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RESUMO

O cancer é uma doenca com alta taxa de mortalidade no Brasil, dentre eles, o
cancer de estdbmago constitui atualmente, o quarto tipo de cancer mais comum a
nivel mundial, sendo responsavel por inumeros casos de morte. A sua etiologia é
multifatorial, pois estudos sugerem associagbes a diversos fatores como: habitos
alimentares, fatores ambientais, fatores genéticos e epigenéticos e a infecgao
gastrica por Helicobacter pylori. Alteragdes epigenéticas tais como a metilagado das
regides promotoras de genes envolvidos na homeostase celular podem contribuir
para carcinogénese gastrica. Para verificar o estado de metilagdo de genes THBS1,
GPX3 e COX2 e avaliar a sua associacdo com a H. pylori em adenocarcinomas
gastricos, Metilagcdo Sensivel a Enzima de Restricado - PCR (MSRE-PCR) foi
realizada em 39 carcinomas gastricos (intestinal e tipo difusa) e 15 amostras de
tecido normal do estdbmago. A presenga de H. pylori foi realizada por amplificagao de
um fragmento de rRNA 16S. Analises estatisticas foram realizadas utilizando o teste
exato de Fisher. A hipermetilagdo de GPX3, THBS1 e COX2 ocorreu em 18% (n =7),
5% (n = 2) 36% (n = 14) das amostras de cancer gastrico, respectivamente, ao
passo que em amostras normais foi encontrada em 13%, 7 % e 67%. A presenca de
H. pylori foi detectada em 67% das amostras de cancer gastrico e 67% em amostras
gastricas normais. Nao foi encontrada correlagdo entre o perfil de metilagcdo das
amostras estudadas com variaveis clinico-patologicas e com presenca de H. pylori
(P > 0,05). A presenca de H. pylori nas amostras de cancer gastrico e normais nao
foi associada com as variaveis clinico-patologicas analisadas (P > 0.05).

Palavras — chave: Cancer gastrico, Metilagdo, TBBS1, COX2, GPX3, H. pylori.



ABSTRAT

Cancer is a disease with a high mortality rate in Brazil, including, stomach cancer is
currently the fourth most common type of cancer worldwide, responsible for
countless deaths. Its etiology is multifactorial, because studies suggest associations
to various factors such as dietary habits, environmental factors, genetic and
epigenetic factors and gastric infection by Helicobacter pylori. Epigenetic changes
such as methylation of the promoter regions of genes involved in cellular
homeostasis may contribute to gastric carcinogenesis. To verify the methylation
status of THBS1, GPX3 and COX2 genes and to evaluate their association with H.
pylori in gastric adenocarcinomas, Methylation-Sensitive Restriction Enzyme PCR
(MSRE-PCR) assay was performed in 39 gastric carcinomas (intestinal and diffuse
types) and 15 normal stomach tissue samples. The presence of H. pylori was
performed by amplification of the fragment of the 16S rRNA. Statistical analysies
were performed using Fisher’s exact test. The hypermethylation of GPX3, THBS1
and COX2 occurred in 18% (n = 7), 5% (n = 2) 36% (n = 14) of gastric cancer
samples, respectively, whereas in normal samples was found in 13%, 7% and 67%.
The presence of H. pylori was detected in 67% of gastric cancer samples and 67% in
normal gastric samples. No correlation was found between the methylation profile of
the studied samples and clinicopathological variables and the presence of H. pylori
(P = 0,05). The presence of H. pylori in gastric cancer samples and normal was not
associated with clinicopathologic variables analyzed (P> 0.05).

Key words: gastric cancer, methylation, TBBS1, COX2, GPX3, H. pylori
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1. INTRODUGAO

O cancer é segunda causa de morte na populagao brasileira. A Organizagao
Mundial da Saude (OMS) estimou que, no ano 2030, podem-se esperar 27 milhdes de
casos incidentes de cancer, 17 milhdes de mortes por cancer e 75 milhdes de pessoas
vivas, anualmente, com cancer. O maior efeito desse aumento vai incidir em paises de
baixa e média renda. No Brasil, as estimativas para o ano de 2012 serao validas
também para o ano de 2013 e apontam a ocorréncia de aproximadamente 518.510
casos novos de cancer, sendo estimado 257.870 casos novos para o sexo masculino e
260.640 para o sexo feminino (INCA, 2013). Confirma-se a estimativa que o cancer da
pele do tipo ndo melanoma (134 mil casos novos) sera o mais incidente na populagéao
brasileira, seguido pelos tumores de prostata (60 mil), mama feminina (53 mil), célon e
reto (30 mil), pulm&o (27 mil), estdmago (20 mil) e colo do utero (18 mil). (INCA, 2013).

1.1 CANCER GASTRICO

O céancer gastrico € uma das mais frequentes ocorréncias de cancer
mundialmente. No ano de 2012, estimam-se, para o Brasil, 12.670 casos novos de
cancer do estbmago em homens e 7.420 em mulheres. Esses valores correspondem a
um risco estimado de 13 casos novos a cada 100 mil homens e 7 a cada 100 mil
mulheres (INCA, 2012). O cancer gastrico ja foi o tipo de cancer mais incidente em todo
o mundo (PARKIN et al., 2005). Na regido Norte e Nordeste o cancer gastrico é o
terceiro tipo de neoplasia mais frequente entre homens e mulheres (INCA, 2012).

A sua etiologia € multifactorial, pois estudos sugerem associacées a diversos
fatores como: habitos alimentares, fatores ambientais, fatores genéticos e epigenéticos
e a infecgao gastrica por H. pylori. (TERRY et al. 2011; EVERATT et al. 2012)

Atualmente, o cancer gastrico ocupa o quarto lugar devido ao aumento na
incidéncia de outras neoplasias e ao declinio de sua ocorréncia nos ultimos 70 anos
(PARKIN et al., 2005). Esta diminuicdo na incidéncia de cancer gastrico se deve aos
avangos dos meétodos de investigagdo complementar, os quais permitem que o
diagnostico e o tratamento sejam realizados de maneira mais precoce além de
melhorias no saneamento basico e mudangas no estilo de vida da populagao (INCA,
2012).
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O céancer gastrico permanece como um importante problema de saude publica
mundial por se tratar da segunda causa de &bito relacionado ao cancer mais ocorrente
no mundo (~700.000 6bitos/ano), precedida apenas pelo cancer de pulméo (PARKIN et
al., 2005). O numero de mortes ocasionado por cancer gastrico no ano de 2010 foi de
22.035, sendo 8.633 homens e 13.402 mulheres (INCA, 2012)

O cancer gastrico pode ocorrer em qualquer parte do estdmago (figura 1) e os
sitios mais comuns sao a porgdo proximal do estdbmago (cardia) que ocorrem em
aproximadamente 25% dos casos, a porg¢ao distal (antro e piloro, ndo-cardia) em cerca
de 50-60% dos casos e os demais no corpo e fundo (CONTRAN, et al., 2000).

Incisura
cardiaca

Duodena

Canal ~
pildrico ,.-"" e,
F':-__lrlu"f \:lj;f_
pildrica Anira
peldrico

Figura 1 - O estomago humano e dividido em cardia, fundo, corpo e antro/piloro. Fonte:
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/6/63/Estomago.svg/790px-stomago.svg.png,

Dentre os sistemas de classificagdo para adenocarcinoma gastrico, o mais
utilizado é o de Lauren (1965). Segundo esta classificagdo, os adenocarcinomas
gastricos, do ponto de vista histopatolégico sdo divididos em dois tipos:
adenocarcinoma gastrico tipo intestinal e adenocarcinoma gastrico tipo difuso
(LAUREN, 1965).

O tipo intestinal € caracterizado pela presenca de células tumorais com nucleos
grandes e irregulares, formando estruturas tubulares. O tipo difuso parece originar-se
diretamente de células da mucosa gastrica (sem passar por metaplasia intestinal), as
células neoplasicas sdao pouco diferenciadas, infiltrativas e separadas, que podem

também estar em pequenos grupamentos, porém sem formar estruturas glandulares e


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/6/63/Estomago.svg/790px-stomago.svg.png
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com nucleos periféricos (células em sinete) devido a concentragdo de mucina em seu
citoplasma (CORREA et al., 1994)

1.1.1 Estadiamento do cancer gastrico e sistema TNM

Apds diagnostico do cancer gastrico, a determinagdo do estadiamento da doenca
€ fundamental para a tomada de decisao terapéutica. O sistema mais utilizado para se
realizar o estadiamento do cancer gastrico € o TNM, proposto pela UICC (Unido
Internacional Contra o Cancer), o qual se apoia em trés componentes: T- a extens&o do
tumor primario na parede gastrica, N- auséncia ou presenca e extensdo das metastases
em linfonodos regionais e M- auséncia ou presenga de metastases a distancia (UICC,
2011)

Tabela 1 - TNM Patoldgico
Tumor Primario (pT)

X Tumor primario nao pode ser avaliado
T0 Sem evidéncia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ
T Tumor invade a lamina propria ou submucosa
T2 Tumor invade a muscular prépria ou suberosa
T2a Tumor invade a muscular prépria
T2b Tumor invade subserosa

Tumor invade a serosa sem invadir estruturas
T3 adjacentes
T4 Tumor invade estruturas adjacentes

Linfonodos Regionais (pN)

NX Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Sem metastase para linfonodos regionais
N1 Metastase em 1 a 6 linfonodos regionais
N2 Metastase em 7 a 15 linfonodos regionais
N3 Metastase em mais de 15 linfonodos regionais

Metastase a Distancia (pM)
Presenca de metastase a distancia nao pode ser
MX avaliada
MO Sem metastase a distancia
M1 Com metastase a distancia
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Tabela 2 - Agrupamento por Estadiamento

Estadiament

o pTNM

Tis NO MO
IA T1 NO MO
IB T1 N1 MO
T2a/b N1 MO
I T1 N2 MO
T2 N1 MO
T3 NO MO
A T2 N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO MO
B T3 N2 MO
v T4 N1/N2/N3 MO
T1/T2/T3 N3 MO

Qualquer Qualquer
T N M1

1.2 MECANISMOS MOLECULARES DO CANCER GASTRICO

O cancer pode ser definido como um conjunto complexo de doencas que difere
na base e na origem do tecido, nos genes dentro do qual as mutagdes ocorreram, bem
como nas consequéncias clinicas causadas pelos eventos moleculares (HANAHAN;
WEINBERG, 2000). A perda do controle do ciclo celular devido a alteragbes
moleculares permite a proliferagdo celular descontrolada desencadeando um estado
neoplasico. A maioria delas envolve modificagbes em genes que estdo de alguma
forma, envolvidos com o controle do ciclo celular (PARK; LEE, 2003).

Entre eles, estdo os proto-oncogenes que atuam no estimulo do ciclo celular
normal € quando na sua forma mutada ou amplificada sdo denominados de oncogenes,
sendo observados em células tumorais (FANG et al., 1996; CHEUNG et al., 2009). Em
contraste, os genes supressores de tumor atuam regulando negativamente o ciclo
celular normal e estdo geralmente silenciados por diversos mecanismos no cancer.
Apesar do meio mais comum de perda de fungao desses genes ser através de mutacgao
na estrutura do DNA, em alguns casos, pode ocorrer silenciamento destes genes

por processos epigenéticos, como a hipermetilacdo do DNA, que é transmitida de
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maneira estavel por mitose (KANG et al., 2000; EBINGER et al., 2004; CHEUNG et al.,
2009).

De acordo com a “hipotese dos dois eventos” proposta por Alfred Knudson em
1971, duas mutacdes devem ocorrer, uma em cada alelo, para desenvolver a doenga.
Nos tumores de carater hereditario, uma mutacédo é herdada na linhagem germinativa e
outra mutagédo, desta vez somatica, é adquirida ao longo da vida. Nos tumores
esporadicos, as duas mutagdes sao somaticas e adquiridas ao longo da vida. Isso
explica como alguns tipos de cancer podem ser tanto esporadicos quanto hereditarios,
como o retinoblastoma (KNUDSON, 1971). Hoje, sabemos que estes eventos ndo sao
apenas provocados por mutagdes, mas também por eventos epigenéticos tais como a
metilacao de regido promotora.

