UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
CURSO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

ANTONIA CATARINE GOMES VIEIRA

INFLUENCIA DA INFECCAO POR H. PYLORI NAS VIAS
CARCINOGENICAS GASTRICAS ENVOLVENDO OS GENES MYC E TP53

FORTALEZA
2022



ANTONIA CATARINE

GOMES VIEIRA

INFLUENCIA DA INFECCAO POR H. PYLORI NAS VIAS CARCINOGENICAS

GASTRICAS ENVOLVENDO

OS GENES MYCE TP53

Trabalho de Conclusao de Curso
apresentado ao Curso de Graduagdo em
Ciéncias Biologicas do Centro de
Ciéncias da Universidade Federal do
Ceara, como requisito parcial a obtencao
do grau de Bacharelado em Ciéncias
Bioldgicas.

Orientador: Profa. Dra. Silvia Helena
Barem Rabenhorst.

FORTALEZA

2022



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacio
Universidade Federal do Ceard
Sistema de Bibliotecas
Gerada automaticamente pelo médulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

V713i Vieira, Antonia Catarine Gomes.
Influéncia da infecg¢@o por H. Pylori nas Vias Carcinogénicas Gastricas envolvendo os genes MYC e
TP53 / Antonia Catarine Gomes Vieira. — 2022.
51 f. :il. color.

Trabalho de Conclusio de Curso (graduag@o) — Universidade Federal do Cear4, Centro de Ciéncias,
Curso de Ciéncias Bioldgicas, Fortaleza, 2022.
Orientacdo: Profa. Dra. Silvia Helena Barem Rabenhorst.

1. Adenocarcinoma géstrico. 2. Helicobacter pylori. 3. MYC. 4. TP53. L. Titulo.
CDD 570




ANTONIA CATARINE GOMES VIEIRA

INFLUENCIA DA INFECCAO POR H. PYLORI NAS VIAS CARCINOGENICAS
GASTRICAS ENVOLVENDO OS GENES MYC E TP53

Aprovada em: 13/12/2022

Trabalho de Conclusao de Curso
apresentado ao Curso de Graduagdo em
Ciéncias Biologicas do Centro de
Ciéncias da Universidade Federal do
Ceara, como requisito parcial a obtencao
do grau de Bacharelado em Ciéncias
Bioldgicas.

BANCA EXAMINADORA

Profa. Dra. Silvia Helena Barem Rabenhorst

Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dra. Raquel Carvalho Montenegro
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Dr. Felipe Pantoja Mesquita

Universidade Federal do Ceara (UFC)



A Deus.

A mim e a minha mae Maria das Dores



AGRADECIMENTOS

A Deus por me acolher nos momentos dificeis, me preencher e me fortalecer
diante das Adversidades da vida.

A minha familia, por todo carinho, compreensdo e amor. Em especial,
minha mae que sempre esteve ao meu lado independente da situagdo. Sempre serd para
voce€ € por voce.

A Profa. Dr. Silvia Helena, pela paciéncia, carinho, atengdo e apoio durante
todo o periodo, do voluntariado até a defesa de monografia. Obrigada pela excelente
orientacao e por me permitir evoluir diante dos percal¢os da vida. Os seus ensinamentos
foram e s3o de fundamental importancia, estes que me incentivam a ser uma
profissional melhor.

Aos participantes da banca examinadora, Dra Raquel Carvalho Montenegro
e ao Dr Felipe Pantoja Mesquita, pelas valiosas colaboracdes, consideragdes e
contribui¢des. Obrigada por fazerem parte de um dos mais importantes momentos da
minha vida.

Ao Laboratorio de Genética Molecular (LABGEM) da Universidade Federal
do Ceara por me proporcionar vivéncias e experiéncias incriveis. Obrigada por me
permitir evoluir, crescer e exercer minha independéncia, ao passo que me serve de porta
para o mercado profissional.

Aos amigos do Laboratorio de Genética Molecular, em especial a Louise
por toda paciéncia, dedicagdo, esfor¢co e carinho. Obrigada por sempre me ajudar, e
também pelas conversas e risadas.

A Universidade Federal do Ceara, em especial a coordenagdo do curso de
Ciéncias bioldgicas, por toda assisténcia e trabalho prestado, e a Pro-Reitoria de
Assuntos Estudantis, pelo suporte financeiro durante varios periodos da graduacao.
Também agradeco ao Programa Institucional de Bolsas de Iniciagao Cientifica (PIBIC),
especialmente a FUNCAP e CNPq, pelo estimulo ao desenvolvimento do pensamento
cientifico e pesquisa.

A minha melhor amiga, Beatriz, por me acolher e apoiar em todos os
momentos. Por estar sempre ao meu lado, me incentivando e me dando forcas. Obrigada
pela assiduidade, sinceridade, amizade, carinho e pela compreensdo. Vocé faz parte da

minha familia e da melhor versdao que sempre serei.



“O sucesso nasce do querer, da
determinagdo e persisténcia em se chegar
a um objetivo”.

José de Alencar



RESUMO

O cancer gastrico (CG) € o quinto cancer mais incidente e o quarto em mortalidade no
mundo. O CG ¢ extremamente heterogéneo e entre as a moléculas observadas com
alteragdes encontra-se os genes MYC e TP53, envolvidos com o ciclo celular e apoptose.
Assim, o objetivo deste trabalho foi investigar a relacdo entre presenca de H. pylori e
genoétipos (cagA, cagE e alelos vacA), associando com a expressdao de TP53 e de MYC.
Foram estudados 82 pacientes com CG. A presenga de H. pylori e gendtipos foi
realizada pela técnica de PCR. A superexpressao de MYC(+) e a expressao de
TP53(p53+) foi detectada por imuno-histoquimica. A infeccdo por H. pylori foi
observada em 85,4% (70/82) dos casos, sendo a vacAsl o gendtipo mais frequente
(87,1%; 61/70). Os genes cagA e cagE foram detectados em 62,8% (44/70) e 54,3%
(38/70) dos casos respectivamente. TP53(+) foi detectada em 28,6% (20/70), e MYC(+)
em 36,6% (30/82) no nucleo; 6,1% (5/82) no citoplasma, e 7,3 (6/82) para co-
localiza¢do. As andlises comparativas entre a frequéncia dos genes estudados ou em
combinagdo mostraram que a positividade de MYC nuclear foi significativamente mais
frequente nos tumores difusos (50%; 18/36), mostrando risco de aproximadamente 2x
do tumor MYC nuclear desenvolver o subtipo difuso [p=0,025; OR = 2,8 (1,01 — 7,96)].
Nos casos H. pylori positivos, observou-se uma tendéncia ao risco para a dupla
marcacdo MYCN(+)TP53(+) desenvolver o subtipo difuso [p=0,063; OR: 5,35 (0,63-
65,33)]. Além disso, cepas cagA positivas e a presenca de MYC nuclear form
significativamente mais frequente nos tumores difusos (10/17; 58,8%), apresentaram
risco aproximadamente 8x maior para o desenvolvimento desse subtipo [p=0,006; OR =
8,21 (1,62 — 45,52)]. Os resultados indicam que, nos tumores difusos a via
carcinogénica associada a expressdo de TP53, e possivelmente influenciada por H.

pylori cagA(+), parece ocorrer provavelmente por meio da proteina MYC.

Palavras-chave: Adenocarcinoma gastrico; Helicobacter pylori; MYC; TP53.



ABSTRACT

Gastric cancer (GC) is the fifth most incident cancer and the fourth in mortality
worldwide. The GC is extremely heterogeneous and among the molecules observed
with alterations are the MYC and TP53 genes, involved with the cell cycle and apoptosis.
Thus, the objective of this work was to investigate the relationship between the presence
of H. pylori and the genotypes (cagA, cagE and vacA alleles), associated with the
expression of TP53 and MYC. We studied 82 patients with GC. The presence of H.
pylori and genotypes was performed using the PCR technique. MY C(+) overexpression
and TP53(p53+) expression were detected by immunohistochemistry. H pylori infection
was observed in 85.4% (70/82) of the cases, with vacAsl being the most frequent
genotype (87,1%; 61/70). The cagA and cagE genes were detected in 62.8% (44/70) and
54.3% (38/70) of cases, respectively. TP53(+) was detected in 28.6% (20/70), and
MYC(+) at 36.6% (30/82) in the core; 6.1% (5/82) in the cytoplasm, and 7.3 (6/82) for
co-localization. Comparative analyzes between the frequency of the genes studied or in
combination showed that nuclear MYC positivity was significantly more frequent in
diffuse tumors (50%; 18/36), showing approximately 2x risk of the MYC nuclear tumor
developing the diffuse subtype [p=0.025; OR = 2.8 (1.01 - 7.96)]. In positive cases for
H pylori, there was a risk tendency for the double-labelled MYCN(+)TP53(+) to
develop the diffuse subtype [p=0.063; OR: 5.35 (0.63-65.33)]. In addition, cagA
positive strains and the presence of nuclear MYC were significantly more frequent in
diffuse tumors (10/17; 58,8%), were approximately 8x more likely to develop this
subtype [p=0,006; OR = 8,21 (1,62 —45,52)]. The results indicate that, in diffuse tumors,
a carcinogenic pathway associated with TP53 expression, and possibly influenced by H

pylori cagA(+), seems to occur probably through the MYC protein.

