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ESTUDO PRELIMINAR DA EXPRESSAO DE MARCADORES MOLECULARES
NO CANCER DE ESTOMAGO. Raquel Carvalho Montenegro. Orientador: Manoel
Odorico de Moraes Filho. Dissertacdo de Mestrado. Programa de Po6s-Graduagdao em
Farmacologia. Departamento de Fisiologia e Farmacologia, UFC, 2003.

Na busca de um melhor entendimento da biologia dos tumores, marcadores
moleculares relacionados a proliferacdo, resisténcia e apoptose tém sido
intensamente pesquisados nos diferentes tipos de cancer. Estes marcadores podem
auxiliar no estudo de alvos terapéuticos mais especificos para cada tipo de tumor.
O cancer de estbmago é a segunda causa de 6bito mais observado no mundo. No
Brasil, este tumor esta entre as cinco localiza¢des primarias mais comuns de Obitos
por cancer, sendo 0s adenocarcinomas responsaveis por 95% dos casos. Dessa
forma, foi avaliada a expressdo dos marcadores KI-67, PCNA, p53, bcl-2 e c-myc
de forma independente e combinada em adenocarcinomas gastricos. Também foi
avaliado qual dos marcadores, KI-67 ou PCNA, era mais indicado para acessar a
proliferacdo celular. Alem disso, foi implantada a técnica de extracdo de DNA de
tecido tumoral com CTAB e analise molecular pelo SSCP do gene p53, sendo 0s
resultados positivos comparados com os resultados da imunohistoquimica. Os
tumores foram coletados em cirurgia, processados e classificados
histopatologicamente. Os marcadores foram detectados pelo método de
imunohistoquimica SABP. Foi realizada a extracdo de DNA pelo método do
CTAB, sendo os éxons 5, 7 e 8/9 do gene p53 analisados por SSCP. Algumas
amostras foram obtidas de arquivo de biopsia. A faixa etaria dos pacientes
encontrava-se entre 61 e 70 anos de idade, com 48,1% dos tumores do tipo
intestinal, 40,7% difusos e 11,2% mistos e com 50% localizados no sitio proximal.
Em relacéo ao estadiamento, 41,4% dos tumores apresentavam-se no grau baixo (I
- 111A), 44,8% no altorisco (I11B — 1V) e 13,8% sem estadiamento. De acordo com
os achados imunohistoquimicos, 0s resultados sugerem que o marcador mais
indicado para estimar a proliferacédo celular nos adenocarcinomas gastricos é o Kl-
67. De forma independente os tumores apresentaram positividade em 89,3% para
KI1-67, 62,5% para PCNA, 50% para p53, 60,7% para bcl-2 e 66,7% e para c-myc.
De acordo com o estadiamento, a diferenca foi significativa apenas para p53 (p =
0,02), com positividade de 66,7% nos tumores de baixo risco (I — I11A) e 16,7% nos
de altorisco. Quando avaliadas de forma combinada, as associacgdes significativas
foram entre KI-67+/p53- (p=0,012) nos tumores de alto risco (66,67%) e c-
myc+/p53- (p=0,02) também nos tumores de altorisco (63,64%). A técnica aplicada
para a extracdo do DNA do tecido tumoral foi satisfatoria. Para o SSCP, cinco
pacientes apresentaram mutacdo para o éxon 5 (3) e éxon 7 (2). Com isso,
concluimos que o marcador mais indicado para acessar a proliferacdo é o KI-67 e
que existem duas vias de ativacdo da proliferacdo nos adenocarcinomas géstricos:
uma dependente de p53 e outra independente de p53.
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In search for a better understanding of the biology of tumors, molecular markers
related to proliferation, resistance and apoptosis have been intensively studied in
the different types of cancer. These markers can help on the elucidation of more
specific therapeutic targets for the treatment of various tumors. It was observed
that stomach cancer is the second most frequent cause of death in the world. In
Brazil, this tumor is among the five major causes of death by cancer and the
adenocarcinomas are held responsible for about 95% of all cases. For that matter,
the expression of KI-67, PCNA, p53, bcl-2 and c-myc were evaluated
independently and in a combined form in stomach adenocarcinomas. Thus, KI-67
and PCNA were confronted in order to determine which one would pose as a
better cellular proliferation marker. Finally, a DNA extraction tecnique using
CTAB was implemented on tumor tissue as well as the molecular analysis of the
p53 gene by SSCP. The positive results were compared with those obtained by the
imonohistochemistry analysis. The tumors were collected in surgical procedure,
processed and classified histopathologically. The markers were detected by the
imunohistochemical method SABP. The DNA was extracted by the CTAB method
and the exons 5, 7 and 8/9 of the p53 gene analyzed by SABP. Some of the samples
were obtained from biopsy arquives. The age range of the patients was between 61
and 70 years, with 48,1% of the tumors presenting an intestinal origin, 40,7% were
diffuse and the other 11,2% were mixed. According to the location, 50% of the
tumors were found to be proximal. 41,1% of the tumors were found to be in a low
stage (I — 111A), 44,8% in a high stage (I111B — 1V) and 13,8% were not staged. The
imunohistochemical results indicated that KI-67 is the best marker to estimate
cellular proliferation in stomach adenocarcinomas. In an independent manner, the
tumors showed an 89,3% positivity for KI-67, 62,5% for PCNA, 50% for p53,
60,7% for bcl-2 e 66,7% for c-myc. According to the staging, the difference was
significant only to p53 (p = 0,02), with a 66,7% positivity to the tumors in low stage
and 16,7% for the ones on a high stage. When evaluated in a combined form, the
associations of KI-67+/p53- (p=0,012) (66,67%) and c-myc+/p53- (p=0,02)
(63,64%) both for the high stage tumors, were found to be significant. The DNA
extraction technique applied to the tumor tissue was found to be satisfactory. For
the SSCP analyses, five patients had mutation on the exon 5 (3) and on the exon 7
(2). Based on that, we may conclude that KI-67 is the best marker to access the
proliferation of the stomach adenocarcinomas and that there are two proliferation
activation pathways: one being dependent and the other independent of the p53
gene.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER

1.1.1 Historico

Durante a vida do individuo, as células normais dividem-se rapidamente até
atingir a fase adulta do individuo. Passando desta, fase elas s6 se dividem quando
necessitam regenerar algum o6rgao. Ja as células cancerosas diferem das células normais,
pelo fato de continuarem a crescer e se dividir, ndo obedecendo ao controle bioldgico
natural, podendo migrar para outras partes do organismo. Essas células se acumulam e
formam o tumor primario que pode comprimir, invadir e at¢é mesmo destruir o tecido
normal. Se essas células do tumor se soltarem, elas podem cair na corrente sangiiinea ou
no sistema linfatico chegando a outras areas do organismo. Nestas areas, estas podem
aportar e formar colonias tumorais, nas quais continuardo a se dividir, levando a
metastase (Rabenhorst et al., 1994).

O cancer tem aflingido o homem durante grande parte da sua histéria. As
evidéncias mais antigas referentes ao cancer foram encontradas em tumores 0sseos
fossilizados de mumias humanas do antigo Egito. Os restos Osseos revelaram um
sugestivo crescimento tumoral dsseo ou destruigdo craniana dssea vistos nos canceres
de cabeca e pescogo. Ja a descrigdo mais antiga para o cancer foi encontrada no Egito
por volta de 1600 a.C.. O papiro de Edwin Smith descrevia oito casos de tumores ou
ulceragdes da mama as quais eram tratadas com cauterizagdo e relatadas como nao

tendo tratamento.



A palavra cancer foi inicialmente proposta por um médico grego Hipocrates
(460 — 370 a.C.), considerado pai da medicina. Esse usou o termo “carcinos” e
“carcinoma” para descrever uma formagdao ndo ulcerativa e ulcerativa tumoral. Em
grego, esses termos referem-se a caranguejo, parecendo-se bastante com a forma na qual
alguns canceres se apresentam, tendo sua massa tumoral semelhante ao corpo e sua
vascularizagdo com as patas (Kardinal & Yabro, 1979).

Atualmente, ja se sabe que muitos canceres resultam de interacdes entre fatores
ambientais e genéticos. Os fatores ambientais podem ser atribuidos a: hidrocarbonetos
policiclicos, poluentes (no ar, na agua, no trabalho), dieta alimentar, agentes
infecciosos, radiagdes ionizantes, entre outros. Ja os fatores genéticos tais como:
mutagdes espontaneas, diferencas herdadas de genes envolvidos com a proliferagao
celular, apoptose e/ou sistema de reparo do material genético, ou ainda, alteragdes
somaticas na expressdao destes genes, entre outros, agem em conjunto com os fatores

ambientais e com a susceptibilidade para o desenvolvimento do cancer (Perera, 1997).

1.1.2 Incidéncia do Cancer

O Brasil continua a apresentar um quadro sanitirio em que se combinam
doencas ligadas a pobreza, tipicas dos paises em desenvolvimento, e doengas cronico-
degenerativas, caracteristica de paises desenvolvidos.

Na populacdo brasileira, o cancer se apresenta como a terceira causa de morte,
precedido apenas pelas mortes ocasionadas por acidentes e pelas doengas
cardiovasculares. Para 2003, o Ministério da Satde, juntamente com o Instituto
Nacional de Cancer, estima que, em todo o Brasil, serdo registrados 402.190 casos

novos e 126.960 obitos por cancer (Instituto Nacional do Cancer - INCA, 2003).



1.2 CANCER GASTRICO

O estomago ¢ parte essencial do aparelho digestivo. Esté localizado no abdomen
e conecta a parte inferior do eso6fago a parte mais proximal do intestino delgado (figura
1). Anatomicamente o estdmago divide-se em trés partes. Sdo elas: o fundo gastrico,
que ¢ a por¢ao mais proximal; o corpo, que é a por¢do intermedidria e o antro que ¢ a

por¢ao mais distal (Hospital AC Camargo, 2001).

FIGADO ESOFAGO

VESICULA )

BILIAR ESTOMAGO

PANCREAS
INTESTINO
GROSSO INTESTINO
DELGADO
RETO

Figura 1 - Localizagdo do Estdmago: o estdmago se encontra no abdomen e conecta o
esofago ao intestino delgado. Além destes, podemos observar a por¢do terminal do
sistema digestivo, reto, além do figado, pancreas e vesicula biliar.

Existem varios tipos de cancer do estomago. Porém, na maioria das vezes (mais
de 95%) o tumor se origina na mucosa que ¢ a camada de células que reveste

internamente o 6rgao. Neste caso o tumor ¢ denominado adenocarcinoma. Outros tipos

também encontrados sdo os linfomas géstricos (3%) e os leiomiossarcomas que sdo


http://www.hcanc.org.br/glos.html#dist
http://www.hcanc.org.br/glos.html#lingast
http://www.hcanc.org.br/glos.html#leiom

neoplasias que se originam na parede do 6rgao (Hospital AC Camargo, 2001; INCA,
2002).

Os tumores gastricos tendem a crescer e podem acometer, por continuidade o
esofago ou o intestino delgado. Eles podem também crescer infiltrando
progressivamente a parede do Orgdo até atingir sua camada mais externa (serosa)
tendendo a estender-se por contigiiidade a 6rgdos vizinhos como pancreas e colon.
Células tumorais podem também desprender-se da serosa e, através da cavidade
abdominal, envolver o peritoneo ou implantar-se em 6rgaos intra-abdominais como o
ovario (tumor de Krukenberg). Metastases do tumor gastrico freqiientemente
desenvolvem-se em ganglios linfaticos regionais, através da circulagdo linfatica, ou em
orgdos a distancia como o figado e os pulmdes, através da circulagdo sangiliinea. Ao
tumor que acomete apenas as camadas mucosa ¢ submucosa da parede gastrica da-se o
nome de tumor precoce ou inicial e esta associado a um excelente prognostico (Hospital
AC Camargo, 2001).

