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RESUMO

O céncer gastrico constitui um serio problema de satde publica. Diversos fatores de risco
parecem estar envolvidos na contribuicdo para o seu desenvolvimento, tais como: genes de
viruléncia de H. pylori, SNPs em genes-chave no hospedeiro e eventos epigenéticos. Assim, 0
objetivo desse estudo foi investigar a relagdo entre a metilacdo de genes em casos de cancer
gastrico, sua associacdo com genes de viruléncia de H. pylori, verificar a influéncia dos SNPs
de CDH1 e MLH1 em seu status de metilagdo, bem como correlacionar a metilacdo do
promotor de miR-34b/c e a expressao da proteina MET nesses mesmos casos. A metilacéo
dos genes foi obtida através da realizacdo da técnica MS-PCR e HRM (para miR-34b/c). Os
genes de H. pylori foram detectados por PCR e 0s SNPs, por PCR-RFLP. Os genes de maior e
menor frequéncia de metilagdo foram MSH2 e MLH1, respectivamente. O corte de idade
mostrou que pacientes com idade > 50 anos tiveram CDH1 mais frequentemente metilado que
aqueles mais jovens. O gene MLHL1 foi significativamente menos metilado em tumores da
cardia. Quanto ao TNM, o gene CDH1-M foi associado a extensdo tumoral avancada,
inclusive quando subdividido por subtipo, j& que mesma associacao foi mostrada em tumores
do subtipo intestinal. J& a combinacdo CDKN2A-M/MLH1-U foi associada a auséncia de
metastase a distancia. Levando em consideracdo os genes de viruléncia de H. pylori, foi visto
que pacientes infectados por cepas vacAml+ ou cagG+ tiveram uma maior frequéncia de
CDKN2A-U, vacAsl+ foi associado com COX-2-U e CDH1-U, enquanto hopQIl, com
MLH1-U. Pacientes infectados por cepas cagE+ e virB11l+ tiveram maior frequéncia de
MSH2-M. Foi observado também que cepas menos virulentas apresentaram uma tendéncia a
ndo-metilacdo para os genes MLH1 e CDH1. As arvores de classificacdo, feitas de acordo
com o subtipo histoldgico, mostraram que em tumores do subtipo difuso, cepas cagE+ e
virB11+ (separados ou em concomitancia) também estavam associadas a um carater metilador
em alguns dos genes analisados. J& cepas virB11+cagA+ ndo levavam a metilagdo em dois
genes. Nos tumores do subtipo intestinal, ndo foi observado um padrdo, havendo uma
variacdo nas combinacdes dos genes de H. pylori que levavam a metilacdo. Os SNPs de
CDHL1 e ndo apresentaram relacdo com a metilacdo desses gene, enquanto o genétipo GA de
MLH1 apresentou uma tendéncia a ndo metilacdo do gene. Quanto a metilacdo do promotor
de miR-34b/c, a distribuicdo dos casos por percentual mostrou que a maioria dos casos
apresentou metilagdo acima de 50%. A maior frequéncia de casos entre os tumores do subtipo
intestinal estava na faixa de metilacdo de 50-75%, e para os do subtipo difuso, a partir de
75%. Ja a expressdo de c-MET foi positiva em 86,36% dos casos, ndo sendo encontradas
diferencas entres as diferentes localizages e subtipos. N&o foi encontrada uma correlagéo
entre o percentual de metilacdo de miR-34b/c e a expressdo da proteina c-MET. Observando
caso a caso, foi visto que na maioria dos casos cuja expressdo de c-MET era negativa (H-
score 0) possuia um elevado percentual de metilacdo de miR-34b/c. Assim, pode-se concluir
que os status de metilacdo dos genes estudados parecem ser dependentes da localizagéo
tumoral e esta relacionado também ao estadiamento TNM e ao subtipo tumoral. Além disso,
cepas de H. pylori mais virulentas podem estar envolvidas nesse processo, aumentando a
resposta inflamatdria e levando a metilacdo desses genes. Ja a proteina c-MET esté
superexpressa em casos de cancer gastrico e a regido promotora de miR-34b/c, hipermetilada,
indicando um possivel envolvimento desses fatores na carcinogénese do estdmago, embora
ndo tenha sido encontrada uma relacdo direta entre as duas variaveis.

Palavras-chave: Metilagcdo, Helicobacter pylori, Céncer Gastrico, Polimorfismos,
microRNA, MET.



ABSTRACT

Gastric cancer is a serious health problem. Several risk factors have been identified to
contribute to its development, such as virulence genes of H. pylori, SNPs in host’s key genes
and epigenetic events. The aim of this study was to investigate the relationship between genes
methylation in gastric cancer, its association with H. pylori virulence genes, and verify the
influence of CDH1 and MLH1 SNPs in the methylation status and correlate methylation of the
promoter of miR-34b/c expression of MET protein in those cases. The promoter genes
methylation was assessed by MS-PCR and HRM (for miR-34b/c) techniques. H.pylori genes
were detected by PCR and SNPs, by PCR-RFLP. H.pylori genes were detected by PCR and
SNPs, by PCR-RFLP. The genes of higher and lower methylation frequency were MSH2 and
MLH1, respectively. Patients aged > 50 had CDH1 more frequently methylated than those
younger. The MLH1 gene was significantly less methylated in cardia tumors. As for the TNM,
the CDH1-M gene was associated with advanced tumor extension, even when subdivided by
subtype, since same association has been shown in tumors of intestinal subtype. Already the
combination CDKN2A-M/MLH1-U was associated with absence of distant metastases. Taking
into account the virulence genes of H. pylori, it was seen that patients infected vacAm1+ or
cagG+ strains had a higher frequency of CDKN2A-U vacAsl + was associated with COX-2-U
and CDH1-U, while hopQIl with MLH1-U. Patients infected with cagE+ and virB11+ strains
had higher frequency of MSH2-M. It was also observed that less virulent strains tended to
non-methylation for CDH1 and MLH1 genes. The classification trees made according to the
histological subtype, showed that in tumors of diffuse subtype cagE+ and virB11l + strains
(separately or together) were also attached to a methylator character of some of the analyzed
genes. Already strains virB11+cagA+ did not lead to methylation in two genes. In intestinal
subtype tumors was not observed a pattern having a variation in the combinations of H. pylori
genes leading to the methylation. CDH1 SNPs presented no relation to the methylation of this
gene, while the GA genotype of MLH1 SNP showed a tendency to not methylation of the
gene. As regards the promoter methylation of miR-34b/c, the distribution percentage of the
cases showed that the majority of cases presented methylation above 50%. The larger
frequency among tumors of the intestinal subtype was in the methylation range of 50-75%,
and to diffuse subtype from 75%. Already c-MET expression was positive in 86.36% of cases
were not found differences among the different locations and subtypes. There was no
correlation between the methylation percentage of miR-34b/c and c-MET expression.
Observing each case, it was seen that in most cases whose c-MET expression was negative
(H-score 0) had a high percentage of methylation of miR-34b/c. In conclusion, the
methylation status of the studied genes appear to be dependent on the tumor location and is
also related to the TNM staging and tumor subtype. In addition, more virulent H. pylori
strains may be involved in this process by increasing inflammatory response leading to
methylation of these genes. Already c-MET is overexpressed in cases of gastric cancer and
the promoter region of miR-34b/c hipermethylated, indicating a possible involvement of these
factors in carcinogenesis of the stomach, although it was not found a direct relationship
between the two variables.

Keywords: Methylation, Helicobacter pylori, Gastric Cancer, Polymorphisms, microRNA,
MET.
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1. INTRODUCAO

O cancer gastrico constitui o quinto tipo de cancer mais frequente no mundo,
sendo a terceira causa de morte por cancer. Os paises em desenvolvimento contribuem com
mais de 70% desses casos, tornando essa doenca um grave problema de saude publica. O
cancer gastrico € uma doenca multifatorial, cujo principal fator ambiental é a infeccdo pela
bactéria Helicobacter pylori (FERLAY et al., 2015).

Embora H. pylori infecte mais da metade da populacdo mundial, apenas de 0,5 a
2% das pessoas infectadas desenvolvem céancer gastrico (OLUWASOLA, 2014). Fatores
genéticos e epigenéticos tém sido atribuidos ao risco de desenvolvimento dessa doenca.
Dentre eles estdo fatores de viruléncia de H. pylori, polimorfismos de Unico nucleotideo
(SNPs) em genes-chave do hospedeiro e eventos epigenéticos (FU eta al., 2015; ZENG et al.,
2015).

Vérios genes de viruléncia de H. pylori tém sido reportados em associacdo ao
desenvolvimento de doencas mais graves. Dentre esses genes estdo aqueles da ilha de
patogenicidade cag (cag-PAl), toxina vacuolizante (vacA), bem como genes de adesdo e de
motilidade, uma vez que todos contribuem para uma infeccdo persistente, levando a uma
maior resposta inflamatdria (WANG et al., 2013).

Dentre os SNPs associados ao cancer gastrico, dois presentes no gene CDH1 e um
no gene MLH1 parecem estar associados ao aumento do risco para essa doenca. Os alelos
polimorficos de CDH1 -160 C/A e -347 G/GA diminuem a eficiéncia transcricional quando
comparado aos alelos de referéncia, levando a uma diminuicdo da expressdo de E-caderina
(SHIN et al., 2004; YAMADA et al., 2007). J4 0 SNP de MLH1 -93 G/A diminui a expressao
dessa enzima, levando a alteracGes na capacidade de reparo do DNA (MEI et al., 2010). Isso
faz desses SNPs potenciais marcadores genéticos para a suscetibilidade de cancer gastrico.

Sabe-se que a metilacdo aberrante do DNA ¢é uma importante alteracdo que ocorre
no processo carcinogénico do estdbmago, e esta associada diretamente & inflamagdo cronica
causada pela infeccdo por H. pylori (NIWA et al., 2010; LIU et al., 2012). Varios genes
aparecem silenciados por hipermetilagdo de seus promotores no cancer gastrico (MEISSNER,
2010). Dentre eles estdo genes que codificam moléculas envolvidas na inflamagdo (COX-2),
reguladores do ciclo celular (CDKN2A), moléculas de adesdo intercelular (CDH1), enzimas
de reparo (MLH1 e MSH2), além de genes que codificam microRNAs (miR-34b/c) (SILVA et
al., 2010; FERRASI et al., 2010; BEN AYED-GUERFALI et al., 2011; TSAl et al., 2011; QU
etal., 2013).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cancer Gastrico

2.1.1 Epidemiologia

Estima-se que um milh&o de novos casos de cancer gastrico tenham ocorrido no
ano de 2012. Tais estatisticas colocam os tumores de estbmago como o quinto tipo de cancer
mais frequente no mundo, representando 6,8% de todos os diagnosticos de céncer. A
frequéncia desse tipo de tumor é duas vezes maior em homens que em mulheres, sendo a
terceira causa de morte por cancer em ambos 0s sexos (FERLAY et al., 2015).

As taxas de incidéncia de céncer gastrico variam de acordo com a regido do
mundo, sendo maiores em paises do leste asiatico, principalmente na China, bem como nos
paises das Américas Central e do Sul. Também no leste asiatico se encontra a maior taxa de
mortalidade, embora taxas elevadas também sejam observadas na Europa e nas Americas
Central e do Sul. Estima-se que mais de 70% dos novos casos e mortes ocorrerdo em paises
em desenvolvimento (FERLAY et al., 2015).

No Brasil, as taxas de incidéncia também variam regionalmente e, de acordo com
o Instituto Nacional do Céancer (INCA), a taxa de mortalidade é de cerca de 7,68/100.000
casos. O Ceard esta entre os estados que possui uma das maiores taxas de incidéncia, sendo
estimados 17,45/100.000 novos casos entre os homens e 10,77/100.000 casos entre as
mulheres (Figura 1). Assim, no estado do Ceara, o cancer gastrico é o segundo mais frequente
entre 0os homens (ficando abaixo apenas dos tumores de préstata) e o0 terceiro entre as
mulheres (perdendo posicdo apenas para os tumores de mama e de colo do utero) (INCA,
2016).
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Figura 1 — Taxa de incidéncia de cancer gastrico para cada 100 mil habitantes em homens e mulheres no Brasil e estado do
Ceard, estimadas para o0 ano de 2016.
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Fonte: INCA, 2016.

2.1.2 Caracteristicas Patologicas

Os tumores gastricos sdo classificados, de acordo com a sua localizagdo dentro do
estdbmago, em proximais (cardia, fundo e corpo) e distais (antro, piloro) (Figura 2). Existe
uma grande dificuldade em estabelecer se um tumor localizado na regido da cardia possui
sitio de origem no esdfago ou no estdbmago. Devido a essa impossibilidade de classificacdo,
resolveu-se tratar os tumores localizados na cardia e na regido ndo-cardia como duas
entidades bioldgicas distintas, com etiologias, caracteristicas clinicas e epidemioldgicas
diferentes. Além disso, o prognostico dos tumores da cardia € menos favoravel quando
comparado aqueles tumores localizados em outros sitios anatdmicos (PIAZUELO e
CORREA, 2013).
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Figura 2 — Sitios anatémicos do estdmago.
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A classificacdo histologica do cancer gastrico divide esses tumores em dois tipos
principais: ndo-epiteliais e epiteliais. Dentre os tumores epiteliais, estdo incluidos os
adenocarcinomas, que representam 90-95% dos casos de tumor gastrico (CORREIA et al.,
2009). Baseados em aspectos morfoldgicos, varios sistemas de classificacdo histologica tém
sido propostos, no entanto, a classificacdo mais comumente utilizada nos paises ocidentais ¢é a
classificacdo de Lauren, que divide o adenocarcinoma gastrico em dois tipos: intestinal e
difuso (Figura 3). As diferencas morfoldgicas entre esses dois subtipos estdo relacionadas a
moléculas de adesdo intercelular, as quais se encontram preservadas no subtipo intestinal e
defeituosas no subtipo difuso (LAUREN, 1965).



Figura 3 — Classificagdo histopatolégica de Lauren. Adenocarcinomas gastricos dos subtipos [A] Intestinal (x200) e
[B] Difuso (x400), corados por HE.

Fonte: Piazuelo e Correa, 2013.

Os tumores do subtipo intestinal costumam ser mais frequentemente
diagnosticados, embora sua incidéncia venha diminuindo nos paises desenvolvidos. Em geral,
esses tumores se apresentam moderadamente ou bem diferenciados, mostrando
microscopicamente um padrdo glandular semelhante & mucosa intestinal, com células coesas
que formam estruturas tubulares, comumente acompanhados por formagdo papilar ou
componentes sélidos (Figura 3a). Tais tumores sdo predominantemente encontrados em
homens e em individuos mais velhos, sdo dependentes de fatores ambientais, dentre eles a
infeccdo por H. pylori, e podem estar associados & presenca de lesdes pré-malignas, que
representam passos intermedidrios no desenvolvimento da neoplasia (PIAZUELO e
CORREA, 2013).

Ja os tumores do subtipo difuso sdo pouco diferenciados, tém pior prognostico
que os do subtipo intestinal, parecendo ser mais agressivos. Microscopicamente, consistem
em células pobremente coesivas, resultando em pequenos grupos ou mesmo em células
tumorais solitarias, sem formacdo de estruturas glandulares, apresentando algumas vezes um
vacuolo citoplasmatico claro (Figura 3b). Esses tumores acometem com mais frequéncia
pacientes jovens e do sexo feminino, podendo apresentar um carater hereditario. Embora
possa estar associado a infec¢do por H. pylori, é mais frequentemente associada com a perda
de expressdo de E-caderina, sem lesdo pré-cancerosa bem definida. Geograficamente, os
adenocarcinomas do subtipo difuso sdo mais comumente encontrados em areas de baixa
incidéncia, enquanto os do subtipo intestinal sdo predominantes em areas de alta incidéncia
(PIAZUELO e CORREA, 2013).
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O estadiamento do tumor é outro parametro histopatoldgico a ser considerado.
Existem dois sistemas de classificacdo principais usados para estabelecer o estadiamento do
cancer gastrico: o “Japanese Classification of Gastric Cancer” (JCGC) e o Tumor-Nodo-
Metastase (TNM) da “American Joint Committee on Cancer” (AJCC) (EDGE et al., 2010
apud NCCN Guidelines, 2015). Na classificacdo patolégica TNM sdo avaliados parametros
como a extensao do tumor primario (T), a presenca de linfonodos comprometidos (N) e a
presenca de metastase a distancia (M), como mostrado na Tabela 1 (NCCN Guidelines, 2015).