Keywords: Gastric adenocarcinoma; Helicobacter pylori; MYC; TP53.



Figura 1 —
Figura 2 —
Figura 3 —

Figura 4 —

LISTA DE FIGURAS

Adenocarcinoma géstrico tipo intestinal (A) e tipo difuso (B)............ 17
Microscopia eletronica da bactéria Helicobacter pylori...................... 19
Genoma circular de H. pylori, salientando a ilha de patogenicidade

CAZPATL € SUAS TEEIOCS. ...eeeuvieeeiieiieeieeiie et esite e e sieeeaeeseeeeaeesaaeeseeneeas 21

DeESENNO dO ESTUAO. .. e e e e e 32



Grafico 1 —
Grafico 2 —

Grafico 3 —

LISTA DE GRAFICOS

Distribuicao da frequéncia de género entre os pacientes.................... 33
Frequéncia de imunocoloragdo de MYC (N: nuclear; C:
citoplasmatico; N/C: co-localizagdo) e TP53 em ambos os subtipos
RISEOLOZICOS. . eeuviiiiieiieeie ettt ettt ettt ettt enbe e 34
Frequéncia dos genes de H. pylori em relagdo a ilha (cagA e cagE) e

ALELOS VACASL/S2 oot e e e e e 36



Tabela 1 —

Tabela 2 —

Tabela 3 —

Tabela 4 —

Tabela 5 -

Tabela 6 —

Tabela 7 —

Tabela 8 —

Tabela 9 —

Tabela 10

Tabela 11 —

LISTA DE TABELAS

Organizagao taxondmica da bactéria Helicobacter pylori...................... 18
Protocolos de PCR para detecgao de H. pylori e seu genotipo............... 31
Frequéncia de MYC e TP53 em ambos os subtipos histologicos........... 35

Frequéncia de deteccdo de MYC e TP53 entre os subtipos histologicos35
Frequéncia de deteccdo de MYC e TP53 entre os subtipos histoldgicos
dos casos H. pylori POSIEIVOS.......ccccveeeeieeeriieeiieeeitieeeiaeesaeeesaeeensseeennes 37
Frequéncia das combinagdes de MYC e TP53 entre os subtipos
histologicos dos casos H. pylori POSItIVOS........cccveeeerveeirienieeniienreeeens 37
Frequéncias da expressdo de MYC e TP53 em ambos os subtipos
histologicos considerando o gene cagA de H. pylori..............cccccuenee. 38
Frequéncias da expressao de MYC e TP53 em ambos os subtipos
histologicos considerando 0s casos cagA PoSItiVOS..........eecveerveecveennnnns 39
Frequéncias da expressdo de MYC e TP53 em ambos os subtipos
histologicos considerando 0S casoS CAGE..........coooueeveeriueenieniienienieene 40
Frequéncias da expressdo de MYC em ambos os subtipos histologicos
considerando alelos VACA. .........cccooiiiiiiiiiiniiieceeeeeeee e 40
Frequéncia das combinacdes da expressdo de MYC e TP53 em ambos
os subtipos histologicos considerando a presenga de H. pylori (cagA e

CAQE) € AlelOS VACA. ....c...oiiiiiiiiiieeeeee e 41



AID

CG

cagA
cagkE
cagPAl
CTAB
DAB
DNA
EDTA
H. pylori
LABGEM
LI

IL-8
INCA
NaCl
OMP
OR

PCR
TCGA
SPSS
SST4

vacA

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Citidina desaminase induzida por ativa¢ao

Cancer Gastrico
cytotoxin-associated gene A
cytotoxin associated gene E

Ilha de patogenicidade cag
Brometo de cetil trietilamonio
3,3’-diaminobenzidine

Acido Desoxirribonucleico

Acido etilenodiamino tetra acético
Helicobacter pylori

Laboratério de Genética Molecular
Labelling index

Interleucina 8

Instituto Nacional de Cancer
Cloreto de Sodio

Proteinas da Membrana Externa
Odds Ratio

Reacdo em cadeia de polimerase

The Cancer Genome Atlas

Statistical Package for the Social Sciences

Sistema de Secrecao do Tipo IV

vacuolating cytotoxin A



SUMARIO

1 INTRODUQGAQ . .....cuoruerreneersrnssessessassssssessessesssssssssessassasssssessassasssssessasses 16
1.1 Cancer Gastrico 16
1.1.1 EPidemiolOgiQu..............cccccuueeeeeciiiiiieiiie et 16
1.1.2 Caracteristicas HiStOIOQICAS. ..........cccceeevueemiiiiiiiiiiiiiiiiiienieeeeeeeieeee 16
1.1.3 EIOLOGUA ....cconeeeeieiiieeeee ettt e e e e e 17
1.2 Helicobacter pylori 18
1.2.1 Fatores de VIFULHCIA. ...............coovueeiviiiiiiiiiiiiiiiieeieeeee e 19
) B R V7 7oy« W USRS 20
1.2.1.2  Ilha de Patogenicidade Cag (CAGPAI)............cccoeeeviuiinoiiaiiiiiienieenas 20
L. 201,201 CAGA .ottt et e et e et e e et e e et ennee s 21
L.2.1.2.2 CAGE ..ottt et e et e e taa e et e e sntae e enee e ennee s 22
1.3 Oncogénese Gastrica..... 22
1.3.1 MYttt ettt ettt et teeneas 23
1.3.2 TP53ceeeeeeee ettt ettt ettt sttt 23
2 JUSTIFICATIVA.....couiiiiiniiuicsnisnnssnsssisssssssssissssssssssssssssssssssssssssssssss 25
3 PERGUNTA DE PARTIDA 26
4 HIPOTESE 26
5 OBJETIVOS...cuuiiiiiinsininsaissassnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssasssass 27
5.1 Objetivo Geral 27
5.2 Objetivos especificos 27
6 MATERIAIS E METODOS 28
6.1 Consideracoes Eticas e casuistica 28
6.2 Extracao do DNA 28
6.3 Imuno-histoquimica 29
6.4 Deteccao dos genes de Helicobacter pylori..................ucceueevuercneennennnee. 30
6.5 ANAlise de dAdoS........ccvuevueerersecsurnsnnssensarssensnsssnsssssansssnssssssssssssssssssssssssssss 31
7 RESULTADOS . ...cuoiniiiinicnnsncssesssissnsssecsssssasssessssssssssessasssssssssssessssssassae 33
7.1 Caracterizacio dos pacientes estudados 33
7.2 Genes MYC e TP53 33

7.3 Deteccao de H. pylori e gendtipos (cagA, cagE e alelos vacA) em

ambos os subtipos histolégicos 36




Correlacao de H. pylori com os genes MYC e TP53.............couueevuevvuennne 36

DISCUSSAO 42
CONCLUSAO 45
REFERENCIAS. .....oeveeeveveeeeeeesessssssssssssssssssssasasssasssssssssssnsasasssasasasasasassssens 46



16

1 INTRODUCAO
1.1 Cancer gastrico
1.1.1 Epidemiologia

O cancer gastrico (CG) ¢ um dos principais problemas de satde publica a
nivel mundial, ocupando o quarto lugar em mortes por cancer no mundo (GLOBOCAN
2020, ILIC., 2022). Dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA) (2020) mostraram
que, no Brasil, estima-se que para cada ano do triénio 2020 a 2022 sejam diagnosticados
21.230 novos casos de CG, sendo o quarto mais incidente entre os homens e o sexto

entre as mulheres.
1.1.2 Caracteristicas Histologicas

A carcinogénese gastrica ¢ heterogénea podendo originar-se de diferentes
formas histoldgicas. A classificag@o histoldgica divide esses tumores em nao epiteliais e
epiteliais, na qual dentre os tumores epiteliais estdo incluidos os adenocarcinomas,
representando cerca de 95% das neoplasias gastricas (CORREIA, et al., 2009).

Diante da diversidade de arranjos histologicos, e de acordo com a
classificagdo mais comumente utilizada, os adenocarcinomas podem ser divididos em
dois subtipos: intestinais e difusos (LAUREN, 1965). O subtipo intestinal é mais
diferenciado, caracterizado por apresentar células com nucleos grandes, irregulares e
que apresentam coesdo celular, viabilizando a formacdo de estruturas glandulares ou
tubulares, semelhantes a do trato gastrointestinal. Esse subtipo ¢ normalmente associado
com lesdes percussoras, como gastrite cronica, atrofia gastrica, metaplasia intestinal e
displasia, ocorrendo geralmente em pacientes mais velhos, com predilecao pelo sexo
masculino (BRESCIANI, et al., 2003; BRAY, et al., 2018).

O subtipo difuso, que geralmente inclui tumores pouco diferenciados, ¢
constituido de pequenas células ndo coesas, difusamente dispersas e que ndo formam
estruturas glandulares, podendo apresentar o nucleo periférico, devido a elevada
producdo de mucina, aspecto denominado de células em “anel-de-sinete”. Normalmente
ocorre em pacientes mais jovens, podendo apresentar cardter hereditario, originando-se
do epitélio normal, sem a ocorréncia aparente de lesdo pré-neoplésica, apresentando um

padrao de crescimento infiltrativo, manifestando um comportamento mais agressivo,
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com prognostico menos favordvel que o tipo intestinal (BRESCIANI, et al., 2003;
HARTGRINK, et al., 2009).

