilacao pode ocorrer em diferentes estagios do

processo neoplasico (Esteller, 2008).

O perfil de metilacao das ilhas CpG's varia de acordo com o
tipo tumoral em questao, e nao € caracteristica somente de tumores
esporadicos, podendo ocorrer em canceres hereditarios, configurando

como um dos passos da Teoria de Knudson (Esteller, 2007b, 2008).

1.4 O CANCER GASTRICO

1.4.1 Epidemiologia

O cancer gastrico € o quarto tipo de cancer mais incidente no
mundo e o segundo tipo que mais leva a 6bito (WHO, 2009). Entretanto,
observa-se um declinio nesses numeros nos ultimos 30 anos, devido,
principalmente, a mudancas alimentares da populacao em geral, como
maior ingestao de frutas e verduras e a diminuicao do uso do sal como
conservante de alimentos (Roder, 2002; Johnson & Evers, 2008). Por

outro lado, o aumento do numero de diagnoésticos precoces tem
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aumentado o numero de novos casos e diminuido o numero de oObitos

(Parkin, 2005; Johnson & Evers, 2008; Catalano et al., 2009).

A incidéncia deste tipo de cancer nao é uniforme ao redor do
mundo. América Central e do Sul, Asia, Leste e Sul Europeu sao areas
de elevada incidéncia do cancer gastrico. Ja América do Norte, Australia
e Nova Zelandia apresentam as mais baixas taxas de incidéncia (Parkin,

2005; Forman & Burley, 2006; WHO, 2009; Catalano et al., 2009).

No Brasil, segundo o INCA, sao aguardados para o biénio
2010/2011 mais de 20 mil novos casos de cancer de estomago, sendo
13.820 para homens e 7.680 para mulheres (INCA, 2009). Para o estado
do Para, para o mesmo biénio, especula-se que ocorram 650 novos
casos e quase 50% ocorra em sua capital, Belem (INCA, 2009), que ja foi
considerada a 11® cidade no mundo em numeros de casos deste tipo de

neoplasia (IARC, 2001).

1.4.2 Fatores Etiologicos

Estudos epidemiologicos sugerem uma forte correlacao entre
fatores ambientais e genéticos/epigenéticos na génese do cancer
gastrico (Liu et al.,, 2005a; Crew & Neugut, 2006; Smith et al., 2006;
Forman & Burley, 2006; Catalano et al., 2009).

O fator ambiental mais fortemente correlacionado com o
cancer gastrico é a infeccao pela bactéria Helycobacter pylori. Esta
bactéria coloniza especificamente o epitélio gastrico e € a mais comum
infeccao bacteriana no mundo, tendo sido considerada carcinogeno tipo
1 (definitivo) pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer

(IARC - International Agency For Research on Cancer) em 1994 (Suzuki
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et al., 2009; Polk & Peek, 2010). Paises que possuem uma alta taxa de
ocorréncia de cancer de estdomago possuem também uma alta taxa de
infeccao por H. pylori (Crew & Neugut, 2006; Polk & Peek, 2010). Este
microorganismo causa uma gastrite cronica, que se nao tratada, evolui
para uma gastrite atrofica e atrofia gastrica. Sabe-se que a atrofia
gastrica € um fator de risco importante para o desenvolvimento do
cancer de estomago (Kelley & Duggan, 2003; Polk & Peek, 2010, Pandey
et al., 2010).

Entretanto, a infeccdo por esta bactéria nao € o Unico fator
ambiental envolvido na génese deste tipo de neoplasia. Habitos
alimentares também estao associados. Ha evidencias de que elevado
consumo de sal e compostos N-nitrosos e baixa ingestao de frutas e
vegetais frescos aumentam o risco de cancer gastrico (Bae et al., 2008;

Liu & Russel, 2008; Hernandez-Ramirez et al., 2009).

Estudos caso-controle associam positivamente a ingestao de
sal e compostos N-nitrosos com o desenvolvimento de cancer de
estomago, apesar de estudos prospectivos obterem resultados
controversos. Ingestao de elevadas concentracoes de sal destroem a
mucosa gastrica, causando lesdes e inflamacoes, propiciando a
instalacao da H. pylori e/ou levando ao desenvolvimento de uma
gastrite, elevando o risco de desenvolvimento de cancer gastrico.
Nitritos e nitratos - encontrados principalmente em alimentos
defumados e em conserva — quando digeridos sao convertidos em
nitrosaminas. Estas moléculas sao capazes de provocar a desaminacao
de purinas e pirimidinas do DNA podendo levar a mutacoes de ponto,
alterando genes que possam estar envolvidos no processo de
carcinogénese (Kono & Hirohata, 1996; Brandt & Goldbohm, 2006;

Hernandez-Ramirez et al., 2009).

A ingestao de uma maior quantidade de frutas e vegetais
frescos por sua vez, possui uma acao protetora com relacdo ao cancer

de estomago (Kelley & Duggan, 2003; Lochhead & EI-Omar, 2008).
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Estes alimentos contem substancias anti-oxidantes e que garantem a
integridade do DNA por evitarem a conversao de nitritos para
nitrosaminas (Liu & Russel, 2008). Entre as substancias candidatas a
este papel estariam o beta-caroteno, selénio, vitamina C e o folato
(Kelley & Duggan, 2003; Jakszyn & Gonzalez, 2006). Este ultimo tem
recebido um interesse especial como protetor contra o cancer devido
sua importante participacdo na sintese de nucleotideos e na metilacao

de DNA (Choi & Mason, 2000; Ziegler & Lim, 2007).

O tabagismo possui uma relacdo dose-dependente no
desenvolvimento do cancer gastrico. Fumantes teriam um aumento no
risco de desenvolvimento de tumor gastrico em relacao aos nao
fumantes (Ladeiras-Lopes et al., 2008; Koizumi et al.,, 2004; Nishino et
al., 2006). Ja no caso do consumo de alcool, os resultados sao
controversos. Alguns estudos evidenciam a associacao deste habito com
o desenvolvimento de neoplasia no estomago (Terry et al.,, 2002; Kelley
& Duggan, 2003; Den Brandt & Goldbohm, 2006) enquanto outros nao

encontram uma clara associacao (Franceschi & Vecchia, 1994).

Além de fatores externos, fatores genéticos estao associados
ao cancer de estomago. Por exemplo, mais de 50 mutacdées no gene
CDH1 estao relacionadas com o cancer gastrico difuso hereditario. Isto
quer dizer que individuos com essas mutacoes ao associar habitos
relacionados ao desenvolvimento dessa neoplasia, aumentam sua

probabilidade de desenvolvé-la (Lynch et al., 2008).

1.4.3 Classificacao Histopatologica

Anatomicamente, o estomago é dividido em tres grandes areas
denominadas fundo, corpo e antro. Histologicamente, € constituido de
cinco camadas sendo a mais interna a mucosa glandular, seguida pela

submucosa, muscular, subserosa e mais externamente a serosa (Figura
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5). O cancer gastrico pode se desenvolver em qualquer uma dessas

areas (Shang & Pena, 2005).

Esoéfago

Fundo

T .
Mucosa Masculo Serosa

Figura 5 - Anatomia do estdmago. Fonte (adaptado): Coffey et al., 2007

Dentre os tipos histolégicos de cancer que podem acometer o
estdmago, mais de 90% sao do tipo adenocarcinoma (derivam do epitélio
gastrico). Dos 10% restantes, predominam os tipos leiomiossarcoma e
linfoma Nao-Hodgkin. Outros tipos sao extremamente raros (Kelley &

Duggan, 2003; Hamilton & Meltzer, 2006).

Varias classificacoes histopatologicas para o adenocarcinoma
gastrico foram propostas. A mais difundida, e a utilizada no presente
trabalho, foi proposta por Lauren em 1965. Nesta classificacao, os
tumores sao divididos em intestinal (ou bem diferenciado) e difuso (ou
pobremente diferenciado). Estes sub-tipos diferem tanto em suas
caracteristicas histologicas, quanto na epidemiologia, patogenicidade e

perfil genético (Hamilton & Meltzer, 2006).

O tipo difuso caracteriza-se por apresentar células pouco

coesas, difusamente infiltradas no estroma gastrico, com pouca ou
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nenhuma formacao glandular (Figura 6). Nao ha descricao de lesoes
pré-neoplasicas e nao possui distribuicao geografica definida. Os
pacientes acometidos por este tipo sdo em sua maioria jovens, do
género feminino, com historico familial e apresentam o pior prognostico
em comparacao ao tipo intestinal (Nardone, 2003; Hamilton & Meltzer,
2006). Microscopicamente, a lesdo nao apresenta limites definidos,
apresentando espalhamento extensivo na submucosa e metastases
precoces (Caldas et al.,, 1999). Possui um componente hereditario mais
forte do que o tipo intestinal e possui correlacao com fatores
ambientais, como infeccao por H. pilory (Dickens et al.,, 2005; Lynch et

al., 2008; Hamilton & Meltzer, 2003).