O cancer do estdbmago ¢ a segunda causa de 6bito mais observado no mundo
(Parkin et al., 2001, Pisani, 1999 ¢ Ferlay, 1998). Dados estatisticos revelam um
declinio da incidéncia do cancer gastrico especificamente nos Estados Unidos,
Inglaterra e em outros paises mais desenvolvidos. A alta mortalidade ¢é registrada
atualmente na América Latina, principalmente nos paises como o Brasil, Costa Rica,
Chile e Colombia. Porém, o maior nimero de casos de cancer de estbmago ocorre no
Japao, onde encontramos 780 casos por 100.000 habitantes. Nessas regioes existe
grande consumo de alimentos preservados no sal ou defumados (contendo substancias
como nitrosaminas) que desempenham papel na génese do cancer gastrico (Hospital AC

Camargo, 2001).
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No Brasil, este tumor esta entre as cinco localizagdes primarias mais comuns de
obitos por cancer em ambos o0s sexos. Segundo as estimativas de incidéncia e
mortalidade por cancer no Brasil, publicadas pelo INCA, para 2003, estdo previstos
20.640 novos casos de cancer gastrico. No Ceard, a estimativa do numero de novos
casos com localizagdao primaria no estdmago, em homens ¢ de 410 ¢ em mulheres de
230, sendo o numero de O6bito de 290 e 170 para cada 100.000 habitante,
respectivamente. Em ambos os sexos, o cancer de estbmago apresenta-se como quarto
mais freqiiente, mas, quando comparamos o numero de Obito este passa para terceiro,
ficando atras apenas do cancer de pulmao, mama e prostata (INCA, 2003).

Cerca de 65% dos pacientes diagnosticados com cancer de estobmago tém mais
de 50 anos. O pico de incidéncia se da em individuos, em sua maioria homens, por volta
dos 70 anos de idade. Um dos maiores problemas para diagnosticar precocemente o
cancer gastrico reside no fato de que no inicio, a doenga ¢ silenciosa e praticamente nao
leva ao aparecimento de sintomas. Em alguns casos, a dor na regido superior do
abdomen (epigastrio) pode estar presente mas estes sintomas podem muitas vezes ser
confundidos com os de gastrite ou ulcera péptica (American Cancer Society - ACS,
2001; Hospital AC Camargo, 2001; INCA, 2003).

Com a evolugdo da doenga, podem aparecer a perda de apetite e o
emagrecimento. Nos estagios mais avancados podem-se encontrar dificuldade na
degluticao (disfagia) e vomitos pos-alimentares, sintomas resultantes da obstrugao, pelo
tumor, da juncdo eséfago - gastrica e do esvaziamento gastrico, respectivamente. O
sangramento do tumor exterioriza-se pelo tubo digestivo. Sangramentos pequenos
podem passar despercebidos gerando perda sangiiinea crénica nas fezes e
freqlientemente causando anemia por deficiéncia de ferro. Os sangramentos digestivos

mais volumosos podem manifestar-se através de vomitos com sangue (hematémese) ou
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sangue digerido presente nas fezes (melena) que se apresenta de coloragdo escura com

aspecto de borra de café (Hospital AC Camargo, 2001).

Vérios estudos tém demonstrado que a dieta ¢ um fator preponderante no
aparecimento do cancer de estomago. Uma alimentagdo pobre em vitamina A e C,
carnes e peixes, ou ainda com um alto consumo de nitrato, alimentos defumados,
enlatados, com corantes ou conservados no sal sdo fatores de risco para o aparecimento
deste tipo de cancer. Outros fatores ambientais como a ma conservagdo dos alimentos e
a ingestdo de agua proveniente de pogos que contém uma alta concentragdo de nitrato
também estdo relacionados com a incidéncia do cancer de estomago (ACS, 2001;

Hospital AC Camargo, 2001).

Ha também fatores de risco de origem patologica. A anemia perniciosa, as lesdes
pré-cancerosas como a gastrite atrofica e metaplasia intestinal e as infec¢des gastricas
pela bactéria Helicobacter pylori podem ter fortes relagdes com o aparecimento desta
neoplasia. No entanto, uma lesdo pré-cancerosa leva aproximadamente 20 anos para
evoluir para a forma grave. Portadores de anemia perniciosa que se associa a um tipo de
gastrite denominada gastrite atrofica apresentam incidéncia de cancer gastrico de cerca
de 10% durante a evolucdo (Kubba & Maclntyre, 1997; ACS, 2001; Hospital AC

Camargo, 2001).

Individuos fumantes, que ingerem bebidas alcodlicas ou que ja tenham sido
submetidos a operacgdes no estdmago, também tém maior probabilidade de desenvolver
este tipo de cancer. Alguns estudos demonstram que pacientes que se submeteram a
cirurgias gastricas prévias principalmente ressec¢des parciais do 6rgdo apresentam um

maior risco de desenvolver neoplasia no coto gastrico remanescente 15 a 20 anos apos a


http://www.hcanc.org.br/glos.html#gasatr

operagao (ACS, 2001). A seqiiéncia de eventos ambientais e genéticos estao mostrados

na figura 2.

Fatores de Risco : MUCOSA
NORMAL

-
TN GASTRITE
B INICIAL
A Inflamacéo
l . GASTRITE
ATROFICA
v
O >
D Nitrosaminas — METAPLASIA
INTESTINAL
F
DISPLASIA

ADENOCARCINOMA

GASTRICO

Incidéncia das alteracGes

genéticas envolvidas no
desenvolvimento do

Adenocarcinoma tipo Intestinal :

p53 (30 — 50%)

Ras (10%0)

Perda do DCC (20 - 60%)

Figura 2 -Seqiiéncia de Eventos no desenvolvimento do Adenocarcinoma Gastrico: a
infeccdo por H. pylori associada a mutagdo do p53 levam ao desenvolvimento de
gastrite atrofica, metaplasia intestinal. Somando-se estes eventos a outras mutagdes € a

outros fatores de risco, surge o adenocarcinoma gastrico.



Além destes fatores, pacientes que apresentam forte historia familiar para
cancer gastrico apresentam risco de 2 a 4 vezes maior que a populacdo geral de ser
acometido pela doenga. (Kubba & Maclntyre, 1997; ACS, 2001; Hospital AC Camargo,
2001). Sendo assim, a medida mais eficaz para diminuir os riscos ¢ iniciar uma dieta
balanceada precocemente, ainda na infancia.

A seqliéncia de eventos para explicar o desenvolvimento do adenocarcinoma
gastrico foi proposta inicialmente por Pelayo Correa em 1983. A gastrite cronica ativa
causada por algum fator ambiental inexplicavel progrediria para gastrite atrofica
multifocal com perda das células principais e células parietais e o surgimento de uma
metaplasia intestinal. O aumento do turnover de células no estomago atro6fico junto com
a hipocloridria resultaria, a partir da perda das células parietais, numa condig¢ao gastrica
suscetivel ao efeito de possiveis carcindgenos gerados pelo alto crescimento de
bactérias nitrificantes. Fatores dietéticos, como mencionado anteriormente, também
estariam envolvidos no desenvolvimento do adenocarcinoma (Oliveira, 1999).

O prognostico para este tipo de neoplasia esta relacionado com as caracteristicas
do tumor primario, mas a classificagdo histoldgica ¢é dificil, visto que este tumor
apresenta estruturas varidveis. Conseqiientemente, diferentes classificagdes baseadas em
morfologia foram propostas para os tumores gastricos (Espinoza et al, 1999). Uma das
classificagdes histoldgicas foi proposta por Lauren (1965) onde o tumor pode ser do tipo
Intestinal ou Difuso (Figura 3a e 3b). J4 a Organizacdo Mundial de Satide (WHO)
propde cinco categorias: Tubular, Papilar, Mucinoso, Anel de Signet e Indiferenciado.
J& o sitio da doenga ¢ classificado como Proximal ou Distal. O prognostico para
pacientes com estagio inicial da doenca ¢ importante, mas depende da localiza¢do do
tumor. De acordo com a classificagdo de Lauren (1965), a sobrevida de 5 anos para

pacientes diagnosticados com cancer gastrico proximal, em estagio inicial, ¢ em torno



de 10 - 15%. Ja os diagnosticados com céancer gastrico na por¢ao distal, a sobrevida de 5

anos ¢ em torno de 50% dos casos (ACS, 2001).
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Figura 3 — Cortes histologico representados pelo padrdo intestinal (a) e pelo padrdo

difuso (b).

1.3 MARCADORES MOLECULARES

Na busca de um melhor entendimento da biologia molecular dos tumores,
marcadores moleculares relacionados com a proliferacao, resisténcia e apoptose tém
sido intensamente pesquisados. A observagao destes marcadores nos diferentes tipos de
cancer pode auxiliar no estudo de alvos terap€uticos mais especificos.

A deteccao de genes que estdo desregulados por amplificacdes, delecdes
cromossdmicas ou mutagdes geénicas, serve como uma importante ferramenta no
entendimento da génese tumoral assim como fatores de prognostico e tratamento. Um
bom exemplo sdo os tumores de mama, onde a pesquisa de marcadores possibilitou o
desenvolvimento de tratamentos especificos como o anticorpo anti-Her 2(Herceptin®)
desenvolvido para bloquear os receptores de estrogeno c-erb-b,, presentes em alguns

tecidos neoplasicos mamario.



No cancer gastrico, pouco se sabe sobre os marcadores moleculares envolvidos.
A maioria dos estudos limita-se a marcadores de proliferacdo celular e p53. Neste
contexto, marcadores envolvidos na inducao da parada da proliferagao celular (Ki-67,
p53, c-myc, ras) e apoptose (Bax, Bcl-2, p53, c-myc) sdao relevantes, pois, além das
informacodes sobre a biologia desses tumores pode servir como preditivo de resisténcia

como por exemplo a superexpressdo de c-myc e resisténcia a cisplatina.

1.3.1 Proliferacdo Celular

A atividade proliferativa de um tumor, ou de um tecido, ¢ determinada pela fracao de
crescimento (por exemplo, numero de células que estdo ciclando) e pelo tempo levado
por estas células para completar seu ciclo celular. Existe uma forte correlagido entre a
taxa de proliferacdo tumoral e achados clinicos, principalmente em tumores solidos
(Brown & Gatter, 1990). O atual conhecimento dos mecanismos reguladores do ciclo
celular tem levado a descoberta de alguns antigenos celulares expressos em células
proliferantes, que podem ser identificados por métodos imunohistoquimicos. Desta
forma, existem dois marcadores moleculares utilizados para determinacdo da atividade
proliferativa da célula: o PCNA (Proliferation Cell Nuclear Antigen) e Ki-67.

O PCNA ¢ uma proteina de 36kDa expressa em todas as fases do ciclo celular,
exceto GO. Seu pico de expressdo ocorre em Gl tardio e S precoce (figura 3). O PCNA
foi identificado como um cofator auxiliar da polimerase o (delta), sendo essencial no
metabolismo dos 4cidos nucléicos e na maquinaria de reparo de replicacdo (Rabenhorst
et al., 1993; Schipper et al, 1998; Konno et al., 2001; Sugimachi et al., 2002). Por estar
envolvido no sistema de reparo, em alguns tumores, a sua escolha como marcador de

atividade proliferativa ainda ¢, muitas vezes, questionada.



O anticorpo monoclonal Ki-67 foi descrito por Gerdes et al. em 1983. Esta molécula
identifica um antigeno nuclear expresso em todas as fases do ciclo celular (figura 4),

exceto GO e inicio de G1(Flenghi et al., 1988).

DIFERENCIACAO

Figura 4 - Expressdo do Ki-67 e PCNA na progressdo do ciclo celular: o ciclo
celular possui 4 fases (G1-S-G2-M) onde o PCNA ¢ mais expresso no final de GI e
inicio de S e o Ki-67 mais no final da fase S, ndo sendo expresso em GO e inicio de G1.
A expressdo do PCNA e KI-67 vém sendo investigados como marcador em
diferentes tipos de tumores solidos, sendo esta abordagem ainda muito controversa,
principalmente nos tumores gastricos (Konno et al., 2001). Alguns autores (Sundblad
& Tamayo, 1995; Muller et al., 1996; Broll et al., 1998; Setela et al., 1998; Elpek et al.,
2000) afirmam que os antigenos Ki-67 e PCNA nao se apresentam como relevante fator

progndstico no cancer de estomago. Ja Xu et al, 1999 afirma que ¢ um fator relevante.

