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RESUMO

INTRODUGCAO: O carcinoma gastrico (CG) ¢ a terceira causa de morte, entre 0s tumores
malignos, no mundo, provocando, aproximadamente, 900.000 mortes/ano. Alteracbes em
oncogenes que codificam receptores tirosina-quinase desempenham papel importante na
patogénese do CG. O gene MET € um proto-oncogene que codifica o receptor tirosina-quinase
c-MET e se faz necessario para desenvolvimento embrionario e reparo tecidual. O Fator de
Crescimento Hepatocitico (HGF) é o unico ligante conhecido para o receptor c-MET. A
ativacdo oncogénica de MET suprime a apoptose e promove a sobrevivéncia da célula,
proliferacdo, migracdo, diferenciacdo e angiogénese. Dentre os fatores angiogénicos, o VEGF
é o regulador principal. Sua funcéo bioldgica inclui promover a mitose de células endoteliais e
estimular sua proliferacdo. A expressao desses biomarcadores no CG é relativamente recente
e estudos de base populacional sdo necessarios para definicdo do padrdo de expressdo.
OBJETIVOS: Padronizar a técnica gPCR para avaliar, quantitativamente, em amostras
teciduais parafinadas, a presenca de expressdo dos genes MET, HGF e VEGF no CG dos tipos
difuso e intestinal. METODOS: Foram estudados 20 pacientes com CG, sendo dez do tipo
intestinal (idade média 72,1 anos) e dez do tipo difuso (idade média 50,1 anos). Em todos os
pacientes foram analisadas amostras teciduais provenientes do tumor e de areas distantes do
tecido tumoral. A expressdo relativa dos marcadores tumorais c-Met, HGF e VEGF foi
realizada pela técnica de qPCR, através da comparacdo entre amostras tumorais e ndo
tumorais, quando normalizados com o gene de referéncia constitutivo GAPDH.
RESULTADOS: Para c-Met, 18/20 (90%) pacientes expressaram esse marcador e 9/20
(45%) superexpressaram esse gene, sendo trés pacientes com CG tipo intestinal e seis com
CG tipo difuso. Para o HGF, apenas 7/20 (35%) expressaram esse gene, sendo 0 mesmo
superexpresso em 4/20 (20%) pacientes, sendo dois pacientes com CG tipo intestinal e dois
pacientes com CG do tipo difuso. Para o VEGF, 20/20 (100%) pacientes expressaram esse
marcador e em 12/20 (60%) pacientes foi observada superexpresséo, sendo oito pacientes com
CG tipo difuso e quatro com CG tipo intestinal. CONCLUSOES: A técnica de gPCR foi
padronizada e se mostrou viavel para analise de expressdo dos genes MET, HGF e VEGF nas
amostras parafinadas de CG do tipo intestinal e difuso. A continuidade desse estudo, com
maior amostragem, serd conduzida para a caracterizacdo do padrdo de expressdo desses

biomarcadores no CG humano na populagéo brasileira.



Palavras-chave: Neoplasias gastricas. Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real.
Proteinas Proto-oncogénicas c-Met. Receptores de Fatores de Crescimento do Endotélio

Vascular.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Gastric cancer (GC) is the third leading cause of death among malignant
tumors worldwide, causing approximately 900,000 deaths / year. Changes in oncogenes that
encode tyrosine kinase receptors play an important role in the pathogenesis of GC. MET gene
is a proto-oncogene wich encodes a tyrosine kinase receptor c-MET and it is required for
embryonic development and tissue repair. The hepatocyte growth factor (HGF) is the only
known ligand for c-Met receptor. The MET oncogene activation suppresses apoptosis and
promotes cell survival, proliferation, migration, differentiation and angiogenesis. Among the
angiogenic factors, VEGF is the main regulator. Its biological function includes promoting
mitosis of endothelial cells and stimulate their proliferation. The expression of these
biomarkers in GC is relatively recent, population-based studies are needed to define the
expression pattern. OBJECTIVES: Technical standardization of qPCR to evaluate
quantitatively, in paraffin tissue samples, the presence of gene expression of the MET, HGF
and VEGF in GC diffuse and intestinal types. METHODS: 20 GC patients were studied, ten
patients were GC of intestinal type (average age 72.1 years) and ten of the diffuse type
(average age 50.1 years). In all patients, tissue samples were analyzed from the tumor and
distant areas of the tumor tissue. The relative expression of the tumor markers c-Met, HGF
and VEGF was performed by qPCR technique by comparing tumor and non-tumor samples
and they were normalized with the constitutive gene GAPDH. RESULTS: For c-Met, 18/20
(90%) patients expressed the marker and 9/20 (45%) overexpressed this gene, in which three
were intestinal GC patients and six were diffuse GC patients. For HGF, only 7/20 (35%)
express this gene and it was overexpressed in 4/20 (20%) patients, in which two were
intestinal GC patients and two were diffuse GC patients. For VEGF, 20/20 (100%) patients
expressed this marker and in 12/20 (60%) patients was observed overexpression, in which
eight patients had diffuse GC and four had intestinal GC. CONCLUSIONS: The qPCR
technique was standardized and suitable for expression analysis of the biomarkers c-Met,
HGF and VEGF using paraffin embedded tissue samples. The continuation of this study, with
more samples will be conducted to characterize the expression pattern of these biomarkers in

the human CG in the Brazilian population.

HEADINGS: Stomach neoplasms. Real time Polymerase Chain Reaction. Proto-Oncogene

Proteins c-Met. Vascular Endothelial Growth Factor.
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1. INTRODUCAO

1.1. Carcinoma Gastrico

O carcinoma gastrico (CG) é uma neoplasia maligna epitelial oriunda da mucosa do
estdmago sendo, portanto, de origem glandular, conhecida também por adenocarcinoma (1). E
a neoplasia géastrica epitelial mais frequente, responsavel por 95% dos tumores malignos que
acometem o estdmago humano. Embora a incidéncia do carcinoma gastrico venha declinando
de uma maneira continua e regular nas ultimas décadas, ele constitui a terceira causa de 6bito
por cancer no mundo, com registro de mais de 900.000 novos casos ao ano (2). Em geral, sua
magnitude é de duas a trés vezes maior nos paises em desenvolvimento e sua frequéncia
maior no sexo masculino que no feminino. No Brasil, o Instituto Nacional do Céncer (INCA)
estimou em 20.520 os novos casos de CG no pais para 0 ano de 2016, sendo 12.920 homens e
7.600 mulheres. Ja a estimativa de novos casos, para 0 CG, na regido sudeste, é de 5.710

homens e 3.420 mulheres (3).

A razdo mortalidade/incidéncia do CG é consideravelmente alta em todas as partes do
mundo. Na maioria dos paises em desenvolvimento, registra-se baixa taxa de sobrevida
relativa em cinco anos, cerca de 20%. Apesar dos valores ainda elevados de mortalidade, ha
uma tendéncia de melhoria das taxas de sobrevida com os avancos da endoscopia digestiva e
conseqiiente deteccdo de tumores cada vez mais precoces. Entretanto, observacoes
epidemioldgicas realizadas no Brasil permitem afirmar que, infelizmente, essas tendéncias de
melhoria sdo0 menos pronunciadas em nosso meio, onde os diagndsticos sdo, em geral, tardios
e, por conseguinte, os pacientes apresentam habitualmente CG em estagios avancados.
Portanto, séo justificados todos os esforgos na tentativa de aproximar o perfil brasileiro ao dos

paises mais desenvolvidos em relagé&o ao diagnostico e tratamento desta neoplasia (3).

O prognostico do CG baseia-se essencialmente no seu estadiamento em relagdo a
profundidade de invasdo tumoral e a presenca de metastases linfonodais. Estas caracteristicas,
aliadas a outros aspectos patoldgicos, definem os rumos do tratamento. Portanto, a abordagem
cirdrgica com propositos curativos, envolvendo gastrectomia com linfadenectomia, €

considerada, até agora, a unica intervencédo capaz de prolongar a sobrevida (4).