Figura 1 - Adenocarcinoma gastrico tipo intestinal (A) e tipo difuso (B).

¥ oy 2

Fonte HARTGRINK et al 2009; ESPEJO eNAVARRETE 2003.

Os subtipos difuso e intestinal apresentam um comportamento bioldgico
diferente, na qual a infec¢do por H. pylori parece ser fator de risco para o
desenvolvimento de ambos (HUSSAIN ¢ HAMID, 2014; BURKITT, et al., 2017). O
tipo intestinal ¢ frequentemente associado a infec¢ao pela bactéria (WATANABE et al.,
2012; MURATA-KAMIYA et al., 2007) na qual uma série de eventos sequenciais sao
descritos, que ¢ a “Cascata de Correa” (CORREA, 1988; SAHA, et al., 2013). Quanto
ao subtipo difuso, este apresenta evolucdo clinica agressiva podendo ter como evento
precursor a gastrite com infec¢ao por H. pylori. (VAUHKONEN, et al., 2006; CREW, et
al., 2000).

1.1.3 Etiologia

O cancer gastrico (CG) se configura como uma doenca de etiologia
multifatorial e complexa, na qual fatores ambientais e aspectos genéticos do hospedeiro
desempenham um papel primordial para o desenvolvimento de uma alteracao fenotipica
normal para neoplasica (TAMURA, 2006; PAKSERESHT, et al., 2011).

Dentre os fatores ambientais destacam-se o consumo excessivo de sal, a
ingestdo de alimentos enlatados e o baixo consumo de frutas e vegetais, estes que sao
fortemente indicados como fatores de risco para o CG (DICKEN, et al. 2005;
NAKASHIMA, et al., 2012). Além da dieta, o consumo excessivo de alcool e o
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tabagismo também sdo fatores associados ao CG (DEN HOED e KUIPERS, 2016;
POOROLAJAL, et al., 2020).

A infec¢do por Helicobacter pylori ¢ considerado o fator etiologico mais
bem estabelecido no desenvolvimento do CG, sendo classificada, desde 1994, pela
Organizagao Mundial da Satide (OMS) como um agente carcinogénico tipo I (MISRA,
et al., 2014). Estima-se que a prevaléncia global da infeccdo pela bactéria seja cerca de
20%, em paises desenvolvidos, a mais de 90% em paises em desenvolvimento
(BURUCOA & AXON, 2017), na qual, no Brasil, sua prevaléncia se da em regides de
baixo saneamento, podendo atingir até 90%, variando entre as distintas regides do pais
(SUZUKI, et al., 2013; MCDONALD, et al., 2015; VINAGRE, et al., 2015; RAMOS,
et al., 2019). O risco da doenca circunda a relagdo entre patdogeno e hospedeiro, sendo
estd, por sua vez, dependente da composicdo do genoma da bactéria que, apds a

infec¢do, promovem a inflamagdo e que estdo associados a um risco aumentado de

cancer (PAKSERESHT, et al., 2011).
1.2 Helicobacter pylori

A bactéria Helicobacter pylori (H. pylori), conhecida como um importante
patdgeno humano por quase quatro décadas, ¢ classificada como um agente
carcinogénico tipo I (PARKIN et al., 2002), sendo caracterizada como uma bactéria
Gram-negativa, pleomorfica, microaerofila, espiralada e flagelada e altamente adaptada

a um ambiente &cido, como o estbmago humano.

Tabela 1 - Organizagdo taxondmica da bactéria Helicobacter pylori

FILO Proteobacteria FAMILIA Helicobacteraceae
CLASSE Epsilonproteobacteria GENERO Helicobacter
ORDEM Campylobacterales ESPECIE Pylori

NOME BINOMINAL: Helicobacter pylori

Fonte: NCBI, 2022.
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Figura 2 - Microscopia eletronica da bactéria Helicobacter pylori.

Fonte: Solnick & Vandamme 2001.

H. pylori, estd associada a diversas patologias gastricas (SUERBAUN &
MICHETTI, 2002), estimando-se que a infec¢do pela bactéria seja responsavel por 65%
a 80% dos casos de CG (SITARZ, et al., 2018; RAMOS, et al., 2019), causando

morbilidade e mortalidade consideravel.
1.2.1 Fatores de Viruléncia

O ambiente 4cido do estdmago ¢ uma das principais barreiras apds a entrada
da bactéria no hospedeiro. Afim de neutralizar o acido géstrico H. pylori produz a
urease, uma proteina responsavel por catalisar a hidrélise da ureia, produzindo acido
carbonico e amonia, sendo estd Ultima utilizada pela bactéria para a sintese proteica
(PINHEIRO JUNIOR, et al., 2004). A urease ¢ relevante para a colonizagdo da bactéria
no estdomago, sendo amplamente utilizada no diagnodstico clinico para confirmagdo da
infeccdo por H. pylori.

Nesse contexto, além da urease, diversos fatores da bactéria estdo
envolvidos na patogénese gastrica. Existem aqueles envolvidos na adesdo do epitélio
gastrico, na colonizagdo, no dano tecidual e na sobrevivéncia da bactéria no estdbmago,
sendo estes divididos de acordo com as fungdes que desempenham (MOBLEY, et al.,

2001). Dentre os fatores de viruléncia de H. pylori destacam-se o gene cagA (cytotoxin-
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associated gene A), a llha de Patogenicidade do Cag (cagPAl), vacA (vacuolating
cytotoxin A) e proteinas da membrana externa (OMPs), sendo estes genes
extensivamente estudados na literatura (MOBLEY, et al., 2001; CHMIELA, et al., 2017;
YOUSEF], et al., 2019).

1.2.1.1 vacA

O gene vacA esté presente em todas a cepas de H. pylori e ¢ responsavel por
codificar a proteina citotoxica vacuolizante A (VacA), que tem como papel principal a
inducdo de vactolos nas células epiteliais géstricas do hospedeiro (MCCLAIN;
BECKETT; COVER, 2017). VacA além de iniciar uma resposta inflamatoria quando
internalizada, também pode induzir a apoptose por meio da liberagdo do citocromo ¢
quando transportada para as mitocondrias. Vaca também pode alterar vias de sinalizagdo
celular ao induzir a vacuolizacdo, quando absorvida por pinocitose (MATSUNARI, et

al., 2012; CHAUHAN, et al., 2019).

Apesar de H. pylori apresentar um gene funcional, nem todas as cepas
secretam VacA. Sua composicdo baseia-se em regides alélicas distintas, categorizadas
com base na heterogeneidade nas estruturas do gene vacA dentro da regido sinal (s), da
regido média (m) e da regido intermediaria (i). As sequéncias em cada uma dessas
regides podem ser subclassificadas em sl e s2; m1 e m2 e il e i2 (RHEE; PARK; CHO,
2014). Varios estudos tém confirmado que cepas portadoras dos alelos vacA do tipo s1
estdo associadas a um maior risco de ulcera péptica e cancer gastrico, comparadas com
cepas tipo s2. Somado a isso, o alelo m1 de vacA também se mostrou mais associado ao
desenvolvimento de lesdo epitelial gastrica e cancer gastrico do que cepas vacA tipo m2.

(FOEGEDING, et al., 2016; YAHIRO, et al., 2016).
1.2.1.2 Ilha de Patogenicidade do Cag (cagPAI)

A bactéria H. pylori possui, em seu genoma, uma regido intitulada de ilha de
patogenicidade cag (cagPAl), que comporta cerca de 31 genes, e que sdo cruciais no
estabelecimento da sua patogenicidade (PACCHIANI et al., 2013). A ilha cagPAI ¢
dividida em duas regides: cagl e cagll, na qual os genes inseridos nessas regides sdo
responsaveis por compor o Sistema de Secrecdo Tipo IV (SST4), que ¢ utilizado para
injetar moléculas efetoras da bactéria na célula hospedeira, viabilizando que vias do

metabolismo sejam moduladas pela bactéria, inclusive a expressdao de proto-oncogenes
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(COVACCI, ET AL, 2000; BATS, et al., 2018).

Figura 3 - Genoma circular de H. pylori, salientando a ilha de patogenicidade cagPAI e

suas regioes.

“cagPAl

| EBESBRDOIDI  ENODD0 EDIENEEEE D D0

cc?gE cag’A

Fonte: Adaptado de COSTA et. al., 2015.

A integridade de cagPAl tem demonstrado relevancia no sucesso da
infeccdo por H. pylori, estando mais associada a doencgas mais graves, inclusive ao
cancer gastrico. Dentre os genes que compdem a ilha cagPAl destacam-se os genes
cagA e cagE, ambos localizados na regido cagl, e envolvidos com a integridade da
patogenicidade da ilha, com alta frequéncia nas cepas relacionadas ao CG (DING, et al.,

2004; SOZZI, et al., 2005; LIMA, et al., 2010).
1.2.1.2.1 cagA

O gene cagA, localizado na metade direita da ilha cagPAl codifica uma
proteina de mesmo nome (CagA) altamente imunogénica. Esse gene ¢ considerado o
fator de viruléncia de H. pylori mais estudado, sendo responsavel por aproximadamente
60% das infecgoes (NAGASE, et al., 2015; TAKAHASHI-KANEMITSU; KNIGHT;
HATAKEYAMA, 2020).