Existem ainda, trabalhos (Xu et al., 1999; Inadomi et al., 1999; Mita & Shimoda, 2001)



que relatam uma correlagdo entre metastases a distdncia € comprometimento de

linfonodos com a atividade proliferativa marcada pelo Ki-67 e PCNA.

1.3.2 p53

O gene p53 foi descoberto em 1979. Estd localizado no brago curto do
cromossoma 17 na regido 13.3, apresenta 11 exons, sendo considerado um gene
supressor tumoral devido a sua func¢do reguladora da proliferacdo celular (Lane, 1992;
Kaufmann, 1989). O produto protéico do p53 é uma fosfoproteina nuclear de 53Kd,
dividida em 3 regides: a extremidade NH2 (N- terminal), similar aos fatores de
transcri¢ao, importante para a regulagdo da transcri¢do; a regido central, sitio de liga¢ao
ao DNA e a extremidade carboxil (C-terminal) (figura4), necessaria para a
oligomerizagdo, desde que, a proteina p53 se liga ao DNA como um tetrdmero

(Velculescu & El- Deiry, 1996; Roberts et al., 1996).
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Figura 5 - Estrutura do p53: o p53 ¢ um fator de transcrigdo com dominios bem
definidos, apresenta um dominio de transativa¢gdo na por¢do amino-terminal, uma
sequencia central especifica de ligagdo com o DNA, uma regido carboxi-terminal que
contém uma seqiiéncia de oligomerizagdo e de sinais de localizagdo nuclear. A
exportagdo nuclear do p53 ¢é regulada por sinais na por¢do amino e carboxi- terminal. A
interacdo com proteinas tais como MDM2 ou p300/CBP com a por¢do animo- terminal
do p53 pode levar a modificagdes tais como acetilagdo ou unbiquitilagdo na porgao
carboxi- terminal. Quase todas as mutagdes encontradas no cancer localizam-se na
regido central do p53; a percentagem de mutacdo em cada regido estd indicada abaixo
de cada regido.

A proteina p53 nas células normais tem a funcdo de bloquear a divisdo celular
quando ha injarias no genoma, fazendo com que o dano seja reparado; se o dano
persistir, este atua como mediador da apoptose (figura 5) (Montenarh, 1992). Quando a
proteina perde a sua fungdo (mutada) ocorrera perda do controle do ciclo celular das
vias p53 dependente (Victorzon et al., 1996), levando a progressao tumoral.

Todas as células normais apresentam baixos niveis da proteina p53, tendo meia
vida curta de aproximadamente 20 minutos (Bertram JS, 2001; Lewin, 2000; Lohrum &
Vousden, 2000). Esta ¢ devido a sua associacdo com a proteina Mdm-2 (Murine Doublé

Minute Clone 2) (Dasgupta et al., 2000; Piette et al., 2001), que se liga a sua porgdo N-

terminal, fazendo com que o dominio de transativagdo do p53 fique bloqueado, inibindo



sua habilidade de funcionar como fator de transcricdo e tornando-o um alvo para
degradacao proteolitica (Lohrum & Vousden, 2000). Para este processo ocorrer ¢
necessario que um coativador denominado p300/CBP se ligue a por¢do N-terminal do
p53. Em resposta ao estresse causado por dano no DNA, hipodxia, ativagao oncogénica,
o p53 sofre inicialmente uma fosforilagdo e depois uma acetilagdo, liberando ou
impossibilitando a ligagdo com Mdm-2 o que eleva os niveis e a meia vida da proteina
p53 (Bertram JS, 2001).

O caminho a ser percorrido depende da fase em que ocorreu a ativagdo do pS3
no ciclo celular, como por exemplo, se o dano ocorrer no inicio de G1, o p53 leva a
célula ao proximo checkpoint fazendo com que a progressao do ciclo seja bloqueada e o
dano reparado para que a célula entre na fase S. Esse mecanismo envolve o aumento da
transcri¢do da proteina p21 que ativada (inibidora do ciclo celular) inibe a fosforilagao
do RB (retinoblastoma), inibindo assim a passagem G1-S (Bertram JS, 2001; Gamallo
et al., 2001). Mas se o dano ocorrer na fase de divisdo celular, o p53 leva a célula a
apoptose. Nem sempre esses caminhos sdo fase-dependente, visto que algumas células
sdo mais propicias a apoptose do que outras (Lewin, 2000).

O p53 funciona como fator de transcri¢do, o qual modula a expressdo de genes
importantes no reparo do DNA, na parada em G1 e apoptose (Carson, 1995). As duas
primeiras fun¢des sdo mais compreendidas. A transcri¢do do gene de reparo GADD45
(Growth Arrest on DNA Damage) pelo p53 produz uma proteina que reconhece um
estagio alterado da cromatina e causa desestabilizagdo das interagdes Histona-DNA,
resultando em uma maior acessabilidade ao DNA lesado por proteinas envolvidas no
reparo (Bertram, 2001). Além disso, a proteina GADDA45 esta envolvida na manutencdo
da estabilidade gendmica e no bloqueio do ciclo em G2, provavelmente pela associagao

com o complexo Cdc-2-Ciclina Bl(Bertram, 2001). Além disso, o GADDA45 se



complexa com o PCNA, impedindo a replica¢do. Na apoptose, o p53 atua diminuindo a

transcri¢cao de Bcl-2 e aumentando a de Bax.
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Figura 6 - Resposta ao dano no DNA via p53: Dano no DNA leva a um aumento dos
niveis de p53, conseqiientemente de p21 e GADDA45. A associagdo do p21 com PCNA e
cdc/cdk induz a parada do crescimento celular e conseqiiente reparo do DNA. Quando o
dano se torna irreparavel a célula entra em apoptose. O Ras também pode ativar o p53,
via ARF, onde este seqiiestra a proteina mdm?2 levando a um aumento de p53, levando a
célula a parada do ciclo celular ou senescéncia.



A mutacao ou delecio do gene p53 ¢ freqliente em diferentes tipos cancer
(Tarapore & Fukasawa, 2000). Dentre eles podemos citar: pulmdo (Gamallo et al.,
2001), estomago (Roberts et al., 1996), mama, entre outros. Analise das mutagdes no
p53, revelam ‘“hotspots” (éxons 5 - 9) localizados em regides conservadas,
evolucionariamente, indicando que estas regides sao fundamentais para funcdo normal
do p53. Essas mutagdes agem, preferencialmente, eliminando regides criticas de contato
com o DNA ou desestabilizando a estrutura protéica chave requerida para ligacdo ao
DNA (Bertram, 2001).

O acumulo da proteina p53 mutada tem sido reportada como um pior
prognoéstico em alguns tipos de carcinomas como o de célon e pulmao. Ja no carcinoma
gastrico, os resultados ndo sdo conclusivos (Victorzon et al., 1996; Liu et al., 2001). A
literatura acerca do papel do p53 no céancer gastrico ainda é muito controversa. De
acordo com Victorzon et al. (1996) o acimulo de p53 esta relacionado ao estadiamento
da doenca, presenca de metastases a distdncia e ao tipo intestinal, ndo sendo
considerado fator prognostico de forma independente. A associagdo entre p53 e o tipo
histologico intestinal ¢ compartilhada por diversos autores (Fedriga et al., 2000; Xu et
al., 2001) sendo este relacionado a fase inicial da tumorigénese gastrica. A fase tardia
esta mais relacionado ao tipo histologico difuso (Sugai et al., 1999). Inadomi et al.
(1999) associa o p53 com metastases a distancia e Kunisaki et al. (2001) associa como
indicador de recidiva em pacientes com comprometimento de linfonodos (n2 ou mais).
Diez et al. (2000) mostrou uma maior sobrevida para pacientes p53 (-) quando era
administrada terapia adjuvante. Sanz-Ortega et al. (2000) associou a expressao de p53
a localizagdo tumoral (céardia), envolvimento de linfonodos e estagio tumoral. J& Setela
et al. (1998) afirma que o p53 seria um fator prognoéstico significante para o cancer

gastrico.



1.3.3 A Familia Bcl-2

A familia Bcl-2 € funcional e estruturalmente bem conservada na evolugao do
reino Metazoa. Muitos de seus membros possuem 4 dominios conservados (BHI -
BH4), onde BH1, BH2 ¢ BH4, juntos com uma regido transmembranica, hidrofobica,
carboxi-terminal, formam o sitio funcional da maioria das molécula desta familia (Evan,
2001). Uren & Vaux (1996) relatam que as duas primeiras regidoes (BH1 e BH2) sao
importantes para a atividade anti-apoptotica do bcl-2. Em contrapartida, Reed (1997)
afirma ser o dominio BH4 o envolvido nos mecanismos das proteinas anti-apoptoticas.
A remogdo desse dominio, no gene Bcl-2, interrompe o efeito antiapoptdtico desta
molécula (Kaufmann, 1997).

A familia Bcl-2 pode ser dividida em duas classes: inibidoras da apoptose (anti-
apoptoticas), tais como: Bcl-2, Bel-x;, Bel-w, Bfl-1, Mcl-1, A1, EIB19K, LMWS5-HL e
EBV BHRF1; e promotoras da apoptose (pro-apoptoticas): Bax, Bak, Bcl-xs, Bad, Bid,
Bik, Hrk, Bim e Bok (Evan, 2001). Esta familia forma homodimeros e heterodimeros,

levando ao desencadeamento de diferentes vias.
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Figura 7 - Estrutura do Bcl-2 e Bax: as regides da a-hélice estdo indicadas (BH1-4),
sendo estas as mais conservadas e responsdveis pela dimerizagdo das proteinas da
familia Bcl-2. A maioria dos membros desta familia apresentam um dominio
hidrofébico na por¢do amino-terminal.

O bloqueio da morte celular ¢ desencadeado por uma variedade de sinais, tais
como tratamentos com glicocorticoides, choque térmico, etanol, metotrexato, auséncia
de soro, fatores de crescimento, agentes que lesdo o DNA, superexpressao do p53, TNF,
ligacdo com CD95 e superexpressdo de proteases tipo cisteina (Uren & Vaux, 1996).

A proteina bcl-2, a mais conhecida desta familia, pode ser encontrado na porg¢ao
externa da membrana da mitocondria, na membrana nuclear € no reticulo
endoplasmatico. A sua localizagdo foi alvo de diversos estudos onde estes tinham como
objetivo encontrar os possiveis mecanismos deste oncogene (Evan, 2001).

O gene Bcl-xg ¢ classificado como anti-apoptotico. Sua proteina tem 44% de

suas seqiiéncias idénticas ao Bcl-2, sendo formado por dois polipeptideos provindos de




dois splicing alternativos. Este oncogene pode ser encontrado em diversos tecidos,
sendo principalmente expresso no cérebro, rim e timo (Evan, 2001).

Um dos possiveis mecanismos para acdo da molécula becl-2 ¢ o seu
envolvimento na regulacao da fosforilacao oxidativa. Essa observagao ¢ sustentada pela
habilidade desta molécula em suprimir a indugcdo de morte celular por estresse
oxidativo, possivelmente por seqiiestro de radical livre do oxigénio. Esse mecanismo
ainda apresenta controvérsias (Evan, 2001).

O mecanismo que desencadeia a apoptose até agora elucidado ¢ através da
liberagdo do citocromo c. Este normalmente reside nas membranas internas e externas
da mitocondria. Quando ha um estimulo apoptotico, o citocromo ¢ ¢ liberado para
citossol onde se apresenta como um dos principais ativadores da atividade proteolitica
da caspase 3 por ativacdo da caspase 9. Neste mecanismo, o citocromo ¢ forma um
complexo com duas proteinas citossolicas, Apaf-1 e Apaf-3 (apoptotic protease-
activating factor), e o complexo formado ativa a caspase 3, que ao final, leva a apoptose
(Evan, 2001). O oncogene Bcl-2 e Bcl-xL  encontram-se na membrana externa da
mitocondria para suprimir a apoptose bloqueando a liberagao do citocromo c e ligando-
se a Apaf-1 para prevenir a ativacao da caspase 9 (Evan, 2001).