Baseado nesta classificacdo € estabelecido o estadiamento do tumor, que pode ser
classificado em quatro estadios (I - IV). Os estadios | e Il podem ser agrupados como
precoces, enquanto Il e IV sdo denominados avangados, 0s quais compreendem cerca de 65%

de todos os tumores e apresentam um pior prognostico (Tabela 1) (NCCN Guidelines, 2015).

Tabela 2 - Definicdlo do TNM patoldgico (& esquerda) e estadiamento por agrupamento de classificacdes

histol6gicas (a direita)

Tumor Primario (pT) Estadiamento Combinacoes TNM
X Tumor primério ndo pode ser avaliado 0 Tis NO MO
TO Sem evidéncia de tumor primério IA I8 N0 MO
Tis Carcinoma in situ: tumor intraepielial sem invasdo da lamina propria IB T2 NO MO
T1 Tumor invade a lamina propria, mucosa muscular ou submucosa Tl N1 MO
Tla Tumor invade a lamina prépria ou mucosa muscular IIA T3 NO MO
T1b Tumor invade submucosa T2 N1 MO
T2 Tumor invade a muscular propria T1 N2 MO
T3 Tumor penetrao tecido conectivo sujbserososem invasdo B T4a NO MO
do pertdnio visceral ou estruturas adjacentes T N1 MO
s SRS Ya . . D
T4 Tumor invade a serosa (peritonio visceral) e estruturas adjacentes T N2 MO
T4a Tumor invade a serosa (peritonio visceral) %
T4b Tumor invade estruturas adjacentes Tl N3 MO
Linfonodos Regionais (pN) LI Tda N1 Mo
NX Linfonodosregionais ndo podem ser avaliados 13 N2 Mo
No Sem metastase para linfonodos regionais T2 N3 Mo
N1 Metéstase em 1 a 2 linfonodos regionais IIIB T4b NO MO
N2 Metastase em 3 a 6 linfonodos regionais T4b N1 MO
N3 Metéastase em 7 ou mais linfonodos regionais T4a N2 MO
N3a Metastase em 7 a 15 linfonodos regionais T3 N3 MO
N3b Metastase em 16 ou mais linfonodos regionais IIIC T4b N2 MO
Metastase a distancia (pV) T4b N3 MO
MO Sem metastase a distancia T4a N3 MO
M1 Com metastase a distancia v Qualquer Qualquer M1

Fonte: NCCN Guidelines, 2015.
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2.1.3 Etiologia

O cancer gastrico é uma doenca multifatorial, na qual varios fatores etiologicos
estdo possivelmente envolvidos em seu desenvolvimento. Estudos epidemioldgicos sugerem
que fatores ambientais, infecciosos e relacionados ao hospedeiro (fatores genéticos e
epigenéticos) podem interagir, favorecendo o desenvolvimento desse cancer.
Dentre os fatores ambientais, pode-se destacar:
< Consumo elevado de sal, que através da destruicdo da camada mucosa gera
inflamacdo, erosdes e degeneracéo epitelial (PELETEIRO et al., 2011);

< Consumo excessivo de alcool, que gera uma resposta inflamatoria crénica além
dos efeitos tdxicos diretos do etanol. Tais fatores subsequentemente levam ao
dano da mucosa gastrica, aumentando a absorcdo de nitrosaminas (BARTSCH
e NAIR, 2005);

< Tabagismo, fator de risco ja estabelecido para mais de 14 tipos de cancer
(DOLL et al., 2005; LADEIRAS-LOPES et al., 2008);

< Infeccdo por Helicobacter pylori, um dos principais fatores ambientais
causadores de cancer gastrico (WEN e MOSS, 2009).

H. pylori esta envolvida na etiologia de doencas gastricas, tendo sua participacao
comprovada somente no ano de 1983, por Robin Warren e Barry Marshall. Os dois
pesquisadores provaram pela primeira vez que uma bactéria era capaz de colonizar o epitélio
gastrico, particularmente a mucosa gastrica e ganharam o Prémio Nobel em 2005 por essa
descoberta (WARREN e MARSHALL, 1983).

A infeccdo por essa bactéria foi inicialmente relacionada a carcinogénese de
tumores do subtipo intestinal, como proposto por Correa (1992). Entretanto, mais
recentemente, foi comprovado que a infec¢do por H. pylori leva a um aumento significativo
do risco de desenvolvimento de ambos os subtipos, intestinal e difuso. Como nenhum outro
passo além da gastrite cronica causada por H. pylori é necessario para o desenvolvimento dos
tumores do subtipo difuso, parece haver mecanismos distintos que levam essa bactéria a
induzir a carcinogénese para 0s dois subtipos. Para o subtipo intestinal, esse processo é
inicialmente dirigido pela infeccdo por H. pylori, causando uma sequéncia de lesdes
precursoras caracterizadas por uma cascata de mudancas na mucosa gastrica que progridem a
partir da mucosa normal. Ja para o subtipo difuso, ndo ha uma sequéncia de lesbes precursoras
(SMITH et al., 2006) (Figura 4).
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Figura 4 — Representacdo esquematica da Cascata de Correa. Modelo sequencial de alteragBes da mucosa gastrica, a
partir da mucosa normal até o cancer gastrico.
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Fonte: Konturek, 2003.

2.2 Helicobacter pylori

E uma bactéria encontrada com maior frequéncia na forma espiralada ou
encurvada, também podendo assumir a forma de cocos, gram-negativa, movel, microaerdfila,
que possui de 4-6 flagelos unipolares embainhados e que apresenta de 0,5 a 0,9 um de largura
e 2 a4 um de comprimento (Figura 5). Essa espécie esta classificada no Dominio Bacteria,
filo Proteobacteria, classe Epsilonproteobacteria, ordem Campylobacterales, familia
Helicobacteraceae e género Helicobacter (GOODWIN, et al., 1989; MONTECUCCO e
RAPPUOLLI, 2001; OWEN, 2001; NCBI).
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Figura 5 — Eletromicrografias de culturas de Helicobacter pylori, mostrando suas formas espiralada [A] e cocdide
[B], sendo detalhada em [C], na qual é possivel se observar sua forma e flagelos unipolares.

Fontes: Azevedo et al., 2007; https://www.abdn.ac.uk/ims/profiles/g.l.hold

H. pylori coloniza éareas do estdbmago e duodeno, sobrevivendo muito bem neste
ambiente acido devido a sua capacidade de secretar urease. Um dos testes diagndsticos mais
utilizados na detec¢do de H. pylori é o teste rapido da urease, no qual um fragmento da
mucosa gastrica é colocado em frasco contendo ureia e vermelho fenol como indicador de pH.
Essa enzima converte a uréia, presente em condicdes fisioldgicas no suco gastrico, em amonia
e bicarbonato promovendo a alcalinizacdo local e resultando no aumento do pH
periplasmatico e do microambiente préximo. A elevacdo do pH previne o acimulo téxico de
ureia dentro da bactéria e protege esse patdgeno dos efeitos danosos do pH acido do estbmago
(WARREN e MARSHALL, 1983; TOMBOLA et al., 2001; YAMAOKA, 2008).

Evidéncias suportam que a relacdo entre H. pylori e os humanos date de pelo
menos 60.000 anos. A diversidade genética da bactéria evoluiu paralelamente a da espécie
humana, mostrando que ambos tém evoluido intimamente desde entdo. Além disso, a
distribuicdo da diversidade genética de H. pylori estd em consonancia com a colonizacdo dos
primeiros humanos e sua migracao a partir do leste africano. Assim, tem-se hipotetizado que a

colonizagdo por essa bactéria pode ter proporcionado beneficios aqueles que a possuiam,
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funcionando como uma presséo seletiva durante um longo periodo de tempo (BLASER e
ATHERTON, 2004; LINZ et al., 2007).

H. pylori possui uma distribui¢cdo cosmopolita, sendo encontrada em habitantes de
todos os continentes (GO, 2002). Admite-se que a infeccdo ocorra durante a infancia e
embora as vias de transmissdo ndo sejam completamente entendidas, s&o aceitas as seguintes:
(1) via fecal-oral, caracteristica de paises em desenvolvimento, na qual a &gua poderia ser o
veiculo; e (2) via gastro-oral e oral-oral, prevalente em paises desenvolvidos (SHANKS e EL-
OMAR, 2009; KHALIFA et al., 2010). A prevaléncia da infeccdo por H. pylori varia de
acordo com a idade (quanto maior a idade maior a prevaléncia), o nivel socioecondmico
(maior em paises em desenvolvimento) e a etnia (LOGAN e WALKER, 2001).

2.2.2 Helicobacter pylori e o Cancer Gastrico

Em 1994, a Organizacdo Mundial de Satde (OMS) classificou H. pylori como um
carcindgeno de classe | (definitivo), baseando-se em evidéncias epidemioldgicas sobre seu
papel na patogénese dos adenocarcinomas gastricos (IARC, 1994). Embora cerca de 50% da
populacdo mundial esteja infectada por essa bactéria, estima-se que somente 1-2% dessas
pessoas irdo desenvolver cancer gastrico (WEN e MOSS, 2009). Essa discordancia entre as
taxas de infeccdo e desenvolvimento da doenca é devida a diferencas entre as cepas
envolvidas nas infecgdes (presenca de fatores de viruléncia), bem como entre os hospedeiros
humanos (fatores genéticos e ambientais) (GLADE, 1999; HUANG et al.,, 2003,
SCHNEIDER et al., 2008; LIMA et al., 2011).

2.2.3 Fatores de Viruléncia

Alguns fatores de viruléncia de H. pylori sdo frequentemente associados a
doencas gastricas mais graves. Estudos mostram que a presenca da ilha de patogenicidade cag
(cag-PAIl), bem como da variacdo alélica do gene vacA, estdo relacionadas ao
desenvolvimento de cancer gastrico (AVILES-JIMENEZ et al., 2012; WANG et al., 2013;
MATOS et al., 2013).
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2.2.3.1 llha de Patogenicidade cag (cag-PAl)

cag-PAI constitui uma zona de plasticidade no genoma de H. pylori, com
segmento de DNA de 40 kb, composta por aproximadamente 31 genes, sendo dividida em
duas regides cagl (lado direito) e cagll (lado esquerdo) (Figura 6). A maioria desses genes
codificam componentes do sistema de secrecdo tipo IV (SST4) (Figura 7), utilizado pela
bactéria para a translocacao de produtos bacterianos diretamente para o citoplasma da célula
hospedeira, incluindo a proteina CagA (TANAKA et al., 2003) Estudos mostram que, em
comparacdo a cepas com cag-PAl parcialmente deletada, as cepas que possuem essa regido
intacta aumentam em 10 vezes o risco de cancer gastrico em seus hospedeiros (PACCHIANI
etal., 2013).

Figura 6 — Representacdo esquemaética da llha de patogenicidade cag, que mostra as localizagdes de cagl e cagll. Em
destaque se encontram os genes estudados (direita para esquerda): cagA, cagE, cagG, cagM, cagT e virB11.
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Fonte: da Costa et al., 2015.
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Figura 7 — Representa¢do esquematica do sistema de secre¢do tipo IV (SST4) de Helicobacter pylori. O SST4 é
um complexo formado por varias proteinas, atravessando as membranas interna e externa de H. pylori. A proteina
VirD4 e os componentes estruturais (VirB1-11) sdo tipicamente requeridos para a secre¢do e sdo posicionados de
acordo com as fungBes propostas para cada um deles. Esse sistema é capaz de secretar subtratos, como por
exepmplo CagA e peptidoglicana.

iy ® 5 Sinalizagdo

Fonte: Kwok et al., 2007

A filogenia de H. pylori mostra que a maioria dos genes de cag-PAI é semelhante
aos genes housekeeping, indicando que essa ilha de patogenicidade provavelmente foi
adquirida apenas uma vez pela bactéria. A presenca de cag-PAI varia da presenca quase
universal nas cepas hpEastAsia e hpAfrical, intermediaria na hpEurope até a completa
auséncia na hpAfrica2. Quando comparada a outras bactérias do mesmo género, a auséncia de
cag-PAIl parece ser um carater ancestral. Assim, essa ilha de patogenicidade teria sido
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adquirida através de uma transferéncia génica horizontal a partir de uma fonte desconhecida,
em um momento posterior ao estabelecimento de H. pylori no hospedeiro humano
(OLBERMANN et al., 2010).

Estudos sobre a integridade de cag-PAl mostram que a maioria das cepas
mundiais ndo possui essa ilha integra. A conservagdo de cag-PAl é maior naquelas cepas
isoladas do Jap&o e menor nas provindas da Europa e da Africa (KAUSER et al., 2004). A
infeccdo com uma cepa que contém um grupo mais completo de genes de cag-PAIl esta
associada ao desenvolvimento de Ulcera, mostrando assim a importancia de tais genes no
desfecho das doencas gastricas (TALARICO et al., 2009).

% Gene cagA - localizado na porcdo direita da ilha, é reconhecido como
marcador de cag-PAl, que codifica uma proteina (CagA) de 121-145 kDa injetada no
citoplasma das células epiteliais gastricas quando ocorre sucesso da infec¢do por H. pylori.
Essa proteina atua como um antigeno altamente imunogénico, que interage com proteinas das
células hospedeiras, induzindo mudancas morfoldgicas nessa célula (fenotipo hummingbird).
A proteina CagA, além de mudancas na estrutura celular, também é responsavel pela
desregulacdo da polaridade, da proliferagdo celular e do processo mitético, agindo como uma
engrenagem na desregulacdo de mdltiplas vias de sinalizacdo celular (MURATA-KAMIYA,
2011). Estudos em roedores mostraram que os animais infectados com cepas de H. pylori do
tipo selvagem (que possuia cagA sem alteracBes) desenvolveram cancer gastrico,
diferentemente daqueles infectados por cepas com cagA mutante (FRANCO et al., 2005;
2008). Nos paises ocidentais, tem sido reportado que individuos infectados com cepas de H.
pylori que possuem o gene cagA tém um maior risco de desenvolver Ulcera péptica e cancer
gastrico, que aquelas infectadas com cepas cagA negativas (VAN DOORN et al., 1998;
YAMAOKA et al., 2002). Ja nos paises do leste asiatico, a maioria das cepas de H. pylori
possui 0 gene cagA, ndo havendo uma associagdo clara com alguma doenca (SHIOTA al.,
2013).

% Gene cagE (virB4) — também localizado na porcéo direita de cag-PAlI, é
considerado um melhor marcador de integridade da ilha de patogenicidade que 0s outros
genes cag (IKENOUE et al., 2001; SOZZI et al., 2005). Este gene codifica uma proteina
transmembrana constituinte do SST4, localizada na membrana interna da bactéria, com

funcdo de ATPase, que fornece energia para a montagem do sistema e/ou transporte de
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substancias (KUTTER et al., 2008). Além disso, essa proteina é responsavel pela indugdo da

secrecdo de interleucina 8 (IL-8) pelas células epiteliais gastricas (TUMMURU et al., 1995).

% Gene cagG — localizado na porcédo direita da ilha, tem sido relatado como
sendo um marcador da regido de cagl. Esse gene codifica uma proteina de 16 kDa e, diferente
de alguns outros presentes em cag-PAIl, ndo é um homdlogo vir, embora tenha fraca
homologia com a proteina “switch” do motor flagelar (CENSINI et al., 1996; TOMB et al.,
1997; HSU et al., 2002). CagG parece ter sua funcédo relacionada com a aderéncia das cepas a
células epiteliais gastricas, além de desempenhar um papel importante na inducdo da citocina
pré-inflamatoria IL-8 (FISCHER et al., 2001; MIZUSHIMA et al., 2002; SAITO et al., 2005).
Estudos mostram que cagG tem sido frequentemente encontrado em diversas doencas
gastrointestinais, embora sem relacdo a uma doenca especifica (HSU et al., 2002; XU et al.,
2003).

