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RESUMO

O cancer gastrico representa um grave problema de saude publica mundial. A alta
incidéncia de tumores avangados com baixa sobrevida pelas metastases, sobretudo no norte do
pais, nos fez realizar o estudo comparativo das linhagens de adenocarcinomas gastricos
metastaticos (AGP01) com adenocarcinomas gastricos sem metéstases (ACP02) através da
avaliacdo protedbmica da via de mobilidade celular, que possam ter relacdo com a formacéo
dessas metastases. Foi realizado estudo proteémico das linhagens AGPO1 e ACP02 através da
técnica da cromatografia liquida de alta performance 2D Nanoultra (UPLC) em conjunto com
nanoESI-MSE (MudPIT) e analise funcional das proteinas diferencialmente expressas no
programa Ingenuity Pathways Analysis (IPA). Observamos 19 proteinas com aumento da
expressao na linhagem AGPO1 em relacdo a ACP02, as quais apresentam relacdo com
movimento, organizacao e morfologia celular, onde podemos sugerir que as proteinas ACTB,
ANXAL, LGALSL1, IQGAP1, EZR, MSN, MYH9 e S100A11, de acordo com nossos achados
e corroborados pela literatura pesquisada, tem associagdo com a metastase de
adenocarcinomas gastricos. Outras proteinas se mostraram em forte expressdo em nosso
estudo, mas na literatura pesquisada sua expressao tem relacdo com as vias de disseminacao
apenas de outros tumores, como: mama (RAB5C), pulméo (PLS1 e CAP1), reto (ACTN1) e
GIST (SYNEZ2). Conflitantes com nosso estudo, as expressdes das proteinas CAPZAL, FLNA
e FLNC, foram observadas na literatura como um inibidor de avanco tumoral, enquanto que
as expressao das proteinas MYL6, MYL6B, e ACTN2, aparecem pela primeira vez como

tendo relacdo com a mobilidade celular, invasdo e metastase em cancer.



ABSTRACT

Gastric cancer is a serious public health problem worldwide. The high incidence of
advanced tumors with poor survival by metastasis, especially in the north, made us realize the
comparative study of strains of metastatic gastric adenocarcinoma (AGP01) with gastric
adenocarcinoma without metastasis (ACP02) by proteomic evaluation of cell motility that
may be related to the formation of these metastasis. Proteomic study was conducted strains
AGPO01 and ACPO02 through the technique of high performance liquid chromatography 2D
Nanoultra (UPLC) together with nanoESI - (MSE mudpit) and functional analysis of
differentially expressed proteins in the Ingenuity Pathways Analysis (IPA) software. We
observed 19 proteins with increased expression in AGPO1 lineage regarding ACP02, which
are related to movement, organization and cell morphology, where we suggest that ACTB,
ANXAL, LGALS]1, IQGAPL, EZR, MSN, MYH9 and S100A11 proteins, according to our
findings and supported by the research literature is associated with metastasis of gastric
adenocarcinomas. Other proteins showed strong expression in our study, but its expression in
the research literature is related to the dissemination routes only other tumors, such as breast
(RAB5C), lung (PLS1 and CAP1), rectum (ACTN1) and GIST (SYNEZ2). Conflicting with
our study, the expressions of CAPZALl, FLNA and FLNC protein, were observed in the
literature as an inhibitor of tumor advancement, where the expression of MYL6, MYL6B and
ACTN2 proteins first appear as being related to cell motility, invasion and metastasis in

cancer.
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1 INTRODUCAO
1.1 Considerac0es gerais

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

Entre todos os diferentes tipos de cancer que afetam o homem, o cancer gastrico
(CID10 - C16) ocupa a quarta posi¢do quanto ao tipo tumoral mais frequente e constitui a
segunda maior causa de morte por cancer no mundo (JEMAL et al., 2011). Apesar de dados
estatisticos revelarem um declinio na incidéncia de céancer gastrico em paises em
desenvolvimento, a maior parte dos casos ainda concentra-se em paises desse grupo, Como o
Brasil. A epidemiologia do cancer gastrico assim como sua localizagdo dentro do estdmago
sdo heterogéneas e € evidente que um dos seus fatores de risco mais relevantes é a infeccéo
com a bactéria Helicobacter pylori (DE MARTEL et al., 2013). Sua etiologia é multifatorial,
sendo os fatores de risco envolvidos no desenvolvimento, divididos em trés categorias: meio

ambiente, nutricional e fatores genéticos (MINCIS, 2009).

A associacdo da infecgdo por H. pylori com o céncer gastrico é bem estabelecida, mais
de 80% dos casos de CG sao atribuidos a infec¢do 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 | para
cancer de estbmago (IARC, 2013).

No Brasil, o Instituto Nacional do Céancer (INCA) estimou a ocorréncia de 20.000
casos novos para o ano de 2014, sendo o quarto tipo de cancer mais frequente entre homens e
o0 quinto entre mulheres. Na regido norte do pais, o 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, 2013).

O Estado do Para apresenta elevada incidéncia de cancer gastrico e essa neoplasia
ocupa a segunda posigdo entre os homens e a quarta entre as mulheres (INCA, 2013). Em
Belém (capital do Estado do Pard), taxa média de sobrevida apos cinco anos do diagnostico

esta estimada em aproximadamente 9-10%, caracterizando essa neoplasia como um
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importante problema de saude publica (INCA, 2013). A baixa sobrevida em relagdo a paises
desenvolvidos pode ser devido ao diagndstico tardio da doenca.

Aproximadamente 80% dos pacientes com cancer gastrico sdo diagnosticados em
estadgios avangados da doenca. O diagndstico tardio ocorre, principalmente, devido os
pacientes com lesdes pequenas serem assintomaticos ou apresentarem apenas sintomas ndo
especificos (MINCIS, 2009; CORREA, 2013). Além disso, é importante ressaltar que o
cancer de estbmago € largamente resistente a radioterapia e a quimioterapia, sendo o
procedimento cirdrgico para a sua resseccao com as cadeias linfonodais envolvidas, o Unico
tratamento com potencial curativo. Entretanto, somente 30 a 50% dos pacientes com esse
tumor podem ser operados. Mesmo para pacientes que sdo submetidos a resseccao total, a
taxa de recorréncia ainda é elevada (RAJDEV, 2010).

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 de conduta terapéutica

de forma mais precisa.

1.2 Classificacdo histoldgica do adenocarcinoma gastrico

O céancer gastrico € uma neoplasia maligna que se estende entre as regides
esofagogastrica e pildrica, e pode atingir uma ou mais camadas do tecido gastrico,
progredindo da mucosa em dire¢do a serosa. O adenocarcinoma, tumor originado na mucosa,
é o tipo mais comum de céancer do trato digestivo, correspondendo a 95% dos casos que
acometem o estdbmago (SHANG e PENA, 2005). Este ¢é definido como precoce quando esta
restrito a mucosa e submucosa, independentemente de sua extensdo em superficie e da
presenca ou nao de metastases ganglionares (DEKKER e OP DEN ORTH, 1977).

Os dois principais sitios tumorais do adenocarcinoma gastrico sao proximal (corpo) e
distal (regido do antro, corpo e fundo gastrico) (CORREA, 2013). No que se refere a
localizacdo anatdmica do tumor, cerca de 50 a 60 % s&o observados no piloro e antro, 25% na
cardia e os demais no corpo e fundo. Ha cada vez mais interesse na distribuicdo de cancer
gastrico por subsitio do estbmago, em particular, a distin¢do entre os tumores originarios da

regido da cardia mais proximal e os originados mais distalmente (ndo cardia). Este interesse é
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impulsionado, em parte, pela evidéncia que sugere que essas duas categorias podem ter
diferentes etiologias. H& também relatos que indicam que o céncer localizado no cérdia tém
aumentado sua incidéncia nas Ultimas décadas, proporcionando assim uma tendéncia diferente
do que é observado (DE MARTEL et al., 2013)

Dentre as possiveis classificacdes do adenocarcinoma gastrico, duas sdo as mais
utilizadas. A classificacdo de Borrmann (1926) classifica os tumores gastricos de acordo com
0 aspecto endoscopico e macroscopico da lesdo: Tipo | (polipoide), Tipo Il (ulcerado de
limites bem definidos), Tipo Il (ulcerados de limites imprecisos) e tipo IV (infiltrativo com
linite plastica). Entretanto, em relacdo a histologia do tumor, a classificacdo mais utilizada € a
estabelecida por Laurén (1965), a qual divide os adenocarcinomas em dois tipos histolégicos:

intestinal e difuso (Figura 1).

