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RESUMO

O céancer gastrico é a quarta neoplasia mais frequente no mundo. A sobrevida relativa de
individuos acometidos pela neoplasia gastrica é ainda considerada baixa tanto para paises
desenvolvidos como em paises em desenvolvimento. Este mal progndstico deve-se
principalmente pelo diagnostico tardio que leva a poucas possibilidades de tratamento. O
entendimento da carcinogénese gastrica como um processo de multiplas etapas pode ser revelar
biomarcadores capazes de atuar também no prognéstico, como diferencial para um diagnostico
adequado e precoce. A regulacdo génica € essencial para a manutencdo da integridade e fisiologia
celular. Alteragdes em genes atuantes na regulacdo, tais como o0 oncogene MYC, séo
frequentemente observadas para o estabelecimento das neoplasias. Tais alteracdes permitem
mecanismos de crescimento, proliferacdo, manutencdo e invasividade da célula tumoral. Este
trabalho tem o objetivo de investigar os genes regulados por MYC, de forma a estabelecer
padrbes de expressdo génica que guiem ferramentas para diagndstico e prognostico da neoplasia
gastrica. Em uma primeira abordagem foi utilizada cultura de células estabelecidas a partir de
pacientes com cancer gastrico do tipo metastatico, para, por meio de silenciamento do gene MYC,
Sequenciamento de Nova Geracdo e arranjos de PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR),
triar um painel de genes importantes regulados por MYC e seus perfis de expressdo génica. Do
painel de 150 genes downregulated associados ao oncogene MYC foram selecionados trés genes
significativamente correlacionados ao estagio de metastase a distancia do cancer gastrico. Foram
eles: UXT, MTA2 e CIAPIN1. Os trés genes foram fortemente associados aos estdgios mais
avancados dessa neoplasia (P<0,0001). No entanto, apenas UXT e CIAPIN1 puderam detectar
metastases a distancia em pacientes em estagios iniciais da doenga (P<0,0001) com alta
sensibilidade (92,3% para UXT e 93,3% para CIAPIN1) e especificidade (90,7% para UXT e
96,2% para CIAPIN1). A alta expressdo de UXT e CIAPIN1 também foi associada
significativamente a uma baixa sobrevida global dos pacientes diagnosticados com cancer
gastrico (P<0,0001). O estudo conclui que o oncogene MYC atua regulando mais de 2000 genes
em linhagem de cancer gastrico, onde pelo menos 150 genes estdo associados a estagios
avancados deste cancer em pacientes acometidos coma a neoplasia. Além disso, dentre eles, 0s

genes UXT e CIAPIN1 podem ser utilizados para guiar o prognostico em cancer gastrico.

PALAVRAS - CHAVE: Cancer gastrico, gene MYC, expressao génica, biomarcadores



ABSTRACT

Gastric cancer is the fourth most frequent neoplasm in the world. It causes more than 14,000
deaths per year in Brazil. Most gastric cancer research focuses on countries with high incidence
rates, such as Japan. As the gastric cancer neoplasia is characterized by several factors, it is
increasingly necessary to improve the management of gastric cancer in Brazil with the help of
additional studies and public policies. The relative survival of individuals affected by gastric
neoplasia is five years, which is actually considered low for both developed and developing
countries. This poor prognosis is mainly due to late diagnosis leading to few treatment
possibilities. Therefore, this work aims to investigate the genes regulated by the MYC oncogene
to establish patterns of gene expression that guide tools for diagnosis and prognosis of gastric
neoplasia. We used a cell line established from patients with gastric cancer of the metastatic type
for, through MYC gene silencing, Next Generation Sequencing and quantitative Real-Time PCR
(QRT-PCR) arrangements, to screen a panel of important genes regulated by MYC and their gene
expression profiles. We selected three genes regulated by the MYC oncogene significantly
correlated to the stage of distant metastasis of gastric cancer from the panel of 150 down-
regulated genes: UXT, MTA2, and CIAPIN1. We found all three genes strongly associated with
the more advanced stages of this cancer (P <0.0001). However, only UXT and CIAPIN1 were
able to detect distant metastases in patients with early disease (P <0.0001) with high sensitivity
(92.3% for UXT and 93.3% for CIAPIN1) and specificity (90.7% for UXT and 96.2% for
CIAPIN1). In addition, the high expression of UXT and CIAPIN1 was significantly associated
with a low overall survival of patients diagnosed with gastric cancer (P <0.0001). The study
concludes that the MYC oncogene regulates thousands of genes in gastric carcinogenesis and
some of these genes are associated with advanced stages of cancer, such as in individuals with
distant metastases. Thus, such marker genes can be used to guide the prognosis and treatment of

patients with gastric cancer.

KEYWORDS: Gastric cancer, MYC gene, gene expression, biomarkers.
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1 INTRODUCAO

A estimativa da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (2018) indica que até o ano de
2030 o numero de mortes por cancer vai aumentar de 7.6 milhdes para 13 milhdes por ano.
Estes dados devem refletir tanto na salde como na economia mundial, merecendo destaque
nas politicas publicas de todos os paises.

Dentre as neoplasias malignas mais frequentes no mundo, o cancer gastrico (CID10
C16), representado principalmente na forma de adenocarcinoma, estd entre 0s cinco mais
incidentes. Esta doencga gera cerca de 738.000 mortes por ano (OMS, 2018) e a terceira
principal morte por cancer no mundo (PEREIRA et al, 2018). No Brasil, segundo estimativa
do Instituto Nacional do Cancer (2018), foi de 21.290 novos casos, sendo 13.540 homens e
7.750 mulheres, somente em 2018.

Nas ultimas décadas, foi possivel observar um declinio na incidéncia de casos de
cancer gastrico, que pode ser explicado pelos avancos em salde e nutricdo, tais como
diminuicdo nos consumos de sodio e tabaco (RUGGE; FASSAN; GRAHAM, 2015). Por
outro lado, nos pacientes acometidos pela doenca, a taxa mundial de sobrevida média
cumulativa, cinco anos apés o diagndstico, é estimada em aproximadamente 21%. No Brasil,
a taxa de sobrevida ainda é considerada baixa e estd em torno de 30% dos casos. O
diagndstico tardio é ainda fator determinante no processo terapéutico e a principal causa da
baixa sobrevida na populacdo afetada (BRENNER et al., 2009).

Esforcos estdo sendo lancados para melhorar essas taxas de sobrevida, principalmente
no que diz respeito aos fatores ambientais associados ao cancer gastrico, e melhorar
diagnostico/progndstico por meio de um melhor entendimento da heterogeneidade genética
desta neoplasia (TAN e WONG, 2013; VanCUTSEM et al., 2016). A etiologia dos
carcinomas gastricos esta relacionada a um conjunto de fatores genéticos e epigenéticos com
variacOes de género, regido e idade, que repercutem sobre suas caracteristicas clinicas e
bioldgicas. Essa complexidade motiva pesquisas avangadas em todo o mundo acerca da
elucidacdo dos mecanismos da carcinogénese gastrica e de terapias adequadas e eficazes com
menores riscos aos pacientes (WU; LIN; TSAI, 2014; TEH et al, 2015).

O prognostico é uma etapa essencial para o direcionamento terapéutico correto durante
o0 diagndstico, uma vez que elucida sobre o risco e agressividade da neoplasia. Neste sentido,
é essencial a busca de biomarcadores, que possam caracterizar a doenca, a fim de aprimorar e
acelerar a detecgdo da neoplasia e/ou de caracteristicas de importancia prognostica. Tais

biomarcadores podem também identificar fatores determinantes para eficiéncia em terapia,
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sob a perspectiva dos mecanismos de resisténcia associados alteraces genéticas préprias da
neoplasia. (ZHOU et al. 2015; KANDA e KODERA, 2015; CORSO e GIORDANO, 2016).

O gene MYC participa de uma das mais importantes vias de regulacdo celular, a via
WNT, essencial na homeostase da célula gastrica e critica para a eficiéncia da proliferacdo
celular em tecidos com alta taxa proliferativa, como o tecido estomacal. Além de crucial para
0 desenvolvimento embrionério, alteracfes na sinalizagdo desta via sdo bem conhecidas pela
associacdo com o0s processos de invasdo e metastase em diversos tipos de cancer. A maior
correlagdo envolve desregulacao de B-catenina (proteina relacionada a adesdo célula-célula e
comunicacéo intercelular) e sua acumulacéo intracelular, que provocam a ativacdo de fatores
de transcricdo de célula T, bem como ativacdo de genes envolvidos nos processos de
metastase e invasdo. Embora exista uma associacdo da superexpressdo de MYC e o cancer
gastrico, o seu papel funcional sobre a expressdo global de outros genes em vias moleculares
importantes ainda nao esta bem esclarecido (PANDI et al., 2014).

O oncogene MYC influencia aproximadamente 15% do genoma humano, por meio da
sua interacdo com sequéncias E-boxes (Enhancer Box) e pelo recrutamento de histonas
acetiltransferases. E um fator de transcricdo implicado em mais de 50% das neoplasias
humanas. A desregulacéo da expressao de MYC pode promover instabilidade genémica e altos
niveis de sua proteina cria um ambiente mutagénico, por aumentar 0s niveis de espécies
reativas de oxigénio. Em neoplasias humanas, a superexpressao de MYC é atribuida
principalmente a amplificacdo génica e as translocacdes cromossémicas (KHALEGHIAN et
al, 2016).

Muitos estudos tém explorado a relacdo entre a modulagdo da expressdo de
determinados genes e seus produtos proteicos com a baixa sobrevida observada em pacientes
com cancer gastrico, incluindo o gene MYC e demais genes a ele funcionalmente relacionados
(ZHANG et al, 2016; XU et al, 2017; YOSHIDA et al, 2017; PAN et al, 2018). No entanto, as
consequéncias das alteragdes no seu nivel de expressdo na regulacdo de outros genes
importantes para o prognaéstico ainda é pouco explorada (STAHL et al., 2015)

Dada a relevancia epidemioldgica da neoplasia gastrica e a importancia do
entendimento desta doenca para 0s avangos técnicos e tecnoldgicos no diagndstico e terapia,
nossa pesquisa oferece uma abordagem na elucidacéo do papel de MYC na neoplasia gastrica,
no que diz respeito ao diagnostico/prognéstico, bem como inclui a selecdo de um painel

génico baseado neste oncogene capaz de aprimorar estratégias no combate ao cancer gastrico.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivos Gerais

Este trabalho tem como objetivo geral a triagem de genes regulados pelo oncogene
MYC em linhagem celular de cancer géstrico in vitro e a avaliagdo do potencial de genes

candidatos como biomarcadores de progndéstico de neoplasia gastrica.

1.1.2 Objetivos especificos

e Realizar por meio de silenciamento génico, a triagem de genes regulados pelo
oncogene MYC em linhagem celular de cancer gastrico do tipo metastatico (AGP01);

e Comparar o perfil de expressdo dos genes entre as linhagens celulares de cancer
gastrico AGP01, com e sem silenciamento do gene MYC, por meio de Sequenciamento
de Nova Geracao;

e Encontrar os genes regulados pelo oncogene MYC candidatos a biomarcadores, por
meio de métodos de bioinformatica;

e Selecionar os genes candidatos a biomarcador de prognostico da neoplasia gastrica na
linhagem celular do tipo metastatico AGPOL1.

e Validar os dados de sequenciamento dos genes de progndstico comparando a expressao
dos genes selecionados, em amostras de tecido gastrico de pacientes acometidos com a
cancer gastrico, por meio de PCR em tempo real (QRT-PCR), Western Blot e Imuno-
histoquimica;

e Comparar os perfis de expressdo dos genes candidatos entre pacientes de grau
metastatico e ndo metastatico;

e Elaborar e solicitar, junto ao Instituto Nacional de Propriedade Industrial, por meio do
Nucleo de Inovacdo e Transferéncia de Tecnologia da UFPI, o depésito de pedido de
patente, ou de certificado de adicdo da invencdo P11107322-5, dos perfis de expresséo
génica, que tenham aplicabilidade para o desenvolvimento de nova metodologia
diagnostica e prognostica do cancer gastrico.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Estbmago

O estbmago € um oOrgdo do sistema digestorio, localizado na parte superior do
abddmen, logo abaixo do diafragma. Apresenta-se em forma de foice, é composto por quatro
regides definidas por suas caracteristicas histoldgicas ou anatémicas. S&o elas cardia, fundo,
corpo e piloro (Figura 1). A anatomia do estdbmago repercute sobre sua fisiologia e €

importante na etiologia de algumas doengas a ele relacionadas (HANKIN et al, 2015).

Figura 1 — Anatomia simples do estbmago humano

Cardia

Piloro

A primeira regido do estbmago, chamada de cérdia, é caracterizada por células
secretoras de muco que formam um epitélio colunar. Este epitélio tende, por toda a extensdo
do estdbmago, a invaginar formando fossetas. Na cardia, as fossetas sdo menores do que nas
demais regides (Figura 2A). Apds a cardia, encontra-se a regido denominada fundo ou regido
fandica caracterizada por apresentar fossetas maiores e cerca de trés a sete glandulas que
desembocam no fundo de cada fosseta (Figura 2B). As glandulas apresentam as células-
tronco, as células mucosas do colo, as células oxinticas (ou parietais), as células zimogénicas
(ou principais) e as células enteroenddcrinas. Em seguida, encontra-se o corpo que ndo difere

histologicamente da regido flundica do estbmago. Nessa area, 0 6rgdo sofre duas curvaturas, a
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curvatura menor (regido que forma a incisura angular com o piloro) e a curvatura maior na
face oposta. Abaixo do corpo e em comunicagdo com o intestino delgado, o estdmago
apresenta uma regido com fossetas bastante profundas e glandulas curtas, chamada de antro
ou regido pildrica (piloro). (Figura 2C e 2D). Entre o piloro e o intestino ha uma valvula
denominada esfincter pildrico, responsavel por evitar o refluxo do bolo alimentar do intestino
para 0 estbmago (JUNQUEIRA; CARNEIRO; ABRAHAMSOHN, 2017).

No processo digestivo, o estbmago é responsavel por armazenar o alimento apés a
passagem pelo es6fago e realizar uma digestdo parcial por meio de enzimas secretadas no
suco gastrico (HANKIN et al, 2015).

Figura 2 — Cortes histoldgicos das partes do estbmago humano normal

A: Cardia (Aumento de 100X); B: Fundo e corpo (Aumento de 100X); C: Antro (Aumento de 100X); D-regido
do antro (Aumento 40X). Coloracdo Hematoxilina-Eosina. As setas mostram as fossetas gastricas.

2.2 Cancer

Entende-se como céancer, o estado maligno de uma neoplasia, onde um conjunto de

células cresce desordenada e rapidamente, com capacidade de invadir tecidos e 6rgdos. Seis
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alteracdes na fisiologia celular sdo essenciais para que a neoplasia seja considerada maligna.
Sdo elas: autossuficiéncia nos sinais de crescimento, insensibilidade a sinais inibidores do
crescimento, evasdo da morte celular programada, potencial replicativo ilimitado,

angiogénese sustentada e invaséo tecidual e/ou metastase (VINEIS et al., 2010).

2.3 Cancer géstrico

2.3.1 Epidemiologia

O céancer gastrico representa o quarto tipo de cancer de maior incidéncia no mundo.
Tem uma distribuicdo geografica desigual, com taxas que chegam a variar em até dez vezes
entre paises. As maiores taxas de incidéncia geralmente localizam-se na Europa Oriental e
Asia Oriental (Japdo e China apresentam as maiores taxas de risco), Sul da Africa, América
do Sul e América Central (ZHOU et al, 2016). Nessas regides, o alto risco esta correlacionado
principalmente a infeccdo por H. pylori, a dieta e ao alto consumo de sal (FOCK, 2014).

Tanto para o sexo masculino quanto para o feminino a taxa de mortalidade € alta,
sendo que o cancer gastrico € a terceira causa de morte por cancer no mundo. Quanto a taxa
de letalidade (taxa de mortalidade dividida pela taxa de incidéncia em um determinado
periodo) o céncer gastrico apresenta mais de 74%. Esta taxa é relativamente alta quando
comparado com outros canceres de grande relevancia mundial, como cancer de prostata e de
mama. Em paises com altos indices de incidéncia, a taxa de sobrevida é maior, isso se deve
tanto ao diagndstico precoce da doenca quanto a diferencas na biologia e localizacdo dos
tumores. (GUGGENHEIN e SHAH, 2013; RUGGE; FASSAN; GRAHAM, 2015).

No Brasil, o cancer gastrico apresenta uma significativa diferenca entre a incidéncia
por género. Esta em terceiro lugar na incidéncia entre homens e em quinto entre as mulheres.
Segundo estimativa do Instituto Nacional do Cancer (INCA), no ano de 2015, o nimero de
mortes foi de 14.264, sendo 9.132 em homens e 5.132 mulheres. Cerca de 65% dos pacientes
diagnosticados tem mais de 50 anos de idade, sendo a maioria do sexo masculino na faixa
etaria dos 70 anos de idade. (INCA, 2015; INCA, 2018).