¢+ Gene cagM — também tem sido relatado como sendo um marcador da regido de
cagl (HSU et al., 2002). Alguns estudos revelaram que a proteina codificada por este gene
forma uma estrutura de superficie, que atua como o agente indutor do fator nuclear kB (NF-
kB), mediando a secrecdo de IL-8 (FISCHER et al., 2001; SMOLKA et al., 2012). Também
esta envolvida na repressdo da transcricdo de H'/K*-ATPase, inibindo significativamente a
secrecdo de &cido gastrico pelas células. Dessa forma, a expressao de CagM parece
representar uma primeira linha de defesa de H. pylori contra o &cido gastrico (SAHA et al.,
2010; LING et al., 2013). Estudos revelaram que esse gene estd associado ao
desenvolvimento de gastrite, Ulceras pépticas e cancer gastrico (PACHECO et al., 2008;
WANG et al., 2013; LAl et al., 2013).

+ Gene cagT (virB7) — localizado na porcdo esquerda de cag-PAl, tem sido
relatado como sendo um marcador da regido de cagll (MATTAR et al., 2007). CagT esta
localizada em ambas as membranas interna e externa, estando relacionada a inducdo da
secrecdo de IL-8 (na membrana externa) e a facilitacdo da translocacdo de CagA para as
células hospedeiras, atuando como uma proteina semelhante a chaperona (ha membrana
interna) (FISCHER et al., 2001; TANAKA et al., 2003; DING et al., 2012). Estudos relatam
uma associacao entre o gene cagT e o desenvolvimento de Ulcera péptica (KAUSER et al.,
2005; PACHECO et al., 2008; LAl et al., 2013).
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« Gene virB11 — localizado na porcéo esquerda de cag-PAl, este gene codifica
uma proteina essencial para a translocacdo de CagA (FISCHER et al., 2001). Ele também faz
parte do SST4 e possui uma estrutura anelar composta de seis unidades monomeéricas,
exibindo funcdo de ATPase (FRONZES et al., 2009). Embora poucos estudos associem a
presenca de cepas virB1ll positivas ao desenvolvimento de céncer gastrico, dois desses
estudos conseguem demonstrar tal envolvimento na carcinogénese gastrica (LIMA et al.,
2010; LIMA et al., 2011).

2.2.3.2 Citotoxina Vacuolizante A (vacA)

O gene vacA esta presente em todas as cepas de H. pylori e compreende duas
partes variaveis, s (localizada no final da cadeia 5° do DNA) e m (localizada na regido média).
Essas duas regides possuem alelos variaveis: s (s1 ou s2) e m (m1 ou m2), e a combinagao em
mosaico desses alelos determina a toxicidade da proteina produzida (Figura 8). Cepas
portadoras do gendtipo slml1 produzem uma proteina que é téxica para uma maior variedade
de tipos celulares, que aquelas s1m2. J& as cepas s2ml sdo raras e o produto de cepas s2m2
virtualmente ndo possui toxicidade (PAGLIACCIA et al., 1998; LETLEY et al., 2003).

A proteina VacA ¢ secretada no espaco extracelular e é internalizada por
endocitose pela célula do hospedeiro. Esta citotoxina induz varias atividades celulares,
incluindo a formacdo de poros nas membranas citoplasmatica e mitocondrial, bem como o
efluxo de citocromo ¢, que aumenta a permeabilidade celular, levando a apoptose. Essa
proteina também interfere na fagocitose, na apresentacdo de antigenos, além de inibir
especificamente a ativacao e a proliferacdo de células T (SUNDRUD et al., 2004; BASSO et
al., 2010).
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Figura 8 — Polimorfismo no gene vacA de Helicobacter pylori. O gene vacA possui variacfes nas regides sinal (sl e
s2) e média (m1 e m2), normalmente originando dessas combinagdes trés tipos de toxinas: slm1, sim2 e s2m2 (o tipo
s2m1 é raro).
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Fonte: Cover; Blanke, 2005 (adaptado)

2.2.3.3 Genes de Proteinas de Membrana Externa (Outer Membrane Proteins — OMPS)

A adesdo de H. pylori na mucosa gastrica desempenha um papel importante na
colonizagdo inicial e persisténcia da infecgdo, assim como na intensidade da resposta
inflamatdria resultante da infeccdo (OHNO et al., 2009). Aproximadamente 4% do genoma de
H. pylori codifica um repertério diverso de OMPs que foram agrupadas em cinco familias
principais (ALM et al., 2000).

% Gene hopQ — faz parte da maior familia de OMPs, a “Helicobacter outer
membrane protein” (Hop). Esse gene codifica uma proteina de membrana externa que auxilia
a adesdo das cepas de H. pylori nas células epiteliais gastricas, podendo assim desempenhar
um importante papel no inicio da colonizacdo e na persisténcia da bactéria no estobmago (CAO
et al., 2005; LOH et al., 2008). O gene hopQ esta presente em duas formas: tipos | e Il, sendo
cepas hopQI associadas a maiores indices de infiltracdo de células inflamatdrias e atrofia que
aquelas com hopQIl (CAO e COVER, 2002; OHNO et al., 2009).
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% Gene 0ipA — codifica uma proteina de adesdo de aproximadamente 34 kDa
(YAMAOKA et al.,, 2000). O estado funcional de oipA, regulado por “slipped strand
mispairing”, é determinado pelo nimero de repeticdes dos dinucleotideos CT na regido 5’ do
gene (SAUNDERS et al., 1998). oipA em seu estado funcional estd associado a doengas
géstricas mais graves, como Ulcera duodenal e cancer gastrico, além de estar relacionado a
uma alta densidade bacteriana, infiltracdo neutrofilica e altos niveis de IL-8 na mucosa
gastrica (KUDO et al., 2004). OipA pode induzir a inflamacdo através da fosforilacdo de
varias vias de sinalizacdo que usualmente interagem com vias relacionadas a cag-PAI (LU et
al., 2005; TABASSAM et al., 2008). A inativacdo de oipA resulta em uma diminuicdo do
nivel de B-catenina nuclear in vitro e uma menor incidéncia de cancer em modelos animais,

ressaltando a importancia desta OMP na viruléncia de H. pylori (FRANCO et al., 2008).

2.2.3.4 Gene de Motilidade flaA

A motilidade de H. pylori, essencial para o sucesso da colonizacdo gastrica, é
conferida por um feixe unipolar composto por 3-5 flagelos. Estes, por sua vez, séo
constituidos por trés elementos estruturais: corpo basal, gancho e filamento, funcionando
como um propulsor quando rodado na sua base (GEIS et al., 1989; WROBLEWSKI et al.,
2010). O filamento do flagelo de H. pylori é composto por duas flagelinas: a maior, FlaA e a
menor, FlaB (BLAIR et al., 2003). A mutacdo de flaA resulta na truncagem flagelar e
diminuicdo da motilidade in vitro, estando entre as proteinas essenciais para a infeccédo
persistente em modelos animais (JOSENHANS et al., 1995; EATON et al., 1996).

2.3 Infeccd@o por Helicobacter pylori, Inflamagdo Cronica e Hipermetilagéo de

Promotores Génicos no Cancer Gastrico

2.3.1 O sucesso da colonizacéo por H. pylori leva a infecgdo persistente e inflamacéo

crdnica da mucosa gastrica

Para que ocorra a colonizacdo da mucosa gastrica, € necessario que H. pylori
atravesse a camada de muco que protege o epitélio gastrico. Assim, lipases e proteases sdo
sintetizadas para a degradacdo dessa camada, facilitando esta etapa de coloniza¢do. Além

disto, H. pylori se move facilmente devido a sua morfologia em espiral e aos seus flagelos,
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atravessando a camada de muco e estabelecendo intimo contato com as células epiteliais de
revestimento (LADEIRA et al., 2003). Os fatores de aderéncia contribuem para a sua fixacéo
ao epitelio gastrico, por meio da adesdo a moléculas expressas na superficie dessas células,
como o0s antigenos de grupos sanguineos Lewis b (BOREN et al. 1993; HILL e RODE, 1998).
Apos essa adesdo, a célula epitelial passa a ter contato com uma série de fatores de viruléncia
da bactéria, como o SST4, CagA, VacA, dentre outros produtos bacterianos (O’KEEFFE e
MORAN, 2008).

A resposta imune do hospedeiro se inicia através do reconhecimento de
peptidoglicano, lipopolissacarideo (LPS) e flagelina de H. pylori, levando a ativacdo de NF-
kB, que por sua vez leva a transcrigdo de varios genes, incluindo citocinas inflamatdrias como
a IL-8 (ADEREM et al., 2000; VIALA et al., 2004). As patologias induzidas por H. pylori séo
dependentes das respostas mediadas por células e citocinas do perfil de resposta Thl, uma vez
que essa resposta, quando fora de controle, promove uma inflamacdo cronica e o
desenvolvimento de doencas mais graves. Entretanto, a resposta Thl é a Unica que confere
uma real protecdo contra essa infeccdo (SOMMER et al., 2001; HELLMIG et al., 2003;
STOICOV et al., 2004; O’KEEFFE ¢ MORAN, 2008).

A inflamacéo cronica ¢ acompanhada por um afluxo de neutréfilos e macrofagos,
0 que gera a liberacdo de espécies reativas de oxigénio/nitrogénio (ROS/RNS) capazes de
causar danos ao DNA. Esse processo é conhecidamente um fator responsavel por promover
varios tipos de cancer, estando relacionado a aproximadamente 15-20% de todas as doencas
malignas humanas. Estudos tém demonstrado que tanto a inflamagdo por um periodo
prolongado, quanto a presenca de uma grande quantidade de ROS sdo capazes de induzir a
metilacdo aberrante do DNA (NA e WOO, 2014).

2.3.2 Metilagdo do DNA

A metilacdo do DNA ¢é a modificacdo epigenética mais estudada e consiste em um
processo quimico reversivel que ocorre em regides do genoma ricas em citosina e guanina,
denominadas de ilhas CpG. Essa reagdo é catalisada pelas DNA metiltransferases (DNMTS),
que adicionam um grupo metil ao carbono de quinta posi¢do do residuo de citosina presente
em um dinucleotideo CpG. Atualmente, existem trés DNMTs estabelecidas: DNMTL,
DNMT3a e DNMT3B. DNMTL1 estd envolvida na manutencdo da metilacdo através da

metilacdo de cadeias recem-sintetizadas de DNA durante a replicacdo, enquanto DNMT3a e
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DNMT3B estdo principalmente envolvidas em metilacdo de novo (Figura 9) (JONES e
LAIRD, 1999).

As ilhas CpG ficam localizadas quase sempre na regido promotora do gene e a sua
metilagdo, embora ndo altere a informacdo genética, dificulta a leitura da sequéncia de DNA,
resultando na repressdo da transcricdo por inativacdo génica. Em geral, o aumento da
metilacdo na regido promotora de um gene leva a reduzida expressdo do gene em questao,
enquanto a metilacdo na regido transcrita tem um efeito variavel na expressdo do gene. Dessa
forma, a metilacdo das ilhas CpG constitui uma das principais vias epigenéticas envolvidas na
regulacdo da transcri¢do génica (ROBERTSON, 2005).

Figura 9 — Processo de metilagdo do DNA, levando a repressdo da expressdo génica; e atuacdo das enzimas
DNMTs.
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2.3.3 Helicobacter pylori promove a Metilagdo do DNA atraves da inflamagéo cronica

Embora se saiba que a inflamagdo causada pela infeccdo por H. pylori pode
estimular a metilagdo, os mecanismos moleculares envolvidos nesse processo ainda ndo foram
completamente estabelecidos. Alguns estudos apontam nas seguintes direcfes: (1) a

interleucina-6, uma das citocinas produzidas na mucosa infectada por H. pylori, regula o
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promotor DNMT1, aumentando a expressao dessa enzima; (2) H. pylori, além de estar
diretamente envolvida na inducéo da inflamacao crénica, também é responsavel por aumentar
a expressao de DNA metiltransferases (DNMTS). Esta superexpressdo de DNMTSs é capaz de
provocar metilagdo de novo; (3) Produtos de danos, incluindo 5-clorocitosina e 5-
bromocitosina, formados in vivo por moléculas reativas mediadas pela inflamagdo, podem
mimetizar 5-metilcitosina e induzir a metilacio de novo em ilhas CpG ndo metiladas
anteriormente (YANG et al., 2012).

2.3.4 Hipermetila¢do de Promotores Génicos no Cancer Gastrico

Alguns estudos demonstraram um aumento na metilacdo de ilhas CpG de varios
genes na mucosa de pacientes infectados por H. pylori (MAEKITA et al., 2006; CHO et al.,
2007). Dentre esses estdo os genes COX-2, CDKN2A, CDH1, MLH1 e MSH2.

O gene COX-2 codifica uma proteina que catalisa a conversdo de &cido
araquidénico em prostaglandinas, estando envolvido tanto na proliferacdo celular, quanto no
processo inflamatério da mucosa gastrica (PAI et al., 2002; KONTUREK et al., 2005). O
aumento da expressao de COX-2 tem sido relatado durante a carcinogénese gastrica, embora
alguns estudos tenham mostrado a hipermetilacdo desse gene (SONG et al., 2001; HUANG et
al., 2006; SILVA et al., 2010).

O gene CDKN2A, localizado no cromossomo 9p21, codifica duas proteinas
reguladoras do ciclo celular (p16™ ** e p14”RF) envolvidas na inibicdo da progressdo desse
ciclo, sendo por isso considerado um supressor tumoral. Esse gene é um dos que se encontra
mais metilado no cancer géstrico (SILVA et al., 2010; BEN AYED-GUERFALI et al., 2011).

CDH1 também é um gene supressor de tumor localizado no cromossomo 16g22.1
que codifica a proteina E-caderina. Essa proteina possui um importante papel na manutencgéo
da diferenciacdo, polaridade e arquitetura normal da célula (JIANG et al., 2015). A metilacdo
do promotor desse gene leva a uma redugdo na expressao de E-caderina e, consequentemente,
a uma disfuncédo da adeséo célula-célula, o que facilita a proliferacéo, a invasdo neoplasica e a
metastase (PERL et al., 1998; QU et al., 2013).

Ja MLH1 (homélogo 1 de MutL) e MSH2 (homdélogo 2 de MutS) codificam
enzimas participantes do sistema de reparo do DNA “mismatch repair” (MMR) cuja fungéo é
manter a fidelidade do genoma durante a proliferacdo celular (GOLOGAN e SEPULVEDA,
2005). A eficiéncia desse sistema de reparo requer o correto funcionamento dos
heterodimeros homologos de MutL e de MutS, compostos por MLH1-PMS2/MLH1-MLH3 e
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MSH2-MSH6/MSH2-MSH3, respectivamente. Uma conseqiiéncia da deficiéncia de MMR ¢é
a insercdo ou delecdo de nucleotideos nas sequéncias dos microssatélites, causando
instabilidade microssatélite (MSI), alteracdo comumente descrita nos tumores gastricos
(VELHO et al.,, 2014; YAMAMOTO et al.,, 2015). Assim, a metilacdo dos promotores
génicos de MLH1 e MSH2 representa uma das principais causas de instabilidade
microssatélite (MSI), estando associada diretamente a carcinogénese gastrica (GU et al.,
2009; FERRASI et al., 2010).

2.4 Metilacdo do MicroRNA 34b/c e o Cancer Gastrico

Os microRNAs (miRNAs) sdo pequenos RNAs ndo-codificantes (18-25
nucleotideos de comprimento) que regulam da expressdo génica pds-transcricionalmente
através da ligacdo a sequéncias na regido 3’ ndo-traduzida (UTR) de RNA mensageiros
(mMRNA). Essa interacdo resulta na clivagem ou inibicdo de sintese protéica do mRNA,
levando a uma expressdo protéica reduzida do gene-alvo (KIM, 2005). Os miRNAs possuem
um papel critico em fungbes bioldgicas tais como proliferacdo celular, apoptose,
desenvolvimento neuronal e tumorigénese, podendo funcionar como supressores de tumor ou
oncogenes, dependendo do gene alvo (MEOLA et al., 2009; IORIO e CROCE, 2009).
miRNAs supressores de tumor geralmente atuam na repressdo de genes que promovem O
crescimento celular, sendo encontrados regulados negativamente nos tumores (SHARMA et
al., 2010).