O tipo intestinal ¢ bem diferenciado e exibe um padrdo de crescimento expansivo,
apresenta coesdo celular e células com nucleos grandes e irregulares. Ja o tipo difuso, é pouco
diferenciado, constituido de pequenas células ndo coesas, difusamente dispersas, que néo
formam estruturas glandulares, podendo apresentar células com nucleos periféricos em fungédo
da elevada producdo de mucina (LAUREN, 1965).
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Figura 1 — Aspecto microscépico dos tipos histolégicos de Laurén (HE). No tipo intestinal, neoplasia forma
glandulas desorganizadas, 200x (A); e as células neoplasicas formam corddes sélidos, 400x (B). No
tipo difuso o tumor infiltra difusamente todas as camadas do estbmago, e o melhor lugar para
identificar a infiltracdo é a camada muscular, onde as células neopléasicas contrastam com as fibras
musculares lisas, 200x (C); o excesso de muco produzido pelas células neoplésicas pode ser
observado no citoplasma na forma de um grande vacuolo, que desloca o nlcleo para a periferia,
originando as células em anel de sinete, 400x (D).

O estadiamento desses tumores € determinado pela classificacdo TNM estabelecida
pela American Joint Committee on Cancer (AJCC) juntamente com a Union Internationale
contre Le Cancer (UICC). O sistema de estadiamento pode ser clinico ou patoldgico. A letra
“T” determina a extensdo do Tumor. Enquanto, “N” determina a auséncia ou a presenca, bem
como a extensao das metastases em linfonodos regionais. Ja a letra “M” estabelece a auséncia
ou a presenca de metastase a distancia (Tabela 1). Por conseguinte, o resultado do pTNM
determina o estadio da doenca, relacionando-o diretamente com o prognostico do paciente
(AJCC, 2010) (Tabela 2).
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Tabela 1 - Classificacdo do TNM patolégico (AJCC, 2010).

pT
X
T0
Tis
T1
Tla
T1b
T2

T3

T4

T4a

T4b

pN
NX
NO
N1
N2
N3
N3a
N3b
pM
MX
MO
M1

Tumor Primério

O tumor primario ndo pode ser avaliado.
N&o ha evidéncia de tumor primario.
Carcinoma in situ: tumor intraepitelial sem invasdo da Iamina propria.
Tumor invade a ldmina propria, muscular da mucosa ou submucosa.
Tumor invade a lamina propria ou muscular da mucosa.
Tumor invade a submucosa.
Tumor invade a muscular propria.
Tumor que invade a serosa (peritdnio visceral). Tumor penetra no tecido
conjuntivo subseroso sem invasdo do peritdnio visceral ou estruturas
adjacentes. Também incluem aqueles que se estendem ao gastrocolico
ou ligamentos gastrohepaticos, ou para 0 omento maior ou menor, sem
perfuracéo do peritonio visceral que cobre estas estruturas.
Tumor invade a serosa (peritdnio visceral) ou invade estruturas
adjacentes.
Tumor invade a serosa (peritonio visceral).
Tumor invade estruturas adjacentes como baco, célon transverso, figado,
diafragma, pancreas, parede abdominal, glandula adrenal, rim, intestino
delgado e retroperitonio.
Linfonodos Regionais
Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados.
Auséncia de metastase em linfonodos regionais.
Metéastase em 1 a 2 linfonodos regionais.
Metéstase em 3 a 6 linfonodos regionais.
Metastase em 7 ou mais linfonodos regionais.
Metéastase em 7 a 15 linfonodos regionais
Metéastase em 16 ou mais linfonodos regionais

Metastase a Distancia

A metéstase ndo pode ser avaliada.

Auséncia de metastase a distancia.

Metastase a distancia.
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Tabela 2 - Grupamento por grupos de prognostico (AJCC, 2010).

Estadiamento Combinagdes TNM
Estadio 0 Tis NO MO
Estadio IA T1 NO MO
Estadio IB T1 N1 MO
T2 NO MO
Estadio 1A T3 NO MO
T2 N1 MO
T1 N2 MO
Estadio 1B T4a NO MO
T3 N1 MO
T2 N2 MO
T1 N3 MO
Estadio I11A T4a N1 MO
T3 N2 MO
T2 N3 MO
Estadio I1IB T4b NO-1 MO
T4a N2 MO
T3 N3 MO
Estadio I1IC T4a N3 MO
T4b N2-3 MO
Estadio IV Qualquer T Qualquer N M1

Entre os problemas mais graves a serem enfrentados no adenocarcinoma gastrico
destaca-se a presenca de metastases a distancia, sobretudo a doenca sistémica disseminada,
associada a carcinomatose peritoneal, por diagndéstico tardio ou doenca avangada, sobretudo
na regido norte do Brasil (DE VITA, 2009; LI et al., 2012). Nessa situacdo ndo existem
opcoes terapéuticas eficazes, e 0s pacientes evoluem na quase totalidade dos casos para o
oObito, padecendo ainda de pessima qualidade de vida durante sua curta sobrevida (RAJDEV,
2010).
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1.3 Carcinomatose

Neoplasias géastricas apresentam carcinomatose peritoneal com elevada frequéncia e
esta é a forma mais comum de metastase a distancia do carcinoma gastrico. A carcinomatose
peritoneal € definida como a disseminacdo de células cancerosas na cavidade peritoneal
resultando em depdsitos de células malignas sobre o peritdbneo visceral ou parietal. A
fisiopatologia e os mecanismos moleculares envolvidos na formagdo da carcinomatose
peritoneal ndo sdo completamente conhecidos. Depodsitos tumorais metastaticos disseminam-
se na cavidade peritoneal de maneira distinta do que ocorre na disseminacdo hematogénica

para 6rgdos solidos ou para linfonodos regionais (DEVITA, 2009).

Um conceito conhecido como rotura tumoral considera que um tumor epitelial
originario de Orgdos presentes na cavidade peritoneal infiltra diretamente a camada serosa,
resultando em esfoliacdo de células neoplasicas para a cavidade peritoneal levando a
carcinomatose peritoneal. Esse evento seria facilitado pela manipulagdo cirtrgica destes
tumores (DEVITA, 2009).

A carcinomatose peritoneal (CP) pode ser observada em até 50% dos pacientes que se
apresentam com doenca metastatica e em 16% dos pacientes sem evidéncia de doenca
disseminada, porém com estudo citolégico do peritdnio durante a cirurgia. A metéastase para
ovario (tumor de Krukenberg) frequentemente ocorre durante a disseminacdo peritoneal
(BRUCKNER et al., 1997). No adenocarcinoma gastrico a CP é evento comum em regides
nas quais a maioria dos diagnosticos ocorre em fases avancadas da doenca, em especial na
regido norte do Pais (LI, 2012).

A presenca de carcinomatose peritoneal indica sobrevida invariavelmente menor que
seis meses (MORIGUCHI et al., 1992) e os sobreviventes sustentam ainda uma péssima
qualidade de vida durante sua curta sobrevida (RAJDEV, 2010). A recorréncia peritoneal é a
forma mais frequente de recidiva (BROLL et al., 2001; BONENKAMP et al., 1996) e a
causa mais comum de morte em pacientes com cancer gastrico (BANDO et al., 1999; WU et
al., 1997).

Recentes avancos em andalises moleculares de lesGes neopléasicas e pré-neoplésicas do
estbmago tém revelado uma variedade de alteracOes genéticas e fatores epigenéticos que
contribuem no processo de multiplos eventos do cancer gastrico. Entretanto, 0 conhecimento
da carcinogénese gastrica ainda é fragmentado e o uso clinico de biomarcadores moleculares

no cancer gastrico ainda ndo é consistente (TAMURA, 2006).
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1.4 Linhagens Celulares

A cultura de células humanas tem gerado importantes elucidacdes a respeito da
biologia das células neoplésicas, processos patologicos e o desenvolvimento de novas

estratégias contra o crescimento e a progressdo de células cancerigenas (FRESHNEY, 2010).