Figura 6 — Cortes histopatolégicos de tecido gastrico. A esquerda tecido
normal e a direita adenocarcinoma gastrico tipo difuso, segundo

classificacao de Lauren, 1965. Fonte (modificadas): Hartgrink et al., 2009; Hoenberg
& Greschel, 2003

O tipo intestinal por sua vez apresenta-se como uma formacao
glandular similar a mucosa colonial (Figura 7). Esta formacao pode ser
de tumores pobremente a altamente diferenciados, os quais crescem
com padrao mais expansivo que infiltrativo e maior vascularizacao
(Dicken et al., 2005). Sao descritas lesdes pré-neoplasicas associadas, e
€ o tipo mais comum em areas com elevada incidéncia de tumores
gastricos (Hamilton & Meltzer, 2003; Dicken et al., 2005). Este tipo de
cancer € mais comum em homens com idade avancada e possui forte

componente ambiental (Nardone, 2003).

27



Figura 7 — Cortes histopatolégico de tecido gastrico. A esquerda mucosa do
estomago normal. A direita adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal,

segundo classificacdo de Lauren, 1965. Fonte (modificadas): Hartgrink et al., 2009;
Hoenberg & Greschel, 2003

Existem ainda tumores que apresentam um padrao misto,
com quantidades iguais de componentes do tipo difuso e do tipo
intestinal. Estes tumores sdao chamados de carcinomas mistos. Outros
estdo demasiadamente indiferenciados e sdo chamados de

indeterminados (Hamilton & Aatonen, 2000).

1.4.4 Fatores Genéticos e epigenéticos associados

Varias sao as causas de desregulacao de genes em cancer
gastrico e pode ocorrer em diferentes niveis: no genoémico, a nivel de
sinalizacao e a nivel pos transcricional (Stock & Otto, 2005). Portanto, o
desenvolvimento e progressao deste tipo de cancer envolve um grande
numero de alteragcdes genéticas e epigenéticas tanto em genes
supressores tumorais quanto em oncogenes (Tamura, 2006; Park,
2010). Apesar da patogénese do cancer de estdmago ser muito incerta —
principalmente quando se trata do tipo difuso - muito tem se

descoberto acerca da biologia molecular do cancer como um todo, o
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qual tem proporcionado evidéncias de que a malignizacdo de uma célula
epitelial se da através de um processo de multiplas etapas, resultado de
acumulos de anomalias genéticas (Yasui et al., 2000; Zheng et al., 2004;

Ushijima & Sasako, 2004; Park, 2010).

Correa (1992) propés um modelo para explicar a
carcinogénese gastrica. De acordo com ele existiriam fases pré-
neoplasicas desencadeadas por uma gastrite cronica (proveniente em
sua maioria por uma infeccao de H. pylori) que evoluiria até a instalacao
do cancer de estdmago. As fases intermediarias seriam — em ordem
crescente de malignizacao — gastrite atrofica, metaplasia intestinal e

displasia (Yasui et al., 2000).

A progressao por esta sequencia de mudancas histologicas é
acompanhada por sucessivas mudancas genéticas e epigenéticas.
Pesquisas apontam que este modelo se aplica principalmente ao tipo
intestinal, que possui fases pré-neoplasicas mais bem definidas (Figura

8) (Panani, 2008; Park, 2010).

As alteracoes genéticas mais comuns seriam a perda de
heterozigosidade e mutacoes de pontos em genes supressores tumorais;
e as epigenéticas seriam a inativacao de genes supressores tumorais
através de metilacdo de ilhas CpG's e silenciamento a nivel
transcricional (Yasui et al, 2006). Mutacoes genéticas locais que
alteram a expressao génica incluem amplificacao génica, delecoes e
mutacoes em regides codificadoras ou regulatorias (Stock & Otto, 2005).
Outras alteracoes associadas ao cancer gastrico sao a instabilidade de
microssatélites (MSI), mutacoes em reguladores do ciclo celular,
ativacao da telomerase e polimorfismos genéticos (Yasui, 2001; Keller et

al., 2005; Milne et al., 2009).
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Figura 8 - Modelo de via da carcinogénese do cancer gastrico e alguns genes envolvidos.
Fonte (adaptado): Hartgrink et al.,2009; Yasui et al.,2005, 2006; Carl-McGrath et al.,2007.
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Um mecanismo comum de inativacdo de genes em cancer
gastrico € o silenciamento epigenético através da metilacao do DNA e
esta normalmente associada a genes supressores tumorais (Toyota et
al.,, 1999; Stock & Otto, 2005). No cancer gastrico, inumeros genes
supressores tumorais ja foram descritos como silenciados através deste
mecanismo como o hMLHI1, APC, CHFR, COX2, DAP-kinase , DCC, E-
cadherina (CDHI1), GSTP1, HRK, LOX, MGMT (O6-metilguanina
metiltransferase), p14, p15, p16, PTEN, RASSF1A, RUNX3, 14-3-3 sigma,
THBS1, TIMP-3, e TSLC1 (Tamura, 2006; Vauhkonen et al., 2006; Yasui
et al., 20006). Pesquisadores observaram que ha um aumento do numero
de genes metilados a medida que ocorre a progressao tumoral,
indicando uma correlacao entre a progressao tumoral e a metilacao do

DNA (Yasui et al., 2006; Park, 2010).

Em tumores gastricos, muitos proto-oncogenes sao ativados.
Os mecanismos envolvidos podem ser desde uma amplificacao génica
com consequente aumento de expressao do mesmo, quanto alteracoes
epigenéticas (principalmente a metilacao de ilhas CpG's). Dentre os
oncogenes envolvidos na carcinogénese gastrica podemos citar o c-met,
c-erB2, K-ras, c-myc, c-Kit, K-sam e o TNF-a. No caso deste ultimo,
polimorfismos podem lhe conferir uma maior susceptibilidade ou
resisténcia ao desenvolvimento do cancer de estomago (Yasui et al.,

2006; Panani, 2008; Milne et al., 2009).

Os genes supressores tumorais também aparecem alterados
em tumores de estdomago. Algumas delecoes intragénicas - ou até
mesmo do gene inteiro - ja foram descritas na literatura, envolvendo
principalmente o gene CDHI1. Outras mutacoes podem ocorrer neste
gene. Sao descritos polimorfismos em seu promotor (Zhang et al., 2008;
Jenab et al.,, 2008; Chen et al, 2011) e alteracdoes nos padroes de
metilacao das ilhas CpG's que modificam a expressao do gene (Machado
et al., 2001; Prassad et al.,, 2008). Uma super-expressao de CDHI é
encontrada em cancer gastrico e correlacionada com a aquisicao de

habilidades infiltrativas e de metastase (Panani, 2008). As mutacoes
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genéticas e o0s eventos epigenéticos neste gene também foram
correlacionadas com alteracoes na linhagem germinativa que levam ao
desenvolvimento de cancer gastrico do tipo difuso de origem familial
(Moran et al.,, 2005; Oliveira et al., 2006; Carl-McGrath et al., 2007).
Outro gene supressor tumoral largamente estudado e envolvido na
carcinogénese gastrica € o TP53. Este gene codifica uma proteina
responsavel pelo controle do ciclo celular, reparo do DNA, diferenciacao
celular e apoptose (Chumakov, 2000; Park, 2010). Sua funcao pode ser
alterada através de perda de heterozigosidade, mutacoes e alteracoes
nos padroes de metilacdo de seu promotore. Mudancas nos padroes de
expressao deste gene sdo uma das mais prevalentes alteracoes
genéticas em canceres humanos, incluido em tumores gastricos, onde
aparece alterado em cerca de 40% dos casos (Cervantes et al.,, 2007;
Park, 2010). Observa-se ainda que em pacientes mais jovens, em
comparacao aos de idade avancada, ha uma menor incidéncia de

mutacoes no TP53 (Nobili et al., 2011).

Outra caracteristica genética marcante dos tumores gastricos
€ a presenca de MSI. A instabilidade de microssatélite € a consequéncia
de defeitos no processo de reparo do DNA que leva a instabilidade
génica (Stock & Otto, 2005). A principal causa desta alteracao, € o
silenciamento do gene de reparo hMLHI e hMSH2 através de
hipermetilacao de seus promotores (Yasui et al.,, 2006; Cervantes et al.,
2007; Nobili et al., 2011). Ha entao uma alteracao espontanea em
seqUéncias repetitivas simples chamadas de microssatelites, com
insercao ou delecao de uma ou mais repeticoes. Existem trés niveis de
MSI que podem ser identificados: alta instabilidade de microssatélite
(MSI-H), baixa (MSI-L) e auséncia de instabilidade (MSS) (Tamura,
2006; Nobili et al., 2011).

