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RESUMO

O cancer gastrico permanece como grave problema de salde publica, com elevada
morbidade e mortalidade. Os diagnosticos ocorrem, na maioria dos casos, em estagios
avancados da doenca, situacdo na qual as opgdes terapéuticas disponiveis apresentam
reduzida eficacia. Ndo obstante o avanco do conhecimento a respeito da carcinogénese do
adenocarcinoma gastrico, em especial sobre mecanismos genéticos e epigenéticos envolvidos,
a aplicabilitadade clinica destes conhecimentos permanece limitada. Objetivando identificar
potenciais biomarcadores no céncer gastricos, foi realizado estudo utilizando microarray,
comparando-se expressdes génicas em adenocarcinomas gastricos e amostras pareadas de
mucosa gastrica ndo neoplasica. Os resultados preliminares demonstraram diferencas
significativas de expressdo em 53 genes. Dentre estes, foram selecionados os genes TFF1 e
TFF2 para validagdo da expressdo por PCR em tempo real em 78 amostras adicionais. As
expressdes de TFF1 e TFF2 foram significativamente reduzidas em amostras de
adenocarcinoma gastrico, quando comparas aos tecidos pareados ndo neoplasicos (p<0,05).
Adicionalmente, a expressdao do gene TFF2 foi significantemente mais reduzida no tipo
intestinal do que no tipo difuso. A expressdo dos dois genes apresentou uma forte correlacéo,
0 padrdo de expressdo semelhante sugere que TFF1 e TFF2 podem partilhar elementos
reguladores comuns. Essa hipotese € intensificada devido a pequena distancia fisica entre eles.
Os resultados sugerem fortemente a participacdo de TFF1 e TFF2 na carcinogenese gastrica e
demonstram um potencial para utilizagdo clinica dos referidos genes como biomarcadores e

eventuais alvos terapéuticos no adenocarcinoma gastrico.

Palavras-chave: adenocarcinama gastrico, biomarcador, TFF1, TFF2.



ABSTRACT

Gastric cancer remains a serious public health problem with high morbidity and mortality.
Generally, the diagnoses occur in advanced disease when the available therapeutic options
have limited effectiveness. Despite advances in the understanding of carcinogenesis of gastric
adenocarcinoma, particularly on genetic and epigenetic mechanisms involved, the clinical
aplicabilitadade such knowledge remains limited. In order to identify potential biomarkers in
gastric cancer, we conducted a study using microarray comparing gene expression in gastric
adenocarcinomas and paired samples of non- neoplastic gastric mucosa. Preliminary, the
results showed significant differences in expression of 53 genes. Among these, the TFF1 and
TFF2 genes were selected for validation of expression by real-time PCR in 78 additional
samples. Expression of TFF1 and TFF2 were significantly reduced in samples of gastric
adenocarcinoma when you compare the paired non-neoplastic tissues (p<0.05). Additionally,
the TFF2 gene expression was significantly lower in the intestinal subtype than in the diffuse
subtype. The expression of the two genes showed a strong correlation, the similar pattern of
expression suggests that TFF1 and TFF2 may have common regulatory elements. This
hypothesis is enhanced due to the small physical distances between them. The results suggest
the involvement of TFF1 and TFF2 in gastric carcinogenesis and demonstrate the potential
for clinical use of these genes as biomarkers and potential therapeutic targets in gastric

adenocarcinoma.

Keywords: biomarker, gastric adenocarcinoma, TFF1, TFF2.
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1 INTRODUCAO

1.1 Cancer géstrico

O céancer representa um grave problema de satude publica mundial. A Organizacao
Mundial da Saude (OMS) estimou que, no ano 2030, podem-se esperar 27 milhdes de casos
novos incidentes de cancer, 17 milhGes de mortes por cancer e 75 milhGes de pessoas vivas
anualmente com cancer. O maior efeito desse aumento vai incidir em paises de baixa e média
renda (INCA, 2013).

Dentre todos os diferentes tipos de cancer que afetam o homem, o cancer gastrico
(CG) (CID-1° C16) ocupa a quarta posicao quanto ao tipo tumoral mais frequente e constitui a
segunda maior causa de morte por cancer no mundo (Jemal et al., 2011).

A epidemiologia do CG envolve varias caracteristicas; sua prevaléncia, por exemplo,
sofre influéncia de fatores geograficos, étnicos e culturais (Neugut et al., 1996). As taxas
mais elevadas de incidéncia dessa neoplasia sdo observadas no Leste Asiatico, na Europa
Oriental e América do Sul (Howe et al., 2006, Jemal et al., 2007; Jemal et al. 2011).

No Brasil, o Instituto Nacional do Céancer (INCA) estimou a ocorréncia de 20.000
casos novos de CG para 0 ano de 2014, sendo o quarto tipo de cancer mais frequente entre
homens e o quinto entre mulheres. Na regido norte do pais, 0 cancer gastrico é o segundo tipo
de tumor mais incidente entre homens (11 casos/100 mil habitantes) e terceiro entre mulheres
(6 casos/100 mil habitantes) (INCA, 2014).

O Estado do Para apresenta elevada incidéncia de CG e essa neoplasia ocupa a
segunda posicéao entre os homens e a quarta entre as mulheres (INCA, 2013).

A etiologia do CG é multifatorial, os fatores de risco envolvidos no desenvolvimento
sdo divididos em trés categorias: meio ambiente, nutricional e fatores genéticos (Mincis,
2009).

A associacdo da infecgdo por Helicobacter pylori com o CG € bem estabelecida, mais
de 80% dos casos de CG sdo atribuidos a infeccdo causada por essa bactéria (Ando et al.,
2006; Hamajima et al., 2006; Rocco e Nardone, 2007). Em 1994, a Agéncia internacional de

Pesquisa em Cancer classificou o H. Pylori como carcindgeno tipo | (IARC, 1994).

Os avangos imunoldgicos de deteccdo permitiram observar outro possivel agente
etiologico além da bactéria H. Pylori, o virus Epstein-Barr (EBV), que esta relacionado ao
desenvolvimento de diferentes tumores solidos, entre eles o CG (Lima et al., 2008). Foi

relatada a presenca do virus Epstein-Barr em 5% a 16% dos tumores gastricos. A presenga do
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virus é mais frequente em homens, em tumores da regido cardia ou do corpo gastrico. Assim,
acredita-se que esse virus também contribua para o processo de malignizacdo de células de
estdmago (Murphy et al., 2009).

Alguns habitos alimentares podem contribuir para o risco de desenvolvimento do CG.
Populagdes com um alto risco para o desenvolvimento dessa neoplasia consomem alimentos
ricos em amido e pobres em qualidade proteica, bem como baixa ingestéo de frutas e verduras
frescas (Krejs, 2010; Berretta et al., 2012). Adicionalmente, o alto consumo de sal ou sadio,
componentes chave na preservacdo de alimentos, foi associado positivamente ao aumento da
incidéncia e mortalidade por CG (Park et al., 2011).

Foi demonstrado que o consumo regular de bebidas alcodlicas e o tabagismo também
aumentam o risco de CG (Sjodahl et al., 2007). Além disso, o histdrico de tabagismo é fator
de risco para o Obito de pacientes que realizaram a ressec¢do cirurgica do tumor gastrico
primario (Sjodahl, 2010).

Aproximadamente 80% dos pacientes com CG sdo diagnosticados em estagios
avancados da doenca. O diagndstico tardio ocorre, principalmente, devido os pacientes com
lesbes pequenas serem assintomaticos ou apresentarem apenas sintomas ndo especificos
(Mincis, 2009; Correa, 2013).

Em casos mais avancados os sintomas sdao mais prevalentes. Os pacientes podem
apresentar, de acordo com a localiza¢do do tumor: vomitos tardios, hematémese e/ou melena,
disfagia precoce ou tardia (Mincis, 2009).

Ao exame fisico pode-se encontrar massas palpaveis no epigastrio, ascite, ictericia
(quando ha metéstases hepaticas), ganglios de Virchow (ganglio endurecido na fossa
supraclavicular esquerda), sinal de irma Maria José (nddulo na regido umbilical), prateleira de
Blummer (irregularidade no fundo de saco de Douglas ao toque retal) (Mincis, 2009).

Esse tipo de neoplasia é largamente resistente a radioterapia e a quimioterapia, sendo a
gastrectomia total ou subtotal, associada a linfadenectomia, ainda o principal tratamento para
pacientes com CG. Entretanto, somente 30 a 50% dos pacientes com esse tumor podem ser
operados. Mesmo para pacientes que sdo submetidos a ressec¢do total, a taxa de recorréncia
ainda é elevada (Hejna et al., 2006).

Apesar dos quimioterapicos adjuvantes serem investigados por mais de 40 anos, pouco
beneficio na sobrevida dos pacientes com CG é observado. Como consequéncia, 0 CG
apresenta um progndstico desfavoravel e a sobrevida média cumulativa apés 5 anos do

diagndstico da doenca é estimada em aproximadamente 20% (Nagini, 2012). Por outro lado,
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quando o tumor é detectado e tratado antes de invadir a camada muscular do estdmago, a taxa
de sobrevida em 5 anos apds o diagnostico da doenca pode chegar a 90% (Miyahara et al,
2007).

Esses fatos reforcam a gravidade dessa patologia e a necessidade de desenvolvimento
de novos estudos que possam ajudar a modificar esse panorama, por meio da identificacdo de
caracteristicas genéticas, peculiares de um tumor, o que poderia ampliar a capacidade de
prever o comportamento dessa neoplasia e permitir o estabelecimento da conduta terapéutica

de forma mais precisa.

1.2 Classificaces clinico-histopatoldgicas das neoplasias gastricas

O CG é definido como qualquer neoplasia maligna que se estende entre a juncéo
gastroesofagica e o piloro, e pode atingir diferentes camadas de tecido (mucosa, submucosa,
muscular, subserosa e serosa).

Diferentes tipos de cancer podem incidir no estbmago. O adenocarcinoma, quando o
tumor originou-se na mucosa, € 0 tipo mais comum de cancer do trato digestivo,
correspondendo aproximadamente 90-95% dos casos (Shang e Pena, 2005). Portanto, as
citacGes ao CG neste documento referir-se-do exclusivamente ao adenocarcinoma.