Ha relativamente poucas linhagens celulares disponiveis de cancer gastrico, apesar da
alta incidéncia dessa neoplasia. A dificuldade técnica na manipulagdo e no cultivo de
amostras de cancer gastrico pode refletir o modesto nimero de linhagens em relacdo ao de
outras neoplasias (PARK et al., 1997).

Cerca de 80% das linhagens de céancer géastrico foram desenvolvidas em paises
asiaticos, onde a prevaléncia € elevada, principalmente em associacdo com infec¢do por
Helicobacter pylori. No Brasil, um grupo de pesquisa estabeleceu e caracterizou as linhagens
ACP02, ACP03 e AGPO1 de cancer gastrico, a partir de amostras de tecido tumoral e de
ascite de pacientes oriundos do Estado do Pard (LIMA et al., 2004; LEAL et al., 2009). A
linhagem ACPO02 foi estabelecida a partir de tumor gastrico priméario do tipo difuso e a
linhagem ACPO03, a partir de um tumor do tipo intestinal. Ja a linhagem AGPO1 foi
estabelecida a partir de células neoplasicas presentes no liquido ascitico de um individuo com
cancer gastrico do tipo intestinal, com padrdo de crescimento em monocamada aderente com
divisOes alteradas como as demais linhagens estabelecidas de outras origens geogréficas. Ao
nosso conhecimento, essas linhagens estabelecidas por nosso grupo sdo as Unicas descritas no

Brasil.

A caracterizacdo de linhagens celulares é importante para a compreensao da biologia
de células neoplésicas e para o desenvolvimento de novas estratégias contra o crescimento e a
progressao de células cancerigenas (HU et al., 2000). Recentemente, foi realizada a analise de
CGH array (Comparative Genomic Hybridization array) nas linhagens ACP02, ACP03 e
AGPO1 e obtencdo de dados sobre ganhos e perdas de copias genémicas de modo global,
sendo essa tecnica particularmente Gtil na investigacdo de alteracdes na dosagem gendmica
em células cancerosas, dificeis de serem cariotipadas (dados ndo publicados). Nossos
resultados demonstraram que, apesar de algumas alteragdes cromossdmicas serem comumente
observadas devido ao processo de cultura in vitro, as linhagens estabelecidas por nosso grupo
de pesquisa compartilham alteragbes genéticas com 0s tumores gastricos primarios de
individuos do Norte do Brasil (GUIMARAES et al.,, 2006; TAKENO et al., 2009;
CALCAGNO et al.,, 2005; CALCAGNO et al., 2006; BURBANO et al., 2006). Essas
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linhagens celulares, portanto, constituem um modelo para o estudo do processo de
carcinogénese gastrica nessa populagdo e podem ser utilizadas para estudos de triagem.

N&o existe tratamento eficaz hoje em dia nos casos de doencas clinica avancada e a
baixa qualidade de vida, sobretudo na carcinomatose peritoneal, a que esses pacientes sao
expostos € significativa, o que requer a busca por novas drogas e novos alvos que possam

proporcionar uma melhoria nessa qualidade de vida freando o desenvolvimento tumoral.

Mas para o conhecimento dessas novas drogas e alvos devemos conhecer o
comportamento dos tumores e suas vias de disseminacdo, reconhecendo 0s genes expressos
nas mais diferentes vias, portanto, procuramos estudar a via relacionada com a movimentacéao
celular e suas respectivas proteinas, para obter o conhecimento do estimulo ou supressdo da

metastase do cancer gastrico nas linhagens estabelecidas em nosso estado.

1.5 Multiplos passos da metéstase

Segundo HANAHAN e WEINBERG (2011), os carcinomas surgem da progressdo de
tecidos epiteliais e podem progredir para graus mais elevados de malignidade, apresentando
invasdo local e metastase a distancia. As metastases sao responsaveis pela maioria das mortes
de pacientes com tumores sélidos (REYMOND et al., 2013; MARYAS et al., 2014).

Durante disseminacdo metastatica, as células tumorais do tumor primario podem
invadir o tecido adjacente como células individuais ou coletivamente como grupos
(REYMOND et al., 2013). A associacdo destas desenvolvem alteracGes na sua forma, bem
como na sua fixacdo a outras células e a matriz extracelular (HANAHAN e WEINBERG,
2011).

O processo de multiplus passos da invasdo e metastase tem sido esquematizado como
uma sequencia de passos, frequentemente denominado de cascata de invasao e metastase. Este
esquema prevé uma série de alteracdes na biologia da célula, comegando com a invaséo local,
seguida de invasd@o por células tumorais nos sistemas linfatico e hematopoiético, seguido de
evasdo destas do lumen desses vasos para o0 parénquima dos tecidos distantes
(extravasamento), a formacdo de pequenos nodulos de células cancerigenas

(micrometéastases), e finalmente o crescimento de lesbes micrometastaticas em tumores
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macroscopicos, este Ultimo passo sendo denominado de colonizagdo (Figura 2) (HANAHAN
e WEINBERG, 2011).

O primeiro passo da cascata é representado pelo escape das células do tumor primario
(Figura 2A). Um dos fatores que contribuem para esse passo, sao as alteracées na forma da
célula, dentre elas a melhor caracterizada envolve a perda de E-caderina por células de
carcinoma, uma molécula chave de adesdo célula a célula. A expressdo aumentada de E-
caderina funciona como antagonista de invasdo e mestastase, enquanto a reducdo da sua
expressao potencializa o fenotipo tumoral. Adicionalmente, também podem estar envolvidas
proteinas que estdo associadas com as migracdes celulares que ocorrem durante a
embriogénese e inflamagdo (HANAHAN e WEINBERG, 2011).

O segundo passo é a invasdo local (Figura 2B), que ocorre através da expressdo
aumentada de proteases (por exemplo, metaloproteinases -MMPs), as células cancerigenas
rompem a membrana basal e podem entrar no estroma. As células estromais aumentam o
comportamento agressivo das celulas tumorais e também podem desencadear o processo de

transicdo epitélio-mesenquimal (MARYAS et al., 2014).

A transicdo epitélio-mesenquimal é um passo fundamental para a progressao do tumor.
Esse processo exige a ruptura das junc@es endoteliais para que as células tumorais atravessem
o endotélio e é caracterizado pela perda de adesao celular, perda de polaridade epitelial das
células e por um aumento na invasao e na motilidade das células tumorais. Varias outras vias
de sinalizacdo como Wnt, Notch, fator nuclear kappa B (NF-kB), fator de crescimento tumoral
beta (TGF-B), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e outros estdo envolvidos

nesta transicdo (REYMOND et al., 2013; MARYAS et al., 2014).

Em seguida, as celulas tumorais invadem localmente o Iimen de vasos linfaticos ou
sanguineos através da invasdo vascular (Figura 2C). Além disso, vasos sanguineos novos sao
formados durante a progressdo do tumor no processo chamado angiogénese, e esses novos
vasos facilitam a invasdo vascular devido, em geral, possuir fracas juncdes célula a célula
(REYMOND et al., 2013; MARYAS et al., 2014).

Em seguida, as células tumorais circulantes sobrevivem na corrente sanguinea (Figura
2D) e atingem os 6rgdos distantes (Figura 2E). No entanto, nem todas as células tumorais nos
capilares sdo capazes de extravasar: Em primeiro lugar, elas tém de superar a barreira fisica
da célula endotelial. Em segundo lugar, o grande desafio sdo as células de carcinoma

extravasarem e se difundirem para sobreviver em local secundario, que é geralmente diferente
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do local do tumor primério. Por fim, as células em grupo ou individualmente ap6s sairem dos
vasos formam novos tumores em locais que possuem microambiente favoravel a proliferagéo.
O local de preferéncia de metastase de alguns tumores pode levar em consideracao o tipo de
vascularizagdo, o tipo de quimiocinas expressas no o0rgdo secundario em conjunto com a
expressédo do receptor para a quimiocina (Figura 2F) (REYMOND et al., 2013; MARYAS et
al., 2014).

