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RESUMO

Barcelos-Baldoni MM. Determinagdo do perfil de expressao de miRNA
dos carcinomas gastricos de pacientes submetidos a quimioterapia
neoadjuvante. Sdo Paulo; 2016. [Tese de Doutorado Fundagédo Antdnio

Prudente].

INTRODUGAO: O tratamento do carcinoma gastrico (CG) é complexo e
requer recursos intensivos. Atualmente, a cirurgia € a unica opgao curativa
disponivel para o tratamento de pacientes com CG. Na ultima década
observou-se um grande avango no tratamento multimodal destes pacientes
devido ao reconhecimento e aceitagdo dos efeitos benéficos da
quimioterapia (QT) e/ou radioterapia neoadjuvantes. Contudo, os resultados
ainda sao conflitantes, uma vez que os efeitos destes tratamentos em
pacientes distintos ainda n&o estao totalmente estabelecidos. A sele¢cao dos
pacientes com GC quimiossensiveis, para a indicacdo das terapias
neoadjuvantes, é essencial pois evita o surgimento dos efeitos colaterais e
das complicagdes relacionadas, os quais ainda contribuem para o atraso da
realizacdo do tratamento cirurgico. Andlises abrangentes de expresséao
génica, como por exemplo as analises de expressdao de microRNAs
(miRNAs), tem identificado perfis de expressdo génica relevantes,
associados a caracteristicas como estagio e grau histolégico do tumor,
susceptibilidade dos pacientes a quimioterapia, agressividade tumoral clinica
ou prognéstica. Podemos encontrar na literatura cientifica mundial, varios
estudos mostrando associagdes entre os perfis de expressdo de miRNA e os
CGs. Porém, ndo encontramos estudos que demonstraram perfis de
expressdo de miRNAs em CGs associados ao grau de resposta
histopatologica, de pacientes submetidos aos tratamentos neoadjuvantes.
OBJETIVOS: Determinar o perfil de expressao diferencial de miRNAs entre
os CGs e as mucosas gastricas normais, relacionar os perfis de expressao

dos miRNAs diferencialmente expressos com as caracteristicas clinicas e



histopatolégicas dos CGs dos pacientes submetidos a tratamento
neoadjuvante. CASUISTICA E METODOS: Foram estudadas 75 amostras
de CGs, distribuidas em 3 grupos: Grupo 1 constituido por pacientes
submetidos exclusivamente ao tratamento cirurgico (23 amostras); Grupo 2
com pacientes com CGs tratados com QT neoadjuvante seguido de cirurgia
(52 amostras) e Grupo 3 constituido pelo pool de amostras de mucosa
gastrica normal (18 amostras). As etapas de triagem e determinagao das
expressoes dos 377 miRNAs, foram realizadas por gqRT-PCR através das
placas TLDA (Tagman® Low Density Array). Os dados dos miRNAs
diferencialmente expressos foram validados por qRT-PCR utilizando-se de
oligonucleotideos sequéncia-especificos e suas respectivas sondas.
RESULTADOS: 109 miRNAs foram diferencialmente expressos nas
comparacgoes entre os perfis de expressao dos CG e das mucosas gastricas
normais. As analises das expressdes diferenciais dos miRNAs nos CGs do
Grupo 1 identificaram 14 miRNAs diferencialmente expressos em relagéo ao
Obito ocorrido nos pacientes com CGs com até 60 meses de seguimento.
No Grupo 2, as analises dos perfis de expressodes diferenciais dos miRNAs
encontraram 9 mMiRNAs associados aos CGs com resposta patoldgica
completa (0% de célula tumoral viavel) em comparagdo aqueles sem
resposta patolégica (100% de células tumorais viaveis). As reagdes para a
validagdo dos miRNAs diferencialmente expressos, confirmaram a
hipoexpressdo do miR-16 nos CGs sem resposta patolégica (100% de
células tumorais viaveis) com p = 0,04 e fold = -2,21. Nos CGs com resposta
patologica insatisfatoria ou ausente (90% a 100% de células tumorais
viaveis.) os miR 22 (p = 0,001, fold = -3,41), o miR 130a (p = 0,035, fold = -
1,98) e também o miR-16 foram validados como hipoexpressos.
CONCLUSAO: Este estudo demostrou a associagdo da expressdo de
alguns miRNAs em CGs resistentes ou n&do responsivos ao tratamento
neoadjuvante utilizado. Estes dados corroboram para o uso dos miRNAs
como alvos terapéuticos para uma melhor resposta ao tratamento dos

pacientes com CG.



SUMMARY

Barcelos-Baldoni MM. [ldentification of microRNA profile in gastric
carcinoma patients treated with neoadjuvant chemotherapy]. Sdo Paulo;

2016. [Tese de Doutorado-Fundacgao Antonio Prudente].