Outro mecanismo provavel no qual o Bcl-2 possa estar suprimindo a apoptose
advém da observacdo de que sua expressdo afeta o balango de calcio intracelular
(Homeostase). A altera¢do na concentracdo de célcio possui influencia no processo de
morte celular programada (apoptose). E possivel que o Bcl-2 atue diretamente
modulando os canais de célcio ou atue protegendo as membranas lipidicas da agdo
danosa de radicais peréxidos os quais sdo conhecidos como deturpadores da homeostase

do célcio (Evan, 2001).



O gene Bax ¢ classificado como pro-apoptdtico, tendo na sua estrutura os
quatros dominios sendo BH4 pouco preservado e a regido BH3 ¢ responsavel pela sua
dimerizacao com Bax/Bak e Bax/Bcl-2. Esta molécula parece estar relacionada com a
formagdo de um poro por onde o citocromo ¢ sairia da mitocondria e desencadearia uma
cascata de eventos que levaria a morte celular. Este gene ¢ freqiientemente encontrado
em uma variedade de tecidos, dentre ele 6rgdos linfoides, pulmdo, estdmago e rins
(Evan, 2001).

Alguns trabalhos (Reed, 1997) correlacionam a relagdo entre o Bel-2/p53, Bel-
2/Bax e Bcl-2/Bcl-x;, com importancia prognostica. O balanco entre Bcl-2 (anti-
apoptético) e Bax (pré-apoptdtico) é que ira definir a sensibilidade ou a resisténcia de
células tumorais ao estimulo apoptdtico. Conseqlientemente, serd este balango que ird
conduzir a uma melhor ou pior resposta a tratamentos como a radio e a quimioterapia,
sendo resistentes as células que apresentem uma redugdo na expressdo de Bax e um
aumento na expressao de Bcl-2 (Kaufmann, 1997).

Como dito anteriormente, o balango entre esses dimeros ¢ que dita qual o
destino da célula em questdo; morrer ou sobreviver. A propensao da célula entrar em
apoptose depende dos niveis entre a interagdo homodimera Bax/Bax, interagdo
heterodimera Bax/Bcl-2 e homodimera Bcl-2/Bcl-2: um excesso do homodimero Bax
promove a morte celular, ja o complexo Bax/Bcl-2 favorece a sobrevida celular (Evan,
2001).

A superexpressdo do Bcl-2 ja foi relatada em alguns tumores dentre eles o
adenocarcinoma de prostata, adenocarcinoma coloretal, pulmao, outros tipos de tumores
solidos e leucemias. Em alguns casos, as mudangas na sua expressdo ocorrem nos
estagios iniciais da progressdo tumoral (carcinoma colorretal). J4 em outros tumores

parece estar relacionado a eventos tardios (prostata) (Kaufmann, 1997).



A associagao paradoxal de Bcl-2 com um melhor resultado para alguns tipos de
cancer pode ser explicado por um aumento compensatorio de Bcel-x;. Esse fendmeno
pode ser observado em canceres do estomago e colorretal. Em cancer colorretal bem
diferenciado o Bcl-2, em estagios iniciais, apresenta-se em alta concentragdo, ja nos
indiferenciados o seu nivel decresce durante a progressao maligna. J4 em carcinomas de
prostata e carcinomas de prostata metastatico foram relatadas altas concentragdes de

Bcel-x; (Kaufmann, 1997).

1.3.4 c-myc

A proteina c-myc (ou Myc) é um fator de transcri¢do da familia bHLH-LZ
(basic-helix-loop-helix-leucine zipper) o qual regula positiva ou negativamente a
expressdo de diferentes genes. A ativacdo transcricional pelo Myc ¢€ realizada através
da dimerizagdo, mediada pela por¢do c-terminal, com a proteina Max, ligando-se, assim,

a regides especificas no DNA (E-box) (Taubert et al, 2001).
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Figura 8 - Estrutura do c-myc: a proteina c-myc ¢ um fator de transcrigdo da familia
bHLH-LZ, onde a ligacdo ao DNA encontra-se na por¢ao carboxi- terminal € o dominio
de ativacdo na por¢do amino- terminal.



O c-myc possui diferentes fungdes. E altamente regulado em tecidos normais,
tendo sido relacionado com a progressdao do ciclo celular, diferenciagdo e apoptose
(Eisenman & Grandori, 1997). Em células normais, a expressao do c-myc ¢ induzida
por mitdégenos ou suprimidas por sinais inibitdrios de crescimento. Além dessas
fungdes, o c-myc parece regular uma variedade de processos bioldgicos tais como
biossintese protéica, biogenesis ribossémica, controle do ciclo celular, metabolismo do
DNA e outras vias metabolicas, agindo direta ou indiretamente sobre outros genes.
(Taubert et al, 2001).

Pelo menos dois alvos do c-myc ja foram identificados: ODC (ornitina
descarboxilase), enzima necessaria para a sintese de DNA, e cdc25A (Eisenman &
Grandori, 1997). A superexpressao do c-myc leva a indugdo de apoptose, aparentemente
pelo aumento da transcricdo da cdc25A em células com auséncia de fatores de
crescimento (Bertram, 2001). Em condi¢des favoraveis de fatores de crescimento esses
alvos induzem a proliferacdo celular. J& na auséncia de soro, levam a apoptose
(Krupitza et al., 1999; El-Deiry et al., 2000). Todas essas fun¢des do myc dependem do
alvo celular e do microambiente tumoral.

Além de promover a proliferacdo celular e cooperar com a transformagao
maligna, o c-myc inibe a diferenciacdo e promove a apoptose. A inducdo da apoptose
pelo c-myc parece envolver a liberagdo do citocromo c, ativando, assim, a via APAF-
1/caspase 9. A liberacao do citocromo ¢, como ja descrita anteriormente, ¢ regulada pela
ligacdo da familia das proteinas bcl-2 & membrana mitocondrial. A superexpressao da
proteina antiapoptotica bcl-2 bloqueia a liberagdo do citocromo c, sendo habil na
prevencao da apoptose induzida pelo c-myc em células com privacdo de soro ou glicose.
Ja a superexpressdo da proteina pro-apoptodtica Bax parece contribuir na indugdo da

apoptose via c-myc (El-Deiry et al., 2000)



O oncogene c-myc tem sido considerado a chave de um melhor entendimento
para os multiplos passos da carcinogénese, pois parece estar correlacionado com a
imortalizacao celular, além de estar correlacionado com a ativagdo do ras e perda da
instabilidade gendmica associada com a perda do p53. Existem evidencias que a
expressao deste gene permite que células em repouso entrem no ciclo (G1, S, G2) e que
acelere a passagem das células pela fase G1 (Krupitza et al., 1999). Isto pode ser
observado em tumores solidos com fatores de crescimento limitados, onde as células em
GO0 podem ser re-introduzidas no ciclo pelo c-myc (Krupitza et al., 1999).

A desregulagdo da expressdo do c-myc tem sido associada a um grande niimero
de neoplasias (Sobrinho-Simdes et al., 1995; Eisenman & Grandori, 1997; Taubert et al,
2001). A ativagdo oncogénica do c-myc ¢ geralmente causada por amplificacdes ou
translocagdes, além de mutagdes em genes envolvidos na via de sinalizagdo da
expressdo do c-myc, tais como a perda de um supressor tumoral (APC — Adenomatous
Polyposis Coli) ou ativagao da (-catenina, como no carcinoma de colon (Taubert et al,
2001). A superexpressdo do c-myc foi detectada em leucemias, glioblastomas,
carcinoma de colon, adenocarcinomas, carcinoma pulmonar e carcinoma de mama
(Krupitza et al., 1999). Alem disso, em alguns tumores como o da mama, a

superexpressdo do c-myc pode facilitar a inducao de prolifera¢do via erb-b2 (Bertram,

2001).
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Figura 9 - Fungdes do c-myc: a proteina c-myc possue diferentes fungdes dentre elas a
proliferacdo celular o que coopera com a transformagdo maligna, inibindo a
diferencia¢do e promovendo a apoptose. Além dessas atribuigdes, 0 c-myc parece estar
envolvido no processo de resisténcia a cisplatina.
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Figura 10 - Ativacdo da Apoptose via c-myc: o c-myc sensibiliza as células a uma
série de estimulos pro-apoptoticos. Durante a apoptose, o c-myc faz com que o
citocromo C seja liberado da mitocondria via Bax. Uma vez liberado, o citocromo c se
associa com a proteina APAF 1 (apoptotic protease-activating factor 1) e a procaspase-9
para formar o apoptosomo. Na presenga de ATP, a caspase 9 ¢ ativada, ativando outros
efetores, incluindo a caspase 3, que finalmente leva a apoptose. Outra via envolvendo o
c-myc seria via ARF/p53 levando a transcrigdo do Bax e conseqiiente apoptose.
Proteinas antiapoptdticas tais com Bcl-2 residem na mitochondria e bloqueiam a
liberagdo do citocromo c, possivelmente pelo sequestro de Bax.



14 A BIOLOGIA MOLECULAR COMO FERRAMENTA NA

FARMACOLOGIA

As células neoplasicas acumulam diversas alteracdes genéticas que contribuem
para tumorigénese, progressao tumoral e resisténcia a drogas quimioterapicas. Com base
no conhecimento de alguns genes envolvidos nestes processos, novos abordagens
terapéuticas véem sendo desenvolvidas.

Nos ultimos anos, a biologia molecular vem tentando desenvolver métodos para
introduzir diferentes tipos de gene em células neoplasicas. Um desses genes seria o p53
(gene supressor) com o objetivo de inibir o crescimento tumoral e ressensibilizar as
células tumorais a quimioterapia e radioterapia. Isso exclui estratégias para reintroduzir
o gene selvagem (p53-wt) e, com isso, restabelecer a fungdo normal do p53 (Bouker et
al., 2000).

Para reintroduzir um gene tem sido usado vetores virais (retrovirus, adenovirus,
entre outros) e nao virais. Essas técnicas de inser¢do de genes por vetores pode ser
realizada com supressores tumorais (p53, p21 e p16), genes suicidas (HSV-TK) e genes
envolvidos no controle da apoptose (Bcl-2 e Bel-xL) (Moolten, 1986; Moolten & Wells,
1990; Uren & Vaux, 1996).

A reintroducdo do gene p53-selvagem por sistemas virais tem demonstrado, in
vitro e in vivo, suprimir o crescimento de alguns tumores como prostata, cabega e
pescogo, colon, glioblastoma, mama, ovario, figado, rim e pulméio (Bouker et al., 2000;
Cai et al., 1993; Fujiwara et al., 1994; Pirollo et al., 1997, Spitz et al., 1996; Roth et al.,
1996). Essa reducdo do crescimento tumoral ¢ mais significativa quando associada a

outras terapias (Gurnani et al., 1999).



Os sistemas ndo virais também podem ser utilizados na terapia génica como
alternativa para evitar problemas, como por exemplo, complicacdes imunologicas,
proporcionadas pelos sistemas virais (Chang & Seymour, 2000). O sistema mais
utilizado para transferéncia de genes ¢ o lisossomo catidnico, o qual possui um
plasmidio contendo o gene a ser trasfectado. Esse método também vem sendo utilizado
para transferéncia do gene p53 selvagem em tumores xenograficos, sendo observado
uma regressdo tumoral (Coll et al., 1998). A associagdo deste método com outras
terapias como radioterapia, pode levar a uma maior eficacia do tratamento. Tumores
xenograficos de cabega e pescoco tratados em combinacdo com radioterapia e
lisossomas-p53 normal, resultou em regressao total do tumor em 18 meses. Isso fez com
que a resposta a radioterapia aumentasse correlacionado a um aumento da apoptose pS3
dependente (Xu et al., 1999).

A terapia génica ja vem sendo desenvolvida utilizando p53. O ONIX-015 ¢ um
farmaco promissor que esta na fase I/II de estudos clinicos. Este possui um adenovirus
modificado com uma delegdo na proteina EIB, requerida para replicagdo viral em
células com p53 normal. Deste modo, o adenovirus é capaz de se replicar e lisar células
com p53 mutante (Gallagher & Brown, 1999; Khun et al., 2000). Modelos in vivo de
carcinoma cervical e de colon, demonstraram que a combinagdo entre ONYX-015 com
cisplatina ou 5-FU, por via intra-tumoral ou endovenosa, foi mais efetiva do que o
tratamento com um desses agentes sozinhos (Heise et al., 1997).