A desregulacdo dos miRNAs pode ser causada por varios mecanismos, incluindo
delegdes, amplificagdes, mutagcdes no DNA gendmico, bem como metilagdo aberrante de seu
promotor. A metilacdo de miRNAs parece desempenhar um papel importante em seu
silenciamento, uma vez que varios miRNAs se apresentaram silenciados por hipermetilacdo
de suas regides promotoras em varios tipos de cancer, incluindo miR-34b/c (KOZAKI et al.,
2008; TAHARA et al., 2013; XIE et al., 2014).

Em mamiferos, a familia de miR-34 compreende trés miRNAs processados que
sdo codificados por dois genes diferentes: 0 miR-34a € codificado por um transcrito préprio,
enquanto miR-34b e miR-34c possuem um transcrito primario em comum (HERMEKING,
2010). Relatos apontam que membros da familia de miR-34 sdo alvos diretos de p53, e sua
regulacdo positiva induz apoptose e parada do ciclo celular. Semelhante a outros genes-alvo
de p53, os miR-34 podem ser importantes alvos para outras vias de sinalizagdo envolvidos no
desenvolvimento normal (Figura 10) (HE et al., 2007; TARASOV et al., 2007).
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Figura 10 — Familia miR-34 atua como mediador na supressdo tumoral através de p53, que ativa o
processamento dos miR-34 primarios.
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Andlises de micro-arranjos revelaram centenas de possiveis genes-alvo de miR-
34, regulados negativamente por esses miRNAs. A alta similaridade entre os trés membros da
familia miR-34 sugere que eles possuem 0s mesmos alvos. Confirmando isso, analises de
expressao depois da transfecgdo em separado de miR-34a, miR-34b e miR-34c mostrou que
0os mMRNAs afetados sdo quase idénticos. Entretanto, parece haver diferenca quanto a
afinidade pelos alvos de cada um dos miRNAs (HE et al., 2007). Alguns exemplos séo c-
MYC, MET e BLC-2 (Figura 10).

Estudos com cancer gastrico mostraram que a expressao de miR-34b/c em tecidos
tumorais € menor que em tecidos ndo-tumorais adjacentes ao tumor e que a expressdo desse
miRNA estd associada com o status de metilacdo da sua ilha CpG, sendo regulado
negativamente por hipermetilacdo de seu promotor nos casos de cancer gastrico (SUZUKI et
al., 2010; TSAl et al., 2011).

2.4.1 miRNA 34b/c e a regulagdo de MET

Sabe-se que miR-34b/c regula negativamente a expressdo de MET. Esta proteina,
por sua vez, & um receptor transmembrana com dominio tirosina-quinase presente na
superficie celular, cujo ligante é o fator de crescimento de hepatdcitos (HGF). Uma vez
ativada, essa via regula a proliferacdo celular, a apoptose e a migragdo. A atividade de MET é
normalmente detectada em estagios bem definidos da embriogénese e organogénese. A

ativacdo da via HGF/MET leva a ativacdo simultanea de mdaltiplos sinais de vias de
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transducdo, promovendo a infiltragdo de células cancerigenas (BOCCACCIO e COMOGLIO,
2006). Tem sido reportado que MET se encontra superexpresso em varios tumores primarios
humanos, incluindo cancer gastrico, renal, hepatico, dentre outros (NOGUCHI et al., 2015).
Esse aumento da expressdo de MET parece ser regulado, em parte, pela auséncia de miR-
34blc, que pode ser regulado através metilagdo de seu promotor (MIGLIORE et al., 2008).

2.5 Polimorfismos de CDH1 e MLH1

Vaérios polimorfismos de Unico nucleotideo (SNPs) no gene CDH1 estéo
associados ao cancer gastrico, sendo o CDH1 -160 C/A (rs16260) aquele mais amplamente
estudado. Nesse SNP, o alelo polimorfico -160A diminui a eficiéncia transcricional em 68%
guando comparado ao alelo -160C. A presenca do alelo polimorfico diminui a expresséo de E-
caderina, levando ao aumento da susceptibilidade para céncer gastrico em algumas
populacbes. Assim, esse alelo variante tem sido considerado um potencial marcador genético
para a suscetibilidade de cancer (LI et al., 2000; YAMADA et al., 2007).

No cancer gastrico esporadico, entretanto, a influéncia do SNP -160 C/A nédo tem
se mostrado consistente, pois os resultados encontrados variam de auséncia de risco, risco e
protecdo para 0 mesmo alelo (WU et al., 2002; KURAOKA et al., 2003; MEDINA-FRANCO
et al., 2007). Tal inconsisténcia esta relacionada a etnia das populacdes estudadas, uma vez
que o alelo -160A parece aumentar o risco para cancer gastrico em caucasianos e o reduzir
nos asiaticos (GAO et al., 2008; DENG et al., 2014).

Dentre os varios SNPs encontrados no gene CDH1, o -347 G/GA (rs5030625)
também pode ser destacado. Neste SNP, ocorre a troca de G por GA na posi¢do -347 da
regido promotora deste gene, estando relacionado a uma diminuicdo da regulacdo
transcricional (SHIN et al., 2004). Esse polimorfismo também parece estar relacionado ao
aumento do risco para o desenvolvimento de céancer gastrico, embora os resultados ainda
sejam conflitantes, de acordo com a variagao da populacédo estudada (DENG et al., 2014).

Ja dentre os polimorfismos de MLH1, o localizado na regido promotora -93 G/A
(rs1800734) tem sido associado a uma diminuigdo da expressdo dessa enzima, através da
diminuicdo da afinidade de ligacdo de proteinas nucleares, levando a alterac6es na capacidade
de reparo do DNA (MEI et al., 2010). Assim, esse polimorfismo foi relacionado ao risco de
desenvolvimento de varios tipos de cancer, dentre eles o cancer gastrico, em diversas

populacdes. Entretanto, os resultados desses estudos permanecem contraditérios.
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Alguns estudos analisam a relagdo entre a presenca dos polimorfismos de -160
C/A de CDH1 e -93 G/A de MLH1 ao aumento da metilacdo dos respectivos genes (LIU et
al., 2005; BORGES et al., 2010; MIYAKURA et al., 2014).
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3. HIPOTESES

Existe uma relacdo entre a viruléncia de cepas de H. pylori e os diferentes padrdes
de metilagdo dos genes COX-2, CDKN2A, CDH1, MLH1 e MSH2 de acordo com o subtipo
histoldgico e localiza¢do dos tumores gastricos.

Os polimorfismos localizados nas regides promotoras de MLH1 e de CDH1
influenciam a metilacao desses genes.

A expressdo de c-MET estd relacionada diretamente com o percentual de
metilacdo de miR-34b/c em casos de céncer gastrico, variando de acordo com o subtipo

histoldgico e localizacdo desses tumores.

4. OBJETIVO GERAL

Relacionar o status de metilacdo dos promotores génicos com o perfil genotipico
de cepas de Helicobacter pylori quanto aos genes de viruléncia (cagA, cagE, cagM, cagG,
cagT, virB11, vacA, hopQ, oipA, flaA), e com polimorfismos dos genes CDH1 e MLH1 com
parametros clinicos e histopatoldgicos (localizacdo, subtipo histoldgico e estadiamento TNM)
de casos de cancer gastrico, bem como analisar a relacdo entre a metilacdo de miR-34b/c a

expressdo da proteina MET.

4.1 Objetivos Especificos

+* Relacionar o status de metilagdo dos promotores dos genes COX-2, CDKN2A, CDH1,
MLH1, MSH2 a parametros hitopatoldgicos de casos de cancer gastrico e ao gendtipo
de cepas de H. pylori, quanto aos genes cagA, cagk, cagM, cagG, cagT, virB11,
vacA, hopQ, oipA, flaA,;

¢+ Verificar a influéncia dos polimorfismos -160 C/A e -347 G/GA do gene CDH1 e -93
G/A do gene MLH1 na metilacdo de seus respectivos promotores génicos e em
parametros histopatoldgicos de casos de céncer gastrico, quando associados aos
gendtipos das cepas de H. pylori;

%+ Correlacionar a metilacdo de miR-34b/c a expressdo da proteina MET e ambos a

parametros hitopatoldgicos em casos de cancer gastrico.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Casuistica

Um total de 125 amostras de tumor gastrico foram obtidas a partir de pacientes
submetidos a gastrectomias totais ou parciais nos hospitais de Fortaleza: Santa Casa de
Misericérdia de Fortaleza (SCMF), Hospital Universitario Walter Cantideo (HUWC) e
Hospital Geral de Fortaleza (HGF).

Os espécimes tumorais frescos foram coletados nos centros cirargicos dos
respectivos hospitais, imediatamente apds a gastrectomia, obedecendo as condi¢fes ideais de
assepsia, de acordo com o protocolo de coleta (Anexo I). As amostras foram retiradas sem
comprometimento da investigacdo histopatoldgica da rotina hospitalar e, em seguida, foram
transportadas rapidamente em compartimento contendo gelo para o Laboratorio de Genética
Molecular — LABGEM do Departamento de Patologia e Medicina Legal — DPML. Essas
amostras foram mantidas em freezer a temperatura de -80°C, até 0 momento da extracdo do
DNA. De cada amostra congelada foram feitos cortes histolégicos, com uma espessura de
aproximadamente 5 pum, corados com Hematoxilina-Eosina e avaliados quanto ao percentual
de células tumorais pelo patologista do grupo de pesquisa. Apenas as amostras que continham
um percentual maior ou igual a 80% de células tumorais foram dirigidas para a extracdo do

DNA genémico.

5.2 Aspectos Eticos

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Ceara, sob o nimero de protocolo 326/11 e Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Geral de Fortaleza, sob o nimero 071002/10 (Anexos Il e 111), observando as normas
que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho Nacional de Saude de acordo
com as resolugcbes 196/96, 251/97, 292/99, 303/00, 304/00, 347/05, 346/05. Foram incluidos
neste estudo apenas aqueles individuos submetidos a resseccdo cirdrgica, que apds serem
informados sobre a pesquisa, concordaram em participar dela, assinando espontaneamente o

termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo IV).



39

5.3 Coleta de Dados e Avaliacdo Histopatoldgica

Os dados epidemioldgicos e clinicos foram obtidos no momento da entrevista com

0 paciente e por meio da consulta de prontuérios, respectivamente, sendo registrados em
fichas de coleta estruturadas (Anexo V).

Os dados histopatolégicos, tais como subtipos tumorais e estadiamento, foram

extraidos dos laudos patoldgicos, presentes nos respectivos prontuarios.

5.4 Extracdo do DNA de Espécimes Congelados

As amostras tumorais com pelo mais de 80% de células tumorais foram
submetidas a extracdo do DNA gendmico de alto peso molecular, utilizando-se o método de
extracdo com CTAB descrito por Foster e Twell (1996). De acordo com este método,
fragmentos de aproximadamente 0,5 g foram macerados com auxilio de bastdo de vidro
esterilizado, em tubo tipo Falcon de 15 mL e, em seguida, adicionou-se o tampao de extracédo
(2% CTAB; 1,4 M de NaCl; 20 mM de EDTA; 100 mM de Tris-HCI pH 8,0; 0,2% de 2-
Mercaptoetanol), obedecendo-se proporcao de 6 mL de tampédo de extracdo para cada 0,5 g de
tecido tumoral. Apds esta etapa as amostras foram incubadas em banho-maria a 60°C por 16
horas, submetendo os tubos a algumas inversoes.

Apo6s a incubacdo, adicionou-se volume igual de cloroférmio-alcool isoamilico
(24:1), para purificacdo, seguido de centrifugacdo a 2000 rpm por 15 min. Em seguida, a fase
superior foi transferida para tubo tipo Falcon estéril de 15 mL e o DNA foi precipitado com
2/3 do volume de isopropanol a 100% e centrifugado a 2000 rpm por 5 min. Apés a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido com NaCl 1 M,
para liberacdo do complexo DNA-CTAB. Em seguida, adicionou-se 2,5 vezes de etanol 100%
gelado e centrifugado a 2000 rpm por 5 min. O DNA entdo foi lavado com etanol 70% e
colocado para secar a 37°C. Depois de seco, 0 DNA foi ressuspendido em 400 pL de agua
milli-Q esteril com DEPC 0,1% e armazenado em freezer a -14°C.

Para avaliar a qualidade do DNA, cada amostra foi submetida a eletroforese em
gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo e observado sob transluminador de luz
ultravioleta. Paralelamente, foi realizada a quantificagio do DNA wusando um
espectrofotdmetro NanoDrop ™ 3300 (Wilmington, DE, USA)).
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5.5 Tratamento do DNA com Bissulfito

O DNA extraido do tecido tumoral foi modificado em uma reagdo com bissulfito
de s6dio, com objetivo de se determinar o status de metilacdo dos genes COX-2, CDKN2A,
CDH1, MLH1 e MSH2 por PCR metilacdo especifico (MS-PCR) como descrito previamente
por Ferrasi et al. (2010).

5.6 PCR Especifico para Metilacéo (convencional)

Os iniciadores especificos para as regides promotoras dos genes estudados estdo
descritos na tabela 2. As reagbes de PCR foram feitas com um volume final de 25 pL,
contendo 1X do tampé&o Platinum Tag, 3 mM MgCl, (CDKN2A, CDH1, MSH2) ou 1,5 mM
MgCl; (MLH1 e COX-2), 0,4 mM de cada dNTP, 0,4 mM (COX-2, CDH1), 0,64 uM
(CDKN2A), 0,24 mM (MLH1) or 1.0 uM (MSH2) de cada par de iniciadores, 1 U de Platinum
Taq DNA Polimerase® (Invitrogen, Foster, CA, USA), e 50 ng de DNA tratado. Agua e DNA
de linfdcitos periféricos de doadores saudaveis foram usados como controles negativos. Os
produtos de PCR foram visualizados em gel de poliacrilamida 6% né&o-desnaturante,

subsequentemente corados por nitrato de prata.
5.7 HRM Especifico para Metilacao

Os iniciadores especificos para a regido promotora do miR-34b/c estdo descritos
na tabela 2. O percentual de metilagdo desse miRNA foi obtido através da técnica de HRM. A
reacdo de PCR foi feita com o kit EpiTect® HRM PCR (Qiagen) com um volume final de 25
pL, contendo 1X EpiTect HRM Master Mix, 0,75 uM de cada iniciador ¢ 10 ng de DNA
tratado. A rampa de HRM variou de 75-95°C. Agua foi utilizada como controle negativo,
enquanto EpiTect® PCR DNA Control (Qiagen) foi utilizado para fazer os gradientes de
percentual de metilagdo (0%, 25%, 50%, 75% e 100%).



Tabela 2 — Oligonucletideos iniciadores especificos para realizacdo de MS-PCR e HRM

Gene

COX-2

CDKN2A

CDH1

MLH1

MSH?2

miR-34b/c

Oligonucleotideos Iniciadores

Forward

M: TTAGATACGGCGGCGGCGGC

U: ATAGATTAGATATGGTGGTGGTGGT

M: TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC

U: TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT

M: TTAGGTTAGAGGGTTATCGCGT

U: TAATTTTAGGTTAGAGGGTTATTG

M: TATATCGTTCGTAGTATTCGTGT

U: TTTTGATGTAGATGTTTTATTAGGGTTGT

M: TCGTGGTCGGACGTCGTTC

U: GGTTGTTGTGGTTGGATGTTGTTT

M: GGTTGGGAATTGAAGTTTG

Reverse

TCTTTACCCGAACGCTTCCG

CACAATCTTTACCCAAACACTTCCA

GACCCCGAACCGCGACCGTAA

CAACCCCAAACCACAACCATAA

TAACTAAAAATTCACCTACCGAC

CACAACCAATCAACAACACA

TCCGACCCGAATAAACCCAA

ACCACCTCATCATAACTACCCACA

CAACGTCTCCTTCGACTACACCG

CAACTACAACATCTCCTTCAACTACACCA

CCCAAAAATACCAAACCT

Anelamento
¢C)
59
65
70
70
57
53
66
64
60
60

55

Produto
de PCR

(pb)
161
171
150
151
115
97
153
124
157

157
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5.8 Deteccéo de H. pylori e de seus Genes de Viruléncia

A deteccdo da presenca de H. pylori e de seus respectivos genes foi realizada pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A tabela 3 mostra as sequéncias dos oligonucleotideos
iniciadores especificos de cada reacdo. Em todas as reacdes, foram usados como controle
negativo um mix de PCR sem amostra de DNA. A presenca de H. pylori nas amostras
estudadas foi detectada pela presenca da regido interna, especifica para H. pylori, do gene que
codifica a proteina urease (ureC) (BICKLEY et al., 1993). A mistura para PCR foi composta
por tampéo 1X (Tris-HCI 20 mM [pH 8,4], KCI 50 mM), 1,25 U de Platinum Tag DNA
Polimerase Invitrogen®; 0,4 mM deoxinucleotideos trifosfato (ANTP); 1,5 mM de MgCl,; 0,4
UM de cada oligonucleotideo iniciador e 100 ng de DNA, adicionada de agua estéril
suficiente para 25 pL. Os produtos amplificados nessas reacdes foram visualizados em gel de
poliacrilamida a 6% corado com nitrato de prata. Como controles positivos foram utilizados
DNAs extraidos de amostras sabidamente positivas para infecgdo por H. pylori.