A génese do CG é complexa e ainda ndo totalmente elucidada em seus varios aspectos.

Os fatores de risco mais conhecidos sdo: infeccdo pelo Helicobacter pylori, notadamente por



16

suas amostras mais virulentas e, comumente, adquirida na infancia; género masculino e idade
avancada; dieta rica em sal: seus efeitos estdo associados a alteracdes inflamatorias e de
reparo, com consequente inducdo de atrofia na mucosa gastrica. O sal em excesso também
contribui para aumentar a capacidade mutagénica de alimentos ricos em nitrosaminas, que sao
compostos quimicos cancerigenos e sdo produzidos a partir de nitratos e nitritos, presentes em
alguns alimentos, quando em condicBes fortemente &cidas tais como a do interior do
estdbmago humano. Alem da dieta rica em sal, uma dieta pobre em alimentos de origem
vegetal que contenham antioxidantes e/ou acido ascorbico e alimentos com conservantes
também estd associado ao CG. Outros fatores de risco sdo tabagismo, consumo de &lcool,
presenca de condi¢Bes pré-cancerosas como gastrite cronica atréfica, metaplasia intestinal,

polipo adenomatoso gastrico com displasia e baixo grau e historia familiar de CG (5-7).

Diversos sistemas de classificagdo foram propostos para o CG, porém 0s mais
utilizados séo as classifica¢fes histologicas da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e de
Laurén (1,8). Ambas baseiam-se em aspectos morfoldgicos caracteristicos do CG,
identificados apenas ao exame histopatolégico. Segundo Laurén, as neoplasias podem ser
classificadas em dois tipos principais: intestinal ou difuso.

O CG do tipo intestinal forma glandulas claramente identificaveis, cuja diferenciacdo
varia de pouco a bem diferenciadas, além de predominar nas populacgdes de alto risco para CG
e em paises em desenvolvimento. Pacientes do sexo masculino sdo mais acometidos, numa
média de idade de 60 anos. A progressdao do seu processo de carcinogénese geralmente se
verifica em etapas sequenciais, a partir de infeccdo crénica da mucosa gastrica pelo
Helicobacter pylori, evoluindo para condi¢fes pré-cancerosas como, gastrite cronica atréfica
e metaplasia intestinal e, entdo, para displasias de baixo e alto graus e, finalmente, para CG in

situ e invasor (8-11).

O CG tipo difuso consiste na proliferacdo de células isoladas, em anel de sinete, com
tendéncia a acumulo de muco intracelular que infiltram a parede géstrica individualmente,
sem formacao glandular e acomete mais frequentemente populacdes de baixo risco. Acomete
igualmente ambos os sexos, em faixa etaria mais jovem, com idade média em torno dos 50
anos, apresentando, geralmente, um pior prognastico (8-10). O processo de carcinogénese do
CG tipo difuso estd mais associado a fatores genéticos, sendo menos influenciado ou

modulado por fatores ambientais que o CG do tipo intestinal (12).
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O padréo de crescimento tumoral e a forma de disseminacdo do CG diferem também
entre os tipos intestinal e difuso. O tipo intestinal apresenta um crescimento
predominantemente exofitico e tende a invadir o figado por disseminacdo hematogénica. Em
contraste, o tipo difuso tende a exibir um crescimento Ulcero-infiltrativo, de carater mais
invasivo, acometendo toda a espessura da parede gastrica, com disseminagdo
predominantemente peritoneal (4). Esse crescimento é dependente de fatores angiogénicos,

sendo o Fator de Crescimento Vascular Endotelial- VEGF- o regulador principal (13,14).

1.2. Angiogénese e VEGF

A angiogénese consiste no crescimento de novos vasos sanguineos a partir de um vaso
pré-existente. Primeiramente, ocorre ativacao de células endoteliais do vaso pré-existente pela
acdo de um estimulo angiogénico, tal como a liberacdo de VEGF e de outros fatores de
crescimento. Posteriormente, ocorre a migracdo e proliferacdo de células endoteliais em
direcdo ao local do estimulo e, finalizando o processo, ocorre a maturacdo das células
endoteliais. O vaso se torna estavel apds a migracdo de células mesenquimais (pericitos ou
células musculares lisas) para a regido perivascular, com sua deposicdo ao redor dos vasos

neoformados (15).

Habitualmente, a angiogénese € controlada através do equilibrio entre a liberacdo de
fatores pré e anti-angiogénicos. Este equilibrio pode ser rompido em processos tumorais, em
que o tumor depende da constante formacdo de novos vasos para garantir a oxigenacédo e a
perfusdo de nutrientes, além de eliminar produtos metabolicos. Diferentemente do tecido
normal, em que a angiogénese € estritamente controlada, no tecido neoplasico a mesma é
descontrolada e imatura (16). Dessa forma, representa uma etapa essencial na proliferagéo,
expansao e metastase tumoral. No inicio do desenvolvimento, os tumores s&o geralmente ndo-

angiogénicos e, apos um periodo variavel, adquirem o fenotipo angiogénico (17).
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1.3. Oncogene MET, ligante HGF e a carcinogénese

Informacdes genéticas e moleculares recentes sobre 0s mecanismos da carcinogénese
géstrica tém demonstrado que constitui processo multifatorial, com interagdo entre fatores
predisponentes (como, por exemplo, presenca de infecgdo por H. pylori) e anormalidades
genéticas e epigenéticas (incluindo ativacdo de oncogenes e/ou inativacdo de genes
supressores de tumor), resultando em crescimento descontrolado e disseminacdo de células
(18-20).

Estudos mais atuais tém sugerido que alteracbes em oncogenes que codificam
receptores tirosina-quinase tém um importante papel na patogénese do CG (21). MET é um
proto-oncogene, localizado no cromossomo 7, que codifica o receptor tirosina-quinase c-
MET. O receptor possui duas subunidades, alfa (extracelular) e beta (transmembrana), ligadas
por ponte dissulfeto. O dominio intracelular contém trés por¢des funcionais com residuos de
aminoacidos importantes para a modulacdo de sinais. Estes residuos séo fosforilados quando
ocorre a dimerizacdo com seu ligante HGF (22). O Fator de Crescimento Hepatocitico (HGF)
€ 0 Unico ligante conhecido para o receptor c-MET e € expresso principalmente por células de
origem mesenquimal (14, 23-25), enquanto o receptor c-MET € expresso por células epiteliais

e endoteliais (23).

Sob condi¢des normais, c-MET dimeriza e autofosforila através da ligacdo com seu
ligante, gerando uma cascata de sinais. Os processos que ocorrem com essa ativacdo fazem
parte de um programa bioldgico definido por “crescimento invasivo”. E um programa
fisiolégico que age principalmente no desenvolvimento embrionario, crescimento tecidual e
reparo de tecidos (23). Tal ativacdo gera uma variedade de respostas bioldgicas que induz ao
aumento do crescimento celular, motilidade, disseminacdo, protecdo contra apoptose e

angiogénese, conforme pode ser visto na Figura 1 (25).
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Figura 1- Ativacao do receptor c-Met por HGF
Fonte: Hack et al 2014

Entretanto, sob condic¢des patoldgicas, a ativacdo imprdpria de c-MET por HGF pode
conferir habilidades proliferativas, invasoras, metastaticas e de sobrevivéncia a células
cancerosas (23,26). A ativacdo aberrante de HGF/c-Met ocorre em uma variedade de tumores,
via mecanismos como ganho no nimero de cépias do gene, seja por amplificacdo génica ou
por polissomia e mutagcdes pontuais no gene MET, estes, entretanto, sdo raros, ocorrendo em
até 5% dos casos. Em maior parte, cerca de 18-82% dos tumores gastricos, a ativacdo de MET
é resultado de uma super regulacdo da transcricdo, que leva a uma superexpressao protéica
(19, 25).