H& vérias propostas de classificacdo microscépica para 0 CG. A classificacdo de
Borrmann classificou o0s tumores gastricos de acordo com o aspecto endoscopico
macroscépico da lesdo em Tipo | (polipoide), Tipo Il (ulcerado de limites bem definidos),
Tipo Il (ulcerados de limites imprecisos) e tipo IV (infiltrativo com linite plastica)
(Borrmann, 1926). Entretanto, a classificagdo histologica de CG mais utilizada no ocidente é a
estabelecida por Laurén, a qual divide os adenocarcinomas em dois tipos histolégicos:

intestinal e difuso (Figura 1).

O tipo intestinal é bem diferenciado e exibe um padrdo de crescimento expansivo,
apresenta coesdo celular e células com nicleos grandes e irregulares. Ja o tipo difuso, é
pobremente diferenciado, constituido de pequenas células ndo coesas, difusamente dispersas,
gue ndo formam estruturas glandulares, podendo apresentar células com ndcleos periféricos
em funcdo da elevada produgdo de mucina (Figura 1). Pode ser observado com menos
freqiiéncia, uma forma intermediaria entre os dois tipos histolégicos, denominada de “padrao

misto” (Laurén, 1965).
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Figura 1 — Aspecto microscdpico dos tipos histoldgicos de Laurén (HE). No tipo intestinal, neoplasia forma
glandulas desorganizadas, 200x (A); e as células neoplasicas formam corddes solidos, 400x (B). No
tipo difuso o tumor infiltra difusamente todas as camadas do estdmago, e o melhor lugar para
identificar a infiltracdo € a camada muscular, onde as células neoplasicas contrastam com as fibras
musculares lisas, 200x (C); o excesso de muco produzido pelas células neoplasicas pode ser
observado no citoplasma na forma de um grande vactolo, que desloca o nlcleo para a periferia,
originando as células em anel de sinete, 400x (D).

O tipo intestinal geralmente estd associado a presenca de lesdes pré-cancerososas,
como gastrite cronica, gastrite atrofica, metaplasia intestinal e displasia (Smith et al., 2006).
Acredita-se que a obesidade, a infec¢do por H. Pylori e 0 alto consumo de sal, alimentos
defumados e em conserva contendo nitritos e nitratos podem influenciar nesse processo de
transformacdo maligna de células da mucosa gastrica. Além disso, esse tipo histologico

apresenta um melhor progndstico e ocorre mais frequentemente em homens e em idosos



19

(Nagani et al., 2012). Enquanto que o tipo difuso de adenocarcinoma gastrico, geralmente
relacionado a fatores hereditarios, ndo € caracterizado por lesbes pré-neoplésicas, além da
gastrite cronica associada com a infeccdo por H. Pylori. Esse tipo tumoral ocorre mais
frequentemente em mulheres e pacientes jovens (Ceésar et al., 2002; Tahara, 2004; Smith et
al., 2006)

O estadiamento desses tumores é determinado pela classificagdo TNM estabelecida
pela American Joint Committee on Cancer (AJCC) e pela Union Internationale contre Le
Cancer (UICC) (Graziosi et al., 2013). O sistema de estadiamento pode ser clinico ou
patologico. A avaliacdo clinica é realizada com base na extensdo do tumor, por meio de
exames fisicos auxiliado por exames radiograficos, endoscopicos e histologicos. Enquanto
que a avaliacdo do estadiamento patoldgico, definido como pTNM (Tabela 1), é efetuado pela
analise macro e microscopica do tumor, visando observar a profundidade da invasdo, a
presenga de linfonodos comprometidos e de metastase a distancia. A letra “T” determina a
extensdao do Tumor. Enquanto, “N” determina a auséncia ou a presenca, bem como a extensao
das metastases em linfonodos regionais. Em contra partida, “M” estabelece a auséncia ou a
presenca de metastase a distancia. Por conseguinte, o resultado do pTNM determina o estadio
da doenca (Tabela 2), o qual é diretamente relacionado com o prognéstico do paciente (UICC,
2009).
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Tabela 1 — Definicdo do TNM patoldgico para o cancer gastrico (Adaptado da Classificacdo
TNM — UICC, 2009).

Tumor primario (pT)

TX Tumor primario ndo pode ser avaliado

TO Né&o h& evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ: tumor intraepitelial sem invasdo da lamina prépria

T1 Tumor que invade a lamina prépria, mucosa muscular ou submucosa

Tla Tumor que invade a lamina prépria ou mucosa muscular

Tlb Tumor que invade a submucosa

T2 Tumor que invade a muscular prépria

T3 Tumor que penetra o tecido conectivo subseroso sem invasao do peritonio visceral ou de

estruturas adjacentes. Tumores T3 também incluem aqueles que se estendem para o
ligamento gastro-célico ou gastro-hepéatico ou no omento maior ou menor, sem perfuragdo

do peritdnio visceral cobrindo estas estruturas

T4 Tumor que invade a serosa (periténio visceral) ou estruturas adjacentes
T4a Tumor que invade a serosa (peritonio visceral)
T4b Tumor que invade estruturas adjacentes, como o bago, célon transverso, figado, diafragma,

pancreas, parede abdominal, glandula adrenal, rim, intestino delgado e retroperiténio

Linfonodos regionais (pN)

NX Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Auséncia de metastase em linfonodos regionais
N1 Metastase em 1 a 2 linfonodos regionais
N2 Metastase em 3 a 6 linfonodos regionais
N3 Metastase em 7 ou mais linfonodos regionais
N3a Metastase em 7-15 linfonodos regionais
N3b Metastase em 16 ou mais linfonodos regionais

Metastase a distancia (pM)

MX Presenga de metastase a distancia ndo pode ser avaliada
MO Auséncia de metastase a distancia

M1 Metastase a distancia




21

Tabela 2 — Agrupamento por estadiamento para o cancer gastrico (Adaptado da Classificacéo
TNM — UICC, 2009).

Estadiamento Combinacbes TNM

0 Tis NO MO
1A T1 NO MO
IB T2 NO MO
T1 N1 MO

A T3 NO MO
T2 N1 MO

T1 N2 MO

1B T4a NO MO
T3 N1 MO

T2 N2 MO

T1 N3 MO

A T4a N1 MO
T3 N2 MO

T2 N3 MO

1B T4b NO ou N1 MO
T4a N2 MO

T3 N3 MO

lnc T4b N2 ou N3 MO
T4a N3 MO

v Qualquer Qualquer M1

O CG ¢ definido como precoce quando o adenocarcinoma esta restrito a mucosa e a
submucosa, independente de sua extensdo em superficie e da presenca ou ndo de metéstase
ganglionar. Esse tipo de adenocarcinoma possui um bom prognostico (Dekker e Op Den Orth,
1977).

Infelizmente, a maioria das neoplasias gastricas é diagnosticada na fase avancada, em

funcdo dos sintomas manifestarem-se geralmente somente nessa fase da doenga. O tumor
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géastrico é considerado avancado quando invade as camadas mais profundas da parede do
estdbmago (invade além da submucosa), podendo ou ndo apresentar metastase nos linfonodos e

em oOrgdos adjacentes (Macdonald, 1992).

1.3 Aspectos genéticos do cancer gastrico

A progressdo de um tumor a partir de células normais para pré-tumorias, cancer,
invasdo local e finalmente metastases resulta da expansdo clonal de células que adquiriram
uma vantagem seletiva de crescimento, que lhes permite superar as células circunjacentes
(Assumpcao e Burbano, 2005).

O CG constitui um interessante modelo de estudo da carcinogénese, pois a
identificacdo de diferentes alteracdes genéticas no adenocarcinoma do tipo intestinal e difuso
sugere que os tipos histoldgicos seguem vias genéticas distintas (Tahara et al., 2004).
Entretanto, ambos os tipos histologicos possuem algumas alteragdes genéticas comuns
(Tamura et al., 2006). No entanto, ainda € controversa a identificacdo dos genes responsaveis
pela iniciacdo e progressdo do cancer gastrico (Figueiredo et al., 2013). As alteracbes
moleculares que sdo observadas no desenvolvimento e progressdao do CG sdo principalmente
a ativacao de oncogenes e inativacéo de genes supressores tumorais (Nagini, 2012).

Os oncogenes sdo responsaveis pelo crescimento, multiplicacdo e diferenciacdo da
célula normal. Uma variedade de eventos genéticos, como, por exemplo, muta¢fes pontuais,
microdelecdes, insercdes, justaposicao e alteracbes cromossdmicas, podem contribuir para o
desenvolvimento de neoplasias (Mullauer et al., 2001).

Os genes supressores tumorais tem a funcdo priméria de reparar o DNA, manter as
células em estado de repouso ap6s um dano no DNA e ou ainda iniciar o processo de apoptose
caso o defeito do DNA ndo seja reparado. Varios mecanismos podem levar a inativacdo dos
genes supressores tumorais incluindo alteragcbes cromossdmicas em larga escala ou mutacGes
pontuais. No entanto, na maioria dos casos, ambos os alelos do gene deve ser comprometido
para abolir o funcionamento do gene, a menos que a proteina mutada possa agir de uma forma
negativamente dominante para bloquear a atividade de seu tipo selvagem homdlogo
(Delbridge et al., 2012).

Alteragdes de oncogenes ERBB2 (HER-2), MYC, MET (HGFR), KRAS, CTNNB1 (B-
catenina), FGFR2 (KSAM) e CCNEZ1 (ciclina E1), assim como de genes supressores tumorais
TP53, CDKN2A (TP16 e TP14), APC, RB, DCC, RUNX e CDH1 (E-caderina) tém sido

frequentemente descritas no processo de multiplos passos da carcinogénese gastrica (Nagini,
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2012; Panani, 2008; Vauhkonen et al, 2006). A Figura 2 apresenta um esquema de vias
hipotéticas na carcinogénese géastrica proposto por Vauhkonen et al. (2006).