A citotoxina CagA, injetada na célula do hospedeiro via SST4, quando

fosforilada, tornando-se essencial em processos celulares e vias de transdugdo de sinais
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(DE VRIES, et al.,, 2008). Quando nao fosforilada, CagA também tem efeitos
patogénicos, que resultam em respostas pro-inflamatérias e perda de polaridade da
célula (BAUER & MEYER, 2011; HANSEN, et al., 2020). Apontada como marcador
de integridade da ilha cagPAIl, CagA ¢ a Unica proteina translocada para as células
epiteliais gastricas, sendo sua presenca associada ao aumento do risco de
desenvolvimento de cancer gastrico, pois cepas cagA positivas tendem a serem mais
virulentas, além de induzirem altos niveis de expressdo de citocinas, a exemplo IL-1b e
IL-8 (BLASER e BERG, 2001; FALUSH, et al., 2003; DING, et al., 2004; NAGASE et
al., 2015; CAMILO; SUGIYAMA; TOUATI, 2017; TAKAHASHI-KANEMITSU;
KNIGHT; HATAKEYAMA, 2020),

1.2.1.2.2.cagE

Localizado na regido cagl da ilha cagPAl, o gene cagE (cytotoxin
associated gene E) de H. pylori ¢ também citado como um bom marcador de cepas
virulentas. Responsavel por codificar uma proteina localizada na membrana interna da
bactéria (CagE), com propriedade ATPase, essa proteina estd associada ao sistema de
transporte de substdncias na bactéria, estando também relacionada ao aumento da
expressdao de interleucina 8 (IL-8) pela célula do hospedeiro durante a infeccdo
(ALDIBERT, 2001; KUTTER, et al., 2008). Estudos indicam que o gene cagE tem sido
citado como melhor marcador para a regido cagl de cagPAl do que o cagA (SOZZI et

al., 2005; TANG, et al., 2008).

1.3 Oncogénese Gastrica

Para melhor entendimento da tumorigénese, moléculas envolvidas no ciclo
celular, proliferacdo, reparo do DNA e apoptose sdo estudadas, com o objetivo de
auxiliar no entendimento e compreensao de alvos terapéuticos especificos nos diferentes
tipos de cancer. A identificagdo de genes com alteracdes por mutagdes e superexpressao,
servem como uma ferramenta primordial na compreensdo da génese tumoral, resultando
em possiveis estratégias de tratamento e desenvolvimento de novas medidas preditivas,
preventivas e terapéuticas.

No cancer géstrico, os estudos sdo escassos sobre os marcadores envolvidos.
A maioria dos relatos concentram-se no estudo de possiveis marcadores de proliferacao

celular. Nesse contexto, destacam-se os genes MYC e TP53, envolvidos com a indugdo



23

da parada da proliferagao celular e apoptose. Além disso, quando associados a mutagdes
resultam em processos ineficientes e alteragdes na expressdo de proteinas envolvidas na

proliferagdo celular, favorecendo o processo tumoral.
1.3.1 MYC

O oncogene MYC, localizado no brago longo da regido cromossOmica
8g24.1, apresenta trés éxons e desempenha um papel fundamental na proliferacao,
regulacdo do crescimento, diferenciagcdo celular, além de apoptose e angiogénese
(FERNANDEZ, 2003; DE SOUZA, 2013; NCBI, 2018). Descrito como um elemento
chave de varios processos na carcinogénese, sua elevada expressdo foi mais frequente
observada em pacientes com cancer gastrico do que em lesdes pré-neoplésicas
(KHALEGHIAN, et al., 2015).

A ativacdo inadequada de MYC tem sido associada a translocacdo ou
inser¢do cromossdmica, mutagdes, modificacdes epigenéticas, resisténcia da proteina
MYC e amplificacdo génica. A perda das fungdes de MYC podem contribuir para o
fenotipo do tumor (FAN, et al., 2001; MILLER, et al., 2012). Estudos demonstram que
o gene MYC expressa-se desregulado na carcinogénese gastrica, apresentando padrdes
distintos de alteragdes entre os subtipos histologicos. O tipo difuso de Lauren esta
associado a uma maior expressdao de MYC e de mutagdes pontuais mais frequentes. Por
outro lado, o subtipo intestinal relata um maior nimero de copias desse gene,
aumentando durante o processo da carcinogénese gastrica, relacionando-o a iniciagao e
progressdao do tumor gastrico (CALCAGNO, et al., 2006; MILNE, et al., 2007;
CALCAGNO, et al., 2008; DE SOUZA, 2013). O aumento de MYC também foi
associado a infec¢do por H. pylori (CALCAGNO, et al., 2008), na qual sua expressao
esteve relacionada a intensidade da alteragao celular (ZHANG, et al., 2004), e a indugao
a apoptose em células de adenocarcinoma gastrico pela bactéria mediadas por uma

aumentada expressao de mRNA de MYC (YANG, et al., 2003).
1.3.2 TP53

Localizado no brago curto do cromossomo 17p13.1, esse gene codifica,
principalmente uma fosfoproteina nuclear de 53kDa, a TP53, que atua regulando
diversos processos celulares, incluindo o controle do ciclo celular, reparo do DNA e

inducgdo apoptose (HAINAUT; HOLLSTEIN, 2000; SADEGHI, et al. 2013; BANIAK,
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et al. 2016). Mutagdes no gene TP53 resultam na inativagdo da proteina TP53
(AUBREY, et al. 2016), tornando-a incapaz de controlar a proliferagdo celular,
resultando em um reparo ineficiente do DNA (OKI, et al., 2009). TP53 selvagem, que
funciona como um fator de transcricdo, ¢ continuamente sintetizada, ¢ nao detectavel
por imuno-histoquimica, estando presente em baixas concentragdes nas células normais,
ndo acumulando-se em niveis superiores por possuir meia vida curta. A forma mutada
dessa proteina levaria a forma¢do de uma proteina anormal, que apresenta uma maior
estabilidade e meia-vida superior a proteina selvagem, resultando em um acumulo
nuclear da mesma, este que pode ser detectado pela técnica de imuno-histoquimica
(FENOGLIO-PREISER, et al., 2003; ANDO, et al., 2015)

O gene TP53 é um supressor tumoral normalmente mutado em varios tipos
de cancer. O sitio de mutagdo do 7P53 no cancer gastrico ¢ amplo e a incidéncia
relatada de mutagdes varia de 3,2% a 65% (OKI, et al., 2009), estando relacionada mais
frequentemente ao adenocarcinoma do subtipo intestinal (ENDOH, et al., 2000;
BUSUTTIL, et al. 2014; XU et al. 2014) e a um comportamento bioldégico mais
agressivo (TAHARA, et al., 2016). Outra caracteristica relativa a TP53 ¢ sua relagdo
com infecg¢des bactérias, visto que podem modular a frequéncia de mutagdes possuindo
potencial oncogénico inativador como parte do seu ciclo. Multiplas mutagdes em TP53
parecem ser causadas pela infeccdo por H. pylori (WEIL et al., 2010; SHIMIZU, et al.
2014).
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2 JUSTIFICATIVA

O cancer gastrico (CG) ¢ um cancer extremamente heterogéneo, o que
justifica a classificacdo histologica ndo ser suficiente para predizer os desfechos clinicos
dessa doenga. As classificagdes moleculares (Asidtica e TCGA network) procuraram
agrupar os tumores em categorias, mas também nao foram bem sucedidos quanto a
associacdo com progndstico, sendo necessarios novos estudos afim de identificar
moléculas envolvidas na carcinogénese gastrica.

Entre as moléculas observadas com alteracdes no CG destacam-se os genes
MYC e TP53, envolvidos com o ciclo celular, reparo do DNA e apoptose. Alteracdes em
genes da familia MYC estdo associadas a desregulacdo da proliferagdo celular,
particularmente quando acompanhado pela mutagdo de moléculas importantes para os
pontos de checagem do ciclo celular, como 7P53.

Além de avaliar as expressdes e alteragdes de MYC e de TP53
respectivamente, também se mostrou relevante associar com infec¢do por Helicobacter
pylori, visto que, a bactéria ¢ o agente etioldgico mais bem estabelecido no cancer
gastrico, sendo considerado um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento
da neoplasia.

A relevancia desse estudo ndo se da apenas na identificagdo dos genes
relatados, mas também na importante relagdo deles dentro dos subtipos tumorais na
carcinogénese gastrica, sendo fundamental para a definicdo de possiveis estratégias e
desenvolvimento de novas medidas preditivas, preventivas e terapéuticas. Identificar um
perfil, que combine moléculas com alteracdes, as caracteristicas histologicas e os
genotipos de H. pylori ¢ essencial para predefinir o progndstico do paciente. Um
marcador molecular associado a um subtipo da doenca ¢ uma alternativa que busca
auxiliar no entendimento desse cancer, este que ainda ¢ um dos canceres de pior

prognostico.
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3 PERGUNTA DE PARTIDA

Existe uma relagdo entre a variacdo da expressao MYC e TP53 dependente

do genoétipo de H. pylori?