A Tumor primario Células B Invaséo local

estromais Células tumorais ultrapassam a

membrana basal através da expressdo
aumentada de MMPs e outras
proteases € entra no estroma.
Agressividade das células estromais é
aumentada devido a produgdo de
citocinas e fatores de crescimento, 0s
quais sdo fundamentais na formagéo
da metéstase.
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Figura 2 - Esquema da cascata de metastase (adaptado de MARYAS et al., 2014).
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1.6 Proteomica

A protedmica refere-se ao estudo de proteinas, incluindo deteccdo, identificacéo,
mensuracdo de sua concentracdo, deteccdo e caracterizacdo de suas modificacGes, interacéo
proteina-proteina e regulacdo (LEE et al., 2012). Constitui-se uma das mais promissoras
estratégias para a identificacdo de marcadores moleculares relativos ao risco de cancer, fatores
prognosticos e alvos terapéuticos, além de sua utilidade na busca de proteinas diferecialmente

expressas entre tecidos neoplasicos e ndo neoplasicos (DOWLING et al., 2007).

O proteoma do cancer € muito complexo, contendo informacgdes de cada processo
bioldgico que existe nas células cancerigenas e do microambiente, assim como da interagdo
entre a célula cancerigena e o hospedeiro. Assim, o estudo do proteoma do cancer é um ponto
de partida para a identificacdo de biomarcadores de diagnéstico e alvos terapéuticos. Varios
possiveis biomarcadores de cancer com potencial aplicacdo clinica tém sido descritos gracas
as tecnologias de protedmica (ALAOUI-JAMALI e XU, 2006).

Estudos recentes indicam que o liquido ascitico na carcinomatose peritoneal do
adenocarcinoma gastrico dispbe de todos os elementos necessarios a manutencdo e a
proliferacdo das células neoplasicas e revela-se um meio de cultura superior no que tange a
manutencdo das células neoplasicas in vitro. Este achado corrobora a importancia da
investigacao de seu contetdo proteico, objetivando identificar possiveis alvos terapéuticos, os
quais, se inibidos, poderéo representar inovadora abordagem terapéutica dirigida a essa grave

situacdo clinica.

Muitas proteinas estruturais, de sinalizacdo, de catalizacdo e enzimas estdo envolvidas
no processo de metastase, sendo assim é valida a investigacdo de proteinas com o possivel
potencial terapéutico e como possiveis alvos diagnosticos. A identificacdo de proteinas,
através de técnicas como a protedmica, que possam estar envolvidas no processo de
agressividade e metastase é essencial para a compreensao do papel molecular das proteinas na

metastase.
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2 OBJETIVOS

2. 1 Objetivo geral

Analise diferencial do proteoma entre as linhagens AGP01 e ACP02 das vias de

mobilidade, morfologia e organizagéo celular.

2.2 Objetivos especificos
e Avaliar a expresséo proteica na linhagem AGPO01;
e Avaliar a expresséo proteica na linhagem ACP02;

e Analisar comparativamente a expressao proteica de AGPO1l em relacdo a
ACPO02;

e Investigar nas proteinas diferencialmente expressas aquelas que estdo
envolvidas na metéstase encontrada na linhagem AGPO01.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Amostras

Foram utilizadas as linhagens celulares ACP02 e AGP01, obtidas, respectivamente, de
amostra tecidual de tumor extraido da regido da cardia e sem metastases, e por cultura
priméria de ascite carcinomatosa de adenocarcinoma gastrico (LEAL et al., 2009). A ACP02
foi estabilizada de tumor removido da regido cardia, com classificacdo do tipo difusa e
estadiamento T3N2MO de um homem de 66 anos de idade. A AGPO01 foi estabilizada de
células de fluido ascitico de tumor localizado na regido do antro e corpo, com classificacdo do
tipo intestinal e estadiamento T3N2M1. As técnicas relatadas a seguir foram realizadas na
Unidade Protedmica do Instituto Nacional do Céancer, na cidade do Rio de Janeiro, Brasil.

3.2 Analise proteébmica
3.2.1 Extracdo e preparacdo das proteinas

Inicialmente foram preparados extratos totais das células ndo tratadas pelo método de
lise osmotica. Todas as amostras tiveram seus extratos proteicos preparados com protocolos
especifico para digestdo total das proteinas para cromatografia liquida em nano escala. As
amostras foram sulfonadas com o reagent RapiGEst SF (Waters®), modificadas com o0s
reagentes DTT (GE®) e iodoacedamida (GE®) e digeridas com a enzima tripsina
(Promega®).

Extracdo de proteinas 1
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Figura 3: Extracdo das proteinas.
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3.2.2 Condicbes da cromatografia liquida de alta performance 2D Nanoultra (UPLC) em
conjunto com nanoESI-MSE (MudPIT)

A estratégia utilizada foi de 2DNanoLC-MS/MS associada a quantificacdo da
expressdo diferencial (MSE-Mass spectrometry expression) para a obtengdo do proteoma das

linhagens celulares.

Os experimentos quantitativos e qualitativos por nanoUPLC bidimensional em
conjunto com nanoESI-MSE foram conduzidos com fase reversa de 1.5 h gradiente de 5% a
40% (v/v) ACN (0.1% v/v &cido férmico) a 600nL.mint no cromatégrafo NanoAcquity
(Waters®). A coluna nanoACQUITY UPLC HSS T3 1.8 um, de 100 um x 100 mm foi usada
com uma segunda dimensdo em conjunto com uma coluna de forte de troca de cations (strong
cation exchange - SCX) de 180 um x 23 mm, as quais foram empacotadas com Sum Poly-
SULFOETHYL Aspartamida (PolyLC, Columbia, MD, USA). A coluna suporta 2ug de
proteinas digeridas para andlise em triplicata. A andlise da primeira dimenséao foi feita com
um passo de gradiente de sal e um passo de gradiente organico, ambos criados por injecdo de
buffer plugs contendo sal e modificador organico com o amostrador automatico
nanoACQUITY e a bomba de carregamento. As nove fracGes obtidas foram seguindo: 50,
100, 150, e 200 mM de formato de amonio com 5% de ACN, 200 mM de formato de amonio
com 10, 20 e 30% de ACN e 350 mM 30% e uma descarga (LIU et al., 2006). Um tampao de
2uL foi injetado de cada vez, para formar os passos de gradientes. Os tampdes foram
carregados na coluna de SCX com tampéao de carga (5 mM de formato de amonio contendo
5% de ACN, preparado a partir da solugdo-mée de formato de amonio) a 3 uL min™* de taxa
de fluxo por 3 min. Uma amostra de tampéo a 2uL foi carregada na coluna de SCX antes dos

gradiente de tampdes ser injetado.

Cada tampdo sal/organico eluiu uma fracdo dos peptideos retidos da coluna de SCX.
Os componentes libertados foram entéo capturados por uma coluna de aderéncia RP (Waters),
enquanto que os demais compostos, tais como sais, foram descartados. A coluna de aderéncia
(180 um x 20 mm) foi lavada com material de 5m Symmetry C18 (Waters). Depois todos 0s
peptideos liberados foram levados para a coluna de aderéncia, a valvula de trés posicGes foi
mudada de posicdo aderéncia para a posic¢ao de eluicdo, colocando a coluna on-line com uma
bomba de gradiente binario e uma coluna analitica RP (Waters) mencionada acima. Todas as
andlises foram realizadas com ionizagdo por ionizacdo nanoelectrospray no modo positivo

nanoESI(+) com uma fonte NanoLockSpray. O bloqueio do canal de massa foi amostrado a
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cada 30 s. Uma solucdo de [Glu] 1-Fibrinopeptideo B (GluFib) (Sigma, St. Louis, EUA) a
200fmol.uL* foi fornecido através do pulverizador de referéncia da fonte NanoLockSpray e
foi utilizado para a calibragcdo considerando um intervalo de amostragem de 30 s de ions por
impulso inferior a 0,1. O ion duplamente carregado ([M + 2H] 2+) foi utilizado para uma
calibrag&o inicial de unico ponto (Lteff) e ions fragmentos de GluFib MS/MS foram usados

para obter a calibracéo final do instrumento.