Apesar de a principal incidéncia ocorrer em paises asiaticos, ha uma variedade de
fatores que incidem sobre as taxas de distribui¢do, sobrevivéncia e mortalidade do céncer
gastrico no mundo. O acumulo das alteragdes provocadas por estes fatores na mucosa do

estdbmago desencadeia a carcinogénese gastrica. Trés principais fatores atuam em conjunto
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para o desenvolvimento das caracteristicas do cancer gastrico. S&o eles: fatores genéticos,
epigenéticos e ambientais (CARCAS, 2014) (Figura 3).

Figura 3 — Fatores que influenciam no desenvolvimento da carcinogénese gastrica

* Infecgdo por Helicobacter
pilory

* Infecgdo por Epstein-barr

* Dieta

* Fumo

¢ Risco Ocupacional

Cancer de estomago

* Fatores Hereditérios

* |nstabilidades
Cromossdmica e de
microssatélites

* MutacGes somaticas (TP53,
MYC, CDH1)

* Metilacdo de DNA

* Acetilagdo e desacetilagdo
de histonas

2.3.2 Fatores epigenéticos

A epigenética pode ser definida como o estudo de alteracBes genéticas hereditérias,
que promovem variagao na expressao génica sem, no entanto, haver alteracéo na sequéncia do
DNA. Algumas dessas alteragdes sdo estabelecidas ainda nas fases iniciais do
desenvolvimento embriol6gico e sdo mantidas de forma a preservar a expressdo génica
normal (FU, 2015).

As alteracBes epigenéticas mais conhecidas do ponto de vista da carcinogénese
incluem metilacdo de DNA, modificacbes de histonas e modificagdo por RNA néo
codificantes (YAN et al., 2016). No cancer gastrico, a epigenética tem um importante papel

de regulacdo de vias ativadas nos diferentes subtipos desta neoplasia.
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2.3.2.1 Metilacdo de DNA

A metilacdo € uma modificacdo quimica na qual normalmente ocorre a adi¢cdo de um
grupamento metil a posicdo C5 do anel da citosina. A enzima responsavel pela catalizacao
dessa reacdo é a DNA metiltransferase. O produto desse processo é a 5-metilcitidina, que
corresponde a menos de 1% do genoma, e é essencial para a regulacdo normal da expressao
génica. Padr@es irregulares de metilacdo de DNA estdo associados ao envelhecimento e a
carcinogénese (KLUTSTEIN et al, 2016).

Frequentemente, a hipermetilacdo de regides marcadoras no genoma, tais como
regides CpG, estd associada a perda da funcdo de genes e a hipometilagdo com a
superexpressdo de genes-alvo. Alguns genes supressores de tumor sdo conhecidos alvos de
metilacdo e inibicdo de funcéo, tais como E-caderina, MLH1, APC e p16 e genes relacionados
(p14 ou p15). A frequéncia de alteracOes epigeneticas e os genes alvos envolvidos podem ser
diferentes do tipo de cancer (PATEL; ROY; RAVI, 2017). A hipermetilacdo de pl6 estd
frequentemente associada ao cancer gastrico do tipo intestinal, enquanto gue no tipo difuso a
hipermetilagdo é mais encontrada nas regides promotoras dos genes CDH1 and RARB (OUE
et al., 2002). Diferentes tumores tem padrdes de espectro, perfil ou grupo de genes
hipermetilados, que sdo chamados de fenétipo de ilha CpG metilado (em inglés, CIMP).
CIMP tem um importante papel na progressdo do cancer gastrico, mas pouco se sabe como
estas regies influenciam sobre o progndéstico dessa doenca (COSTA e PACHECO, 2013;
POWELL et al, 2018).

2.3.2.2 Modificacoes nas Histonas

A modificacdo de histonas é um passo essencial para a expressdo génica. As histonas
sdo proteinas carregadas positivamente, que ao se ligarem a carga negativa do DNA, auxiliam
0 empacotamento da molécula no nucleo celular. Para que ocorra a expressao génica, essas
proteinas devem sofrer alteracbes de modo a liberar a regido do DNA a ser transcrita. A
acetilacdo de histonas é um exemplo ativador transcricional, enquanto que a metilacdo pode
atuar tanto reprimindo como ativando a transcrigdo de genes (FU, 2015).

No cancer gastrico, a regido promotora do gene p21 é silenciada pela acetilacdo da
histona H3, levando a regulacdo negativa de mais trés genes importantes do metabolismo
celular (p16, CDH1 e MLH1) (PATEL; ROI; RAVI, 2017).
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Outra alteragdo equivalente é a metilagdo de histonas no céancer gastrico. Esta
modificacdo ocorre por meio de enzimas especificas, as metiltransferases de histonas. Tais
enzimas sdo responsaveis pela metilacdo de residuos de arginina e lisina nas histonas H3 e
H4. Dessa forma podem atuar tanto no silenciamento de genes por permitir hipermetilacédo de
regibes promotoras, como no caso de RIZ1, ou permitir a superexpressdo de outros genes
como, BMI1 e EZH2. (CALCAGNO; SMITH; BURBANO, 2015).

2.3.3 Fatores genéticos

As causas genéticas que levam ao desenvolvimento do cancer gastrico podem ocorrer
tanto de maneira herdada como adquirida. No entanto, a maioria dos casos ndo esta associada
a alteracOes genéticas hereditarias, onde somente cerca de 3% podem ser assim classificadas

(KARIMI et al., 2014).

2.3.3.1 Fatores hereditarios

Entre as sindromes hereditérias associadas ao cancer gastrico, a mais comum €é a
Sindrome de Cancer gastrico difuso hereditario (em inglés, HDGC). Esta sindrome esta
relacionada a uma mutacdo germinativa heterozigética do gene que codifica a Caderina 1,
também conhecida como E-Caderina (GRAZIANO; HUMAR; GUILFORD, 2003) Outra
sindrome hereditaria de cancer gastrico € a Polipose proximal do estomago e adenocarcinoma
gastrico (em inglés, GAPPS) que desenvolve-se a partir de alteracGes nas glandulas fundicas,
mas suas alteracdes genéticas sdo pouco conhecidas. Outros tipos tumorais hereditarios como
cancer de colon sem polipose, sindrome de Li—Fraumeni, sindrome de Peutz—Jeghers podem
também aumentar o risco de desenvolvimento do cancer gastrico (McLEAN e EL-OMAR,
2014).

Sob outro ponto de vista, a etiologia da carcinogénese gastrica adquirida pode ser
entendida com uma complexa rede de alteragdes genéticas, moleculares e bioquimicas que,
associadas a componentes ambientais, levam a desregulacdo da manutengdo bioldgica do
tecido gastrico. E importante frisar que 0 mecanismo e os componentes pelos quais essa rede
atua podem variar muito, tornando o céncer gastrico tdo heterogéneo quanto pouco
diagnosticavel nas fases iniciais. Entre as anormalidades que compdem esse conjunto

podemos citar: instabilidades cromossdmicas, fusdo de genes, instabilidades de



20

microssatélites, Polimorfismos de base Unica (SNPs) em genes canditados e mudangas no
perfil de microRNAs. (MARCOS-PINTO, 2015).

2.3.3.2 Fatores genéticos adquiridos

Erros de replicagdo podem ocorrer pela insercdo ou delecdo de pares de bases em
regides repetidas na molécula de DNA conhecidas como microsatélites, este fendmeno é
chamado de instabilidade de microssatélites (IM). Geralmente estdo associados a erros de
reparo no momento da replicagdo. Muitos tipos de cancer estdo associados a erros, que podem
funcionar como marcadores moleculares de carcinogénese. Marcadores moleculares de IM
podem ser definidos em trés niveis distintos, onde IM de alto nivel é representado quando ha
alteracdo no marcador em mais de 30% na neoplasia; o de baixo nivel quando as mudancas
sdo em menos de 30% e as IM estaveis, quando ndo ha alteracdo em microssatélites. Na
neoplasia gastrica, foi caracterizada uma frequéncia de 17% IM de alto nivel, 14% IM de
baixo nivel e 69% IM estavel, em um estudo italiano. Tumores gastricos com IM de alto nivel
progridem através de mutacGes em regides repetitivas de genes envolvidos na regulacdo do
crescimento celular (TGFbRII, IGFIIR, RIZ, TCF4, DP2), na apoptose (BAX, BCL 10, FAS,
CASPASE 5, APAF 1) e em genes de reparo de DNA (hMSH6, hMSH3, MED1, RAD50,
BLM, ATR, MRE11) (OTTINI et al , 2006).

No que diz respeito a instabilidade cromossémica, mais de 60% dos tumores
gastrointestinais apresentam esta caracteristica, que pode ser definida como alteracbes em
regides cromossomiais ou mesmo a perda destes que resultam em mudancas drastricas na
composicdo do material genético. TP53 é um dos genes mais importantes envolvidos na
regulacdo do checkpoint mitético e mutacGes pontuais em TP53 sdo observadas em 30% -
50% dos canceres gastricos, sendo que o locus p53 é alvo de perda de heterozigosidade (em
inglés, LOH) em 60% dos casos. A inativacdo de proteinas envolvidas nos pontos de controle
de danos do DNA, metabolismo cromossdémico e fungdo do centrosoma, proliferacédo celular,
apoptose, adesdo celular e na neoangiogénese também parece estar envolvido na via de
instabilidade cromossémica (CIN). A progressao do cancer gastrico com CIN positiva (CIN
+) € caracterizada por LOH frequente no locus APC (30% -40%) e, no nivel inferior (3% -
20%), por K-ras ativando mutacdes pontuais, especificamente nos cédons 12, 13, 59 e 61 do
cromossomo 5 (OTTINI et al , 2006; MALEK e ROKEN, 2017).

Além de TP53, uma importante reguladora do ciclo celular esta envolvida em mais de
50% dos casos de cancer gastrico, a proteina MYC (CALCAGNO et al, 2013). A
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desregulacdo da expressdo dessa proteina esta associada a sua amplificacdo seja por
instabilidade cromossdmica ou mesmo fatores epigenéticos. Estudos com silenciamento de
MYC demonstram um papel crucial da expressdo desse gene para o desenvolvimento,
sobrevivéncia e manutencdo dos padrdes de células tumorais que contribuem para um maior
potencial de malignidade (STAHL et al., 2015).

2.3.3.3 Oncogene MYC e genes requlados

c-MYC é um importante membro de uma familia de genes com menor expressdo em
tecidos adultos e pouco estudados atualmente, como n-MYC e I-MYC. (ZHENG et al, 2017).
Sua importéncia foi observada a partir da descoberta de um oncogene viral de aves v-MYC,
causador de mielocitomastoses. Este homdélogo de v-MYC é um proto-oncogene envolvido em
varios processos regulatorios celulares. Ja durante a embriogénese é largamente expresso de
forma a promover a proliferacéo celular. Também participa da homeostase de tecidos adultos
com altas taxas proliferativas, tais como epiderme e tecido intestinal (PELENGARIS et al,
2002).

MYC interliga uma série de linhas de transducdo de sinal e é, portanto, um gene de
expressdo imediata apds uma grande parte das respostas a ligacbes complexo-receptor. Dessa
forma, encontra-se altamente regulado por uma gama de moléculas que contribuem para o
bom funcionamento da atividade celular. (CONACCI-SORELL et al., 2014)

A proteina codificada por MYC liga-se a proteina MAX pelo dominio carboxy-
terminal basic-helix—loop-helix-zipper (bHLHZ) formando um heterodimero capaz de ligar-
se a regides promotoras de genes alvos especificos. Um papel chave desempenhado MYC e
MAX ¢ a ativacdo da progressao do ciclo celular, diretamente relacionado ao crescimento e
proliferagdo celular. Uma importante via envolvida nesse processo ¢ a via WNT/B-catenina
que através da regulacdo negativa de B-catenina pela proteina supressora de tumor APC
(adenomatous polyposis coli) atua ativando MYC, de modo que a perda de APC gera uma
expressao constitutiva de MYC que esta relacionada a tumorigénese (BENETATOS;
VARTHOLOMATOS; HATZIMICHAEL, 2014).

Estudos revelam a importancia de MYC para o inicio da atividade tumoral. As
primeiras pesquisas envolvendo MYC e as neoplasias foram reveladas a partir da descoberta
de que o gene viral aviario vMYC leva ao desenvolvimento de linfomas de células B por
insercOes retrovirais nas vizinhangas do gene MYC. Outros experimentos demonstraram a

importancia de MYC para o desenvolvimento da neoplasia mesmo sem a necessidade da
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infeccdo viral, uma vez que erros na sequéncia do gene sdo primordiais para a desregulagéo
na expressdo de MYC (CALGAGNO et al., 2013).

Atualmente, MYC estéa relacionado a uma gama de neoplasias, que incluem ndo apenas
de tecidos hematopoiéticos, mas também outros canceres conhecidos como tumores dos
sistemas nervoso e intestinal (CONACCI-SORRELL et al., 2014).

Pouco se sabe sobre como outros genes regulados pelo oncogene MYC possam estar
envolvidos no cancer gastrico, bem como sobre como esses genes atuam para modular o
desenvolvimento do tumor maligno em suas diferentes versdes. E importante ressaltar que
diferentes genes podem ser ativados para atuar em etapas diferentes do processo
carcinogénico e no desenvolvimento dos tumores (YOSHIDA, 2018). Dessa forma, uma série
de vias moleculares ativadas em resposta ao estabelecimento da neoplasia podem recrutar
genes-chave capazes de atuar como biomarcadores de estadiamento e progndstico dos
canceres (KHALEGHIAN et al, 2016).

O gene UXT (Ubiquitously Expressed Transcript) € predominantemente expresso no
citoplasma em duas isoformas UXT-V1 e UXT-V2, de acordo com o splincing alternativo,
diferindo apenas em uma por¢do N-terminal. Esta molécula é capaz de reconhecer o receptor
androgénico (AR) e regula resposta a genes envolvidos com essa proteina (KONG et al.,
2014). Seu papel no desenvolvimento de neoplasias foi revelado devido sua relagdo com os
mecanismos de apoptose. Apesar da isoforma UXT-V1 atuar como inibidor da apoptose
induzida por NF-xB, a isoforma UXT-V2 pode atuar por outras vias pro-apoptoticas em
resposta a estimulos diferentes. Assim, UXT pode atuar em vias distintas para auxiliar no
estabelecimento dos tumores. No entanto, a correlacdo de UXT e o cancer gastrico ainda nédo
esta bem esclarecida (QI et al, 2015).

CIAPIN1 (Cytokine Induced Apoptosis Inhibitor 1) é um regulador de vias anti-
apoptoticas sem homologia com caspases ou membros da familia Bcl-2. Esta molécula ja foi
identificada, em modelos de células B, como um efetor a jusante na via de sinalizagdo Ras.
Apesar de estar envolvido também com o desenvolvimento da hematopoese do figado fetal, é
expresso ainda em tecidos adultos e nos diferentes tecidos em diferentes quantidades (SHI et
al., 2010). Tal inibidor esta associado a uma grande quantidade de tipos tumorais, dentre eles
cancer colo retal, renal, de ovario, mieloma e o proprio cancer gastrico. No entanto, o papel de
CIAPIN1 em diferentes tipos de cancer ainda é controverso no que diz respeito as alteracoes
em sua expressao génica (LI et al, 2007; HAO et al., 2009; SHI et al., 2010; WANG; PAN;
LIN, 2015).
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2.3.4 Fatores ambientais

Os fatores de risco ambientais associados ao cancer gastrico sao importantes
mediadores das transformacdes celulares necessarias ao desenvolvimento do tumor. Entre eles
estdo a dieta, 0 uso de &lcool e tabaco, bem como a demasiada exposicdo a radiacdo. No
entanto, o fator de risco ambiental mais frequentemente associado ao risco de
desenvolvimento de cancer gastrico é a infeccdo por Helicobacter pylori (KARIMI et al,
2014).

H. pylori € uma bactéria espiral gram-negativa capaz de infectar a mucosa do
estdbmago. Muitas das infec¢des por H. pylori sdo assintomaticas, o que prejudica o tratamento
em estagios iniciais. No entanto, esta bactéria pode causar na mucosa estomacal diversas
injarias, que podem levar a gastrite crénica, Ulcera péptica, linfoma associado a célula B da
mucosa estomacal e adenocarcinoma gastrico. Apesar da forte associacdo, mesmo com uma
infecgcdo, somente uma minoria desenvolve o cancer de fato, sendo necessarios outros fatores
de risco concomitantes para o desenvolvimento do tumor (MARTEL et al, 2013).

O risco de infeccdo é maior em paises menos desenvolvidos economicamente, pessoas
com idades avancgadas e do sexo masculino. Esta infeccdo estd fortemente associada ao tipo
intestinal de carcinoma gastrico e pouco associada ao tipo subtipo de carcinoma gastrico de
cardia (CARCAS, 2014).