As possiveis associagdes encontradas diferem quanto ao subtipo histologico

(intestinal/difuso)?

4 HIPOTESE

A frequéncia e a combinacao das alteracdes em MYC e TP53, presentes nos
adenocarcinomas gastricos, sdo dependentes do gendtipo de H. pylori e diferem entre

subtipos histologicos do Cancer Gastrico.



27

5 OBJETIVOS
5.1 Objetivo Geral

Verificar se as alteragdes em MYC, TP53, independentes ou associadas,

diferenciam vias carcinogénicas dependentes do genotipo de H. pylori.

5.2 Objetivos Especificos

e Detectar a expressao de MYC e TP53 nos tumores géstricos intestinais e difusos;

e Detectar a presenca de H pylori e dos genes cagA, cagE e alelos vacA nos
tumores coletados;

e Buscar um perfil molecular de valor prognostico que correlacione os genotipos
de H. pylori com as alteragdes moleculares aqui estudadas e o subtipo

histologico de Lauren para CG.
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6 MATERIAIS E METODOS
6.1 Consideracoes Eticas e Casuistica

O presente estudo faz parte do projeto integrado de pesquisa desenvolvido
no Laboratorio de Genética Molecular - LABGEM, intitulado: “SEQUENCIAMENTO
EM LARGA ESCALA DE ADENOCARCINOMAS GASTRICOS DE PACIENTES
SUBMETIDOS A TERAPIA NEOADJUVANTE EM BUSCA DE UMA
ASSINATURA MOLECULAR DE VALOR PROGNOSTICO”, aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade do Ceara, sob parecer no. 5.136.545 (CAEE:
24629219.0.0000.5054). Um total de 82 amostras de tumores gastricos foram obtidos a
partir de pacientes com cancer gastrico, submetidos a gastrectomia nos hospitais:
Hospital Universitario Walter Cantideo (HUWC), Santa Casa de Misericordia (SCMF) e
Hospital Haroldo Juacaba (ICC). Nos centros cirurgicos dos respectivos hospitais,
foram coletados por paciente 1(um) fragmento do tumor de DNA, que foi
imediatamente transportado para o para o LABGEM, do Departamento de Patologia ¢
Medicina Legal — DPML, e armazenado em freezer -80°, até o momento da extragdo de
DNA, concordando com todas as condicdes ideais de assepsia, protocolos de coleta,
transporte, armazenamento e ndo comprometendo a investigacdo da rotina hospitalar. As
coletas foram realizadas apds o devido consentimento por escrito do paciente,
autorizando a coleta e o devido uso para fins cientificos.

Além disso, de todos os casos analisados foram também realizados cortes
histologicos de 5 pm, corados com Hematoxilina-Eosina, afim de avaliar o percentual
de células tumorais. Foram consideradas amostras que continham um percentual maior
ou igual a 80%. Em paralelo, também foram confeccionadas laminas histologicas, que

posteriormente foram submetidos a técnica de Imuno-histoquimica.
6.2 Extracio do DNA

O DNA de alto peso molecular foi obtido a partir das amostras de tecido,
apos a confirmagao da presencga de pelo menos 80% de células, certificado pela anélise
do corte histologico do material congelado. O DNA foi extraido utilizando o método de
extracdo com CTAB (Brometo de Cetil trimetil Amonio) descrito por Foster e Twell

(1996), cujos principais passos sdo descritos a seguir:
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1. Fragmentos de aproximadamente 0,5g foram maceradas com auxilio
auxilio de bastdo de vidro esterilizado, e em seguida transferiu-se para
um tubo falcon de 15 ml;

2. Adicionou-se 6ml de tampao de extragao (2% CTAB; 1,4M de NaCl;
20mM de EDTA; 100mM de Tris—HCI pH 8,0; 0,2% de pB—
mercaptoetano), seguido de aquecido a 60°C em banho maria por 16
horas;

3. Seguiu-se a etapa de purificacdo com cloroférmio—alcool isoamilico
(24:1) e precipitagdo do DNA com 2/3 do volume de isopropanol
gelado a 100%;

4. Adicionou-se 1M de NaCl para liberagao do complexo DNA-CTAB;

5. O DNA foi precipitado com etanol 100% gelado; em seguida lavado
com etanol 70% e colocado para secar em temperatura ambiente;

6. DNA foi ressuspendido em 50 pl e armazenado em freezer a —15°C.

Para assegurar a qualidade do material extraido, o mesmo foi submetido a
eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com brometo de etideo e observado em
transluminador com luz UV (ultravioleta). A pureza do material foi estimada a partir da
absorbancia das amostras, assumindo uma equivaléncia de 50 pg/ml para 1 unidade de
absorbancia a 260 nm, A concentragdo ¢ a pureza do DNA foram determinadas pelo
espectrofotometro NanoDropTM 3300 (Wilmington, DE, USA).

As amostras de DNA foram utilizadas para a detec¢do e amplificagdo dos

genes de H. pylori (UreC/gmM|1, cagA, cagE e alelos vacA).
6.3 Imuno-histoquimica

A expressdo de MYC foi determinada nos 82 casos analisados, enquanto
que TP53 foi determinada em apenas em 70 casos. Para a andlise imuno-histoquimica
das proteinas TP53 e MYC foram preparados cortes histologicos de Spum, fixados em
laminas de vidro silanizadas (silano a 4%), as quais foram submetidas a técnica de
imuno-histoquimica, com a utilizagdo de anticorpos monoclonais (DakoCytomation®).
O método utilizado foi o da estreptoavidina-biotina-peroxidase, adaptada de HSU et al.
(1981) para a detecgdo das proteinas celulares, conforma descrito a seguir:

1. Desparafinizagdo em estufa a 60°C por 120 minutos;



30

2. Desparafinizacao e hidratacao em gradiente xilol-alcool-agua;

3. Recuperagdo antigénica em Pascal utilizando tampao citrato 10mM,
pH=6,0 ( 99°C), por 15 minutos;

4. Bloqueio da peroxidase endogena com peroxido de hidrogénio a 3%
por 15 minutos;

5. Incubagdo com anticorpo primario (DakoCytomation®) em
geladeira por 16 horas (Diluicao MYC 1:60; e TP53 1;60)

6. Deteccdo pelo sistema LSAB+ (DakoCytomation®), de acordo com
as recomendacdes do fabricante;

7. Revelagdo pelo sistema  DAB+  (3,3’-diaminobenzidine)
(DakoCytomation®), conforme recomendacdes do fabricante;

8. Contra-corar com Hematoxilina de Harris a 40%;

9. Desidratagcdo em gradiente de dgua-alcool-xileno;

10. Montagem com laminulas e Balsamo do Canada.

Para andlise imuno-histoquimica o indice de marcacdo LI (do ingl€s,
Labelling index) foi estimado por meio da contagem manual, utilizando microscopia
optica. Foram selecionados campos aleatérios (magnificacio de 400X), com
representativa quantidade de células tumorais. Um minimo de 300 células foram

contadas e o indice de marcagdo foi calculado com base na seguinte férmula:

LI = (Total de células marcadas) / (Total de células contadas) X 100

As amostras foram examinadas em microscopio Optico e consideradas

positivas para as proteinas que demonstrassem LI>10% (CALCAGNO, et al., 2013).
6.4 Deteccao dos genes de Helicobacter pylori

A deteccao da presenca de H. pylori e genotipos nas amostras analisadas foi
realizada pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Para confirmagdo da infecg¢ao por
H. pylori, amplificou-se a regido interna que codifica a proteina urease (ureC) usando
primers especificos, conforme descrito anteriormente por Lage, et al (1995). O gene
cagA foi identificado usando os primers descritos por Domingo, et al (1999). O gene

cagE e alelos vacAs1/s2 foram identificados usando os primers descritos por Lima, et al.,
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(2011). Os produtos amplificados foram visualizados em gel de poliacrilamida 6% e
corados com nitrato de prata. A tabela 2 discrimina os genes de H. pylori, iniciadores

especificos, tempo de anelamento e referéncia dos protocolos utilizados.

Tabela 2 - Protocolos de PCR para deteccao de H. pylori e seu genotipo.

Gene Primers Anela | Tamanho | Referéncia
do
mento | produto

ureC F - 5’AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT -3’ 55°C | 294 pb Lage, et al,
R - 5’AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC-3’ 1995

vacAsl/s2 | F — 5> ATGGAAATACAACAAACACAC-3’ 55°C 259/286 Lima et al,
R - 5’CTGCTTGAATGCGCCAAAC-3’ pb 2011

cagA F — S’ ATAATGCTAAATTAGACAACTTGA GCGA — 56°C 297 pb Domingo
3’ et al.,
R - 5’TTAGAATAATCAACAAACATAACG CCAT — 1999.
3 b

cagE F - TTGAAAACTTCAAGGATAGGATAG AGC -3’ | 56°C 509 pb Lima, et
R - 5’GCCTAGCGTAATATCACCATTACCC -3’ al., 2011

6.5 Analise dos dados

Os dados clinicos—patologicos, assim como os resultados das PCRs e da
técnica de imuno-histoquimica, foram tabulados e organizados, através de graficos e
tabelas com auxilio dos programas computacionais Microsoft Office Excel® 2019 e
Microsoft Office Word® 2019 (Microsoft®, USA).