Além de eventos a nivel molecular, a segregagao correta das cromatides irméas
durante a mitose também € necessaria para evitar a aneuploidia, que € encontrada em
muitos tumores (LENGAUER; KINZLER; VOGELSTEIN, 1998), sugerindo que a
maquinaria que inspeciona o processo de segregacdo € comprometida de alguma
forma durante o desenvolvimento desses tumores.

Apesar destes inumeros mecanismos genéticos e epigenéticos participarem da
oncogénese, alguns tumores limitam o seu crescimento a uma determinada regiao,
estes tumores sao classificados como benigno. Quando as células adquirem o
comportamento invasivo, metastase, estas sado classificadas como malignas ou
cancerosas (CHEON; ORSULIC, 2011).

Hanahan e Weinberg (2000) sugeriram a existéncia de seis alteragdes
fundamentais na fisiologia da célula para que ela adquira um fenétipo maligno. Sao
elas: autossuficiéncia de sinais de crescimento; insensibilidade aos sinais inibitérios de
crescimento; evasdo da morte celular programada (apoptose); potencial replicativo
ilimitado; angiogénese sustentada; e metastase.

As células tumorais nao precisam de estimulos externos para se proliferar. Trés
estratégias moleculares séo utilizadas para adquirir autonomia proliferativa: altera¢des
nos sinais de crescimento extracelulares; transdutores dos sinais intracelulares e nos
circuitos intracelulares que traduzem os sinais em acdo (HANAHAN; WEINBERG,

2000). A maioria dos fatores de crescimento celular sdo produzidos por uma célula, a
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fim de estimular a proliferacdo de outra célula, processo de sinalizacdo heterotipica. No
entanto, células cancerosas adquirem a capacidade de sintetizar estes fatores de
crescimento, criando assim uma estimulacao autécrina (CHAFFER; WEINBER, 2011).

Outro mecanismo adquirido pelas células cancerosas € a resisténcia a morte
celular programada ou apoptose. Esse processo de morte celular programada
reconhecido por Kerr et al., (1972) ocorre em diversas situagdes fisiolégicas e
patolégicas a fim de manter a homeostase tecidual (ANAZETTI; MELO, 2007). O
fendbmeno de apoptose pode ser ativado por uma variedade de estimulos fisiolégicos,
patoldgicos e citotoxicos. Quando iniciada, a apoptose, promove o desencadeamento
de eventos intracelulares que tem com alvo a ativacdo de proteases, denominadas
caspases (cysteine aspartate-requiring proteinases) (PRADELLI et al., 2010).

O cancer gastrico apresenta mecanismos moleculares descontrolados devido a
alteragdes genéticas ou epigenéticas em oncogenes e genes supressores de tumor, e
tem sido associado com os diferentes estagios da carcinogénese gastrica. Yamashita et
al. estima que aproximadamente 421 genes s&o silenciados por hipermetilacdo das
ilhas CpG promotoras em linhagens de células de céncer gastrico. O gene TP53, o
mais extensivamente estudado gene supressor tumoral, € frequentemente alterado em
varios tipos de canceres humanos, é encontrado mutado em 50% das neoplasias
gastricas em estadios histologicamente avancados (YAMASHITA et al., 2006).

Tamura, observou no tipo difuso, alteracbes genéticas como a perda de
heterozigosidade (LOH) e mutag¢des no gene p53 e E-caderina (TAMURA, 2006). A
hipermetilacdo do gene BRCA1 estar associado com o inicio carcinogénese gastrica
(BERNAL, et al 2008) . Estudos tem associado a frequéncia de metilacdo de varios
genes com a carcinogénese gastrica. A metilagdo do gene p16 estar presente entre 30-
40% dos estudos realizados, enquanto que o gene APC estar metilado entre 53-84%
(ZHAO; BUO , 2012).

1.2.1 Epigenética
Em principio, estudos consideram que o cancer se origina através de alteragdes
genéticas e epigenéticas que ocorrem em genes especificos responsaveis pelo controle

do ciclo celular. O termo epigenética foi utilizado pela primeira vez por Conrad
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Waddington, definindo as interagbes entre o genoma e o ambiente que levam a
formacgao do fenétipo (WADDINGTON, 1942). De acordo com Laird (2005), o fenébmeno
epigenético pode ser definido como mudanga no material genético, que altera o padrao
da regulagdo da expressdo génica de maneira herdada pelas células somaticas e,
algumas vezes, também pelas células da linhagem germinativa, porém ele ndo é
caracterizado como mutacao, pois ndo envolve mudanca na sequéncia de DNA. Nas
ultimas décadas estudos mostraram que o fendmeno epigenético esta envolvido em
varios processos bioldgicos.

As trés principais alteragbes epigenéticas conhecidas sdo: metilagdo do DNA,
modificagdes pos-traducionais das histonas e acdo de RNAs nao codificadores
(ncRNAs). Todos atuam de alguma forma na regulacdo e modificacdo da expressao
génica da célula (RODENHISER, 2009). Assim, as alteragbes tanto genéticas quanto
epigenéticas promovem a instabilidade da homeostase celular (KNUDSON, 1971;
BAYLIN et al., 1986; TAHARA, 2004).

1.3 METILACAO DE GENES ASSOCIADOS A CACINORGENESE

Uma das modificagdes epigenéticas mais bem conhecida em eucariontes é a
metilacdo do carbono 5 de citosinas adjacentes a guaninas, os chamados
dinucleotideos CpG. A metilagdo ocorre quando um grupo metil € adicionado a posicao
5 do anel pirimidico da citosina (C), gerando a 5-metilcitosina, processo este catalisado
pelas enzimas DNA Metiltransferases (DNMTs). Estas citosinas estdo normalmente
desmetiladas em genes ativamente transcritos, enquanto que as citosinas metiladas
sao geralmente associadas com o silenciamento do DNA (BIRD, 2002).

Em tumores humanos, o primeiro gene retratado por estar hipermetilado na ilha
de CpG da sua regiao promotora foi o gene retinoblastoma (Rb) (GREGER et al., 1989).
Desde entédo, diversos genes tem sido reportados como hipermetilados no cancer e a
maioria deles esta envolvida em diversas vias do desenvolvimento e da progressao do
tumor (HERMAN et al., 1996). Muitos estudos tém correlacionado a metilagdo de genes
responsaveis pela homeostase celular com a progressao do cancer gastrico, tais como
p16, hMLH1, DAP-kinase, THBS1, TIMP-3, SMARCAS5, CDKN2A, ANAPC1, CDKN2A,
TP53, RUNX3, GPX3, COX2, dentre outros (KANG et al., 2000; KANG et al., 2001;
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KANYAMA et al., 2003; GUIMARAES et al., 2007; LIMA, et al, 2007, 2008; FALCK et
al., 2010; GIGEK et al., 2011).

Muitos genes envolvidos na regulacdo e manutencdo das células impedem a
proliferacdo, bem como o processo metastatico desenvolvido pelas células cancerosas
(PENA et al., 2010; STEWART; CROOK, 2011; KORNFELD et al., 2011). Células
metastaticas podem diferir geneticamente a partir de células do tumor primario
(RODENHISER, 2009).

Metastase é um processo complexo de multiplos passos bioldgicos
caracterizada por uma série de etapas distintas: intravasacido, extravasamento e
colonizagdo. A intravasacido caracteriza se pela capacidade de invasao do tecido
circundante. A etapa de extravasamento da metastase ocorre no local do tumor
primario, onde o processo de angiogénses fornece nutrientes e um canal através do
qual as células podem se espalhar, e posteriormente colonizar novas tecidos formando
um tumor secundario (CHAFFER; WEINBER, 2011).

A identificacdo de modificacbes epigenéticas, tais como a hipermetilacido de
genes responsaveis pela homeostase celular, pode contribuir para o diagnostico e
prognético da metastase. A interrupcdo da progresssdao do cancer devido a nao
permissdo de modificagdes genéticas ou por meio de tratamento pode atrasar ou
interromper a cascata metastatica (CHAFFER; WEINBER, 2011).

As ilhas CpG hipermetiladas podem ser usadas como marcadores para
identificar células cancerosas em amostras biolégicas. Esta metodologia € altamente
informativa, pois o perfil de genes supressores de tumor inativados por metilagado é
especifico para cada tipo de cancer. Um unico gene, ou genes combinados, que sao
inativados pela metilagdo pode ser usado como um fator progndstico. Os genes
supressores de tumor metilados podem ser reativados por agentes desmetilantes (DAS;
SINGAL, 2004).

1.3.1 THBS1: Thrombospondin 1
O gene THBS1 também conhecido como TSP1, codifica a proteina
thrombospondin-1 e estar localizado na regido cromossdbmica 15q15. A

Thrombospondin-1 é parte da familia da thrombospondin que consiste em cinco
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membros, TSP1, TSP2, TSP3, TSP4 e TSP5. TSP1 e TSP2 s&o estruturalmente
semelhantes, e elas sao expressas na superficie celular durante eventos fisiolégicos
(TRAN, et. al 2006; GUO et al. 2010).

TSP1 foi descrita pela primeira vez por Baenziger em 1971 como uma
glicoproteina de alto peso molecular secretada por plaquetas do sangue sobre a
ativacdo da trombina (BAENZIGER et al.,, 1971) TSP1 é também sintetizada e
segregada por varios tipos de células, incluindo osteoblastos, fibroblastos, mondcitos,
macroéfagos, lisas células de musculo, e uma variedade de células neoplasicas (GUO et
al., 2010).

Este gene codifica uma glicoproteina matricelular multifuncional, contendo
dominios de interagao para uma grande variedade de proteinas, receptores celulares e
enzimas, e estar envolvido em inumeros processos biologicos incluindo, adeséao celular,
migragao, proliferacdo, interagdo célula-células, angiogénesi, metastase de células
tumorais, inflamagéao e tromboses (MAJACK et al., 1985; ADAMS; LAWLER, 2004).

A glicoproteina TSP1 influencia no comportamento celular por interagdo com
outros componentes da matriz extracelular incluindo fator latente TGF-b1 e com
receptores de superficie celular. O papel de TSP1 na inibi¢do da progressédo do cancer
estar associado a atividade antiangiogénise (ROBERTS, 1996; VOLPERT et al., 2002)

Células de cancer de mama que produz TSP1 pode exercer efeito inibitdério na
progressdo tumoral. A inibicdo da angiogénese de células tumorais ocorre devido a
ativagdo de CD36 pela TSP1 e induzindo a apoptose de células endoteliais (SASLOW,
1994).

Estudos sugerem que a metilacao de regides promotoras do gene TBHS1 esta
associado com o seu silenciamento. A hipermetilacdo deste gene tem sido encontrada
em muitos carcinomas primario humanos incluindo carcinoma gastrico e cancer colo
retal (LI et al., 1999; OUE et al., 2003; GUO et al., 2010)

1.3.2 GPX3: Glutathione Peroxidase 3
As células tem um sistema antioxidante que controla o balango entre a produgao
e a remocgao de radicais de oxigénio, importantes para a protecdo contra danos

oxidativos. Os mecanismos defensivos antioxidantes incluem a enzima dismutase
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superoxidase, catalase e glutationa peroxidase, bem como as ndo enzimaticas tais
como a alfa-tocopherol, beta-caroteno e vitamina C (DROGE, 2002). A aumento de
danos induzidos pelas espécies reativas ao oxigénio (ROS) pode causar cacinogénese
por mutacdo do DNA nuclear ou mitocondrial, ou ainda por danos estruturais de lipidios
e proteinas (SIMONS et al., 2009).

O crescimento de tumor resulta também em stress oxidativo, acompanhado por
um aumento das (ROS). As ROS servem como um segundo mensageiro molecular e
podem resultar em uma crescente proliferagdo, invasao celular e angiogénese. Além
disto, ROS sao também conhecidos por estimular a via que pode levar a resisténcia de
drogas pelas células cancerigenas (MEGHAN et al., 2009).