Na Figura 2, podemos observar as varias formas de alteracdes em c-Met, seja no
DNA, com o ganho no nimero de cdpias do gene ou mutac¢es pontuais; em seu transcrito -
MRNA- que pode se encontrar superexpresso ou em sua forma protéica, que também pode

estar superexpressa.
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RNA Protein

Figura 2- Possiveis formas de alteracdes em MET
Fonte: modificado Hack et al 2014

A transcricdo de MET pode ser mantida por mecanismos ativados por alteragdes
genéticas frequentes no cancer, como mutacdo em RAS (oncogene) e perda de p53 (supressor
de tumor). Além disso, a transcricdo desse gene € induzida por fatores de crescimento
secretados pelo estroma adjacente, incluindo o préprio HGF, ou pela deficiéncia de oxigénio
(hipdxia), uma ocorréncia frequente no crescimento acelerado do tecido tumoral (22).

Sua superexpressao tem sido correlacionada com a profundidade de invasé@o do tumor,
metastases linfonodais, estadiamento mais avancado e menor sobrevida (26-28). Um estudo
nacional envolvendo 482 casos de cancer gastrico analisou, por imunohistoquimica, 28
proteinas, entre elas, c-MET, que foi expresso em 92% dos CG do tipo intestinal e em 84% do
tipo difuso (29).

Anticorpos e pequenas moléculas inibidoras estdo sendo avaliadas clinicamente contra
HGF e/ou c-Met e previnem a interacdo ligante-receptor e, consequentemente, impactam na
sinalizacdo desse receptor através da inibicdo da fosforilagdo e recrutamento de proteinas
efetoras de sinais. Alguns dos anticorpos monoclonais testados encontram-se em estudos de
fase 111, como o rilotumumab e onartuzumab, e a hipotese testada em ambos estudos € se essa
terapia, associada a quimioterapia padrdo, melhora a sobrevida de pacientes com
superexpressdo de c-Met. Em um dos estudos, foi encontrada uma maior sobrevida nos

pacientes com superexpressdo de c-Met tratados com anticorpo monoclonal e quimioterapia
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que no grupo de pacientes tratados apenas com quimioterapia. Entretanto, os pacientes que
ndo possuiam superexpressdo desse receptor, obtiveram piores desfechos clinicos quando
comparados aos pacientes que receberam apenas a quimioterapia padrdo. Tal resultado indica
que a analise de expressdo desse marcador poderia ser utilizada como preditivo para selecdo

de pacientes para uso da terapia com anticorpos monoclonais (25).

O presente estudo faz parte de plataforma de pesquisa intitulada “Avaliacdo do proto-
oncogene ¢c-MET em amostras de pacientes portadores de carcinoma géastrico no Brasil:
metodologia, prevaléncia, valor prognostico e alvo terapéutico”, envolvendo pesquisadores do
Departamento de Anatomia Patolégica da Faculdade de Medicina da UFMG, do Banco de
Tumores e Tecidos do Instituto Alfa de Gastroenterologia e do Servi¢co de Oncologia do
Hospital das Clinicas da UFMG.

2. JUSTIFICATIVA

Em uma doenca multifatorial como o CG, € frequente a presenca de alteracbes no
padrdo de expressdo génica das células no processo de carcinogénese, e envolve oncogenes,
fatores de crescimento e fatores angiogénicos. O conhecimento da expresséo dos genes MET,
HGF e VEGF torna-se relevante na préatica clinica, podendo conferir maior precisdo ao
estadiamento da neoplasia e, consequentemente, uma melhor definicdo do prognostico dos
pacientes, aléem do potencial estabelecimento de alvo terapéutico pelo emprego de substancias
anti-c-MET e anti-VEGF.

w

OBJETIVOS DA PESQUISA

3.1. Objetivo geral

e Padronizar a técnica de qPCR para avaliar, em amostras parafinadas, a expressdo dos genes
MET, HGF e VEGF.
3.2. Objetivo especifico

e Selecionar e classificar amostras de CG em tipos difuso e intestinal de Laurén;

e Otimizar protocolos de extracdo e amplificacdo dos genes MET, HGF e VEGF a partir de

amostras parafinadas do tumor e do tecido ndo-tumoral;
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e Quantificar a expressao relativa dos genes MET, HGF e VEGF nas amostras selecionadas;

e Comparar a expresséo relativa dos genes MET, HGF e VEGF das amostras tumorais com

as amostras nao-tumorais.

4. CASUISTICA E METODOS

4.1. Caracteristicas gerais do estudo

O estudo foi realizado nas dependéncias do Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Minas Gerais (HC-UFMG). As andlises laboratoriais foram realizadas no
Laboratdrio de Pesquisa do Instituto Alfa de Gastroenterologia (IAG) do HC-UFMG.

4.2. Sujeitos da pesquisa e desenho do estudo

Foram estudados retrospectivamente 20 casos selecionados de pacientes portadores de
CG diagnosticados e tratados cirurgicamente no Hospital das Clinicas da Universidade Federal
de Minas Gerais (HC-UFMG). Foram utilizados blocos de tecidos em parafina armazenados
no Laboratdrio de Pesquisa em Patologia do Trato Gastrointestinal (LP-TGI) do Servico de
Anatomia Patologica (APM) do HC-UFMG provenientes de pacientes submetidos a
gastrectomia total, subtotal ou parcial. A triagem e selecdo dos casos foi realizada inicialmente
pela analise dos dados do protocolo anatomopatologico do LP-TGI, que se encontram

informatizados.

A selecdo dos casos foi feita previamente por meio de exame histopatoldgico das
laminas de vinte casos de CG, coradas pela coloracdo de rotina (Método de Hematoxilina-
Eosina, H&E), para confirmar a presenca de tumor nas amostras e o tipo de CG presente:
intestinal ou difuso (8). Foram também selecionadas, histopatologicamente, vinte laminas,
destes mesmos casos, representativas de areas da mucosa gastrica ndo-tumoral, distantes do
tumor. As Figuras 3 e 4 exibem exemplos de amostras de dois pacientes (n° 3 e n° 7) com CG
tipo intestinal e sua amostra adjacente ndo tumoral e com CG tipo difuso e amostra nédo-

tumoral, respectivamente.

A partir das laminas escolhidas, os blocos de parafina foram selecionados e compostos

em dois grupos:
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Grupo T (tumor) - vinte amostras parafinadas do tumor: dez provenientes de pacientes
com CG do tipo intestinal e dez de pacientes com CG do tipo difuso.

Grupo NT (N&o-tumor) - vinte amostras parafinadas de mucosa gastrica ndo-tumoral,
coletadas de areas de mucosa gastrica distantes do tumor, dos vinte pacientes constituintes do
grupo T.
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NT (B)

Figura 3- Microfotografia de estbmago de paciente com adenocarcinoma do tipo
intestinal de Laurén (T) e amostra adjacente ndo-tumoral (NT). Em NT (A), camada
muscular (H&E, aumento original, 100x) e em NT (B), mucosa gastrica (H&E,
aumento original, 50x).

T=amostra tumoral; NT=amostra ndo tumoral
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Figura 4- Microfotografia de estbmago de paciente com adenocarcinoma do tipo difuso
de Laurén, com células em anel de sinete (T) e amostra adjacente ndo-tumoral (NT).
Em NT (A), camada muscular (H&E, aumento original, 100x); em NT (B), mucosa
gastrica (H&E, aumento original 50x).

T=amostra tumoral; NT=amostra ndo tumoral

O estudo da expressdao dos genes MET, HGF e VEGF foi realizado em todas as

quarenta amostras pela técnica de gPCR.

4.2.1. Critérios de inclusao:

Amostras representativas do tumor e da mucosa gastrica histologicamente normal (n&o
tumoral), disponiveis em blocos de parafina nos arquivos do LP-TGI do APM-HC-UFMG.