Experimentos de escaneamento independente de dados (MSF) foram realizados com o
espectrometro de massa Synapt HDMS (Waters, Manchester, Reino Unido), o qual foi
programado automaticamente para alternar entre baixo consumo de energia de colisdo MS (3
eV) e elevadas energias de colisdo MSE (12-40 eV) aplicadas a célula CID T-wave com gas
argonio. A transferéncia T-wave de célula de colisédo foi ajustado para 1 eV com um tempo de
varredura de 1,0 s, tanto em baixo quanto alto consumo de energia, para dar um minimo de 10
pontos em baixa e alta energia acima de 10% da capacidade maxima. TOF (Full-scan
orthogonal acceleration) (oa-TOF) MSE foi adquirida a partir de m/z 50 a 2000. O perfil de
MS foi ajustado de modo que a baixa energia LC/MS de dados foram efetivamente adquiridas
a partir de m/z 400 a 2000, a qual garantiu que qualquer massa observados nos dados LC/MSE
menor que m/z 400 eram conhecidos por surgir de dissociacdes na coliséo celular no total de

segundos do canal de contagem de ions do MS.

Figura 4: 2D Nanoultra (UPLC) em conjunto com nanoESI-MSE (MudPIT)
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3.2.3 Base de dados de pesquisa e quantificacao

Pacotes de identificacfes de proteinas e dados quantitativos foram gerados através da
utilizacdo de algoritmos dedicados e a procura numa base de dados humana especifica. As
bases de dados utilizadas foram randomizados on-the-fly, durante as consultas no banco de
dados e anexado ao banco de dados original para acessar a taxa falso positivo de
identificacdo. Os espectros obtidos foram processados no Protein Lynx Global Server V.2.4

(PLGs) com ExpressionE informatics V.2.4.

O padrédo de massas obtido para cada amostra foi comparado com o padrdo de massas
gerado “in silico”, a partir do banco de dados UniProtKB Release 2011_09 e as condigOes de
pesquisa foram baseadas na taxonomia (Homo sapiens [humano]), com modificacOes
variaveis por carbamidomethyl (C), acetil N-terminal, e oxidacdo (M). Para a quantificacdo
diferencial foi utilizada a ferramenta Waters Expression software analysis (WEPS). As
proteinas obtidas foram organizadas pela ferramenta de algoritmo PLGs ExpressionE em uma
lista significativa correspondente ao aumento e diminuicdo indices de regulacdo entre 0s
diferentes grupos. A normalizacédo foi realizada com uma proteina que ndo mostrou nenhuma

diferenca significativa abundante em todas as injecoes.

A analise funcional das proteinas diferencialmente expressas foi realizada usando o

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

proteinas foram consideradas diferencialmente expressas adotando p<0,05.


http://www.ingenuity.com/
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4 RESULTADOS

Foram extraidos os dados da andlise do proteoma das duas linhagens ACP02 e
AGPO01. Nesta anélise, identificamos 857 proteinas expressas no total, sendo 495 proteinas

expressas em AGPOL e 362 proteinas expressas em ACP02 (Figura 5).
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Figura 5 - NUmero de proteinas expressas nas duas linhagens

Das proteinas totais foi realizada a interagdo e analise funcional, comparando a
linhagem obtida de metastase (AGP01) em relagdo a linhagem obtida de tumor sem metastase
(ACP02). Foram identificadas 381 proteinas que apresentaram niveis significativamente
diferentes na AGP01 em relacdo a ACP02, sendo 284 com expressdo aumentada e 97 com
expressdo diminuida. Entre o total de proteinas diferencialmente aumentadas, 19
apresentaram relacdo com movimento, organizagdo e morfologia celular. As proteinas
expressas em maior nivel na AGPO01 e suas vias participantes estdo na Figura 6, dentre elas, a

via de movimento, organizacdo e morfologia celular que sdo o alvo do estudo.
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Figura 6 — As vias encontradas e a porcentagem, respectiva, de proteinas em niveis aumentados que estdo

envolvidas.

Na Tabela 3, encontram-se as proteinas e seus dados, como: nome da proteina, nome
do gene, score, sequencia de cobertura (em porcentagem) e a funcdo da proteina (segundo
banco de dados OMIM) (NCBI, 2014). Os dados do score séo provenientes da combinacao de
massa molecular, ponto isoelétrico, nimero de peptideos equivalentes e porcentagem de
cobertura dos peptideos para identificacdo das proteinas, assim, quanto maior o valor do
score, mais valida ¢ a identificacdo desta proteina. A porcentagem da sequéncia de cobertura
significa a porcentagem da sequéncia proteica do banco de dados “coberta” pelos peptideos da

amostra.
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Tabela 3 - Proteinas superexpressas na linhagem AGP01 que estdo envolvidas no aparecimento das metastases

Sequéncia de

Proteina Nome do gene Score Funcédo (OMIM)
Cobertura (%)
_ Modula a migracdo durante a
Actina L : _
ACTB 30492.46 69,07 embriogénese, diferenciacéo e

citoplasmatica 1 ) L
possivel carcinogénese.

Medeia a ligacéo dos

microfilamentos com a

ACTN1 Actina alfa 1 2057.97 50 L
membrana nas juncoes
aderentes.

ACTN2 Actina alfa 1 689.63 22,15 Ligacdo a membrana
ANXA1 Annexina Al 8731.87 56,65 Inibe as fosfolipases

Proteina ) L

: Regulacéo da organizagédo da
CAP1 associada 1444.32 26,74

. actina
adenililciclase 1

Subunidade alfa 1 )
Regula o crescimento do

da proteina ) )
CAPZAl ) ) 353.54 11,89 filamento de actina em sua
capping da actina ) )
. extremidade capping
Serve como um importante
: substrato para certas proteinas
EZR Ezrin 1493.75 34,13 R
tirosino cinases
citoplasmaticas.
Regula a reogarnizacéao da
o actina por interagdo com
FLNA Filamina A 424.75 22,74 o
integrinas e complexos de
receptores.
L Envolvida na remodelagem do
FLNC Filamina C 362.73 17,91 :
citoesqueleto
Proteina Modula adeséo cellular,
semelhante a transcricao, arquitetura do
IQGAP1 _ 543.53 28,24 _ o
ativadora de Ras citoesqueleto e sinalizacdo

GTPase celular.
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E um regulador autdcrino de

LGALS1 Galectina 1 8183.88 69,63 ]
proliferacdo celular.
Interage com as celulas pela
MSN Moesina 876.80 28,25 ligacdo com a heparina ou
sulfato de heparan.
- Interage com a actina para
MYH9 Miosina 9 1764.35 39,29

movimentacao celular

Polipeptideo 6 da _
Interage com a actina para

MYL6 cadeia leve da 2898.53 43,71 . )
o movimentagcéo celular
miosina
Cadeia leve 6B da Interage com a actina para
MYL6B . 501.03 6,25 ;
miosina movimentacao celular
PLS1 Plastina 1 209.38 11,61 Agregacéo de feixes de actina

Atuam no processo de
Proteina Rab 5C
RAB5C : 282.77 11,57 ancoragem ou fusdo correta de
relacionada a Ras

vesiculas
S100A11 Proteina SI00A11  5028.75 44,76 Polimerizacdo da tubulina
SYNE2 Nesprina 2 96.38 4,78 Ligacdo a F actina

*Proteinas Diferencialmente Superexpressas na Linhagem AGP01 em relacdo a
ACP02(p<0,05).

Na figura 7, podemos visualizar como as 19 proteinas da via em estudo interagem
entre si e suas respectivas localizacbes nas células. As proteinas com niveis aumentados de

expressao que foram observadas nesta via, possuem vérias localizagdes, séo elas:

o Extracelular: LGALSI;

e Membrana plasmatica: ANXAL, MSN, EZR e CAP1;

e Citoplasma: ACTB, ACTN1, ACTN2, CAPZAl, FLNA, FLNC, IQGAP1,
MYH9, MYL6, MYLG6B, PLS1, RAB5C e S100A11,

e Ndcleo: ACTN2 e SYNE2.
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Figura 7 — Esquema da via de interacdo das proteinas aumentadas em AGPO1.
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5 DISCUSSAO

A metéstase € a principal causa de falha no tratamento dos mais variados tipos de
tumores, incluindo os tumores de estbmago, pois ja representa um estado avancado da doenca.
A busca por biomarcadores relacionados com a metastase nos tumores sdo fundamentais para
o conhecimento do mecanismo bioldgico que garantam as células neoplasicas a capacidade de

migracdo e invasdo de tecidos adjacentes ao tumor primario.