INTRODUCTION: The curative treatment of gastric carcinoma (GC) requires
gastric resection. However, most patients are not cured by surgery treatment
alone. Results of randomized controlled studies conducted to verify the
effectiveness of neoadjuvant chemotherapy (NC) for gastric carcinoma have
suggested that this treatment is therapeutically useful for the patients instead
of surgery alone. However, in some patients with apparently the same
molecular and histological tumor characteristics, the objective clinical
response with NC is not achieved, and this lack of response may delay
curative surgery and the toxicity induced by chemotherapy may increase
surgical complications. Therefore, the main challenge for improving clinical
outcomes is to understand the molecular mechanisms that may play
essential roles in patients’ responses of GC treatments. So, predictive novel
molecules identification may be crucial for correct patients’ selection.
Emerging evidence suggested that some microRNAs (miRNAs) can have
prognostic and diagnostic value in many types of cancer. Expression levels
of several miRNAs have been found to be correlated with GC prognosis and
could determine the clinical response for neoadjuvant chemotherapy.
OBJECTIVES: To identify gastric carcinoma miRNA profile compared with
normal gastric tissue and to analyze the relation between differential
expressed miRNA with clinical features and pathological response of GC
treated with neoadjuvant chemotherapy. SAMPLES AND METHODS: A total
of 75 samples were selected from a retrospective database of A.C.Camargo
Cancer Center. From these samples, 23 were GC samples of patients
treated by only surgery (Group 1) and 52 GC samples of patients treated with

NC (Group 2). Beside that we selected some normal gastric tissue to make a



control pool (Group 3). For trial analyses we used TLDA (Tagman® Low
Density Array) gRT-PCR to determine the expression of 377 miRNAs. After
that, validation of differentially expressed miRNAs was done by qRT-PCR
using individual assays. RESULTS: 109 miRNAs were differentially
expressed in the comparative analyses between miRNA profile of GC
patients and normal gastric mucosa. The comparison between
clinicopathological features and miRNA profile of Group 1 samples showed
14 differentially expressed miRNAs in GC patients death by cancer in relation
to patients alive without cancer after 60 months of follow up. Furthermore, in
GC samples of Group 2 were identified 9 differentially expressed miRNAs in
patients with complete pathological response (0% of viable tumor cells) in
relation to GCs without pathologic response (100% of viable tumor cells) for
neoadjuvant chemotherapy. In the validation step of differentially expressed
miRNAs, it was confirmed miR-16 downregulation in 100% of viable tumor
cells samples (p = 0,04, fold = -2,21). Beside miR 16 (p < 0,01, fold = -3,11),
miR 22 (p = 0,001, fold = -3,41) and miR 130a (p = 0,035, fold = -1,98) were
confirmed downregulated in 90% to 100% of viable tumor cells samples.
CONCLUSION: Our findings identified miRNAs deregulated in GC patients
without tumor response when comparing with complete tumor response
patients. These miRNAs are correlated to apoptosis pathways, tumor growth
and drugs metabolism. These results can be useful to identify targets

mMiRNAs and improve response tumor to neoadjuvant chemotherapy.
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1 INTRODUGAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA

O carcinoma gastrico (CG) é considerado altamente agressivo e letal,
sendo a segunda maior causa de mortes relacionadas ao cancer no mundo
(OOl et al. 2009; UEDA et al. 2010; BRENNER et al. 2011; LIU et al. 2011;
WANG et al. 2011). A ocorréncia do CG é mais comum na regido leste da
Asia e Europa, e na América do Sul. As caracteristicas clinico-patolégicas e
0 padrdo de tratamento sao diferentes quando comparamos os paises do
Oriente com os do Ocidente. O local de acometimento no estdbmago também
difere entre as regides. Na Asia, a maioria dos CGs & localizada na parte
distal do estbmago. Ja no oeste Europeu e nos Estados Unidos,
aproximadamente 50% dos CG sao localizados na regido do cardia ou na
juncao gastresofagica (OH e BANG 2013). Ao contrario do que acontece no
Japao e na Coréia, onde os protocolos para triagem e rastreamento de CG
sdo rigorosamente seguidos e estdo disponiveis a toda populagao,
possibilitando assim o diagndstico na fase inicial da doenga em mais de 50%
dos casos; nas outras partes do mundo, aproximadamente dois tercos dos
pacientes com CG ja estdo com doenga local avangada no momento do
diagnéstico (RAJDEV 2010; SCHUHMACHER et al. 2010; OH e BANG
2013). Estimativas indicam que a incidéncia do CG corresponde a 6,8% dos

novos casos de cancer no mundo. Além disso, dos 952.000 novos casos de



CG estimados ao ano, 723.000 serao letais (PARKIN et al. 2005; JEMAL et
al. 2011; FERLAY et al. 2015).