A prevaléncia de MSI é variavel no cancer gastrico, ficando
entre 15% e 60% de acordo com a populacao estudada (Yasui et al.,
2001; Nardone, 2003; Keller et al., 2005; Smith et al., 2006; Tamura,

2006). A sua presenca propicia um acumulo de outras mutacoes que
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contribuem para a patogénese deste tipo de cancer. Tumores com MSI-
H apresentam caracteristicas diferentes quando correlacionadas aos
que possuem MSI-L ou mesmo MSS, sendo relatado um melhor
prognostico e maior sobrevida (Tamura, 2006; Zheng et al., 2004; Nobili

etal., 2011).

A existéncia de polimorfismo genéticos também foi associada
a instalacdo de tumores gastricos e estariam principalmente envolvidos
na progressdo dos mesmos. Polimorfismo sdo variacoes genéticas
funcionais encontradas em cerca de 1% da populacao que ocasionam
variabilidade genética. Trata-se de uma importante causa endoégena do
cancer (Yasui, 2005). Alguns polimorfismos que comprovadamente
modificam o risco ao cancer gastrico envolvem os genes IL-1beta (IL1B),
o receptor antagonista IL-1 (IL1RN) e o N-acetiltransferase (NAT1) (Yasui,
2005). Outros ainda apresentam uma correlacao fraca com a génese do
cancer gastrico, mas sao associados a respostas diferenciadas aos
tratamentos quimioterapicos. Como por exemplo os de genes sao os
envolvidos na via do folato, como o metileno tetrahidrofolato (MTHFR) e
o timidilato sintase (TS) (Zhang et al., 2005; Reeves et al., 2009; Jung et
al., 2010; De Re et al., 2010).

Ha ainda outros genes — com mutacoes associadas ao cancer
gastrico — os quais envolvem outras vias celulares como a apoptose
(BAX, Bcl, Survivina), a angiogénese (VEGF), os reguladores de ciclo
celular (p27, E2F), os fatores de crescimento (EGF, TGFa, IGFI]) dentre
outros também estao envolvidos na instalacao e/ou desenvolvimento do
cancer gastrico (Zheng et al., 2004; Smith et al., 2006; Yasui et al.,
2006, Panani, 2008; Nobili et al., 2011)
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1.5 O GENE CDH1

As caderinas compreendem uma superfamilia de proteinas
transmembranas que medeiam a adesdo célula-célula dependente de
calcio, funcionando como uma proteina chave na morfogénese de

inumeros orgaos (Roy & Berx, 2008).

A E-caderina € um dos membros desta familia e esta presente
em células epiteliais de mamiferos (Beavon, 2000). E uma caderina tipo
I (conhecida também como CDHI), e € normalmente considerada o
prototipo de todas as caderinas devido a sua identificacdo e posterior
caracterizacao, tanto em tecido normal quanto patoléogico, ter sido feita
precocemente (Roy & Berx, 2008). A proteina funcional € constituida de
trés grandes dominios: uma grande porcao extracelular (éxons 4-13),
uma pequena porcao transmembrana (éxons 13 e 14) e um dominio
citoplasmatico pequeno mas conservado que interage com inumeras
proteinas chamadas coletivamente de cateninas, em especial com a -
catenina, e forma também uma ligacdo com a actina do citoesqueleto

(Figura 9) (Berx & Roy, 2001; Calmon & Rahal, 2007)

Dominio
Intracelular
da e-caderina Espaco Intracelular
Juncdo aderente .
: 200000 o
t B G ) .‘
3 = Dominio
Dominio Extracelular
Transmembrana da e-caderina
; Membrana
Actina Celular

Figura 9 - Representacao esquematica da E-caderina.
Fonte: Calmon & Rahal, 2007.
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Em humanos, o gene E-caderina € localizado no cromossomo
16g22.1 (Figura 10), composto por 16 éxons, codifica um polipeptideo
com 728 aminoacidos e é considerado um gene supressor tumoral
(Beavon, 2000; Fitzgerald & Caldas, 2004; Chan et al., 2006; Calmon &
Rahal, 2007). Pode ser inativado tanto por LOH, quanto por mutacoes

ou hipermetilacdo (Panani, 2008).
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Figura 10 - Representacao da localizacdo no mapa do genoma humano
dos principais genes envolvidos no desenvolvimento de cancer. Observar
a localizacao do gene CDH1 no cromossomo 16. Fonte: Jones & Baylin, 2002.

Uma diminuicao da expressao de E-caderina € encontrada
tanto em cancer gastrico como em outros tipos de canceres, e esta
correlacionada com ganho de habilidade infiltrativa e de metastase
(Chan, 2006; Panani, 2008). Ha evidéncias ainda que suportam a teoria
de que a CDHI nao desempenharia funcao s6 na adesao celular, mas
também teria participacdo na sinalizacdo intracelular, contribuindo
para o crescimento tumoral (Chan, 2006). Estudos demonstram que
alteracoes na caderina afetam a via Wnt de sinalizacao (Bienz & Clevers,
2000; Polakis, 2000; Cavallaro & Christofori, 2004; Chan, 2006;
MacDonald et al., 2009) (Figura 11).
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Figura 11 - Via Wnt de sinalizacdo. Fonte (modificada): Cervantes et al., 2007
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Alteracoes somaticas neste gene sao as mais freqientes em
tumores gastricos do tipo difuso e alteracoes na linhagem germinativa
sdo associadas com o tipo familial deste mesmo subtipo histologico, o
qual apresenta um perfil histolégico consistente com a perda da adesao
célula-célula (Cleton-dansen, 2002; Nakamura et al.,, 2002; Suriano et

al., 2003; Lu et al., 2005; Cervantes et al.,2007) (Figura 6).

Frequentemente a perda da expressao deste gene deve-se a
mutacoes ou mesmo a delecoes do mesmo (Stock & Otto, 2005). Outro
mecanismo que vem sendo largamente estudado € a hipermetilacao do
promotor do gene, sendo correlacionado com uma diminuicao da
expressao do mesmo levando ao desencadeamento do cancer gastrico
(Tamura et al., 2000; Graziano et al., 2004; Stock & Otto, 2005; Liu et
al., 2006; Silva et al., 2010; Borges et al., 2010).

Esta hipermetilacdo do gene em cancer gastrico resulta no
desenvolvimento do modelo dos dois passos de Knudson para o gene
CDH1 em carcinomas gastricos: o primeiro alelo do gene poderia ser
inativado através de mutacoes genéticas ou mesmo delecao e o segundo
alelo entao seria silenciado através da metilacdo do promotor (Grady et

al., 2000; Park, 2010).

Observou-se também que havia um aumento na taxa de
metilacao do gene CDH1 a medida que ocorria o avang¢o na progressao
tumoral (Vauhkonen et al.,2006; Oue et al.,2006; Park, 2010). Estudos
de padrao de metilacao confirmam que a frequiiéncia de hipermetilacao
do promotor do CDH1 em amostras de cancer gastrico sao normalmente
superiores a 90% (Graziano et al.,2004;Leal et al., 2007; Silva et al.,
2010).

Além das alteracdoes que levam a inativacdo do gene, é
relatado um polimorfismo no promotor do gene CDHI na posicao -160
que estaria envolvido na diminuicdao da transcricao do gene in vitro.

Nesta posicao podem aparecer residuos de citosina (C) ou de adenina (A)
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(Liu et al., 2006). Comparacoes entre a variante A demonstram uma
diminuicao da eficiéncia de transcricaio em 68% quando comparada
com a variante C. Este polimorfismo também foi associado como um
marcador genético de susceptibilidade ao cancer (Nakamura et al.,2002;
Graziano et al.,, 2004; Lu et al.,, 2005; Liu et al.,2006; Borges et al.,
2010). Um estudo de meta analise indica fenoétipo variavel entre

asiaticos e caucasianos (Gao et al., 2008)

Portanto, a analise dos padrdes de metilacao do gene CDH1I
desde as fases pré-neoplasicas até a instalacdo do cancer em si faz-se
necessario para se elucidar em qual estagio ha a perda da funcao do

gene.