4.2.2. Critérios de exclusao:

Foram excluidos deste estudo todos aqueles casos sem informacdes disponiveis no

protocolo anatomopatoldgico ou cujos blocos de parafina ndo tenham sido encontrados no
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arquivo ou, ainda, blocos de parafina selecionados que ndo apresentassem quantidade
suficiente de tecido para os procedimentos previstos.

4.3. Procedimentos
4.3.1. Extracao de RNA:

O protocolo de extracdo de RNA total foi realizado com o kit RecoverAll™ Total
Nucleic Acid Isolation Kit (Ambion, EUA).

O passo inicial constituiu-se da realizacdo de quatro cortes de 20 um de cada bloco de
parafina em microtomo que foram transferidos para um tubo de 1,5 mL com pinca estéril
(Figura 5). Foi utilizada uma lamina por bloco para que ndo houvesse contaminacao entre as
amostras. Ap@s, iniciou-se a desparafinizacdo dos cortes com xilol seguido da lavagem com
etanol 100% para acelerar a secagem do tecido e remover o xilol presente (Figura 6). Apds a
secagem, ocorreu a digestdo enzimatica proteolitica com uma incubacgdo a 50°C por 30 min e
outra a 80°C por 15 min, seguida da purificacdo da amostra utilizando uma metodologia de
filtro de fibra de vidro que incluiusucessivas lavagens com tampdes especificos e
centrifugagdes a 10.000 rpm por 30 seg e tratamento com DNase (Figura 7). A eluicdo da
amostra contendo o RNA foi realizada com centrifugagdo a 13.000 rpm por 1 min. O RNA
extraido foi quantificado pelo espectrofotdmetro Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, EUA)

utilizando 2 pL de cada amostra (Figura 8).

— 1| E
[ | re

Figuras 5 e 6- Fotografias de cortes dos blocos de parafina em microtubos (5) e secagem
das amostras em temperatura ambiente (6)
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Figuras 7 e 8- Fotografias de DNase (7) e Nanodrop 2000 (8)

AplGs essa etapa, as amostras foram submetidas a um concentrador a VvAcuo
(Concentrator 5301, da Eppendorf) (Figura 9) por 25 minutos para aumentar a concentragao
do acido ribonucléico e foram novamente quantificadas e analisadas sua qualidade com o
calculo da razéo 260/280 por Nanodrop (entre 1,71-2,03), como pode ser visto no Apéndice

A

Figura 9- Fotografia do Concentrator 5301
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4.3.2. Sintese de cDNA

Para a transcricdo reversa do RNA, o kit utilizado foi High Capacity cDNA Reverse
Transcription (Applied Biosystems, EUA). A quantidade de RNA total foi uniformizada a 300
ng/20 pL para cada amostra para a sintese de cDNA. O termociclador utilizado foi o Veriti
(Applied Biosystems, EUA) e as condicOes da reacdo sdo otimizadas para o uso desse Kit,

conforme Figura 10:

Step 1 Step 2 Step 3 Step 4
Temperatura (°C) 25 37 85 4
Tempo 10 min 120 min 5 min 0

Figura 10- Condicdes para uso no termociclador para realiza¢éo da transcrigao reversa
Fonte: Protocolo do kit High Capacity cDNA Reverse Transcription

PROTOCOLO DE TRANSCRICAO REVERSA
Resumo:

Preparo do master mix de transcrigéo reversa 2x

!
Adicdo do RNA total ao RT master mix 2x

!

Transcri¢do reversa em termociclador

!

Armazenamento a -20°C

4.3.3. PCR guantitativo (QPCR)

Uma vez sintetizado o cDNA, este foi submetido a amplificacdo pela reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (QPCR) para quantificacdo da expressdo de c-MET, HGF e VEGF
através do termociclador Step One Plus (Applied Biosystems, EUA).
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As amplificagGes pela PCR foram realizadas em triplicata utilizando 30 ng de cDNA por
reacdo. As condigdes da reagdo foram 50°C durante 2 min, 95°C durante 10 min e 40

repeticdes de 95°C por 15 seg e 60°C por 1 min.

Para andlise da expressdo, foi utilizado o TagMan Gene Expression Assay (Applied
Biosystems, EUA), de acordo com o protocolo. O ensaio utilizado para analise de expressao
do c-MET é Hs01565584 m1l. Para HGF, Hs00300159 m1 e para VEGF, Hs00900055 ml1.
O gene constitutivo (controle) utilizado foi 0 GAPDH, e seu ensaio Hs03929097_g1. Todos 0s
ensaios eram inventoriados, isto é, sdo ensaios pré-desenhados e que a empresa garante a

eficiéncia de 100% do mesmo.

Todas as reacdes foram submetidas as mesmas condi¢cdes e normalizadas pelo sinal do
corante de referéncia passiva ROX para correcdo de possiveis flutuag6es na leitura decorrentes
de variacGes de volume e evaporacdo ao longo da reacdo. O resultado, expresso em valor de
CT (cycle threshold), se refere ao numero de ciclos de PCR necessarios para que o sinal
fluorescente atinja o limiar de detec¢do. O CT é a medida relativa da concentracdo de um alvo

na reacdo de PCR.

Foi calculada a média aritmética dos CTs de cada amostra, para 0s genes alvo e gene de

referéncia, sendo os dados transferidos para planilhas para realizacdo da analise estatistica.

4.4. Aspectos éticos

O estudo foi executado apdés aprovacdo em 04/07/2013 pelo COEP-UFMG e
registrado na Plataforma Brasil, CAAE: 16476713.0.0000.5149 (Anexo A).

4.5. Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando técnicas de estatistica descritiva
(tabelas e porcentagens). Foram utilizados os softwares Microsoft Excel (2010), para a
montagem do banco de dados e os testes T, entre duas proporcOes, através do Minitab 17
(2015), sendo consideradas significativas diferengas estatisticas para valores (p) inferiores
a 0,05.
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5. RESULTADOS

A Tabela 1 exibe os tipos de CG intestinal e difuso, distribuicdo etaria e sexo dos 20
pacientes incluidos no estudo, sendo observada uma idade média superior (22 anos), com

significancia estatistica (p= 0,00), nos pacientes com CG do tipo intestinal.

Tabela 1- Caracteristicas clinico - patoldgicas dos 20 pacientes incluidos no estudo

Cancer Idade média Sexo (%)
gastrico em anos ) o
Masculino Feminino

Tipo (min-max)

Difuso 50,1 (32-63) 6 (60) 4 (40)
(n=10)

Intestinal 72,1 (60-86) 7 (70) 3 (30)
(n=10)
Total 61,1 (32-86) 13 (65) 7 (35)
(n=20)

Expressao relativa dos biomarcadores c-Met, HGF e VEGF

Para o calculo da expressdo relativa dos biomarcadores, foi utilizado o método que se
vale da determinagéo da intersecgdo da linha do limiar de detecgdo da reagéo (threshold), com
a linha da amplificagdo génica de cada amostra. Essa intersecgdo é denominada CT e é
comparada com o CT do gene constitutivo na mesma amostra. O gene constitutivo GAPDH
foi expresso em todas as amostras e em todos os ensaios realizados. O calculo da Expressédo

Relativa (RE) foi efetuado de acordo com as equacdes abaixo:
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Célculo para Expressdo Relativa (RE):

a-  ACT=mediade CT (gene teste) — média CT (gene referéncia GAPDH)

b-  AACT= ACT (tumor) — ACT (ndo tumor)

c-  RE=2744CT

A interpretacdo do célculo da RE adotou as seguintes regras:

Caso AACT > 0; ACT (tumor) > ACT (ndo tumor) — RE < 1

Caso AACT = 0; ACT (tumor) = ACT (nao tumor) — RE =1

Caso AACT < 0; ACT (tumor) < ACT (ndo tumor) — RE > 1

Esse célculo foi feito para todos os pares de amostras (tumoral e ndo tumoral) para cada
paciente.

A Tabela 2 exibe a expresséo relativa de c-Met, a Tabela 3 do HGF e a Tabela 4 do VEGF.