DIFUSO INTESTINAL

Instabilidade de microssatélite
Metilacdo: p16, COX-2, RUNX3, hMLH1
Amplifica¢do: ERBB2, MYC
Mutagiio: K-RAS, TP33
Perda de heterozigosidade: APC, MCC, TP53
Expressiao: MYC

Metilacao: CDHI, p14, LOX DISPLASIA’
Amplificagio: C-MET, K-SAM, MYC ADENOMA
Mutacio: CDHI, TP53 A
Expressio: A TERT
NORMAL Metila¢do: APC, CDHI,
hMLHI, p14, TIMP-3
Suscetibilidade genética Mutag'io: APC, TP53
Mutagdes herdadas em CDH1 Expressio: ERFG, TGF-a
Expressio: CDX1/2, -
H. pylori > GASTRITE | COX2 WTERT o | GASTRITE ATROFICA,
) Nao atréfica superficial METAPLASIA INTESTINAL

Figura 2 - Sequéncias e eventos moleculares propostos no processo de carcinogénese géstrica dos tipos difuso e
intestinal (Adaptado de Vauhkonen et al., 2006)

Estudos anteriores realizados na Disciplina de Genética da UNIFESP e no Laboratério
de Citogenética Humana da UFPA constataram que alteracdes do gene MYC, localizado na
regido 8924, e de seu produto proteico sdo frequentes em tumores primarios e em linhagens
celulares de CG, bem como em lesbes pré-neoplésicas (Assumpcdo et al., 2006; Burbano et
al., 2006; Leal et al., 2009; Calcagno et al., 2005; 2006; 2008; 2009; 2010). Adicionalmente,
foi visto que alteracdes de MYC (amplificacdo e aumento da expressdo) parecem contribuir
para 0 processo de carcinogénese gastrica em primatas ndo humanos tratados com N-metil-N-
nitrosourea (da Costa et al., 2011).

Esses laboratérios também avaliaram o ndmero de copias do lécus TP53, um
importante gene supressor tumoral localizado na regido 17pl3, em tumores gastricos
primarios e linhagens celulares. Delecédo de TP53 e aneuploidia do cromossomo 17 (ganhos e
perdas) foram observadas em todos os tumores e linhagens celulares de CG estabelecidas pelo
grupo de pesquisa (Khayat et al., 2009; Leal et al., 2011).
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Além das alteracdes genéticas e gendmicas descritas no CG, as alteragdes epigenéticas
desempenham um papel importante na iniciacdo e progressdo do cancer, resultando na
desregulacdo da expressao génica e das funcdes associadas a esses genes (Ropero e Esteller,
2007; Jones e Baylin, 2007). Os mecanismos epigenéticos consistem em alteracfes génicas,
herdadas mitoticas ou meioticamente, e que ndo podem ser explicitadas por modificagdes na
sequéncia bésica do DNA.

A metilacdo do DNA é o mecanismo epigenético mais descrito em CG (Calcagno et
al., 2013; Gigek et al., 2012). Esse mecanismo refere-se a adi¢cdo ou subtracdo de um radical
metil na posicdo 5’ do anel citosina dentro dinucleétidos CpG que estdo normalmente
localizadas nas regides ricas em CpG ou ilhas CpG e em torno do promotor do gene. A
metilacdo do DNA nas regides promotoras de genes reprime a sua transcricdo (Jones e Takai,
2001). No entanto, a metilagdo em corpos de genes ndo blogueia a transcricdo e esta por vezes
associada com a transcrigéo ativa (Baylin e Ohm, 2006).

A perda da regulacdo génica decorrente de alteracdes no perfil de metilacdo do DNA
inclui a hipometilacdo, gerando ativacdo de oncogenes e instabilidade cromossdémica,
hipermetilacdo e consequente silenciamento de genes supressores tumorais (Esteller et al.,
2001; Feinberg, 2004; Selaru et al., 2009).

O nivel de metilagdo nos longos elementos transponiveis intercalados (LINE-1) surgiu
como um progndstico promissor ou biomarcador pediditivo em CG (Baba et al., 2013). Bae et
al., (2012) observaram metilacdo diminuida em LINE-1 durante a transicdo de metaplasia
intestinal para adenoma gastrico e ndo ocorreu nenhuma diminuicdo entre a transicdo de
adenoma gastrico para CG. Os autores também reportaram que a hipometilagdo em LINE- 1
foi fortemente associada com pior progndstico em CG.

Vaérios estudos foram publicados sobre hipermetilacdo na regido promotora de genes
em adencarcinomas gastricos. Curiosamente, o perfil de metilacdo varia entre 0s tipos
intestinal e difuso (Gigek et al., 2012; Calcagno et al., 2013). O gene CDH1 tem uma
regulacdo baixa em tumores gastricos e é hipermetilado mais freqlientemente no tipo difuso
do que no intestinal (Yamamoto et al., 2011; Cavallaro et al, 2006). Ao contrario do gene
CDH1, o gene TP16 é hipermetilado principalmente em adenocarcinoma gastrico do tipo
intestinal (Lima et al , 2008; Ksiaa et al., 2009; Selaru et al., 2009).

Apesar do crescente numero de pesquisas, as alteracdes genéticas e epigenéticas no
CG ainda nédo estdo bem definidas e o conhecimento molecular pode ser muito valioso no

tratamento do céncer gastrico permitindo, por exemplo, uma avaliacdo do risco de cancer, 0
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diagndstico precoce, predizer o progndstico dos pacientes e/ou avaliacdo da sensibilidade a
drogas quimioterapicas.

O perfil de expressdo com comparacdes de tumores gastricos com tecido gastrico ndo-
neoplasicos adjacente pode fornecer tal conhecimento. Portanto, no presente trabalho, apds
definir o perfil de expressdo de tumores gastricos em amostras do Estado do Pard foram
selecionados dois genes diferencialmente expressos da familia trifolios (TFF1 e TFF2) para

validacdo em um maior nimero de amostras e verificar possiveis associagdes clinicas.

1.4 Fatores Trifélios

Fatores Trifélios (TFFs) constituem uma familia de trés pequenos peptideos (TFF1,
TFF2 e TFF3) (Nomura, 2011). Os pepitideos foram nomeados devido a existéncia de 3-
estruturas comuns em laco (loop) (Figura 3), as quais tornam os peptideos extremamente
estaveis em relacdo a digestdo proteolitica e a degradacdo por acido e calor (Aikou et al.,
2011). Embora TFFs tenham sido envolvidos na protecdo do trato gastrointestinal contra a
lesdo de mucosa, evidéncias recentes convincentes surgiram a partir de estudos experimentais
e clinicos, que indicam um papel essencial dos TFFs na transformagdo oncogénica,
crescimento e extensdo de metéstases de tumores solidos comuns em seres humanos,
incluindo o CG (Soyoung et al., 2013). Além disso, os niveis séricos de TFFs em doentes com
varios canceres tém sido relatado como biomarcadores Uteis para prever a presenca do cancer
(Soyoung et al, 2012).

Os genes que codificam os TFFs estdo agrupados in tandem dentro de uma sequéncia
de 50.000 pb (par de bases) na regido cromossomica 21922.3 (Gott et al., 1996).

InvestigacBes indicaram que a expressao dos TFFs € regulada através de motivos
localizados dentro de um fragmento de menos de 1000 pb em sua regido flanqueadora 5
(Beck et al., 1998).
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Figura 3. Comparacdo das conformagdes de esqueleto e as orientagdes das cadeias laterais semi-conservadas e
conservadas residuos de aminoécidos hidrofobicos solventes acessiveis em TFF1, TFF2 e TFF3. Todos
os residuos de aminoacidos em loop 1, loop 2 e loop 3 sdo coloridos cor de rosa, roxo e azul,
respectivamente. Os residuos remanescentes nas moléculas sdo de cor cinza. As cadeias laterais dos
quatro residuos de aminodcidos hidrofobicos sdo representadas em uma estrutura de esfera e bastdo
(Thim e May, 2005).
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Normalmente, os TFFs sdo largamente expressos e de uma forma especifica no trato
gastrointestinal. O gene TFF1 é expresso nas células superficiais da mucosa gastrica; TFF2 é
expresso nas células do fundo gastrico, células das glandulas profunda do antro e glandulas de
Brunner do duodeno; e TFF3 é expresso nas células caliciformes do intestino delgado e
grosso (Henry et al., 1991; May e Westley, 1997). Entretanto, quando ha lesdo aguda na
mucosa gastrica essa distribuicdo distinta desaparece.

Os TFFs podem proteger contra lesdes induzidas pelo estress, pelo uso de aspirina ou
indometacina (Cook et al., 1998; Poulsen et al., 1999; Nie et al., 2003). Alison et al. (1995)
demostraram que, quando ha lesdo aguda na mucosa gastrointestinal, a expressao dos TFFs
aumenta em torno da mucosa ferida. Estes resultados sugerem que os TFFs sdo fatores
relacionados as lesGes agudas da mucosa gastrointestinal. Shi et al. (2005) observou que 0s
TFFs podem recuperar lesdo aguda da mucosa, mas nao lesdo cronica. Esses autores também
sugeriram que a elevada expressdo de TFF1 e TFF2 em mucosa normal indica que TFF1 e
TFF2 estdo relacionadas com a renovacao fisiologica de células da mucosa gastrica normais.

O gene TFF1 é um gene supressor de tumor e tem propriedades anti-proliferativas
(Park, 2000; Bossenmeyer Pourie, 2002). E uma proteina de secre¢do, que assume uma
funcdo de protecdo da mucosa gastrica, produzindo muco gastrico. Geralmente, sdo
observadas mutacOes e alteragdes na expressdao desse gene em CG. A diminuicdo da
expressdo de TFF1 em CG poder ser um sinal da deterioragdo da mucosa gastrica (Shi et al.,
2005).

TFF2 é um peptidio de secrecdo composto por 106 residuos de aminoacidos
(Hoffmann et al., 2001; Hoffmann e Jagla, 2002). No ser humano, o principal local da
expressdo de TFF2 é no estbmago (Tomasetto et al., 1990), onde ele é secretado em conjunto
com a mucina MUCG6 por glandulas cardicas, as células mucosas do colo e as células de
glandulas antrais ( Hanby et al., 1993; Ota et al., 2006 ). Além disso, o TFF2 esta fortemente
associado com o muco gastrico e promove a restituicdo gastrica (Hanisch et al., 2012).