No presente trabalho, comparamos a expressdo proteica da linhagem de carcinomatose
peritoneal com tumor gastrico primario AGP01 em relacdo a linhagem de adenocarcinoma
gastrico ACP02, em via referente a mobilidade celular, para identificar possiveis

biomarcadores que confeririam a capacidade metastatica aos tumores gastricos.

Foram identificadas 19 proteinas mais expressas na linhagem AGPOL1 em relacdo a
ACPO02 na via de mobilidade celular. Para facilitar o entendimento do papel dessas proteinas
na via de mobilidade e cancer, separamos as proteinas encontradas em quatro grupos de
acordo com trabalhos descritos na literatura: proteinas com papel bem definido na invasao e
metastase em cancer gastrico; proteinas com papel definido na invasdo e metastase descritas
em outras neoplasias; proteinas com papel conflitante na invasdo e metéstase tumoral;

proteinas sem papel definido na invasdo e metéstase tumoral.

No primeiro grupo, observamos oito proteinas com papel na mobilidade celular,
invasdo e metastase no cancer gastrico bem definido na literatura: ACTB, ANXAL, LGALSI,
EZR, IQGAP1, MSN, MYH9 e S100A11.

A proteina ACTB (actin, beta) é uma das principais constituintes do aparelho contrétil
celular e uma das duas actinas formadoras do citoesqueleto funcional da célula (NCBI, 2014).
Esta proteina é codificada pelo gene localizado na banda 22 do brago curto do cromossomo 7
(7p22) e funciona geralmente como um regulador na maioria das células tumorais e tecidos. A
expressdo anormal e a polimerizacdo de ACTB sdo associadas com a capacidade de invaséo e
metastase dos tumores, além das mudancgas estruturais do citoesqueleto celular (Guo et al.,
2013).

O aumento da expressao da proteina ACTB foi descrita em uma grande variedade de
tumores, como: leucemias, linfomas, melanomas, tumores renais, colorretais, gastricos,
pancreaticos, esofagicos, pulmonares, de mama, de prostata e de ovario (VILA et al., 2000;
GOIDIN et al., 2001; JUNG et al., 2007; SUZUKI et al., 2010), o que sugere que 0 gene

ACTB pode ndo ser adequado para normalizacdo em estudos no nivel gene/proteina para
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certos tipos de células tumorais. Entretanto, a utilizacdo de ACTB, em nivel de mRNA, como
gene de referéncia em estudos de expressao deve ser realizada com cautela. Recentemente,
Winieski et al. (2013) estabeleceu que a combinacdo dos genes ACTB e B2M (B
microglobulina) eram os genes mais estaveis para serem utilizados como genes de referéncia
nos estudos de quantificacdo da expressdo de mMRNA nas linhagens de cancer gastrico ACP02,
ACPO03, AGP01 e PG100.

Outra proteina que apresentou expressdo aumentada na linhagem AGPO1 em relacdo a
ACPO02 foi a ANXAL (annexin Al), codificada por gene localizado na regido 9921.13. Essa
proteina pertence a uma familia de proteinas dependente do célcio. Estdo preferencialmente
localizadas na face citosdlica da membrana plasmatica e possuem atividade inibidora da
fosfolipase A2. Uma vez que a fosfolipase A2 é necessaria para a biossintese de mediadores
potentes da inflamacéo, as prostaglandinas e os leucotrienos, a ANXAI possui uma potente
atividade anti-inflamatoria (NCBI, 2014). Para zZhu et al. (2010), ela é uma proteina
multifuncional, pois faz mediacdo de varios processos fisioldgicos importantes, dependendo

da sua localizacéo dentro da célula.

Em relacdo ao cancer gastrico, a alta expressao de ANXAL esta relacionada a sua
localizacdo nuclear e também estd associada com a invasdo da serosa, metastase em
linfonodos, disseminacdo peritoneal, estagios avancados do TNM e risco de menor sobrevida
global para estes pacientes (ZHU et al., 2010; SATO et al. 2011; CHENG et al., 2012;
ZHANG et al. 2013). Sendo assim, esta proteina poderia ser considerada como um
biomarcador na avaliacdo de progndstico clinico e um possivel alvo de terapias no cancer
gastrico com associacao a carcinogénese, progressao, invasao e metastase. Entretanto, Cheng
et al. (2012) relatam que o papel de ANXAL neste tipo tumoral é indeterminado e o seu
mecanismo nesses tumores podem estar envolvidos com receptores de peptideo formil,
cinases extracelulares e com a via de ligacdo da proteina integrina beta-1, através da qual

ANXAL regula a invaséo celular do cancer de estbmago.

Recentemente, foi observado que as proteinas ANXALl e LGALS1(galactoside-
binding, soluble, 1) apresentaram uma alta expressdo proteica e génica tanto na gastrite
quanto no cancer gastrico, o que sugere uma forte associacdo destas com inflamacgéo géstrica

crénica e carcinogénese dos tumores gastricos (JORGE et al., 2013).

No presente trabalho, a proteina LGALS1 também mostrou uma elevada expresséo na
linhagem AGPO1 em relacdo a ACP02. As galectinas sdo uma familia de proteinas que tem a

funcdo de reguladoras autdcrinas da proliferacao celular (NCBI, 2014). O gene esta localizado
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no cromossomo 22 (22g13.1), a grande expressdo das galectinasl relaciona-se com o VEGF
(fator de crescimento do endotélio vascular) e interfere no comportamento bioldgico de
alguns tipos de tumores, incluindo o cancer gastrico, tendo a sua alta expressdo associada com
0 tamanho do tumor, grau de diferenciacdo, grupamento TNM e metastases linfonodais,

podendo servir como indicador de pior progndstico para cancer gastrico (CHEN et al., 2013).

A proteina IQGAP1 (IQ motif containing GTPase activating protein 1) € um membro
da familia IQGAP e seu gene esta localizado no cromossomo 15g26. Essa proteina interage
com os componentes do citoesqueleto, com moléculas de adesdo celular e com varias
moléculas de sinalizacdo regulando a morfologia e a motilidade celular (NCBI, 2014).
IQGAPL é reconhecido como um regulador negativo da adesdo célula-célula nas juncdes
aderentes em varios tipos de células, incluindo células da mucosa gastrica (MORRIS et al.,
2005). Segundo Wu et al. (2012), a IQGAP1 é altamente expressa em cancer gastrico e pode
funcionar como um estimulador da proliferacdo neste tipo de cancer, entretanto seu papel na
génese tumoral ndo estd bem estabelecido. A IQGAPL associada com a proteina Cdc42,
funcionam como um regulador negativo de E-caderina e B1-integrina, e pode ser influenciada
por infeccdo causada pela bactéria H. pylori no carcinoma gastrico, resultando em uma leséo
na polaridade celular. (OSMAN et al., 2013).

A EZR (ezrin) é uma proteina de membrana citoplasmatica, periférica, codificada por
um gene localizado em 6g25.3. Essa proteina funciona como um substrato de proteina-
tirosina-quinase nas microvilosidades celulares. Como um membro da familia de proteinas da
membrana plasmatica, ela funciona como uma mediadora entre a membrana plasmatica e a
actina do citoesqueleto, tendo assim um papel fundamental na estrutura da superficie de
adesdo celular, migracdo e organizacdo, e que tem sido identificada alterada em varios
tumores humanos (NCBI, 2014). EZR atua diretamente na regulacdo da actina do
citoesqueleto controlando a forma celular, adesdo, motilidade e a modulacdo das vias de
sinalizagdo. Embora seja reconhecida como uma componente chave na metastase tumoral,
seus papéis e 0 seu mecanismo permanecem sem esclarecimento. Chen et al. (2013),
demonstraram, in vitro, que EZR desempenha um papel importante na carcinogénese e
metastase de cancer de pulmdo, o que ira beneficiar o desenvolvimento da uma melhor
estratégia terapéutica para este tipo tumoral. Em outro estudo, Lin e Chen (2013)
demonstraram que a forte expressdo de EZR esta relacionada com crescimento do tumor,

invasdo da serosa e metastase linfonodal em adenocarcinoma de célon e reto.
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Especificamente em céancer gastrico, a expressdo de EZR foi significativamente
associada com metéstase linfonodal e a distancia em 436 casos de cancer géastrico analisados
por imunohistoquimica (LI et al., 2011). Em 2012, Jin et al. observaram que a expressao da
proteina EZR foi significativamente mais elevada no adenocarcinoma gastrico e displasia,
quando comparadas a mucosa gastrica ndo neoplésica, ao investigar a expressdo dessa
proteina em 26 amostras de tecido gastrico ndo-neoplasico, 32 amostras de displasia e 277
amostras de adenocarcinomas gastricos, por imunohistoquimica. Além disso, 0s autores
descreveram que a frequiéncia de expressdo da proteina EZR aumentou significativamente em
metastase linfonodal e estadios mais avancados do tumor. Consistentemente, a forte expressdo
de EZR foi correlacionada com pior prognostico do cancer gastrico. No entanto, nenhum
estudo funcional para avaliar o papel na migracdo e invasdo celular em céancer gastrico

envolvendo esta proteina foi descrito na literatura.