Na Tabela 2, em dois pacientes (n°5 e n°14, ambos com CG tipo intestinal) o CT foi
indeterminado. Entre os 18 pacientes estudados, nove (50%) apresentaram superexpressao
(RE<1) de c-Met.
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Tabela 2- Expressao relativa de c-Met através do delta CT de amostras tumorais e nao

tumorais nos 20 pacientes

Delta Delta CT
CT Nao RE
Paciente Tipode CG | Tumoral | tumoral c-Met
1 difuso 7,809 9,259 2,740
2 intestinal 8,371 6,903 0,360
3 intestinal 8,613 7,473 0,450
4 difuso 7,625 6,136 0,360
5 intestinal - - -
6 intestinal 6,970 7,651 1,600
7 difuso 7,098 6,501 0,660
8 difuso 8,388 8,101 0,820
9 difuso 8,515 5,778 0,150
10 difuso 7,914 8,144 1,170
11 difuso 7,977 7,319 0,630
12 difuso 5,251 6,917 3,170
13 intestinal 8,043 8,579 1,450
14 intestinal 7,34 - -
15 intestinal 7,864 7,998 1,100
16 intestinal 7,163 8,822 3,160
17 difuso 5,606 7,522 3,770
18 difuso 8,968 8,642 0,800
19 intestinal 8,754 6,717 0,240
20 intestinal 7,335 8,570 2,350

RE= expressdo relativa; CT= cycle threshold; CG= carcinoma gastrico
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Na Tabela 3, sete entre os 20 (35%) pacientes com CG expressaram HGF, sendo
quatro do tipo difuso e trés do tipo intestinal. Entre estes sete pacientes, houve superexpresséo
(RE<1) de HGF em quatro deles.

Tabela 3- Expresséo relativa de HGF através do delta CT de amostras tumorais e ndo
tumorais nos 20 pacientes

Delta Ct
Delta CT Nao RE
Paciente Tipo de CG | Tumoral tumoral HGF
1 difuso 9,334 - -
2 intestinal - 9,446 -
3 intestinal - 9,805 -
4 difuso - 9,254 -
5 intestinal - - -
6 intestinal - - -
7 difuso 7,090 9,042 3,870
8 difuso 9,896 10,623 1,650
9 difuso 11,365 9,829 0,340
10 difuso - - -
11 difuso 12,701 10,422 0,210
12 difuso - - -
13 intestinal - - -
14 intestinal - - -
15 intestinal 11,196 12,693 2,820
16 intestinal 12,479 10,836 0,320
17 difuso - - -
18 difuso - 10,843 -
19 intestinal 10,618 - -
20 intestinal 12,340 10,632 0,310

RE= expressdo relativa; CT= cycle threshold; CG= carcinoma gastrico
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Na Tabela 4, todos os 20 pacientes com CG (100%) expressaram VEGF e em doze
deles podemos observar superexpressdo (RE<1), sendo quatro do tipo intestinal e oito do
tipo difuso.

Tabela 4- Expressdo relativa de VEGF atraves do delta CT de amostras tumorais e
nao tumorais nos 20 pacientes

Delta Delta Ct
CT Nao RE
Paciente Tipode CG | Tumoral | Tumoral | VEGF
1 difuso 6,007 5,597 0,750
2 intestinal 3,621 5,192 2,970
3 intestinal 4,735 5,122 1,310
4 difuso 5,809 4,996 0,570
5 intestinal 4,496 4,224 0,830
6 intestinal 4,773 5,649 1,830
7 difuso 4,896 3,708 0,440
8 difuso 5,707 5,396 0,810
9 difuso 5,904 5,486 0,750
10 difuso 6,121 5,968 0,900
11 difuso 6,562 4,383 0,220
12 difuso 4,925 5,165 1,180
13 intestinal 4,848 3,962 0,540
14 intestinal 5,321 4,660 0,630
15 intestinal 4,458 6,827 5,160
16 intestinal 5,637 6,257 1,650
17 difuso 3,928 4,891 1,950
18 difuso 8,869 5,501 0,090
19 intestinal 4,121 4,918 1,730
20 intestinal 6,042 3,931 0,230

RE= expressdo relativa; CT= cycle threshold; CG= carcinoma gastrico
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A Figura 11 exibe os valores de AACT, para c-Met, HGF e VEGF, em pacientes com
CG tipo intestinal e difuso. Os valores acima de zero correspondem aos pacientes que tiveram

uma maior expressao do marcador na amostra tumoral que na amostra ndo tumoral.
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Figura 11- Gréafico de valores de AACT, em pacientes com carcinoma gastrico (CG), para 0s
biomarcadores c-MET, HGF e VEGF
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A Figura 12 mostra os valores de RE dos pacientes com CG tipo intestinal e difuso,
para os trés biomarcadores. Os valores abaixo de um correspondem aos mesmos pacientes que
obtiveram AACT maior que zero na Figura 11, isto é, expressdo maior do marcador na

amostra tumoral gue na amostra ndo tumoral.
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Figura 12- Gréafico de valores da expressao relativa (RE), em pacientes com carcinoma
gastrico (CG), para os biomarcadores c-MET, HGF e VEGF

A Figura 13 exibe a comparacéo entre delta CT de amostras tumorais do tipo intestinal
e do tipo difuso para os trés biomarcadores estudados. Em A, na avaliagdo do c-Met, pode-se
observar a média de delta CT (7,889) pouco maior no grupo de pacientes com CG intestinal
(n=8) que no CG difuso (7,52; n=10) (p=0,423). Em B, na avaliacdo do HGF, a média de
delta CT (10,26) para o grupo com CG difuso (n=4) foi inferior aquela observada (12,005)
para o grupo com CG intestinal (n=3), porém também sem significancia estatistica (p=0,264).
Em C, na avaliagcdo do VEGF, foi observada uma média (5,87) significativamente maior no
grupo com CG difuso (n=10) que a média (4,795) observada no grupo com CG intestinal
(n=10) (p=0,038).
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Figura 13- Comparagdo entre delta CT de amostras tumorais (T) do tipo intestinal (Int) e do
tipo difuso (Dif), por teste T entre 2 amostras, para c-Met (A), HGF (B) e VEGF (C).
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A Figura 14 mostra a comparacdo entre delta CT de amostras ndo tumorais
provenientes de pacientes com CG do tipo intestinal e tipo difuso para os trés biomarcadores.
Em A, o grupo de CG tipo difuso (n=10) apresentou um valor médio (7,43) enquanto no
grupo de CG tipo intestinal (n=8) foi encontrado um valor médio de 7,839 (p=0,382). Em B,
no grupo com CG difuso (n=4), a média foi de 9,979, enquanto no grupo com CG intestinal
(n=3) foi observada uma média de 11,39 (p=0,155). Em C, no grupo tipo difuso (n=10), a
média observada foi de 5,109, comparada com 5,074 para o grupo tipo intestinal (n=10)
(p=0,926).
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Figura 14- Comparacdo entre delta CT de amostras ndo tumorais (NT) provenientes de
pacientes com CG do tipo intestinal (Int) e tipo difuso (Dif), por teste T entre 2 amostras, para
c-Met (A), HGF (B) e VEGF (C).