1.6 MODELOS ANIMAIS

Modelos animais tem se demonstrado valiosas ferramentas
nos estudos acerca da carcinogénese. Nas ultimas décadas, inumeros
esforcos foram combinados para se obter o maximo de informacoes
sobre a patogénese do cancer gastrico e quais sao suas etapas pré
neoplasicas, além de quais fatores influenciam diretamente em sua
instalacao e progressao. Alguns desses estudos foram feitos utilizando
roedores como modelo experimental, mas o tamanho de seus orgaos
impossibilita realizar procedimentos de coleta como coleta de sangue e
diagnostico de imagem demonstrando o desenvolvimento da doenca
(Tsukamoto et al., 2007). Vale ressaltar que o uso de roedores € muito
util para o teste em larga escala de potenciais carcinégenos, devido ao
baixo custo de manutencao desses animais (Ushijima & Sasako, 2004;

Takayama et al.,2008).
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Os primatas ndo humanos por sua vez constituem excelentes
modelos experimentais para os casos em que se querem avaliar a
instalacao e progressdao dos tumores gastricos. Estes animais possuem
proximidade evolutiva e filogenética aos seres humanos, possuindo
similaridade anatomica, fisioloégica e bioquimica muito maior do que os
roedores. O tamanho de seus o6rgaos também confere uma vantagem
para este tipo de experimento, pois permitem a realizacdo de
procedimentos de coleta de sangue, biopsias e exames de endoscopia
tantas vezes forem necessarias no mesmo animal em diferentes
periodos de tempo. Comparados aos roedores, a incidéncia de tumores
esporadicos € baixa. E a longevidade desses animais permite que sejam
expostos a carcinogenos por um longo periodo, comparavel aos seres
humanos. As desvantagens sao obvias: os custos de manutencao sao
elevados e o longo tempo para o surgimento dos primeiros resultados.
Este tipo de modelo experimental — combinado ao uso de carcinogenos
quimicos para induzir ao cancer gastrico — vem sendo estabelecido pelo
National Cancer Institute (NIH) dos Estados Unidos e pelo National

Cancer Research Institute do Japao (Takayama et al., 2008).

Dentre os carcinégenos quimicos capazes de induzir tumores
gastricos em modelos experimentais esta o N-Metil-N-nitrosurea (MNU)
(Figura 12). Este agente € capaz de provocar alteracoes genéticas e
epigenéticas levando a alteracbes neoplasicas. E um conhecido
carcinogeno que nao necessita de ativacdo metabodlica agindo

diretamente sob o organismo (Swan & Magee, 1968; Budan et al.,2008).

H;N\
(==
HJC—N\
N=0

Figura 12 - Estrutura quimica do MNU (N-Metil-N-nitrosurea).
Fonte: Budan et al., 2008.
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O DMNU pertence a classe de compostos conhecidos
genericamente de N-nitrosamidas, que sao instaveis em solucao aquosa,
especialmente em pH> 5. E improvavel que sejam encontradas MNU ou
outras nitrosamidas em concentracoes apreciaveis em alimentos ou
bebidas. Entretanto, &€ possivel que estes compostos sejam formados no
estdmago in vivo de humanos a partir de precurssores ingeridos (como
amidas e nitritos). Experimentos demonstram que pode haver formacéao
de nitrosamidas (como o MNU) a partir de precursores amidas
correspondentes € muito elevada em condicoes acidas como as
encontradas no estomago. O MNU pode ainda ser formado como
produto do metabolismo da creatinina (Figura 13) (Sen et al.,, 2000).
Devido haver a probabilidade de formacao de MNU a partir de amidas e
nitritos, a ingestao de carnes curadas e alimentos salgados torna-se um
fator ambiental predisponente ao cancer, principalmente o de estomago

(Rock et al., 2000; Liu & Russel, 2008).
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MNU = N-Metil-N-nitrosurea N-metilurea

Figura 13 - Reacdo de formacao de MNU a partir da Creatinina.
Fonte: Sen et al, 2000.
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A nivel molecular, o MNU reage com a guanina do DNA
formando Of-metilguanina. A alquilacdo na posicdo O6 da guanina é
associada a formacdo de mutacdo do DNA nos canceres, como a
transicdo de pares de guanina-citosina e de adenina-timina na mutacao
no gene K-ras ou no TP53, que ocorre porque guanina alquilados sao
reconhecidas como adeninas durante a replicacdo do DNA (Esteller,

2000; Budan et al.,2008).

Devido as caracteristicas supracitadas, o MNU tem sido
utilizado como carcinégeno em modelos experimentais (Uwagawa et al.,

1991; Sugiyama et al., 1998; Crallan et al., 2006; Tomita et al., 2010).

Sendo assim, a inducao pelo MNU de lesbes pré-neoplasicas
semelhantes as que ocorrem antes do desenvolvimento do
adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal (Tsukamoto et al.,2007) em
primatas nao humanos, permite que sejam coletadas amostras de
tecido gastrico de cada estagio de desenvolvimento da doenca e

caracterizar quais as alteracoes genéticas e epigenéticas presentes.
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1.7 OBJETIVOS

1.7.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil de metilacdo e expressao do gene CDHI em
amostras de mucosa gastrica — nos diferentes estagios da patogénese do
cancer de estomago - em modelo experimental desenvolvido em

primatas da espécie Cebus apella.

1.7.2 Objetivos especificos

e Estabelecer modelos de carcinogénese gastrica in vivo a partir
da inoculacao de MNU;

e Caracterizar o promotor do gene CDH 1 para Cebus apella;

e Avaliar o perfil de expressao do gene CDHI nos diferentes
estagios do processo carcinogénico induzido por MNU em
primatas da espécie Cebus apella;

e Avaliar o perfil de metilacado do gene CDHI nas mesmas
amostras acima;

e Comparar o perfil de expressao com o perfil de metilacao do
gene CDH1 nos diferentes estagios do processo carcinogénico

induzido por MNU em primatas da espécie Cebus apella.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 AMOSTRAS

O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética da
Universidade Federal do Para (Parecer MEDOO2-10). Previamente a este
trabalho, seis primatas adultos da espécie de Cebus apella foram
tratados com MNU (N1517 Sigma-Aldrich, USA) durante dois anos e
meio. Os animais tinham entre seis e sete anos e pesavam entre 2,7 e
3,6 kg, sendo considerados saudaveis ao inicio do estudo apdés uma
avaliacao veterinaria. Durante todo o tempo de tratamento com a droga,
ficaram sob os cuidados do Centro Nacional de Primatas (CENP),
identificados por microchips, submetidos a uma dieta balanceada, nao

enriquecida com cloreto de so6dio e pesados diariamente.

Os animais foram tratados por 940 dias com doses diarias de
MNU na dosagem de 16 mg/kg, além de ser oferecido também diluido
em agua em vasilhames protegidos da luz. Exames periodicos de
endoscopia com biopsia gastrica e ultrassonografia (dias 0, 90, 120, 300
e 940) foram realizados ao longo do tratamento, para monitoramento.
As amostras coletadas de biopsia foram entdo submetidas a analise

histopatologica a fim de se avaliar o grau de malignidade.

Apos a obtencao das amostras de biopsia e da analise
histopatologica, as amostras foram encaminhadas ao laboratoério de

biologia molecular para que fosse realizada a extracao do DNA.

O DNA foi obtido através da utilizacdo do QIAamp DNA Mini

Kit (Qiagen, Mainz, Rheinland-Pfalz, Alemanha) seguindo as instrucoes
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do fabricante. Apos a extracdo, foi realizada a quantificacdo no

NanoDrop 1000 Spectrophotometer V3.7 (Thermo Scientific).

2.1.1 Seqiiéncia genomica

A sequencia gendmica para a regiao promotora do gene CDH1
de C. apella foi obtida a partir de iniciadores desenhados utilizando-se
regioes conservadas da sequencia de Callithrix jacchus (acesso em

Ensembl pelo codigo ENSCJAGO00000015504).

Primeiramente realizou-se uma PCR somente com amostras
de mucosa gastrica normal. Esta reacao possui volume final de 25 pul
contendo: 50 ng de DNA molde, 10 pM de cada um dos iniciadores, 0,20
mM de dNTP, 2,5 mM MgCl, e 0,5 U de Taq DNA polimerase
(Invitrogen™). Os iniciadoress e as condicoes de PCR utilizados sao
demonstrados na Tabela 1. As amostras utilizadas nesta etapa foram

somente as de mucosa normal.

Tabela 1 - Iniciadores e condigcoes da PCR para obtencdo da sequiéncia
sequencia promotora parcial do gene CDH1 de C. apella.

- Tamanho Temperatura Quantidade
Iniciador fragmento .
anelamento de ciclos
esperado
Foward:
ACCGGCGGGGCTGGGATTCGAA
403 pb 60 °C 40

Reverse:
CGCGGAGTGGCTGCGGCTCAAA

pb= pares de base
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Apods a PCR, os fragmentos obtidos foram entao sequiienciados
utilizando o seqUenciador automatico ABI377 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). A reacao de sequUenciamento foi realizada
utilizando o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied

Biosystems).

As sequéncias foram alinhadas utilizando-se o programa
BioEdit (Hall, 2011) juntamente com amostras de CDHI1 de humanos
(Genebank NT_010498) e de C. jacchus. As analises da regidao promotora
foram feitas utilizando os programas Transcription Element Search

System (TESS - Chug & Overtin, 1998) e Promoter Scan (http://www-

bimas.cit.nih.gov/molbio/proscan/) para a identificacao de sitios de

ligacao de fatores de transcricao.