O gene GPX3 estar localizado na regido cromossdbmica 5g23. A proteina
glutationa peroxidase 3 (GPX3) catalisa a redugdo de peroxidos e protege a célula
contra danos oxidativos (TAKAHASHI, et al. 1990). A perda ou diminuigdo da expressao
de GPX3 pode resultar em uma crescente taxa de mutagdo em genes que participam
da homeostase celular como os genes supressores de tumores. Usualmente, o gene
GPX3 é desregulado em células cancerosas, onde a sua superexpressao € inibida pelo
crescimento do tumor e metastase (WANG; DUBOIS, 2010).

Estudos sugerem que a expressao deste gene pode ser alterado devido a
mecanismo genéticos e epigenéticos, tais como a hipermetilacdo do DNA (WANG;
DUBOIS, 2010; CHEN et al. 2011). Varios trabalhos tem abordado a perda da
expressao de GPX3 em diversos tipos de tumores, tais como adenocarcinoma
endometrial, célon, rim, figado, pulm&o, gastrico, dentre outros (FALCK et al. 2010;
WANG; DUBOIS, 2010; CHEN et al. 2011).

1.3.3 COX2: Ciclo-oxigenase 2

A ciclo-oxigenase (COX) é uma enzima que converte o acido araquidénico em
prostaglandinas. A COX1 é expressa constitutivamente em diversos tecidos e a COX2,
também conhecida por PGHS (prostaglandin endoperoxide synthase), é induzida por
citocinas, factores de crescimento, agentes mitogénicos, oncoproteinas, etc. (RAMSAY
et al., 2000).
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O gene do COX2 esta localizado na regido cromossémica 1q31.1. A sua ativagao
estar envolvida em muitos processos que conduzem a progressao do tumor, tais como
a sobrevivéncia a angiogénese, proliferacdo, metabolismo das células neoplasicas,
producdo de moléculas reativas ao oxigénio, invasdo e imunossupressdo (WANG;
DUBOIS, 2010)

A expressao aumentada do gene COX2 foi detectada em diversos tipos de
tumores. Em humanos, a expressao do COX2, mas nao a do gene COX1, é elevada em
tecidos de céancer gastrico (SAUKKONEN et al. 2003). A enzima ciclo-oxigenase é
considerada um agente terapéutico potencial na prevengao e tratamento do céancer.
Mrena e colaboradores (2005) sugerem que pacientes com estagio inicial de tumor com
alta expressdo do COX2 tiveram maior risco de morte para cancer gastrico, do que em
pacientes apresentam hipoexpressao do gene COX2.

Estudos epidemiolégicos de caso-controle tém sugerido que o uso de aspirina e
outros antiinflamatérios né&o esteroidais reduz mortalidade de céancer gastrico
(ROTHWELL et al., 2011). A utilizagcdo de métodos para prevenir o cancer através da
aplicacido de inibidores seletivos do COX2 nao € viavel, uma vez que este tratamento
aumenta o risco de eventos cardiovasculares (BRESALIER et al., 2005).

Varias vias podem promover a expressdo do COX2 em células de cancer
gastrico, incluindo a infeccdo de H. pylori e subsequente liberacdo de mediadores
inflamatorios (THIEL et al.,, 2011). A metilagdo da regido promotora de varios genes
pode estar associado com inibicdo da expressao proteica. As utilizacdes de enzimas de
restricdo para detectar sitios metilados demonstraram uma correlacido positiva entre o
estagio metilado do gene COX2 com a expressao proteica, sendo esta aumentada
quando o gene encontrava-se desmetilado (WANG et al., 2005). O gene COX2 tem sido
considerado um oncogene, desta forma, sua expressao tem sido associado ao fenétipo

invasivo e a um pobre prognastico.

1.4 Helicobacter pylori E CANCER GASTRICO
A H. pylori consiste em uma bactéria Gram-negativa em forma de espiral
(WARREN; MARSHALL, 1983). H. pylori uma bactéria verdadeiramente "oportunista"

que usa qualquer maneira disponivel para ganhar acesso ao estdbmago. A bactéria
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normalmente entra no estbmago por via fecal-oral, mas também pode ser transmitido
através de alimentos contaminados ou de agua (HOPKINS et al., 1993). H. pylori tem
sido implicada em numerosas doencgas gastrointestinais depois da sua associagdo com
gastrite crénica estabelecida em 1983 por Warren e Marshall.

E amplamente difundido que a infeccdo por H. pylori é seguida pela inducéo de
respostas inflamatdrias alteragbes na mucosa gastrica, que pode persistir durante
décadas sem causar disturbios gastricos (BHANDARI; CROWE, 2012). No entanto,
uma pequena porcentagem de pacientes adultos podem iniciar alteragdes inflamatérias
no corpo ou antro do estdbmago acompanhado pelo aumento da expresséao e liberagéo
de gastrina, aumento da expressdo do gene COX2, liberagdo de prostaglandinas, bem
como numerosas alteragées morfolégicas e bioquimicas que levam a transformacgao de
células da mucosa em células malignas (KONTUREK et al., 2009).

E importante ressaltar que para que a bactéria possa colonizar superficie do
epitélio gastrico, ela precisa primeiramente atravessar a camada de muco espesso. A
presenca de flagelos unipolar ajuda a H. pylori a colonizar o estdbmago, permitindo que
ela mova-se rapidamente para o lumen gastrico, onde o pH € mais baixo do que a
superficie do epitélio, permitindo boas condi¢gdes de crescimento. A inflamacéo induzida
por H. pylori pode progredir através de estagios pré-malignas de atrofia gastrica,
metaplasia intestinal, displasia e finalmente adenocarcinoma. Esta associacdo H. pylori
entre infeccdo e cancer gastrico foi confirmada em determinadas espécies de animais,
como roedores e ratos (KONTUREK et al.,, 2009). Esta predisposicdo envolve a
interacédo de trés fatores principais: a viruléncia do agente (H. pylori), o sistema imune
do hospedeiro e a fatores ambientais.

H. pylori possui enzimas, tais como urease, para manter um pH neutro no
microambiente do l[umen gastrico. Além disso, existem fatores de viruléncia codificados
por genes da bactéria H. pylori, que exercem diferentes tipos de ag¢des e estédo
associados a uma maior agressividade da bactéria. Os principais sdao Cag PAI (gene
associado a citotoxina) e VacA (citotoxina vacuolizadora). Cepas que possuem a cag
PAI sdo chamadas de linhagens cagA-positivas e induzem alta titulagdo de anticorpos
anti-proteina CagA (LUCA et al., 2004).
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A auséncia de manifestagdes clinicas em pacientes portadores de H. pylori levou
pesquisadores investigarem se existiam cepas mais virulentas do que outras. Estas
investigagcdes chegaram a conclusao que as cepas mais virulentas da H. pylori tinham a
capacidade de provocar alteragcbes morfolégicas, vacuolizagdo e degeneragdes
sucessivas em cultura de células. Esta capacidade foi relacionada a presenca da
proteina CagA (BARBOSA et al., 2011).

H. pylori pode ser dividida em duas classes: o tipo | possui a regiao Cag
patogénica (cag PAI), e tipo Il que ndo possui esta regido (LUCA et al., 2004).
Provavelmente o fator de viruléncia de H. pylori mais importante com um papel bem
estabelecido na indugéo de inflamagao da mucosa é Cag.

A prevaléncia da infecgao varia muito ao longo de diferentes partes do mundo,
com uma crescente prevaléncia em paises em desenvolvimento e locais com nivel
socioecondmico mais baixo em comparagcdo as nacgdes desenvolvidas, onde a
frequéncia de infecgcdo caiu substancialmente. Fatores como a alta densidade de
habitantes no lar e falta de agua corrente tem sido vinculada a uma maior aquisicao de
infeccéo pela H. pylori.

A alta incidéncia de cancer gastrico em algumas regioes como a Asia estar
associado a presenca de H. pylori. (HUR et al., 2012). No Brasil, cerca de 64% - 75%
da populagao estao infectadas por H. pylori. Uma recente revisao indica que 2 milhdes
de casos de céncer por ano sao atribuidas para a infeccdo com H. pylori (BHANDARI;
CROWE, 2012).

A infeccéo de H. pylori e a dieta pouco saudavel causam modificacbes genéticas
e epigenéticas, respectivamente, nas células do estdbmago. De fato, os niveis mais
elevados de metilagdo foram encontrados em pacientes que sofrem de infecgdo por H.
pylori. Infecgdo por H. pylori na mucosa gastrica normal, pode causar mutagbées do
gene p53 e/ou metilagdo do DNA do promotor de E-caderina, um iniciador do cancer
gastrico (YAMASHITA et al., 2011).

Esta visdo geral fornece evidéncias de que a infeccdo pela H. pylori € um dos
principais fatores de riscos para o cancer gastrico e que a erradicagao da mesma pode

reverter muitas alteragdes bioquimica, genéticas e epigenética.
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Em virtude da alta incidéncia de cancer gastrico tanto no mundo como no Brasil,
do crescente uso de analogos de citosina no tratamento de neoplasias de forma
indiscriminada, e dos poucos trabalhos realizados tendo como tema o valor progndstico
e preditivo da avaliagdo epigenética em céncer gastrico, em especial dos genes
THBS1, GPX3 e COX2 e sua associagao com H. pylori, o presente estudo permitira a
geracdo de informacbdes que poderdo ser usadas para propor novos métodos de
intervengdo na carcinogénese gastrica, bem como, melhor compreender os

mecanismos moleculares envolvidos na oncogénese gastrica.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
» Estabelecer o perfil de metilagdo dos genes THBS1, GPX3 e COX2 e a infecgao
por H. pylori em amostras de cancer gastrico e tecido gastrico normal.
« Associar o perfil de metilagdo dos genes e da infeccdo de H. pylori ao tipo e
estadiamento do cancer gastrico e estabelecer seus valores progndsticos e

preditivos.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Determinar o perfil de metilagcdo do gene THB1 em amostras de cancer gastrico
e tecido gastrico normal;

* Determinar o perfil de metilagdo do gene GPX3 em amostras de céncer gastrico
e tecido gastrico normal;

» Determinar o perfil de metilagdo do gene COX2 em amostras de cancer gastrico
e tecido gastrico normal;

» Avaliar a associagao da infecgdo de H. pylori com o perfil de metilagdo dos genes
THBS1, GPX3 e COX2;
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3. METODOLOGIA
3.1 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

No presente estudo foram analisadas 39 amostras de cancer gastricos, do banco
de amostra presente no Laboratorio de Biologia Molecular Estrutural e Oncogenética —
LBMEO, sendo 16 amostras de cancer gastrico tipo difuso e 23 do tipo intestinal
segundo a classificagdo de Laurén (LAUREN, 1965) e 15 amostras de tecidos normais
(Tabela 3).

Tabela 3 - Dados histopatolégicos das amostras de adenocarcinoma gastrico e tecidos
normais.