As analises estatisticas foram realizadas utilizando os programas estatistico
EPINFO® e SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), versao 10.0 e 17.0 para
Windows, respectivamente. Os pardmetros foram calculados com intervalo de confianca
de 95%. Em adigdo, realizou-se o Teste do Qui-quadrado (y2) e Teste Exato de Fisher.

Foram considerados estatisticamente significantes valores de p < 0,05.
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Figura 4 — Desenho do estudo.
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Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa, 2022.
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7 RESULTADOS
7.1 Caracterizacido dos pacientes estudados

Neste estudo foram incluidos 82 pacientes com adenocarcinoma gastrico,
sendo a mediana das idades dos pacientes de 64 anos, variando entre 23 ¢ 90 anos.
Quanto ao género, nessa amostragem 69,5% (57/82) eram do género masculino e 30,5%
(25/82) do género feminino (Grafico 1). Histologicamente os tumores foram
classificados por Lauren, sendo 56,1% (46/82) do subtipo intestinal e 43,9% (36/82) do
subtipo difuso.

Grafico 1 - Distribuicdo da frequéncia de género entre os pacientes.

[VALOR]

N

——_ [VALOR]

® Masculino = Feminino

Fonte: Elaborada pelo autor do estudo, 2022.
7.2 Genes MYC e TP53

A expressao de MYC foi detectada em 36,6% (30/82) no nucleo (N), 6,1%
(5/82) no citoplasma (C) e 7,3% (6/82) para co-localizacdo (N/C), com um total de 50%
(41/82) casos positivos para MYC. A expressao de TP53, considerada pela imuno-
expressdo do gene, esteve presente em 28,5% (20/70) dos casos. No grafico 2 ESTAO
descritas as frequéncias da imunocoloracdo de MYC e TP53 considerando os subtipos

histolégicos estudados.
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Grafico 2 - Frequéncia de imunocoloragdo de MY C (N: nuclear; C: citoplasmatico; N/C:

co-localizac¢ao) e TP53 em ambos os subtipos histologicos.

60%

50%

EDIFUSO
B INTESTINAL

MYC (N) MYC (C) MYC (N/C) TP53

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa. 2022.

Na tabela 3 as frequéncias de casos positivos para TP53 ¢ MYC foram
distribuidas de acordo com o subtipo histoldgico. Na anélise da expressao de MYC foi
considerada a localizagdo do compartimento celular. Neste contexto, a positividade de
MYC nuclear [MYC(N)(+)] foi significativamente mais frequente nos tumores difusos
(50%; 18/36), mostrando risco de aproximadamente 2x do tumor MYC nuclear
desenvolver o subtipo difuso [p=0,025; OR = 2,8 (1,01 — 7,96)]. Por outro lado, nos
tumores intestinais a negatividade de MYC(N) [MYC (N) (-)] foi mais frequente
(73,9%; 34/46). O pequeno niimero de amostras com marcagao citoplasmatica ou com
co-localizacdo nao permitiu andlises diferenciadas quanto aos subtipos histoldgicos.
Considerando a expressao de TP53 [TP53(+)], sua positividade foi mais presente no
subtipo difuso (9/28; 32,1%) contrastando com sua negatividade mais presente nos

tumores intestinais (31/42; 73,8%).



Tabela 3 — Frequéncia de MYC e TP53 em ambos os subtipos histologicos.
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Intestinal Difuso P OR

MYC (N) + 12/46 (26,1%) 18/36 (50%) 0,025 | 2,83 (1,01-7,96)
n=82 - 34/46 (73,9%) 18/36 (50%)

MYC (O) + 3/46 (6,5%) 2/36 (5,6%) 0,856 | 0,84 (0,06-7,81)
n=82 - 43/46 (93,5%) 34/36 (94,4%)

MYC (N/C) | + 5/46 (10,9%) 1/36 (2,8%) 0,162 | 0,23 (0,004-2,27)

n=82 - 41/46 (89,1%) 35/36 (97,2%)
TP53 + 11/42 (26,1%) 9/28 (32,1%) 0,589 | 1,33 (0,40-4,30)
n=82 - 31/42 (73,8%) 19/28 (67,9%)

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa. 2022; (N: nuclear; C: citoplasmatico; N/C:

co-localizagdo).

Para verificar a relagdo da expressdo de MYC com a expressdao de TP53, 70

casos foram analisados atendendo essa perspectiva. No subtipo intestinal, a maioria dos

casos TP53(+) foram MYC(N)(-) (90,9%; 10/11), enquanto que nos tumores difusos a

presenca de MYC(N)(+) e TP53(+) foi observada em um pouco mais da metade dos

tumores gastricos (5/9; 55,6%). Nao foi observada diferenga estatisticamente

significativa entre as associagdes de MYC(N)(+)TP53(+) dentro de cada subtipo
histologico (Tabela 4).

Tabela 4 - Frequéncia de detec¢do de MYC e TP53 entre os subtipos histologicos.

Intestinal (N=42) Difuso (N=28)
Genes
TP53 (+) TP53 (-) TOTAL P TP53 (+) TP53 (-) TOTAL P

MYC + 1/11 (9,1%) 9/31 (29%) 10/42 5/9 (55,6%) | 10/19 (52,6%) 15/28
0,356 0,794

N) 10/11 (90,9%) | 22/31 (71%) 32/42 4/9 (44,4%) | 9/19 (47,4%) 13/28

MYC + 1/11 (9,1%) 2/31 (6,7%) 3/42 0/9 (0%) 2/19 (10,5%) 2/28
0,697 0,822

© 10/11 (90,9%) | 29/31 (93,3%) 39/42 9/9 (100%) | 17/19 (89,5%) 26/28

MYC + 2/11 (18,2%) 3/31 (10%) 5/42 0/9 (0%) 1/19 (5,3%) 1/28
0,836 0,483

(N/C) 9/11 (81,8%) 28/31 (90%) 37/42 9/9 (100%) | 18/19 (94,7%) 27/28

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa. 2022; (N: nuclear; C: citoplasmatico; C/N: co-

localizagao).
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7.3 Deteccao de H. pylori e genétipos (cagA, cagE e alelos vacA) em ambos os

subtipos histologicos

A infeccdo por H. pylori, detectada pelo gene ureC, esteve presente em 85,4%
(70/82) dos pacientes. Dos casos H. pylori(+), os genes cagA e cagE foram detectados
em 62,8% (44/70) e 54,3% (38/70) dos casos respectivamente, sendo cepas vacAsI o
gendtipo de vacA mais frequente (87,1%; 61/70) (Grafico 3). Considerando a
classificagdo de Lauren a frequéncia da infec¢do por H pylori foi mais frequente no

subtipo intestinal (58,6%; 41/70) do que no difuso (41,3%; 29/70).

Grafico 3 - Frequéncia dos genes de H. pylori em relacdo a ilha (cagA e cagE) e alelos
vacAsl/s2.

100% A
90% 87,1%
80%
70% 62,8%

60% 54,3%
50%
40%
30%

20% 12,9%
10% .
0%

cagA cagk vacAsl vacAs2

Fonte: Elaborado pelo autor do estudo (2022).
7.4 Correlacao de H. pylori com os genes MYC e TP53

Analisando os casos H. Pylori [UreC(+)] com a expressao dos marcadores
estudados, 67 casos foram analisados atendendo essa perspectiva. Foi observado que a
maioria dos casos TP53(+) foram MYC(N)(-) (81,8%; 9/11), mantendo a associag¢do
inversa observada na amostra geral. Entretanto, quando se considera os subtipos
histoldgicos observa- se que essa associagdo negativa ¢ uma caracteristica dos tumores
intestinais, enquanto que nos tumores difusos, uma fracdo relevante dos casos (62,5%)

foram TP53(+)MYC(N) (+) (Tabela 5).
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Tabela 5 - Frequéncia da expressao de MYC e TP53 entre os subtipos histologicos dos

casos H. pylori positivos.

Intestinal (N=40)

Difuso (N=27)

Genes
TP53 (+) TP53 (-) p TP53 (+) TP53 (-) p
vye | [ PIIA82%) | 1129.37.9%) | 0416 | 5/8.(62,5%) | 11/19(57.9%) | 0,824
N | _ | 911 (81,8%) | 1829 (62,1%) 3/8(37,5%) | 8/19 (42,1%)
+ | 1119,1%) | 3/29(10,3%) | 0,906 | 0/8 (0%) 1/19 (5,3%) 0,508
MYC
© 1| 1011 90.9%) | 26129 (89,7%) 8/8 (100%) | 18/19 (94,7%)

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa. 2022; (N: nuclear; C: citoplasmatico)

De fato, nas comparagdes entre os subtipos, observou-se uma tendéncia ao

risco para a dupla marcacdo MYCN(+)TP53(+) desenvolver o subtipo difuso [p=0,063;
OR: 5,35 (0,63-65,33)] comparados com MYC(-)TP53(-), esta que foi mais presente

nos tumores intestinais (Tabela 6).