Aikou et al. (2011) confirmaram a origem géstrica de TFF1 e TFF2 demonstrando a
diminuicdo do nivel de expressdo no soro de pacientes ap0s a gastrectomia. Kim et al. (2009)
reportaram maior expressdo de TFF1 em CG metastatico comparando com cancer primario.

Nesse estudo, como mencionado anteriormente, apo0s identificarmos genes
diferencialmente expressos no adenocarcinoma gastrico em relagdo ao tecido ndo-neoplasico
adjacente, selecionamos os genes TFF1 e TFF2 para validacdo da expressdo, na tentativa de

elucidar o papel na carcinogénese gastrica.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Analisar a expressdo dos genes TFF1 e TFF2 em adenocarcionomas gastricos

2.2 Objetivos especificos

1- Selecionar genes diferencialmente expressos por microarray em dois adenocarcinomas
gastrico e tecido gastrico ndo tumoral adjacente;

2- Validar a expressao dos genes TFF1 e TFF2 por PCR em tempo real em 39 amostras
pareadas de tecido gastrico neoplasico e em mucosa gastrica nao neoplésica;

3- Correlacionar os resultados encontrados e avaliar a existéncia de associacdo dos
mesmos com género, idade, tipo histologico, invasdo, presenca de metdstase em

linfonodos e estadiamento tumoral dos adenocarcinomas gastricos estudados.



29

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Tecidos gastricos

Para a analise de microarray, foram coletados tecido gastrico tumoral e ndo tumoral
adjacente de 2 pacientes com adenocarcinoma gastrico primario submetidos a gastrectomia no
Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto (HUJBB) (Tabela 3). Adicionalmente, foram
coletadas amostras pareadas de tecido gastrico neoplasico e ndo neoplasico de 39 pacientes
com adenocarcinoma gastrico primario submetidos a gastrectomia no HUJBB e Hospital Sdo
Paulo (HSP) para a validacdo. Todas as amostras coletadas foram imediatamente congeladas

em nitrogénio liquido até a extracdo de RNA.

Tabela 3 - Amotras de adenocarcinoma gastrico primario utilizadas para anélise de

microarray
Histologico Diferenciagéo Localizagéo Estadiamento
Intestinal pouco diferenciado  antro-piloro e corpo/corpo pT4aN2
Intestinal pouco diferenciado antro e corpo/corpo pT3N3a/pT3N3b

Os pacientes participantes do estudo receberam informagdes quanto aos objetivos e ao
protocolo da pesquisa e assinaram um termo de consentimento livre-esclarecido, cujo modelo
foi aprovado pelo Comités de Etica em Pesquisa (Anexos I-1V).

A analise histopatolégica dos fragmentos tumorais foi realizada pelo Servico de
Anatomia Patolégica do HUJBB e do HSP. As amostras de adenocarcinoma foram
submetidas a classificacdo de Laurén (1965) e o estadiamento tumoral seguiu o critério
pTNM, de acordo com AJCC (UICC, 2010).

3.2 Extracdo de RNA

Para a extracdo do RNA foi utilizado o RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen®), seguindo as
instrucbes do fabricante. A concentragdo e a qualidade do RNA extraido foram avaliadas no
aparelho NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific®). Somente amostras com razdo A260/A280
de 1,8-2,0 e razdo A230/A260 maior que 1,8 foram incluidas. A integridade do RNA (RIN)
das amostras em que foi realizado o microarray também foi analisada pelo BioAnalyzer
(Agilent Technologies®), sendo consideradas elegiveis para analise amostras com RIN > 7,0.

A integridade do RNA do restante das amostras utilizado para confirmacdo dos resultados
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descritos no microarray foi avaliada por eletroforese em gel de agarose 1%. Foram utilizadas
somente amostras que apresentavam as subunidades do RNAr 28S e 18S preservadas.

3.3 Microarray

Para comparacédo do transcriptoma das amostras de tecido gastrico foram utilizados os
chips Human Gene 1.0 ST array (Affymetrix®), que permitem a analise de 36.079 transcritos.
As etapas de processamento e hibridagdo das amostras foram realizadas no Instituto Nacional
do Céncer. Apos isolamento do RNA total, foram realizadas as seguintes etapas de acordo
com 0 manual do GeneChip®Whole Transcript (WT) Sense Target Labeling Assay, versdo 4.0
(Affymetrix, Figura 4).

3.3.1 ADICAO DE CONTROLES EXOGENOS

A cada amostra, com cerca de 100 a 300 ng de RNA total, foram adicionados
controles positivos exdgenos Poly-A spikes, constituidos por 4 transcritos poliadenilados de
Bacillus subtilis: lys, phe, thr e dap. Essa adicdo de controles positivos as amostras de RNA
tem como funcdo monitorar as etapas de amplificacdo, fragmentacdo e marcacdo. Os

controles positivos fazem parte do Control GeneChip Eucaryotic Poly-A RNA kit (Affymetrix).

3.3.2 SINTESE DO cDNA

A partir do RNA total, realizou-se a sintese da primeira fita de cONA, de acordo com
o0 protocolo da Affymetrix. Para isso, adicionaram-se as amostras contendo controles positivos
exdgenos 2 pL de 5x 1% Strand Buffer, 1uL de DTT a 0,1M, 0,5 puL de dNTPs a 10 nM, 0,5
pL de inibidor de RNase e 1 pL de enzima transcriptase reversa SuperScript Il (Invitrogen).
As amostras foram incubadas em termociclador a 25 °C por 10 min, 42 °C por 60 min e 70 °C
por 10 min. Ao término do processo, obteve-se uma molécula hibrida contendo uma fita de
cDNA e outra de RNA.

Para sintese da segunda fita de cDNA, adicionaram-se a reagdo anterior 4 pL de
MgCl, a 17,5 mM, 0,4 pL de dNTPs a 10 mM, 0,2 pL de RNase-H, 0,6 puL de DNA
Polymerase | e 4,8 uL de agua livre de RNase para um volume final de 20 puL. As amostras
foram, inicialmente, incubadas em termociclador a 16 °C por 120 min sem aquecimento da

tampa e, posteriormente, a 75 °C por 10 min com aguecimento da tampa.



31

3.3.3 SINTESE E QUANTIFICACAO DO RNA COMPLEMENTAR

A partir do cDNA sintetizado, foi realizada uma trancri¢do in vitro para obtencdo do
RNA complementar ao cDNA (cRNA), correspondente a fita antisense do material inicial de
RNA. A reacdo anterior, foram adicionados 5 pL de 10x IVT Buffer, 20 pL de IVT NTP Mix e
5 pL de IVT Enzyme Mix para um volume final de 30 pL. As amostras ficaram incubadas em
termociclador por 16 h a 37 °C. Os reagentes fazem parte do GeneChip® WT cDNA Synthesis
and Amplifications kit (Affymetrix). A seguir, o cRNA sintetizado foi purificado utilizando-se
os reagentes do GeneChip® IVT cRNA Cleanup kit (Affymetrix). Posteriormente, as amostras
foram quantificadas em NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific). A concentracdo esperada
para dar seguimento ao protocolo foi de 8 a 10 g de cCRNA.

3.3.4 SINTESE DE cDNA E FITA SIMPLES DE DNA

As amostras que apresentaram de 8 a 10 pg de cRNA foram hibridadas com
iniciadores randémicos a 3pg/puL em um volume final de 8 pL e incubadas em termociclador
a 70 °C por 5 min e 25 °C por 5 min. Em seguida, foram adicionados & reacdo 4 pL de 5x 1%
Strand Buffer, 2uL de DTT a 0,1 M, 1,25 pL de dNTPs + deoxiuridina-trifosfato (dUTP) a 10
mM e 4,75 pL de enzima transcriptase reversa SuperScript Il (Invitrogen). As condi¢cbes da
reacdo em termociclador foram: 25 °C por 10 min, 42 °C por 90 min e 70 °C por 10 min. Ao
término do processo, foram obtidas sequéncias de cCRNA e fitas simples de DNA com maior
incorporacdo de dUTP do que deoxitimidina trifosfato (dTTP). Para essa etapa foi utilizado o
GeneChip® WT cDNA Synthesis kit (Affymetrix).
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Figura 4. Fluxograma das etapas de processamento e hibridacdo do GeneChip® Gene 1.0 ST Array. RNA:
4cido ribonucleico; cDNA: DNA complementar; dUTP: deoxiuridina — trifosfato; cRNA: RNA
complementar ao cDNA; UDG: RNA complementar ao cDNA; APEL: purina/pirimidina
endonuclease 1; TdT: terminal deoxynucleotidyl transferl.,km,ase; DNA: &cido desoxirribonucleico;
SAPE: fluoréforo streptavidina — ficoeritrina. Fonte: modificado de GeneChip® Whole Transcript
(WT) Sense Target Labeling Assay (Affimetrix).
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3.3.5 HIDROLISE DO RNA COMPLEMENTAR, PURIFICACAO E QUANTIFICACAO
DA FITA SIMPLES DE DNA

Para eliminagdo das sequéncias de cRNA, as amostras do item anterior foram
hidrolisadas utilizando 1 pL da enzima RNase H do GeneChip® WT cDNA Synthesis kit. As
amostras foram incubadas em termociclador a 37 °C por 45 min, 95 °C por 5 min e 4 °C por 2
min. Posteriormente, foi realizada a etapa de limpeza e concentragéo da fita simples de DNA
utilizando o GeneChip® Sample Cleanup Module kit. As amostras foram quantificadas em
NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific). A concentragdo esperada para dar seguimento as

etapas de fragmentacdo, marcacéo e hibridacéo foi de 5,5 pg.

3.3.6 FRAGMENTACAO DA FITA SIMPLES DE DNA

Para a etapa de fragmentacdo, foram utilizados 5,5 pg de fita simples de DNA, 10
U/uL de uracil DNA glicosilase (UDG), 1.000 U/uL de purina/pirimidina endonuclease 1
(APEL), 4,8 pL de 10x cDNA fragmentation Buffer e agua livre de RNase para um volume
final de 48 pL. A reacdo foi incubada em termociclador a 37 °C por 60 min, 93 °C por 2 min
(inativagdo da enzima) e 4 °C por 2 min. Os reagentes fazem parte do GeneChip® WT (Whole
Transcript) Terminal Labeling kit (Affymetrix). A enzima UDG remove especificadamente as
bases uracil, incorporadas artificialmente as sequéncias de fita simples de DNA, gerando um
sitio de clivagem para que em seguida, a APE1 clive a ligacdo fosfodiéster do carbono, em

que estava a base uracil, deixando as extremidades 3’ € 5’ livres.