5.8.1 Deteccdo do Gene cagA

O gene cagA de H. pylori foi amplificado em uma mistura para PCR composta
por tampdo 1X Go Taq® Flexi DNA Polimerase (Promega); 0,24 mM deoxinucleotideos
trifosfato (ANTP); 1,5 mM de MgCl;; 0,48 uM de cada oligonucleotideo iniciador e 100 ng de
DNA, adicionada de agua estéril suficiente para 12,5 pL. Os produtos gerados foram

visualizados em gel de poliacrilamida a 6% corado com nitrato de prata.

5.8.2 Deteccéo do Gene cagE

O gene cagE de H. pylori foi amplificado em uma mistura para PCR composta
por Master Mix® 1X (Promega), 0,1% Tween 20, 0,48 uM de cada oligonucleotideo iniciador
e 100 ng de DNA, adicionada de agua esteril suficiente para 20 pL. Os produtos amplificados
nessas reacOes foram visualizados em gel de agarose a 2% corado com brometo de etideo sob

transluminador de luz ultravioleta.
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5.8.3 Deteccéo do Gene virB11

O gene virB11 de H. pylori foi amplificado em uma mistura contendo 10 ul de Go
Taq Master Mix® (Promega), 0,5 mM de MgCl,; 0,3 uM de cada oligonucleotideo iniciador e
100 ng de DNA, adicionada de agua estéril suficiente para 20 puL. Os produtos que foram
visualizados em gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo sob transluminador de luz

ultravioleta.

5.8.4 Deteccéo do Gene cagG, cagM, cagT e oipA

Os genes cagG, cagT, cagM e oipA foram amplificados em uma mistura para
PCR composta por Top Taq® Master Mix 1X (Qiagen), 0,5 uM de cada oligonucleotideo
iniciador e 100 ng de DNA, adicionada de agua estéril suficiente para 20 pL. Os produtos
amplificados nessas reacdes foram visualizados em gel de agarose a 2% corado com brometo

de etideo sob transluminador de luz ultravioleta.

5.8.5 Presenca e Subtipos do Gene vacA de H. pylori

5.8.5.1vacAsles2

Os subtipos s1 e s2 foram amplificados em uma mesma reagdo. A mistura para
PCR foi composta por tampédo 1X (Tris-HCI 20 mM [pH 8,4], KCI 50 mM); 0,1% Tween 20;
1,25 U de Go Tagq® Flexi DNA Polimerase (Promega); 0,24 mM deoxinucleotideos trifosfato
(dNTP); 1,5 mM de MgCly; 0,48 uM de cada oligonucleotideo iniciador e 100 ng de DNA,
adicionada de agua estéril suficiente para 12,5 pL. Os produtos amplificados nessas reacoes
foram visualizados em gel de poliacrilamida a 6% corado com nitrato de prata.

5.8.5.2vacAmlem2

Os subtipos m1 e m2 foram amplificados individualmente. Para amplificacdo do
subtipo m1 a mistura para PCR foi composta por tampéo 1X (Tris-HCI 20 mM [pH 8,4], KCI
50 mM), 0,1% de Tween 20, 1,25 U de Platinum Tag DNA Polimerase Invitrogen®; 0,2 mM
deoxinucleotideos trifosfato (dNTP); 1,5 mM de MgCl,; 0,4 uM de cada oligonucleotideo
iniciador e 100 ng de DNA, adicionada de agua estéril suficiente para 25 pL.

Para a amplificacdo do subtipo m2, foi feita a mistura para PCR contendo tampé&o
1X (Tris-HCI 20 mM [pH 8,4], KCI 50 mM); 0,1% de Tween 20; 1,25 U de Go Taq® Flexi
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DNA Polimerase (Promega); 0,25 mM deoxinucleotideos tri-fosfato (dNTP); 1,5
mM de MgCl,; 0,32 uM de cada oligonucleotideo iniciador e 100 ng de DNA, adicionada de
agua estéril suficiente para 12,5uL. Os produtos gerados em ambas as reaces foram

visualizados em gel de poliacrilamida 6% corado com nitrato de prata.

5.8.6 Deteccao do gene hopQl e hopQlI

As variacOes alélicas do gene hopQ (hopQIl e hopQIl) foram amplificadas
individualmente. A mistura para PCR foi composta por Top Taq® Master Mix 1X (Qiagen),
0,6 UM de cada oligonucleotideo iniciador e 100 ng de DNA, adicionada de agua estéril
suficiente para 20 pL. Os produtos amplificados nessas reacfes foram visualizados em gel de

agarose a 2% corado com brometo de etideo sob transluminador de luz ultravioleta.

5.8.7 Deteccéo do Gene flaA

A mistura para PCR usada para a amplificacdo de flaA foi composta por 1X Green
Master Mix® (Promega), com adicdo de 0,8% de Tween 20, 0,3 uM de cada oligonucleotideo
iniciador e 100 ng de DNA. Os produtos amplificados nessas reaces foram visualizados em

gel de agarose a 2% corado com brometo de etideo sob transluminador de luz ultravioleta.

5.9 Deteccdo dos polimorfismos de CDH1 e MLH1

Os polimorfismos de CDH1 -160 C/A, -347 G/GA e MLH1 -93 G/A foram
detectados por PCR-RFLP. A reacdo de PCR foi realizada em um volume total de 20 uL,
contendo aproximadamente 50 ng de DNA gendmico, 0,5 uM de cada primer e 1X Top Taq®
Master Mix (Qiagen). A sequéncia dos iniciadores e as condi¢es da reacdo estdo mostradas
na tabela 4. O mesmo produto de PCR obtido foi submetido a duas digestbes enzimaticas
distintas com Hincll (para o SNP -160C/A), Banll (para o SNP -347 G/GA) e Pvull (MLHL1 -

93 G/A). Os produtos das digestdes também estdo descritos na tabela 4.



Tabela 3 — Oligonucletideos iniciadores especificos para a amplificagdo dos genes de H. pylori

Gene Oligonucleotideos Iniciadores Anelamento (°C) Produto de PCR (pb) Referéncias
ureC F-5-AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT-3" 55 294 Lage et al., 1995
R -5-AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC-3
vacAsl/s2 F - 5-ATGGAAATACAACAAACACAC-3’ 55 259/286 Lima et al, 2011
R-5-CTGCTTGAATGCGCCAAAC-3’
m1 F -5 GGTCAAAATGCGGTCATGG3’ 55 290 Limaet al, 2011
R-5-CCATTGGTACCTGTAGAAAC-3’
m2 F - 5-GGAGCCCCAGGAAACATTG-3’ 52 192 Limaetal, 2011
R - 5-CATAACTAGCGCCTTGCAC-3"
cagA F - 5-ATAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGA-3’ 56 297 Limaetal, 2011
R - 5-TTAGAATAATCAACAAACATAACGCCAT-3
cagE F-5-TTGAAAACTTCAAGGATAGGATAGAGC-3’ 56 509 Limaet al, 2011
R -5-GCCTAGCGTAATATCACCATTACCC-3’
virB11 F-5-TTAAATCCTCTAAGGCATGCTAC-3’ 49 491 Lima et al, 2011
R -5 -GATATAAGTCGTTTTACCGCTTC-3"
cagG F-5-GCCATGTTAACACCCCCTAG-3 52 497 Hsu et al., 2002
R -5 -TTAATGCGCTAGAATAGTGC-3’
cagM F-5-ACAAATACAAAAAAGAAAAAGAGGC-3° 52 587 Hsu et al., 2002
R-5-ATTTTTCAACAAGTTAGAAAAAGCC-3'
cagT F-5°- TCTAAAAAGATTACGCTCATAGGCG -3 52 490 Hsu et al., 2002
R-5°- CTTTGGCTTGCATGTTCAAGTTGCC-3
hopQl F-5°- ACGAACGCGCAAAAACTTTA -3 55 187 Sicinschi et al., 2012
R-5- TTGCCATTCTCATCGGTGTA-3
hopQlI F-5°- ACAGCCACTCCAATCCAGAA -3 55 160 Sicinschi et al., 2012
R-5°- AACCCCACCGTGGATTTTAG-3
flaA F-5'-TTCTATCGGCTCTACCAC-3’ 55 508 Gottke et al., 2000
R-5’-CTGACCGCCATTGACCAT-3’
OipA F-5’-CAAGCGCTTAACAGATAGGC-3’ 55 894 Yamaoka et al., 2000

R-5’-GCTTCACGAGAAAACGCCTT-3’
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Tabela 4 — Oligonucletideos iniciadores especificos para amplificacdo de CDH1 e MLHL1 e deteccdo dos
respectivos polimorfismos.

CDH1 Primers (5°=>3°) Anelamento (°C)  Produto de PCR (bp)
F GCCCCGACTTGTCTCTCTAC 61 446
R GGCCACAGCCAATCAGCA
MLH1
F AGTAGCCGCTTCAGGGA 50 259
R CTCGTCCAGCCGCCGAATAA

Produtos de Restrigcdo Enzimatica

CDH1 -160C/A C/IC C/IA A/A
446 pb 446, 368 € 78 pb 368 e 78 pb
CDHL1 -347G/GA G/G G/GA GA/GA
263,115 e 68 pb 331, 263, 115 e 68 pb 331e115bp
MLH1 -93 G/A G/G G/A A/A
134 e 125 pb 259, 134 e 125 bp 259 pb

5.10 Deteccéo da expressdo de c-MET

A expressdo da proteina c-MET foi detectada através da técnica de
imunohistoquimica. As laminas passaram pelas etapas de desparafinizacdo e hidratacéo.
Depois disso, foi realizada a recuperagdo antigénica em tampao citrato 10mM, pH 6,0, por 3
minutos e 40 segundos na Pascal. A peroxidase enddgena foi bloqueada com perdxido de
hidrogénio (H20,) 10V, por 10 minutos. As laminas foram incubadas em camara umida
overnight a 4°C com o anticorpo primario Met (D1C2) XP® Rabbit mAb (diluicio 1:300; Cell
Signaling Technology). A reagdo foi detectada com o kit comercial MACH 4 Universal -
sistema de deteccdo HRP-polimero (Biocare Medical), de acordo com as recomendacdes do
fabricante. Casos de carcinoma renal foram utilizados como controle positivo.

A avaliagdo da imunohistoquimica foi realizada utilizando microscopia de luz
direta. A expressdo da proteina foi quantificada por contagem manual de no minimo 300
células tumorais em 5 campos diferentes em um aumento de 400x. Como ainda ndo existe um
sistema validado para a marcacdo de c-MET, utilizaram-se dois critérios para avaliacdo. O
primeiro deles considerou como positivos aqueles casos com 50% ou mais de células
positivas (marcacgéo citoplasmatica ou membranar), independente da intensidade de marcacao;
e/ou marcacdo de moderada ou forte intensidade, com mais de 10% de células positivas. O
segundo critério adotado foi o H-score, no qual o nivel individual de intensidade de marcacao
(0 a 3+) foi multiplicado pelo percentual de células positivas (0-100%) e todos os valores

foram somados para obter o H-score final, que variou de 0 a 300 (XU et al., 2015).
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5.11 Anélises Estatisticas

Além da anélise descritiva dos dados, utilizou-se o programa SPSS® versdo 15.0
(Chicago, IL, USA) para a realizacdo das demais analises estatisticas. Utilizou-se a correlacéo
de Spearman para a analise de correlacdo entre as variaveis estudadas. A significancia das
diferencas estatisticas foram avaliadas pelo teste de Qui-quadrado (3°) ou teste exato de
Fisher. Foi feita a analise de arvore de decisdo para relacionar os fatores de viruléncia de H.
pylori e o status de metilacdo dos genes estudados. Este método usa particionamento binario
recursivo em que as observacdes sdo repetidamente bifurcadas em "nés", com base nos
parametros considerados para predizer os resultados que, no presente estudo foi o status
metilado ou ndo-metilado. O software WEKA foi usado para avaliar todas as variaveis
possiveis e selecionou a melhor variavel sobre a qual se dividir. O algoritmo J48 disponivel
ao WEKA foi usado para os experimentos. Nesta analise, foram considerados seis parametros
variaveis (cagA, cagE, virB11, cagG, cagT, cagM ) para a selecdo no processo de construcao
da arvore. Os resultados foram considerados significativos quando o valor de p era menor que
0,05.
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6. RESULTADOS

A andlise dos resultados possibilitou a elaboracdo de um artigo cientifico, que visa
testar as duas primeiras hipéteses apresentadas. Tabelas com dados clinicos e resultados
omitidos no artigo estdo apresentadas no Apénice B.

6.1 Artigo |

Concomitance of Genes Methylation in Gastric Cancer: its importance in

histopathological features and association with Helicobacter pylori virulence genes

Authors: Débora Menezes da Costa, Msc: Eliane dos Santos Pereira®, Msc; Maria Inés de

Moura Campos-Pardini?, PhD; Silvia Helena Barem Rabenhorst*, PhD.
Affiliations:
! Department of Pathology and Forensic Medicine, Federal University of Ceara, Brazil.
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ABSTRACT

Gastric cancer is a serious health problem. Several risk factors have been identified to
contribute to its development, such as virulence genes of H. pylori, SNPs in host’s key genes
and epigenetic events. The aim of this study was to investigate the relationship between genes
methylation in gastric cancer, its association with H. pylori virulence genes, and verify the
influence of CDH1 and MLH1 SNPs in the methylation status. The promoter genes
methylation was assessed by MS-PCR. H. pylori genes were detected by PCR and SNPs, by
PCR-RFLP. The genes of higher and lower methylation frequency were MSH2 and MLH1,
respectively. Patients aged > 50 had CDH1 more frequently methylated than those younger.
The MLH1 gene was significantly less methylated in cardia tumors. As for the TNM, the
CDH1-M gene was associated with advanced tumor extension, even when subdivided by
subtype, since same association has been shown in tumors of intestinal subtype. Already the
combination CDKN2A-M/MLH1-U was associated with absence of distant metastases. Taking
into account the virulence genes of H. pylori, it was seen that patients infected vacAm1+ or
cagG+ strains had a higher frequency of CDKN2A-U vacAsl + was associated with COX-2-U
and CDH1-U, while hopQIl with MLH1-U. Patients infected with cagE+ and virB11+ strains
had higher frequency of MSH2-M. It was also observed that less virulent strains tended to
non-methylation for CDH1 and MLH1 genes. The classification trees made according to the
histological subtype, showed that in tumors of diffuse subtype cagE+ and virB11l + strains
(separately or together) were also attached to a methylator character of some of the analyzed
genes. Already strains virB11+cagA+ did not lead to methylation in two genes. In intestinal
subtype tumors was not observed a pattern having a variation in the combinations of H. pylori
genes leading to the methylation. In conclusion, the methylation status of the studied genes
appear to be dependent on the tumor location and is also related to the TNM staging and
tumor subtype. In addition, more virulent H. pylori strains may be involved in this process by

increasing inflammatory response leading to methylation of these genes.

Keywords: Methylation, Helicobacter pylori, Gastric cancer, Repair enzymes, E-cadherin
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INTRODUCTION

Gastric cancer is the fifth most common cancer and the third cause of death
worldwide. Developing countries contribute with more than 70% of the cases, making this
disease a serious health problem (1). Gastric cancer is a multifactorial disease that has as its
major environmental factor the infection by Helicobacter pylori. Even though H. pylori is
classified as a group | carcinogenic agent (WHO/IARC) and infects more than half the world's
population, only 0.5-2% of the infected people develop gastric cancer (2).