Outra alternativa terapéutica ¢ a inibi¢do molecular para reduzir alguns efeitos
da quimioterapia. Um exemplo seria Pifithrin-a. (PFT — p-fifty-three inibitor) composto
sintético que, in vitro, protegeu fibroblastos murino transformados da apoptose induzida
por radiagdes (UV e gama) e diferentes quimioterapicos. Ja in vivo, o PFT demonstrou

proteger 60% dos animais (Balb/c e C57BL/6) apds a administragdo de uma dose letal



de radiacdo gama. Foi demonstrado que apesar o PFT ser um potente inibidor da
apoptose mediada pelo p53, seus efeitos sdo revertidos quando este ¢ suspenso. Por
outro lado, também vem sendo testado agentes facilitadores da apoptose, seja
aumentando a expressdao do Bax (pré-apoptotico) ou inibindo a atividade do Bcl-2 (anti-
apoptotico) como por exemplo a droga HA14-1 que mostrou induzir apoptose, in vitro,
em células com superexpressao de Bel-2 (Bertram, 2000).

Além dessas ferramentas moleculares existem outras que estdo sendo testadas.
Uma delas ¢ a terapia com uma seqiiéncia de oligonucleotideos antisense (ODN —
antisense oligodeoxynucleotides). Esta tem como mecanismo bloquear a traducdo do
RNAm. Estudos com células tumorais humanas resistentes a cisplatina, a administragao
de ODNs para os genes c-myc, c-myb, c-jun e bcl-2 restaurou a sensibilidades destas
células a cisplatina, sugerindo que a combinacdo de tratamentos pode ser uma
alternativa para pacientes com tumores resistentes a esse quimioterapico. Outra
alternativa é o uso de ribozimas. Estas s3o seqiiéncias de RNAs que possuem um sitio
especifico de clivagem no RNA, e também podem ser usadas como ferramenta no
tratamento do cancer.

Atualmente, uso da biologia molecular se faz necessario para o conhecimento
dos diferentes tumores. A identificagdo de oncogenes e genes supressores tumorais nos
diferentes canceres ¢ importante para que novos esquemas terapéuticos possam ser
desenvolvidos aumentando, assim, a sobrevida dos pacientes. As perspectivas sdo boas,

as possibilidades s3o muitas, mas ainda ha muito a ser descoberto e aperfeigoado.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Correlacionar um painel de marcadores permitindo uma visao mais abrangente
da desregulagdo da proliferacdo celular e apoptose presentes nos adenocarcinomas
gastricos, que futuramente possibilitem predicdo de resposta terapéutica e sobrevida,

colaborando para a qualidade de vida dos pacientes.

2.2 ESPECIFICOS

- Avaliar o indice de proliferacdo de adenocarcinomas géstricos utilizando os
marcadores moleculares Ki-67 e PCNA e, se possivel, determinar qual dos
dois marcadores moleculares, Ki-67 ou PCNA, ¢ o mais indicado para
avaliagdo da proliferagdo celular em adenocarcinomas gastricos;

- Correlacionar a detec¢do dos marcadores independentes ou em combinacao
com os achados histopatologicos e resposta terapéutica;

- Padronizar a técnica de extracdo de DNA de tumores;

- Avaliar a mutacdo do p53 por SSCP (Single-stranded Comphormational

Polymorphism) e compara-la aos achados imunohistoquimicos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS E SOLUCOES

3.1.1 Coleta das amostras no centro cirdargico:

Solugdo de HANK’S: CaCl, (0,14g), KCI (0,40g), KH,PO, (0,06g), MgCl, .
6H,0 (0,10g), MgS0O4. 7H,0 (0,10g), NaHCOs3, NaCl, Na,HPO4.7H,0, glicose

€ H20.

Materiais utilizados: Tubos falcon de 50mL, luvas, material cirargico, placas

de petri e eppendorfs autoclavados. Procedimento realizado em fluxo laminar.

3.1.2 Imunohistoquimica:

Xilol

Etanol 100%

Etanol 80%

Tampao Citrato 10mM pH 6.0

Albumina do Soro Bovino (BSA) 5% - Acondicionar a 4° C.

Tampao Fosfato (PBS) 6mM pH 7.4 1L: NaCl (8g), KCI (0.2g), KH,PO4
(0.2g), NaHPO,4. 7H,0 (1.15g), H,O (gsp). Acondicionar a 4° C.

Agua Oxigenada a 3%: Acondicionar a 4° C.

Kit LSAB + (DAKO): Kit contendo o anticorpo secundario e o complexo

streptavidina-peroxidase.



DAB+ (DAKO): Kit revelador contendo diaminobenzidina (DAB).
Hematoxilina de Harris

Balsamo do Canada

Anticorpos:

Ki-67 (IMMUNOTECH): marcagao nuclear. Dilui¢do utilizada:1:60.
PCNA (DAKO, PC10): marcacdo nuclear. Diluigdo utilizada: 1:20.
p53 (DAKO, DO-7): marcagao nuclear. Dilui¢do utilizada: 1:80.
Bcl2 (DAKO): marcagio citoplasmatica. Dilui¢do utilizada: 1:80.

c-myc (DAKO): marcagao nuclear e citoplasmatica. Diluigdo utilizada: 1:100.

Materiais utilizados: suporte de para laminas, cubas de vidro, ber¢inho para
laminas, pinga, cdmara umida, geladeira, eppendorfs de 2mL, pipeta automatica,

papel de filtro, laminas, laminulas, microscopio e contador de célula manual.

3.1.3 Extracdo de DNA:

OBS: Todo os materiais e todas as solu¢des foram autoclavadas

Tampdao de Extracdo — CTAB (Cetyltrimetilammonium Bromide — USB)
pH 8.0 — 500mL: NaCl 5M (140mL), EDTA 0.2M (50mL), Tris-HCl 1M
(50mL) e acrescentar 10g de CTAB.

OBS: na hora do experimento: foi adicionado 2-mercaptoetanol ao tampao para
concentracao de 0.2%

Alcool isoamilico:cloroférmio (24:1): Acondicionar a 4° C.

NaCl 1M



Alcool isopropilico 100%

Etanol 100% e 70%0

Agua estéril

Materiais utilizados: tubos falcon de 15mL, pipetas automaticas, eppendorfs de

2mL.

3.1.4 Eletroforese em gel de agarose:

Gel de Agarose 1%: pesar 1g de agarose, diluir em 100ml de tampao TAE 0.5x.
TBE 10X: Tris (27g), 4cido borico (13,75g) e 25mL de solucdo de EDTA 2M,
acertar o pH em 8.0 e completar o volume para 250mL. Armazenar a 4°C.
Bluejuice gel loading buffer (5x) - GIBCO

100pb DNA ladder Ready-load - GIBCO

Brometo de Etidio 0.8% 1mL: Brometo de Etidio (8mg). Armazenar a 4°C.

Materiais utilizados: Cuba 11 x 14cm, fonte da Pharmacia, pipetas automaticas,

balanca, geladeira, transluminador de U.V, camera digital e computador.

3.1.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida:
PCR: Polimerase Chain Reaction
dNTP - deoxinucleotideo
MgCl,

Taq Polimerase

Primers



Materiais utilizados: termociclador, aparelho GenePhor e Kit GeneGel da

Amersham.

3.2 AMOSTRA SELECIONADA

Para o desenvolvimento do trabalho, foram coletadas 26 amostras de tumores €
tecido normal géstrico de 26 pacientes submetidos a gastrectomia parcial ou total no
Hospital do Cancer do Ceara e Hospital Universitario Walter Cantideo (HUWC), sendo
aproveitada apenas 19 amostras. As coletas s6 eram realizadas quando o tumor primario
era gastrico, nunca quando dois 6rgaos (esdfago-gastrectomia) eram acometidos para
minimizar o risco do tumor primario ndo ser do estbmago. Além disso, ndo participaram
no estudo os casos onde a peca ndo foi retirada. Para completar a amostra foram
selecionados 10 casos do arquivo de bidpsia do Departamento de Patologia e Medicina
Legal da Universidade Federal do Ceara. O estudo foi aprovado pelo comité de ética em
pesquisa com seres humanos (COMEPE) e todos os voluntarios assinaram termo de

consentimento.

3.3 COLETA DOS TUMORES

Apbs a peca cirirgica ser retirada, coletamos um fragmento do tumor e do
estobmago normal em um tubo falcon de SOmL contendo solu¢do de HANK’s para evitar
deteorizagdo do material. Em fluxo laminar, este tumor ¢ fragmentado
(aproximadamente 1-2cm x 1-2cm), armazenado em tubos eppendorfs, etiquetados e
acondicionado em freezer —70°C. Um desses fragmentos ¢ fixado em formol 10% para

analise histopatoldgica.



3.4 ANALISE HISTOPATOLOGICA DO MATERIAL

Os tumores foram processados e entdo emblocados e corados para analise
histopatologica pela patologista responsavel, do Departamento de Patologia e Medicina
Legal. Os prontuarios de todos os pacientes foram checados para confirmacao dos dados

histopatologicos.

3.4.1 Estadiamento de acordo com o Instituto Nacional do Cancer

TNM - Classificagdo Clinica

T - Tumor Primario

TX O tumor primario ndo pode ser avaliado

TO Nao ha evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma in Situ: tumor intra-epitelial sem invasao da lamina propria
T1 Tumor que invade a ldmina propria ou a submucosa

T2  Tumor que invade a muscular propria ou a subserosa’

T3  Tumor que penetra a serosa (peritonio visceral) sem invadir as estruturas

- 1,2,3
adjacentes ™~

T4 Tumor que invade as estruturas adjacentes' %>

Notas: 1. O tumor pode penetrar a muscular propria com extensdo para os
ligamentos gastro-colico ou gastro-hepatico ou para o omento maior ou menor,
sem perfura¢do do peritdnio visceral que cobre estas estruturas. Nesse caso, o
tumor ¢ classificado como T2. Se existe perfuracdo do peritonio visceral que
reveste os ligamentos géstricos ou os omentos, o tumor ¢ classificado como T3.
2. As estruturas adjacentes do estdmago sdo o bago, colon transverso, figado,
diafragma, pancreas, parede abdominal, supra-renal, rim, intestino delgado e
retroperitoneo.

3. A extensdo intramural para o duodeno ou esofago ¢ classificada pela
profundidade da maior invasdo em qualquer desses locais, inclusive o

estomago.



N- Linfonodos Regionais

NX Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Auséncia de metastase em linfonodos regionais
N1 Metastase em 1 a 6 linfonodos regionais

N2 Metéstase em 7 a 15 linfonodos regionais

N3 Metastase em mais de 15 linfonodos regionais

M - Metastase a Distancia
MX A presenca de metéstase a distdncia ndo pode ser avaliada
MO Auséncia de metéstase a distancia

M1 Metéastase a distancia

3.5 IMUNOHISTOQUIMICA

3.5.1 Preparacéo das laminas para imunohistoquimica

Cortes de 5 micras de espessura foram colocados em laminas previamente
lavadas com detergente e depois enxaguadas em agua corrente, sendo mergulhadas em
alcool:éter (3:1). No dia seguinte, as laminas foram secas e mergulhadas em cola diluida

(34gua:1cola) sendo colocadas para secar.



3.5.2 Protocolo

O método imunohistoquimico usado foi da estrepto-avidina-biotina—peroxidase,
usando a técnica descrita por Hsu et al. (1981) com modificagdo. Os anticorpos
primarios utilizados e as diluigdes sdo as seguintes: Ki-67 (1:60), PCNA(1:20), p53

(1:80), Bcl-2 (1:80) e c-myc (1:100).

Procedimento:
1. Incubagdo das laminas em estufa a 70°C por 3 horas.
2. Desparafinagdo e desidratagdo em xilol e gradiente de alcool
3. Incubacdo das laminas com peroxido de hidrogénio a 3%;
4. Pré-tratamento para recuperagdo antigénica em forno de micro-ondas em tampao
citrato pH 6.0;
5. Incubacdo das laminas com o anticorpo (Ac) monoclonal especifico, em dilui¢ao
apropriada, overnight a 4°C;
Detec¢ao utilizando o kit LSAB plus (DAKO), seguindo as especifica¢des do fabricante.
6. Incubacdo das laminas com o anticorpo (Ac) monoclonal secundario biotinilado;

7. Incubacdo do complexo strepto-avidina-biotina-peroxidase;

8. Incubagdo com substrato (perdéxido de hidrogénio) e solugcdo de
diaminobenzidina (DAB) como cromogeno;
9. Contracoloracdo com hematoxilina de Harrys e analise das laminas.