3.3.7 MARCACAO DE DNA FITA SIMPLES FRAGMENTADO

O material fragmentado foi marcado com a enzima terminal deoxynucleotidyl
transferase (TdT) que transfere a biotina para a extremidade 3’. Aos 45 uL da reagdo de
fragmentacdo foram adicionados 12 uL de 5x TdT Buffer, 2 uL da enzima TdT e 5 mM de
DNA Labeling Reagent para um volume final de 60 puL. As amostras foram incubadas em
termociclador a 37 °C por 60 min, 70 °C por 10 min e 4 °C por 2 min. Para verificar se a
marcacgdo ocorreu de forma adequada, foi realizada uma reacdo de conjugacdo das amostras
marcadas com biotina, utilizando-se solugédo de avidina a 2 mg/mL em tamp&o salino fosfato
pH 7,2.
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3.3.8 HIBRIDACAO

Para reacdo de hibridacéo, foi utilizado o GeneChip® Hibridization, Wash and Stain
kit (Affymetrix) de acordo com as instrucfes do fabricante. Foram adicionados as amostras 4
controles de hibridacéo, que séo transcritos de E. coli, bioB a 1,5 pM, bioC a5 pM e bioD a
25 pM, um controle de alinhamento digital, Control Oligo B2 a 50 pM, tampé&o de hibridacao
1x e DMSO a 7% em &gua livre de RNase para um volume final de 220 uL. As amostras
foram incubadas em termociclador a 99 °C por 5 min e 45 °C por 5 min. As amostras pre-
aquecidas a 45 °C foram inseridas no GeneChip® Gene 1.0 ST array (Affymetrix) e incubadas
a 45 °C a 60 rpm por 17 horas no GeneChip® Hibridization Oven 640 (Affymetrix).

3.3.9 LAVAGEM E COLORACAO

A etapa de remocdo dos reagentes foi realizada na estacdo de lavagem GeneChip®
Fluidics Station 450 (Affymetrix) comandada pelo sistema operacional GeneChip® Operating
Software (GCOS, Affymetrix). Foram utilizados os reagentes do GeneChip® Hybridization,
Wash, and Staint kit (Affymetrix) de acordo com as instrucdes do fabricante. O processo
consiste na ligacdo covalente entre biotina e o fluoréforo streptavidina-ficoeritrina (SAPE),
seguido de um anticorpo anti-streptavidina-biotina e, novamente, com SAPE para amplificar o

sinal de fluorescéncia.

3.3.10 LEITURA

Apbs o término das lavagens, cada GeneChip® Gene 1.0 ST array (Affymetrix) foi
inserido no carrossel de leitura GeneChip® Auto Loader with External Barcode Reader
(Affymetrix) por 40 min, o qual esta acoplado ao equipamento de leitura GeneChip® Scanner
3000 7G (Affymetrix). Esse Ultimo é comandado pelo sistema operacional GCOS, responsavel
por capturar a intensidade dos sinais de fluorescéncia no comprimento de onda de 570 nm,
transformando-os em valores numéricos. Os dados foram salvos e enviados para o

processamento dos dados e analise de bioinformatica, realizados pela Genotypes.
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3.3.11 PROCESSAMENTO DOS DADOS

Os valores de expressdao génica foram obtidos por meio do método de pré-
processamento Robust Multi-array Average (RMA) (Irizarry et al., 2003) disponivel no

programa R/Bioconductor (http://www.bioconductor.org/ Figura 12).

A qualidade dos arrays foi verificada usando a ferramenta Expression Console
(Affymetrix), disponivel em:
http://www.affymetrix.com/browse/level_seven_software products only.jsp?productid=1314
14&categoryld=35623#1 1.

O método ComBat (http://jlab.byu.edu/ComBat/Abstract.html)(Johnson et al., 2007),

disponivel no programa R/Bioconductor, foi aplicado para a remocdo do batch causado pelas

diferentes linhagens.

O filtro de Inter-Quartile-Range (IQR), disponivel no programa R/Bioconductor, foi
aplicado para excluir todos os genes com varia¢cdo menor que um valor de corte especificado
(IQR <0,3).

O método Hierarchical Clustering (Shamir et al., 2005) com ligagdo completa para o
agrupamento dos dados foi utilizado. O método esta disponivel no programa Expander

(http://acgt.cs.tau.ac.il/expander/index.html).

3.3.12 IDENTIFICACAO DOS GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS

O método RankProd (RP) (Breitling et al., 2004) foi utilizado para identificacdo dos
genes diferencialmente expressos, considerando-se um valor de P < 0,05 ajustado para falso
positivo (Benjamini e Hochberg, 1995). O método RP é uma ferramenta ndo paramétrica
baseada em posi¢des que possui a vantagem de identificar alteragcbes na expressao de genes
biologicamente relevantes quando poucas amostras sao avaliadas (Breitling et al., 2004; Hong
et al., 2006). Genes selecionados pelo método RP ndo necessitam necessariamente apresentar
niveis homogéneos de expressdo entre amostras testes e controles. Da mesma forma, o
método RP é uma boa opc¢do para identificacdo de genes diferencialmente expressos em
doengas complexas, nas quais a alteracdo da expressao de um gene candidato € esperada em
apenas um subgrupo de amostras devido a heterogeneidade genética e a natureza estocastica

da expressao génica em sistemas complexos (Raj et al., 2010).


http://www.bioconductor.org/%20Figura
http://www.affymetrix.com/browse/level_seven_software_products_only.jsp?productId=131414&categoryId=35623#1_1
http://www.affymetrix.com/browse/level_seven_software_products_only.jsp?productId=131414&categoryId=35623#1_1
http://jlab.byu.edu/ComBat/Abstract.html
http://acgt.cs.tau.ac.il/expander/index.html
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3.3.13 ANALISE FUNCIONAL DOS GENES DIFERENCIALMENTE EXPRESSOS

A andlise funcional dos genes diferencialmente expressos foi realizada usando o

programa Ingenuity Pathways Analysis (IPA), disponivel em http://www.ingenuity.com.

3.4 Validacao dos Resultados gRT-PCR

Dois genes diferencialmente expressos identificados por microarray (TFF1 e TFF2)
foram selecionados para validacdo por qRT-PCR em 39 pares de amostras de tecido gastrico
tumoral e nao tumoral adjacente. As fun¢des moleculares associadas ao desenvolvimento de
neoplasias ja descritas na literatura foram utilizadas como critérios estabelecidos para selecéo
desses genes.

Nesta etapa, a conversdao de RNA das amostras de tecido gastrico para cDNA foi
realizada utilizando-se o High-Capacity® cDNA Reverse Transcription Kit (Life
Technologies®), seguindo as instrucdes do fabricante.

Para deteccdo da expressao dos genes foram utilizados ensaios ja validados com sonda
de hidrélise TagMan® e fluorescéncia FAM™ MGB (Life Technologies®) em termociclador
7500 Fast (Life Technologies®). Cada reacdo de qRT-PCR foi realizada em triplicata técnica e
constituiu um volume final de 12 pL, contendo 5,4 pL de cDNA (com aproximadamente 20
ng), 6,0 PL de Master Mix TagMan Fast (Qiagen®) e 0,6 pL de ensaio com sonda de hidrdlise
TagMan® (Life Technologies®). As condices de ciclagem foram: desnaturacéo inicial por 10
min a 94 °C, seguida de 40 ciclos de desnaturacao a 95 °C por 15 seg, anelamento e extenséo
a 60 °C por 60 seg.

Para normalizacdo dos niveis de expressdo desses genes, foram utilizados os genes de
referéncia GAPDH+B2M como determinado previamente (Wisniesk et al., 2013). A tabela 4
demonstra os ensaios com sonda de hidrélise TagMan® adquiridos comercialmente para os
genes estudados e os valores de eficiéncia calculados a partir de curva de dilui¢do (1:10) de 4

pontos. Eficiéncias de 90 a 110% foram consideradas aceitaveis.


http://www.ingenuity.com/
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Tabela 4. Ensaios com sonda de hidrélise TagMan® para analise de expressdo dos genes

selecionados por microarray.

Gene Ensaio Tagman Eficiéncia
TFF1 Hs00907239 m1 103%
Genes alvos
TFF2 Hs00193719 m1l 98%
_ GAPDH Hs99999905 m1l 102%
Genes de referéncia
B2M Hs00984230_m1 104%

O método escolhido para quantificacdo da expressdo génica foi o método Ct
comparativo, o qual se baseia nos valores de cycle threshold (Ct) dos genes de referéncia e
genes alvos. O Ct é o ciclo de amplificacdo onde a fluorescéncia gerada dentro de uma reacao
cruza a linha threshold, o qual fixa a fase exponencial de amplificag&o para a coleta de dados
pelo programa de analise. Os valores de ACt (Ct gene alvo — Ct genes de referéncia) € AACt (ACt teste —
ACt caibrador) foram calculados e o valor de quantificacéo relativa (RQ = E™*“") foi utilizado
de acordo com o método de Pffafl (Pfaffl, 2001). Nesse método, o valor de RQ é ajustado pela
eficiéncia (E) de amplificacdo dos genes estudados. O tecido gastrico ndo-neoplasico

adjacente foi usado como calibrador de cada amostra de adenocarcinoma gastrico.

3.5 Analise estatistica

Nos tecidos gastricos, os valores de RQ obtidos por gqRT-PCR foram primeiramente
avaliados quanto a sua distribuicdo pelo teste estatistico Shapiro-Wilk. Os dados ndo estavam
em normalidade e foi utilizado o teste ndo paramétrico Mann Whiteney para comparacao dos
valores de RQ entre tecido gastrico tumoral e ndo tumoral adjacente. Para associar os valores
de RQ as caracteristicas clinicopatoldgicas, foi utilizado o teste Mann Whitney para varidveis
independentes. Os dados foram apresentados em mediana * intervalo interquartilico.
Diferencas estatisticas significantes foram consideradas quando P < 0,05.