2.1.2 Modificacao por Bissulfito

A modificacao por bissulfito consiste na conversao de todas as
citosinas nao metiladas em uracilas, com a preservacao das que
estiverem metiladas. Desta forma torna-se possivel analises do padrao
de metilacao da amostras em questao. O DNA de todas as amostras de

tecido coletados e todas elas passaram por este processo.

Resumidamente, 2 uyg do DNA genomico foram desnaturados
através de um tratamento com NaOH e modificado com bissulfito de
sodio a 3M por 16h em banho-maria a 54°C. Apdés o periodo de
incubacdo, as amostras foram purificadas com o kit Wizard DNA
purification resin (Promega), tratado com NaOH novamente, precipitado
com etanol e ressuspendido em 40 ul de agua. Apods esta etapa, as

amostras foram armazenadas em freezer a -20°C protegidos da luz.
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2.1.3 PCR metilacao especifica (MSP)

A técnica de MSP inicia-se a partir de um DNA modificado
pela técnica do bissulfito que é entdo submetido a uma PCR com

iniciadoress especificos que contem ao menos um sitio CpG.

No presente estudo, a reacdo de PCR possuia volume final de
25ul que continham: 2ul de DNA modificado, 10 pM de cada iniciadores,
0,20 mM de dNTP, 2,5 mM MgCls e 0,5 U de Taq DNA polymerase. Os
iniciadores para MSP foram desenhados a partir da sequencia gendmica
de CDH1 para C. apella obtidas anteriormente no presente trabalho,
utilizando-se o programa Methyl Primer Express Software v1.0 (Applied
Biosystem). Os iniciadores utilizados sao demonstrados na Tabela 2-
Iniciadores utilizados em cada reacao de MSP Para cada amostra foi
realizada uma reacao com o par de iniciador metilado e outra com o par
de iniciador nao metilado. A PCR foi realizada utilizando a estratégia de
“Hot Start’, iniciando-se com um ciclo de 95°C por 5 minutos antes da
adicao de Taq DNA polimerase (Invitrogen™). Apos este estagio, seguiu-
se com 40 ciclos de 95°C por 30 segundo, 54°C por 30 segundos e 72°C

por 30 segundos e, por ultimo, uma extensao final a 72°C por 5

minutos.
Tabela 2- Iniciadores utilizados em cada reacao de MSP

Iniciador Seqliéncia

Foward 5 AGGGTTATCCGTTTATGC 3
Metilado

Reverse 5 CCCCGTACCGCTAATTAACT 3

Foward 5 GAGAGGGTTATTGTGTTTATGT &

N&o metilado
Reverse 5 CCCCCATACCACTAATTAACT &
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Os produtos das PCRs foram entdo visualizados em gel de
agarose a 3%. Surgimento de banda no gel na reacdo com par de
iniciador metilado indica amostra metilada. O inverso indica amostra

nao metilada.

2.1.4 Imunohistoquimica

Com a finalidade de se avaliar a expressdo do gene da
caderina em cada uma das amostras, foi realizado testes de
imunohistoquimica. A deteccao da proteina e-caderina nas células
tumorais utilizou anticorpo primario da marca Zymed®. O método
imunohistoquimico adotado foi o da estreptavidina-biotina-peroxidase

descrito por Hsu et al.(1981), com modificagoes.

Em primeiro lugar, foi realizada a desparafinacao e
hidratacao das laminas. Estas eram colocadas em estufa pré aquecida a
60°C, durante 120 minutos. Em seguida foram mergulhadas em xilol
aquecido a 60°C por 10 minutos. Posteriormente, as laminas passaram
por uma bateria de xilol (I, II, III); alcool etilico 100% (I, II e III); alcool
etilico 80%, permanecendo 1 minuto em cada passagem. No final as

laminas foram passadas em agua por 10 minutos.

O segundo passo consistia em uma recuperacao antigénica
das laminas, durante o qual foi utilizado tampao citrato 10mM pH 6,
199 °C em forno de microondas, por 15 minutos. Apos esse periodo as

laminas foram resfriadas em temperatura ambiente por 20minutos.

Em seguida, o bloqueio da peroxidase endogena foi realizado

mergulhando-se as laminas em um borel com peréxido de hidrogénio a
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3%. Os cortes histologicos foram entao cobertos por anticorpo primario
diluido (1:60) e as laminas incubadas (4-8°C) por 16 horas. A deteccao
foi realizada pelo sistema LSAB+ (DakoCytomation®), seguindo as
recomendacoes do fabricante. A revelacao pelo sistema DAB+ (3,3
diaminobenzidine) (DakoCytomation®), também foi realizada seguindo

recomendacoes do fabricante.

Para a contra-coloracdo, as laminas foram mergulhadas em
um borel contendo Hematoxilina de Harris a 40% seguida pela
desidratacdo das laminas que foram passadas em gradiente
agua/alcool/xileno. As laminas foram montadas com laminulas e

Balsamo do Canada.

O parametro de normalidade foi definido utilizando amostras
de tecido gastrico nao-tumoral fixadas em formamida e incluidas em

parafina obtidas dos animais no inicio do tratamento com MNU.
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3 RESULTADOS

3.1 CARCINOGENESE EM Cebus apella

Todos os seis primatas utilizados no presente trabalho
desenvolveram lesbes pré-neoplasicas, porém somente em um foi
observada a presenca de tecido tumoral gastrico do tipo intestinal. Os
demais macacos faleceram antes do término do experimento, muito
provavelmente devido a intoxicacdo por MNU, uma vez que
apresentaram sintomas caracteristicos como nauseas e vOmitos

€XCesSivos.

Como ja relatado, em cada wum dos exames de
acompanhamento dos animais foram coletadas amostras de tecido da
mucosa gastrica. No total obtivemos 20 amostras classificadas de
acordo com as analises histopatologicas em mucosa normal, gastrite,

gastrite atrofica, metaplasia e tumoral do tipo intestinal (Tabela 3)

Tabela 3 - Distribuicdo das amostras segundo o tipo histologico

TIPO DE TECIDO NUMERO AMOSTRAL
Mucosa Gastrica Normal 06
Gastrite 06
Gastrite atréfica 05
Metaplasia 02
Tumoral (tipo intestinal) 01
Total de amostras 20
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3.2 REGIAO PROMOTORA DE CDHI1 EM Cebus apella

Devido a auséncia na literatura da seqiiéncia promotora de
CDH1 para C. apella, foram desenhados iniciadores baseados nas
regioes conservadas compartilhadas entre duas espécies de primatas: C.
jacchus (Ensembl ENSCJAG00000015504) e Homo sapiens (Genebank
NT 010498). Na Figura 14 observamos a regiao flanqueada pelos

iniciadores na sequiéncia de C. jacchus.

1 ACCGGCGGGGCTGGGATTCGAACCCAGTGGATCGATCCCATAACCCATCT so0
51 AGACCCTAGCAACTCCAGACTGGTGGGTCACCGGTCTGCCGGAGGCCGAG 100
101 GGGCGGGACCGCGGGCGGGCCGTCATTCCCGCGGCGGAGGGTTCCGTGLT 150
151 GCTGATTGGCCGCGGCCGGCAGGTGCACCCTCAGCCAATCAGCGGAGCCG 200
201 GAGGCGGTGCCTCCGAGGCTCACCTGGCGGCCGCCGCGCCGCCCCTCTCA 250
251 GTGTCGTCGGAGCCTCAAAGCACCTGTGAGCTCGCGAAAGTCCGTTCAGA 300
301 CTCCAGCCCGGCCCAGACCGGCCCGACCCGACCGCALCCCGGLCCeCELLC 350
351 TTGCTCGGCGTCCCCGGCCGACCATGGGCCCTTTGAGCCGCAGCCACTCC 400
401 GCG 403

Figura 14 - Seqliéncia de C. jacchus (Ensembl ENSCJAG00000015504)
flanqueada pelos iniciadores desenhados. Em vermelho os iniciadores.