Amostra Idade Sexo Histopatologia Estadiamento H. pylori
1 52 Feminino Difuso T2N1Mx negativo
2 57 Masculino Difuso T4N1 positivo
4 42 Masculino Difuso T3N1 positivo
8 45 Masculino Difuso T3NO positivo
9 53 Feminino Difuso T3NO positivo
14 76 Masculino Difuso T3N1 positivo
15 41 Feminino Difuso T4N1 negativo
16 46 Masculino Difuso T2NO positivo
19 45 Masculino Difuso T3NO positivo
20 62 Masculino Difuso T4N1 positivo
21 48 Feminino Difuso T2NO positivo
24 60 Masculino Difuso T2NO positivo
25 27 Masculino Difuso T3N1 negativo
31 76 Masculino Difuso T3N1 positivo
32 61 Masculino Difuso T3N1 positivo
34 62 Masculino Difuso T2NO positivo
3 72 Feminino Intestinal T3N2 positivo
5 47 Masculino Intestinal T3N2 negativo
6 42 Masculino Intestinal T3NO positivo
7 57 Masculino Intestinal T2N2Mx positivo
10 60 Masculino Intestinal T3N1Mx positivo
11 61 Feminino Intestinal T3N1 negativo
12 49 Masculino Intestinal T2NO positivo
13 62 Masculino Intestinal T3N1 positivo
17 70 Masculino Intestinal T3N1Mx positivo
18 49 Feminino Intestinal T2NO positivo
22 71 Masculino Intestinal T3N1 negativo

23 73 Feminino Intestinal T3N1 negativo
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Amostra Idade Sexo Histopatologia Estadiamento H. pylori
26 66 Masculino Intestinal T2NO negativo
27 59 Masculino Intestinal T2N1 negativo
28 72 Feminino Intestinal T3NO positivo
29 64 Feminino Intestinal T3N1 negativo
30 56 Masculino Intestinal T4N1 positivo
33 54 Masculino Intestinal T3NO positivo
37 63 Masculino Intestinal T3NO negativo
47 59 Masculino Intestinal T2N1 positivo
49 63 Feminino Intestinal T3N1Mx positivo
211 71 Masculino Intestinal T3N1 negativo
216 59 Masculino Intestinal T2N1 negativo

57 59 Masculino Normal -- positivo

72 73 Feminino Normal - negativo

78 71 Masculino Normal - positivo

79 55 Masculino Normal - positivo
200 66 Masculino Normal - negativo
201 64 Feminino Normal - positivo
203 72 Feminino Normal - positivo
204 62 Masculino Normal - negativo
205 56 Masculino Normal - positivo
300 45 Masculino Normal - negativo
305 64 Feminino Normal - positivo
304 61 Masculino Normal - negativo
307 71 Masculino Normal - positivo
308 56 Masculino Normal - positivo
309 66 Masculino Normal - positivo

3.2. ASPECTOS ETICOS

Atendendo a Resolugéo n° 196/96 do Conselho Nacional de Saude (Ministério da

Saude, 2003), que trata das normas para pesquisa envolvendo seres humanos, este

projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (CEPHC-FMRP) e a Comissao Nacional de
Etica em Pesquisa (CONEP), em Brasilia. O presente trabalho foi avaliado e aprovado
pelo CEPHC-FMRP sob o numero 12479/2004 (Anexo A).

Os pacientes ou seus responsaveis legais foram informados da pesquisa e

assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), autorizando a
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utilizagcdo das amostras. Foram excluidos do estudo individuos, por qualquer razdo ou
motivo, tenham a sua capacidade de autodeterminacao reduzida, sobretudo no que se
refere ao TCLE ou por livre e espontadnea vontade ndao concordarem em participar do
projeto. Todas as mostras foram codificadas com o intuito de resguarda o direito a

privacidade dos seus doadores.

3.3. EXTRACAO DO DNA

As amostras foram submetidas a extracdo do DNA, no Laboratério de Biologia
Molecular Estrutural e Oncogenética (LBMEQ). Amostras de aproximadamente 1 cm?®
de tecidos neoplasicos e normais, foram submetidas ao processo de maceramento
apos criopreservagao (-196°C em nitrogénio liquido). Depois de pulverizada, cada
amostra foi transferida para um tubo de centrifuga e foram adicionados 5 mL de tamp&o
de extracdo (Tris 1M; EDTA 0,5 M; NaCl 5 M), 50 pL de proteinase K (10 mg/mL) e 0,5
mL de SDS 20%. O tubo foi agitado por inversdo até a obtengdo de uma mistura
completamente homogénea e em seguida incubada em banho-maria a 37°C overnight
ou a 57°C por 3 horas.

Decorrido este tempo, foram adicionados de 3 a 5 mL de fenol/cloroférmio/alcool
isoamilico (25:24:1). Neste novo passo, a mistura sofreu inversdes suaves por
aproximadamente 5 minutos para a completa homogeneizacdo. A solugao
homogeneizada foi centrifugada a 3000rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi
transferido para um outro tubo de centrifuga, onde foram adicionados 3 mL de
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Este tubo também sofreu inversdes suaves até sua
homogeneizagdo. Apods centrifugacdo a 3000rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi
transferido para outro tubo, no qual foi adicionado um volume de acetato de aménio 7.5
M equivalente a um terco do volume do sobrenadante e acrescentado um volume de
etanol absoluto gelado, que correspondeu a trés vezes o volume do sobrenadante._

Para obtencdo do DNA, o frasco foi agitado suavemente por diversas vezes e
centrifugado a 10000rpm por 15 minutos até a precipitacdo do DNA. O DNA foi lavado
em etanol absoluto e ressuspendido em 100-500 pL de agua Milli-Q estéril. As amostras

onde o DNA ndo foi visualizado foram congeladas overnight e, em seguida,
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centrifugadas a 3000 rpm por 20 minutos. Logo depois, foram lavadas com etanol

absoluto, ressuspendidas (pellet) com agua Milli Q e estocadas em freezer a —20° C.

3.4. VALIDACAO IN SiLICO
3.4.1. Determinacéao de ilhas CpG

As regides de Ilha CpG correspondentes a regiao promotora mais a sequencia do
primeiro éxon de cada gene de interesse (figura 2, 3 e 4), foram determinadas com o

auxilio do programa MethPrimer (LI; DAHIYA, 2002).
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Figura 2. Localizagdo do primer do gene THBS1 em 50% de ilhas CpG. As bases
representadas no eixo horizontal ndo representa a posicdo das bases na sequencia do gene.
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Figura 3. Localizacdo do primer do gene COX2 em 50% de ilhas CpG. As bases
representadas no eixo horizontal ndo representa a posi¢cdo das bases na sequencia do gene.
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Figura 4. Localizagédo do primer do gene GPX3 em 50% de ilhas CpG. As bases
representadas no eixo horizontal ndo representa a posi¢cao das bases na sequencia do gene.
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3.5 MSRE-PCR (Methylation-Sensitive Restriction Enzyme PCR) e desenho dos
iniciadores

A técnica utilizada foi a MSRE-PCR (Methylation-Sensitive Restriction Enzyme
PCR). Esta técnica consiste em um método classico de analise de metilagdo com base
na propriedade de algumas enzimas de restricio serem capazes de cortar regides
metiladas. As enzimas izoesquizdmeros Hpall e Mspl reconhecem a sequéncia 5
CCGG 3. A enzima Hpall reconhece quando citosina interna estiver metilada
(C°mCGG) e nao cliva a sequencia. A enzima Mspl funciona como um controle positivo,
pois corta tanto a sequencia metilada quanto a ndo metilada. Os iniciadores usados
foram desenhados com o auxilio do programa MethPrimer (LI; DAHIYA, 2002) Ensembl
e Gene Runner, criado especialmente para construgcao de oligonucleotideos para PCR,

flanqueando o sitio de corte das enzimas (Tabela 4).

Tabela 4 - Os iniciadores utilizados para técnica MSRE-PCR.

Gene  Primer Sequéncia Posicdo  Tamanho Tm/°C
THBS1 THBS1F 5- GCAACCTCTACTCCGGAC -3 +55/+155 101pb 54°C
THBS1R 5-CTTACCTGTGTGTACCGGAG-3’
COX2 COX2F 5- TACAGACCAGACACGGCG-3’ -328/ -477 150pb 62°C
COX2R 5- CGAGAGCCAGTTCTGGAC-3’
GPX3 GPX3F 5 TCCTGGCCGGCTTCGTCT 3 +133/ +221 89pb 54°C

GPX3 R 5" CTAGGTTTTTTCTCCCGGCC 3

Para cada amostra foi feita tais condigcdes para o tratamento com as enzimas:
entre 0,1ug-0,05 uyg de DNA gendmico, de 5U a 10U da enzima (Hpall e Mspl,
separadamente), RE 10X Buffer, Acetylated BSA 10ug/ul e completado com agua em
um volume final de 20ul. O controle negativo foi utilizado a mesma quantidade de DNA
das amostras que foram tratadas e completado com agua para um volume final de 20ul.
Em seguida foi submetido a uma temperatura de 36°C por 16h. Apds este tempo, a
temperatura foi alterada para 65°C por 15 minutos para a inativagao da enzima.

A reacado de PCR foi realizada em um volume final de 25ul contendo 200uM de
dNTPs (deoxinucleotideo trifosfato), 2.0 mM de MgCl. (Cloreto de magnésio), entre 10 e
50 ng de DNA, 200pM de cada primer (tabela 1) e 0.5U AmpliTaqg GOLD (Applied
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Biosystems, Foster City, CA). As condi¢cdes da PCR para amplificagdo dos genes foram
as seguintes: uma desnaturacao prévia por 5 minutos a 94°C e 35 ciclos de 94°C por
40 segundos e uma temperatura variando para cada gene (tabela 4) por 1 minuto e
72°C por 40 segundos, com uma extenséo final de 5 min a 72°C. A figura 5 mostra o
esquema de visualizagdo do gel das amostras tratadas com as enzimas Hpall, Mspl e

das amostras sem as enzimas (branco).

[Branco] [ DMA+Hpall|  [DNA + Mspl

Sitin CCGG Metilado — —

Sitio CCGG MNao Metilado —

Figura 5 - Esquema de visualizagédo do gel com as amostras tratadas com as enzimas
Hpall e Mspl. No sitio CCGG metilado a enzima Hpall ndo corta a sequéncia, ocorrendo a
amplificacdo. No sitio CCGG ndo metilado a enzima corta a sequéncia, ndo ocorrendo
amplificacdo. Ja a enzima Mspl reconhece ambos os sitios e corta independente da metilagao,
funcionando como um controle de corte do sitio.

3.6 IDENTIFICACAO DE H. pylori POR PCR

Para o diagndstico de H. pylori nas amostras de céncer gastrico, foi utilizado a
técnica de PCR para a amplificagdo de uma fragmento de 150 pb, referente ao
fragmento da fragdo 16S do rRNA bacteriano. Foram utilizados os oligonucleotideos F
5-CTGGAGARACTAAGYCCTCC-3 e R 5-GAGGAATACTCATTGCGAAGGCGA-3,,
descritos por Scholte et al. (1997). As condigbes da PCR foram 40 ciclos de
desnaturacao a 94°C por 1 min, anelamento a 59°C por 1 min e extensao a 72°C por 1

min. Foi considerado diagndstico positivo a visualizagdo do fragmento.



34

3.7 ELETROFORESE E GEL

As corridas eletroforéticas foram realizadas em gel de poliacriiamida na
concentracédo de 8% a partir de uma solugdo de acrilamida 30% (sistema 29:1),
contendo 5% de glicerol, tampao TBE 10X (Tris 0,7M, Acido Bérico 1,1M, EDTA 0,4M),
persulfato de amoénia (0,02g) e Temed (15ul), a 20°C, durante aproximadamente 2
horas. Para a corrida, foi utilizado 500ml| de tampao de corrida (TBE 1X). Foi utilizado
4ul do DNA amplificado e 4l de corante blue (0,25% azul bromofenol, 0,25% xileno
cianol 7ml de glicerol).

Apds a corrida, o gel foi colocado em recipiente e adicionado um volume de 200
mL de uma solugao fixadora (etanol 18%; acido acético glacial 0,75%, concentragdes
finais) por 5 minutos; apds este tempo, adicionado 2 mL de uma solug¢ao de nitrato de
prata a 10% por 2 minutos; os géis foram, entdo, lavados com agua por
aproximadamente 1 minuto. Na etapa seguinte de coloragéo, os géis foram submetidos
a um processo de revelacdo em meio basico (NaOH 9%; formaldeido 0,3%). Logo apos

0 processo de revelagao, os géis foram fotografados.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar os valores prognésticos e preditivos do perfil de metilagdo dos
genes, GPX3, THBS1 e COX2 em adenocarcionama gastrico e associar o perfil de
metilacdo dos genes com a infec¢do de H. pylori e ao tipo de estadiamento do cancer
gastrico, foram realizados analises estatisticas utilizando o teste exato de Fisher do

software BioEstat 5.0. Foi considerado significante P<0,05.