Para andlise de correlagdo entre os niveis de expressdo dos genes selecionados por
microarray diferencialmente expressos entre amostras de tecido gastrico tumoral e nao
tumoral adjacente e dos genes TFF1 e TFF2 foi utilizado o teste de correlagdo de Spearman.
Classificou-se como correlagdo fraca quando r < 0,40, moderada quando 0,40 <r < 0,59, forte

quando 0,60 < r < 0,79 e muito forte quando r > 0,8.
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4 RESULTADOS
4.1 Genes diferencialmente expressos em adenocarcinoma gastrico em relacéo ao tecido

gastrico ndo-neoplasico adjacente

Foram observados 53 genes diferencialmente expressos ao comparar adenocarcinoma
gastrico e tecido géastrico ndo-neoplasico adjacente, considerando fold-change de 5. Destes
genes identificados, 16 genes apresentaram maior expressao e 37 genes menor expressao no

tumor em relacéo ao tecido ndo-neoplasico (Tabela 5).
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Tabela 5 - Genes diferencialmente expressos entre amostras pareadas de adenocarcinoma gastrico e tecido gastrico ndo neoplasico adjacente

(long-rank p-value <0.05; n=4).

Gene Fold-Change Localizacdo  gene_assignment

CLDN1 9.16 3028-029 NM_021101 // CLDN1 // claudin 1 // /1 9076 /// ENST00000295522 // CLDN1
CST1 7.83 20p11.21 NM_001898 // CST1 // cystatin SN // // 1469 /// ENST00000304749 // CST1
CXCL9 7.24 4921 NM_002416 // CXCL9//chemokine (C-X-C motif) ligand 9 ////4283/// ENSTO
ASPN 6.99 9922 NM_017680 // ASPN // asporin //// 54829 /// ENST00000375544 //ASPN /I asp
BGN 6.83 Xq28 NM_001711 // BGN // biglycan // // 633 /// ENST00000331595 // BGN // biglyc
FN1 6.52 2034 NM_212482 // FN1 // fibronectin 1 // /] 2335 /// NM_212475 // FN1 // fibron
LUM 6.38 12021.3-g22  NM_002345 // LUM // lumican // // 4060 /// ENST00000266718 // LUM //
SULF1 6.09 8013.2-q13.3  NM_001128205 // SULF1 // sulfatase 1 // // 23213 /// NM_015170// S

SFRP4 5.97 7pl4d.l NM_003014 // SFRP4 // secreted frizzled-related protein 4 // /] 6424 [//
COL1AL 5.67 17921.33 NM_000088 // COL1AL // collagen, type I, alpha 1 // // 1277 /// ENSTO00
THY1 5.64 11922.3-g23 NM_006288 // THY1 // Thy-1 cell surface antigen // // 7070 /// ENSTO

SPARC 5.62 5031.3-932 NM_003118 //SPARC // secreted protein, acidic, cysteine-rich (osteonectin)//5
COL12A1 5.48 6g12-913 NM_004370 // COL12A1 // collagen, type XII, alpha 1 // // 1303 /// NM_0
RCN1 5.44 11p13 NM_002901 // RCN1 // reticulocalbin 1, EF-hand calcium binding domain ///
TIMP1 5.35 Xp11.3-p11.23 NM_003254 // TIMP1 // TIMP metallopeptidase inhibitor 1 // // 7076

THBS2 5.34 627 NM_003247//THBS2 // thrombospondin 2 ////7058 /// ENST00000366787 // TH
MFSD4 -5.25 1932 NM_181644 /| MFSD4 /I major facilitator superfamily domain containing 4 //.
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Gene Fold-Change Localizacdo  gene_assignment

VSIG2 -5.26 11924 NM_014312 // VSIG2 /] V-set and immunoglobulin domain containing 2 //// 2
SLC9A2 -5.32 2011.2 NM_003048//SLC9A2//solute carrier family 9(sodium/hydrogen exchanger),memb
FUT9 -5.4 6916 NM_006581 // FUT9 //fucosyltransferase 9 (alpha (1,3) fucosyltransferase) //6q
HMGCS2 -5.47 1p13-p12 NM_005518//HMGCS2//3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase 2(mitochondrial)
MT1G -5.53 16913 NM_005950 // MT1G // metallothionein 1G // // 4495 /// BC020757 // MT1G /I
AKR1C1 -5.7 10p15-p14 NM_001353//AKR1C1//aldo-keto reductase family 1, member C1(dihydrodiol dehy
LTF -6.15 3p21.31 NM_002343 // LTF // lactotransferrin // // 4057 /// ENST00000231751 // L
LOC25845 -6.17 5p15.33 NR_024158 // LOC25845 // hypothetical LOC25845 // /] 25845 /// AK074086
GCNT4 -6.17 5q12 NM_016591 // GCNT4 // glucosaminyl (N-acetyl) transferase 4, core 2 //// 5
AKR1C2 -6.23 10p15-p14 NM_205845//AKR1C2// aldo-keto reductase family 1, member C2(dihydrodiol dehy
DUOX2 -6.29 15915.3 NM_014080 // DUOX2 // dual oxidase 2 // // 50506 /// NM_017434 // DUOX1
HRASLS2 -6.51 11912.3 NM_017878 // HRASLS2 // HRAS-like suppressor 2 // // 54979 /// ENST00000
HPGD -6.73 4934-935 NM_000860 // HPGD // hydroxyprostaglandin dehydrogenase 15-(NAD) ////

CPA2 -6.95 7932 NM_001869 // CPA2 // carboxypeptidase A2 (pancreatic) // // 1358 /// BC0145
SLC5A5 -7.05 19p13.11 NM_000453 // SLC5A5 //solute carrier family 5(sodium iodide symporter),member
FSIP2 -7.14 2032.1 AKQ092099 // FSIP2 // fibrous sheath interacting protein 2 // // 401024 //

SULT1B1 -7.3 4q13 NM_014465 // SULT1B1 // sulfotransferase family, cytosolic, 1B, member 1 //
ESRRG -7.36 1941 NR_024099 // ESRRG // estrogen-related receptor gamma //// 2104 /// NM_206
ASAH2 -7.45 10g11.21 NM_019893//ASAH2//N-acylsphingosine amidohydrolase(non-lysosomal ceramidase



Gene Fold-Change Localizacdo  gene_assignment

PSCA -7.65 8024.2 NM_005672 // PSCA [/ prostate stem cell antigen //// 8000 /// NR_033343
SULT1C2 -9.76 2011 NM_001056 // SULT1C2 // sulfotransferase family, cytosolic, 1C, member 2 //
C6orf105 -9.85 6p24.1 NM_001143948 // C6orf105 // chromosome 6 open reading frame 105 // // 848
TFF2 -9.91 21g22.3 NM_005423 // TFF2 // trefoil factor 2 // // 7032 /// ENST00000291526 //
REG1A -10.22 2pl2 NM_002909 // REG1A /I regenerating islet-derived 1 alpha // // 5967 /Il ENS
FCGBP -10.23 19q13.1 NM_003890 // FCGBP // Fc fragment of 1gG binding protein // // 8857 ///
TFF1 -11.5 21922.3 NM_003225 // TFF1 // trefoil factor 1 //// 7031 /// ENST00000291527 //
KRT20 -11.68 17921.2 NM_019010 // KRT20 // keratin 20 // /] 54474 /// ENST00000167588 // KRT2
PGC -13.16 6p21.3-p21.1  NM_002630 // PGC /I progastricsin (pepsinogen C) // /] 5225 /// NM _

REG3A -15.92 2pl2 NM_138938 // REG3A // regenerating islet-derived 3 alpha // // 5068 /// NM_
AKR1B15 -17.81 7933 NM_001080538 //AKR1B15// aldo-keto reductase family 1, member B15// // 4
KCNE2 -20.88 21022.12 NM_172201 //KCNE2//potassium voltage-gated channel, Isk-related family, membe
ATP4A -22.6 19q13.1 NM_000704 // ATP4A /I ATPase, H+/K+ exchanging, alpha polypeptide ////
ATP4B -24.64 13934 NM_000705 // ATP4B // ATPase, H+/K+ exchanging, beta polypeptide //// 496
LIPF -35.06 10g23.31 NM_004190 // LIPF // lipase, gastric // // 8513 /// ENST00000238983 //

PGA4 -40.81 11912.2 NM_001079808 // PGAA4 [/ pepsinogen 4, group | (pepsinogen A) //// 64384
GIF -44.47 11913 NM_005142 // GIF /I gastric intrinsic factor (vitamin B synthesis) // // 2

41
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4.2 Quantificacéo relativa da expressao de TFF1 e TFF2

Os genes TFF1 e TFF2 apresentaram expressao significantemente reduzida nas
amostras tumorais quando comparadas as amostras ndo tumorais adjacentes (0,10%0,47;
0,11+0,56; mediana * desvio interquartilico, respectivamente) (Figura 5). A tabela 4 resume
as associacles entre as caracteristicas clinicopatologicas do pacientes e a quantificacdo
relativa (RQ) da expressdo do mRNA de TFF1 e TFF2, dos tumores gastricos em relacédo ao
tecido gastrico ndo neoplasico adjacente. A expressdo do gene TFF2 foi significantemente
menor em adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal em comparacdo com o tipo difuso
(p=0,017) (Figura 6). Entretanto, ndo foi observada associacdo entre o nivel de expressdo
desses genes e outras caracteristicas clinicopatoldgicas. Adicionalmente, a expressdo dos

genes TFF1 e TFF2 foram fortemente correlacionadas (r= 0,78; p<0,001).