O risco de cancer gastrico em fumantes pode permanecer por até 14 anos apos a
cessacdo do tabagismo. Embora 0os mecanismos exatos ndo sejam claros, é provavel gque a
formacdo espécies reativas de oxigénio e aumento da apoptose podem levar a alteracdes pre-
cancerosas no epitélio gastrico, que juntamente com outros fatores importantes para o
desenvolvimento da neoplasia, culminam no cancer gastrico (LEE e DERAKHSHAN, 2013).

Em relacdo a dieta, o consumo de sal ou alimentos com grandes quantidades de sédio
sdo o principal fator de efeitos adversos no organismo. Alguns estudos evidenciaram que 0
consumo de sal e comida salgada pode aumentar o risco de cancer gastrico em diversas
populagdes estudadas (D’ELIA et al, 2012; KYPRIDEMOS et al, 2017). Acredita-se que 0s
efeitos adversos de uma série de exposicOes dietéticas (especialmente carne e peixe curados
ou salgados) estejam ligados ao modelo N-nitroso da carcinogénese gastrica. Os compostos
N-nitrosos sdo potentes carcindgenos formados in vivo pela nitrosacdo de amidas ou aminas
no estdbmago por nitritos, um processo que € inibido pela vitamina C no suco gastrico. No

estdmago, os nitritos sdo derivados principalmente de alimentos e fontes de agua, com as
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proporcdes variando de acordo com o padrdo alimentar e a fonte de 4gua (FORMAN e
BURLEY, 2006).

2.3.5 Tipos de cancer gastrico

Frequentemente, os tumores gastricos apresentam-se com carcinomas, dos quais em
mais de 90% dos casos sdo denominados adenocarcinomas (KARIMI et al, 2014). Varias
classificacbes foram utilizadas baseadas em diferentes sistemas para diferenciar histologica e
epidemiologicamente o céancer gastrico. Atualmente, os dois principais métodos de
classificacdo utilizados sdo a classificacdo de Lauren (1965) e o sistema TNM (tumor-nodes-
metastasis) segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) (2016).

De acordo com Lauren (1965), é possivel dividir os carcinomas gastricos em dois
subtipos, distintos por suas caracteristicas morfoldgicas, epidemioldgicas e clinicas. Séo eles:
0 tipo intestinal e o tipo difuso.

O tipo intestinal, mais associado a homens e com idade avancada, geralmente é
causado por processo inflamatorio, precedido por infeccdo por H. pylori, que progride para
uma gastrite cronica e em seguida hiperplasia ou displasia. A metaplasia geralmente acontece
na menor curvatura do estdmago, no entanto, pode ocorrer em outras regides. Alteracbes em
genes como c-MET e KRAS, concomitante a infeccdo por H. pylori podem auxiliar a
progressdo do tumor do tipo intestinal (PACHATHUNDIKANDI; TEGTMEYER;
BACKERT, 2011; WADHWA et al., 2013).

O tipo difuso é um tipo mais agressivo de tumor de estdbmago. Mais invasivo e
metastatico este tumor desenvolve-se precocemente e ndo estd associado a género.
Desenvolve-se por pangrastite sem atrofia (CREW e NEUGUT, 2006). Geralmente, a
etiologia deste tumor se da pela perda da expressdo de E-caderina, essencial para promover
caracteristicas de crescimento e invasdo do carcinoma (van der POST et al. 2015)

Muitos carcinomas ndo podem ser classificados de acordo com Lauren por apresentar
caracteristicas comuns a ambos os tipos histoldgicos. Por esse motivo, a OMS dividiu os
tumores gastricos, em tumores epiteliais e ndo epiteliais no que diz respeito as caracteristicas
morfologicas e o estadiamento. Nessa classificacao, os tipos difuso e intestinal sdo subtipos de
adenocarcinomas, mais frequente dos tipos de carcinoma gastrico, correspondendo a 95% dos
casos (PARK et al, 2015).

Alguns estudos revelaram que as caracteristicas morfologicas e clinicas do tumor de

estdmago podem estar associadas a posicdo da lesdo na anatomia do 6rgdo. Dessa forma,
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outra classificacdo proposta sdo os tumores de cardia e tumores ndo-cérdia. Tumores de cardia
s80 mais comuns e apresentam caracteristicas mais agressivas de invasdo e crescimento.
Tumores ndo-cardia, apesar de menos comum, apresentam um significativo crescimento entre
a populacéo e possuem melhor prognéstico (COLQUHOUN et al, 2015; ZHAO et al, 2016).

2.3.6 Diagnostico e prognostico em cancer gastrico

Atualmente, o diagnostico de cancer gastrico é feito por meio de bidpsia gastroscopica
ou cirurgica, analisada por patologista experiente, segundo os critérios da OMS. Somente
ocorre a bidpsia apds avaliacdes iniciais que incluem desde hemograma diferencial a
tomografia computadorizada de térax, abdome e pelve. Exames clinicos seguidos da
anamnese incluem a endoscopia digestiva alta e/ou o exame radioldgico contrastado do
estdmago (ZHOU et al., 2016).

Segundo o American Joint Committee on Cancer (AJCC) (2018), os carcinomas
gastricos (canceres gastricos mais frequentes) devem ser classificados de acordo com o
sistema TNM (Tumor [T], linfonodo [N] e metastase [M]) que avalia trés principais critérios:
tamanho do tumor e invasdo do tumor primario para tecidos adjacentes; invasdo do tumor em
linfonodos e/ou indicio de metéstase na regido do tumor e presenca de metéstases a distancia
(Tabela 1).
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Tabela 1 — Classificacdo TNM para o estadiamento de carcinomas gastricos

Classificagdo

Descrigdo

Tumor Primario (T)

Linfonodos Regionais (N)

Metastases a distancia

TX O tumor primario nao pode ser avaliado
TO N&o ha evidéncia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ: tumor intra-epitelial
sem invasdo da lamina prépria
T1 Tumor que invade a lamina prépria ou a
submucosa.
T2 Tumor que invade a muscular prépria ou
a subserosa.*
T2a Tumor que invade a muscular
prépria
T2b Tumor que invade a subserosa
T3 Tumor que penetra a serosa (peritonio
visceral) sem invadir as estruturas
adjacentes® %3
T4 Tumor que invade as estruturas
adjacentes” %3
NX Os linfonodos regionais ndo podem ser
avaliados
NO Auséncia de metéstase em linfonodos
regionais
N1 Metéstase em 1 a 6 linfonodos regionais
N2 Metéstase em 7 a 15 linfonodos regionais
N3 Metastase em mais de 15 linfonodos
regionais
MX A presenca de metéstase a distancia ndo
pode ser avaliada
MO Auséncia de metéstase a distancia
M1 Metéstase a distancia

1. O tumor pode penetrar a muscular propria com extensdo para os ligamentos gastro-colico ou gastro-hepéatico ou para o
omento maior ou menor, sem perfuracdo do peritonio visceral que cobre estas estruturas. Nesse caso, o tumor é classificado
como T2h. Se existe perfuracdo do peritbnio visceral que reveste os ligamentos gastricos ou os omentos, o tumor é
classificado como T3. 2. As estruturas adjacentes ao estbmago sdo o baco, colon transverso, figado, diafragma, pancreas,
parede abdominal, supra-renal, rim, intestino delgado e retroperitdneo. 3. A extensdo intramural para o duodeno ou es6fago é
classificada pela profundidade da maior invasdo em qualquer dessas localizagdes, inclusive o estbmago. Fonte: (AJCC, 2018)
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O estadiamento ¢ um importante fator utilizado como referéncia para avaliar o
prognostico da doenca no paciente afetado. Entende-se como progndstico a avaliagdo de
caracteristicas essenciais dos tumores e dos pacientes que permitem avaliar a progressao
tumoral e/ou risco de morte associado ao cancer (ABREU e COIFMAN, 2002). Fatores de
prognosticos podem incluir, além das caracteristicas microscopicas do tumor e da condigdo
geral do paciente, uma série de alteragdes moleculares complexas ainda, essenciais para 0
entendimento do desenvolvimento do tumor e da tomada de decisdo terapéutica. Por este
motivo, é de extrema importancia o esclarecimento precoce do prognéstico, uma vez que
medidas terapéuticas podem ser tomadas mais rapidamente de modo a aumentar a sobrevida
dos pacientes, bem como impedir medidas prejudicais (HOWLANDER et al., 2014).

O céancer gastrico apresenta poucos sintomas em suas fases iniciais, o que dificulta o
acompanhamento medico adequado e, geralmente, é necessaria uma intervencdo de
emergéncia, uma vez que o paciente é diagnosticado em estagios avangados da doenca (THE
et al., 2015). Mesmo com uma gama de exames acessiveis, alguns tipos de cancer gastrico ndo
podem ser diagnosticados em suas fases iniciais, ou ndo sdo corretamente diagnosticados por
serem pouco diferenciados. O diagnoéstico tardio esta associado a um pior prognostico e a
diminuicdo das possibilidades terapéuticas (SUMIYAMA, 2017).

Algumas técnicas de imagem tém sido implantadas na melhoria do diagndstico
precoce, como a endoscopia com magnificacdo da imagem em banda estreita e a
endocitoscopia, que permitem uma melhor visualizacdo da area da lesdo, bem como da regiao
de permeio. No entanto, ainda ndo sdo bem estabelecidas devido aos altos custos dos
equipamentos e manutencdo. Ainda erros técnicos podem levar a dificuldade de distingédo
tecidual que deve ser associada a outros exames clinicos para um diagnostico acurado.
(CERQUETANI e BABA, 2015). Outros avancos na area de diagnéstico por imagem estéo
associados a deteccdo de fases avancadas da doenca, como por exemplo, durante a busca por
metastases; porém, tais procedimentos ndo sdo capazes de identificar, sozinhos, a invasdo
peritoneal (TAKAHASHI; SAIKAWA; KITAGAWA, 2013).

O entendimento da carcinogénese gastrica, como um processo de mdultiplas etapas em
gue o subtipo tumoral apresenta caracteristicas moleculares bem definidas € essencial para a
melhoria dos dados de mortalidade, letalidade e sobrevida associados aos carcinomas
gastricos. Esta relacdo € de alta relevancia tanto para o diagnostico precoce, como para a
terapia melhor direcionada por meio de um progndstico adequado (TEH et al., 2015).

O diagnéstico molecular é uma ferramenta emergente no diagndstico precoce e,

bastante utilizado atualmente em casos de neoplasias pouco diferenciadas, com as quais o0
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diagnostico histoldgico é ineficaz. Atualmente, uma série de pesquisas busca tracar o perfil
molecular dos tumores por meio de biomarcadores capazes de caracterizar os padrdes de
carcinogénese e permitir ndo apenas a identificacdo do estabelecimento da neoplasia, mas
também como ela pode evoluir de acordo com as vias moleculares afetadas (ZHOU et al.
2015; KANDA e KODERA, 2015; CORSO e GIORDANO, 2016). No entanto, uma grande
parte destes estudos utilizam métodos de bioinformética ndo validados e ndo aplicaveis na
pratica médica de rotina.

Para o diagndstico molecular de cancer gastrico, sdo frequentemente utilizados trés
biomarcadores: os antigenos carboidratos (CAs) 19-9 e 72-4; e o antigeno carcinoembribnico
(ISHIGAMI et al., 2001). Apesar de bem estabelecidos estes marcadores apresentam baixa
especificidade e sensibilidade o que facilita o resultado de falsos positivos e falsos negativos.
Muitos genes sdo conhecidos na comunidade cientifica por estarem envolvidos com a
neoplasia gastrica, mas a implementacdo dessas moléculas como marcadores na rotina
hospitalar ainda é um desafio (BASS et al., 2014). Os avancos nas técnicas de detec¢do de
material biolégico e de caracterizacdo das neoplasias tém se revelado primordiais para
alcancar o desafio da busca de biomarcadores.

Atualmente, novas técnicas de analise expressdo génica em larga escala, como 0s
microaaranjos e 0 sequenciamento de nova geracao, sao responsaveis por grandes descobertas
no entendimento da etiologia e caracterizacdo dos tumores. Dessa forma, novos marcadores
com grande especificidade e sensibilidade podem ser encontrados dentro de uma vasta analise
do perfil de expressdo do tumor, com painéis especificos de genes que também podem ser
utilizados em diagnostico e prognostico na pratica clinica (SOON; HARIHARAN; SNYDER,
2013; CHEN et al, 2017; REN et al, 2018).

Tanto o0 sequenciamento de nova geracdo quanto 0s microarranjos sdo ferramentas
capazes de fornecer grande quantidade de dados em pouco tempo. Entretanto, apenas o
sequenciamento de nova geracdo fornece dados a respeito de genes ndo pré-definidos na
pesquisa. Além disso, permite a identificacdo de expressdo génica global i.e, RNAs néo
codificantes também podem ser quantificados e eventos como o splicing alternativos podem
ser esclarecidos (LUTHRA et al., 2015).

2.3.6.1 Sequenciamento de Nova Geracdo (NGS)

As tecnologias de sequenciamento de nova geracdo foram inicialmente criadas para

tornar o projeto genoma mais eficiente. Essas tecnologias foram a principio utilizadas para
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sequenciar DNA bacteriano onde, até junho de 2012, um total de 3.920 genomas bacterianos e
854 genomas eucariotos ja haviam sido completamente sequenciados. 1sso se deve, tanto pela
rapidez na aquisicdo dos dados quanto, pelos menores custos da técnica quando comparado as
demais ferramentas de sequenciamentos utilizadas na época (SOON, HARIHARAN,
SNYDER, 2013).

O sequenciamento de nova geracdo (NGS) é atualmente uma importante ferramenta no
entendimento de muitos tipos de doenca, seja nas suas caracteristicas estruturais, seja na sua
etiologia, ou mesmo no seu mecanismo de acdo. No que diz respeito ao cancer, esta técnica
possibilitou tracar perfis inteiros de expressdo génica que possibilitam a montagem padrdes
que que caracterizam os mais diversos tumores (PARK e KIM, 2016).

Muitas sdo as areas de aplicacdo dos sequenciamentos de nova geracao, tais como a
imunoprecipitacdo de cromatina acoplada a microarrays de DNA (ChIPchip) ou
sequenciamento (ChlP-seq), sequenciamento de RNA (RNAseq), genotipagem de genoma
completo, remontagem de genoma, variagdo estrutural de genoma de larga escala, deteccao de
mutacdo e rastreio de portador, deteccdo de doencas hereditarias e doencas humanas
complexas, preparacdo de bibliotecas de DNA, terminacdes emparelhadas e captura
gendmica, sequenciamento do genoma mitocondrial e genémica pessoal. Essa enorme
quantidade de dados coletados auxilia em diversas areas do campo cientifico e pratico, como
estudos de expressdao génica, polimorfismos associados a doencas, farmacogenética, pericia
forense, entre outros (PAREEK et al., 2011).

As tecnologias de microarranjos foram as primeiras alternativas para os estudos de
expressao génica em larga escala (HIPPO et al., 2002; LIU et al., 2011). No entanto, além de
sO poderem analisar sequéncias conhecidas, apresentam falhas de deteccdo e ruidos que
podem afetar a precisdo dos dados. Uma alternativa recentemente elaborada é a utilizacdo do
sequenciamento de alto rendimento de RNA (RNA-Seq). Essa técnica € elaborada por meio
de bibliotecas de RNA fracionado, pelas quais é possivel mapear e quantificar regides Unicas
do genoma, bem como a totalidade do transcriptoma com grande rendimento (WU; LIN;
TSAI, 2014; PARK e KIM, 2016). Isto é importante para tracar estratégias e buscar alvos
cada vez mais especificos para o tratamento do paciente em escala molecular.

Resumidamente, para este tipo de sequenciamento de alto rendimento, uma amostra de
RNA total é fragmentada e convertida em cDNA. Dessa forma, estes fragmentos podem ser
ligados a adaptadores que permitem o sequenciamento. Para a remontagem dos RNAs
sequenciados, estes fragmentos, chamados de leituras, sdo alinhados a um genoma de

referéncia, ou a um transcriptoma ou ainda, sem genoma de referéncia, podem montar um
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mapa de escala gendmica que é composto pela estrutura transcricional de uma determinada
amostra (WILHELM e LANDRY, 2009) (Figura 4).

Figura 4 — Etapas de Sequenciamento de Nova Geracdo - RNA-Seq

Transcriptoma
Alvo

Fragmentacgao

feads —-— - S aaeess =
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Uma amostra de RNA total € fragmentada e convertida em cDNA. Os fragmentos sdo ligados a adaptadores que
ligam as moléculas aos beads para o sequenciamento. As moléculas sdo sequenciadas em leituras ou reads que
sdo entdo alinhados a um genoma de referéncia, ou a um transcriptoma ou ainda, sem genoma de referéncia,
podem montar um mapa de escala genémica.