Todas as laminas foram avaliadas em conjunto com a patologista responsavel.



3.6 ANALISE DA MARCACAO CELULAR PELA IMUNOHISTOQUIMICA

Para as analises de todos os marcadores, foram consideradas positivas as
amostras que apresentaram mais de 5% de marcacdo, independente da intensidade de
marcagdo. Os anticorpos primarios apresentam marcagao de acordo com a tabela abaixo

(tabela 1).

Tabela 1. Localizagdo da marca¢do da

imunohistoquimica dos diferentes marcadores

MARCACAO TIPO DE MARCACAO

KI-67 Nuclear

PCNA Nuclear

p53 Nuclear

Bcl-2 Citoplasmatico

c-myc Nuclear e Citoplasmatico

3.6.1 Contagem de Ki-67 e PCNA

Em cada lamina analisada, foram contadas 300 células tumorais em trés campos
diferentes, perfazendo um total de 900 células. Foi entdo calculado uma média e os

valores analisados.



3.6.2 Andlise do padréo e intensidade de marcagéo

Para cada tumor positivo foi observado o padrdao de marcagao sendo classificado
como homogéneo, nucleolar e granular. J& a intensidade de marcacao foi classificada

como + (fraca), ++ (moderada) e +++ (forte).

3.6.4 Analise dos dados

Os achados imunohistoquimicos foram tabulados e posteriormente analisados
pela estatistica responsavel, sendo utilizado os testes de ANOVA e Kappa, e o programa

EPINFO para célculo do qui-quadrado.

3.7 EXTRACAO DE DNA DOS TECIDOS

Inicialmente, as 20 amostras de tumores foram cortadas em criostato, coradas e
analisadas pala patologista para confirmagdo da presenca de células tumorais. Em
seguida, as pecas foram pesadas, maceradas e transferidas para um tubo falcon de

15mL. O método utilizado foi baseado na extracao por CTAB.

1. Calculo (0,5g-6mL de tampao CTAB). Incubacdo overnight com
agitacao orbital;
2. Acrescentar igual volume de cloroféormio: alcool isoamilico (24:1) e

misturar por inversao; Repetir o procedimento mais uma vez;



3. Centrifugagao a 2000 - 2500 rpm por 15 min TA;

4. Transferir a fase aquosa (superior) para outro tubo e repetir a
centrifugacdo com cloroférmio: alcool isoamilico;

5. Acrescentar igual volume de dlcool isopropilico 100%, inverter e incubar
overnight no freezer; Se formar uma nuvem de DNA, pescar!!!

6. Centrifugagdo a 2500 rpm por 15 min;

7. Retirar sobrenadante;

8. Acrescentar 1 mL de NaCl 1M;

9. Adicionar 2,5V de etanol 100% gelado;

10. Centrifugagao a 1000 rpm por 5 min T.A;

11. Lavar o pellet com etanol 70%;

12. Centrifugagdo a 1000 rpm por 5 min;

13. Retirar o sobrenadante;

14. Secar o pellet;

15. Ressuspender o pellet em agua estéril e acondicionar a —20 °C.

OBS: O 6-mercaptoetanol utilizado na preparagdao do tampao s6 ¢ adicionado

na hora do experimento.

3.8 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

O DNA extraido foi analisado em gel de agarose 1% em brometo de etidio para
assegurar que estes ndo estavam degradados. Foi aplicado 1puL de amostra de DNA
contendo 2ul. Blue Juice juntamente com o padrao de peso molecular 100pb DNA

ladder (GIBCO) sendo aplicado no gel, na quantidade de 1uL por mm de largura do



poco. As amostras foram submetidas a separagdo eletroforética em tampao TBE por 30

— 45 minutos a 200V e observado.

3.9 SSCP - SINGLE-STRANDED CONFORMATIONAL POLYMORPHISM

A técnica de SSPC detecta mutagdo através de mobilidade eletroforética alterada
da seqiiéncia de DNA contendo mutagdo pontual a 400pB, possuindo uma sensibilidade
e especificidade de aproximadamente 90% (Orita et al, 1989).

Com os DNAs extraidos, foram realizados, inicialmente, amplifica¢cdes por PCR
(Polimerase Chain Reaction) dos éxons 5, 7 ¢ 8 de 13 amostras tumorais. Em seguida,
as amostras de PCR foram submetidas a desnaturacdo e submetidas a corrida
eletroforética com o aparelho GENFOR da Amersham utilizando o Kit GeneGel Excel
12,5/24, desenvolvido no Departamento de Medicina Nuclear da USP (Universidade de
Sao Paulo).

Condigdes do PCR: 25 pl de reagdo

dNTP 0,2 mM

MgCI2 1,5mM

Taq 0,6U

Primers ImM

Namero de Ciclos: 35

Temperatura inicial 95°C 5 min
Temperatura de desnaturagéo 95°C 1 min
Temperatura de anelamento 55-63°C — 1 min
Extencéo 72°C 1 min

Extencéo final de 10min



Sequéncia dos Primers:

EXON 5 temperatura de anelamento 55°C - produto 196 pb

Forward -5" - TAC TCCCCTGCCCTCAACAA-3’

Reverse — 5- CACCATCGCTATCTGAGCA-3’

EXON 7 temperatura de anelamento 63°C produto 159 pb

Forward -5'- TCTGACTGTACCACCATCC-3’

Reverse — 5'-GAGGCTGGGGCACAGCAGGCCAGTG-3’

EXON8/9 temperatura de anelamento 55°C produto 290 pb

Forward -5'- AGTGGTAATCTACTGGGACGG-3’

Reverse — 5- TATCTCCATCCAGTGGTTTC-3’



RESULTADQOS



4. RESULTADOS

4.1 PACIENTES E SUAS CARACTERISTICAS CLINICAS

Foram coletados 26 pecas cirargicas, onde destas 7 foram descartadas pois nao
eram adenocarcinoma gastrico. Completamos as amostras com blocos do Departamento
de Patologia e Medicina Legal, perfazendo 29 amostras. Destas, 6 (20,7%) sao do sexo
feminino e 23 (79,3 %) do sexo masculino.

De acordo com a idade, a média dos pacientes ficou em 60,06 anos de idade e a
moda encontra-se na faixa etaria de 61 a 70 anos (grafico 1). Observa-se pelo grafico 2

que esses tumores comecgam a surgir a partir do 40 anos de idade.
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Gréfico 1- Distribui¢do dos 29 pacientes com adenocarcinoma
gastrico de acordo com a faixa etaria.



Em relacdo a classificacdo histologica, 48,1% foram tumores do tipo intestinal, 40,7%
difuso e 11,2% misto (grafico 2). Quando separamos os tumores em diferentes graus, ha
uma tendéncia do tipo intestinal (58,3 %) em relacdo ao difuso (33,3%) nos tumores de

baixo risco. Nos tumores de alto risco, ndo ha uma diferenca expressiva (40% intestinal

e 46,6% difuso).
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Gréfico 2- Classificagdo e distribui¢do (%) dos 29 casos
tumorais de acordo com o padrdo histolégico de Lauren
para os adenocarcinomas gastricos.



De acordo com o sitio da doenga, 50% foram proximais, 44,8% foram distais e
4,2% mistos (grafico 3). Praticamente, ndo ha diferenga quanto ao sitio da doenga nos
g q

tumores de baixo risco (45,5% proximal e 54,5% distal). J4 nos tumores de alto risco

existiu uma prevaléncia do sitio proximal.
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Gréfico 3 - Distribuigdo (%) dos 29 casos de
tumores de acordo com o sitio da doenga:
proximal e/ou distal a cardia.



O comprometimento de linfonodos regionais foi observado em 78,3% de todos
os casos. Pelo grafico 4 observa-se a distribuicdo do numero de linfonodos
comprometidos. Observa-se no grafico 5 que 25% dos casos apresentavam metastase a
distancia, 12,5% com auséncia de metastase e 62,5% dos casos ndo foram avaliadas

(Grafico4 e 5).
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Gréfico 4 — Distribui¢do das amostra (n=23) de
acordo com o nimero de linfonodos .
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Gréfico 5 - Avaliagdo de 24 pacientes quanto a presenca de
metastases a distancia.



Em relagdo ao estadiamento histopatologico, 41,4% dos tumores foram
classificados como baixo risco (I — I1IA) e 44,8, alto risco (IIIB —IV),13.8% ndo foram

possiveis determinar (Grafico 6).
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Gréfico 6 — Classifica¢do e distribui¢dao (%) de 29 pacientes
com adenocarcinomas de acordo com o estadiamento.



4.2 DETECCAO DOS MARCADORES POR IMUNOHISTOQUIMICA
4.2.1 ASPECTOS GERAIS

Inicialmente, foi observado o comportamento dos marcadores KI-67,

PCNA, p53, bcl-2 e c-myc na amostra total de adenocarcinomas gastricos (figura 11).

TR 25,00
-




Figura 11 — Painel dos marcadores KI-67 1:60 (a), PCNA 1:20 (b), p53 1:80 (c), bcl-

2 1:80(d) e c-myc 1:100 (e) por imunohistoquimica (IHC).

Foi encontrado 89,3% dos tumores positivos para KI-67, 62,5% para PCNA,

50% para p53, 60,7% para bcl-2 e 66,7% para c-myc (grafico 7).
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Gréfico 7 - Distribuigdo (%) da positividade por IHC dos
marcadores KI-67, PCNA, p53, bcl-2 e c-myc nas 29

amostras tumorais estudadas.



4.2.2 MARCADORES DE PROLIFERACAO CELULAR KI-67 E PCNA

4.2.2.1 Comparacao da positividade na amostra total

Foi comparado a porcentagem de células marcadas pelo KI-67 e PCNA
independente do estadiamento dos tumores. Com isso, observamos que o KI-67 (89,3%)
marcou mais tumores que o PCNA (62,5%) e essa diferenca teve significado estatistico

com p=0,02 (grafico 8).
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Grafico 8 - Comparagdo entre o niimero de casos marcados
positivamente (%) para KI-67 (n=28) e para o PCNA (n=24),
por IHC, nos adenocarcinomas géstricos estudados. *p=0,02.



4.2.2.2 Contagem das células

Para se ter uma avaliacao fidedigna da proliferacdo celular, ¢ necessario
que se tenha uma representatividade boa do tumor, ndo sendo viavel a utilizagao de
biopsia. Com isso, foram contadas 900 células, em trés campos diferentes para
comparagdo entre os marcadores KI-67 e PCNA. De acordo com o grafico 9, ndo ha
diferenga de nimero de células marcadas para o antigeno KI-67 nos diferentes graus
histopatologicos, sendo o mesmo observado para a proteina PCNA (grafico 10).
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Grafico 9 - Avalia¢do do numero de células marcadas
para o antigeno KI-67. Foram contados 3 campos com
300 células totalizando 900 células marcadas
positivamente por IHC em 18 casos de adenocarcinomas
gastricos. Em seguida, as amostras foram distribuidas
em alto e baixo risco.
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Grafico 10 - Avalia¢do do ntimero de células marcadas
por IHC para proteina PCNA. Foram contados 3 campos
com 300 células totalizando 900 células marcadas
positivamente em 14 casos de adenocarcinomas
gastricos. Em seguida, as amostras foram distribuidas
em alto e baixo risco.