Several genetic risk factors have been identified to contribute to gastric cancer
development, such as virulence genes of H. pylori (genes of cag-PAl island, motility and
adhesion), single nucleotide polymorphisms (SNPs) in host’s key genes and epigenetic events.
However, the carcinogenic process triggered by H. pylori is still not well understood (3-5).

Aberrant DNA methylation is a relevant change in the carcinogenic process of the
stomach and it is associated with chronic inflammation as a consequence of an infection
caused by H. pylori (6). DNA methylation is the major epigenetic process involved in the
transcriptional repression of specific genes, leading to the gene silencing. Thus, it is widely
accepted that the hypermethylation of promoters of tumor suppressor genes participates in
tumorigenesis (7).

Several genes are common targets of promoter CpG islands methylation in cancer (8).
COX-2 (inflammation), CDKN2A (cell cycle regulation), CDH1 (intercellular adhesion),
MLH1 and MSH2 (mismatch repair pathway) are genes that are reported to be methylated in
gastric cancer.

The COX-2 gene, located on the 1g25.2-925.3 chromosome, encodes an enzyme
which catalyses the conversion of arachidonic acid to prostaglandins, which mediate cell
signaling and are involved in the inflammation process (9). An increased expression of COX-
2 has been related to gastric carcinogenesis, but some studies have shown a promoter
hypermethylation of this gene (10-12).

The CDKN2A gene, located on the 9p21 chromosome, encodes for the p16™K**
protein and its alternate reading frame p14”“~F. Both are involved in the cell cycle negative
regulation via pRb and p53, respectively, inhibiting progression to the next cell cycle phase.
This gene is one of the most methylated tumor suppressor genes present in gastric cancer
(12,13).

The CDH1 gene is a tumor suppressor gene located on the 16g22.1 chromosome that

codifies E-cadherin. This protein has an important role in the maintenance of differentiation,



51

cellular polarity and cellular normal architecture (14). The promoter methylation of this gene
leads to a reduced expression of E-cadherin, and consequently, to a dysfunction of cell-cell
adhesion, which facilitates proliferation, neoplastic invasion and metastasis (15). This gene
has two polymorphisms at positions -160 C/A (rs16260) and -347 G/GA (rs5030625) that are
known to reduce its transcriptional activity (16,17). A relationship between the polymorphic
allele and the hypermethylation pattern of the promoter region of CDH1 was observed in one
study with gastric cancer patients with the CDH1-160 C/A SNP (18). The involvement of
these SNPs with susceptibility to gastric cancer is discordant in the literature (19).

MLH1 (human MutL homolog 1) and MSH2 (human MutS protein homolog 2) are
genes located on the 3p21.3 and 2p21 chromosomes, respectively. These enzymes participate
in DNA mismatch repair (MMR) system, correcting DNA base mismatches left uncorrected
by DNA polymerase, being essential for replication fidelity. The efficient DNA MMR
requires the function of MutL and MutS homologues, working as heterodimers, in which
MutL homologues are composed by MLH1-PMS2, MLH1-PMS1 and MLH1-MLH3 and
MutS homologues by MSH2-MSH6 and MSH2-MSH3 (20). Cells with deficient MMR can
present insertion or deletion of nucleotide bases at microsatellite sequences causing
microsatellite instability (MSI), which is a phenomenon described in gastric adenocarcinoma
(21). Promoter methylation of MLH1 and MSH2 represents a major cause of microsatellite
instability (MSI) and had been previously reported in gastric cancer (22,23). MLH1
methylation was also found associated with SNP -93 G/A (rs1800734) in colorectal cancer
(24)

As it is pointed out, some of the methylation status of the genes above described have
controversial results. Some are barely explored and have clinical and histological
characteristics, except for the CDH1 gene, which is not considered. Based on this fact, the
present study aimed to investigate the relationship between the methylated genes in gastric
cancer and its association with H. pylori virulence genes. In addition, the influence of the
CDH1 and the MLH1 SNPs in the methylation status was verified.
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MATERIAL AND METHODS

Clinical Specimens

The present study was approved by the Hospital Ethics Committee of the Federal
University of Ceara, Brazil, and all subjects signed and filled a consent form before inclusion.
A total of 125 adenocarcinoma samples included in this study were obtained from patients
who had undergone gastrectomy at the University Hospital Walter Cantidio, at Santa Casa de
Misericordia and at Hospital Geral, all located in Fortaleza (Ceara — Brazil). Histological and
clinical data of gastric cancer cases were obtained from histopathological records and

reviewed by a pathologist of the team.

DNA extraction

Genomic DNA was extracted from frozen tumor tissue using the cetyltrimethyl
ammonium bromide (CTAB) technique, adapted from Foster and Twell (25). The DNA
extraction was done only in fragments that showed more than 80% of tumor cells. DNA
quality was analyzed by 1% of agarose gel electrophoresis, and quantity was determined
using the NanoDrop® 3300 fluorospectrometer (Wilmington, DE, USA).

DNA Bisulfite Modification and Methylation-Specific PCR

Extracted DNA of tumor tissue was modified by sodium bisulfite to determine the
methylation status of the COX-2, CDKN2A, CDH1, MLH1 and MSH2 genes by MS-PCR as
previously described by Ferrasi et al. (23). The primers targeted to the studied promoter gene
regions are described in Table I. PCR was performed in a 25uL reaction volume, containing
1x Platinum Taq buffer, 3.0mM MgCl, (CDKN2A, CDH1, MSH2) or 1.5mM MgCl, (MLH1
and COX-2), 0.4mM of each dNTPs, 0.4mM (COX-2, CDH1), 0.64uM (CDKN2A), 0.24mM
(MLH1) or 1.0uM (MSH2) of each primer set, 1U of Platinum Tag DNA Polymerase®
(Invitrogen, Foster, CA, USA), and 50ng of treated DNA. Water and DNA from peripheral
lymphocytes of healthy donors were used as negative controls. The PCR products were
separated in 6% of non-denaturing polyacrylamide gel and subsequently submitted to silver

staining.



Table I. PCR primer sets, annealing temperature and size of PCR products used for MS-PCR
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PCR
Gene Primer Annealing
product Reference
(°C)
Forward Reverse (bp)
M: TTAGATACGGCGGCGGCGGC TCTTTACCCGAACGCTTCCG 59 161
COX-2 26
U: ATAGATTAGATATGGTGGTGGTGGT CACAATCTTTACCCAAACACTTCCA 65 171
M: TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC GACCCCGAACCGCGACCGTAA 70 150
CDKN2A 27
U: TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT CAACCCCAAACCACAACCATAA 70 151
M: TTAGGTTAGAGGGTTATCGCGT TAACTAAAAATTCACCTACCGAC 57 115
CDH1 28
U: TAATTTTAGGTTAGAGGGTTATTG CACAACCAATCAACAACACA 53 97
M: TATATCGTTCGTAGTATTCGTGT TCCGACCCGAATAAACCCAA 66 153
MLH1 29
U: TTTTGATGTAGATGTTTTATTAGGGTTGT  ACCACCTCATCATAACTACCCACA 64 124
M: TCGTGGTCGGACGTCGTTC CAACGTCTCCTTCGACTACACCG 60 157
MSH2 30

U: GGTTGTTGTGGTTGGATGTTGTTT

CAACTACAACATCTCCTTCAACTACACCA

60

157

Genotyping of CDH1 and MLH1 Polymorphisms
The genetic polymorphisms of CDH1 -160 C/A, -347 G/GA and MLH1 were detected
by PCR-RFLP. PCR was carried out in a total volume of 20uL, containing 50ng genomic

DNA, 0.5uM (CDH1) and 0.4uM (MLH1) of each primer and 1X Master Mix (Promega

Madison WI). The primers and PCR conditions used are given in Table Il. The same PCR
product was submitted to enzyme digestion with Hincll (CDH1 -160 C/A), Banll (CDH1 -
347 G/GA), separately, and Pvull (MLH1 -93 G/A). The digestion products are also described

in Table II.
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Table I1. PCR primer sets and restriction used for genotyping CDH1 and MLH1 SNPs

CDH1 Primers (5°23°) Annealing (°C) PCR product (bp)
F GCCCCGACTTGTCTCTCTAC 61 446
R GGCCACAGCCAATCAGCA
MLH1
F AGTAGCCGCTTCAGGGA 50 259
R CTCGTCCAGCCGCCGAATAA

Restriction Products

CDH1 -160C/A cie CIA AA
446bp 446, 368 and 78 bp 368 and 78 bp
CDH1 -347G/GA GIG GIGA GA/GA
263, 115 and 68 bp 331, 263, 115 and 68 bp 331 and 115 bp
GIG GIA AIA
MLH1 -93 G/A 134 and 125 bp 259, 134 and 125 bp 259 bp

Detection of H. pylori infection and genotyping virulence genes

H. pylori infection was detected by means of the amplification of the ureC gene using
primers for PCR, as described by Lima et al. (31) For the H. pylori-positive samples, the vacA
alleles and cagA, cagE and virB11 genes were identified by PCR according to Lima et al.
(31), cagT, cagG, cagM (32), hopQ (33), flaA (34) and oipA (35).

Statistical analyses

The statistical analyses were carried out using the SPSS® version 15.0 program
(Chicago, IL, USA). Statistically significant differences were evaluated by the chi-square test
(x2) or Fisher’s exact test. For the total of samples, we performed the decision tree analysis to
relate H. pylori virulence genes and methylation status. This method uses binary recursive
partitioning whereby observations are repeatedly bifurcated into “nodes”, based on the
considered parameters factors for predicting outcome, which in this study was methylated or
unmethylated status. WEKA software was used to evaluate all potential variables, and
selected the best variable on which to split. Particularly, the J48 algorithm available at WEKA
was used for our experiments. In this analysis, it was considered six parameters variables
(cagA, cagE, virB11, cagT, cagG, cagM) for selection in the tree building process. Three
folds were used for prunning. The results were considered statistically significant when the p-

values were less than 0.05.
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RESULTS

Patients and Sample Characterization

Among the 125 gastric adenocarcinoma samples collected the median age was 63.5
years old. The intestinal subtype was slightly more frequent than diffuse subtype (54.4% vs
45.6% respectivelly) and non-cardia region was the predominant tumor location (76.8%).
Most tumors were in advanced stages, with only 12.8% were classified as stage |. The
genotypic distributions of both CDH1 and MLH1 SNPs were in accordance with Hardy-
Weinberg equilibrium and their frequencies were: CDH1 -160 C/A: 53.2% C/C, 37.1% C/A
and A/A 9.7%; CDH1 -347: GIGA, 63% G/G, 31% G/GA and 6% GA/GA; MLH1 G/G
58.9%, G/A 34.7% and A/A 6.5%.

MSH2 was the most frequent promoter gene methylated (82.4%), followed by COX-2
(52.8%), CDH1 (40%), CDKN2A (39.2%) and MLH1 (20.8%). Figure 1 shows the
distribution of the cases according to the number of methylated genes. Is important to note
that only 14 (11.2%) samples presented MLH1 and MSH2 unmethylated. The concomitance
of 3 methylated genes was the most frequent group (29.6%) with COX-2/MSH2/CDH1 and
COX-2/MSH2/CDKN2A were the most frequent combinations. Taking age into account, using
a cutoff of 50 years old, patients diagnosed at age >50 years old had higher frequency of
CDH1 promoter methylation than patients diagnosed at age <50 years old (p=0.028).

Figure 1.Distribution according to the number of methylated genes.
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Polymorphisms and Methylation of CDH1 and MLH1

No relationship was found between the presence of the CDH1 SNPs (-160C/A and -
347 G/GA) even when the genotypes of the SNPs were combinated. When the MLH1 SNP
was analyzed, a tendency of association was found between the GA genotype and MLH1
unmethylation (p=0.064). No significant results were found between the genotypic

distribution of CDH1 and MLH1 SNPs regarding histological subtypes and tumor location.

Relationship between Promoter Methylation and histological subtypes and tumor location

No significant differences were found when the methylation status was crossed with
the histological subtypes, even when the genes were analyzed in combination. Otherwise, it
was observed that tumors located in the cardia region MLH1 were significantly less

methylated than these located in the non-cardia region (p=0.035) (Table I11).

Table 111. Distribution of promoter gene methylation according to tumor subtype and location. M=
methylated; U= unmethylated

Intestinal Diffuse X2 Cardia Non-cardia X2
N (%) N (%) P N (%) N (%) P

M 28412 21(36.8) M 14483)  35(36.5)
CDKN2A 024 0.621 131  0.253
U 40 (58.8) 36 (63.2) U 15617  61(63.5)
M 13(19.1) 13(22.8) M 2 (6.9) 24 (25)
MLH1 026 0.612 443  0.035*
U 55(80.9) 44 (77.2) U 27(93.1) 72 (75)
M 33485  33(57.9) M 15(17) 51(53.1)
COX-2 1.09  0.296 003  0.894
U 35(51.5) 24 (42.1) U 14483  45(46.9)
M 27(39.7)  23(40.4) M 14@483)  36(37.5)
CDH1 001 0.941 1.08  0.299
U 41603) 34 (59.6) U 15(17)  60(62.5)
M 57(83.8) 11(80.7) M 24828  79(82.3)
MSH2  — 021 0648 — 000  0.953

46 (16.2)  11(19.3) 5(17.9) 17 (17.7)

Relationship between Promoter Methylation and TNM staging

Among the methylated promoter genes, only CDH1 promoter methylation was
associated with advanced extension (T3 and T4) of the primary tumor (p=0.049). However,
when the genes were combined, an association between CDKN2A-M/MLH1-U and the

absence of distance metastasis (p=0.019) was found. When the cases were classified
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according to subtype, intestinal subtype tumors also presented a hypermethylation of CDH1

associated with advanced extension (T3 and T4) of the primary tumor (p=0.016).

Relationship between Promoter Methylation and the presence of H. pylori virulence genes

Almost all samples were H. pylori-positive (116/125; 92.8%). Among these, 65.5%
(76/116) were cagA+, 51.7% (60/116) cagE+, 59.5% (69/116)virB11+, 86.2% (100/116)
vacA sl1, 70.7% (82/116) vacA ml, 68.9% (80/116) vacA slml, 75.8% (88/116) cagT+,
60,3% (70/116) cagG+, 67.2% (78/116) cagM+, 67.2% (78/116) hopQI, 32.7% (38/116)
hopQIl, 51.7% (60/116) flaA+, and 95.7% (111/116) oipA+.

When the promoter methylation of the studied genes was analyzed, it was observed
that the presence of some H. pylori genes was associated with the absence of methylation and
some with the methylation of the studied genes. Patients infected with H. pylori vacAm1+ or
cagG+ had higher frequency of unmethylated CDKN2A (p=0.034 and p=0.010, respectively),
vacAsl+ was associated with COX-2 and CDH1 unmethylated genes (p=0.031) and hopQII
with MLH1 unmethylated (p=0.032) gene. On the other hand, patients carrying cagE+ and
virB11+ strains had higher frequency of MSH2 methylation (p=0.026 and p=0.052,
respectively).

Considering H. pylori virulence, the strains were grouped in more and less virulent
groups, using as division criteria for the vacA alleles (s1/s2) and the cag-PAl integrity —
focused on cagA, cagE (cagl region) and virB11 (cagll region) genes. The high virulence
group was composed by vacAs1 strains with at least one gene of cag-PAI and vacAs2 strains
with all cag-PAI genes cited above. The low virulence group was considered as those vacAsl
and vacAs?2 strains without cag-PAI genes and vacAs2 strains with the presence of genes of
cagl or cagll regions. From this analysis, it was observed that the less virulent strains
presented a tendency to low methylation of MLH1 and CDH1 genes (p=0.058 and p=0.057,
respectively).

The data were also analyzed using classification trees, whose purpose is to separate
the best possible observations which belong to a class of those who belong to another class
through a sequence of binary separations data. The trees were made according to the
histological subtype to identify genes of H. pylori cag pathogenicity island that could be
associated to the methylated status of the genes analyzed. Due of the high percentage of
methylation found, MSH2 gene did not generate any trees.

In general, H. pylori genes that contribute to methylation status are dependent on the

histological subtype and the analyzed the gene. In diffuse subtype, some patterns were
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observed, strains cagE+ or virB11+ (separately or together) were associated with a methylator
profile. Interestingly, the presence of virBll+cagA+ strains was not associated with
methylation for 2 of 4 genes (Figures 2-5). For tumors of intestinal subtype, the majority of H.
pylori genes studied showed to be involved in the methylation status but it was dependent of
the gene target and no consistence was observed.