Quantificagao Relativa (RQ)

Figura 5 - Quantificacdo Relativa (RQ) da expressdo dos genes TFF1 e TFF2 em adenocarcinoma gastrico em

relagdo ao tecido ndo neoplasico adjacente.
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Figura 6 - Quantificacdo Relativa (RQ) da expressdo do gene TFF2 em adenocarcinoma gastrico em relacéo ao

tecido ndo neoplasico adjacente nos tipos intestinal e difuso.
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Tabela 6 - Comparagdo dos valores de RQ dos genes TFF1 e TFF2 com os dados
clinicopatoldgicos dos pacientes com cancer gastrico (n=39)

Caracteristicas Clinicopatoldgicas TFF1 P TFF2 P
Idade

<50anos 0,09+0,45 0,625 0,11+0,42 0,928
>50 anos 0,35+0,43 0,06+0,99

Género

Masculino 0,17£0,41 0,665 0,11+0,50 0,353
Feminino 0,14+0,49 0,16+1,04
Histopatoldgico®

Intestinal 0,08+0,37 0,095 0,06+0,19 0,017*
Difuso 0,47£0,74 0,79+1,48
Invas&o®

pT1-pT2 0,17+0,40 0,602 0,11+0,61 0,905
pT3-pT4 0,08+0,51 0,13+0,50
Metéstase em Linfonodos”

pNO 0,26+0,93 0,165 0,26+£1,04 0,301
PN1-N3 0,07+£0,41 0,11+0,38
Estadio”

-1 0,14+0,47 0,603 0,10+0,69 0,955
n-1v 0,10+0,42 0,16+0,48

“Classificagdo de Laurén (1965); "7th Edition of the AJCC Cancer Staging manual: Stomach (2011).
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5 DISCUSSAO

O CG é o quarto tumor mais frequente no mundo sendo responsavel pela segunda
causa de morte por cancer (Jemal et al., 2011). Compreender 0os mecanismos moleculares e
alteracOes por trés da iniciacdo e da progressdo da tumorigénese gastrica é fundamental para a
detec¢do precoce da doenca e identificar alvos terapéuticos e clinicos inovadores para CG.

Algumas anormalidades moleculares foram identificadas em CG, como o aumento da
expressao de oncogenes e o silenciamento de genes supressores tumorais. No entanto, é de
importancia vital decifrar os mecanismos da carcinogénese gastrica, devido a patogénese
molecular do CG ainda n&o ser completamente compreendida.

Perfis de expressdo de genes sdo Uteis para a analise simultanea dos niveis de
expressao de milhares de genes (Wang et al., 2010). Esse estudo fornece uma base para o
desenvolvimento de um novo biomarcador para o progndstico de CG. A anélise de
microarray de expressdo foram observados 53 genes diferencialmente expressos, sendo 16
genes com aumento da expressdo e 37 com diminuicdo da expressdo no tecido tumoral em
relacdo ao tecido ndo-neoplasico adjacente. Posteriormente, foram selecionados dois genes,
TFF1 e TFF2, para validacdo em 78 amostras de tecido gastrico.

Os genes TFF1 e TFF2 fazem parte da familia de fatores trifélios (TFFs) e sdo
expressos abundantemente nas superficies mucosas do trato gastrointestinal. TFF1 é uma
proteina de secrecdo, que assume uma funcdo de protecdo da mucosa gastrica, produzindo
muco gastrico. TFF2 também esta associoda ao muco gastrico, promovendo a restituicdo da
mucosa gastrica (Hanisch et al., 2012).

A quantificagdo relativa da expressdo de TFF1 e TFF2 mRNA em tumores gastricos
em relacdo ao tecido gastrico ndo-neoplasico adjacente foi menor (0,10+0,47; 0,11+0,56,
respectivamente), sugerindo que a diminuicdo da expressdo desses genes € um evento comum
na carcinogenese gastrica e pode estar associado com a proliferacéo e transformacdo maligna
da mucosa.

Essa reducdo da expressdo de TFF1 em cancer gastrico pode ser consequéncia de
delecdes, mutagdes de sentido trocado ou hipermetilagdo na regido promotora (Katoh, 2003).
O mecanismo de reducéo da expressao de TFF2 ainda ndo é bem esclarecido, alguns trabalhos
sugerem que a metilacdo da regido promotora pode ser responsavel pela diminugdo da
expressdo em CG (Leung et al., 2002; Shi et al., 2006). Peterson et al. (2010) demonstraram
que a expressdo de TFF2 é epigeneticamente silenciada durante a progressdo para o CG do

tipo intestinal por hipermetilacdo do promotor.
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Adicionalmente, a expressdéo dos genes TFFl1 e TFF2 foram fortemente
correlacionadas (r= 0,78; p<0,001), esta forte correlagdo da expresséo desses dois genes
sugere que ambos podem partilhar elementos reguladores comuns. May e Westley (1997)
determinaram que a distancia fisica entre os genes TFF1 e TFF2 é de apenas 12,5 kb. Essa
pequena distancia fisica entre os genes corrobora a hipétese sugerida de que os dois genes
podem compartilhar elementos reguladores.

Os peptideos TFF1 e TFF2 desempenham um papel critico na manutencdo da
integridade da mucosa e a provavel perda funcional combinada de ambos o0s peptideos
compromete a mucosa gastrica, o que permite aumentar a inflamagdo e dano enquanto
subjugar processos de reparacdo (Taupin et al., 2003).

N&o houve associacdo da expressdo desses genes com idade, género, profundidade de
invasdo, presenca de mestastase em linfonodos e estadiamento. Entretanto, foi observada
menor expressdo do gene TFF2 em adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal em relagdo ao
tipo difuso (p=0,017).

Aiko et al. (2011) observaram menor expressao dos genes TFF1 e TFF2 em soro de
pacientes com adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal do que em soro de pacientes com
adenocarcinoma gastrico do tipo difuso. Esses autores confirmaram a origem gastrica desses
peptideos ao analisar os niveis de expressdo dos TFFs em soro de pacientes antes e apos a
gastrectomia, e observaram que a expressao de TFF1 e TFF2 diminuiu drasticamente apds a
resseccdo gastrica.

Sabe-se que os adenocarcinomas dos tipos intestinal e difuso sdo entidades distintas no
ambito patolégico e molecular (Lauren, 1965; Tahara et al., 2004). Shi et al. (2005)
observaram uma reducdo gradual da expresséo de TFF2 em diferentes lesfes: gastrite crénica
superficial, ulcera géstrica, gastrite cronica atrofica e CG. No entanto, a diferenca estatistica
s6 foi observada quando comparada a expressdo de TFF2 de ambas as lesdes ndo
consideradas pré-neoplasicas (gastrite cronica superficial e Ulcera gastrica) com a gastrite
cronica atrofica e CG.

A diminuicdo da expressdo de TFF2 no CG e estado pré-cancerosas indica que TFF2
poderia ser um dos fatores inibidores de tumor gastrico e a expressdo diminuida de TFF2
pode ser um sinal da deterioracdo da mucosa gastrica.

Em resumo, a reducdo da expressdo de TFF1 e TFF2 pode ser um evento comum na
carcinogenese gastrica e essa reducdo na expressao de TFF2 é ainda mais pronunciada no tipo
intestinal. Futuramente, a determinacdo do perfil de expressdo de TFF1 e TFF2 no tecido

gastrico pode fornecer uma nova abordagem para a intervencdo precoce no adenocarcinoma
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gastrico, uma doenca em que o diagndstico tardio continua a apresentar um grande desafio

terapéutico.
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6 CONCLUSAO

A anélise por microarray identificou 53 genes diferencialmente expressos em duas
amostras de adenocarcinoma gastrico do tipo instestinal em relacdo ao tecido néo
neoplasico adjacente.

As expressdes de TFF1 e TFF2 estdo significativamente reduzidas em amostras de
adenocarcinoma gastrico, quando comparadas a mucosa gastrica ndo neoplasica nos
mesmos pacientes.

A reducdo da expressao de TFF2 no adenocarcinoma do tipo intestinal € mais
pronunciada que no tipo difuso. Entretanto, nenhuma outra associagdo foi observada
entre a expressao dos genes TFF1 e TFF2 com as outras caracteristicas clinicas.

A forte correlagdo na expressdo dos genes TFF1 e TFF2 sugere que esses genes
compartilham mecanismos regulatérios comuns.

A reducdo de expressao dos genes TFF1 e TFF2 constitui um possivel mecanismo no
processo de carcinogénese gastrica.

TFF1 e TFF2 podem ser considerados potenciais alvos terapeuticos no CG.
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CARACTERISTICA PRINCIPAL DO ESTUDO: Estudo clinico observacional caso-controle.

RISCOS ADICIONAIS PARA O PACIENTE: Risco intenso, desconforto intenso, procedimento cirirgico.

OBJETIVOS: Identificar alteracoes geneéticas e epigenéticas envolvidas na carcinogenese gastrica..

RESUMOQ: Serao obtidas amostras de tecido gastrico tumoral e normal durante procedimento cirdrgico, para analises
geneticas e epigeneticas. Inicialmente seréo selecionados genes diferencialmente expressos por microarray em duas
linhagens celulares gastricas apos fratamento com agentes desmetilante e desacetilante para a identificacao de
genes controlados por metilacao da DNA ef/ou metilacao e acetilagao de histonas. Em sequida, esses genes terao
sua expressao avaliada em 50 amostras de tecido gastrico normal e 50 amostras de tecido tumoral. Os genes que
apresentarem diferenca de expressao serdo avaliados quanto ao padréo de metilacido nos promotores génicos por
MS-HRM, efou padrao de metilacdo e acetilacdo de histona H3K9 por ChIP. Também serd avaliado o padrao de
metilacdo e de acetilacao de histonas associadas a genes previamente estudados. Paralelamente, serd avaliada a
expressao de genes envolvidos na maquinaria de metilacao de DNA, de metilacdo de histonas e de acetilacao de
histona. A expressao genica e as modificacoes epigenéticas serao associadas ao sexo, a idade, a localizacao, a
presenca de H. pylori nas amostras de tecido gastrico, e a extensao do tumor, a presenca de metastases em
linfonodo e a distancia , e ao tipo histopatologico nas amostras de adenocarcinoma gastrico.

FUNDAMENTOS E RACIONAL: A identificacao dos genes hipermetilados em células cancerigenas podera ainda
gerar novos marcadores tumorais associados, que poderao subsidiar o diagnostico, o prognostico e a terapeutica..
MATERIAL E METODO: Descritos os procedimentos laboratorais moleculares que serdo realizados por equipe
especializada..

TCLE: Apresentado adequadamente.