A proteina MSN (moesin), codificada por gene localizado na regido Xqll.1, é um
membro da familia ERM que inclui ezrina e radixina. Proteinas ERM funcionam como
agentes de ligacdo cruzada entre as membranas plasmaticas e o citoesqueleto de actina. MSN
estd localizada na membrana e é importante para o reconhecimento célula-célula e para a
sinalizagdo no movimento celular (NCBI, 2014). E relatada como um marcador de
progndstico negativo no cancer gastrico quando associada a CD44, sendo um forte preditor de
metastase linfonodal. Assim, ambas estdo significativamente associadas com pobre sobrevida

global nos pacientes com cancer gastrico e em idade avancada (JUNG et al., 2013).

A MYH9 é uma proteina codificada por gene localizado no cromossomo 22 (22913.1),
esta envolvida em vérias funcGes importantes: citocinese, motilidade celular e na manutencao
da forma celular. Defeitos no gene codificante desta proteina, estdo associados com doengas
ndo sindrémica autossdmicas, como: surdez neurossensorial tipo dominante 17, sindrome de
Epstein, sindrome de Alport, sindrome Sebastian, sindrome Fechtner e macrotrombocitopenia
com surdez neurossensorial progressiva (NCBI, 2014). A alta expressdo desta proteina ja foi
observada em cancer de prostata por MU et al. (2013). Liang et al. (2011) demonstraram que
a alta expressao da proteina MYH9 pode ser inibida pela alta expressdo do micro-RNA let-7f
no cancer gastrico, e ocasionar a diminuicdo da capacidade celular de invasdo e migracdo

neste tipo tumoral.

A proteina S100A11 (S100 calcium binding protein A11) é um membro da familia de
proteinas contendo S100 e seu gene correspondente localizado em 1¢g21. Estao localizadas no

citoplasma e/ou nucleo de uma grande variedade de células, e estdo envolvidas na regulacéo
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de um grande numero de processos celulares, tais como: a progressdo do ciclo celular e a
diferenciacdo. Esta proteina pode funcionar na motilidade, invasdo, e na polimerizacdo da
tubulina. Rearranjos cromossoémicos e alteracBes na expressdo deste gene/proteina séo
implicados na metastase tumoral (Li et al., 2011; NCBI, 2014). Os membros da familia S100
sdo vistos em alguns tipos de cancer de diferentes formas e estdo frequentemente associadas
com a progressdo do tumor. Entretanto, Salama et al. (2008) sugerem que a proteina S100A11
pode ter funcdo de supressora tumoral em alguns tipos de cancer e promotora tumoral em
outros. Mori et al. (2004) relataram que a expressdo da proteina S100A11 estava associada
com o desenvolvimento de metéastases nos tumores gastricos, podendo ser util para
diferenciar, nesses casos, grupos de pacientes com metastases. Esta informacao contribui para
uma melhor compreensdo das alteracbes moleculares durante o desenvolvimento e
proliferacdo dos tumores gastricos malignos, o que pode ajudar a prever o desenvolvimento
de metéstases linfaticas e ajudar os pesquisadores na identificacdo de novos alvos terapéuticos

para pacientes com cancer gastrico.

No segundo grupo, observamos cinco proteinas com papel definido na invasdo e
metastase descritas em outras neoplasias: ACTN1, CAP1, PLS1, RAB5C e SYNE2.

ACTNL1 (actinin, alpha 1) pertencente a superfamilia de genes de espectrina, também
representa um grupo diverso de proteinas do citoesqueleto celular, incluindo as alfa, beta e
espectrinas distréficas. A alfa actina é uma proteina que se liga a actina com multiplas
funcbes em diferentes tipos de células. Em células ndo musculares, a isoforma do
citoesqueleto é encontrada ao longo de feixes microfilamentosos e juncdes aderentes. Em
contraste, nos musculos esqueléticos, cardiacos e lisos as isoformas musculares sao
localizadas no disco Z e corpos densos andlogos, os quais ajudam a ancorar os filamentos de
actina miofibrilares. Ha trés variantes de transcritos que codificam diferentes isoformas para
gene codificante dessa proteina (localizado na regido 14g24) (NCBI, 2014). Segundo Li et al.
(2012),0 gene ACTNL1 é um gene chave na carcinogénese do cancer colorretal e sua proteina
possui um papel crucial na adeséo celular, estando presente em altos niveis na metastase de
cancer de reto. Ndo observamos nenhum estudo envolvendo a expressdao de ACTN1 em
cancer gastrico, porém acreditamos que o papel dessa proteina seja semelhante ao observado

em cancer de reto.

CAP1 (adenylate cyclase-associated protein 1) foi identificada pela primeira vez em
levedura como uma proteina que regula a actina do citoesqueleto e a via de Ras/CAMP.

Embora o papel na sinalizacdo Ras ndo se estenda além de leveduras, a evidéncia suporta que
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CAP regula a actina do citoesqueleto em todos os eucariotas, incluindo mamiferos. Em
humanos, gene codificante da proteina CAP1 esta localizado na regido 1p34.2, e ela esta
envolvida na regulacdo de filamentos de actina, desempenhando um papel fundamental na

motilidade celular também no cancer (NCBI, 2014).

Evidéncias demonstram uma alta expressdo de CAP1 em tumores hepéticos, com
estreita relacdo com as metastases desse tipo de tumor, mas ndo com outros pardmetros
clinico-patologicas (Liu et al., 2013). Recentemente, Tan et al. (2013) demonstraram que a
expressao de mRNA e proteina de CAP1 foram significativamente maiores tanto em amostras
neoplésicas em comparagdo com as ndo neoplasicas de tecido pulmonar, quanto em amostras
de cancer de pulmao metastatico em comparacdo com as amostras de cancer de pulméo néo-
metastaticas. Esses autores também descreveram que o sinal CAPLl imunoreativa foi
significativamente mais forte em amostras de células metastaticas e na linhagem de cancer de
pulmdo invasiva (95-D) em comparagdo com amostras ndo-metastaticas e de linhagem de
cancer de pulmdo ndo metastatica (95-C). Adicionalmente, ao realizar experimentos de
migracdo in vitro para determinar os efeitos do silenciamento do gene CAP1 em uma
linhagem de cancer de pulméo invasiva (95-D), os autores verificaram que o silenciamento
atenuou a capacidade invasiva de células de 95-D in vitro. Estes resultados sugerem que o
aumento da expressdo de CAP1 em ceélulas de cancer de pulméo, particularmente na fase de
metastase, pode ter implicagdes clinicas importantes como fator de prognoéstico para cancer de

pulm&o. N&o observamos na literatura nenhum trabalho em CG.

A proteina RAB5C (member RAS oncogene family) é membros da familia de proteinas
Rab e sdo GTPases pequenas da superfamilia Ras. Sdo codificadas por gene localizado no
cromossomo 17q21.2 e estdo presentes para assegurar a fidelidade do processo de ancoragem
e/ou fusdo das vesiculas com o seu compartimento correto (NCBI, 2014). Onodera et al.
(2012) sugerem que esta proteina possa participar, quando ativada pelo receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR), de um mecanismo pelo qual a sinalizagdo EGFR promove a

invasdo em cancer de mama.