Comparando-se a sequéncia flanqueada pelos iniciadores de
C. jacchus com a de Homo sapiens (Genebank NT_010498), observa-se
que a similaridade entre as amostras € de cerca de 84%, com presenca
de somente 24 gaps, demonstrando que se trata de uma area

conservada do gene (Figura 15)
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C. jacchus 1 JACCGGCGGGGCTGGGATTCGARAICCCAGTGG-AT—————-C~-—-G-A--TCCCATAACCCAT 48

I 0 o i A | o i O R 0 s W
Humano 22385141 |ACCGGCGGGGCTGGGATTCGARACCCAGTGGAATCAGAACCGTGCAGGTCCCATAACCCAC 22385200

C. jacchus 49 CTAGACCCTAGCAACTCCAGACTGGTGGGTCACCGGTCTGCCGGAGGCCGAGGGGCGGGA 108

O I 1 O Ot S 1 N I |
Humano 22385201 CTAGACCCTAGCAACTCCAGGCTAGAGGGTCACC-G-C-GTC-TATG-CGA--GGCCGG- 22385252

C. jacchus 109 CCGCGGGCGGGCCGTCA-TTCC-CGCGGCGGAGGGTTCCGTGCTGCTGATTGGCCGCGGC 166

O 1 0 o 0 O o0 0 0 L o i O 0 o N 1
Humano 22385253 --GTGGGCGGGCCGTCAGCTCCGCCCTGGGGAGGGGTCCGCGCTGCTGATTGGCTGTGGC 22385310

C. jacchus 167 CGGCAGGTGCACCCTCAGCCAATCAGCGGAGCCGGAGGCGGTGCCTCCGAGGCTCACCTG 226

L 4 e 1 e o O M W A O R
Humano 22385311 CGGCAGGTGAACCCTCAGCCAATCAGCGGTACGGGGGGCGGTGCCTCCGGGGCTCACCTG 22385370

C. jacchus 227 GCGGCCGCCGCGCCGCCCCTCTCAGTGTCGTCGGAGCCTCAAAGCACCTGTGAGCTCGCG 286

LS 5 g 1 o T i O o 5 O I 5 o o
Humano 22385371 GCTGCAGCCACGCACCCCCTCTCAGTGGCGTCGGAACTGCAAAGCACCTGTGAGCTTGCG 22385430

C. jacchus 287 AAAGTCCGTTCAGACTCCAGCCCGGCCCAGACCGGCCCGACCCGACCGCACCCGGCCCCC 346

8 e 01 0 e 0 ) 0 I 0 6 0 o 0 T ) 1
Humano 22385431 GAAGTCAGTTCAGACTCCAGCCCGCTCCAGCCCGGCCCGACCCGACCGCACCCGGCGCCT 22385490

C. jacchus 347 GCCCTTGCTCGGCGTCCCCGGCCGACCATGGGCCATTTGAGCCGCAGCCACTCCGCG 403

000 B o i 1 OO v 0 i o 0 A L
Humano 22385491 GCCCTCGCTCGGCGTCCCCGGCCAGCCATGGGCCOITGGAGCCGCAGCCTCTCGGCG 22385547

Figura 15 - Comparacao entre sequéncia de CDH1 de C. jacchus e Homo sapiens.
Nos quadros em vermelho os iniciadores utilizados.

O fragmento obtido do promotor de CDHI1 de C. apella é
representado na Figura 16. Este fragmento, obtido através dos

iniciadores descritos anteriormente, possui 342pb e 30 sitios CpGs.

1 TAGTACACTAGCAACTACCTAGGCTGAGAGGGTCACCGCGTCTATGCGAG 5o
51 GCCGGGTGGGCGGGCCGTCAGCTCCGCCCTGGGGAGGGGTCCGCGCTGCT 100
101 GATTGGCTGTGGCCGGCAGGTGAACCCTCAGCCAATCAGCGGTACGGGGG 150
151 GCGGTGCCTCCGGGGCTCACCTGGCTGCAGCCACGCACCCCCTCTCAGTG 200
201 GCGTCGGAACTGCAAAGCACCTGTGAGCTTGCGGAAGTCAGTTCAGACTC ¢s0
251 CAGCCCGCTCCAGCCCGGCC ( . : 200
201 CTCGGCGTCCCCGGCCAGCCATGGGCCCTTTGAGCCGCAGT 243

Figura 16 — Fragmento do promotor de CDHI1 de Cebus apella obtido a
partir de iniciadores desenhado baseado em seqUiéncias do mesmo gene da
espécie Calithrix jacchus. Em amarelo sdo enfatizados os sitios CpGs.
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A regido obtida do promotor de CDHI de C. apella foi
comparada com a sequéncia de humano. A similaridade encontrada
entre os fragmentos foi de 98%, com 4 gaps e 2 trocas de bases (Figura

17).

c. apella 1 TAGTRJACTAGCAACTALJTRGGCTGRGAGGGTCACCGCGTCTATGCGAGGCCGGGTGGE €0
0 R 90 0 L o0 LT o ] 1 A 7 0 o i 1
Humano 22385202 TAG-AGCCTAGCAACT-CA-AGGCT-AGAGGGTCACCGCGTCTATGCGAGGCCGGGTGGG 22385257

120

Q

C. apella 61

Humano 22385258 22385317

C. apella 121 TGAAC 180
|

Humano 22385318 TGAAC 22385377

C. apella 181 GAAGTCA 240

Humano 22385378 GAAGTCA 22385437

C. apella 241 300

Humano 22385438 22385497

C. apella 301

Humano 22385498 AGCCGCAGC 22385538

Figura 17 — Comparacao entre fragmentos de promotor de CDHI entre as
espécies C. apella e Homo sapiens. Em énfase as diferencas entre as
espécies, sendo 4 gaps e 2 trocas de bases.

As analises da regidao promotora com os programas TESS e
Scan Promoter revelaram que ha inumeros sitios de ligacao a fatores de
transcricao, sendo os principais destacados na Figura 18. Devido a alta
similaridade entre as sequiéncias de humano e macaco podemos deduzir
que, com a excecao do fator de transcricao Ap-2, todos os demais
fatores de transcricao identificados ligam-se nas mesmas regioes nas
duas sequéncias. Além do que outros fatores de transcricdo sao
provaveis de se ligar neste trecho, dentre eles podemos citar AREB6, Puf

e CTF. Na regidao sequienciada também identificamos a presenca do sitio
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CAAT Box, um sitio importante de reconhecimento para o inicio da

transcricao.
NF-X spl
C. apella 1 TAGTACACTAGCAACTACCTAGGCTGAGAGGGTCACCGCGTCTATGCGAGGCCGGGTGGE 60
10 1 S 0 0 8 A o 4 11 14 14 0 10 1
Humano 22385202 TAG-ACCCTAGCAACT-CC-AGGCT-AGAGGGTCACCGCGTCTATGCGAGGCCGGETGEE 22385257

WX T
C. apella 61 CGGGCCGTCAGCTCCGCCCTGGGGAGGGGTCCGCGCTGCTGATTGGCTGTGGCCGGCAGG 120
M A T
Humano 22385258 CGGGCCGTCAGCTCCGCCCTGGGGAGGGGTCCGCGCTGCTGATTGGCTGTGGCCGGCAGG 22385317

CCAAT-Fator de ligagdo
C. apella 121 TGAACCCTCAGCCAATCAGCGGTACGGGGGGCGGTGCCTCCGGGE
) 1 00 A 0
Humano 22385318 TGAACCCTCAGCCRATCAGCGGTACGGGGGGCGGTGCCTCCGGGG
CCAAT-Fator de ligagdo
CTCTCAGTGGCGTCGGAACTGCARAGCACCTGTGAGCTTGCGGAAGTCA 240
10 0 1 1 e 0 0
CTCTCAGTGGCGTCGGAACTGCAAAGCACCTGTGAGCTTGCGGAAGTCA 22385437

CTC 180
[
TC

B —

CTCAC 22385371
C. apella 181 CCACGCACCCC
0 L e
Humano 22385378 CCACGCACCCC
C. apella 241 GTTCAGACTCCAGCCCGCTCCAGCCCGGCCCGACCCGACCGCACCCGGCGCCTGCCCTCG 300
10418 0 008 00 0 0 0 O
Humano 22385438 GTTCAGACTCCAGCCCGCTCCAGCCCGGCCCGACCCGACCGCACCCGGCGCCTGCCCTCG 22385497
Ap-2alphal
GCCATGGGCCCTTTGAGCCGCAGC 341
001 0 1
GCCATGGGCCCTTGGAGCCGCAGC 22385538
Ap-2alphaA

C. apella 301 CTCGGCGTCCCCGGCCA
M
Humano 22385498 CTCGGCGTCCCCGGCCA

Figura 18 — Fragmentos de seqUiéncia do promotor de CDH1 das espécies C.
apella e Homo sapiens. Em destaque os sitios de ligacdo dos principais
fatores de transcricdo encontrados através dos programas TESS e Scan
Promoter.

3.3 IMUNOHISTOQUIMICA E MSP

Com a finalidade de verificar se o gene CDHI1 estava sendo
expresso nas amostras obtidas, foi realizado ensaios de
imunohistoquimica. Os resultados revelaram que a amostra tumoral foi
a Unica dentre todas as analisadas, que nao apresentou expressao do

gene (Tabela 4).

Ja a analise de metilacdo do promotor de CDH]I foi feita de
forma qualitativa através da técnica de MSP. De uma forma geral, as

amostras demonstraram-se estar em sua forma nao metilada para o
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gene em estudo. A amostra tumoral do Gilnico macaco sobrevivente a
todo o tratamento estava nao metilada. Curiosamente, as amostras de
um dos macacos, o qual sobreviveu até o desenvolvimento de uma
gastrite atrofica, apresentava-se na forma metilada indicando um pior

prognostico.