Figure 2. Classification tree of CDKN2A gene in diffuse gastric tumors
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Figure 5. Classification tree of MLH1 gene in diffuse gastric tumors

Ir
Ir
+

DISCUSSION

Several tumor-related genes are silenced or down-regulated by aberrant promoter
methylation in the tumors' development, including gastric cancer. The knowledge about
methylation status of some key-genes in gastric carcinogenesis seems to be important to
identify specific markers for diagnosis, treatment and prognosis. The present study brings up
the methylation status of five genes usually methylated genes in gastric cancer analyzed in
concomitance addressing the different aspects of these tumors (36). Besides, this study
analyzed the methylation status of MSH2 that is poorly covered by the literature, counting
with only few other studies, which do not show a consensus in gastric cancer (22, 37-40). In
addition, this study clarified the relation between the CDH1 and MLH1 SNPs and the
methylation of these genes.

When the methylation status of genes was assessed MSH2, COX-2 and CDH1 were
the genes which were found methylated more frequently. It drew attention the high frequency
of MSH2 promoter gene methylation in this study. Importantly, MSH2 methylation is not well
studied, and the few studies have lower methylation frequency varying from 13 to 18% in
studies with Asian and Brazilian (Northern) patients (38-40), a much lower frequency than
that found in the present study. Also contradictory to literature was the low percentage of
MLH1 methylation (40,41). The frequency of 11.2% of concomitance unmethylation shows
that few gastric cancer cases possessed both repair enzymes not suppressed. Thus,
downregulation of these enzymes through its methylation appears to be very important in
gastric cancer. Then it can be noted in the studied population the relevance of MSH2 in
relation to MLHL1.
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Another contrasting point in our results is the high frequency of COX-2 methylation,
which disagrees with the majority of the others studies. It has been shown that the main
regulatory mechanism of COX-2 expression is the promoter methylation (42). In this context,
Wang et al. (43) demonstrated that COX-2 is primordially methylated at healthy gastric tissue
and unmethylated in gastric cancer, showing that the demethylation is necessary for its
expression. In agreement with aour findings, elevated levels of COX-2 methylation in gastric
carcinomas was also observed in Huang et al. (11), Silva et al. (12) and Alves et al. (44)
studies, suggesting that COX-2 expression may not be required for carcinogenesis in the
studied populations.

Literature data about CDH1 promoter methylation frequency in gastric cancer tissue
vary widely, from 36.36% to 94% in gastric tumors (12,13,18,45). The data from this study
agrees with Borges et al. (18) and Corso et al study (46) in which the frequency of promoter
CDH1 methylation was around 40% of the cases. In addition to methylation, another factors
can alter the expression of this gene, as the two polymorphisms at positions —160 C/A and —
347 G/GA, that are described to reduce the transcriptional activity of CDH1 (16,17). In this
study, no interaction was found between these polymorphisms and methylation of CDH1.
Two studies performed these analyzes, Liu et al. (45) from China and Borges et al. (18) from
Northern Brazil. Only Borges et al. found a positive association between the A allele of
CDH1 -160 and hypermethylation, which is in disagreement with the present study. This
discordance can be explained by the difference on the alleles frequencies. The study
accomplished in Northern Brazil presented a -160A frequency of 63.8%, while the present
study in Northwest Brazil represented only 28.2%, reflecting the regional ethnic composition
(18).

Regarding MLH1 -93G/A polymorphism, the tendency found in this study, of the
heterozygous genotype (GA) be associated with a decreased of methylated status is
contrasting with Miyakura et al. study (24) that found patients carrying A allele presented an
increased risk of MLH1 promoter methylation when researching colorectal cancer. This
association with the heterozygous genotype can be explained by the smaller number of the
cases and the different tumors analyzed, emphasizing that the present study is the first to
make these analyses in gastric cancer cases. Some studies showed that the methylation pattern
of genes seem to vary according to the histological subtype and the location of the gastric
tumor. The preferential histological subtype to methylation seems to be a peculiarity of each
gene, once there are genes more methylated in the intestinal subtype, and others in the diffuse

one (41,44). In the present study, none of the genes analyzed showed significant differences in
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the methylation according to the histological subtypes. Nevertheless, for the tumor location, it
was found that tumors located at cardia region have MLH1 significantly less methylated than
these located in the non-cardia region. Although the present study has presented an
intermediate frequency of MLH1 promoter methylation compared to those seen in the
literature, these cases were more frequent in the tumors located in the non-cardia region. This
piece of data corroborates with the works of Kim et al. (41), who found MLH1 more
frequently methylated in the antrum, and Ottini et al. (21).

The methylation status of some genes and the histopathological parameters as TNM
stage seem to be related according to the gene involved and its biological function. The
importance of the CDH1 gene in gastric carcinogenesis has been well demonstrated in several
studies, once its product E-cadherin is an adhesion molecule that is expressed on epithelial
cells, and this function classified the gene as a tumor and invasion suppressor (15). In the
current study, when the gene methylation was analyzed individually, only methylated CDH1
was found associated with advanced extension (T3 and T4) of the primary tumor,
corroborating with other studies which found that CDH1 methylation was associated with
lymph node metastasis, serosae invasion and advanced TNM stages (111-1V) (13,47).

When the methylation status was seen with the genes combined, CDKN2A M/MLH1
U was related with the absence of metastasis. No other study has accomplished an analysis of
these genes in combination. Xiong et al. (40), analyzing the methylation of some genes
individually, found that a hypermethylation of CDKN2A was related with T4 and N1 stage
either in cancer tissues or in remote normal-appearing tissues, but did not find any significant
association with MLH1 and MSH2 methylation. The hypermethylation of CDKN2A is
associated with the absence of the p16™ ** protein, which results in loss of the G1 check
point, loss of apoptotic control and consequently of cell growth (48), which justifies the data
from our study.

It is known that H. pylori induces aberrant promoter methylation in tumor suppressor
genes indirectly by causing a chronic inflammation. Few studies analyze the virulence genes
of H. pylori (23,44). In the present study, it was observed that the affected promoter genes
seem to be variable according to the strain virulence involved in the infection. It was found
that the individual presence of vacAsl, vacAml, cagG and hopQIl at the strains was
associated with the unmethylation of CDKN2A, COX-2, CDH1 and MLH1 genes. On the
other hand, cagE and virB11 strains were associated with a high promoter methylation of
MSH2 gene. Classification trees were made in order to evaluate the interaction of H. pylori

genes strains in methylation of host genes individually. None interaction patterns have been
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repeated in tumors of intestinal subtype which appears to be a greater variation of H. pylori
genes involved. This seems to be a reflection of the close relationship of this bacterium with
the development of intestinal gastric tumors. Otherwise, the methylator pattern of cagE and
virB11 also appear in these analyzes, but restricted to diffuse subtype.

Studies have demonstrated that cagE and virB11 genes stimulate the induction of IL-8
secretion by gastric epithelial cells (49,50). On its turn, it leads to chronic inflammation of the
gastric mucosa, which is associated with the aberrant methylation of some genes (6). Thus,
the individual presence of cagE and virB11 H. pylori genes seems necessary to trigger an
inflammation with a methylator pattern. In fact, when the strains were grouped in more and
less virulent, the less virulent strains, where these genes where not included, presented a
tendency of the unmethylation of MLH1 and CDH1 genes. A more virulent H. pylori strain
could be involved in an exacerbated inflammatory response, strengthening the involvement in
the methylation process. An experimental study or with a higher number of cases could better
explain the association with individual H. pylori genes and inflammation and, consequently,

with methylation.
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Os demais resultados, que também foram objetivo desta tese e testam a hipotese 3,

sdo apresentados a seguir.

6.2.1 Metilagio de miR-34b/c

A metilacdo de miR-34b/c, realizada através da técnica de HRM, foi dada através
de gradientes de percentual de metilacdo - 0%, 25%, 50%, 75% e 100% - sendo que alguns
resultados se encontravam entre 0s percentuais estabelecidos. Assim, 0s percentuais de
metilacdo do promotor de miR-34b/c foram distribuidos dentro dos percentuais estabelecidos
e nos intervalos destes, como pode ser observado no Grafico 1. Por esse grafico, verifica-se

que maioria dos casos (87,6%) apresentou metilacdo acima de 50%.

Gréfico 1. Distribui¢do percentual de metilagdo de miR-34b/c dos casos de cancer gastrico.
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Quando levados em consideracdo o subtipo histoldgico e a localizacdo tumoral,

foi possivel observar que dentre os tumores do subtipo intestinal a maior frequéncia de casos
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estava na faixa de metilacdo de 50-75%. Dentre os tumores do subtipo difuso, a maior
frequéncia de casos metilados se encontrava na faixa de metilacdo de 75% (Gréafico 2). N&do
houve diferenca estatistica quando os tumores foram comparados quanto aos subtipos
histoldgicos. Além disso, a soma das frequéncias das faixas 50-75% até 100% mostrou que 0s
casos do subtipo difuso (93,1% de casos) sdo ligeiramente mais frequentemente metilados que

0s do subtipo intestinal (82,8% de casos) para 0 gene analisado.

Gréfico 2. Distribuicdo do percentual de metilagdo de miR-34b/c de acordo com a classificacdo do subtipo

histoldgico.
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Quanto a localizacdo tumoral, os tumores da ndo-cardia possuiram uma frequéncia
ligeiramente maior de tumores pouco metilados (0% e 50%) que aqueles da cardia. Embora a
faixa de 50-75% de metilacdo possui frequéncia semelhante em ambas as localiza¢des, 0s
tumores da cardia possuem a faixa de 75% com frequéncia menor que 0s tumores da nao-
cardia, havendo um aumento de frequéncia até a faixa de 100%. O oposto parece ocorrer nos

tumores da ndo-cardia (Grafico 3).
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Grafico 3. Distribuicdo do percentual de metilagdo de miR-34b/c de acordo com a localizagdo tumoral.
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6.2.2 Expressao de c-MET

Dos 128 casos coletados, 68 ndo possuiam blocos disponiveis para a realizacao da
Imunohistoquimica ou 0s ndo possuiam mais tecido tumoral. Assim, em apenas 60 casos foi
possivel realizar a detecgdo da expressdo de c-MET. Desses 60 casos, 85% (51/60) eram
positivos. Quando somente a positividade foi considerada e analisada quanto a parametros
clinico-patoldgicos, ndo foi observada diferenca significativa entre idade, sexo, localizacao
tumoral e subtipo histologico (Tabela 5). A distribuicdo quanto a faixas de H-score é
apresentada no Grafico 4, no qual é possivel observar que a a faixa de 101-220 foi a mais

frequente, com 41,7% dos casos.
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Tabela 5. Distribuicdo dos casos de cancer gastrico quanto a positividade de expressao de c-MET, de acordo com
parametros clinico-patol6gicos.

¢MET () cMET(+) P

Feminno 2 19
Género :
Masculino 7 32 0.473
<50 1 7
Idade
>50 8 44 1.00
: Cardia 2 13
Localizagéo o
Né&o-cardia 7 38 1.00
: L Intestinal 4 30
Subtipo Histologico :
Difuso 5 21 0.482

Graéfico 4. Distribui¢do dos casos de cancer gastrico em faixas de H-score (expressdo de c-MET).

i
0-50

Quando a distribuicdo em faixas de H-score foi feita de acordo com os subtipos

41,7%

2 [
i '

51-100 101-200 201-300

histologicos (Gréafico 5), observou-se que a faixa de 101-200 continuou a mais frequente,
independente do parametro analisado (intestinal ou difuso, cardia ou ndo-céardia). Entretanto,
essa faixa foi mais frequente dentre os tumores do subtipo intestinal que naqueles do subtipo
difuso. Ja a faixa de H-score de 51-100 foi menos frequente naqueles tumores do subtipo
intestinal (11,8%) e localizados na cardia (6,7%), quando comparados ao subtipo difuso

(26,9%) e tumores da ndo-cardia (22,2%), respectivamente.
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Grafico 5. Distribuicéo dos casos de cancer gastrico em faixas de H-score de acordo com os subtipos
histolégicos (a esquerda) e localizagao tumoral (a direita).
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6.2.3 Correlacéo entre a Metilacdo de miR-34b/c e a Expressédo de c-MET

A analise de correlacdo entre a metilacdo de miR-34b/c e a expressdo de c-MET,
apresentada no Grafico 6, mostra que o aumento do percentual de metilacdo de miR-34b/c
parece levar a um aumento da expressdao da proteina c-MET, embora a correlacdo de
Spearman ndo tenha sido baixa (r=-0.0502). Observando caso a caso, foi visto que na maioria
dos casos (8 dos 9 casos) cuja expressdo de c-MET era negativa (H-score 0), havia um
elevado percentual de metilacdo de miR-34b/c. Isso sugere que apesar da metilacdo de miR-

34 blc, a expressao de c-MET continuava regulada negativamente.
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Grafico 6. Correlacdo entre a metilagdo de miR-34b/c e a expressdo de c-MET
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6.3 Discussao

Estudos mostram que o miR-34b/c se encontra hipermetilado em varios tipos de
cancer, como cancer de cdlon, de mama, de pancreas, de ovario, leucemia linfocitica cronica,
dentre outros (SUZUKI et al., 2010; VOGT et al., 2011; DENEBERG et al., 2014; SUZUKI
et al., 2014). Relativo ao cancer gastrico ha somente dois estudos que analisam esse miRNA
sob o aspecto da metilagdo (SUZUKI et al., 2010; SUZUKI et al., 2014). O trabalho de
Suzuki et al. (2010), com cultura de células, mostra uma moderada metilagdo em tecidos
gastricos normais infectados por H. pylori e uma elevada taxa de metilacdo em tecidos
tumorais e adjacentes ao tumor, 0 que corrobora o elevado percentual de casos metilados do
presente estudo, sugerindo um envolvimento para o desenvolvimento do tumor géastrico. Ja
Suzuki et al. (2014), analisando pacientes com cancer gastrico metacrénico, mostra que a
metilagdo de miR-34b/c na mucosa ndo-tumoral tem um carater preditivo para o risco do
desenvolvimento da doenca. Além da prévia deteccdo, a metilacdo desse miRNA pode ser
usada como marcador de progndstico desse cancer.

E importante ressaltar que o presente estudo é o primeiro a analisar o percentual
de metilacdo de miR-34b/c em céncer géastrico e a levar em consideragéo o subtipo histologico

e a localizacdo do tumor. Tais analises mostram que a metilacdo desse miRNA varia de
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acordo com esses parametros e, dessa forma, ressalta a importancia dessas analises em
separado, quando se tratar de miR-34b/c.

Quanto a expressdo da proteina c-MET, observou-se que sua alta positividade no
tecido tumoral géstrico encontrada neste estudo corrobora com a literatura, a qual relata que
essa proteina é frequentemente superexpressa no cancer gastrico, sendo relacionada a
progressdo tumoral e a menor sobrevivéncia desses pacientes. Assim como no presente
estudo, ndo foi encontrada associacdo entre a expressdo de MET e localizacdo e subtipo
histolégico na literatura (NOGUCHI et al., 2015; PALIGA et al., 2015; METZGER et al.
2016).

Quando os dados de expressdo foram correlacionados com os de metilacdo de
miR-34b/c foi observado um padrdo variavel. Esse dado pode ser justificado pelo fato de a
expressdo de MET parece ser regulada por outros miRNAs além do miR-34b/c como por
exemplo, os miRNAs -1, -206 e -449-c, que inibem o crescimento, progressao tumoral,
proliferacdo e migracdo celular (HAN et al., 2015; WU et al., 2015; ZHENG et al., 2015).
Assim, nos casos de cancer gastrico analisados, a metilacdo de miR-34b/c ndo parece ser

suficiente para o aumento da expressao de c-MET.



74

7. CONCLUSAO

O status de metilacdo dos genes estudados parece ser dependente da localizacéo
tumoral e esta relacionado também ao estadiamento TNM e ao subtipo tumoral. Além disso,
cepas de H. pylori mais virulentas podem estar envolvidas nesse processo, aumentando a
resposta inflamatoria e levando a metilacdo desses genes.