A proteina PLS1 (plastin 1), codificada por gene localizado no cromossomo 3¢23, é
uma proteina da familia das plastinas que sdo proteinas conservadas que se ligam a actina e
sdo expressas na maioria dos tecidos de eucariotas superiores (NCBI, 2014). Erdogan et al.
(2009), em wuma meta-andlise, verificou que o transcrito do gene PLS1 estava
significativamente mais expresso em tecidos de adenocarcinoma de pulmdo quando

comparados com tecidos normais.
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SYNE?2 (spectrin repeat containing, nuclear envelope 2) é uma proteina codificada
por um gene localizado na regido 14923.2. Esta € uma proteina de membrana nuclear que se
liga a F-actina citoplasmatica e tem como principal funcdo manter a integridade estrutural do
nacleo (NCBI, 2014). Schoppmann, et al. (2013), ap6s analises de expressdo por
imunohistoquimica, observou uma alta expresséo de SYNE2 em tumor estromal
gastrointestinal (GIST).

No terceiro grupo, observamos trés proteinas com papel conflitante na invasédo e
metastase tumoral: CAPZAL, FLNA e FLNC.

O gene CAPZA1 (capping protein (actin filament) muscle Z-line, alpha 1), localizado
na regido 1p13.2, é um membro da familia da actina F. Esse gene codifica a subunidade alfa
da proteina de ligacdo a actina farpado-fim, que regula o crescimento do filamento de actina
(NCBI, 2014). Até agora, muito pouco se sabe sobre o papel da proteina do citoesqueleto
CAPZAL e qualquer associagdo com o cancer, mas alguns estudos demonstraram resultados
conflitantes com os apresentados no presente trabalho. Linge et al. (2012) revelaram
diminuicdo da expressdo de CAPZA1L, por imunohistoquimica, em 14 melanomas uveais que,

posteriormente, metastatizaram em comparagdo com aqueles que néo o fizeram.

Especificamente em cancer gastrico, Lee et al. (2013) ndo identificaram relacdo da
expressdo de CAPZAL com potencial metastatico. Esses autores observaram associacdo da
expressdao de CAPZAL com histologia bem diferenciada, menor tamanho do tumor, menor
estagio T, auséncia de metastase linfonodal, menor estadio TNM, menor taxa de recorréncia e
maior tempo de sobrevivéncia. Adicionalmente, desmonstraram, in vitro, que a expressao
induzida de CAPZAL causou uma diminuicdo significativa na migracdo celular e invaséo do
cancer gastrico, ao passo que o silenciamento de CAPZAI teve o efeito oposto. Em outras
palavras, esses resultados demonstram que CAPZALl pode ser um marcador de bom
prognostico em cancer gastrico e mostra que estd associada a diminuigdo da migragéo celular
e invasdo do cancer gastrico. Outros estudos devem ser realizados para esclarecer o papel
dessa proteina no processo de metastase, ja& que nossos resultados discordam dos encontrados

na literatura.

A FLNA (filamin A, alpha) estd envolvida na remodelagdo do citoesqueleto para
efetuar alteragdes na forma da célula e a sua migracéo € codificada por um gene localizado no
cromossomo X (Xg28). Esta proteina interage com as integrinas, 0s complexos de receptores
transmembranas e segundos mensageiros. Defeitos neste gene sdo uma causa de varias

sindromes, incluindo heterotopias periventriculares nodulares, sindromes otopalatodigital,
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displasia frontometafisiana, sindrome de Melnick-Needles e pseudo-obstrucéo intestinal
idiopética congénita ligada ao X (NCBI, 2014). Sun et. al. (2013) demonstraram expressdo
diminuida de FLNA ao analisar a expressao dessa proteina em 47 casos de cancer gastrico e
na linhagem SGC-7901, por imunohistoquimica e western-blot, respectivamente. Nos tumores
géastricos, os autores encontraram associacdo significativa da diminuicdo da proteina FLNA
com a presenga de metastase em linfonodos, grau histolégico e pior sobrevida global. Esses
resultados sugerem que FLNA desempenhe um papel importante como um regulador negativo

no cancer gastrico.

O gene FLNC (filamin C, gamma) localizado no cromossomo 7 (7932-q35) codifica a
proteina FLNC (filamina C), que é uma proteina reticular dos filamentos de Actina e participa
na ancoragem das proteinas da membrana com a actina do citoesqueleto (NCBI, 2014). Shin
et al. (2012), apds analise de metilacdo de promotores de alguns genes no cancer gastrico,
observaram que a metilacdo do promotor do gene FLNC estava intimamente associado com
uma pior sobrevida no cancer gastrico. J4 em 2009, Kim et al. verificaram que a metilacdo do
promotor de FLNC pode estar envolvida na metastase de linfonodos de carcinoma gastrico.
Assim como Mahapatra et al. (2012), que apos estudo de metilacdo em cancer de prostata,
também verificaram que a metilacdo do gene FLNC estd associada a um pior progndstico
deste tipo tumoral.

No quarto grupo, observamos trés proteinas sem papel definido na invasdo e metastase
tumoral: ACTN2, MYL6 e MYLG6B.

A ACTN2 (actinin, alpha 2) é produto do gene localizado no cromossomo 1 (1g42-
g43) também é da familia das espectrinas e do grupo de proteinas do citoesqueleto celular;
mostrou-se no presente estudo com um aumento de sua expressdo na linhagem de cancer
gastrico AGP01 em comparacdo com a linhagem ACPO02. Entretanto, ndo ha na literatura

nenhuma referéncia deste gene e/ou sua proteina alterados em tumores.

A MYL6B (myosin, light chain 6B, alkali, smooth muscle and non-muscle) é uma
ATPase celular proteina do motor hexamérica. E composta de duas cadeias pesadas, duas
cadeias leves ndo fosforiladas alcalinas e duas cadeias leves fosforilaveis reguladoras. Este
gene (localizado na regido 12g13.13) codifica uma cadeia leve de miosina alcalina expressa
em contragdo do mausculo esquelético e no tecido ndo muscular (NCBI, 2014). N&o ha
descricdo desta proteina ou de seu gene alterados ou diferencialmente expressos em tipos

tumorais.
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6 CONCLUSAO

Ap0s a andlise protedmica comparativa das linhagens de cancer gastrico AGPOL1 e
ACPO02 e identificacdo das proteinas na via de mobilidade celular, podemos sugerir que
algumas proteinas tem efetivamente, de acordo com nossos achados e literatura condizente,

associagao com a metastase de adenocarcinomas gastricos.

Podemos agrupar as proteinas encontradas com expressdo significativa na linhagem
AGPO01 em quatro categorias. As proteinas com papel bem definido na invasdo e metastase
em cancer gastrico foram: ACTB, ANXA1, LGALS], IQGAP1, EZR, MSN, MYH9 e
S100A11, que de acordo com nossos achados e a literatura pesquisada, tem associa¢cdo com a

metéstase de adenocarcinomas gastricos.

As proteinas com papel definido na invasdo e metastase descritas em outras neoplasias
foram para mama (RAB5C), pulmao (PLS1 e CAP1), reto (ACTN1) e GIST (SYNEZ2), as que
se mostraram em forte expressao em nosso estudo, mas na literatura pesquisada sua expressao

tem relacdo com as vias de disseminagdo apenas desses outros tumores.

As proteinas com papel conflitante na invasdo e metastase tumoral em comparacao ao
nosso estudo foram: CAPZAL, FLNA e FLNC, observadas na literatura como um inibidor de
avanco tumoral; enquanto que no Gltimo grupo, o das proteinas sem papel definido na invasao
e metéstase tumoral, as expressdo das proteinas MYL6, MYL6B, e ACTN2, aparecem pela

primeira vez como tendo relacdo com a mobilidade celular, invasdo e metastase em cancer.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Buscando sempre o achado de marcadores bioldgicos que justifiquem a disseminacéao
metastatica dos adenocarcinomas gastricos, sugerimos que essas proteinas que aparecem em
nosso estudo, com expressdo significativa na linhagem AGPO01, devem ser submetidas a
imunohistoquimica, devido sua relacdo com a mobilidade celular, invasdo e metéstase dos
adenocarcinomas gastricos, pois estdo envolvidas no processo de agressividade e metéstase e
seu estudo é essencial para a compreensdo do papel molecular das proteinas nesta situacéo,
podendo ser valida para a deteccdo de possivel potencial terapéutico, assim como, de

possiveis alvos diagndsticos.
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