Esta técnica permite visualizacdo, ndo apenas dos perfis de expressdo genética, mas
também eventos como splicing alternativo e mutacGes pontuais, bem como a identificacdo de
moléculas ndo previamente identificadas, em uma dada amostra de células. Atualmente, uma
gama de moléculas de RNAs nédo codificantes (ncRNAs) foi identificada e suas relagdes com
a regulacdo de genes e na estrutura da cromatina vem sendo esclarecida (SHUKLA et al,

2018).
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O Sequenciamento de RNA foi uma revolugdo na busca de biomarcadores, uma vez
que permite a comparacao fiel entre a expressao em um dado material canceroso e um normal.
Mesmo com diferentes tipos de amostra é possivel utilizar uma selecdo de enriquecimento
adequada capaz de manipular, armazenar e disponibilizar melhor os dados para torna-los mais
acessiveis e com maior confiabilidade (LUTHRA et al., 2015, ZIOGAS; KYROCHRISTOS;
ROUKOS, 2018).
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3. Capitulo 1

NOVOS MARCADORES DE PROGNOSTICO REVELADOS POR ANALISE DE
TRANSCRIPTOMA RNA-Seq APOS O SILENCIAMENTO DE MYC EM
LINHAGEM DE CANCER GATRICO METASTATICO

Artigo submetido a revista Oncotarget (ISSN 1949-2553) (ANEXO A)

3.1 Introducéo

O prognédstico € uma das etapas do diagndstico essenciais ao direcionamento da
terapia oncologica. Quanto mais cedo e mais eficaz for o diagndstico, melhor é o prognostico
do paciente (RUGGE; FASSAN, GRAHAM, 2015). No que diz respeito ao cancer gastrico,
terceira causa de morte por cancer no mundo (CLAASSEN et al, 2018), o diagndstico precoce
é dificultado principalmente pela baixa eficiéncia dos exames endoscOpicos convencionais
(LAZAR et al, 2018). Apesar dos avancos no entendimento sobre os mecanismos moleculares
da carcinogénese gastrica, o diagndstico e a avaliacdo prognostica, que irdo definir o sucesso
terapéutico, ainda dependem de métodos histopatoldgicos. A maioria dos pacientes é
diagnosticada em estagios avancados quando, mesmo apOs a ressec¢do cirdrgica, 0S
tratamentos quimioterapicos tornam-se paliativos. Deste modo, a taxa de sobrevida dos
pacientes com cancer gastrico ainda é baixa e apenas 20% a 25% sobrevivem cinco anos apés
o diagnéstico (WU et al, 2014; ROY et al, 2016).

Pesquisas recentes tém demonstrado um importante papel de alteracdes moleculares
tipicas como promotoras de perfis genéticos que caracterizam 0s tumores gastricos em
estagios avancados, dentre as quais destaca-se a amplificacdo do oncogene MYC (8q24)
(STAHL et al, 2015; WANG et al, 2016). A proteina MY C influencia aproximadamente 15%
dos genes do genoma humano, por meio da sua interagdo com sequéncias E-boxes (Enhancer
Box) e pelo recrutamento de histonas acetiltransferases (KHALEGHIAN et al, 2016). A
desregulacdo da expressdo de MYC promove instabilidade genémica e a presenga de altos
niveis de MYC cria um ambiente mutagénico, por aumentar os niveis de espécies reativas de
oxigénio (VITA e HENRIKSSON, 2006; WOLF, 2015).

O uso de linhagens celulares como modelo para o estudo dos tumores é uma

ferramenta util em biologia molecular e farmacologia para elucidar caracteristicas genéticas e
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padrdes moleculares nas neoplasias (JIANG et al, 2017). A linhagem celular AGPO1 foi
estabelecida e caracterizada por nosso grupo de pesquisa a partir de células de liquido ascitico
de paciente com adenocarcinoma gastrico metastatico. A AGP0O1 exibe caridtipo com
alteracdes cromossémicas clonais como, por exemplo, a trissomia 8, aneuploidia que resulta
na amplificacdo do MYC (LEAL et al, 2009). Estudos sugerem que quanto mais avangado o
estagio do cancer gastrico, maior é a expressao do MYC nas celulas tumorais. Este padréo esta
associado a um pior prognéstico, embora o papel funcional do MYC sobre a expressao global
de outros genes em vias moleculares importantes ainda ndo esteja bem esclarecido
(KHALEGHIAN et al, 2016; PANDI et al, 2014; YOSHIDA et al, 2018).

A identificacdo de marcadores moleculares de progndstico, tais como genes com
padrdes especificos de expressao em amostras de estagio avancado, permitiria uma melhor
abordagem terapéutica e, consequentemente, melhora na sobrevida dos pacientes (CONACCI-
SORRELL et al, 2014; TEH et al, 2015; LAZAR et al, 2018). Diante do importante papel que
MYC parece desempenhar na progressao do cancer gastrico, o estudo dos genes por ele
regulados pode fornecer valiosos candidatos a biomarcadores para estratificacdo do risco do
cancer gastrico e escolha do tratamento. Por este motivo, o0 objetivo deste estudo foi avaliar o
valor progndstico e preditivo de genes candidatos regulados pelo MYC, selecionados a partir
de sequenciamento de RNA de alto rendimento (RNA-Seq) em linhagem celular de

adenocarcinoma gastrico metastatico (AGP01), antes e apds seu silenciamento com siRNA.

3.2 Metodologia

3.2.1 Desenho experimental

Inicialmente, nds utilizamos a linhagem celular AGPO1, estabelecida a partir de
celulas metastaticas de paciente acometido com adenocarcinoma gastrico, para avaliar o
potencial de MYC na regulacdo de genes atuantes no processo de metastase em cancer
géastrico. Esta linhagem é caracterizada pela amplificacdo de MYC, uma alteracdo genética
conhecida como agente na carcinogénese. Para tanto, realizamos o silenciamento do gene
MYC por meio de miRNAs de interferéncia.

A seguir, a quantificacdo da expressdo génica das amostras celulares foi realizada por
meio de sequenciamento por semicondutor de ions (RNA-Seq) para da comparacdo das

amostras da linhagem AGPO0l1 com e sem silenciamento. Utilizando ferramentas de
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bioinformética, encontramos 0s biomarcadores associados a superexpressdéo de MYC,
selecionando entre os GDEs downregulated aqueles mais diferencialmente expressos.

Apés a selecdo de genes, nos avaliamos o potencial de biomarcador de prognostico,
por meio da analise da expressdo génica e proteica desses genes em pacientes acometidos com
cancer gastrico. Para tanto, os niveis de expressdo dos genes candidatos, foram analisados em
amostras de tecido neoplasico (tumor priméario) em comparagdo as amostras ndo neoplésicas
desses pacientes. Os niveis de expressao génica e proteica também foram relacionados as
caracteristicas clinico-patologicas dos pacientes e a sobrevida foi avaliada por até seis anos
apos o diagndstico. Assim, nds avaliamos ndo apenas 0 aumento da expressao génica, mas

também a sua relacdo com o progndstico dos pacientes analisados.

3.2.2 Linhagem celular AGPOL1 e silenciamento do MYC

A linhagem celular AGPO1 utilizada neste estudo foi previamente estabelecida e
caracteriza pelo nosso grupo de pesquisa, no Laboratério de Citogenética Humana da
Universidade Federal do Para (UFPA), Belém, PA, Brasil, a partir de células de liquido
ascitico de paciente com adenocarcinoma gastrico metastatico. A AGPO01 apresenta alteracoes
cromossomicas e molecular marcantes, dentre as quais destacam-se a trissomia do
cromossomo 8 e a amplificagdo do MYC (LEAL et al, 2009).

Para os ensaios de silenciamento, 1x10° células foram semeadas em placas de cultura
de células de 12 pogos. O silenciamento do gene MYC foi realizado por meio de trés
diferentes pequenos RNAs de interferéncia (SiRNASs) especificos para este oncogene (Silencer
Select siRNAs: 9129, s9130 e s9131; Thermo Fisher Scientific, USA). Para induzir e
monitorar a eficiéncia dos siRNAs foi utilizado o Silencer® siRNA Starter kit (Ambion,
USA). O monitoramento do mRNA do MYC foi feito por PCR quantitativo em tempo real
(QRT-PCR) (assay ID: Hs00153408_m1; Thermo Fisher Scientific) e a avaliagdo do
silenciamento da expressdo da proteina MYC foi realizada por Western blot. Para avaliar a
viabilidade das células apds a transfeccdo foram realizados os testes de invasdo e migracdo
celular e do brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetraz6lio (MTT). Estes

experimentos e todos os descritos a seguir foram realizados em triplicata.

3.2.3 Extracdo RNA/proteina e sintese de DNA complementar (cDNA)
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A extracdo de RNA total e proteinas da linhagem celular AGPO1 (com e sem
silenciamento de MYC) foi realizada por meio do AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kit
(Qiagen, USA), segundo instrucbes do fabricante. A quantificacdo e a qualidade do RNA e
das proteinas extraidas foram avaliadas no espectrofotémetro NanoDrop 2000c (Thermo
Fisher Scientific). A integridade do RNA foi determinada pelo nimero de integridade do
RNA (RIN), utilizando a plataforma BioAnalyzer 2100 (Agilent Technologies, USA)
(FLEIGE et al, 2006). O RNA extraido foi submetido a sintese de cDNA utilizando High
Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, USA), seguindo as instrucées

do fabricante.

3.2.4 RNA-Seq

Os transcriptomas da linhagem celular AGP01 obtidos antes e ap6s o silenciamento do
MYC foram avaliados por RNA-Seq e estdo disponiveis no banco de dados Gene Expression
Omnibus (GEO), por meio dos cddigos de acesso GSM2147866 e GSM2147867,
respectivamente. Para a preparacdo de bibliotecas 0 RNA total de cada amostra foi tratado
com DNAase-I para degradar possivel contaminacdo com DNA. Posteriormente, 0 mRNA foi
enriquecido utilizando Dynabeads Oligo(dt)25 (Thermo Fisher Scientific). O mMRNA
enriquecido foi fragmentado em fragmentos menores de 200 bps, aproximadamente, ligado a
adaptadores com sequéncias conhecidas que eram unicas para cada amostra. As amostras
foram conectadas a esferas magnéticas contendo sequéncias complementares para 0s
adaptadores e em seguida, inserido em micropocos onde uma emulsdo-PCR para a sintese de
cDNA foi realizada (Illustra RT-PCR Ready-To-Go Beads; GE Healthcare Lifesciences, UK).
Durante a etapa de controle de qualidade, Agilent 2100 Bioanaylzer (Agilent Technologies)
foi usado para qualificar e quantificar a biblioteca de amostras.

A plataforma Ion Proton™ (Thermo Fisher Scientific) foi utilizada para o RNA-Seq.
As amostras foram carregadas em chip lon Proton v2 PI, utilizando o reagente Ion PI™ 200

Sequencing Kit v3 (Thermo Fisher Scientific), e sequenciadas em uma Unica corrida

multiplex. Os dados brutos do sequenciamento, conhecidos como leituras brutas, foram
submetidos a um controle de qualidade, o qual remove residuos de adaptadores e leituras
muito pequenas. As leituras limpas foram alinhadas as sequéncias de referéncia do genoma
humano (Hg19/GRCh37). As leituras alinhadas foram mapeadas e quantificadas usando o
Torrent Mapping Alignment Program (TMAP), que suporta diferentes algoritmos de
alinhamento (NING et al, 2001; LI et al, 2009; LI et al, 2010; LI et al, 2012). A selecdo dos
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genes diferencialmente expressos (GDEs) foi feita por meio de ferramentas de bioinformética
e estatistica, incluindo os niveis de expressdo dos genes e anélises profundas, conforme o item
3.2.9 (Anélise Estatistica). Trés genes selecionados aleatoriamente dentre os 150 GDEs mais
downregulated foram utilizados para validagdo por qRT-PCR, Western blot e imuno-

histoquimica em amostras de tecido tumoral de pacientes com cancer gastrico.

3.2.5 Pacientes

Para validacdo do efeito progndstico e preditivo dos GDEs candidatos, dados clinico-
patologicos e amostras tumorais foram obtidas de 213 pacientes com cancer gastrico
atendidos consecutivamente no Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto (HUJBB), da
Universidade Federal do Pard, Para, Brasil, entre janeiro de 2004 e maio de 2018. Os dados e
as amostras teciduais de pacientes tratados sem quimioterapia pré-operatéria foram obtidos
ap6s consentimento informado, com aprovacdo do Comité de Etica do HUJBB. De cada
paciente também foram coletados espécimes de tecido ndo neoplasico do estbmago, que
foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C até a purificacdo de proteinas
e acidos nucléicos. Todas as amostras tumorais foram histologicamente diagnosticadas como
adenocarcinoma gastricos e caracterizadas quanto as variaveis género e idade do paciente,
localizacdo do tumor, infeccdo por H. pylori (por teste rapido de urease, teste respiratério de
ureia, exame histoldgico e PCR para deteccdo do fator de viruléncia CagA), infeccdo pelo
virus Epstein-Barr (por teste de hibridizacdo in situ), tipo histopatolégico do tumor Lauren
(1965), extensdo do tumor sobre os tecidos gastricos (T), presenca de metastase em
linfonodos (N), presenca de metéstases a distancia (M) e estadiamento segundo o sistema
TNM da American Joint Council on Cancer (AJCC) (AMIM et al, 2017).

A extracdo de RNA total, proteinas e sintese cDNA foram realizas conforme
metodologia descritas para a linhagem celular AGPOL1 e a integridade do RNA foi avaliada em
gel de agarose 1,5%, corado com GelRed (Biotium, USA).

3.2.6 qRT-PCR

As reacOes de gRT-PCR foram realizadas usando um StepOnePlus Real-Time PCR
System (Applied Biosystems) com o Tagman Gene Expression Master Mix (Applied
Biosystems), como sugerido pelo fabricante. As reacdes foram incubadas numa placa Optica
de 96 pocos a 95 °C durante 10 min, seguidas de 40 ciclos de 95 °C durante 15 s e 60 °C

durante 1 min. Os valores do ciclo limiar (Ct) foram determinados usando as configuracdes de
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limite padrdo. O gene ACTB (ACTB: 4333762F) foi selecionado como controle interno. A
quantificacdo relativa da expresséo génica foi calculada de acordo com Livak e Schmittgen
(2001). A amostra controle ndo neoplasica correspondente foi designada como um calibrador

para cada amostra tumoral.

3.2.7 Western blot

A analise de Western blot foi realizada conforme descrito anteriormente por Tu et al.
(2014). Resumidamente, as amostras de tecido de tumor priméario gastrico foram processadas
e aplicadas em gel de poliacrilamida-SDS e submetidas a eletroforese. Em seguida, as
proteinas do gel de eletroforese foram transferidas para uma membrana de fluoreto de
polivinilideno e marcadas com o0s anticorpos especificos para as proteinas dos GDEs
selecionados (PA5-18852; PA5-19978; PA5-59903; Thermo Fisher Scientific). A detecgédo
dos imunocomplexos foi feita pelo método de quimioluminescéncia utilizando o ECL

Advance Western blotting kit (GE Healthcare Lifesciences).

3.2.8 Imuno-histoquimica

A imunorreatividade das proteinas dos genes selecionados foi avaliada por imuno-
histoquimica nas amostras de tecido de tumor primario gastrico parafinado. O método imuno-
histoquimico adotado foi 0 da estreptavidina-biotina-peroxidase descrito por Hsu et al. (1981),
com modificagdes sugeridas por Calcagno et al. (2006). O parametro de normalidade foi
definido utilizando amostras de tecido gastrico normal (ndo tumoral) fixadas em formamida e
incluidas em parafina, obtidas do material de rotina. Foi considerada como expressdo positiva,

guando a imunorreatividade foi detectada em mais de 10% das células do corte histolégico.

3.2.9 Analise estatistica

Para analise de sequenciamento de alto rendimento, o método de andlise da
distribuicdo de Poisson foi usado para rastrear GDEs entre as amostras pareadas, por meio da
significancia de perfis da expressao digital do gene, conforme Audic e Claverie (1997). Para
selecionar os GDEs mais significantes (downregulated e upregulated) foram considerados os
valores de log, fold change |log, (FC)| > 1, false discovery rate (FDR) < 0,05 ¢ P < 0,05.
Foram feitas corre¢fes do valor de P com o método de Bonferroni (ABDI, 2007) e FDR
(BENJAMINI e YEKUTIELI, 2007). Para montar uma visao geral dos perfis de expressao
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entre as amostras silenciadas e nédo silenciadas na linhagem AGPO01, usando a correlagdo de
Pearson, foi realizada a analise de agrupamento hierarquico com base no valor de expressdo
de todos os mMRNAs dos GDEs mais significativos, usando o0 médulo GENE-E da ferramenta
GenePattern 3.9.9. A andlise da quantificacdo da expressdo génica por gRT-PCR e Western
blot foi realizada por meio do QuantStudio Flex Real-Time PCR Software (versédo 1.2.2,
Thermo Fisher Scientific). O teste T de Student ndo pareado foi escolhido para avaliar as
diferencas significativas.