A Figura 15 mostra comparacgéo entre delta CT de amostras tumorais € ndo tumorais
dos pacientes com CG tipo intestinal. Em A, podemos observar as médias de delta CT entre
o0s grupos tumoral (7,889) e ndo tumoral (7,839), sendo n=8 (p=0,894). Em B, a média para o
grupo tumoral é 12,005 e ndo tumoral 11,39 (n=3) (p=0,482). Em C, a média para 0 grupo nédo
tumoral foi maior, 5,074, enquanto para o tumoral foi 4,795 (n=10) (0,469).
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Figura 15- Comparagéo entre delta CT de amostras tumorais (T) e ndo tumorais (NT) do tipo
intestinal, por teste T entre 2 amostras, para c-Met (A), HGF (B) e VEGF (C)

Na Figura 16, podemos observar a comparagéo entre delta CT de amostras tumorais e
ndo tumorais dos pacientes com CG tipo difuso. Em A, n=10 e a média de delta CT para o
grupo tumoral é 7,52 e para o ndo tumoral, 7,43 (p=0,875). Em B, n=4 e a média de delta CT
para o grupo tumoral é 10,26 e ndo tumoral é 9,979 (p=0,835). Em C, n=10 e a média

observada para o grupo tumoral é 5,87 enquanto para o grupo ndo tumoral é 5,109 (p=0,121).
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Figura 16- Comparagdo entre delta CT de amostras tumorais (T) e ndo tumorais (NT) do tipo
difuso, por teste T entre 2 amostras, para c-Met (A), HGF (B) e VEGF (C).

Podemos observar, na Figura 17, a comparacao entre delta CT de amostras tumorais
dos pacientes com CG dos tipos intestinal e difuso e suas respectivas amostras nao tumorais.
Em A, o grupo tumoral apresentou um valor médio de 7,68 enquanto o ndao tumoral 7,613,

sendo n=18 (p=0,838). Em B, n=7 e a média para o grupo tumoral é 11,01 e ndo tumoral é
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10,58 (p=0,631). Em C, n=20 e a média observada para o grupo tumoral é 5,33 e para 0 grupo
n&o tumoral é 5,092 (p=0,447).
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Figura 17- Comparacdo entre delta CT de amostras tumorais (T) do tipo intestinal e do tipo
difuso e suas respectivas amostras ndo tumorais (NT), por teste T entre 2 amostras, para c-Met
(A), HGF (B) e VEGF (C).

Na Figura 18, podemos observar a expressao relativa entre CG tipo difuso e intestinal.
Em A, a média da expressdo relativa do grupo intestinal (n=8) é 1,34 e difuso (n=10) ¢é 1,43
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(p=0,874); em B, o grupo intestinal (n=3) tem como média 1,15 e o grupo difuso (n=4) tem
como média 1,52 (p=0,773). Em C, para cada grupo temos n=10 e podemos observar dois
pontos fora do grafico por serem mais extremos (RE= 5,16 e RE= 0,09). Nessas
circunstancias, a média para os pacientes do grupo de CG tipo intestinal é 1,69 e para aqueles
do grupo do tipo difuso 0,766. Em D, foram retirados os dois pontos mais extremos,
conhecidos como outliers, sendo n=9, portanto, tanto para o grupo de pacientes com CG tipo
intestinal quanto para o tipo difuso. O grupo com CG tipo intestinal apresenta média da
expressao relativa 1,302 e o grupo com CG difuso difuso 0,634 e essa diferenca mostrou-se

significativa (p= 0,053).
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Figura 18- Comparacdo entre expressdo relativa (RE) intestinal (Int) e difuso (Dif), por teste T
entre 2 amostras, para c-Met (A), HGF (B) e VEGF (C)e (D).

Comparando as propor¢des de hiperexpressdo e normoexpressao relativas dos CG tipo
difuso e intestinal, foram observados resultados estatisticamente significativos para o gene
VEGF (p=0,046). Entretanto, ndo foram observados resultados significativos para os genes
MET (p=0,330) e HGF (p=0,652).
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6. DISCUSSAO

Nosso estudo piloto foi capaz de avaliar, pela técnica de qPCR, a expresséo relativa
génica dos trés biomarcadores, c-Met, HGF e VEGF entre as amostras tumorais e ndo
tumorais dos pacientes com CG tipos intestinal e difuso. E uma técnica eficaz para esse
objetivo, principalmente se tratando de amostras parafinadas, em que ha menor concentracao

de 4cido nucléico.

Comparando a qPCR com a IHQ, grande parte dos estudos que realizam esta Ultima
técnica, ndo possuem um consenso Nno critério de score para testes em c-Met. Além disso, essa
técnica resulta em um alto grau de variabilidade. Exemplos potenciais dessa variabilidade
incluem o uso de diferentes tipos de amostras, com tamanhos variados, variacdo entre
observadores, anticorpos primarios e secundarios, protocolos de coloracéo, métodos utilizados
para o score e diferencas no processamento e armazenamento das amostras. Além disso, 0s
reagentes de IHQ utilizados costumam variar a sua especificidade e sensibilidade. Todos esses

fatores trazem implicacGes para o uso de c-Met e seu ligante no método de IHQ (25).

Nosso achado em relacdo a idade média dos pacientes com CG dos tipos intestinal
(72,1 anos) e difuso (50,1 anos) esta de acordo com o descrito por Laurén, segundo o qual ha

uma maior incidéncia de CG do tipo intestinal em faixa etaria mais avancada (8).

Dentre os trés marcadores, o HGF foi 0 que apresentou menor expressao génica em
nossas amostras, ou seja, em apenas sete dos vinte pacientes. Foi observada uma expressao
maior do biomarcador nos casos de CG tipo difuso (n=4) que naqueles do tipo intestinal
(n=3), porém essa diferenca ndo foi significativa (p= 0,773). No estudo de Amemiya et al
(2010), foram analisados 40 pacientes com CG através da IHQ. Na imunorreacdo das células
tumorais observou-se que metade dos pacientes ndo expressaram HGF, enquanto 15 pacientes
tiveram reacdo com intensidade de uma cruz (+), correspondente a 1-24% de células
neoplésicas marcadas; trés pacientes apresentaram imunorrea¢do com intensidade igual a trés
cruzes (+++), significando que 50 a 74% de células foram marcadas positivamente, enquanto
que somente dois pacientes apresentaram imunorreacdo igual a quatro cruzes (++++), 0 que
equivale a 75% ou mais de células positivas. Esse resultado mostra que em 50% dos casos
analisados houve a producdo de HGF por células tumorais, sugerindo que o HGF produzido
pelas células tumorais induzem sua prépria atividade proliferativa por via autocrina. Ja em
relacdo as celulas estromais do estdmago, foi observada forte marcacdo de HGF em todos 0s

pacientes analisados. Essa observacdo sugere que no cancer gastrico, a producdo de HGF
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pelas células estromais estimulam a proliferacdo e migracdo das células cancerosas por via
parécrina (30). Concordando com esses achados, no estudo de Toiyama et al (2012), com 100
pacientes com CG, sendo 73 homens e 27 mulheres, foi utilizada também a IHQ e observou-
se que o HGF foi predominantemente expresso no citoplasma das células tumorais, enquanto
0 c-Met foi mais imunorreativo na membrana, indicando uma possivel sinalizacdo autocrina.
Os mesmos autores também utilizaram gPCR para analise de expressao relativa e obtiveram
como resultado uma correlacdo da expressdo de HGF com a de c-Met nas amostras de CG,
além de correlacionar com a progressdo tumoral. A expressdéo de HGF e c-Met foi
significativamente maior em pacientes com disseminacdo peritoneal que naqueles sem a

disseminacéo e foi associado a uma redugdo na sobrevida e a um pior progndstico (26).

O HGF também pode ser avaliado através de analises soroldgicas com utilizacdo do
método de ELISA. Estudo publicado em 2015, enfocando 110 pacientes com CG submetidos
a cirurgia e a coleta e andlise de soro no periodo pré-operatério, mostrou diferencas
significativas na comparacdo com o grupo controle, constituido de voluntarios saudaveis e
pacientes com doenga benigna. Dentre os 110 pacientes, 50 casos foram submetidos a anélise
IHQ de HGF e c-Met com o intuito adicional de comparar com a anéalise soroldgica. Desses
50 pacientes, 36 (72%) foram positivos para HGF e 14 (28%) negativos. Em relacdo ao c-
Met, 25 (50%) foram positivos e 25 (50%) foram negativos. Apesar desses achados, nao foi
observada correlacdo significativa entre os niveis séricos com a imunorreacdo de c-Met e
HGF. Tal fato poderia ser explicado devido aos mecanismos paracrinos e autocrinos do HGF

nas células tumorais (31).