4. RESULTADOS

Foram analisadas 54 amostras de origem gastrica, sendo 16 amostras de cancer
gastrico tipo difuso, 23 amostras do tipo intestinal e 15 amostras de tecido gastrico
normal. Das 39 amostras de cancer gastrico analisadas 49% (n=19) apresentaram pelo
menos um gene metilado.

A técnica de Methylation-Sensitive Restriction Enzyme PCR revelou que a
hipermetilagédo dos genes COX2, THBS1 e GPX3 ocorreu em 36% (n=14), 5% (n=2) e

18% (n=7), das amostras de cancer gastrico, respectivamente (Tabela 5 e Figura 6, 7 e

8).

Tabela 5 - Analise do perfil de metilagdo dos genes associados a carcinogénse gastrica.
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22[]
230
26!
271
28]
290
300
330
370
470
4901
2110
2160
570
720
780
790
20007
2010
2030
2041
2050
3000
3040
3050
3070
3080
3090

71 Amostras de adenocarcinoma gastrico. [1 Amostras normais. Preenchimento cinza = amostra metilada. Sem
preenchimento = amostra ndo metilada. *Analise de H. pylori nas amostras estudadas. Em cinza amostras com H.

pylori.

Foram analisadas 15 amostras de tecido normal, elas revelaram um perfil de
metilacdo semelhante as de cancer gastrico. O gene COX2 encontrava-se metilado em
67% (n=10), THBS1 em 7% (n=1) e GPX3 em 13% (n=2) das amostras (Tabela 5). Nao
houve correlagédo entre a metilagdo destes genes em amostras de adenocarcinoma e as

amostras normais (p=0,05).

AMOSTRA 57 AMOSTRA 1 AMOSTRA 8

SSM S57TH  57B 1M 1H 1B SM 8H 8B Br Lader
r
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Figura 6. Amplificagdo do gene COX2 das amostra 57 de tecido normal (metilada) e das
amostras 1 (ndo metilada) e 8 (metilada) de cancer gastrico em gel de poliacrilamida a 8%,
corado com prata. Br = Branco da reagao; B = DNA + agua (controle negativo da enzima), H =
DNA + enzima Hpall; M = DNA + enzima Mspl (controle positivo da enzima).

AMOSTRA 57 AMOSTRA 9 AMOSTRA 1

STM _S7TH  S7B  Br M 9H 98B 1M 1H 1B Br Lader

Figura 7.
0 B'\’mplificagéo do

gene THBS1 da

amostra 57 de

tecido normal (n&o

metilada) e das

amostras 9 (nao
metilada) e 1 (metilada) de cancer gastrico em gel de poliacrilamida a 8%, corado com prata. Br
= Branco da reacao; B = DNA + agua (controle negativo da enzima), H = DNA + enzima Hpall;
M = DNA + enzima Mspl (controle positivo da enzima).

AMOSTRA 57 AMOSTRA 30 AMOSTRA 1

57M S7H 57B 30M 30H 30B 1M 1H 1B Br Lader
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Figura 4. Amplificagdo do gene GPX3 da amostra 57 de tecido normal (ndo metilada) e das
amostras 30 e 1 (ndo metilada) de cancer gastrico em gel de poliacrilamida a 8%, corado com
prata. Br = Branco da reagao; B = DNA + agua (controle negativo da enzima), H = DNA +
enzima Hpall; M = DNA + enzima Mspl (controle positivo da enzima).

Apesar do percentual do perfil de metilagdo encontrado no gene COX2 ter sido
36% nas amostras de cancer gastrico contra 67% nos tecidos normais (tabela 8), ndo
houve significancia estatistica entre o perfil de metilagido deste gene ao tipo de tumor
(p=0,179), ao estagio (p=0,739), a presenca de metastase nos linfonodos (p=0,269) e a
metastase distante (p=0,213).

Tabela 8 - Caracteristicas de género, clinicopatoldgicas, e da presenca de H. pylori
associadas com o perfil de metilagdo do gene COX2.

Gene COX2
Nao

Variavel Total Metilado Metilado p valor
Género
Feminino 11 5 (45%) 6 (55%)
Masculino 28 9 (32%) 19 (68%) 0,478
Tecido
Normal 15 10 (67%) 5 (33%)
CG 39 14 (36%) 25 (64%) 0,066
Classificagao Lauren
Intestinal 23 6 (26%) 17 (74%)
Difuso 16 8 (50%) 8(50%) 0,179
Estagio
I/l 15 6 (40%) 9 (60%)
H/1v 24 8 (33%) 16 (67%) 0,739

Metastase nos
linfonodos

Presente 25 7 (28%) 18 (72%)
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Ausente 14 7 (50%) 7 (50%) 0,269

Metastase distante

Presente 0

Ausente 34 13 (38%) 21 (62%)

N&o distinguida 5 1 (20%) 4 (80%) 0,636
H. pylori

Presente 26 11 (42%) 15 (58%)

Ausente 13 3 (23%) 10 (77%) 0.303

A analise de metilagao do gene THBS1 ndo mostrou significancia entre o género
(p=0,0742), ao tipo de tumor (p=1,000), ao estagio (p=1,000), a presenca de metastase
nos linfonodos (p=0,527) e a presenca de metastase distante (p=0,242) (Tabela 6).

Tabela 6 - Caracteristicas de género, clinicopatolégicas, e da presenga de H. pylori
associadas com o perfil de metilagdo do gene THBS1.

Gene THBS1
Variavel Total Metilado Nao Metilado p valor
Género
Feminino 11 2 (18%) 9 (82%)
Masculino 28 0 (0%) 28 (100%) 0,0742
Tecido
Normal 15 1(7%) 14 (93%)
CG 39 2 (5%) 37 (95%) 0,981

Classificagcao Lauren

Intestinal 23 1(4%) 22 (96%)

Difuso 16 1 (6%) 15 (94%) 1,000
Estagio

I/ 15 1(6,6%) 14 (93,4%)

/v 24 1(4,2%) 23 (95,8)% 1,000

Metastase nos linfonodos

Presente 25 2 (8%) 23 (92%)

Ausente 14 0 (0%) 14 (100%) 0,527
Metastase

distante

Presente 0 0 0
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Ausente 34 1 (3%) 33 (93%)

N&o distinguida 5 1 (20% 4 (80%) 0,242
H. pylori

Presente 26 1 (4%) 25 (98%)

Ausente 13 1(7,6%) 12 (92,4%) 1,000

Também nao foi encontrada associagdo entre o perfil de metilagdo do gene

GPX3 com o género (p=0,379), ao tipo de tumor (p=1,000), ao estagio (p=0,999), a

presenca de metastase nos linfonodos e metastase distante (p=0,684) e (p=0,213)

respectivamente (Tabela 7).

Tabela 7 - Caracteristicas de género, clinicopatoldgicas, e da presenca de H. pylori

associadas com o perfil de metilagdo do gene GPX3.

Gene GPX3
Nao

Variavel Total Metilado Metilado p valor
Género
Feminino 11 3 (27%) 8 (77%)
Masculino 28 4 (14%) 24 (86%) 0,379
Tecido
Normal 15 2 (13%) 13 (87%)
CG 39 7 (18%) 32 (82%) 1,000
Classificacao Lauren
Intestinal 23 2 (9%) 21 (91%)
Difuso 16 5 (31%) 11 (79%) 0,100
Estagio
I/1l 15 3 (20%) 12 (80%)
/v 24 4 (16%) 20 (84%) 0,999
Metastase nos
linfonodos
Presente 25 5 (20%) 20 (80%)
Ausente 14 2 (14%) 12 (86%) 0,684

Metastase distante
Presente 0
Ausente 34 5 (15%) 29 (85%)
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Nao distinguida 5 2 (40%) 3 (60%) 0,213
H. pylori

Presente 26 6 (23%) 20 (77%)

Ausente 13 1(7,7%) 12 (92,3%) 0,388

H. pylori estava presente em 67% (n=26) das amostras de cancer gastrico e nas
amostras normais também apresentaram um percentual de (67%/n=10) (Figura 6). Os
dados analisados ndo demonstraram uma associagao significante entre a presenca de

H. pylori com amostras de cancer gastrico (p=0,999), quando comparadas as amostras

normais.
Tabela 9 - Caracteristicas de género, clinicopatolégicas, associadas a presenca de H.
pylori.
H. pylori
Variavel Total Positivo Negativo p valor
Género
Feminino 11 6 (55%) 5 (45%)
Masculino 28 20 (71%) 8 (29%) p=0,452
Tecido
Normal 15 10 (67%) 5 (33%)
CG 39 26 (67%) 13 (33%) p=0,999
Classificacao Lauren
Intestinal 23 13 (56%) 10 (44%)
Difuso 16 13 (81%) 3(19%) p=0,169
Estagio
I/l 15 10 (67%) 5 (33%)
/v 24 16 (67%) 8 (33%) p=1,000
Metastase nos linfonodos
Presente 25 14 (56%) 11 (44%)
Ausente 14 12 (86%) 2 (14%) p=0,088
Metastase distante
Presente 0
Ausente 34 22 (65%) 12 (35%)

Nao distinguida 5 4(80%) 1(20%) p=0,6478
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Amostra 57 Amostra 1 Amostra 2 Lader
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Figura 6. Amplificagao referente ao fragmento da fragdo 16S do rRNA de H. pylori das amostra
57 de tecido normal, da amostra 1 de cancer gastrico (H. pylori positivo). Amostra 2 nao
amplificou (auséncia de H. pylori). Gel de poliacrilamida a 8%.

5. DISCUSSAO

O silenciamento génico mediado por eventos epigenéticos tais como a metilagéo
do DNA é um importante fenébmeno molecular relacionado ao desenvolvimento
embrionario e diferenciacdo de tecidos, quando alterado pode estar associado a
formagado e progressdo tumoral. O presente trabalho examinou a metilagédo de ilhas
CpG nas regides promotoras de trés genes, todos com um importante envolvimento na
via molecular da carcinogénese. Estes genes incluem COX2 (progressdo do tumor),
THBS1 (atividade antiangiogénica) e GPX3 (atividade antioxidativa), sendo bastante
estudados em células tumorais (GUO et al., 2010; WANG; DUBOIS, 2010; CHEN et al.,
2011).

Este estudo mostrou que um percentual de 36% das amostras de cancer gastrico
encontravam-se metiladas o gene COX2. Silva, et al., (2010) ao analisarem o perfil de
metilagdo de diferentes genes, obteve 91% das amostras de cancer gastrico com genes
COX2 metilado. A anadlise do perfil de metilagdo de ilhas CpG da linhagens celulares
SUN-601, estabelecida a partir de uma amostra de cancer gastrico, obtive resultados
semelhantes (SONG et al., 2001). Ferrasi, et al. 2010, estudaram a metilagdo do gene
COX2 e outros genes em amostras de adenocarcinoma gastrico, e obtiveram um
percentual 63,5%. Nossos resultados ndo apresentaram associagao entre o estado de
metilacdo e as variaveis clinicopatolégicas, bem como seus valores prognosticos. No
entanto, trabalhos tem associado o perfil de metilagcdo deste gene com o seu valor
prognoéstico. XU, et. al. (2004) analisaram o perfil de metilagdo de 31 genes em

amostras de cancer de colorretal onde o gene COX2 apresentou um percentual de 74%
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das amostras metiladas. Houve associacédo entre a hipermetilagdo destes genes e a
auséncia de expressao do gene COX2 nas amostras analisadas (XU, et al., 2004).

A correlacao entre a metilacdo de COX2 e a desregulacao deste gene tem sido
encontrada na literatura, embora a hiperexpressao de COX2 também tem sido relatada
em tecidos de cancer gastrico (CHANG, et al. 2004). O perfil de metilagcdo do gene
COX2 nas 39 amostras de cancer gastrico analisadas apresentou o padrdo néao
metilado em 64% (n=25) das amostras. Este resultado corrobora com os resultados
obtidos por Wang et al, (2005), onde o0 mesmo demostrou que a COX2 nao esta
metilado na maior parte dos casos de cancer gastrico.