A associacdo da expressdo dos genes candidatos selecionados com as variaveis
clinico-patologicas foi avaliada por meio de analise de variancia ANOVA, seguida de teste de
Tukey. Os niveis de expressdo génica foram divididos em niveis “alto” e “baixo” usando as
curvas de caracteristicas operacionais do receptor (ROC) com maxima verossimilhanca
parcial e area sob a curva ROC (AUC). A maior AUC identificou o melhor ponto de corte
(cutoff) de nivel de expressdo que foi considerado para a andlise de Kaplan-Meier. Os
pacientes foram classificados de acordo com esse valor limite, de forma que acima do cutoff,
o paciente foi marcado como “alta expressdo” e abaixo do cutoff “baixa expressdo”. Os
pacientes que nao tiveram o evento (morte) foram censurados na Ultima data de
acompanhamento ou apds seis anos e trés meses. A analise de Kaplan-Meier com teste de log-
rank foi usada para estimar a probabilidade de sobrevivéncia para os grupos abaixo e acima
do cutoff para cada gene selecionado.

As andlises estatisticas foram realizadas com os programas GraphPad Prism (6.0) e R
(3.0.2) e valores de *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001 e ****P < 0,0001 foram

considerados estatisticamente significantes.

3.3 Resultados

3.3.1 Silenciamento do MYC na linhagem celular AGP01 e RNA-seq

O silenciamento de MYC na linhagem celular AGPO1 resultou em diminuicéo de 73%
na sua expressao relativa em comparacdo a expressdo de MYC nas células ndo silenciadas.
Aproximadamente 11 e 13 milhdes de leituras de RNA-seq foram geradas para as células
AGP01 MYC ndo-silenciadas e MYC-silenciadas, respectivamente, e revelaram um total de
2.483 GDEs, dos quais 917 foram upregulated e 1.566 downregulated em consequéncia do
silenciamento de MYC. Os genes downregulated representam genes cuja superexpressao na

linhagem AGPO1 ¢ influenciada, direta ou indiretamente, pelos altos niveis de MYC que
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caracterizam essa linhagem de cancer gastrico metastatico. Visto que a amplificagdo de MYC
€ um evento recorrente em pacientes com cancer gastrico, e razodvel inferir que tais genes
também podem estar superexpressos nos tecidos tumorais destes pacientes. Neste sentido,
selecionamos aleatoriamente trés dentre os 150 genes mais downregulated apos silenciamento
de MYC (APENDICE A), para avaliar seu valor progndstico e preditivo em amostras clinicas
de cancer géstrico. Os genes selecionados foram o UXT (ubiquitously expressed prefoldin like
chaperone), MTA2 (metastasis associated 1 family member 2) e CIAPIN1 (cytokine induced
apoptosis inhibitor 1) (Figura 5).

Figura 5 — Volcano plot de genes diferencialmente expressos (GDEs) para a linhagem
AGPO01 apos o silenciamento de MYC
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Uma comparacgdo direta entre células MYC-silenciadas e células MYC ndo-silenciadas esta indicada. —Log;
(FDR) <0,05 (eixo Y) e o ponto de corte | Log, (FC) | > 1 (eixo X) mostram os pontos em azul, indicando o0s
GDEs downregulated (lado esquerdo) e upregulated (lado direito). Os genes UXT, CIAPIN1 e MTA2 séo
destacados dentro dos genes significativamente downregulated. O grafico do vulcdo foi obtido a partir do teste
Audic-Claverie. A densidade foi calculada para visualizar a sobreposicdo de genes (pontos em vermelho).
RPKM: Reads per kilo base per million mapped reads.

3.3.2 Caracteristicas clinicopatoldgicas e expressao de UXT, MTA2 e CIAPIN1

As médias de expressdo do mRNA dos genes UXT, MTA2 e CIAPINL nos tecidos
tumorais de pacientes com diferentes caracteristicas clinicopatolégicas sdo mostradas na

Tabela 2. A expressdo dos trés genes foi significantemente maior nas variaveis: invasao da
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serosa positiva (T3/T4) (UXT: 1,784 £ 0,656; MTA2: 2,034 £ 0,375; CIAPIN1: 1,888 + 0,547,
****pP < 0,0001), Metastase linfonodal positiva (N1) (UXT: 1,123 + 0,112; MTA2: 1,871 £
0,462; CIAPIN1: 1,875 + 0,592, ****P < (0,0001) e metastase a distancia positiva (M1) (UXT:
2,010 + 0,482; MTA2: 2,016 £ 0,462; CIAPINL: 2,292 + 0,452, ****P < 0,0001). Estes
resultados sugerem que os genes selecionados tém forte correlacdo com estagios avangados da
neoplasia géstrica e, consequentemente, com pior prognostico. A expressdo de MTA2 também
foi maior em pacientes com idade > 61 anos (1,880 + 0,433, *P = 0,024) e com cancer
gastrico do tipo intestinal (1,898 + 0,451, **P = 0,005).



Tabela 2 — Relacgéo entre a expressao de mMRNA de UXT, MTA2 e CIAPINL1 e as caracteristicas clinico-patologicas dos pacientes

o UXT MTA2 CIAPIN1
Variaveis N, 213 (%) —yzdia s op F p Média + DP F Média + DP F P

Género
Masculino 133 (62,4%) 1,566 +0,559 1,185 0,277 1,811+ 0,450 0,002 0,957 1,788 +0,592 0,542 0,462
Feminino 80 (37,6%) 1,651 +0,528 1,814 + 0,509 1,850 + 0,592

Idade (anos)
>61 113 (53,1%) 1,600+0,524 0,004 0,946 1,880+ 0.433 5,135 0,024  1,858+0,618 1,496 0,222
<61 100 (46,9%) 1,595 + 0,576 1,735 + 0.503 1,759 + 0,558

Localizacdo do Tumor
Cérdia 64 (30,0%) 1,615+0,547 0,087 0,767 1,789+0,497 0,216 0,642 1,840+ 0,624 0,209 0,647
Nao-cérdia 149 (70,0%) 1,591 + 0,550 1,822 + 0,462 1,799 + 0,578

Tipo histolégico
Difuso 103 (48,4%) 1,634+0,601 0,846 0,358 1,720+ 0,479 7,714 0,005°  1,800+0,606 0,066 0,796
Intestinal 110 (51,6%) 1,565 + 0,493 1,898 + 0,451 1,821 + 0,580

Invasdo da serosa (T)
T1T2 68 (31,9%) 1,511+0,467 12,037 <0,0001""" 1,338+0,262 190,215 <0,0001"" 1,647+0,650 7,975 <0,0001"""
T3/T4 145 (68,1%) 1,784 + 0,656 2,034 + 0,375 1,888 + 0,547

Metastase linfonodal (N)
Negativa 23(10,8%) 1,123+0,112 21,238 <0,0001" 1,326+0,187 31,180 <0,0001""" 1,282+0,179 22,780 <0,0001"""
Positiva 190 (89,2%) 1,656 + 0,552 1,871 + 0,462 1,875 + 0,592

Metastase & disténcia (M)
MO 108 (50,7%) 1,198 +0,203 258,523 <0,0001"" 1,613+0,392 47,119 <0,0001""" 1,344+0,216 383,538 <0,0001"""
M1 105 (49,3%) 2,010 + 0,482 2,016 + 0,462 2,292 + 0,452

TNM stage
[ +11 42 (19,7%) 1,266+0,210 21,026 <0,0001""" 1,306 +0,220 83,330 <0,0001"" 1,266+0,220 55912 <0,0001"""
i +1v 171 (80,3%) 1,680 + 0,574 1,936 + 0,433 1,945+ 0,577

Infeccéo por H. pylori
Negativa 23(10,8%) 1,639+0,623 0,140 0,708 1,790 £ 0,487  0,0576 0,810 1,710+ 0,526 0,752 0,386
Positiva 190 (89,2%) 1,593 + 0,540 1,815+ 0,471 1,824 + 0,599

CagA?
Negativa 73(34,3%) 1,611+0,555 0,058 0,809 1,749+ 0,477 1,972 0,161 1,714+ 0,478 3,016 0,083
Positiva 140 (65,7%) 1,591 + 0,546 1,845 + 0,468 1,862 + 0,638

Infeccdo por EBV
Negativa 178 (83,6%) 1,583+0,559 0,835 0,361 1,808 0,474 0,069 0,793 1,786 £ 0594 1,934 0,165
Positiva 35 (16,4%) 1,676 + 0,486 1,831 + 0,469 1,938 + 0,567

41

dCagA, fator de viruléncia detectado em pacientes com infecgdo por H. pylori; EBV, Epstein-Barr virus; TNM, O Sistema de Estadiamento TNM é baseado no tamanho do

tumor primario (T), presenca de metastases linfonodais (N), e presenca de metastases a distancia (M). DP, desvio padréo. P: P value “P < 0,05;

*okKK

P <0,0001; F: F value
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N&o pudemos deixar de notar, a expressdo demasiadamente alta dos trés genes
selecionados em pacientes M1, quando comparados com 0s pacientes MO (aumento de 67,8%
para UXT, 25% para MTA2 e 70,5% para CIAPIN1), dados corroborados pela analise de
expressao proteica (****P < 0,0001) (Figura 6) — o que demonstra o potencial dos genes
selecionados na deteccdo de metastases a distancia em amostras de tumor primario de cancer

géstrico, tanto por meio de seus mMRNAs quanto de suas proteinas.

Figura 6 — Box plots da expressdo relativa normalizada das proteinas UXT, MTA2 e
CIAPIN1 em tecido tumoral gastrico de pacientes sem metastase (M0) e com metastase
detectada (M1)
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As caixas foram desenhadas estendendo-se do 75° percentil ao 25° percentil. A linha horizontal dentro da caixa
representa valores medianos. As linhas verticais acima e abaixo da caixa delineiam os valores maximo e o
minimo, e 0s pontos indicam outliers. (****P < 0,0001).

A fim de avaliarmos o potencial dos genes UXT, MTA2 e CIAPIN1 na predigéo de
metastases a distancia nas fases iniciais da carcinogénese gastrica, procedemos a analise dos
seus perfis de expressdo de mMRNA e proteina entre amostras MO versus M1, considerando
apenas 0s pacientes sem invasdo da serosa (T1 e T2) e sem metastase linfonodal (NO) (n =
68). Na populacdo estudada, ndo foram relatadas amostras NO que fossem ao mesmo tempo
M1, motivo pelo qual apenas os pacientes que possuiam classificagdo do tumor primério T1 e
T2 puderam ser efetivamente comparados.

A Figura 7 demonstra que, enquanto que a diferenca de expressdo do mRNA e da
proteina MTA2 é baixa (*P < 0,05), a diferenca na expressdo dos genes UXT e CIAPIN1, e de
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suas proteinas é extremamente significante (****P < 0,0001), na comparacao dos grupos MO
e M1 em estagios iniciais da carcinogénese gastrica. 1sso sugere que a expressao desses dois
genes pode ser considerada para predicdo de metastase a distancia ja em fases iniciais da
doenca. Por outro lado, o gene MTA2 parece estar associado a progressdo da doenca e a

ocorréncia de metastase em fase avangada. Por este motivo, para as analises seguintes foram
considerados apenas os genes UXT e CIAPIN1.

Figura 7 — Box plots da expresséo relativa normalizada dos genes UXT, MTA2 e CIAPIN1 em
tecido tumoral gastrico de pacientes sem metastase (MO) e com metastase detectada (M1)
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Os niveis de expressdo dos trés genes foram validados por qRT-PCR e Western blot em 68 pacientes sem
invasdo serosa (T1 e T2). Aumento extremamente significativo na expressdao de mRNA (a) e proteinas (b) de
UXT e CIAPIN1 quando comparados os pacientes MO e M1 (**** P <0,0001). O teste T produziu um valor de
P mais elevado para diferencas médias de expressdo de mRNA e proteina de MTA2, quando comparado aos
outros genes (P = 0,03 e *P = 0,01, respectivamente). As caixas foram desenhadas estendendo-se do 75°
percentil ao 25° percentil. A linha horizontal dentro da caixa representa a mediana. As linhas verticais acima e
abaixo da caixa delineiam os valores méximo e minimo, e 0s pontos mostram os outliers.

A Figura 8 mostra os resultados dos ensaios de imuno-histoquimica, a partir dos quais
se observa uma diferenca estatisticamente significativa (*P < 0,05) na marcagcdo com
anticorpo anti-UXT e anti-CIAPIN1 em amostras de tecido gastrico de pacientes MO,
comparada com amostras de pacientes M1.
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Figura 8 — Comparacdo de tecido de tumores gastricos primarios de pacientes sem metastase
(M0O) e com metéstase (M1) na deteccdo de proteinas UXT e CIAPIN1, por imuno-
histoquimica
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A: Amostra negativa para proteina UXT (M0). B: A imunomarcacdo detecta a expressao citoplasmatica da UXT
(M1), cor marrom. C: Amostra negativa para proteina CIAPIN1 (MO0). D: Deteccdo de proteinas CIAPIN1 no
nlcleo da célula (M1), cor marrom. Mais de 10% de células foram coradas positivamente (*P < 0,05) (Aumento,
x400).
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3.3.3 Analise de sobrevida

Utilizamos anélise de sobrevida para avaliar a contribuicdo da alta expressdo de UXT e
CIAPINL1 na sobrevida global dos 213 pacientes estudados.

Primeiramente, utilizamos analise de curva ROC para selecionar 0s grupos em alta e
baixa expressdo de UXT e CIAPIN1 (Figura 9). O valor de cutoff para UXT foi de 50% a mais
de expressdo, ou seja, um valor normalizado de 1.5 e de CIAPIN1 foi de 70% a mais de
expressao ou um valor normalizado de 1.7. O cutoff foi escolhido como ponto de maior AUC.
Para UXT esse valor representa AUC = 0.966; Sensibilidade = 92.3%, Especificidade = 90.7%
e para CIAPIN1 AUC = 0.973; Sensibilidade = 93.3%, Especificidade = 96.2%.
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Figura 9 — Andlise da curva ROC para definir o valor de corte da expressdo génica na
discriminacdo de grupos de alta expressao e baixa expressdo dos genes UXT e CIAPIN1
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Utilizando o cutoff de expressdo dos genes UXT e CIAPINL1, os pacientes foram
classificados em alta e baixa expressao. Assim, pacientes que obtiveram expressao > 1,5 para
UXT e > 1,7 para CIAPIN1 foram classificados com “alta expressdo” e abaixo desses valores
como “baixa expressdo”. A analise de sobrevida utilizando Kaplan-Meier demonstrou uma
diminuicdo da probabilidade de sobrevida no grupo de pacientes com alta expressao de UXT e
CIAPIN1. Logo no primeiro ano apds o diagnostico ha uma queda extremamente significativa
na sobrevida global dos pacientes com alta expressdo de ambos os genes (****P < 0,0001)
(Figura 10). Os dados sugerem que a alta expressdo UXT e/ou CIAPIN1 contribuem para a

diminuicdo da sobrevida global dos pacientes, revelando um pior prognostico.
Figura 10 — Analise da sobrevida global em meses de pacientes com tumores gastricos em
funcdo da expresséo génica de UXT e CIAPIN1
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A: Alta expressdo expressdo génica > 1,5 para UXT; B: Alta expressdo expressdo génica > 1,7 para CIAPINI;
linha vermelha) versus baixa expressdo (expressdo génica <1,5 para UXT e <1,7 para CIAPIN1; linha azul) foi
extremamente associada a uma menor probabilidade de sobrevivéncia (****P < 0,0001)
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3.4 Discussao

O cancer gastrico ¢ uma neoplasia de elevada incidéncia no mundo e a heterogeneidade de
suas caracteristicas, bem como seus diversos mecanismos de tumorigénese, tornam seu
diagndstico e analise de prognostico etapas dificeis e demoradas. E consenso que grande parte
das neoplasias gastricas se da pelo acumulo de fatores de risco genéticos, epigenéticos e
ambientais (SITARZ et al, 2018). Dentre os fatores de risco genéticos para o desenvolvimento
da neoplasia géstrica, destaca-se a amplificacdo do gene MYC. Em estudos anteriores, nosso
grupo demonstrou forte associagdo desta alteragdo genética com o0s adenocarcinomas
gastricos do tipo intestinal (CALCAGNO et al, 2006; LEAL et al, 2009). MYC esta envolvido
em uma série de eventos no status normal das células, que incluem regulacdo do ciclo celular,
adesdo e crescimento celular, biogénese de ribossomos, sintese proteica e fungdo mitocondrial
(CALCAGNO et al, 2009; SILVA et al, 2010)

A desregulacdo de MYC provoca aneuploidias, por meio de instabilidade génomica e
inducdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (MIN et al, 2017). A
amplificacdo de MYC também pode alterar diferentes vias biologicas em favor da iniciacéo e
progressao de diferentes tipos de cancer gastrico, como demonstrado previamente por nosso
grupo (ROCHA e ROCHA, 2011). Outros estudos também ja demonstraram que alteracdes
em vias metabolicas decorrentes de diferentes mutacbes em genes criticos sdo importantes
para a génese do cancer gastrico (JIANG et al, 2017; MAUES et al, 2018) . A utilizacio de
um modelo que conserve caracteristicas da populacdo de interesse facilita a busca de
biomarcadores direcionados (LEAL et al, 2009, SHAH et al, 2011). Neste estudo, utilizamos
uma linhagem de cancer gastrico, estabelecida a partir de liquido ascitico de adenocarcinoma
gastrico. A linhagem celular AGPO01 é caracterizada pela amplificacdo de MYC e representa
um modelo do tipo metastatico de cancer gastrico.