4.2.2.3 Deteccdo dos marcadores nos diferentes graus histopatolégicos

Os marcadores KI-67 ¢ PCNA foram avaliados por imunohistoquimica quanto a
marcacao positiva nos tumores de alto e baixo risco. Para KI-67, a positividade foi
observada em 91,6% dos tumores de baixo risco, enquanto que para os de alto risco
foram encontrados 84.6% (grafico 11). Para o PCNA, 63,7% dos tumores de baixo risco
e 61,5% dos tumores de alto risco apresentaram marcagdo positiva (grafico 12). Estes
resultados mostram que ndo ha diferenga estatistica de marcagdo entre os diferentes

graus histopatoldgicos.
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Gréfico 11 - Avaliagdo e distribuicdo (%) da
positividade do antigeno KI-67, por IHC, em 26 casos

de adenocarcinomas gastricos de graus I — IIIA e IIIB —
IV.
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Grafico 12 - Avaliacdo ¢ distribuicdio (%) da
positividade da proteina PCNA, por IHC, em 24 casos
de adenocarcinomas gastricos de graus I — IIIA e IIIB —
IV.

As contagens de células para os dois marcadores foram tabuladas e analisadas
para comparacdo dos dois marcadores entre si e entre os diferentes graus
histopatologicos. Para isso foi utilizada a andlise de variancia (ANOVA) para o modelo
de medidas repetidas (marcadores) nos tumores de alto e baixo risco. Foi observado que
os marcadores nao diferem entre si (p=0,302) e nem diferem nos graus analisados I —
IIA e IIB — IV (p=0,762).

O teste Kappa foi realizado para verificar se hd concordancia entre os
marcadores na propor¢do de células marcadas positiva e negativamente (positivo,
positivo e negativo, negativo). Nos tumores de baixo risco, o indice de concordancia foi
de k=0,298 com p=0,165, o que mostrou baixa concordancia entre os marcadores. Nos

tumores de alto risco, o indice de concordancia foi de k=0,451, p=0,052, o que mostrou

concordancia regular entre os marcadores, indicando uma possivel concordancia destes



marcadores nestes tumores. Provavelmente este dado apareceria se a amostra fosse
aumentada.

4.2.2.4 Padréo e intensidade de marcacéao

Além da contagem de células marcadas, foi observado os diferentes padroes de
marcagdo tanto para KI-67 como para o PCNA. Trés padrdoes foram encontrados:
homogéneo, granular e nucleolar (figura 12). Os dados foram tabulados (tabelas 2 e 3)
para ser avaliado se esses padrdes de marcagdo tinham relagdo com a gravidade da
lesdo. Nos tumores de baixo risco existe uma tendéncia do padrdo homogéneo para o
KI-67 (50%). Para os de alto risco, esse padrao parece ser predominante tanto para KI-

67 como para PCNA (54,6% e 55,6%, respectivamente).

o
Wt

¢) Nucleolar



Figura 12 — Painel com os padrdes de marca¢do homogéneo, granular e nucleolar por

IHC do KI-67 e do PCNA nos adenocarcinomas gastricos.

Tabela 2 - Padrao de marcagdo nuclear por IHC dos
anticorpos KI-67 e PCNA em adenocarcinomas
gastricos de baixo risco (I — IITA).

MARCACAO KI-67(%) | PCNA(%)

HOMOGENEO 50 36.4
NUCLEOLAR 25 27.7
GRANULAR 25 27.2

Tabela 3 - Padrio de marcagdo nuclear por IHC dos
anticorpos KI-67 e PCNA em adenocarcinomas gastricos
de alto risco (ITIIB — IV).

MARCAGCAO KI-67(%) PCNA(%)

HOMOGENEO
NUCLEOLAR 36.4 33.3

GRANULAR 0.0 11.1




Em relacdo a intensidade de marcacao, nos tumores de baixo risco, nao foi
observado marcagao forte para ambos os marcadores, ja nos de alto risco foi observado
uma pequena por¢do de tumores com marcacdo forte, 18,5 e 12,5 % para KI-67 e
PCNA, respectivamente (tabelas 4 ¢ 5), indicando que nao ha diferencga entre os dois

marcadores em relacdo a intensidade de marcacao.

Tabela 4 - Intensidade de marcagdo nuclear por IHC
dos anticorpos KI-67 e PCNA em adenocarcinomas
gastricos de baixo risco (I — II1A).

INTENSIDADE DE KI-67(%) | PCNA(%)

MARCACAO
+ 60 62.5
++ 40 37.2
+++ 0 0

Tabela 5 - Intensidade de marcagdo nuclear por IHC dos
anticorpos KI-67 e PCNA em adenocarcinomas gastricos
de alto risco (IIIB — IV).

INTENSIDADE DE KI1-67(%0) PCNA(%)

MARCACAO
+ (fraco) 45.4 0
++ (médio) 36.4 87.5

+++ (forte) 18.2 12.5




4.2.3 DETECCAO DAS PROTEINAS p53, bcl-2 e c-myc NOS DIFERENTES

ESTAGIOS TUMORAIS

4.2.3.1 Proteina p53

A presenga da proteina p53 foi encontrada em 50% dos tumores estudados.
Levando em consideracdo o estadiamento destas amostras, 66,7% foram positivos nos
tumores de baixo risco (I — IITA) e, apenas 16,7% dos casos foram positivos para os
tumores de alto risco (Grafico 13). Este resultado apresentou significancia estatistica

com p=0.012.
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Grafico 13 - Avaliagdo da marca¢do nuclear
positiva da proteina p53, por imunohistoquimica,
em 25 adenocarcinomas gastricos de graus [ —I1IA e
IB - IV.*p = 0,02.



4.2.3.2 Proteina bcl-2

A proteina bcl-2 foi observada em 60,7% das amostras estudadas. A expressao
do bcl-2 encontrada em 63,6% e 50% dos tumores de baixo e alto risco,

respectivamente, ndo sendo observado diferenca estatistica entre os diferentes graus

(Gréfico 14).
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Gréfico 14 - Avaliagdo da marcagdo citoplasmatica
por IHC da proteina bcl-2 em 24 adenocarcinomas
gastricos de graus [ — IITA e I1IB — IV



4.2.3.3 c-myc

A proteina c-myc apresentou superexpressao em 66.7% dos tumores estudados.
Levando em consideragdo o estadiamento, 33% dos tumores de baixo risco e 66.7% dos
tumores de alto risco apresentaram positividade para a proteina c-myc (grafico 15). Nao

foi observada diferenga estatistica entre os dois graus.
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Gréfico 15 - Avaliagdo da marcacdo nuclear por
IHC do  marcador c-myc em 26
adenocarcinomas gastricos de graus I — IIIA e
B -1V



4.2.4 ANALISE COMBINATORIA DO p53 COM OS DEMAIS MARCADORES

Foi realizado uma comparagdo entre o p53 e os demais marcadores para

avaliacdo das vias dependentes e independentes do p53 nos diferentes graus tumorais.

4.2.4.1 KI-67 e p53

De acordo com o grafico, podemos observar que a concordancia de positividade
entre KI-67 e p53 ¢ predominante nos tumores de baixo risco (58.33%) enquanto que
nos de alto risco a positividade do KI-67 ¢ discordante de p53 (grafico 16). A diferenca
entre os dois padrdes de associagdo foi significativa nos tumores de alto risco,
apresentando um p = 0,012, indicando que a proliferagdo celular nestes tumores
independe da mutacao do p53.
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Grafico 16 — AEstadiagAertore a positividade por IHC
do antigeno KI-67 e a positividade e negatividade da

proteina p53. em 24 adenocarcinomas gastricos. *p =
0,012.



4.2.4.2 PCNA e p53

De acordo com o grafico foi observado que nos tumores de baixo risco ha mais
casos positivos para ambos os marcadores (54,54%). Ja nos tumores de alto risco, o
grafico sugere que hd mais casos com PCNA+/p53 — (41,67%) (grafico 17). Nao foi

observado diferenga estatistica entre as combinagdes dos marcadores e nem entre os

graus.
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Gréfico 17 - A associag@o entre a positividade por IHC
da proteina PCNA e a positividade e negatividade da
proteina p53. em 23 adenocarcinomas gastricos



4.2.4.3 bcl-2 e p53

Na associagao entre p53 e bcl-2 nos tumores de baixo risco, aproximadamente
metade dos casos (54.54%) apresentaram positividade para os dois marcadores. O
oposto ocorre nos tumores de alto risco, onde 50% dos tumores apresentam
negatividade para os dois marcadores. H4 uma discreta presenca da associacdo
bcl2+/p53- nos tumores de alto risco (33.33%) (grafico 18). Nao foi observado
diferenga estatistica entre as associagdes dos marcadores ¢ nem em relagdo aos graus

histopatologicos.
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Gréafico 18 - A comparagdo (%) entre a positividade e a

negatividade do p53 e do bcl-2 por IHC em 23 adenocarcinomas
gastricos.



4.2.4.4 c-myc e p53

Para a associacdo entre p53 e c-myc, foram considerados negativos os tumores
com marcagdo citoplasmatica. Nos tumores de baixo risco, 25% dos casos foram
positivos para ambos os marcadores. Para os tumores de alto risco 63,64% marcou para
p53-/c-myc+ (grafico 19). Foi observada diferenga estatistica nos tumores de alto risco

quando comparamos c-myc+/p53+ e c-myc+/p53-, com p = 0,02.
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Gréfico 19 - A associagdo entre a positividade por IHC da proteina
c-myc ¢ a positividade e negatividade da proteina p53 em 19
adenocarcinomas gastricos. *p=0,02.



4.2.5 ASSOCIACAO ENTRE p53, bcl-2 e c-myc NOS TUMORES DE ALTO E

BAIXO RISCO

Com relacdo a associacdo entre os trés marcadores, foi observado que nos
tumores de baixo risco, ha uma discreta tendéncia a positividade dos trés marcadores

(28,57%). Para os tumores de alto risco, ha uma tendéncia da associagdo p53-/bcl-2-/c-

myc+ (45,45%) (grafico 20).
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Gréfico 20 — A associagdo entre a positividade por IHC da
proteina c-myc e a positividade e negatividade da proteina
p53 e bel-2. em 18 adenocarcinomas gastricos.



4.3 ANALISE MOLECULAR

4.3.1 Extracdo de DNA e PCR

A extracao de DNA pelo método do CTAB foi satisfatoria. O gel abaixo
mostra que bastante material foi extraido, sendo este de boa qualidade (figura 13). Para
confirmagdo de que as amplificagdes foram satisfatorias, estas foram submetidas a

corrida eletroforética, sendo observado que estas haviam sido bem sucedidas (figura

14).

] Figura 14— Produto amplificado do
Figura 13 — Gel de agarose com DNA

gendmico tumoral gene p53



4.3.2 SSCP do gene p53

As amostras analisadas demonstraram que 4 tumores (1, 4, 9 e 10) apresentaram
mutacao para o éxon 5 (figura 15), 2 tumores (12 e 25) para o éxon 7 € nenhuma para o
éxon 8 (figura 16). Os outros ndo apresentaram mutacio para proteina p53 nos éxons

analisados.

1 2 4 7 8 91011 12 141315 16 2022 23 24 25 26

Figura 15 - GeneGel para analise do SSCP do éxon 5 do gene p53. No
primeiro pogo com o marcador de peso molecular e os demais com as
amostras dos pacientes
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Figura 16 - GeneGel para analise de mutagdes do éxon 7 (a) e 8 (b).



4.3.4. COMPARACAO ENTRE A IMUNOHISTOQUIMICA E OS TUMORES

MUTADOS NO SSCP

Quando comparamos as duas técnicas, observamos que ha concordancia entre a técnica

em um tumor (paciente 1) e discordancia nos tumores dos pacientes 4, 10, 12 e 25.

Tabela 6 - Comparagdo entre as
mutagdes encontradas no SSCP e os
achados imunohistoquimicos

Paciente SSCP IHC
1 + +
4 + -
10 + -
12 + -
25 + -
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5. DISCUSSAO

A progressao de uma lesdo pré-neoplasica para uma lesdo cancerosa ¢
acompanhada por um acumulo de mudangas genéticas, levando a alteragdes de
expressao ¢ modificagdes na estrutura e funcdo de diferentes proteinas. No cancer, um
dos fatores preponderantes ¢ a desregulagdo do ciclo celular e/ou o desarranjo no
balango apoptotico.A diferenga entre os tipos de canceres reside ndo apenas a nivel
tecidual, mas também a nivel molecular.