Tabela 4 — Resultado das analises de imunohistoquimica (IHQ) e MSP.

_ Quantidade ) Nao
Tipo tumoral Metiladas _ Resultado IHQ
amostras metiladas
Mucosa gastrica N
6 1 5 Positiva
normal
Gastrite 6 1 5 Positiva
Gastrite atroéfica 5 1 4 Positiva
Metaplasia 2 1 1 Positiva
Tumoral 1 1 0 Negativa

Na Figura 19 observamos um gel de agarose a 3% com a
representacao de duas amostras de cada tipo histologico coletado (a
excecao do adenocarcinoma gastrico que so resultou em uma amostra)
com o produto das PCRs com iniciadores metilados (M) e nao metilados
(UM). As amostras 1, 3, 5, 7 e 9 (M e UM) sdao do macaco que
desenvolveu cancer gastrico. As amostras 2, 4 e 6 sao do macaco que
apresentou metilacao do promotor de CDHI desde as amostras de

mucosa normal.
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Figura 19 - Imagem gel de agarose a 3% com os resultados de MSP.
Amostra 1 e 2: mucosa gastrica normal. Amostra 3 e 4: gastrite. Amostra 5
e 60: gastrite atrofica. Amostra 7 e 8: metaplasia. Amostra 9:
adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal. As amostras 1, 3, 5, 7 e 9
pertencem ao mesmo macaco, assim como as amostras 2, 4 e 6. A amostra
8 pertence a um terceiro macaco.L=ladder; M=iniciador metilado; UM=
iniciador nao metilado.
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4 DISCUSSAO

Estudos com modelos animais proporcionam uma boa
ferramenta para se tentar elucidar os mecanismos de patogénese das
mais variadas doencas humanas a nivel molecular e celular, incluindo o
cancer. Com estes tipos de estudos € possivel nao s6 testar hipoteses
sobre a origem de doencas, mas também desenvolver e testar novas
terapias. O animal preferencialmente escolhido para estes estudos sao
os camundongos, por serem animais de pequeno porte e de facil
manuseio, que precisam de pouco espaco e possibilitam estudos em

larga escala (Lieschke & Currie, 2007; Reis et al., 2010).

Na area de pesquisa com modelos experimentais do cancer, ha
inimeros modelos propostos para os mais variados tipos de cancer,
como o de mama (Cowin et al., 2005; Thorpe et al.,, 2011), o do sistema
urinario (Reis et al.,, 2010) até o de estomago (Tsukamoto et al, 2007;
Costa et al, 2011). Apesar de nestes estudos o animal largamente
utilizado também ser o camundongo, estes animais oferecem
desvantagens: nao sao filogeneticamente tao proximos dos humanos,
seus sistemas e orgaos possuem diferencas anatémicas e bioquimicas
quando comparados a humanos e suas dimensodes impossibilitam o
acompanhamento da evolucao tumoral por meio de diagnosticos por

imagem (Lieschke & Currie, 2001).

Diante destes fatores, se comecou a utilizar primatas nao
humanos como modelo experimental para o estudo do cancer e de
outras patogenias que afetam os humanos. Estes animais oferecem
algumas vantagens, como proximidade filogenética com os humanos,
aléem de possuir grandes similaridades na anatomia, fisiologia,

bioquimica e estrutura de sistemas e o6rgaos quando comparados aos
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camundongos; o tamanho do animal possibilita exames de diagnéstico
como endoscopia e até mesmo uma coleta de sangue para dosagens
bioquimicas, por exemplo; ha uma baixa incidéncia de tumores
espontaneos quando comparado a camundongos; e a longevidade destes
animais pode ser comparada a de humanos e possibilitam estudos a
longo prazo. As desvantagens residem no alto custo dos estudos e no

longo prazo para a obtencao de resultados (Takayama et al, 2008).

No presente trabalho, como dito anteriormente, utilizamos
amostras de mucosa gastrica extraida de C. apella, induzidos a
tumorigenese através da ingestao de MNU. Esta espécie oferece algumas
vantagens para se trabalhar como modelo experimental: € um animal de
facil manuseio, além de possuir uma grande adaptabilidade e apesar de
seu pequeno porte, permite que sejam realizados exames de diagnostico
por imagem. Esta ultima caracteristica € de suma importancia, pois
permitiu o acompanhamento da evolucao das lesdes pré neoplasicas até
o surgimento do tumor propriamente dito. O primeiro estudo
estabelecendo um modelo de carcinogenese gastrica em Cebus apella foi

por feito por Costa et al. (2011).

Existe outros trabalhos que utilizaram este mesmo design
experimental, porém utilizando macacos do velho mundo. Como o de
Takayama e colaboradores (2008) que submeteram primatas nao
humanos! a doses diarias 10mg/kg de MNU durante 10 anos para
obter a formacdo tumoral. Em nosso experimento os macacos aqui
utilizados receberam um tratamento com MNU durante 940 dias, com
doses de 16mg/kg. O menor tamanho do C. apella em comparacao aos
macacos do velho mundo foi um importante fator para a obtencao
rapida da amostra tumoral. Vale ressaltar que nao houve infeccao com
outros agentes carcinogenos, como a H. pilory, como ocorreu em outros
trabalhos que utilizam principalmente o gerbil ou esquilo da Mongoblia

(Meriones unguiculatus) como modelo experimental (Watanabe et al.,

! Espécies utilizadas no estudo: Rhesus, Cynomolgus e African Green. (Takayama et al., 2008)
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1992; Sugiyama et al.,, 1998; Kodama et al., 2004; Kawazoe et al.,
2007).

Em estudos com modelos experimentais para o cancer outra
variavel importante € a escolha do carcinégeno que ira induzir a
formacao do tumor, pois existe uma grande variedade de carcinégenos
que podem ser utilizados para a inducao de cancer. Dentre eles o MNU
¢ um conhecido agente cancerigeno pluripotente de atuacao direta
(Budan et al., 2008). Faz parte do grupo de compostos nitrosos que tem
sido associado ao cancer gastrico e, teoricamente, pode ser formado no
interior do estomago a partir de precursores ingeridos na alimentacao
(Sen et al.,, 2000). A administracao oral desta droga pode levar a
formacao de tumores em todo o tubo digestivo, desde a cavidade oral,
mas principalmente no estomago (Tsukamoto et al.,, 2007), por este
motivo ele foi o agente escolhido para ser utilizado neste experimento

(Costa et al., 2011).

O cancer gastrico pode ser dividido em tipo intestinal e tipo
difuso segundo a classificacao de Lauren (1965). O tipo intestinal tem
por caracteristica a formacao de estagios pré-neoplasicos, o que nao
ocorre no tipo difuso. O MNU leva ao aparecimento do tipo intestinal
(Tsukamoto et al.,, 2007). De fato foi o que se pode observar neste
experimento, pois todos os macacos tratados com MNU desenvolveram
as seguintes lesoes: os seis desenvolveram gastrite, cinco deles
apresentaram displasia e apenas dois desenvolveram metaplasia.
Somente um dos macacos sobreviveu a todo o tratamento e desenvolveu
um tumor. O interessante € que as lesdes apresentadas pelos animais
eram muito semelhantes as descritas em humanos como sendo as
precursoras na formacao do tumor de estomago do tipo intestinal e na
mesma ordem de aparecimento (Correa, 1992). Foram coletadas
amostras de biopsia da mucosa gastrica de cada estagio de
desenvolvimento das lesodes, incluindo desde a mucosa gastrica normal
até o tumor propriamente dito. Isto nos possibilitou fazer analises do

promotor do gene CDHI em cada um destes estagios.
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Porém, ainda nao havia disponivel na literatura a sequiéncia
do promotor de CDHI de C. apella. A espécie filogeneticamente mais
proxima ao Cebus que possuia a sequencia de CDH1 disponivel era a de
Callithrix jacchus. E foi a partir da identificacdo de regioes conservadas
desta sequencia depositada na literatura que foram confeccionados os
iniciadores para o seqUenciamento de um fragmento do promotor do
gene para C. apella. Desta maneira obtivemos o primeiro fragmento do

gene CDH1 para a espécie em questao (Figura 16).

As analises deste fragmento revelaram uma grande
similaridade entre a sequiiéncia de C. apella e a de humanos (Figura 17)
indicando se tratar de um trecho conservado da regidao promotora deste
gene. Outra importante observacao foi a alta densidade de sitios CpG's
no fragmento sequenciado levando a confirmacao da existéncia de um
forte controle epigenético neste ponto (Figura 16). Esta grande
densidade de sitios CpG's € condizente com outros trabalhos da
literatura. Como o de Borges et al. (2010) onde encontraram 22 sitios
CpG's nesta mesma regido deste fragmento analisado CDHIem
amostras de adenocarcinoma gastrico. Ja Leal et al. (2007) analisaram
12 sitios. E em ambos os estudos, houve uma correlacao positiva entre
a quantidade de CpG's, o padrao de metilacao do promotor e perda de

funcao do gene.