Apos o silenciamento de MYC na linhagem celular AGPO1, n6s selecionamos o0s genes
downregulated UXT, MTA2 e CIAPINL1 e investigamos seu potencial como biomarcadores de
metéastase em pacientes com neoplasia géstrica E reconhecido que a predicdo de metéastases é
um bom indicador para direcionamento da terapia oncologica, com significante impacto na
sobrevida dos pacientes (CHEN et al, 2014; HUR et al, 2017). Atualmente, varios marcadores
de metastase tém sido sugeridos para o cancer gastrico, em virtude da alta mortalidade desta
neoplasia (XIA et al, 2016; LIN et al, 2018; EVANS et al, 2016). No entanto, uma grande
parte desses marcadores sao RNAs ndo codificantes, com limitacGes técnicas para a sua

deteccdo na pesquisa e na pratica médica de rotina. Por outro lado, alteracbes em genes
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codificadores de proteinas, incluindo mutagdes pontuais, delecdo e fusdo génica (e suas
consequentes alteracdes na expressdo de genes), sdo, em geral, faceis de detectar e prever
(PARISI et al 2017).

Neste estudo, a analise dos niveis de expressdao dos genes UXT, MTA2 e CIAPIN1,
avaliada em amostras de tecido tumoral priméario de pacientes com céancer gastrico com
diferentes caracteristicas clinicopatoldgicas, revelou um aumento extremamente significativo
(****P < 0,0001) na expressao destes genes nos pacientes com estagios mais avancados da
neoplasia (i.e., como invasdo da serosa, metastase linfonodal e metastases a distancia). A
superexpressdo de UXT e CIAPIN1 em tumores e em células de cancer de mama ja foi
descrita na literatura, enquanto que a superexpressdo MTA2 foi relacionada ao crescimento
celular e formacdo de colbnias em células de céancer gastrico (SCHROER et al, 1999;
COBURN et al, 2018; WANG et al, 2015; ZHOU et al, 2015).

No entanto, nosso estudo também mostrou que a superexpressdo de MTA2 foi
significativamente mais pronunciada nos tecidos tumorais de pacientes com idades > 61 anos
e em tumores gastricos do tipo intestinal. Consideramos que estes achados diminuam a
especificidade do MTA2 como biomarcador de evolucdo tumoral, uma vez que sua expressao
se correlacionou com caracteristica ndo indicativa de metéastase. De fato, sabe-se que idade
avancada € um fator de risco para o desenvolvimento de cancer gastrico (ROY et al, 2016), no
entanto, tumores gastricos do subtipo difuso sdo mais relacionados a um pior progndstico,
comparados aos do tipo intestinal (CROW et al, 2006; COLQUHOUN et al, 2015; ZHAO et
al, 2016). Em contrapartida, nossos resultados indicam que a andlise da superexpressdo de
UXT e CIAPIN1 pode ser realizada em pacientes com diferentes caracteristicas clinico-
patoldgicas, para avaliar a possibilidade de progressao metastética.

Sensibilidade e especificidade sdo dois pardmetros essenciais quando se estuda
biomarcadores para uma possivel aplicacdo clinica (EVANS et al, 2016). Neste sentido, n6s
demostramos também que a superexpressao dos genes UXT e CIAPIN1, e de suas proteinas, é
evento marcante em tumores primarios em fases iniciais da neoplasia gastrica. No entanto, a
alta expressdo de MTA2 parece se consolidar fortemente somente em estagios avancados da
carcinogénese gastrica, demonstrando ser consequéncia e ndo causa da progressdo tumoral.
De fato, como seu préprio nome sugere, metastasis tumor associated (MTA) 2 é uma proteina
mais associada a expansdo e estabelecimento de metéstase, do que a sua promogdo. MTA2
esta ligada a regulacdo da reorganizacdo do citoesqueleto, por meio de modulagdo da via de
sinalizacdo Rho, bem como a via de adesdo focal, de modo a promover motilidade e
invasividade das células tumorais (COVINGTON e FUQUA, 2014).
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NOs observamos também uma diminuicdo extremamente significativa na sobrevida
dos pacientes com alta expressdo de UXT e CIAPIN1, quando comparados aos pacientes com
baixa expressdo desses genes. Alem disso, sugerimos que a eficiéncia de UXT e de CIAPIN1
em verificar a ocorréncia de metastases em estagios precoces de cancer gastrico pode ser
atestada pela alta sensibilidade (92,3% para UXT e 93,3% para CIAPIN1) e especificidade
(90,7% para UXT e 96,2% para CIAPIN1) desses genes na curva ROC.

Muitos estudos tém explorado a relacdo entre a modulacdo da expressdo de
determinados genes e seus produtos proteicos com a baixa sobrevida observada em pacientes
com cancer gastrico (ZHANG et al, 2016; XU et al, 2017; YOSHIDA et al, 2017; PAN et al,
2018), incluindo o gene MYC e demais genes a ele funcionalmente relacionados (KRESS et
al, 2015; KHALEGHIAN et al, 2016). No presente estudo demonstramos evidéncias de que
0s genes UXT e CIAPIN1sdo capazes de detectar, independentemente, tanto em nivel de
mRNA quanto em nivel proteico, a alta possibilidade de metéstases a distancia ainda em fases
precoces da doenca, servindo de auxilio no diagndstico precoce que aumenta as
probabilidades de sobrevida dos pacientes.

CIAPIN1, também conhecida como anamorsina, € uma proteina com atividade
metabdlica, expressa ubiquamente, porém de forma diferencial, em tecidos adultos e fetais (LI
et al, 2007). Esta proteina parece desempenhar papel importante para o desenvolvimento do
cancer. CIAPIN1 é fator anti-apoptético, sem relacdo com as moléculas reguladoras de
apoptose, como as da familia Bcl2, caspases e trasdutoras de sinal. E um efetor & jusante da
via de sinalizacdo receptor citocina quinase - Ras- na linhagem celular Ba/F3 pro-B de rato
(LIetal, 2007; L1 et al, 2008).

O gene regulado por MYC, CIAPIN1, tem um papel controverso na literatura para
diferentes tipos de tumores. Neste estudo, nds revelamos que a superexpressdo de CIAPIN1
foi fortemente associada a ocorréncia de metastases a distancia e a diminuicdo da sobrevida
global de pacientes com cancer gastrico apds o diagndéstico. Esses dados corroboram com o0s
de Shi et al (2010), de que superexpressdo de CIAPIN1 estd associada a um pior prognostico
de cancer colorretal. Por outro lado, em outras linhagens celulares de céncer gastrico
(SGC7901 e MKN45) foi demonstrado que a reducdo na expressdo de CIAPIN1 foi
relacionada a proliferacdo celular e estabelecimento do tumor (NAKASATO et al, 1984).
Entretanto, ambas as linhagens mencionadas, embora estabelecidas a partir de tipos
metastaticos de adenocarcinoma gastrico (LONG-BAO et al, 1993), ndo possuem
amplificacdo do oncogene MYC (WANG et al, 2017), que é caracteristica marcante da

linhagem AGPOL1 utilizada no presente estudo. A amplificagdo de MYC é um fator fortemente
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associado ao pior prognostico do cancer gastrico, notadamente em tumores do tipo intestinal e
de inicio tardio (LEAL et al, 2016).

Outro estudo com a linhagem SGC7901 de cancer gastrico demonstrou que o
silenciamento de CIAPINL1 inibiu proliferacdo celular e angiogénese (YAN et al, 2009),
sugerindo que este gene esteja relacionado a iniciacdo da vascularizagdo do tumor. De fato,
MYC é promotor de recrutamento de proteinas que promovem a angiogénese, principalmente
em tecidos tumorais de proliferacdo rapida. O processo de tumorigénese envolve a geracao de
massa tumoral com deficiéncia de oxigénio (hipoxia), o que desencadeia uma série de
expressdes génicas a jusante, que influenciam a transformacgdo celular do endotélio e do
microambiente tumoral (ZHAO et al, 2016). CIAPIN1 pode, portanto, estar sendo recrutado
por MYC para a manutencdo dessas células, garantindo inibicdo da apoptose como
mecanismo alternativo. Estudo recente revelou que este gene esta relacionado a inibicdo de
apoptose induzida por hipdxia em cardiomiécitos (ZHANG et al, 2018).

Além disso, os estudos em linhagens de céancer gastrico realizados por Hao et al.
(2006) revelaram que a superexpressdo de CIAPIN1 também pode estar associada a
resisténcia a multiplas drogas. Mais recentemente, Wang e colaboradores (2015) sugeriram a
utilizacdo deste gene como alvo em terapia génica contra cancer de mama, visto que a
expressdo deste gene também se mostrou correlacionada com pior prognéstico em virtude de
estar associado com resisténcia ao tratamento.

Quanto a UXT, sdo escassas as informacbes sobre seu potencial em promover
metastase, sobretudo em cancer gastrico. UXT é uma chaperona, que atua interagindo com
NFkB, para induzir a transcrigdo de genes que atuam na anti-apoptose, sobrevivéncia celular e
invasdo celular (SUN et al, 2007). Esta proteina pode ser encontrada em grande quantidade
tanto no nacleo quanto no citoplasma, interagindo com proteinas do citoesqueleto. UXT foi
encontrada na regido do centrossomo celular, sendo recrutada também para a divisdo e
essencial para viabilidade celular. H& evidéncias de que sua expressao estd associada a
tumores de bexiga, mama, tireoide e ovario ovario (ZHAO et al, 2005; Sanchez-Morgan et al,
2017).

Recentemente, nosso grupo demonstrou que uma das vias mais alteradas pelo
silenciamento de MYC na linhagem de cancer gastrico metastatico AGP01 é a via de
sinalizacdo Notch (MAUES et al, 2018). Para a iniciacdo de alguns tumores, esta via esta
ligada a via PI3K-Akt. Esta interacdo parece mediar a sobrevivéncia em diversas células, de
modo que ha uma regulacdo positiva de MYC como um componente essencial do processo

cooperativo de transformacdo maligna. Em conjunto, essas informag6es sugerem um papel
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para a sinalizagdo na via Notch desregulada na condugdo da transformagdo maligna do
epitélio gastrico. Também j& foi reportada anteriormente, uma alta expressdo de UXT
regulando a angiogénese pela via Notch (LUO et al, 2003; MALIEKAL et al, 2008; PORTA
et al, 2014; ZHOU et al, 2015). UXT pode estar atuando de modo a integrar estas duas vias,
sendo regulado pelo oncogene MYC e coativando fatores de transformacdo das células
géastricas para permitir 0s mecanismos necessarios a invasao dos tumores.

Em concluséo, este estudo mostrou que a linhagem AGP01 tem grande potencial como
modelo de superexpressdo de MYC para a conducdo de estudos sobre cancer gastrico do tipo
metastatico. Nossos resultados revelaram um amplo painel de genes cuja superexpressao esta
direta ou indiretamente associado a amplificacdo de MYC (150 dos quais estdo listados na
Tabela Suplementar 1), os quais podem ser explorados como fortes candidatos a
biomarcadores de diagnostico e prognoéstico de cancer gastrico em estudos posteriores. No
presente estudo, a superexpressdo dos genes UXT e CIAPIN1 foi significativamente associada
ao fendtipo metastatico de cancer gastrico, mesmo em pacientes em estagios iniciais da
doenca. Esses dados sugerem que a analise de expressao de UXT e CIAPIN1 pode atuar como
ferramenta clinica preditiva de metéstases e/ou de um pior prognostico. Em adi¢do, nés
demonstramos que a superexpressao do gene MTA2 € indicadora de metéstase dependente da
progressdo neopléasica, além de estar associada a outros fatores clinicos ndo indicativos de
metastase. Finalmente, nossos dados mostraram que expressdo de UXT e CIAPIN1 pode ser
detectada em tumor primario e por diferentes técnicas moleculares, auxiliando a determinacao

de progndstico pela predicdo de metastases a distancia de maneira minimamente invasiva.
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4. Capitulo 2

KITs DE PROGNOSTICO DE CANCER GASTRICO

Patente submetida ao NINTEC — Nucleo de Inovacgao e Transferéncia de Tecnologia/ UFPI
(Anexo B)

4.1 Campo da Invengéo

[001] A presente invencdo refere-se aos genes marcadores de prognostico de cancer
gastrico Ubiquitously Expressed Prefoldin Like Chaperone (UXT) e Cytokine Induced
Apoptosis Inhibitor 1 (CIAPIN1), incluindo dispositivos e processos baseados na andlise da
expressao génica e proteica desses marcadores, visando sua aplicacdo nas metodologias de
diagnostico molecular e suporte aos estudos relacionados aos referidos genes, ao cancer

gastrico e a suas metastases.
4.2 Fundamentos da Invencéo

[002] A presente invencdo estd caracterizada pelo uso de técnicas de biologia
molecular, como a utilizacdo de sondas de hibridizacéo especificas no sistema da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real e a deteccdo de proteinas, para a quantificacdo da
expressao dos genes UXT e CIAPIN1, comparada com um controle de tecido de céancer
gastrico ndo metastatico, para prever a ocorréncia de cancer gastrico do tipo metastatico

doenca.
4.3 Técnica Relacionada

[003] O cancer gastrico € assintomatico nos primeiros estagios, o que diminui a taxa
de sobrevida, ap6s o diagnostico da doenca, em cinco anos, de 74% para cerca de 30 a 20%.

Neste sentido, um diagndstico precoce e preciso é crucial para aumentar as chances de cura.

[004] A etiologia dos carcinomas gastricos esta relacionada a um conjunto de fatores
genéticos, epigenéticos e ambientais (com variacbes de género, regido e idade), que
repercutem sobre suas caracteristicas clinicas e biologicas. Essa complexidade motiva
pesquisas avancadas em todo o mundo acerca da elucidacdo dos mecanismos da
carcinogénese gastrica e de terapias adequadas e eficazes com menores riscos aos pacientes
(CORSO, S; GIORDANO, S. How Can Gastric Cancer Molecular Profiling Guide Future
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Therapies? Trends in Molecular Medicine, Vol. 22, No. 7, 2016). Por esse motivo, é
essencial a procura por biomarcadores, que detenham grande capacidade de atuar ndo s6 no
diagnostico, mas também na avaliacdo do prognostico, aprimorando e acelerando a deteccéo
da neoplasia e, por consequéncia, aumentando as chances de sobrevida dos pacientes, além de
cinco anos. Tais biomarcadores podem também identificar fatores determinantes para alta
eficiéncia em terapia, a fim de aprimorar o tratamento sob a perspectiva do desenvolvimento e

progressao da neoplasia.

[005] Atualmente, o diagndstico de cancer géastrico é feito por meio de bidpsia
gastroscépica ou cirdrgica, analisada por patologista experiente, segundo os critérios da
Organizacdo Mundial da Saide (OMS). Somente ocorre a bidpsia apds avaliagcdes iniciais que
incluem desde hemograma a tomografia computadorizada de térax, abdome e pelve. Exames
clinicos seguidos da anamnese incluem a endoscopia digestiva alta e/ou o exame radiol6gico

contrastado do estbmago.

[006] Convencionalmente, sdo utilizadas observacdes anatbmicas (o grau de invasdo
de células cancerosas e o numero de linfonodos metastaticos) para predizer o prognostico de
pacientes com cancer gastrico. No entanto, a variagdo entre pacientes e a intervencdo do

julgamento subjetivo do médico sdo uma limitagdes para a predi¢cdo exata do progndstico.

[007] Mesmo com uma gama de exames acessiveis, alguns tipos de cancer gastrico
ndo podem ser diagnosticados em suas fases iniciais, ou ndo séo corretamente diagnosticados
por serem pouco diferenciados. O diagndstico tardio esta associado a um pior progndéstico e a
diminuicdo das possibilidades terapéuticas (ZHOU, Y.; ABEL, G. A.; HAMILTON, W.;
PRITCHARDJONES, K.; GROSS, C. P.; WALTER, F. M.; RENZI, C.; JOHNSON, S,
MCPHAIL, S.; ELLISSBROOKES, L.; LYRATZOPOULOQOS, G. Diagnosis of cancer as an
emergency: a critical review of current evidence. Nature Reviews Clinical Oncology. v. 14, n.
1, p. 45-56, 2016.). O cancer gastrico apresenta poucos sintomas em suas fases iniciais, o que
dificulta 0 acompanhamento médico adequado e geralmente é necessaria uma intervencédo de

emergéncia, uma vez que o paciente é diagnosticado em niveis avancados da doenca.