Tabela 6 - Frequéncia das combinacdes de MYC e TP53 entre os subtipos histologicos

dos casos H. pylori positivos.

Combinacoes Local 13:23570 In:1e=s;i(r)1al :‘:6371 | OR
MYC(+) TP53(+) N 5 2 7 0,063 5,35 (0,63-65,33)
C 0 1 1 1 -
MYC(+) TP53 (-) N 11 12 23 0,273 1,96 (0,49-7,93)
C 1 2 3 0,957 1,07 (0,01-23,95)
MYC(-) TP53(+) 3 8 11 0,788 0,80 (0,10-4,92)
MYC (-) TP53(-) 7 15 22 Ref

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa. 2022; (N: nuclear; C: citoplasmatico; Ref:

referéncia; Ref.: Referéncia).
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Para verificar a relagdo entre o genotipo de H pylori (cagA, cagE e alelos
vacA) e a expressdo de MYC e de TP53, os casos foram analisados atendendo essa
perspectiva. Nas analises comparativas a negatividade de MYC nuclear com a presenga
de cagA foi significativamente (p=0,042) mais frequente no subtipo intestinal (77%;
20/26), contrastando com uma relevante positividade de MYC nuclear (62,5%; 10/16)

nos tumores difusos (Tabela 7).

Tabela 7 — Frequéncias da expressio de MYC e TP53 em ambos os subtipos
histologicos considerando o gene cagA de H. pylori.

Intestinal (N=40) Difuso (N=27)
Genes
cagA (+) cagA (-) P cagA (+) cagA (-) P
MYC + | 6/26 (23,1%) | 8/14 (57,1%) 0.042 10/16 (62,5%) 6/11 (54,5%) 0.679
) - | 20/26 (77%) 6/14 (42,9%) ’ 6/16 (37,5%) 5/11 (45,5%) ’
MYC + | 2/26 (7,7%) 1/14 (7,1%) . 0/16 (0%) 1/11 (9,1%) 0.847
© - | 24/26(92,3%) | 13/14 (92,9%) 16/16 (100%) 10/11(90,9%) ’
+ | 7/26 (26,9%) | 2/14 (14,3%) 2/16 (12,5%) 5/11 (45,5%)
TP53 0,605 0,140
- | 19/26 (73,1%) | 12/14 (85,7%) 14/16 (87,5%) | 6/11 (54,5%)

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa. 2022; (N: nuclear; C: citoplasmatico).

Quando analisamos apenas os casos H. pylori cagA(+) observou-se que nos
casos infectados com cepas cagA(+) e a presenca de MYC(N)(+) foi significativamente
mais frequente nos tumores difusos (10/17; 58,8%). Ainda, cepas cagA(+)MYC(N)(+)
apresentaram risco aproximadamente 8x maior para o desenvolvimento desse subtipo

[p=0,006; OR = 8,21 (1,62 — 45,52)] (Tabela 8).
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Tabela 8 — Frequéncias da expressio de MYC e TP53 em ambos os subtipos
histologicos considerando o gene cagA(+).

Intestinal Difuso Total P OR
MYC 4/27 (14,8%) 10/17 (58,8%) 14/44 0,006 8,21 (1,62-45,52)
N)
23/27 (85,2%) 7/17 (41,2%) 30/44
MYC 2/27 (7,4%) 0/17 (0%) 2/44 0,685 0,00 (0,00- 8,48)
©
25/27 (92,6%) 17/17 (100%) 42/44
MYC 2/27 (7,4%) 1/17 (5,9%) 3/44 0,675 0,78 (0,01-16,26)
(C/N)
25/27 (92,6%) 16/17 (94,1%) 41/44
TP53 9/26 (34,6%) 3/16 (18,8%) 12/42 0,451 0,43 (0,06-2,27)
17/26 (65,4%) 13/16 (81,2%) 30/42

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa. 2022; (N: nuclear; C: citoplasmatico; C/N:

co-localizagdo).

Somado a isso, considerando a presenga de cagE [cagE(+)], observou-se

que nos casos infectados com cepas cagE(+) a presenga de MYC(N)(+) também foi

mais frequente em um pouco mais da metade dos tumores difusos (9/17; 52,9%), apesar

de ndo apresentar diferenca significativa (p=0,130) (Tabela 9).
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Tabela 9 — Frequéncias da expressio de MYC e TP53 em ambos os subtipos
histolégicos considerando o gene cagkE.

Intestinal Difuso Total P OR
MYC + 5/21 (23,8%) 9/17 (52,9%) 14/38 0,130 3,6 (0,74-
N) 18,24)
- 16/21 8 /17 (47,1%) 24/38
(76,2%)
MYC I 2/21 (9,5%) 0/17 (0%) 2/38 0,564 0,00 (0,00-
«©) 6,55)
- 19/21 17/17 (100%) 36/38
(90,5%)
MYC + 2/21 (9,5%) 1/17 (5,9%) 3/38 0,678 0,59 (0,009-
(C/N) 12,57)
- 19/21 16/17 (94,1%) 35/38
(90,5%)
TP53 + 8/21 (38,1%) 4/16 (25%) 12/37 0,625 0,5 (0,09-
2,74)
- 13/21 12/16 (75%) 25/37
(61,9%)

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa. 2022; (N: nuclear; C: citoplasmatico; C/N:

co-localizagdo).

Quando consideramos a presenca de vacA, foi observado que as cepas

vacAsI(+)MYC(N)(+) foram significativamente mais frequentes no subtipo difuso

(13/27; 48,1%), conferindo risco de aproximadamente 3x maior para o desenvolvimento

desse subtipo [p = 0,045; OR = 3,66 (0,97 — 14,54)] (Tabela 10).

Tabela 10 - Frequéncias da expressao de MYC em ambos os subtipos histologicos
considerando alelos vacA.

sl 52
= T ] e e ]
myc | N (321,2%) (48],?%) 0,045 3’613,(;)237_ L2 (11,31%) 0.857 0’7;8(,%;))07-
® e | 37.5%) (3’;%) 0.871 1’2128,(;)2’()’2‘ 00%) | 00%) | - ;
M(XC 22 (55%) (22,62%) Ref 1esw | 45‘8%) Ref.

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa. 2022. (N: nuclear; C: citoplasmatico; Ref:

referéncia)
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Considerando a combinacao do genétipo bacteriano e os marcadores

estudados (Tabela 11), foi observado uma relacdo estatisticamente significativa nos

tumores difusos para cepas vacAslI(+)cagA(-)cagE(-) com MYC(N)(+)TP53(+)

(p=0,025). Por outro lado, apesar da significancia observada (p=0,045) entre cepas

vacAsl(+)cagA(-)cagE(+) e auséncia MYC(-)TP53(-) nos tumores difusos, o pequeno

nimero amostral, apenas um caso, ndo permite considerar ou fazer inferéncias.

Tabela 11 - Frequéncia das combinagdes da expressao de MYC e TP53 em ambos os
subtipos histoldgicos considerando a presenca de H. pylori (cagA e cagE) e alelos vacA.

Combinacao sl (n=58) s2 (n=9)

Difuso | Intestinal P Difuso | Intestinal P
MYC(+)TP53(+)cagA(+)cagE(+) 1 3 0,349 1 0 -
MYC(+)TP53(+)cagA(-)cagE(-) 2 0 0,025%* 1 0 -
MYC(+)TP53(-)cagA(+)cagE(+) 5 3 0,063 0 0 -
MYC(+)TP53(-)cagA(+)cagE(-) 2 2 0,147 1 0 -
MYC(+)TP53(-)cagA(-)cagE(+) 2 3 0,205 0 0 -
MYC(+)TP53(-)cagA(-)cagE(-) 2 5 0,300 0 1 0,157
MYC(-)TP53(+)cagA(+)cagE(+) 1 3 0,439 0 0 -
MYC(-)TP53(+)cagA(+)cagE(-) 0 3 - 0 0 -
MYC(-)TP53(+)cagA(-)cagE(+) 0 2 - 1 0 -
MYC(-)TP53(+)cagA(-)cagE(-) 0 0 - 1 0 -
MYC(-)TP53(-)cagA(+)cagE(+) 4 7 0,216 0 0 -
MYC(-)TP53(-)cagA(+)cagE(-) 0 4 - 1 1 0,386
MYC(-)TP53(-)cagA(-)cagE(+) ! . 0,045 Q i -
MYC(-)TP53(-)cagA(-)cagE(-) 0 3 Ref. 1 0 ref.

Fonte: Elaborado pelo autor da pesquisa. 2022




42

8 DISCUSSAO

Neste estudo foi analisado em uma série de adenocarcinomas gastrico a expressao
de MYC e TP53 inferida pela imuno-expressao desse gene, o qual ¢ usualmente nao detectado
na sua forma selvagem devido a sua meia vida curta. MYC e TP53 atuam como fatores de
transcri¢do e sdo envolvidos com o ciclo celular, reparo e o processo de apoptose. O MYC
desregulado impde um programa de crescimento celular, particularmente quando
acompanhado pela mutagao de moléculas importantes para os pontos de checagem do ciclo
celular, como TP53 (GEISLER, et al., 2004; FARIA et al., 2005; ANAZETTI, et al., 2007).
Assim, esse estudo foi desenvolvido para verificar a importancia da expressdo de MYC e
TP53, bem como associagdo dos mesmos no CG, considerando os subtipos histologicos. Em
adi¢do, por ser a H pylori um fator etiolégico bem estabelecido para o desenvolvimento do
CQG, a sua presenga e seu gendtipo, considerando os genes da ilha de patogenicidade cagPAI
(cagA, cagFE) e alelos de vacA, foram associados.