Quanto a andlise de c-Met realizada no presente estudo, observamos sua expressao em
18 dos 20 pacientes, ou seja, em 90% dos casos. Dentre esses 18 pacientes, oito apresentavam
CG do tipo intestinal e 10 CG do tipo difuso. Houve tendéncia de maior expresséo relativa
observada para o tipo difuso, porém n&o significativa (p=0,874). Nossos resultados sdo
semelhantes ao estudo de Lee et al (2012) em que também encontraram maior expressao de c-
Met no CG tipo difuso, porém, foi analisado a expressdo protéica, através da IHQ. Nele,
foram analisados 438 pacientes com CG e foi encontrada uma significancia estatistica na
expressao de c-Met entre os tipos histologicos (p<0,001). Dos casos (n=10) que deram trés
cruzes (+++), 70% eram CG do tipo difuso e 30% CG tipo intestinal. Ja os casos (n=94) que
apresentaram imunorreacdo duas cruzes (++), 67% eram pacientes com CG tipo intestinal

contra 33% de pacientes com CG tipo difuso. Os pacientes que foram imunorreativos para trés
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cruzes (+++) apresentaram uma menor sobrevida quando comparados aos pacientes com

marcacgdo negativa (32).

Janjigian et al (2011) analisaram por gPCR 15 amostras de CG, encontrando
expressdes significativamente maiores de c-Met no tumor do que no tecido normal e, ao se
comparar essa expressao entre os dois tipos de CG, o tipo intestinal foi aquele que mostrou
expressdo significativamente maior. Além da qPCR, 38 amostras de pacientes com CG foram
examinadas por meio da IHQ sendo que dentre estas amostras, 24 foram positivas para c-Met,
15 no CG tipo intestinal e 9 no CG tipo difuso ou misto (33). Concordando com estes
resultados e também utilizando IHQ, Sotoudeh et al (2012) analisaram 124 casos de pacientes
com CG e obtiveram maior expressdo de c-Met em amostras do tipo intestinal (77%) que no
tipo difuso (52%). O c-Met também foi mais expresso (80%) em tumores avangados,
invasores da parede gastrica nos estagios pT3 e pT4 quando em comparagdo a expressao

observada (44%) nos tumores gastricos em estagios iniciais (20).

Por outro lado, em outras pesquisas, os autores Chi et al (2012), Amemiya et al(2013)
e Huang et al (2001) ndo especificaram os tipos histolégicos do CG intestinal e difuso para
correlaciona-los com os niveis de expressdo de c-Met. Encontraram, porém, altos niveis de
expressdao de c-Met nas amostras de CG e conseguiram correlaciona-los com 0s casos nos
quais havia maior profundidade de invasdo na parede gastrica, aumento de metastase nos
linfonodos, maior frequéncia de tumores pouco diferenciados ou indiferenciados e

estadiamento mais avangado do CG (34-36).

Nossos achados da expressdo relativa de c-Met e HGF ndo se mostraram similares nos
pacientes, mesmo sendo receptor e seu respectivo ligante. Enquanto 18 pacientes expressaram
c-Met, apenas sete pacientes expressaram HGF. Uma hip6tese sugerida seria a transativagdo
ou cross-talk, mecanismo pelo qual um ligante ativa, indiretamente, um receptor tirosina-
quinase pelo qual ndo é um agonista direto. O c-Met ¢é alvo de transativacdo por alguns
ligantes, sendo um deles o Fator de Crescimento Transformador- a (TGF-a) através do
Receptor do Fator de Crescimento Epidermal (EGFR) (37). Segundo Jo et al (2000), em um
de seus estudos, foi observado que em células epiteliais hepéticas de ratos, que expressavam
constitutivamente TGF-a, 0 c-Met se apresentava continuamente fosforilado, mesmo na
auséncia de seu ligante HGF. Entao se propuseram a testar a transativacdo entre EGFR/ TGF-
a e c-Met/HGF em linhagens celulares humanas de hepatocarcinoma e carcinoma

epidermoide. A exposi¢do ao TGF-a e EGF exdgeno fez aumentar a fosforilagao de c-Met. O
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aumento da ativacdo de c-Met foi inibido utilizando anticorpos anti-TGF-a e/ou para EGFR.
Esse resultado indicou que a fosforilagdo constitutiva de c-Met, nas linhagens celulares

testadas, foi devido a transativacdo via EGFR (38).

Dentre os marcadores testados, 0 VEGF foi 0 Gnico marcador expresso em todas as 20
amostras (100%) além de ter obtido uma maior expressdo relativa, estatisticamente
significativa, no CG do tipo difuso (p=0,046). Tais achados poderiam estar relacionados com
a histdria natural e comportamento bioldgico desse tipo tumoral, que, por ser mais agressivo

que o CG do tipo intestinal, propiciaria uma maior formacao neovascular (9).

Correa prop6s, em 1992, que a carcinogénese gastrica € um processo que envolve uma
sequéncia de mudancas histoldgicas que levam ao adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal.
Dentre esses passos estdo gastrite cronica, atrofia, metaplasia intestinal e displasia, sendo
essas lesdes associadas a infeccdo por H. pylori. JA& o CG tipo difuso ndo é associado a
infecgdo e é possivel surgir na mucosa gastrica que contenha um grande nimero de células
pouco diferenciadas, porém sem envolver um padrdo de carcinogénese especifico (6). Logo, o
tecido adjacente ndo tumoral sofre maiores mudancas genéticas e epigenéticas no tipo
intestinal que no difuso, fazendo a diferenca entre biomarcadores no tecido ndo-tumoral e

tumoral ser maior no tipo difuso.

Badescu et al (2012) analisaram 28 pacientes com CG, cujas bidpsias foram
processadas em parafina e realizaram imunohistoquimica com anticorpo anti-VEGF, tendo
como amostras controle mucosa gastrica normal. Dentre as 28 amostras de CG, 10 eram do
tipo difuso e 18 do tipo intestinal. A imunorreacao foi positiva para VEGF em 80% (8/10) dos
casos de CG tipo difuso e 55,5% (10/18) dos casos de CG tipo intestinal. O CG tipo difuso é
uma forma histoldgica associada a uma intensa atividade angiogénica e os resultados desse
estudo sugerem que, quanto mais intensa a angiogénese no tipo difuso, maior o potencial

metastatico que quando comparado ao tipo intestinal.

Ao contrario, Boussioutas et al (2003) relataram resultados em que as amostras do CG
do tipo intestinal apresentaram alta expressdo para marcadores proliferativos. Embora seja
esperado que celulas tumorais expressem genes envolvidos na diviséo celular, as amostras do

CG do tipo difuso ndo mostraram um aumento similar desses marcadores (39).

Em um outro estudo, Takahashi Y et al (1996) observaram que a expresséo de VEGF

foi também maior no CG tipo intestinal que no tipo difuso, sugerindo que o VEGF seja um
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dos principais fatores angiogénicos que induza a neovasculariza¢cdo no CG tipo intestinal.
Esses autores acreditam ainda que neste tipo de CG, o processo de crescimento e metastase

seja mais dependente da angiogénese que no tipo difuso (13).

No estudo de Mysliwiec et al (2009), o VEGF foi analisado no soro e plasma. Foi
encontrado um aumento significativo de VEGF no plasma de pacientes com CG, de ambos 0s
tipos histoldgicos, intestinal e difuso, quando comparado ao grupo controle, composto por
individuos sem CG (p <0.05). Quando comparado o VEGF no plasma e soro com os tipos
histolégicos de CG, foi encontrado um valor maior de VEGF no soro que no plasma. No tipo
intestinal, a diferenca entre plasma e soro foi de 10 vezes, enquanto para o tipo difuso, a

diferenca encontrada foi de apenas trés vezes (40).