[008] Algumas tecnicas de imagem tém sido implantadas na melhoria do diagndstico
precoce, como a endoscopia com amplificacdo da imagem em banda estreita e a
endocitoscopia, que permitem uma melhor visualizacdo da area da lesdo, bem como da regido
de permeio. No entanto, ainda ndo sdo bem estabelecidas, devido aos altos custos de

manutencdo dos equipamentos. Outros avancos na area de diagndstico por imagem estéo
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associados a deteccdo de fases avancadas da doenga, como por exemplo durante a busca por
metéstases, mas poucos sdo capazes de identificar sozinhos invasdo peritoneal, por exemplo
(JAPANESE GASTRIC CANCER ASSOCIATION, Gastric Cancer (2017) 20: 1.
https://doi.org/10.1007/s10120-016-0622-4). Alternativas que levem percepcdo do avanco da
doenca em um curto espaco de tempo sdo necessérias, pois um bom prognostico é capaz de
aumentar e melhorar as possibilidades no tratamento, como também de elevar a taxa

sobrevida para a populacao afetada.

[009] Diversos estudos estdo em busca de novas formas de diagnosticar precocemente
de forma a proporcionar um melhor e mais rapido tratamento para o paciente. O diagnostico
molecular é uma ferramenta emergente no diagnostico precoce e bastante utilizado atualmente
em casos de neoplasias pouco diferenciadas, com as quais o diagnostico histolégico é
ineficaz. Atualmente, uma série de pesquisas busca tracar o perfil molecular dos tumores por
meio de biomarcadores capazes de caracterizar os padrdes de carcinogénese e permitir ndo
apenas a identificacdo do estabelecimento da neoplasia, mas também como ela pode evoluir

para o0 avanco da doenca no paciente.

[010] Para o diagnostico molecular de céncer géstrico, sdo frequentemente utilizados
trés biomarcadores: os antigenos carboidratos (CAs) 19-9 e 72-4; e o0 antigeno
carcinoembrionario. Entretanto, apesar de bem estabelecidos estes marcadores apresentam
baixa especificidade e sensibilidade o que gera resultados falsos positivos. Muitos marcadores
sdo conhecidos na comunidade cientifica por estarem envolvidos com a neoplasia gastrica,

mas a implementacéo dessas moléculas na pratica médica de rotina ainda é de dificil acesso.

[011] Novos marcadores com grande especificidade e sensibilidade sdo necessérios
para melhorar o grau de confiabilidade dos exames clinicos. Os avan¢os nas técnicas de
deteccdo desse material bioldgico e de caracterizacdo das neoplasias tém se revelado

primordiais para alcancar esse desafio.

[012] Métodos moleculares evidenciam a origem da patologia uma vez que permitem
maior acuracia e diminuem as chances de erros de associagdo. Estudos moleculares
relacionados a busca de biomarcadores em cancer gastrico sao bem conhecidos na arte. As
patentes US20130065836, US20120028269, US20130337449, US20120135881 e
US20130071857 referem-se a marcadores moleculares em cancer gastrico que podem ser

utilizados para a detecgé@o de cancer. No entanto, a invencéo aqui abordada ndo contempla os
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marcadores utilizados para tais invengdes. Além disso, a invengdo propbe a utilizacdo de

apenas dois marcadores capazes de prever a ocorréncia de metéstases.

[013] A patente US20130337449 refere-se a uma combinagéo de valores de expressao
génica de doze genes para formular um grau de expressdo que equivale ao prognéstico do
paciente acometido com cancer gastrico. Na presente invencdo, apenas dois genes sao capazes
de prever o prognostico do paciente com grande eficiéncia. Com a utilizacdo da invencédo aqui
proposta € possivel tanto reduzir os custos, quanto reduzir a chance de ocorrer falsos

positivos.

[014] A patente P10412725-0 refere-se a um conjunto de marcadores moleculares
utilizados como marcadores de detec¢do. No entanto, ndo contempla nenhum dos genes aqui
referidos como marcadores. Tal invencdo também ndo contempla de que forma e quais sdo 0s
marcadores capazes de prever o progndéstico, 0 que torna o presente modelo mais simples e

mMenos ONeroso.

[015] A patente P10010558-9 refere-se a método diagndstico e progndstico de céancer,
mas somente por pacientes que foram acometidos primeiramente a uma infeccdo por
Helicobacter pylori, restringindo sua utilizacdo. A presente invencao aborda todos os tipos de
cancer gastrico, inclusive aqueles que ndo tiveram causa associada a fatores ambientais ou

acometidos por infeccdo de Virus Epstein-Barr.

[016] Portanto, a presente invengdo oferece uma ferramenta fundamental a producédo
de método inovador de avaliagdo de progndéstico, com confiabilidade e acurécia, a partir de
uma amostra de tecido gastrico para analise de expressao génica ou proteica de apenas dois
genes, UXT e CIAPINL.

4.4 Sumario da invencéo

[017] O objetivo desta invengdo é fornecer marcadores de prognostico de cancer
gastrico, compreendendo a expressdao dos genes UXT e CIAPIN1 (em conjunto ou
separadamente) em um kit de diagnostico molecular por meio de amostras de mRNA e/ou

proteina.

[018] Os marcadores da presente invengéo estdo significativamente associados com o
tipo de cancer gastrico metastatico (M1), revelando alta expressao génica e proteica, quando

comparado com a amostra controle (MO0) (Figuras 11-15).
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[019] Em outro aspecto da invencdo, compreende ainda o método de predicdo de
neoplasia gastrica de grau metastético, por meio de Kkits para medir o nivel de expressdo de

RNAmM e de proteina associada aos dois genes marcadores.

[020] A presente invencao refere-se ao termo “progndstico” como a expectativa da
progressdo da doenca no individuo. Dessa forma, refere-se aqui como prognostico positivo e
prognostico negativo onde, o progndstico positivo € aquele onde ndo ha expectativa de
progressdo da doenca e, o0 prognostico negativo inclui o desenvolvimento da doenca a estagios
mais avangados, tais como recorréncia, crescimento de tumores, metastases e mortalidade por
resisténcia a farmacos. Além disso, o progndstico positivo inclui a remissdo da doenca e/ou

melhoria, tal como regressdo tumoral ou estabilizacao.

[021] Tal como aqui utilizado, o termo “predizer" refere-se a direcionar sobre o
desenvolvimento médico e, para o0 objetivo da presente invencdo, direcionar 0
desenvolvimento da doenca (progressdo da doenca, melhoria, recorréncia, crescimento
tumoral, resisténcia a determinados farmacos) dos pacientes que foram diagnosticados com a

neoplasia gastrica.
4.5 Breve Descricdo das Figuras

[022] Figura 11. Quantificacdo relativa do RNAm e das proteinas codificadas pelo
gene UXT de 213 pacientes portadores de cancer gastrico. MO, tumor primario sem
metastase. M1, tumor primario com metastase. A Figura 11A representa a expressao génica
diferencial de UXT e CIAPINL1, respectivamente, em amostras de pacientes em estagio
metastatico (M1), quando como parado com pacientes em estdgio ndo metastatico (M0). A
figura 11B representa a expressdo proteica diferencial em amostras de pacientes em estagio
metastatico (M1), quando comparado com pacientes em estagio ndo metastatico (M0). Sé&o
mostrados valores de ***P < 0,001 para a expressdo diferencial de MO quando comparado

com M1.

[023] Figura 12. Quantificagdo relativa do RNAm e das proteinas codificadas pelos
genes CIAPIN1 de 213 pacientes portadores de cancer gastrico. M0, tumor primario sem
metastase. M1, tumor primario com metastase. A figura 12A representa a expressdo génica
diferencial de UXT e CIAPIN1, respectivamente, em amostras de pacientes em estagio
metastatico (M1), quando comparado com pacientes em estagio ndo metastatico (M0). A

figura 12B representa a expressdo proteica diferencial em amostras de pacientes em estagio
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metastatico (M1), quando como parado com pacientes em estagio ndo metastatico (M0). S&o
mostrados valores de ***P < 0,001 para a expressao diferencial de MO quando comparado

com M1.

[024] Figura 13. Deteccdo de proteinas por Western blot revelando o aumento da
expressao dos genes UXT e CIAPIN1 em tumores primarios gastricos de pacientes com
metastases (M1) em relacdo aos tumores primarios gastricos de pacientes sem metéastases
(MO0).

[025] Figura 14. Deteccdo de proteinas por imuno-histoquimica demonstrando o
aumento da expressdo de UXT em tumores primarios gastricos de pacientes com metastases.

A- MO, tumor primario sem metastase. B-M1, tumor primario com metastase.

[026] Figura 15. Deteccdo de proteinas por imuno-histoquimica demonstrando o
aumento da expressdo de CIAPIN1 em tumores primarios gastricos de pacientes com

metéstases. A- MO, tumor priméario sem metéstase. B- M1, tumor primario com metastase.
4.6 Descricdo Detalhada da Invencéo

[027] O estadiamento é um importante fator utilizado como referéncia para avaliar o
prognostico da doenca no paciente afetado. Entende-se como prognostico a avaliagdo de
caracteristicas essenciais dos tumores e dos pacientes que permitem avaliar a progressao
tumoral e/ou risco de morte associado ao cancer. Fatores de prognosticos podem incluir, além
das caracteristicas microscopicas do tumor e da condicdo geral do paciente, uma série de
alteracdes moleculares complexas ainda ndo esclarecidas, essenciais para o entendimento do
desenvolvimento do tumor e da tomada de decisdo terapéutica. Por este motivo, € de extrema
importancia o esclarecimento precoce do progndstico, uma vez que medidas terapéuticas
podem ser tomadas mais rapidamente de modo a melhorar a sobrevida dos pacientes, bem

como impedir medidas prejudicais.

[028] A presente invencdo inclui uma ferramenta de direcionamento de prognostico, a
qual inclui a utilizacdo de Kits que possibilitam a avaliacdo da expressdo de dois marcadores,
0s genes UXT e CIAPIN1 e suas respectivas proteinas, para predizer o prognostico de

neoplasia gastrica.

[029] Os inventores realizaram analise de expressao génica e de expressao proteica

com métodos de biologia molecular, para encontrar os marcadores relacionados nessa
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invencao.

[030] Tal como na Figura 12, os pacientes com expressao significativamente
aumentada de UXT e CIAPIN1 correspondem aos estagios T2N3M1, T3N3M1, T4N2M1,

todos metastaticos.
[031] A presente invencdo pode ser aplicada seguindo o seguinte processo:

a) Obter a amostra de material bioldgico;

b) Extrair RNAmM da amostra;

c) Produzir cDNA;

d) Quantificar a expressdo de RNAm dos marcadores para prever o prognéstico do
cancer gastrico por meio de PCR em tempo real, em uma amostra tumoral
recolhida de um paciente com esta malignidade;

e) Comparar o0 nivel de expressdo obtido no passo d) com o nivel de expressao dos
dois biomarcadores em uma amostra de cDNA de um pool de 10 pacientes
acometidos com neoplasia gastrica em estagio ndo metastatico (M0), onde um
valor de corte acima de 1.5 determina um progndstico de metastases.

[032] Os presentes inventores extrairam RNAm a partir de tecido de tumor a fresco de
cancer gastrico e este, por sua vez, foi transcrito inversamente utilizando o Sistema de
Transcricdo Reversa de acordo com o protocolo do fabricante (A3500, Promega, EUA). O
(cDNA) foi entdo amplificado por PCR quantitativa em tempo real (qQRT-PCR) utilizando
sondas adquiridas como produtos de ensaios de expressdo génica inventoriados (Thermo
Fisher Scientific, EUA) em um instrumento de PCR Real-Time 7500 Fast (Fisher Scientific,
EUA). O gene Beta-actina (ACTB) foi selecionado como controle interno. Todas as qRT-
PCRs foram realizadas em triplicata, tanto para os genes alvo (UXT: Hs00188238 m1,;
CIAPIN1: Hs00938899 m1) como para o controle interno (ACTB: 4333762F). O teste T foi
utilizado para investigar as possiveis associa¢fes entre 0 gene RNAm e variaveis categoricas,
tais como imunorreatividade e caracteristicas clinico-patologicas. Uma associacdo entre
variaveis categéricas foi analisada pelo teste x°. P < 0,05 foi considerado significativo
(Figuras 11 e 12).

[033] Sob outro aspecto, a presente invencdo pode ser aplicada ainda seguindo o

seguinte processo:

a) Obter a amostra de material bioldgico;
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b) Extrair as proteinas ou preparar de laminas histoldgicas;

c) Quantificar a expressdo de proteinas dos biomarcadores por meio de contagem de
celulas positivas para prever o progndstico do cancer gastrico, em uma amostra

tumoral recolhida de um paciente com esta malignidade;

d) Comparar do nivel de expressdo obtido no passo ¢) com o nivel de expressdo dos
dois biomarcadores em uma amostra de tecido gastrico de acometido pela neoplasia
em estagio metastatico, onde a deteccdo de 10% de marcacdo indica prognostico de

metastases.

[034] Os presentes inventores utilizaram o método de Western blot para avaliar a
imunorreatividade de proteinas. Nesse método, apds a coleta de tecido gastrico, as amostras
de tecido foram incialmente entdo lisadas em tampdo de lise gelado. Proteina reduzida (25 pg)
de cada amostra foi separada por 12,5% de s6dio homogéneo eletroforese em gel de Sodium
Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide (SDS-PAGE) e membrana electroblotted onto a
polyvinylidene fluoride (PVDF) membrana de polifluoreto de vinilideno (PVDF) (Hybond-P;
GE Healthcare, EUA). A membrana de PVDF foi bloqueada com solucéo salina tamponada
com fosfato contendo 0,1% de Tween 20 e 5% de leite com baixo teor de gordura e incubado
durante a noite a 4 °C com os anticorpos primarios correspondentes: anti-UXT (PA5-18852; ;
Life Technologies, EUA), anti-CIAPIN1 (PA5-59903; Life Technologies, EUA), e anti-
ACTB (Ac-15; Life Technologies, EUA). Depois de lavagem extensa, um conjugado
secundario a peroxidase o anticorpo foi adicionado durante 1 h a temperatura ambiente. As
bandas imunorreativas foram visualizadas usando o Reagente de Western blotting Luminol, e
as imagens foram adquirida usando um sistema de imagem digital ImageQuant 350 (GE
Healthcare, Suécia). ACTB foi usado como um controle de referéncia. (Figura 13)

[035] Para avaliar a imunorreatividade de UXT e CIAPIN1, os presentes inventores
utilizaram anticorpos primarios comercialmente disponiveis. O método imuno-histoquimico
adotado foi o da estreptavidina-biotina-peroxidase. (HSU, S. M.; RAINE L. Protein A, avidin,
and biotin in immunohistochemistry. J Histochem Cytochem. v. 29, n. 11, p. 1349-53, 1981).
Neste caso, mais de 50% das células foram marcadas com o anticorpo anti-UXT e Anti-

CIAPIN1 nas amostras de pacientes com cancer gastrico metastatico. (Figuras 14 e 15)

[036] Na presente invencdo, os agentes utilizados para medir 0s niveis de expresséo

devem incluir iniciador e sonda direcionados aos genes UXT e CIAPIN1 e/ou anticorpos



59

direcionados as suas respectivas proteinas. Para isso, a presente invengdo conta com um Kit de
avaliacdo do nivel de expressao génica, aqui definido como KIT A, e um kit de avaliagdo do

nivel de expressao proteica, aqui definido como KIT B.

[037] Tal como aqui utilizado, o termo “iniciador" refere-se a sequéncia de &cido
nucleico, como a sequéncia de acido nucleico com o grupo 3’ hidroxila livre, que pode formar
um par de bases com um modelo complementar e funciona como o ponto de partida para a
copia de um modelo. Na presente invencédo, o prognostico do cancer gastrico pode ser predito
através realizacdo de amplificagdo por gRT-PCR utilizando sondas de hibridizacdo
especificas para a sequéncia génica do marcador da presente invencdo. As condi¢fes de PCR
e 0 comprimento das sondas iniciadoras podem ser modificados com base nos termos

conhecidos na arte.

[038] Tal como aqui utilizado, o termo "sonda" refere-se ao fragmento de acido
nucleico tal como DNA que permite a ligacdo especifica com a sequéncia do RNAm de
interesse e pode determinar a presenca de RNAm especifico devido a marcacdo prévia. A
sonda pode ser preparada na forma de oligonucleotideo de cadeia simples. Na presente
invencdo, o progndstico do céncer gastrico pode ser previsto através de técnica de
hibridiza¢&o conhecida na arte.

[039] Tal como aqui utilizado, o termo "anticorpo" refere-se a uma molécula de
proteina especifica dirigida aos epitopos de outra molécula alvo. Para o objetivo da presente
invencdo, o anticorpo refere-se ao anticorpo que se liga especificamente ao marcador da
presente invencdo e pode ser preparado por métodos convencionais a partir da proteina, que é
codificada pelo gene marcador, obtida por clonagem de cada gene no Vetor de expressao de
forma convencional - em que esté incluido um peptideo parcial que pode ser feito a partir da

proteina.