Os polimorfismos -160 C/A e -347 G/GA do gene CDH1 e -93 G/A do gene
MLH1 néo influenciaram significativamente na metilacdo de seus respectivos promotores
génicos e nem apresentaram relacdo em parametros histopatoldgicos analisados.

A proteina MET estad superexpressa em casos de cancer gastrico e a regido
promotora de miR-34b/c, hipermetilada, indicando um possivel envolvimento desses fatores
na carcinogénese do estdmago, embora ndo tenha sido encontrada uma relacdo direta entre as

duas variaveis.
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Anexo | - Protocolo de Coleta no Centro Cirargico

Durante todo o procedimento utilizar mascara e luvas estereis.

1- Conferir o material a ser utilizado para coleta (Identificacdo do paciente, régua, caneta para
tubo, criotubo estéril e protocolo a ser preenchido);

2- ldentificar os tubos com o nimero da amostra, tipo de mucosa (tumoral ou normal) e a data
(Ex.: CG-01-N1/D-M-2004);

3- Apos a retirada da peca, coloca-la em cuba estéril e lava-la com soro fisioldgico estéril (se

necessario). Secé-la com compressa estéril;

4- Colocar a peca em um campo azul estéril, em seguida a régua e a identificacdo logo abaixo
da peca, tirar uma foto panoramica e uma foto somente do tumor utilizando flash (total 2

fotos);

5- Com o auxilio de pinca e bisturi estéreis, coletar primeiramente quatro espécimes da
mucosa normal (o0 mais distante do tumor), em seguida quatro espécimes do tumor
(preferencialmente as bordas, evitando as areas de necrose e fibrose), colocar o material

colhido dentro do criotubo estéril e acondiciona-los imediatamente em recipiente com gelo;
6- Tirar uma foto da peca pos-coleta com flash e sem régua;

7- Preencher o cadastro do tecido da peca cirdrgica em duplicata e desenhar um esbogo
marcando os locais dos quais foram coletados, bem como as margens cirdrgicas e o tamanho

do tumor;

8- Transportar imediatamente os tubos para armazenagem em nitrogénio liquido.
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Anexo Il — Parecer do Comité de Etica da Universidade Federal do Ceara

Universidade Federal do Ceara
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N° 220/12 Fortaleza, 05 de julho de 2012.
Protocolo COMEPE n® 326/11

Pesquisador responsavel: Silvia Helena Barem Rabenhorst.

Titulo do Projeto: "Estudo de suscetibilidade genética, caracterizagao de
fatores etiologicos e identificacao de marcadores com aplicabilidade para
prevencao e prognostico".

Levamos ao conhecimento de V.S2 que o Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Ceara — COMEPE, dentro das
pormas gque reguiamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Salde - Ministério da Saude, Resolucdo n® 196 de 10 de
autubro de 1896 e complementares, aprovou o protocolo e o TCLE do
piojeto supracitado na reunido do dia 04 de julho de 2012.

Outrossim, informamos. que o pesquisador devera se comprometer
a enviar o relatorio parcial e final do referido projeto.

Atenclosamente,




Anexo |11 — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Geral de Fortaleza

CGFOVERNG o

p ] ~
, ESTADO no CCEARA SUS - ety LT
Secretaris da Saade - SESA % g7

COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP/HGF
Fortaleza, 24 de abril de 2013.

llma. Sra. comunicamos-lhe o parecer do CEP

Pesquisadora: Silvia Helena Barem Rabenhorst

Projeto Intitulado:Polimorfismo de interleucinas e enzimas do sistema de
reparo ao estresse oxidativo no cancer gastrico: associado com
helicobacter pylori

Protocolo do CEP: 071002/10 -

Parecer:

O CEP-HGF aprovou a Emenda do projeto acima citado pois o0 mesmo ja havia
sido aprovado neste CEP em 07/10/10, porém o pesquisador ndo conseguiu
amostra suficiente e com isto solicitou uma extensado do prazo para coleta de
dados feito apenas um Ad-referendum.

Lembramos ao pesquisador o cumprimento da referida Resolugéo na condugao
cientifica do seu projeto e ainda, o encaminhamento ao CEP do relatério final
da pesquisa bem como a devolugao dos resultados a comunidade

Atenciosamente,

T Gorato

Dra IIvana Ltma Verde Gomes
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa — CEP/HGF

88



89

Anexo 1V — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé estd sendo convidado pela Profa. Dra. Silvia Helena Barem Rabenhorst a participar
como voluntério de uma pesquisa. Vocé ndo deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as
informacBes abaixo e faca qualquer pergunta que desejar, para que todos as etapas desta pesquisa
sejam devidamente esclarecidas.

A pesquisa intitulada Estudo de suscetibilidade genética, caracterizacdo de fatores
etiologicos e identificacdo de marcadores com aplicabilidade para e prevengdo e prognostico esta
sendo realizada pelo Departamento de Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal do Ceara.
O estudo em questdo pretende analisar caracteristicas genéticas do paciente e alguns habitos que
podem levar ao desenvolvimento do cancer gastrico, nos ajudando a identificar os fatores de risco, tais
como a presenca de uma bactéria chamada H.pylori e de um virus chamado EBV. Estes
microorganismos serdo identificados por meio da presenca do material genético destes agentes
infectantes no tumor. Serdo também observadas as alteragdes genéticas das células tumorais. Essas
alteragOes serdo vistas pela expressao de proteinas ou pela analise do DNA/RNA do tumor.

Participardo deste estudo 200 pacientes atendidos no Hospital Universitario Walter Cantideo.
Portanto, concordando em participar, vocé sera um dos pacientes participantes que permitem a coleta
do material tumoral do estdmago além de uma amostra de sangue necessarios para o estudo. Esta
coleta ndo ira afetar o diagnostico da sua doenga ou o tratamento. Paralelamente, serdo anotadas
algumas questBes referentes a seus dados pessoais, como data de nascimento, habitos de vida e em
relacdo a sua doencga. Estas informagdes serdo retiradas do seu prontuério ou na auséncia delas, seréo
perguntadas pessoalmente a vocé.

Sua participacdo ndo tera beneficio direto imediato, em principio, mas que podera contribuir
para que se entenda melhor os fatores de risco e alteracGes que propiciem o aparecimento do cancer
gastrico. A identificacdo dos fatores de risco para o cancer gastrico servira para direcionar medidas
preventivas. Por outro lado, as alteracGes genéticas encontradas no material coletado auxiliardo no
diagndstico, na avaliacdo da gravidade da doenca e também podem dar informagdes para novos
tratamentos que estdo sendo desenvolvidos.

Todos os dados da sua participacdo neste estudo serdo documentados e mantidos em sigilo,
sendo disponiveis apenas para as autoridades de saude e profissionais envolvidos neste estudo, 0s
quais, quando necessario, terdo acesso ao seu prontuario.

Como sua participacdo é voluntéria, vocé poderd abandonar o estudo a qualquer momento,
sem que isso resulte em qualquer penalidade ou perda de seus direitos onde vocé recebe atendimento
médico.

Endereco da responsavel pela pesquisa:
Nome: Dra. Silvia Helena Barem Rabenhorst Instituicdo: Universidade federal do Ceara
Endereco: Rua: Marcos Macedo, 1301, Apto 802. Telefone: 3366-8639/9994-5689

ATENCAO: Se vocé tiver alguma consideracio ou ddvida sobre a sua participacio na pesquisa entre
em contato com o Comité de ética em pesquisa da UFC - Rua Coronel Nunes de Melo, 1127 Rodolfo
Teofilo 3366-8344.



Eu,
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declaro que é de livre e esponténea vontade que esta participando como voluntério da pesquisa. Eu
declaro que li cuidadosamente este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e que apds sua leitura
tive a oportunidade de fazer perguntas sobre o seu contetido, como também sobre a pesquisa e recebi
explicagdes que responderam por completo minhas dividas. Declaro ainda estar recendo uma copia

assinado deste termo.

Fortaleza, / /

Nome do Voluntario
Assinatura

Nome do Pesquisador
Assinatura

Nome da testemunha
Assinatura

(se o voluntéario ndo souber ler)

Nome do profissional que aplicou o TCLE
Assinatura

Data [/ |
Data_ /.
Data__ /

Data /|

I

I

/

I__



Anexo V — Cadastro de Pacientes Submetidos a Coleta de Tecido de Peca Cirurgica

Cédigo CG: Data / /

N° Prontuario Data de admisséo no servico hospitalar /[
Depto Responsavel Hospital

Nome Sexo F[ IM[ 1]
Endereco
Contato Naturalidade Procedéncia
Idade Nasc / / Cor ABO
Grau de instrugao Profissdo
Historia familiar:

[ TAVO [ JAvO [ ]Mée [ JPai [ JIrmdo(d) [ ]Tio(d) [ ]Filho(a) Outros

Habitos: [ ]Sal [ ]JFrutas [ ]Verduras [ ]Churrasco [ ]Carne seca[ ]geladeira

[ ]Tabagista Tipo Frequéncia Fum. passivo [ ]
[ 1Alcool  Tipo Frequiéncia

Dados relativos a neoplasia.

Data do primeiro diagnéstico / / Exame

H. pylori [ ]

Sitio anatbmico Est.ClinicoT __ N__ M

Aspecto morfoldgico Bormann

Exame anatomopatologico N°:
Tratamento: [ ]JRadioterapia [ ]JQuimioterapia [ ]Hormonioterapia[ ]Imunoterapia
Protocolo

Cirurgia: realizada em / / Cirurgido
Responsavel pela Coleta
Tempo de ressecgdo da coleta: [ ]<ilh [ ]1h [ J12h[ ]3h [ ]J<ou =4h[ ] Outras
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Observacodes

N° de amostra Tumoral

congelada[ ] N°deamostra Normal [ ]
Local Armazenamento:
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Abstract

Helicobactar pyiory (K. pyiord] infection is presant in
more than half the worlds population and has been

associated with several gastric disorders, such as
gastritis, peptdic ulceration, and gastric adenocardinoma.
The clinicz! outcome of this infection depends on host
and bacterizl factors where & oo virulence genes
seem to play a relewant role, Soudies of cagd and ach
genes estzblished that they were determining factors in
gastric E:IEI'IDQE'IEE. However, there are gastric cancer
cazes that are caghi-negstive. Several other virulence
genes have been searched for, but these genes remazin
kess wiell known that cagh and vach, Thus, this review
aimed to establish which genes have been suggestad
as potentizlly relevant virulence factors for & svon-
aszociated gastrointestinal diszases. We focuszad on
the cag-pathogenicity island, genes with adherence
and matility functions, and Led based on the relevance
shawn in several studies in the Reraturs,

Key words: Hedcobacter sy Virulence genes: Cag-
pathogenicity islznd: Motility genes; Adhesion genes

& The Aubhor(s) 2015, Fuslzhed by Esshideng Publishing
Group Inc. &l rights res=ned.
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has besn assodated with several ic disorders, The
clinical outcome of this infaction on host and
bacterial factors, Studies have established that cagh
and vacA H, pylorf genes are determining factors in
gastric pathogenesiz, This review aimed o examine
which genes have been suggested as potentially
rd@:antuidauh:tursfurﬁpﬂ'm’ focusing on the

nicity island, adherence and motility genes,
and J/eel bazed on the relevance shown in seversl
studies,
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Abstract

Background  Gastric cancer resulis from a multifactorial
process and is one of the most common causes of death
worldwide. These tumors can arise in the distal stomach
(non-cardia) and in the cardia region, presenting different
characteristics and frequency of occurrence worldwide.
Aims  To search for differences between tumors of dif-
ferent locations that could explain the presence of cardia
umors, considering Helicobacter pyvlort straing and genetic
polymorphisms.

Materials and Methods DNA was extracted from gastric
adenocarcinoma tissue of 127 patients. Helicobacter pyiori
genes were detected by PCR. and polymorphisms by PCR-
RFLF.

Results Most of the umors were located in non-cardia.
The genotype 281520GA of XRCOCT showed an increase in
risk of cardia tumors. In analysis performed considering
gender, women carrving TNF-308GA genotype showed a
decreased risk of non-cardia twmors, while in men the
decreased risk of non-cardia twmors was associated with
TNF-308GG genotype. Genotypes combinations showed
that the SNPs BADST 135G=>C, XRCCT 1806TC>T, and

Electronic supplementary material The online version of this
article (daoi: L0 1007 s WGZ0-015-3666-00 contains supplementary
material, which is available to authorized wsers.

[ Débora Menezes da Cosia
debora_mcosta® hotmail.com

Silvia Helena Barem Rabenhorst
srabenhorst & yvahoo.com. br

Molecular Genetics Laboratory, Departiment of Pathology
and Forensic Medicine, School of Medicine, Federal
University of Ceara, Street Coronel Nunes de Melo,

1315 - Rodolfo Teofilo, Fortaleza, Ceara 60430-270, Bragzil

4] Springer

XRCOCT 2B152G>A had some combinations more frequent
in cardia tumors, with an increased risk. Patients infected
by ragE-positive strains presented a positive correlation
with non-cardia tumors.

The results showed some susceptibility dif-
ferences between wmors of different locations. There was
an increased risk relationship between three repair enzyme
S5NPs and cardia tomors, and the G allele of the cyokine
sene TNVF negatively influenced the development of non-
cardia tumors. Helicobacter pylon straing seemed o be
different in the cardia region, where they were less virulent
than those located in the distal region of the stomach.

Comclusion

Keywords Cardia umors - Helicobacter pylori -
enzymes « Interleukins

Repair

Introduction

Gastric cancer is one of the most common causes of death
worldwide. The prognosis of this disease is poor, par-
ticularly in Brazil, with a 5-year survival rate of 2030 %,
since most cases are diagnosed with advanced stage [1].
While Helicobacter pylor infection is a well-established
canse of gastric cancer, different environmental and pe-
netic factors (e.g., H. pylon virolence genes and single
nucleotide polyvmorphisms (SNPs) in the host’s genes) are
involved in different siages of the cancer process [2].
Gastric tumors can anse in the distal stomach (non-cardia)
and in the cardia region, and in the last four decades, there
has been an increase in cases of cardia cancer, mainly in
developed countries with remarkable geographic aggrega-
tion [3, 4]. These tumors seem o be different in some
characteristics, and they are now recognized as two dif-
ferent clinical entities. However, what predisposes the



APENDICE B — Tabelas Complementares

Casos CG
N (%)

Género
Feminino 43 (34,4)
Masculino 82 (65,6)
Média de idade (anos) 63,5
Subtipo Histoldgico
Intestinal 68 (54,4)
Difuso 57 (45,6)
Localizagdo Tumoral
Cardia 29 (23,2)
Né&o-cardia 96 (76,8)
Estadiamento
I 16 (12,8)
I 31 (24,8)
i 36 (28,8)
\Y 42 (33,6)

Polimorfismos Total <50anos > 50 anos p

N (%) N (%) N (%)

CDH1 -160 C/A N=124 N=18 N= 106
CcC 66 (53,2) 10(55,5) 56 (52,8) -
CA 46 (37,1) 7(38,8) 39 (36,8) 0.992
AA 12 (9,7) 1(5,7) 11 (10,4) 1.00
CDH1-347 GIGA N=124 N=18 N= 106
GG 78 (63) 12 (66,6) 66 (62,2) -
GGA 39 (31) 5(27,7) 34 (32,1) 0.710
GAGA 7 (6) 1(5,7) 6 (5,7) 1.00
MLH1 -93 G/A N=125 N=18 N= 107
GG 73(58,9) 12(66,6) 61 (57,4) -
GA 43 (34,7) 3(16,7) 40 (37,7) 0.142
AA 9 (6,5) 3(16,7) 6 (4,9) 0.354
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APENDICE C - Arvores de Classificagdo Complementares

Figura 1. Arvore de classificacio do gene CDKN2A geral (sem separar por subtipo)
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Figura 2. Arvore de classificagio do gene CDH1 geral (sem separar por subtipo)
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Figura 3. Arvore de classificacio do gene COX-2 geral (sem separar por subtipo)

-
i

e Be m

i



96

Figura 4. Arvore de classificagio do gene MLH1 geral (sem separar por subtipo)
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Figura 5. Arvore de classificagio do gene CDKN2A em tumores do subtipo intestinal
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Figura 6. Arvore de classificagio do gene CDH1 em tumores do subtipo intestinal
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Figura 7. Arvore de classificagio do gene COX-2 em tumores do subtipo intestinal