Algumas limitacdes de nosso estudo devem ser registradas. Por se tratar de um estudo
piloto, este apresenta limitacBes inerentes a sua propria natureza, como uma amostragem
pequena. Além disso, o emprego de amostras parafinadas resulta em baixa concentracdo de
acidos nucléicos, sendo mais favoravel a utilizacdo de amostras frescas. Outra limitacdo foi a
auséncia de comparacdo com metodologias que analisem a expressdo protéica dos mesmos
biomarcadores, como a IHQ, para promover a correlacdo entre a expressdo do mRNA com a
expressao da proteina correspondente. Outro fator limitante foi a utilizacdo de amostras de
regides ndo-tumorais de pacientes com CG ao invés de amostras de pacientes saudaveis, como

amostras controle.

7. CONCLUSAO

O desenvolvimento do presente estudo e analise dos resultados obtidos nos permitem

concluir que:

e Atécnica de gPCR foi viavel para analise de expressdo dos genes MET, HGF e
VEGF nas amostras parafinadas de CG do tipo intestinal e difuso;

e Foram observadas nas amostras parafinadas de CG do tipo intestinal e difuso a
expressdo e superexpressdo de c-Met, HGF e VEGF em 90 e 45%, 35 e 20% e
100 e 60%, respectivamente;

e Foi observada diferenca no padrdo de expressdo dos marcadores tumorais c-
MET, HGF e VEGF entre amostras de CG do tipo intestinal e tipo difuso,

embora ndo estatisticamente significativa;
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e Novos estudos, com amostragem maior de casos, devem ser realizados para
melhor caracterizacdo do padrdo de expressao desses biomarcadores no CG
humano na populagdo brasileira. Estes estudos seriam de grande interesse no
cenario atual das pesquisas em CG, com vistas a definicdo de sua prevaléncia e
eventual valor prognéstico e, consequentemente, no desenvolvimento de

compostos terapéuticos anti-c-Met e anti-VEGF.

8. PERSPECTIVAS FUTURAS

O presente estudo piloto servird como referéncia para o trabalho “Caracterizagdo do
padrdo de expressdo do proto-oncogene MET e do Fator de Crescimento Hepatocitico (HGF)
em carcinoma gastrico humano: prevaléncia e valor prognostico”. Além disso, faz parte de
uma plataforma de pesquisa com pesquisadores do Departamento de Anatomia Patoldgica da
Faculdade de Medicina da UFMG, do Banco de Tumores e Tecidos do Instituto Alfa de
Gastroenterologia e do Servigco de Oncologia do Hospital das Clinicas da UFMG que envolve
outras metodologias para avaliagdo do valor terapéutico desses marcadores e sua aplicacdo na

pratica médica serdo realizadas.

A capacidade de utilizacdo de amostras parafinadas pela técnica de gPCR abre
inimeras possibilidades de estudo para novos testes e marcadores através do emprego dos
blocos de parafina do arquivo do Departamento de Anatomia Patoldgica da Faculdade de
Medicina da UFMG.
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APENDICE E ANEXOS

APENDICE A- Tabela de amostras e razao 260/280 ap6s secagem das mesmas

Amostras 260/280
1 1,92
2 1,89
3 1,84
4 1,72
5 1,89
6 1,96
7 1,83
8 1,92
9 1,96
10 1,82
11 1,90
12 1,91
13 1,99
14 2,00
15 1,89
16 1,91
17 1,96
18 1,96
19 1,90

20 2,01
21 1,94
22 1,89
23 1,93
24 1,80
25 1,83
26 1,90
27 1,87
28 1,79
29 1,94
30 1,76
31 2,01
32 1,86
33 1,95
34 1,75
35 1,92
36 2,03
37 1,71
38 1,91
39 1,84
40 2,00
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ANEXO A- Folha de aprovagio do Comité de Etica

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 16476713.0.0000.5149

Interessado(a): Prof. Luiz Gonzaga Vaz Coelho
Departamento de Clinica Médica
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 03 de julho de 2013, o projeto de pesquisa intitulado "Expresséo
do receptor c-MET e seu ligante HGF, como marcadores tumorais,
por PCR quantitativo e imunohistoquimica em cancer gastrico
dos tipos intestinal e difuso na populagdo brasileira: estudo
piloto" bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apos o inicio do projeto.

Prd@lﬁ%arques Amgral

Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coep@prpg.ufmg.br
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ANEXO B- Declaragéo de aprovagao

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS APLICADAS A SAUDE DO U F m G
ADULTO

FOLHA DE APROVACAO

EXPRESSAO DO RECEPTOR C-MET, SEU LIGANTE HGF E VEGF COMO
MARCADORES TUMORAIS NO CANCER GASTRICO DOS TIPOS INTESTINAL E
DIFUSO NA POPULAGAO BRASILEIRA: ESTUDO PILOTO QUANTITATIVO POR
PCR

BIANCA DELLA CROCE VIEIRA COTA

Dissertagdo submetida a Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pos-
Graduagio em CIENCIAS APLICADAS A SAUDE DO ADULTO, como requisito para
obtengdo do grau de Mestre em CIENCIAS APLICADAS A SAUDE DO ADULTO, 4rea de
concentragdo CIENCIAS APLICADAS AO APARELHO DIGESTIVO.

Aprovada em 23 de fevereiro de 2016, pela banca constltulda pelos membros:

Prof. Lu?go—r;a a Vaz Coelho - Orientador

UFMG 9
D) W cer, AL 2y C;}i»
Profa. Ménica Maria Demas Alvares Cabral - Coorientadora

UFMG

Q«wwx Wnge
Profa.

aula Vieira T elra Vldlgal
UFMG

7 .’—3\/\/\,\
p— 2
Prof. Marc ntonio Pascoal Xavier

UFMG

Belo Horizonte, 23 de fevereiro de 2016.
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ANEXO C- Ata da defesa

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
UETG

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS APLICADAS A SAUDE DO
ADULTO

ATA DA DEFESA DA DISSERTACAO DA ALUNA
BIANCA DELLA CROCE VIEIRA COTA

Realizou-se, no dia 23 de fevereiro de 2016, as 08:30 horas, Sala 340, 3° andar da
Faculdade de Medicina, da Universidade Federal de Minas Gerais, a defesa de
dissertacao, intitulada EXPRESSAO DO RECEPTOR C-MET, SEU LIGANTE HGF E
VEGF COMO MARCADORES TUMORAIS NO CANCER GASTRICO DOS TIPOS
INTESTINAL E DIFUSO NA POPULAGAO BRASILEIRA: ESTUDO PILOTO
QUANTITATIVO POR PCR, apresentada por BIANCA DELLA CROCE VIEIRA
COTA, numero de registro 2013654485, graduada no curso de BIOMEDICINA, como
requisito parcial para a obtencdo do grau de Mestre em CIENCIAS APLICADAS A
SAUDE DO ADULTO, a seguinte Comissdo Examinadora: Prof. Luiz Gonzaga Vaz
Coelho - Orientador (UFMG), Profa. Moénica Maria Demas Alvares Cabral -
Coorientadora (UFMG), Profa. Paula Vieira Teixeira Vidigal (UFMG), Prof. Marcelo
Antonio Pascoal Xavier (UFMG).

A Comisséao considerou a dissertacgao:
() Aprovada
( ) Reprovada

Finalizados os trabalhos, lavrei a presente ata que, lida e aprovada, vai assinada por
mim e pelos membros da Comissao.

Belo Horizonte, 23 de fevereiro de 2016.

W e AN\

Prof. Lliiz Gonzaga Vaz Coelho ( Doutor )

WO w e AL \ 2 F\ M

Profa. Ménica Maria Demas Alvares Cabral ( Doutor )

‘«)l IS ¥al fh(v ?
Profa Paula Vlé’sYa Teixeira Vidigal ( Doutor )

o
Prof. MarcelgAntonio Pascoal Xavier ( Doutor )
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