Estudos sugerem a existéncia de hipometilagdo de proto-oncogenes e
hipermetilacdo de genes supressores na carcinogénese  gastrointestinal
(RODENHISER, 2009). A COX2 é conhecida como uma proteina oncogénica. Muitos
trabalhos tem relatado sua expressdao aumentada em células tumorais, quando
comparadas com tecidos normais. A mucosa gastrica humana expressa normalmente,
niveis dificilmente detectaveis da proteina do COX2 — o gene estara, em principio,
metilado. No entanto, esta proteina tem sido identificada como estando hiperexpressa
em cancer gastrico, sugerindo que o gene nao se encontra metilado, constituindo assim
um fator importante no crescimento e desenvolvimento de cancer gastrico (SHI, et al.,
2003; XUE, et al., 2003).

A superexpressdo de COX2 esta associada com a melhor proliferagcao,
angiogénese, resisténcia a apoptose e tumorigénese (CHANG, et al. 2004). SHI, et. al.
(2003) avaliaram o valor prognéstico da expressao de COX2 e VEGF em 281 amostras
de céncer gastrico, esse estudo revelou que a taxa de sobrevida em 5 anos de
pacientes com expressdo de COX-2 ou de VEGF foi significativamente mais baixa do
que a dos pacientes sem a expressdao de COX-2 ou de VEGF. A superexpressao da
COX-2 e VEGF em doentes com carcinoma gastrico pode aumentar a possibilidade de
invasao e metastase, implicando um mau progndstico (SHI, et al., 2003).

Nossos resultados nao corroboraram com esses estudos, pois apesar de ser
observado que em 64% das amostras de céancer gastrico o gene Cox2 ndo estava

metilado, ndo foi possivel associar com as variaveis clinicopatolégicas nem com a
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agressividade do tumor. A avaliacdo da expressao proteica poderia ser utilizada como
recurso para auxiliar neste estudo.

O gene THBS1 tem um importante papel na angiogénese, uma caracteristica
indispensavel para a proliferagdo e metastase das células tumorais. Seu papel é
fundamental, pois inibe a formagéo dos vasos sanguineos devido & manutengao da
liberagdo de VEGF. Em pacientes com cancer, ha uma desregulacédo do controle da
angiogénese, com o aumento de VEGF e diminuicdio de TSP1, favorecendo
angiogénese tumoral e a inflamacdo (FLEITAS, et al., 2012). A inibicdo da
angiogénese de células tumorais também ocorre devido a ativagdo de CD36 pela TSP1
e induzindo a apoptose de células endoteliais (SASLOW, 1994). Os resultados deste
trabalho demostraram que 5% das amostras de cancer gastrico estavam com o gene
THBS1 metilado e apenas 7% nas amostras de tecido normal. Guo, et. al., (2010)
encontraram o padrdo metilado do gene THBS-1 em 35,4% das amostras de cancer
gastrico, e apenas 3,1% de tecido normal, sendo significativamente (P<.001) maior em
tecido do tumor comparado com o tecido normal. Neste trabalho, a frequéncia de
metilagc&o foi significativamente alta nos estagios Ill e IV (P=0.04) do que nos estagios |
e ll. Guo, et. al. (2010) ndo encontraram associag¢ao entre o perfil de metilagdo do gene
THBS1 aos tipos histolégicos (P=0.55) (GUO, et. al., 2010). O resultado deste trabalho
nao encontrou correlagao entre o perfil de metilagdo do gene THBS1 ao estadiamento,
ao tipo histologico, a presenca de H. pylori nas amostras de adenocarcinoma nem com
as amostras normais. Estudos realizados por Oue, et al., (2003) apresentaram também
um percentual significante de amostras de THBS1 metiladas, porém, o nivel de
expressao de mRNA néo foi associado com o estagio TNM e nem ao tipo histolégico
(OUE, et al., 2003).

Uma andlise comparativa da metilagdo entre cancer gastrico primario e
metastatico observou que o perfii de metilagio do gene THBS1 né&o foi
significativamente diferente nesses tecidos (KIM, et al., 2009). Outros estudos sugerem
que nao ha associagao do tipo tumoral ao perfil de metilagdo do gene THBS1. Aydemir
et al., (2012) ao analisarem o perfil de metilacggo do THBS1 em amostras de
meningiomas, observaram que nenhuma amostra apresentava padrao metilado
(AYDEMIR, et al., 2012).
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Nossos resultados ndao apresentaram associagao entre o estado de metilacdo do
gene THBS1 e as varidveis clinicopatoligicas. Portanto, com base nos resultados
obtidos sugerimos que o gene THBS1 n&o pode ser usado como biomarcador para o
numero amostral estudado. Este gene tem sido utilizado como biomarcadores em
outros tipos de tumores como cancer de cabeca, pesco¢o e cancer de mama
(SEPIASHVILI, et al., 2012; SUH, et al., 2012).

Espécies reativas ao oxigénio (ROS) sao constantemente geradas por processos
metabolicos e exposi¢gdes ambientais. ROS induz danos ao DNA levando a destruigéo
da integridade genbmica, e isto tem sido uma importante causa de cancer humano. A
proteina glutationa peroxidase 3 (GPX3) catalisa a redugao de perdxidos e protege a
célula contra danos oxidativos juntamente com a dismutase superoxidase (SOD) e
catalase (CAT). Assim, o silenciamento de GPX3 poderia prejudicar a defesa contra
compostos genotdxicos enddgenos e exdgenos que potencializam taxas de mutagéo
em genes. Muitos trabalhos tem associado a perda da expressao deste gene a
carcinogénese gastrica (JEE et al., 2009; ZHANG et al., 2010). No entanto, o resultado
deste estudo ndo mostraram associagao entre o perfil de metilagdo do gene GPX3 as
diferentes variaveis clinicopatoldgicas estudadas (Tabela 7).

Em corroboragédo com o nosso resultados, Jee, et al. (2009) analisaram o perfil
de metilagdo de seis genes em trés linhagens de cancer gastrico (SNU-1, -601, e
-719). Apesar do gene GPX3 estar metilado em 30,1% das amostras, nenhuma
correlagdo foi encontrada entre o estado de metilagcdo destes genes e as variaveis
clinicopatologica (JEE et al., 2009). Os resultados obtidos por Chen, et. al. (2011)
demonstraram que pacientes com HNSCC (Head and neck squamous cell carcinoma)
também ndo apresentaram correlagdo entre o perfil de metilagdo do gene GPX3 ao
estadiamento. Porém, obteve uma correlagdo significativamente alta (p=0,0142) a
respostas de quimioterapicos, onde 82,6% que nado apresentavam o gene GPX-3
metilado responderam o tratamento com uma completa ou redugao parcial do tumor.

Nossos dados ndo apresentaram associacdo entre o estado de metilacdo do
gene GPX3 em amostras de cancer gastrico e tecido normal no numero amostral
estudado, outros trabalhos tem associado o seu papel como biomarcadores em

linhagens de carcinoma de células escamosas do eséfago (ESCC) (HE, et al., 2011).
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Nas linhagens de ESCC a expressdo de mRNA foi desregulada nas ilhas CpG
metiladas da regido promotora de GPX3. O tratamento com agentes desmetilantes 5-
Aza-dC restaurou a expressao de GPX3. Da mesma forma, as amostras de tecidos
estudadas demostraram um perfil de metilagdo superior nas amostras de cancer de
ESCC (71,4%) quando comparadas com tecidos normais (10,7%), sendo
correlacionado com a desregulagéo da expressao de GPX3 (p<0,001). A expressao da
proteina GPX3 foi signicativamente mais baixa em amostras de tecido de tumor ECSS
quando comparadas com amotras de tecido normal. Neste trabalho, gene a
desregulacédo através da hipermetilagdo do GPX3 em ESCC pode ser um potencial
biomarcador em carcinoma de células escamosas do eséfago (HE, et al., 2011).

Varios outros fatores podem estar associado a mecanismo de perda ou
deficiéncia de expressao génica, tais como perda de heterozigosidade. Além de estudar
o perfil de metilagdo, Yu et. al., (2007) indicaram que o gene GPX3 além de metilado,
estava deletado (hemizigose ou homozigose) em 39% das amostras de céncer de
préstata estudada.

Mais estudos sobre o padrao de metilagdo de outros genes poderiam ajudar a
expor o perfil de metilagdo das amostras de cancer gastrico estudadas e de outros
tumores, e consequentemente, guiar a um profundo entendimento da patogénese da
doenca, garantindo assim uma melhor compreensdo do prognostico e considerando
novas opgoes de tratamento.

A infecgdo no estébmago por H. pylori é associado com o aumento do risco de
cancer gastrico. Infeccdo por H. pylori na mucosa gastrica normal, pode causar
mutacdes do gene p53 e/ou metilagdo do DNA do promotor de E-caderina, hMLH1, um
iniciador do cancer gastrico (YAMASHITA et al., 2011).

Os resultados obtidos neste estudo identificaram a presencga de H. pylori em 67%
das amostras de cancer gastrico pela técnica de PCR para a amplificagdo de uma
fragmento de 150 pb, referente ao fragmento da fragdo 16S do rRNA bacteriano (figura
6). A presenca de H. pylori ndo foi associada (p>0,05) a nenhuma variavel
clinicopatologica, nem a valores de metilagdo dos genes em estudos (Tabela 9). No

entanto, a maioria dos individuos infectados pela H. pylori permanecem assintomaticos,
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entre 10 a 20% vao desenvolver Ulcera péptica e apenas 1% evoluirdo para o cancer
gastrico (ERNST et al., 2006).

A avaliagdo da presenga de H. pylori em pacientes com cancer gastrico é
fundamental para o progndstico. A taxa de sobrevida em 5 anos aumentou para 60
anos, devido a uma maior taxa de diagndsticos precoce através da triagem em massa
programas em areas de alta incidéncia de cancer gastrico coincidindo com areas
epidémicas H. pylori. Ainda neste estudo, foi avaliado o efeito de H. pylori no
prognoéstico de pacientes na Coreia com alta taxa de infecgdo. Dos 149 pacientes,
85,5% eram soro positivo para H. pylori, apesar disto, ndo obteve nenhuma correlagao
entre caracteristicas clinicopatoldgicas e infecgao por H. pylori (HUR, et al. 2012).

Estudos descobriram que existem cepas mais virulentas do que outras, aquelas
que possuem o fator de viruléncia Cag (GIORDANO; CITO, 2012). Modelos animais
tém sido utilizados para uma melhor compreensao do papel dos fatores de viruléncia da
H. pylori. Em um modelo de camundongo transgénico, demonstrou-se que a expressao
de CagA em camundongos induziram varios tumores, hiperplasia epitelial gastrica,
polipos hiperplasicos, carcinomas gastrointestinais e doengas hematolégicas malignas,
como leucemia mieldide e Linfoma de célula B. (OHNISHI et al., 2008). A avaliagdo do
fator de viruléncia CagA poderia ser utilizado como recurso para auxiliar neste estudo.

O numero amostral avaliado no presente trabalho dificultou as analises
estatisticas, tendo em vista que n&o foi observado significancia com nenhuma analise
realizada. No entanto, um dado relevante foi observado entre o perfil de metilacdo do
gene COX2 das amostras de cancer gastrico comparadas com tecido gastrico normal
(P=0,06). Em amostras de cancer gastrico este gene encontra-se ndo metilado (64%)
quando comparado com amostras normais, sugerindo assim que o estado do gene
metilado € mais observado em amostras normais. Este dado pode ser tendencioso para
um dado significante caso o numero amostral aumente.