DETALHAMENTO FINANCEIRO: A apresentacao do orcamento detalhado permitiu a analise economica viabilizando
assim, a realizacao do projeto..

CRONOGRAMA: Adequado.

OBJETIVO ACADEMICO: Pgs-Doutorado.

Rua Botucatu, 572 - 1% andar - conj. 14 - CEP 04023-062 - Sao Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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ENTREGA DE RELATORIOS PARCIAIS AO CEP PREVISTOS PARA: 10/05/10 e 10/05/11.

O Comite de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital Sao Paulo ANALISOU e APROVOU
o projeto de pesquisa referenciado.

1. Comunicar toda e qualquer alteracdo do projeto e termo de consentimento livie e esclarecido. Mestas
circunstancias a inclusao de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comite, apds
analise das mudancas propostas.

2. Comunicar imediatamente ao Comite qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para
possivel auditoria dos orgaos competentes.

Atenciosamente,

ve

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana
Coordenador do Comite de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sao Paulo/ Hospital Sao Paulo 0511708

[

Rua Botucatu, 572 - 1 andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - Sao Paulo [ Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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ANEXO |11
Termo de consentimento livre e esclarecido UFPA/HUJBB

A Universidade Federal do Para, em colaboracdo com o Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto, esta
desenvolvendo uma pesquisa que permitira conhecer melhor os mecanismos que ocasionam as lesdes do
estbmago e o desenvolvimento de tumor gastrico, através da identificacdo das alteracdes genéticas
(cromossomos e genes) associadas ao quadro clinico do paciente e exame histopatoldgico.. Estes estudos sdo
realizados em pequenos fragmentos de tecido estomacal removido por cirurgia ou por exame endoscépico e
oferecem novas possibilidades de diagnéstico.

Vocé estd sendo admitido(a) neste Hospital, para estabelecimento de diagnéstico e/ou tratamento de
alguma doenca gastrica e ha a necessidade da remocao de material bioldgico relacionado a enfermidade. Parte do
material retirado é encaminhado para exames laboratoriais, necessarios para o diagnostico definitivo. O restante
do material ndo utilizado é armazenado para novos exames, Se Necessario.

A obtencdo do fragmento de tecido estomacal para pesquisa ndo implicard em riscos adicionais no seu
tratamento ou na sua cirurgia, nem em aumento no tempo do exame ou cirurgia. O fragmento de material
bioldgico serd identificado no laboratério por um cédigo formado por nimeros e letras, preservando sua
privacidade e identidade. A eventual inclusdo dos resultados em publicacdo cientifica sera feita de modo a
garantir o anonimato do paciente.

E necessério esclarecé-lo (a) que ndo existem beneficios ou direitos financeiros a receber sobre os
eventuais resultados decorrentes da pesquisa. Se vocé ndo concordar em doar o0 material para pesquisa, sua
deciséo ndo influenciara, de nenhum modo, no seu atendimento ou tratamento.

Caso vocé tenha alguma divida sobre este documento ou em relacdo a pesquisa, por gentileza, entre em
contato com a Prof. Rommel Burbano, pelo telefone 211-1727 ou 88027972.

Uma copia deste documento serd arquivada em seu prontuério e, se desejar, uma copia lhe serd

fornecida.

Declaro estar ciente das informagdes prestadas, tendo lido atentamente e concordado com o teor, e

autorizo a utilizacdo de amostras de tecido retiradas de meu organismo.

Assinatura do Paciente ou Responsavel
([0 0TSSPV VPP UUPT T PTPPPTOUPOPRIN .
RG:




ANEXO IV
Termo de consentimento livre e esclarecido UNIFESP/HSP

Termo de consentimento livre e esclarecido

ASPECTOS GENETICOS E EPIGENETICOS NA CARCINOGENESE GASTRICA
As seguintes informacgdes estdo sendo fornecidas para sua participacdo voluntéria neste estudo.

A Disciplina de Genética do Departamento de Morfologia e Genética da Universidade
Federal de S3o Paulo (UNIFESP) esta desenvolvendo uma pesquisa, por meic da identificagdo das
alteragGes genéticas e epigenéticas associadas ao quadro clinico do paciente e ao exame
histopatologico, que permitirda conhecer melhor os mecanismos causadores das lesGes do
estdmago e do desenvolvimento de tumor géastrico e, consequentemente, oferecerd novas
possibilidades de diagnostico.

Serao coletados 10 mL de sangue periférico no dia anterior a cirurgia. Serdo obtidas
amostras de tecido gastrico tumoral e nd3o-neopldsico (margem livre cirdrgica) durante o
procedimento cirurgico. A obtencdo de sangue periférico e do fragmento de tecido géstrico para a
pesquisa ndo implicard riscos adicionais no seu tratamento ou na sua cirurgia, nem aumentc no
tempo do exame ou cirurgia. O desconforto que podera ocorrer sera devido ao proprio
procedimento cirurgico. As amostras coletadas serdo utilizadas para anélises genéticas e
epigenéticas. Como rotineiramente, parte da amostra tumoral serd encaminhada para exames
laboratoriais, necessarios para o diagndstico definitivo. Sera utilizado material estéril e descartavel.

N3o ha beneficio direto para o participante. Trata-se de estudo experimental testando a
hipotese de que alteragdes genéticas e epigenéticas estdo envolvidas no desenvolvimento do
cancer. Somente no final do estudo, poderemos identificar a presenga de algum beneficio.

Em qualquer etapa do estudo, o paciente ou seu responsavel tera acesso aos profissionais
relacionados com a pesquisa para esclarecimento de duvidas. Os principais investigadores sdo
Prof2, Dr2. Marilia Smith, Prof. Dr. Laércio Gomes Lourenco e Prof. Dr. Ricardo Artigiani, que podem
ser encontrados na UNIFESP, Rua Botucatu, 740, Departamento de Morfologia e Genética,
Disciplina de Genética, telefone (011) 5576-4260. Se houver alguma consideragdo a fazer, ou duvida
sobre a ética da pesquisa, entrar em contato com o Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da UNIFESP,
Rua Botucatu, 572, 12 andar, cj 14, 5571-1062, fax 5539-7162, e-mail: cepunifesp@epm.br.

E garantida a liberdade de retirar o consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade do seu tratamento na Instituicdo.

As informac¢des obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo

divulgada a identificacdo de nenhum paciente. O material bioldgico sera identificado no laboratério
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por um codigo formado por numeros e letras, preservando sua privacidade e identidade. Os
resultados obtidos estardo a disposicdo do paciente. O material bioldgico obtido serad utilizado
somente para o presente estudo. A eventual inclusdo dos resultados em publicacao cientifica sera
feita de modo a garantir o anonimato do paciente.

N&o ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames
e consulta. Também ndo ha compensacao financeira relacionada a participagao.

Na eventualidade de ocorrer qualquer dano pessoal causado direta ou indiretamente pelos
procedimentos propostos neste estudo (anexo causal comprovado), o participante tera direito a
tratamento médico na institui¢do, bem como as indenizagdes estabelecidas.

Acredito ter sido suficientemente esclarecido a respeito das informagdes que li ou que foram lidas
para mim, descrevendo o estudo “ASPECTOS GENETICOS E EPIGENETICOS NA CARCINOGENESE
GASTRICA”.

Eu discuti com o Dr. sobre minha decisdo de participar do

estudo. Ficaram claros para mim quais s3o os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participacdo & isenta de despesas e que tenho
garantia de acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar meu consentimento a qualquer momento, antes ou
durante o processo, sem penalidades, prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter

adquirido.

Nome do paciente

Data: /)

Assinatura do participante / representante legal
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntéria o Consentimento Livre e Esclarecido

deste paciente ou representante legal para a participagao neste estudo.

Data: /]

Assinatura do responsével pelo estudo
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ANEXO V

Tabela descritiva das amostras de adenocarcinoma gastrico utilizadas no presente estudo.

ID Histopatologico Idade pTNM Estadiamento  Género

20pT/G67 intestinal 57  pT2N1MX A MAS
Gl intestinal 35 pT3N3MX B MAS
G105/107 intestinal 68 pT3N1 HA MAS
Gl1 difuso 43 pT4AN1M1 v FEM
G111 intestinal 55 pT4bN3bM1 v MAS
G121 difuso 50 pT4N3a "nc FEM
G125 intestinal 49 pT4bN3aM1 v MAS
G127 intestinal 65 pT3N2 A MAS
G129 intestinal 64 pT4aN3aM1l v MAS
G13 difuso 95 pT4N1IMX A FEM
G133 intestinal 72 pT3N3aMx B MAS
G135 difuso 4 pT4aN3bMx nc FEM
G15 intestinal 41 pTAN2MX B MAS
G117 intestinal 83 pT3N1IM1 v MAS
G19 difuso 55 pT1INOMX 1A FEM
G21 intestinal 39  pT2NIMX A MAS
G23 intestinal 53 pT3N1IMX 1B MAS
G25 intestinal 68 pT2N1IMX HA MAS
G27 intestinal 61 pTINIMX IB MAS
G3 difuso 79 PTINOMX 1A FEM
G39 difuso 63 PT2N1MXx A FEM
G45 difuso 84  pT4aN2Mx B FEM

G5 intestinal 72 pT3NOMX B MAS



Gs51
G53
G57a
G59%a
G61
G65
G69
G7
G75
G717
G79
G81
G9
Go1
G93
G95

G97

difuso
difuso
difuso
intestinal
intestinal
intestinal
intestinal
intestinal
intestinal
difuso
difuso
difuso
difuso
intestinal
intestinal
difuso

intestinal

42
48
65
69
46
68
73
48
71
80
32
71
47
82
61
53

82

PT2N1MX
pT3NOMX
pT2NOMX
pT4aN2Mx
pPT4N2MX
pT3N1IMX
pTINOMX
pT2N1MX
pT3NOMX
pT4aN2M1
pT4aNOMXx
pT3NOMX
pT3N2M1
pTINOMX
PTINOMX
pT4aN3Mx

pT4aN1cMx

A

A

B

B

1]=]

HA

A

1]=]

HA

nc

A

FEM
FEM
FEM
MAS
MAS
MAS
MAS
MAS
MAS
FEM
FEM
FEM
FEM
MAS
MAS
FEM

MAS
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