Em uma analise mais detalhada da regiao amplificada foram
encontrados também varios sitios conservados que servem para a
ligacdo de fatores de transcricao neste fragmento. Os principais
encontrados foram o NF-X, o spl, o Ap-2 e o CCAAT Box (Figura 18).
Estas mesmas regioes também sao relatados como importantes sitios de
reconhecimento e ligacao de fatores de transcricaio em humanos

(Peinado et al., 2004).

Em 1991, Behrens et al, isolaram o promotor de CDHI de
camundongo. Nesta caracterizacao inicial foi demonstrado que antes do

TATA Box existiam inumeros elementos regulatorios em potencial,
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incluindo o CCAAT Box (-65), uma regidao rica em GC (-30 a -58) e um
elemento palindromo (-70 a -90) . Nossos resultados se mostraram em
conformidade com estes dados descritos em camundongos. Ainda
baseado em dados da literatura a presenca do sitio CCAAT proximal e
da regido rica em CG sao essenciais ndo s6 para a expressao basal da
caderina, mas também sdo importantes para o reconhecimento e
ligacao dos fatores de transcricao AP2 e Spl, além das proteinas de

ligacao ao CCAAT (Behrens et al. , 1991; Hennig et al., 1996).

Dentre os fatores de transcricao com sitios encontrados no
fragmento do promotor de CDHI de C. apella mais amplamente
estudado esta o Spl. Este pertence a uma familia de fatores de
transcricao que se liga a regidoes de promotores ricas em GC's,
regulando inumeros processos celulares (Wierstra,2008,Tan &
Khachigian, 2009). Sua descricao preliminar ocorreu na analise do
genoma do virus 40 de simios, onde ativava seletivamente promotores
de genes iniciais e tardios sem com isso influenciar os demais genes

(Dynan & Tjian, 1983).

Desde entao, tem sido demonstrado que o Spl regula a
expressao de varios genes envolvidos no controle de diversos processos
celulares como o crescimento celular, a apoptose (Kaczynski et al.,
2003), a diferenciacao (Opitz & Rustgi, 2000), angiogénese (Mazure et
al, 2003) e a resposta imune (Jones et al, 1986), dentre outros. Além
disso, Sp1l tem sido relacionado a tumorigenese através da regulacao da
transcricao de genes relacionados com o crescimento e proliferacao
celular (Black et al, 2001). Recentemente, Hsu et al (2011),
demonstraram que a expressao de Spl € diminuida durante a evolucao
de tumores de pulmao e que baixas taxas de expressao estao
correlacionadas com um pobre prognostico para pacientes com
adenocarcinoma de pulméao. Entretanto, ndo encontramos dados na
literatura correlacionando este fator de transcricdo com cancer gastrico
ou com o gene CDHI. Embora, devido a caracteristica multifatorial da

regulacao do gene da caderina, a influencia de Spl na sua regulacao
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nao pode ser descartada sem estudos mais aprofundados (Reinhold et
al., 2010). De fato, o controle transcricional do CDH 1 através de fatores
de transcricdo vem sendo reportado como um importante mecanismo de

controle da expressao (Liu et al., 2005b, Reinhold et al., 2010).

De acordo com a literatura a metilacdo do promotor €
considerada como a principal fonte de inativacdo do gene CDH1 durante
a evolucao tumoral (Wang et al, 2006; Prasad et al., 2008; Reinhold et
al., 2010). Outros importantes fatores de inativacdo sdao mutacao
somatica e repressao transcricional também sao relatados (Strathdee,
2002; Yang et al.,, 2005; Caldeira et al., 2006; Oliveira et al., 2009;
Borges et al., 2010; Pinheiro et al., 2010).

Para se averiguar o perfil ou taxa de metilacao da regiao
promotora das amostras de DNA, varias técnicas sao propostas. Porém,
uma das técnicas mais utilizadas € a de MSP, por isto foi a escolhida
para o nosso estudo. Esta técnica € utilizada para detectar a ocorréncia
ou nao de metilagcoes nas ilhas CpG’s da regiao promotora baseada no
anelamento de iniciadores diferentes durante a PCR. Trata-se de uma
técnica qualitativa, de sensibilidade apreciavel, em que se define o
status da amostra: se metilado ou nao metilado (Herman et al., 1996;

Laird, 2003; Shames et al., 2007).

Os nossos resultados de MSP revelaram que houve
predominancia do padrao nao metilado nas amostras analisadas para o
promotor de CDHI1. Ao se confrontar estes resultados com os dados
obtidos pelas analises de imunohistoquimica, observamos que houve
uma correlacao entre os padroes de metilacao apresentado e a
expressao da proteina. A amostra tumoral por sua vez, apresentou-se

metilada para CDH1 e sem expressao da proteina caderina.

A nao expressao da caderina em amostra tumoral € relatada
na literatura. Sun et al. (2012) analisaram a expressao da e-caderina,
por meio de ensaios de imunohistoquimica, de 58 amostras de tecido de

cancer gastrico, 40 de lesdes pre-neoplasicas e 42 de gastrite atrofica.
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Os resultados deste estudo demonstraram que s6 havia expressao da
proteina em menos de 30% das amostras tumorais, dado que corrobora
os obtidos no presente estudo. Aparentemente, quanto maior o
tamanho tumoral, o comprometimento tecidual e de linfonodos, menor é

a expressao da caderina (Sun et al., 2012).

Nossas analises sugerem que a metilacdo do gene CDHI
desempenha papel importante na tumorigénese gastrica em C. apella.
E, partindo-se da similaridade entre as seqUiéncias, podemos sugerir
que o mesmo ocorre em humanos. Esta metilacao do promotor da
caderina leva a wuma inativacdo do gene e estabelecimento de
adenocarcinomas gastricos. A hipermetilacao do promotor da caderina é
relatada em varios artigos associado ao desenvolvimento do cancer
gastrico (Borges et al.,, 2010; Pinheiro Et al, 2010; Kague et al., 2010;

Balassiano et al., 2011)

Da mesma forma como encontradas em amostras de mucosa
gastrica de um dos macacos do presente estudo, a metilacao da
caderina foi identificada em lesoes iniciais de estagios pré neoplasicos, e
em pelo menos 31% de amostras de mucosa gastrica com gastrite
cronica (Chan et al, 2003b). E relatado na literatura ainda uma
correlacao entre infeccao por H. pylori e metilacado de CDHI1 com

consequente instalacao de cancer gastrico (Quian et al., 2008)

Varios estudos apontam a importancia da caderina no
desenvolvimento no cancer gastrico. Chan et al.. (2003a)relataram uma
desregulacao do complexo e-caderina-catenina na maioria as lesoes pré
neoplasicas de pacientes com adenocarcinoma gastrico analisado
Alteracoes na linhagem germinativa de CDH1 sao associados ao cancer
gastrico difuso hereditario (Guilford et al., 2010; Mimata et al., 2011;
Corso et al., 2011).

De fato, a desregulacao da caderina, uma das principais
proteinas envolvida no processo de adesao celular, propicia a

capacidade de invasdao tumoral de tecidos e orgao proximos e até
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mesmo mais distantes (Huiping et al., 2001). Estudos das alteracoes
deste gene se fazem necessario para se elucidar todos os fatores
envolvidos nesta desregulacdo e principalmente, em qual ponto essas
alteracoes se tornam irreversiveis para a tumorigénese. Estudos como o
apresentado aqui propiciam este entendimento e abrem novos caminhos

de pesquisa.
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5 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, podemos

concluir que:

O primata nao humano da espécie C. apella apresenta-se
como um excelente modelo experimental para a carcinogenese
gastrica;

A dosagem de MNU fornecida aos animais (16 mg/kg de peso)
mostrou-se a ideal para o surgimento de adenocarcinoma em
menor tempo do que o relatado na literatura;

A regiao promotora do gene da e-caderina em C. apella possui
uma alta similaridade com a sequUéncia de Homo sapiens,
ratificando a exceléncia do modelo experimental utilizado;

A grande concentracao de ilhas CpG's no promotor do gene
CDH1 junto com a presenca de varios sitios de
reconhecimento e ligacao de fatores de transcricdo, indicam
que este gene esta sob um forte controle epigenético;

A nao expressao da proteina caderina no adenocarcinoma
gastrico se da por alteracao no padrao de metilacao da regiao
promotora do gene, indicando que esta € uma proteina
importante e esta envolvida na carcinogénese;

A metilacdo do gene em estagios pré neoplasicos pode ser
indicativo de um pior prognéstico;

Devido a grande similaridade entre as sequencias de C.apella
e Humanos, as conclusdoes aqui encontradas podem ser

extrapoladas para os humanos.
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