Apesar de nenhum dos genes estudados tenham sido associados com as
amostras de cancer gastrico, varios outros fatores, ndo apenas epigenéticos, poderiam
contribuir para a formacado de células tumorais, como, presenca de H. pylori, alcool,

habitos alimentares, cigarros, etc. (TERRY et al., 2011).
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A variacdo geografica pode resultar na incidéncia e taxa de mortalidade,
indicando que fatores ambientais e estilo de vida tem um importante papel na etiologia
do cancer gastrico. Os resultados de estudos recentes supde uma associagao entre o
consumo frequente de alcool e o risco de cancer gastrico em homens (EVERATT, et al.,
2012)

Modificacbes celulares resultantes de substancias quimicas presentes nos
cigarros tém sido amplamente investigadas em adultos, onde provocam danos ao DNA,
evidenciados por mutagdes genéticas, micronucleos, alteragdes cromossdmicas, trocas
de cromatides irmas e quebras de cadeias de DNA (DEMARINI, 2004). Além disso,
estudos revelam importante papel da nicotina ou NNK (nitrosamina derivado de
nicotina) na patogénese do cancer através de processos celulares como proliferacao
celular, angiogénesi e EMT (transicdo mesenquimal-epitelial) um importante fator na
invasdo tumoral. (CHU et al., 2013).
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6. CONCLUSAO

1. O estado de metilagdo dos genes THBS1, GPX3 e COX2 nao foi
signicativamente diferente em céncer gastrico quando comparado com as
amostras normais.

2. Os resultados sugerem que nao ha associagcao entre o perfil de metilagcdo dos
genes THBS1, GPX3 e COX-2 e as variaveis clinicopatolégicas nas amostras
analisadas;

3. Os resultados sugerem que nao ha associagao entre o perfil de metilagdo dos
genes THBS1, GPX-3 e a presencga de H. pylori.

4. Os resultados sugerem que nao ha associagao entre a presencga de H. pylori nas
amostras de cancer gastrico e os dados clinicopatolégicos nas amostras

analisadas.
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ABSTRACT

To verify the methylation status of THBS1, GPX3 and COX2 genes and to evaluate their
association with Helicobacter pylori (H. pylori) in gastric adenocarcinomas. Methylation-
Sensitive Restriction Enzyme PCR (MSRE-PCR) assay was performed in 39 gastric carcinomas
(intestinal and diffuse types) and 15 normal stomach tissue samples. The presence of H. pylori
was performed by amplification of the fragment of the 16S rRNA. Statistical analysies were
performed using Fisher’s exact test. The hypermethylation of GPX3, THBS1 and COX2
occurred in 18% (n = 7), 5% (n = 2) 36% (n = 14) of gastric cancer samples, respectively,
whereas in normal samples was found in 13%, 7% and 67%. The presence of H. pylori was
detected in 67% of gastric cancer samples and 67% in normal gastric samples. The methylation
status of the THBS1, GPX3 and COX2 significantly was not different between CG and normal
samples, with the presence of H. pylori or with clinicopathologic variables studied (P > 0,05).
The presence of H. pylori was not associated with any clinicopathologic variables.

Key words: Gastric cancer, Methylation, TBBS1, COX2, GPX3, H. pylori



INTRODUCTION

Cancer is the second leading cause of death in the Brazilian population. For 2012, the
estimated number of new cases was approximately 518,510 in Brazil, therefore is considered a
public health issue [1]. Gastric cancer is one of the most frequent occurrences of cancer
worldwide. Its etiology is multifactorial previously associated with various factors such as
dietary habits, environmental factors, genetic and epigenetic mechanisms and gastric infection
by Helicobacter pylori [2,3].

Aberrant DNA methylation is a common molecular alteration in carcinomas, and mostly
occurs in CpG islands of gene promoters. It can affect expression of genes involved in cell cycle
control, therefore having an effect on proliferation and metastatic process observed in cancer
cells [4-6].

Many genes have been reported as aberrantly methylated in cancer and most of them is
involved in several pathways in the development and progression of the tumor [7]. Studies have
correlated the methylation of genes responsible for cellular homeostasis with the progression of
gastric cancer, such as pl16, hMLH1, DAP-kinase, THBS1, TIMP-3, SMARCA5, CDKN2A,
ANAPC1, CDKN2A, TP53, RUNX3, GPX3, COX-2, and others [8-14].

The high incidence of gastric cancer in some regions, such as Asia, is associated with
the presence of H. pylori [15]. In Brazil, about 70% of the population is infected with H. pylori.
A recent review indicates that 2 million new cases of cancer per year are attributed to infection
with H. pylori [16].

The aim of this study is to establish the DNA methylation of COX2, THBS1 and GPX3
genes that are involved in gastric carcinogenesis and related to tumor progression,
antiangiogenic and antioxidative activity [17-19] and its association with H. pylori infection and

clinicopathological data.

MATERIALS AND METHODS

Samples
In the present study we analyzed 39 samples of gastric cancer from the Laboratory of

Structural Molecular Biology and Oncogenetics — LBMEO. Among these, 16 were diffuse type
gastric cancer samples and 23 intestinal type according to the classification of Laurén [20].
Moreover, we analyzed 15 samples of normal gastric tissue.

Patients were informed of the study and signed an informed consent form authorizing
the use of samples. This study was evaluated and approved by Research and Ethics Committee
of the Hospital - Faculty of Medicine of Ribeirdo Preto - USP (CEPHC-FMRP) under number

12479/2004. All tissues were frozen in liquid nitrogen immediately after tumor ressection and



stored at -80°C. Genomic DNA was isolated by proteinase K digestion and phenol-chloroform
extraction methods and stored at -20 °C.

Methods

This method for distinguishing methylated from unmethylated sequences in the gene is
based on cutting the DNA by MSRE-PCR (Methylation-Sensitive Restriction Enzyme PCR)
using enzymes Hpall and Mspl (Promega Corporation, Madison City, WY) and subsequently
amplifying the gene fragment by PCR using primers specific to sequences flanking the
restrictive enzyme cut sites.

The primers used were 5-TACAGACCAGACACGGCG-3 '(sense) and 5'-
CGAGAGCCAGTTCTGGAC-3' (antisense) (TM=62°C) and 150pb product for COX2; 5'-
TCCTGGCCGGCTTCGTCT-3 ‘(sense) and 5'-CTAGGTTTTTTCTCCCGGCC-3' (antisense)
(TM=54°C) and 89pb product for GPX3; and 5-GCAACCTCTACTCCGGAC-3 '(sense) and
5-CTTACCTGTGTGTACCGGAG-3' (antisense) (TM=54°C) and 101pb product for THBSL.

Briefly, about 0.1 mg of genomic DNA was incubated with 10U of Hpall or Mspl
enzymes in a final volume of 20uL for 16 h at 37 ° C. The Hpall enzyme does not cut this
sequence when methylated, but the enzyme Mspl serves as a positive control cutting both
methylated and unmethylated sequences.

PCR was performed using primers described above, under the following conditions: 200
MM dNTP (deoxynucleotide triphosphate), 2.0 mM MgCI2 (magnesium chloride), between 10
and 50 ng of the digested DNA with enzyme Mspl or Hpall, of 200pm each primer and 0.5U
AmpliTag Gold (Applied Biosystems, Foster City, CA). Amplification was carried out for 35
cycles at 94 °C for 40 s, at 54-62 ° C depending on the gene for 60 s, at 72 °C for 40 s, and a
final extension at 72 ° for 5 min. Four microliters of PCR products was loaded on an 8%
polyacrylamide gel and stained with silver nitrate.

A positive H. pylori detection in gastric cancer samples was considered for a PCR
amplification of a 150bp fragment of the bacterial 16S rRNA. We used the primers 5'-
CTGGAGARACTAAGYCCTCC F-3 'and 5-GAGGAATACTCATTGCGAAGGCGA R 3,
described by [21]. Suitable conditions for PCR were 40 cycles of denaturation at 94 ° C for 1

min, annealing at 59 ° C for 1 min, and extension at 72 ° C for 1 min.
Statistical analysis
Fisher’s exact test was used, P < 0.05 was considered statistically significant. All analysis were

performed using BioEstat 5.0 software.

RESULTS



DNA methylation was analyzed in 54 gastric samples: 16 diffuse type gastric cancer, 23
intestinal type and 15 normal gastric tissue samples. Among the 39 gastric cancer samples, 22
(58%) had at least one methylated gene. The technique Methylation-Sensitive Restriction
Enzyme PCR revealed that the hypermethylation of GPX3, THBS1 and COX2 occurred in 18%
(n=7),5% (n=2) 36% (n = 14) samples of gastric cancer, respectively. Moreover, the 15
normal tissue samples showed a methylation profile similar to gastric cancer. The gene was
found to be methylated GPX3 in 13% (n = 2) of samples, THBSL1 in 7% (n = 1) and COX2 in
67% (n = 10) (Fig. 1, 2 and 3). Table 1 summarizes all the results and the correlations between
methylation profile of studied genes and clinicopathological characteristics.

No correlation was observed between the methylation of these genes in adenocarcinoma
and normal samples (P > 0.05). THBS1 and GPX3 showed no significant correlation between
DNA methylation and gender (P = 0.0742; P = 0.379, respectively), type of tumor (P=1; P =1,
respectively), stage (P = 1; P = 0.999, respectively), presence of lymph node metastasis (P =
0.527; P = 0.684, respectively) and the presence of distant metastasis (P = 0.242; P = 0.213,
respectively).

Although the percentage of methylation profile found in the COX2 gene was 36% in the
samples of gastric cancer, there was no statistical significance between the methylation profile
of this gene to tumor type (P = 0.179), stage (P = 0.739), in the presence of lymph node
metastasis (P = 0.269) and distant metastasis (P = 0.213).

H. pylori was observed in 67% (n = 26 and n=10) of both gastric cancer and normal
gastric tissue samples (Fig. 4). Table 2 summarizes the results obtained from analysis H. pylori
with clinicopathological variables. The analyzed data showed no significant association between
the presence of H. pylori with gastric cancer samples (P = 0.999) when compared to normal

samples.

DISCUSSION

The gene silencing mediated by epigenetic events such as DNA methylation is an
important molecular phenomenon to embryonic development and tissue differentiation,
however, when altered can be associated with tumor formation and progression. This study
examined the methylation of CpG islands in the promoter regions of three genes, each with a
particular role in the molecular pathway of carcinogenesis. These include COX2, THBS1 and
GPX3, being extensively studied in tumor cells [17-19].

The gene THBS1 encodes the protein Thrombospondin-1 which is a multifunctional

glycoprotein matricelular containing areas of interaction with a large variety of proteins, cellular



receptors and enzymes, being involved in numerous biological processes including cell
adhesion, migration, proliferation, cell- cells, angiogenesis, tumor cell metastasis, inflammation
and thrombosis [22,23]. It has a critical role in inhibit formation of blood vessels due to
maintenance release of VEGF. In cancer patients there is a deregulation of angiogenesis, with
increased VEGF and decreased TSP1, promoting tumor angiogenesis and inflammation [24].

Hypermethylation of this gene has been found in many human primary cancers
including gastric carcinoma and colorectal cancer [25-27]. Our results demonstrated that 33% of
gastric cancer samples were methylated within THBS1 gene promoter and only 7% in samples
of normal tissue. Guo, et. al., (2010) found the pattern of methylated gene THBS-1 in 35.4% of
samples of gastric cancer, and only 3.1% of normal tissue, which was significantly (P<0.001)
higher in tumor tissue compared with the normal tissue, and the frequency of methylation
significantly higher in stages Il and IV (P=0.04) than in stages | and Il. Guo, et. al. [15] found
no association between the methylation profile of the gene THBS1 and histological types [15].
We also found no correlation between the methylation profile of the gene THBS1 and staging,
histological type or presence of H. pylori in samples adenocarcinoma or in normal samples.
Report by Oue et al. [26] presented also a significant percentage of samples methylated THBS1,
however, the level of mMRNA expression was not associated with TNM stage or histological
type.