Considerando a expressdo de MYC, foi observado que esta foi mais frequente no
nucleo. Marcagdes citoplasmaticas e co-localizagdo também foram observadas, porém, foram
menos frequentes. O significado da marca¢do de MYC citoplasmatico ndo ¢ bem estabelecido,
sendo raros os estudos nessa linha (YAMAMOTO, et al., 1987; FARIA, 2005). Como a série
aqui apresentada possui um nimero muito pequeno de casos com MYC citoplasmatico (5/82)
nao ¢ possivel fazer inferéncias a esse respeito. Por outro lado, a frequéncia significativa de
MYC(N)(+) de 36,6% (30/82) estd de acordo com a literatura, variando de 38,1% a 40%
(ALVES, et al., 2010; KHALEGHIAN, et al., 2016; OLIVEIRA, et al., 2019). Por outro lado,
a imunorreatividade de MYC foi mais frequente no subtipo difuso de Lauren, corroborando
com os estudos de Khaleghian et al., (2016). A negatividade de MYC para tumores intestinais
foi também observada no estudo do sudeste brasileiro de Oliveira, et al., (2019), entretanto em
uma série do Iran, com niimero amostral de 50 casos, Khaleghian et al., estudo de (2015), ndao
observou diferencas entre os subtipos estudados, mas em outro estudo de (2016) com numero
amostral maior verificou uma baixa positividade de MYC nos tumores intestinais
(KHALEGHIAN et al., 2016), indicando a importancia do nimero de casos analisado.

Nas andlises relacionadas a expressdo do supressor tumoral TP53, observou um
discreto predominio nos carcinomas do subtipo difuso, fato que pode ser justificado uma vez
que a expressdo aumentada de TP53 ¢ marcador de mau progndstico sobretudo nos tumores
de tipo difuso (LIU, et al., 2001). A frequéncia relatada nesse estudo foi similar aos valores

encontrados em classificagdes e em outros estudos de cancer gastrico (ANDRE, et al., 2010;



43

GONCALVES, et al., 2011; CALCAGNO, et al., 2013; TAHARA et al. 2014; XU et al. 2014).

A combinagdo de alteragdes de MYC e TP53 pode definir um subconjunto de
tumores em varios tipos de cancer (LEISERSON, ET AL, 2016), assim a positividade/
negatividade foram combinadas. Nessas associacdes foi observado que, nos tumores
intestinais a combina¢do com maior frequéncia foi de TP53(+)MYC(N)(-), enquanto que nos
tumores difusos a presenca de TP53(+)MYC(N)(+) foi a combinagdo mais observada. O
comportamento de MYC associado a TP53 parece ter um importante papel na via de ativagao
dos tumores difusos, contribuindo para o avango da progressdo tumoral. Por outro lado, nos
tumores intestinais essa dupla alteracdo (mutacdo e aumento de expressdo; respectivamente)
parece acontecer predominantemente associado a expressdo do TP53 ou independente de
ambos marcadores.

Na série estudada, a presenca de H. pylori esteve frequente na maioria dos casos
(85,4%; 70/82), o que estd em acordo com outros estudos (ASHOUR, et al., 2002; ANDRE, et
al.,, 2010; LIMA, et al., 2011). Como esperado, as frequéncias dos genes cagA ¢ cagE
estiveram acima de 50% nos casos analisados (ALVES, et al., 2010;
GHOLIZADETOBNAGH, et a., 2017; BOONYANUGOMOL, et al., 2020; DOS SANTOS,
et al., 2020). Em relacao aos alelos de vacA, cepas vacAsl foi a predominante (87,1%; 61/70),
sendo observada frequéncias similares na literatura (LIMA, et al., 2011; DOS SANTOS, et al.,
2020). Essa alta frequéncia se deve ao carater patogénico de s/, funcionalmente associadas a
atividade vacuolizante in vitro e em contraste, vacA do tipo s2 ¢é invariavelmente nao-
vacuolante (ATHERTON, et al., 1995; LETLEY, et al., 2003; OLIVARES e GISBERT, 2006).

Viarios relatos observam uma expressao de MYC aumentada em lesdes gastricas
pré-cancerosas associadas a infeccdo por Helicobacter pylori (CALGAGNO et al., 2008;
GEORGE et al., 2020). Somado a isso, H. pylori também parece antagonizar a func¢do de
supressao tumoral de TP53 (WEIL et al., 2010; ANDO, et al., 2015). Quanto avaliamos MYC
e TP53 e a presenca de H. pylori, nao houve diferenca da expressao dos marcadores estudados
quando a bactéria ndo foi considerada, o que € esperado pelo alto numero de casos da infecgao.
Quando os tumores foram combinados com seus subtipos histologicos, foi observada uma
tendéncia para a associagdo MY C(+)TP53(+), confirmando as observagdes.

Considerando a presenca de cagA no gendtipo bacteriano, a significancia
(p=0,006) de cagA(+) com MYC(N)(-) no subtipo intestinal (23/27; 85,2%) contrasta com a
presenca de MYC(N)(+) (10/17; 58,8%) nos tumores difuso, indicando vias carcinogénicas
diferentes nesses tumores dependentes do genotipo bacteriano (Tabela 7). Para isso, € possivel

que fatores de viruléncia de H. pylori, como cagA, induzam mutagdes em genes reguladores
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do ciclo celular e deficiéncias nos mecanismos de reparo (AHN & LEE, 2015). Em uma
abordagem protedmica, foi observado que a entrada de CagA no hospedeiro resulta em sua
associacao com ASPP2, que apds essa interagdo, este recruta seu alvo natural TP53 e inibe sua
func¢do apoptotica. Somado a isso, cagA também parece induzir a expressao aberrante de AID
via NF-kB nas células epiteliais gastricas do hospedeiro, provocando assim uma alta
frequéncia de mutacdo em TP53 (MATSUMOTO et al. 2007; YONG, et al, 2015). A indugdo
da expressao de TP53 pela infec¢dao por H. pylori foi observada em gastrite cronica e lesdes
pré-neoplasicas, principalmente aquelas associadas a cepas cagA positivas (LI, et al., 2016).
Em um estudo in vivo e in vitro, Wei, et al., (2015) observou que cepas H. pylori(+)
expressam altos niveis de cagA e estdo mais associadas ao risco de cancer gastrico, ao
suprimirem mais fortemente TP53 em comparagdo com as cepas menos virulentas , sugerindo
que a tumorigénese associada a infeccdo por H. pylori pode estd associada a inibicdo da
proteina TP53 por CagA (WEIL et al., 2015).

Somado a isso, as cepas vacAsI(+)MYC(N)(+) foram significativamente mais
frequentes nos tumores difusos, quando combinadas com vacAsI(+)MYC(-). Diante das
diferentes vias de sinalizagdo celular, a B-catenina por exemplo, que ¢ ativada por CagA
através da via JAK-STAT3, inicia a expressdo génica para a proliferagao celular. O
peptidoglicano de H. pylori e a relevancia de vacA se da pelo fato de ambos potencializarem a
sinalizagdo de PI3K-AKT, e assim promoverem a migracdo de células, aumento da
prolifera¢do e reducdo da apoptose. vacA, cagA e o peptidoglicano da bactéria se coordenam
podendo ativar a cascata de sinalizagdo de NF-kB e promovendo inflamagao (NAKAYAMA,
et al., 2009; ZHAO, et al., 2020).

A presenca de cagE(+)MYC(N)(+) foi mais frequente nos tumores difusos,
contrastando com cagE(+) e MYC(N)(-) no subtipo intestinal, resultados que indicam também
vias diferentes, apesar de nao significativo. A importancia de cagE pode ser observada através
de sua frequéncia no cancer gastrico (ERZIN, et al., 2006; KATHONN, et al., 2017). No
presente estudo, considerando os casos H. pylori positivos, cagA esteve presente em 62,8%
(44/70), enquanto cagE esteve presente em 54,3% (38/70). Embora cagA tenha apresentado
uma maior frequéncia de casos, cagE também se destaca em presenca. Além disso, cagE tem

sido sugerido como um bom marcador de patogenicidade (LIMA, et al., 2011).
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9 CONCLUSAO

No subtipo intestinal, observou-se uma associagdo significativa entre a negatividade
da expressdao nuclear de MYC e a presenga do gene cagA, indicando que nesses
tumores a via tumorigé€nica por H. pylori nao ocorre por meio da expressdo de MYC;
Por outro lado, nos tumores difusos, a via carcinogénica associada a expressao de
TP53, e possivelmente influenciada por H. pylori cagA(+), parece ocorrer
provavelmente por meio da proteina MYC;

Mais estudos sdo necessarios, tanto correlacionando os achados com mais variantes,

quanto aumentando o niimero amostral de pacientes.
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