[040] Na presente invengdo, o nivel de expressdo do marcador para prever o
prognostico do cancer gastrico pode ser determinado pela identificacdo do nivel de expresséo
do RNAm dos genes marcadores, quando comparado com amostra controle ou ainda pela
expressao proteica dos marcadores em uma determinada amostra quando comparada com 0s
devidos controles. Os métodos de andlise para este processo sao, mas ndo se limitam a: gRT-
PCR e imuno-histoquimica. Podendo também serem utilizados métodos de sequenciamento
de nova geragdo, Western blot, imunofluorescéncia, imunocitoquimica e espectrometria de

massa.
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[041] Para o KIT A, de preferéncia, o método de analise é gRT-PCR.
[042] Para o KIT B, de preferéncia, 0 metodo de andlise € imuno-histoquimica.
[043] De preferéncia, a amostra bioldgica é o tecido gastrico tumoral.

[044] De acordo com a presente invencdo, a amostra, no entanto, ndo se limita ao
tecido géastrico tumoral. Alguns estudos evidenciam que células tumorais circulantes estejam
nas fases iniciais da neoplasia gastrica ocupando o sistema sanguineo e linfatico. Dessa forma,
para a presente invencdo a amostra pode incluir sangue total, soro ou plasma. (KANG, H.M.;
KIM, G. H.; JEON, H.K.; KIM, D.H.; JEON, T.Y.; PARK, D. Y.; JEONG, H.; CHUN, W.
J.; KIM, M.H; PARK, J.; LIM, M.; KIM, T.H.; CHO, Y. K. Circulating tumor cells detected
by lab-on-a-disc: Role in early diagnosis of gastric cancer. PLoS One, v. 29, n. 12(6), p.
e0180251, 2017.)

[045] O KIT A da presente invencdo € um kit de qRT-PCR. Nesse caso o kit
compreende ndo somente 0s iniciadores e sondas para 0s genes marcadores, como também os

reagentes e elementos necessarios a realizacdo da técnica.

[046] O KIT A da presente invencdo inclui, para além de cada par de iniciadores que
sdo especificos para o gene marcador, sondas de hibridizacdo, tubo de ensaio ou outro
recipiente apropriado, solucdo tampdo de reacdo, desoxi-nucleétideos (dNTPs), Tag-

polimerase e transcriptase reversa, DNAase, Inibidor de RNase, e agua ultrapura e estéril.

[044] Como outro aspecto, a presente invencdo oferece um kit de progndstico do
cancer gastrico compreendendo um agente para medir o nivel de expressao de proteinas dos

dois biomarcadores aqui referidos (KIT B).

[045] O KIT B da presente invencdo € um kit de imuno-histoquimica. Nesse caso o kit
compreende anticorpo primario e secundéario para a proteinas UXT e CIAPIN1, tampdes de
recuperacao antigénica, tampdes de Lavagem, peroxido de Hidrogénio, soro bovino fetal.
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REIVINDICACOES

1. Kit de prognostico de cancer gastrico, caracterizado por compreender a expressao dos

genes UXT e/ou CIAPIN1 como biomarcadores preditores de metéstase de cancer gastrico.

2. Kit de progndstico de cancer gastrico, de acordo com a reivindicacgdo 1, caracterizado por
compreender a expressao génica de UXT e/ou CIAPIN1, preferencialmente em PCR em tempo
real (KIT A).

3. Kit de prognostico de cancer géastrico, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por
compreender a expressdo proteica de UXT e CIAPINL, em preferencialmente em imuno-
histoquimica (KIT B).

4. Kit de prognéstico de cancer gastrico, de acordo com as reivindicagbes 1, 2, 3,
caracterizado por compreender a expressdao génica ou proteica de UXT e CIAPINI,
preferencialmente em QRT-PCR e/ou imuno-histoquimica, ou por métodos de
sequenciamento de nova geracdo, Western blot, imunofluorescéncia, imunocitoquimica e

espectrometria de massa.

5. Kit de progndéstico de cancer gastrico, de acordo com as reivindicacbes 1 e 2,
caracterizado por compreender: reagentes de deteccdo e amplificacdo de acido nucléico para
0s genes UXT e/ou CIAPINL.

6. Kit de progndstico de cancer gastrico, acordo com as reivindicacbes 1, 2 e 5,
caracterizado por compreender reagentes de RT-PCR, solucdo tamp&o de reacdo, desoxi-
nucleotideos (ANTPs), Tag-polimerase e transcriptase reversa, DNAase, Inibidor de RNase,
agua ultrapura e estéril, iniciadores e sondas previamente preparados em placa para 0s genes
UXT e/ou CIAPINL.

7. Kit de prognostico de cancer gastrico, de acordo com as reivindicagbes 1, 2 e 6,
caracterizado por compreender iniciadores e sondas previamente produzidos por métodos

convencionais.

8. Kit prognostico de cancer gastrico, de acordo com as reivindicagbes 1, 3 e 4,
caracterizado por compreender anticorpo primario e secundario para proteinas UXT, tampdes

de recuperacéo antigénica, tampdes de lavagem, peroxido de hidrogénio, soro bovino fetal.
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9. Kit de prognostico de cancer gastrico, de acordo com as reivindicacdes 1, 3 e 4,
caracterizado por compreender anticorpo primario e secundario para a proteinas CIAPIN1,
tampdes de recuperacao antigénica, tampdes de lavagem, peroxido de hidrogénio, soro bovino
fetal.

10. Kit de prognostico de cancer gastrico, de acordo com as reivindicacbes 2, 5 e 6,
caracterizado por consistir na expressdo dos genes UXT e CIAPIN1, como biomarcadores de

prognastico em cancer gastrico, seguindo o uso de acordo com 0 seguinte processo:

a) Obter a amostra de material bioldgico;

b) Extrair o RNA da amostra;

c) Produzir cDNA;

d) Obter o nivel de expressdo de RNAm dos marcadores para prever o prognéstico do
cancer gastrico numa amostra tumoral recolhida de um paciente com cancer gastrico;

e) Comparar o nivel de expressdo obtido no passo d) com o nivel de expressdo dos

marcadores em um tecido gastrico em estagio ndo metastatico (MO0).

11. Kit de prognostico de cancer gastrico, de acordo com as reivindicacbes 3, 8 e 9,
caracterizado por consistir na expressao de proteinas UXT e CIAPIN1, como biomarcadores

de progndstico em cancer gastrico, seguindo o uso de acordo com o seguinte processo:

a) Obter amostra de material bioldgico
b) Preparar de laminas histoldgicas
c) Obter a marcacdo das proteinas UXT e/ou CIAPINL para prever o progndéstico do
cancer gastrico numa amostra tumoral recolhida de um paciente com cancer gastrico;
d) Comparar 0 nivel de expressdo obtido no passo c) com o nivel de expressdo dos
marcadores em um tecido gastrico neoplasico em estagio ndo metastatico (MO).
12. Kit de prognostico de cancer gastrico, de acordo com as reivindica¢des 10 e 11,
caracterizado por consistir na expressdo de UXT (gene) ou UXT (proteina) indicar a presenca

e/ou risco de cancer gastrico do tipo metastatico.

13. Kit de prognostico de cancer gastrico, de acordo com as reivindicagdes 10 e 11,
caracterizado por consistir na expressao de CIAPIN1 (gene) ou CIAPIN1 (proteina) indicar a

presenca e/ou risco de cancer gastrico do tipo metastatico.
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14. Kit de prognostico de cancer gastrico, de acordo com as reivindicagdes 1, 2, 5, 6, 10, 12
e 13, caracterizado por compreender a combinagdo do Kit de expressdo génica dos
biomarcadores UXT e CIAPIN1.

15. Kit de prognostico de cancer gastrico, de acordo com as reivindicacles 1, 3, 4, 8, 9, 11,
12 e 13, caracterizado por compreender a combinacdo do Kit de expressdo proteica dos
biomarcadores UXT e CIAPIN1.

16. Kit de progndstico de cancer gastrico, de acordo com as reivindicacdes 1 a 15,
caracterizado por compreender a combinagdo do Kit de expressao génica (KIT A) e proteica
(KIT B) dos biomarcadores UXT e/ou CIAPIN1.
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RESUMO
KITs DE PROGNOSTICO DE CANCER GASTRICO

O cancer gastrico € a quarta neoplasia mais frequente no mundo, causando mais 700.000 mortes
por ano no mundo. A maior parte das pesquisas voltadas para o estudo do céncer gastrico
concentra-se em paises com altas taxas de incidéncia, como o Japdo. Estudos e politicas publicas
sdo cada vez mais necessarios para estabelecer um melhor manejo do cancer géastrico no Brasil
uma vez que esta neoplasia € caracterizada por diversos fatores. A sobrevida relativa de
individuos acometidos pela neoplasia gastrica é de cinco anos, sendo considerada baixa tanto
para paises desenvolvidos como em paises em desenvolvimento. Este mal progndéstico deve-se
principalmente pelo diagndstico tardio que leva a poucas possibilidades de tratamento. A presente
invencdo refere-se a dois biomarcadores preditores de cancer gastrico do tipo metastatico e a
composicgdo de Kits de progndstico de malignidades do estdbmago que compreende metodologias e
agentes de quantificacdo do nivel de expressdo dos genes UXT e CIAPINL e suas respectivas
proteinas. De acordo com a presente invencdo, € possivel aferir a respeito do prognéstico de
cancer gastrico para o direcionamento do tratamento do cancer gastrico em estagios iniciais da

doenca.
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FIGURA 11
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FIGURA 12
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FIGURA 13
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FIGURA 15
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5 CONCLUSAO

Nossos resultados revelaram um amplo painel de genes cuja superexpressao esta direta ou
indiretamente associado & amplificacdo de MYC, os quais podem ser explorados como fortes
candidatos a biomarcadores de diagnostico e prognostico de cancer gastrico em estudos
posteriores. Este estudo demonstrou que o papel do oncogene MYC é de suma importancia para o
estabelecimento da carcinogénese gastrica do tipo metastatica por regular mais de 2000 genes
cruciais para o avango da neoplasia no individuo, sendo pelo menos 150 deles correlacionados a
um prognostico preditivo de metastases. Além disso, a linhagem AGPO1 demonstrou excelentes
resultados como modelo de superexpressao de MYC para a conducdo de estudos sobre cancer
gastrico do tipo metastatico.

Alteracdes nos niveis de expressdo de genes regulados por MYC também foram reveladas
entre os diferentes estagios da neoplasia. No presente estudo, a superexpressao dos genes UXT e
CIAPINL1 foi significativamente relacionada ao fendtipo metastatico de cancer gastrico, mesmo
em pacientes em estagios iniciais da doenca. Esses dados sugerem que a analise de expressao de
UXT e CIAPIN1 pode atuar como ferramenta clinica preditiva de metastases e/ou de um pior
prognodstico. O gene MTA2, no entanto, tem uma superexpressao indicadora de metastase
dependente da progressdo neoplasica ou de uma fase mais avancada da neoplasia, quando o
prognoéstico ja é indicativo de agressividade. Além disso, a superexpressdo de MTA2 esta
associada a outros fatores clinicos ndo indicativos de metastase, motivos pelos quais, a analise de
expressao desse gene ndo é um bom indicador de predicdo de metastase.

Finalmente, nossos dados mostraram que expressdo de UXT e CIAPIN1 pode ser
detectada em tumor primério e por diferentes técnicas moleculares, auxiliando a determinacao de
prognostico pela predicdo de metastases a distancia de maneira minimamente invasiva. Dessa
forma, nds sugerimos a utilizacdo de uma ferramenta composta por dois Kits de investigacdo da
expressao dos genes marcadores de pior progndstico. Assim, esta pesquisa contribui tanto para o
esclarecimento de eventos da neoplasia gastrica, como contribui para o direcionamento adequado

de terapia a pacientes com cancer gastrico.
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APENDICE A

Tabela suplementar 1 — Os 150 GEDs downregulated para o conjunto de dados de amostras silenciadas (1S) versus ndo-silenciadas
(1C) da linhagem AGPO1

Log2F

Simbolo Gene ID c P FDR Descricao
EIF3K 27335 -12,166 2,163E- 1’1115 eukaryotic translation initiation factor 3. subunit K
RPL36AL 6166  -11,954 8"(‘)%'5' 1'%)265 ribosomal protein L36a-like
KARS 3735 -11,896 3";3;'5' 9'9225 lysyl-tRNA synthetase
SEC61B 10952 -11,525 1’%85'5' 8'?6‘25 Sec61 beta subunit
SNRPG 6637 -11,413 l’%%E' 8"(‘325 small nuclear ribonucleoprotein polypeptide G
TADA3 10474 -11,382 8’2735 1’72‘(‘35 transcriptional adaptor 3
BAX 581 -11,314 4’%885 6’%§E' BCL2-associated X protein
NOP10 55505 -11,270 0’03012 0’02069 NOP10 ribonucleoprotein
IDH3B 3420 -11,185 5’71?LE' 1'%‘25 isocitrate dehydrogenase 3 (NAD+) beta
PSMAG 5687 -11,176 Z’E%E' 3’B§E' proteasome (prosome. macropain) subunit. alpha type. 6
CTDNEP1 23399 -11,162 8’21935 3’ﬁE' CTD nuclear envelope phosphatase 1
CAPZA1 829 -11,137 6’3;%5 9"1;5 capping protein (actin filament) muscle Z-line. alpha 1
DCTPP1 79077  -11,104 2’%%'5' 3'23'5' dCTP pyrophosphatase 1
EIF3M 10480  -11,053 2’%35 4’%%5 eukaryotic translation initiation factor 3. subunit M
NOP58 51602  -11,032 2"163'5' 1'11‘1'5' NOPS58 ribonucleoprotein

TWF2 11344 -11,021  3,16E- 9,38E-  twinfilin actin-binding protein 2
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etoposide induced 2.4
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diacylglycerol kinase. zeta

succinate dehydrogenase complex. subunit B. iron sulfur (Ip)
catenin. beta like 1

solute carrier family 39 (zinc transporter). member 7
diacylglycerol kinase. alpha 80kDa

D-tyrosyl-tRNA deacylase 2 (putative)

TAF9 RNA polymerase Il. TATA box binding protein (TBP)-associated factor. 32kDa
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guanosine monophosphate reductase 2

anaphase promoting complex subunit 7

ER membrane protein complex subunit 2

RNA binding motif protein 42

mitogen-activated protein kinase kinase 3

zinc finger CCHC-type and RNA binding motif 1

vacuolar protein sorting 4 homolog A (S. cerevisiae)
metastasis associated 1 family. member 2

hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1

SWI/SNF related. matrix associated. actin dependent regulator of chromatin. subfamily b.
member 1

ATP synthase. H+ transporting. mitochondrial F1 complex. delta subunit

UBX domain protein 6
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K(lysine) acetyltransferase 8

NADH dehydrogenase (ubiquinone) complex I. assembly factor 3

transient receptor potential cation channel. subfamily C. member 4 associated protein

Obg-like ATPase 1

cyclin B2

sterol carrier protein 2

minichromosome maintenance complex binding protein
phosphatidylserine synthase 2

G protein-coupled receptor 15

caveolin 2

N(alpha)-acetyltransferase 20. NatB catalytic subunit
acyl-CoA binding domain containing 3

ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase L5

sterile alpha motif domain containing 4B
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nuclear receptor subfamily 1. group H. member 2
zinc finger CCCH-type containing 14

SET-like protein

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 pseudogene 1

methylenetetrahydrofolate dehydrogenase (NADP+ dependent) 1-like
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DECLARACAQ

O Nucleo de Inovagio e Transferéncia de Tecnologia — NINTEC, o6rgdo da Universidade Federal do
Piaui, através deste instrumento, DECLARA para as finalidades de direito, a requerimento de LUANA DE
OLIVEIRA LOPES — Doutoranda (nome e qualificagdo do(a) Requerente), que se encontra em nosso poder
solicitagdo para depésito de pedido de PATENTE, com data de entrada neste 6rgdo em 30/10/2017, cujo
titulo denomina-se METODO DE PROGNOSTICO DE CANCER GASTRICO, do qual a solicitante participa
como inventor(a), e que esta em fase de analise dos requisitos necessarios a sua formalizagdo junto ao INPI -
Instituto Nacional de Propriedade Industrial.
Informamos ainda que para a consecugdo da postulagio pretendida, o objeto deste pleito deve
necessariamente atender as seguintes fases:
a) pré-analise a patenteabilidade da criagéo;
b) busca de anterioridade para verificagdo do estado da técnica;
¢) envio do resultado da busca de anterioridade, juntamente com cdpias de pedido ja requerido no
Brasil e em outros paises, bem como orientagdes para a redagdo do pedido de patente (IN
031/13 e LP19.279/96 — INPI);
d) solicitagdo de pagamento das taxas de depsito e abertura de processo no Protocolo Geral para
depdsito de pedido;
e) apreciacdo e assinatura da Reitoria da UFPI.

f) encaminhamento da documentagdo ao INPI para deposito.

Salientamos ainda que, para cada fase acima descrita, € necessario tempo habil para as respostas. a

fim de cumprir com fidelidade e seguranga a pretensao perquerida.
Por ser verdade, firmo a presente.

Teresina (PI), 31/10/2017.
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Prof'. Dr*. Maria Rita de Morais Chaves Santos
Coordenadora do Niicleo de Inovagdo e Transferéncia de Tecnologia da UFPI
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