Other studies suggest that there is no association between tumor type profile of gene
methylation of THBS1. Aydemir et al. [28] by analyzing the methylation profile of THBS1 in
meningiomas found that the sample showed unmethylated pattern [28]. Our results showed no
association between methylation status and THBS1 and clinicopathological characteristic.
Therefore, we suggest that the gene THBS1 cannot be used as a biomarker for the gastric cancer.
This gene has been used as biomarkers in other types of tumors such as cancer of the head, neck
and breast cancer [29,30].

The protein Glutathione peroxidase 3, encoded by GPX3, catalyzes the reduction of
peroxides and protects cells against oxidative damage [13]. Reactive oxygen species (ROS) are
constantly generated by metabolic processes and environmental exposures. ROS induces DNA
damage leading to destruction of genomic integrity, and this has been a major cause of human
cancer. The loss or decreased expression of GPX3 may result in an increased rate of mutation in
genes involved in cellular homeostasis as tumor suppressor genes. Several studies have
addressed the loss of expression of GPX3 by methylation of the promoter region in several types
of tumors, such as endometrial adenocarcinoma, colon, kidney, liver, lung, gastric, and others
[13,18,19]. However, our results showed no association between the methylation profile of this

gene and the clinicopathological variables studied (Table 1).



In corroboration of our findings, Jee et al. [31] analyzed the methylation profile of six
genes in three strains of gastric cancer (SNU-1, -601, and -719). Despite the gene GPX3 be
methylated in 30.1% of samples, no correlation was found between the methylation status of
these genes and the clinicopathological variables [31]. The results obtained by Chen, et. al. [19]
demonstrated that patients with HNSCC (Head and neck squamous cell carcinoma) also showed
no correlation between gene methylation profile and staging. However, achieved a significantly
high correlation (P = 0.0142) responses to chemotherapy where that 82.6% had no GPX3
methylated responded to treatment with a full or partial reduction of the tumor.

Our data showed no association between the methylation status of the gene GPX3 in
samples of gastric cancer and normal tissue in the sample size studied, other studies have
associated their role as biomarkers in strains of squamous cell carcinoma of the esophagus
(ESCC) [32]. Several other factors may be associated with the mechanism of loss or defect of
gene expression, such as loss of heterozygosity. Besides studying the methylation profile, [33]
indicated that the methylated gene GPX3 besides, was deleted (hemizigose or homozygous) in
39% of prostate cancer samples studied.

Cyclooxygenase (COX) is an enzyme that converts arachidonic acid into
prostaglandins. The COX2 gene encodes a protein involved in many important processes
leading to tumor progression, such as angiogenesis survival, proliferation, metabolism of the
neoplastic cells, production of reactive oxygen molecules, invasion and immunosuppression
[18]. Mrena and colleagues [34] suggest that patients with early-stage tumors with high
expression of COX2 had a higher death risk for gastric cancer than in patients with
downregulation of COX2 gene. Increased expression of COX2 gene was detected in several
types of tumors and is considered an oncogene, and thus its expression has been associated with
the invasive phenotype and a poor prognosis [35].

Studies suggest the existence of hypomethylation of proto-oncogenes and
hypermethylation of tumor suppressor genes in carcinogenesis gastrointestinal [36]. COX2 is
known as an oncogenic protein. The profile of gene methylation in 39 samples of COX2 gastric
cancer analyzed showed the pattern unmethylated in 64% (n = 25) samples. This result confirms
the results obtained by Wang et al, [37], that demonstrates that COX2 is not methylated in most
cases of stomach cancer. Many works have reported their increased expression in tumor cells
when compared to normal tissues. The expressed human gastric mucosa usually hardly
detectable levels of COX2 protein - the gene is in principle methylated. However, this protein
has been identified as being overexpressed in gastric cancer, suggesting that the gene is not
methylated, thus constituting an important factor in the growth and development of gastric
cancer [38,39].



The COX2 overexpression is associated with proliferation, angiogenesis, tumorigenesis
and resistance to apoptosis [35]. Shi, et. al. [38] evaluated the prognostic value of COX2 and
VEGF expression in 281 samples of gastric cancer, this study revealed that the rate of 5-year
survival of patients with expression of COX2 or VEGF was significantly lower than that of
patients without expression of COX2 or VEGF. The overexpression of COX2 and VEGF in
patients with gastric carcinoma may increase the chance of invasion and metastasis, entailing a
poor prognosis [38].

Our results do not confirm these studies, because despite being observed in 64% of
gastric cancer samples showed unmethylated COX2, we did not found association with
clinicopathologic variables or with tumor aggressiveness. The evaluation of protein expression
could be used as examination of other parameters that could help in this study. More studies on
the methylation pattern of other genes could help expose the methylation profile of the studied
samples of gastric cancer and other tumors, and consequently lead to a deeper understanding of
the pathogenesis of the disease, thus ensuring a better understanding of the prognosis and
considering new treatment options.

The presence of H. pylori was not associated (P > 0.05) with clinicopathological
variables nor the methylation status of the studied genes. It is known that most patients infected
by H. pylori remain asymptomatic, 10 to 20% will develop peptic ulcers and only 1% will
develop gastric cancer [40]. The evaluation of the presence of H. pylori in gastric cancer
patients is critical to the prognosis. The survival rate at 5 years increased to 60, due to a higher
rate of early diagnosis through mass screening programs in areas of high incidence of gastric
cancer epidemic areas coinciding with H. pylori [15]. A study by Hur et al. [15] evaluated the
effect of H. pylori in the prognosis of patients in Korea with high infection rates. Of the 149
patients, 85.5% were positive for serum H. pylori, nevertheless, showing no correlation between
clinicopathologic characteristics and infection.

Studies have found that there are more virulent strains than others, those having the
virulence factor Cag [41]. Animal models have been utilized to better understand the role of the
virulence factors of H. pylori. In a transgenic mouse model, it was demonstrated that the
expression of CagA in mice induced various tumors, gastric epithelial hyperplasia, hyperplastic
polyps, carcinomas and gastrointestinal and hematologic malignancies such as lymphoma and
myeloid leukemia cell B [42]. Although the results of this study have found the presence of H.
pylori in 67% of gastric cancer samples by PCR for amplification of a fragment of 150 bp for
the fragment of the bacterial 16S rRNA, did not evaluate the presence of virulence factor Cag.

Although none of the genes studied were associated with samples of gastric cancer,
several other factors, not only epigenetic could contribute to the formation of tumor cells, as the

presence of Helicobacter pylori, alcohol, dietary habits, smoking, among others [2]. Geographic



variation can result in incidence and mortality, indicating that environmental factors and
lifestyle plays an important role in the etiology of gastric cancer. The results of recent studies
assumes an association between regular consumption of alcohol and the risk of gastric cancer in
men [3]. Cellular changes resulting from chemicals in cigarettes have been widely investigated
in adults, where they cause DNA damage, evidenced by genetic mutations, micronuclei,
chromosomal aberrations, sister chromatid exchanges and DNA strand breaks [43].
Furthermore, studies reveal the important role of nicotine or NNK (nicotine-derived
nitrosamine) in the pathogenesis of cancer through cellular processes such as cell proliferation,
angiogenesis and epithelial-mesenchymal transition an important factor in tumor invasion [44].

In conclusion, our results indicate that the methylation status of THBS1, GPX3 and
COX2 was not significantly different in gastric cancer compared to normal tissue. The
clinicopathological variables was not associated with the methylation profile of the samples
studied. The presence of H. pylori was not associated with the methylation profile of genes
THBS1, GPX3 and COX2 nor with clinicopathological variables.
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Figure Legends

Fig. 1 THBS1 gene amplification of the normal tissue sample 57 (unmethylated) and sample 9
(unmethylated) and 1 (methylated) gastric cancer gel 8% polyacrylamide and stained with
silver. B = water + DNA (negative control enzyme), DNA + H = enzyme Hpall, M = DNA +
enzyme Mspl (positive enzyme control).

Fig. 2 GPX3 gene amplification of the normal tissue sample 57 (unmethylated) and samples 30
and 1 (unmethylated) gastric cancer gel 8% polyacrylamide and stained with silver. B = water +
DNA (negative control enzyme), DNA + H = enzyme Hpall, M = DNA + enzyme Mspl
(positive enzyme control).

Fig. 3 COX2 gene amplification of the normal tissue sample 57 (methylated) and one of the
samples (unmethylated) and 8 (methylated) gastric cancer gel 8% polyacrylamide and stained
with silver. B = water + DNA (negative control enzyme), DNA + H = enzyme Hpall, M = DNA
+ enzyme Mspl (positive enzyme control).

Fig. 4 Regarding the amplification fragment of 16S rRNA from H. pylori of 57 normal tissue
sample, the first sample of gastric cancer (H. pylori positive). Sample 2 did not amplify
(absence of H. pylori). Polyacrylamide gel 8%.



Tables

Table 1. Frequency of hypermethylation of THBS!, and COX2 GPX3 paraments associated with clinical samples of 39 gastric cancer and 15 gastric tissue
normal.

THBS1 GPX3 cox2
Variables (N) Total Methylated Unmethylated P value Methylated Unmethylated P value Methylated Unmethylated P value
Gender
Female 11 2(18%) 9 (82%) 3 (27%) 8 (77%) 5 (45%) 6 (55%)
Male 28 0 (0%) 28 (100%) 0,074 4 (14%) 24 (86%) 0,379 9 (32%) 19 (68%) 0,478
Tissue
Normal 15 1 (7%) 14 (93%) 2 (13%) 13 (87%) 10 (67%) 5 (33%)
CG 39 2 (5%) 37 (95%) 0,981 7 (18%) 32 (82%) 1,000 14 (36%) 25 (64%) 0,066
Laureén type
Intestinal 23 1 (4%) 22 (96%) 2 (9%) 21 (91%) 6 (26%) 17 (74%)
Diffuse 16 1 (6%) 15 (94%) 1,000 5 (31%) 11 (79%) 0,1 8 (50%) 8(50%) 0,179
Phase
VI 15  1(6,6%) 14 (93,4%) 3 (20%) 12 (80%) 6 (40%) 9 (60%)
/v 24 1(42%) 23 (95,8)% 1,000 4 (16%) 20 (84%) 0,999 8 (33%) 16 (67%) 0,739
Metastasis in lymph nodes
Present 25 2 (8%) 23 (92%) 5 (20%) 20 (80%) 7 (28%) 18 (72%)
Absent 14 0 (0%) 14 (100%) 0,527 2 (14%) 12 (86%) 0,684 7 (50%) 7 (50%) 0,269
Distant Metastasis
Absent 34 1 (3%) 33 (93%) 5 (15%) 29 (85%) 13 (38%) 21 (62%)
No distinguishe 5 1(20% 4 (80%) 0,242 2 (40%) 3 (60%) 0,213 1 (20%) 4 (80%) 0,636
H. pylori
Present 26 1 (4%) 25 (98%) 6 (23%) 20 (77%) 11 (42%) 15 (58%)

Absent 13 1(7.6%) 12 (92.4%) 1,000 1(7,7%) 12 (92,3%) 0,388 3 (23%) 10 (77%) 0.303







H. pylori

Variables (N) Total Positive  Negative P-value
Gender

Female 11 6 (55%) 5 (45%)

Male 28 20 (71%) 8 (29%) 0,452
Tissue

Normal 15 10 (67%) 5 (33%)

CG 39 26 (67%) 13 (33%) 0,999
Laurén type

Intestinal 23 13 (56%) 10 (44%)

Diffuse 16 13(81%) 3 (19%) 0,169
Phase

i 15 10(67%) 5 (33%)

I1/1V 24 16 (67%) 8 (33%) 1,000
Metastasis in lymph nodes

Present 25 14 (56%) 11 (44%)

Absent 14 12 (86%) 2 (14%) 0,088
Distant Metastasis

Absent 34 22 (65%) 12 (35%)

No distinguishe 5 4(80%)  1(20%)  0,6478
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Fig. 1

57 [} 1
57M 57H 57B B 9M OH 9B IM 1H 1B B THBSI
150 bp
Fig. 2
57 1 8
cCOoX2

5TM 5TH 57TB1IM 1H 1B 8M 8H 8B B

150 bp

Fig. 3



20

57 30 1
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