As alteragdes que ocorrerem exclusivamente ou mais comumente nas células
neoplasicas podem ser detectadas e usadas como marcadores moleculares do cancer.
Esses marcadores sdo tteis em determinar o cancer em estagios precoces, em acessar
tumores in Situ, monitorar a progressdo e ainda, determinar respostas a terapia
(Sidransky, 2002). Para isso, os marcadores devem ser utilizados de forma conjunta
entre si para que diferentes vias de ativagdo possam ser acessadas, sendo descoberto
novos alvos que irdo auxiliar no progndstico e desenvolvimento de novos tratamentos e
novas drogas anti-cancer.

Muitas das novas terapias utilizando alvos moleculares ndo atuam por
mecanismos citotoxicos convencionais (fuso mitético, intercalando DNA, entre outros).
Ao invés disto, elas atuam em alvos especificos no crescimento tumoral. Como exemplo
podemos citar: o Mesilato de Imatinib (Gleevec®)- inibidor da proteina tirosina-quinase
que inibe a Bcer-Abl tirosina-quinase, a proteina constitutiva anormal criada pelo
cromossoma Filadélfia na Leucemia Mieléide Cronica (LMC), ZD-1839 (Iressa™) -
bloqueia o receptor de fator de crescimento epidermal (EGFR) sendo pesquisado para o
tratamento de cincer de pulmdo, trastuzumab (Herceptin®)- bloqueia uma proteina

transmembranica HER 2 (erb-b,) para tratar mulheres com cancer de mama, entre



outros utilizados na pratica clinica. Muitos destes medicamentos estdo em ensaios
clinicos, como por exemplo o Erlotinib (fase III) que bloqueia o EGFR.

Para muitos tumores ndo existem, ainda, marcadores moleculares disponiveis.
Novos marcadores poderiam auxiliar o clinico a identificar pacientes que possuissem
tumores mais agressivos e requisitassem tratamentos especificos e imediatos, diminuido
os riscos de resisténcia a terapia e até mesmo aumentando a sobrevida. Baseado neste
fato foi desenvolvido um modelo de estudo com marcadores moleculares que estdo
envolvidos no cancer gastrico. Isso por que, dentro dos variados tipos de cancer, no
Ceard, o cancer de estdbmago apresenta-se como a segunda causa de morte entre
mulheres e homens (INCA, 2003). A literatura acerca dos marcadores moleculares no
cancer de estdbmago ndo ¢ vasta. O numero de amostras diretamente da cirurgia foi
pequeno por se tratar de um cancer com sintomas inespecificos, semelhantes aos da
gastrite, os pacientes que chegam a cirurgia muitas vezes ja apresentam tumores em
estagios bastante avancados ndo sendo possivel a coleta de amostras.

A distribui¢ao de acordo com o sexo (20,7% do sexo feminino ¢ 79,3% do sexo
masculino), esta de acordo com os indices encontrados na literatura para o cancer de
gastrico. A faixa etaria predominante destes pacientes (61 — 70 anos de idade) também
esta de acordo com o INCA (2003), onde 65% dos pacientes com cancer de estdmago
tem mais de 50 anos de idade e o pico de incidéncia se da por volta dos 70 anos. A
literatura acerca da classificacdo histopatoldgica de Lauren (1965) ndo relata qual tipo
histologico predomina, se o intestinal ou o difuso. Nas amostras analisadas tivemos
porcentagens semelhantes (48,1% intestinal, 40,7% difuso e 11,2% misto). Em relacao
ao sitio do tumor, proximal e/ ou distal, esta sendo observado que, atualmente, ha mais
casos proximais do que distais (Corella & Guillén, 2001). Nesse estudo observa-se uma

tendéncia para localizagdo proximal (50%).



A proliferacao celular ¢ um parametro importante no estudo dos tumores, sendo
os marcadores mais utilizados o KI-67 e o PCNA. A literatura a respeito destes
marcadores € controversa ao que se refere ao cancer de estomago. Diferentes
associacdes tentam correlacionar estes marcadores com prognostico, sobrevida, tipo
histolégico, comprometimento linfonodal e metastase (Sundblad & Tamayo, 1995;
Muller et al., 1996; Broll et al, 1998; Xu et al.,1999; Elpek et al, 2000; Terada et al.,
2001). A comparagdo da positividade do KI-67 e do PCNA observada em nossos
estudos, revelou que o KI-67 marca um maior numero de tumores que o PCNA e essa
diferenga ¢ significativa (p = 0,02). Como a proliferagdo celular ¢ importante para o
crescimento e dissemina¢do tumoral, o KI-67 seria o marcador mais indicado para
estudar nos adenocarcinomas gastricos. Quando avaliamos os dois marcadores nos
tumores de alto e baixo risco, observamos que ndo ha diferenca de expressdo destas
proteinas. Isso significa que estes tumores estdo proliferando e que a associagdo com
outros marcadores pode indicar qual a via envolvida na ativagdo da proliferagdo, sendo
esta discutida posteriormente.

O papel do supressor tumoral p53 com suas fun¢des de reparo do dano ao DNA
e apoptose ¢ bastante discutida nos diferentes tumores. A literatura sobre o papel do p53
no cancer de estomago ainda é controversa. A positividade do p53 parece estar
relacionada as metastases linfonodais e a distancia, prognostico ruim, diminui¢do da
sobrevida e sensibilidade a quimioterapia (Setela L et al., 1998; Sanz-Ortega et al.,
2000; Terada et al., 2001; Liu XP et al., 2001; Hosaka N et al., 2001). No estudo
proposto, o p5S3 foi superexpresso em 50% dos casos, sendo este dado semelhante
(43%) ao observado por Liu et al. (2001). Ja Lee JW (1998) observou positividade do

p53 em apenas 20,2% dos tumores estudados.



Em relagdo a deteccao do p53 e o grau histopatologico, a amostra estudada a
positividade do p53 (66,7%) dos adenocarcinomas gastricos de baixo risco e apenas
15,4% nos de alto risco (p=0,012), concorda com lkeguchi et al (1999) e discorda de
Lee et al. (1998) e Liu et al (2001) que afirmam ndo existir diferenga de expressido nos
tumores de alto e baixo risco. Essa observagao pode sugerir que os tumores de alto risco
apresentam uma via de ativacdo independente de p53 e os de baixo risco dependente de
pS3.

As vias tumorigénicas envolvem diferentes genes. A associagdo entre o0s
marcadores ¢ importante na determinacao das vias de ativa¢ao envolvidas nos diferentes
tumores.

A associagdo entre KI-67 e p53 os nossos resultados mostram que apesar do p53
ndo estar mutado nos tumores de alto risco, estes continuam proliferando, refor¢ando a
hipotese de que realmente existe uma via alternativa de proliferacdo nestes tumores. O
mesmo foi observado por Ikeguchi et al. (1999). O mesmo nao foi observado quando
utilizado o PCNA, o que permite escolher o KI-67 como mais indicado para acessar a
proliferacdo celular nos adenocarcinomas gastricos.

O papel da proteina antiapoptotica Bcl-2 ndo estd elucidado no céancer de
estomago. Nas amostras estudadas, 60,7% apresentam superexpressao de Bcl-2. Em
estudos anteriores, Lauwers et al. (1995) ¢ Muller et al. (1998) afirmam que 72% ¢
11,4% de suas amostras estudadas apresentavam superexpressdo de Bcl-2. Os nossos
resultados sugerem que hd um discreto aumento de bcl-2 nos tumores de baixo risco
(63,6%). Esse dado estd de acordo com Sundblad & Tamayo (1995) que afirma que ha
um aumento de Bcl-2 nos estdgios iniciais da carcinogénese gastrica, sendo esta

expressdao mantida por apenas uma pequena por¢ao de células. Além disso, Muller et al



(1998) afirma que hd uma maior expressdo de bcl-2 nos adenocarcinomas bem e
moderadamente diferenciados.

A associacao do bcl-2 com o p53 revelou indicios da via nos tumores de baixo
risco, onde 54,54% versus 16,67% destes tumores apresentaram positividade para os
dois marcadores. O mesmo ndo foi observado nos tumores de alto risco. A
superexpressdo da proteina antiapopoética pode ser associada a perda da supressdao do
p53 que inibe a expressdo dessa proteina permitindo a proliferacdo celular. Esta
observa¢ao abre novos horizontes para o entendimento das vias de ativagdo nos tumores
de baixo risco, onde a via da apoptose parece estar envolvida. Esta via também pode
sugerir que apesar de ser tumores ditos de baixo risco, estes podem ser mais resistentes
a drogas quimioterapicas que levem a apoptose.

O fator de transcri¢do c-myc vem sendo bastante estudado nos diferentes tipos
de tumores. A superexpressio de c-myc foi observada em 66,7% das amostras
estudadas. Apenas dois trabalhos se referem aos tumores gastricos e a expressao de c-
myc na literatura. Nos estudos realizados por Spandidos et al.(1991) ¢ Han et al. (1999)
foi observado que 55,4% e 42,4% de suas amostras eram positivas para c-myc ¢ esta
positividade foi correlacionada a invasdo e a proliferacdo celular, respectivamente.

O comportamento do c-myc quando associado ao p53 levou a determinagdo de
uma segunda via de ativagdo envolvida nos adenocarcinomas gastricos. Foi observado
que os tumores de alto risco apresentam superexpressdo do c-myc independente da
mutagdo do p53, sendo esta estatisticamente significativa (p = 0,02). Como nos tumores
de alto risco a via parece ser independente de p53, e a proliferagdo esta ativa, o c-myc
parece ter papel importante nesta via, contribuindo para o avango da progressiao

tumoral.



Quando combinado os trés marcadores, p53, bcl-2 e c-myc, esta associagao
revelou uma tendéncia da negatividade dos marcadores p53 e bcl-2 com a positividade
do c-myc (45,4%) nos tumores de alto risco, confirmando a hipotese das vias
alternativas.

No presente estudo, foi observado que quatro tumores apresentaram mutacao
pela técnica do SSCP, sendo o resultado contréario na técnica de imunohistoquimica. A
diferenga na positividade encontrada nos marcadores estudados, especialmente o p53,
pode ser devido a diferengas de protocolos e presenca de mutagdes nao detectadas no
tecido estudado. Além disso, nos casos inversos, deve-se levar em consideracdo que
existem outros éxons considerados “hotspots” para mutagdes no gene p53, sendo
necessario a analise de todos eles (éxons 5, 6, 7, 8 ¢ 9). Isso refor¢a o uso de técnicas
com base no DNA, como SSCP, para confirmar os resultados da imunohistoquimica.

Outros estudos serdo desenvolvidos para confirmar as observacdes deste
trabalho. O aumento do niimero de andlise pelo SSCP e o sequenciamento do p53
revelara se esta proteina esta realmente inalterada nos tumores de alto risco. Além disso,
outros marcadores como EGFr (receptor do fator de crescimento epidermal) e p21ras
(GTPase) serdo utilizados para identificar se estes estdo envolvidos na sinalizagdo dos
adenocarcinomas gastricos.

A literatura acerca destes marcadores ¢ escassa e a maioria dos estudos com
cancer de estdmago mencionados neste trabalho ¢ de origem Oriental Como esse tipo de
cancer esta bastante correlacionado a fatores ambientais, provavelmente as substancias
envolvidas na tumorigénese gastrica seja diferente nos diferentes continentes, sendo

necessario mais estudos sobre o assunto no nosso pais.
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6. CONCLUSAO

As observagdes nos levaram a sugerir que o marcador mais indicado para
acessar a proliferacao celular ¢ o KI-67. Além disso, pode-se sugerir a existéncia de
duas vias de ativacdo da proliferacdo envolvidas no cancer de estomago. Uma nos
tumores de baixo risco, onde a via ¢ dependente de p53, independente de c-myc e
apresenta superexpressdo de bcl-2 e outra independente de p53 nos tumores de alto
risco, onde se observa superexpressdo de c-myc. O estudo destes marcadores revelou
diferentes vias onde estas podem ser importantes para o clinico, auxiliando no
prognéstico e na terapéutica, podendo identificar tumores mais resistentes a
quimioterapia ¢ a radioterapia. Os estudos moleculares devem ser completados para que
conclusdes sobre a correlagdo entre a imunohistoquimica e SSCP sejam mais

fidedignas.
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