Dentre os fatores de risco relacionados ao desenvolvimento do CG
estdo a ingestdo exagerada de sal e alcool, tabagismo e gastrite crénica
relacionada ao Helicobacter pylori (H. pylori). Em contrapartida, o aumento
do consumo de frutas e vegetais, assim como a pratica de atividades fisicas,
protegem contra o desenvolvimento de CG (BORNSCHEIN et al. 2011). A
incidéncia de CG tem apresentado um declinio importante nas ultimas
décadas, provavelmente devido a abolicdo de certas praticas, como por
exemplo, o uso de sal para a conservagédo dos alimentos (WERNER et al.

2001).

1.2 CARACTERISTICAS ANATOMO-PATOLOGICAS

O cancer de estdbmago refere-se a qualquer neoplasia maligna
originada entre a juncao gastroesofagica e o piloro. Aproximadamente 95%
dos tumores de estdbmago s&o de origem epitelial e sdo designados
adenocarcinomas. A classificacdo de Lauren descreve dois principais tipos
histolégicos de CGs, com caracteristicas clinicas, epidemiologicas e
histopatoldgicas distintas: o tipo intestinal e o difuso. O tipo intestinal
apresenta células neoplasicas coesas, formando estruturas tubulares, tipo
glandulares, que frequentemente ulceram a mucosa, enquanto que o tipo
difuso é caracterizado pelo padrao infiltrativo que causa o espessamento da

parede do estdbmago, sem a formacdo de uma massa (LAUREN 1965). O



tipo intestinal, mais comum em homens mais velhos nas regides de alto
risco, geralmente apresenta melhor prognéstico. Esse tipo esta associado a
presenca de lesdes pré-cancerosas como atrofia gastrica e metaplasia
intestinal e é influenciado por fatores ambientais como a infec¢gao por H.
pylori, obesidade e fatores relacionados a dieta. O tipo difuso é mais
frequente em mulheres e pacientes jovens, e estd associado a pessoas de
grupo sanguineo A, indicando susceptibilidade genética (WERNER et al.
2001). Casos de carcinomas gastricos mistos que possuem componentes do
tipo intestinal e do tipo difuso tém sido descritos (WERNER et al. 2001;
NAGINI 2012).

A Classificagao dos tumores gastrointestinais da Organizagao Mundial
da Saude (OMS) reconhece 5 tipos histolégicos principais de
adenocarcinomas gastricos: tubulares, papilares, mucinosos, pouco coesos
(incluindo o tipo em anel de sinete) e os carcinomas mistos. O diagndstico
do subtipo de CG é baseado no padrao histoldégico predominante visualizado
na pega cirurgica ou biopsia. Um desses subtipos € o adenocarcinoma
tubular que apresenta dilatacdes proeminentes e ramificagdes tubulares com
diametros variados, podendo apresentar também estruturas acinares. As
células tumorais individuais sdo colunares, cubdides ou achatadas pela
mucina intraluminal. Porém, células claras também podem estar presentes.
O nivel de atipia citologica varia de baixo até alto grau. Adenocarcinomas
tubulares com estroma proeminente linféide sdo chamados de carcinomas
medulares ou carcinomas com proeminente linféide. Um outro subtipo é o

adenocarcinoma papilar, que sdo carcinomas exofiticos bem diferenciados



com prolongamentos semelhantes a dedos alongados revestidos por células
cubicas ou cilindricas e apoiados por nucleos de tecido conjuntivo
fibrovascular. As células desse subtipo tendem a manter sua polaridade e
alguns tumores apresentam diferenciagdes tubulares (papilotubular). O grau
de atipia celular e indice mitético variam, podendo apresentar até atipia
severa. As margens deste tipo de tumoral sdo geralmente sdao bem
demarcadas e o tumor pode apresentar células inflamatdrias crbnicas e
agudas. O terceiro subtipo é o adenocarcinoma mucinoso, caracterizado
pela presenca de mucina extracelular em mais de 50% do tumor. O quarto
subtipo consiste nos carcinomas gastricos pouco coesos, compostos por
células neoplasicas isoladas ou em pequenos agregados. Este subtipo é
constituido por células em anel de sinete, onde mais de 50% do tumor é
formado por células isoladas ou pequenos grupos de células malignas
contendo mucina intracitoplasmatica. As células tumorais possuem nucleos
pressionados contra a membrana celular criando a aparéncia classica de
células em anéis de sinete devido ao citoplasma expandido, globdide e
visualmente limpo. O citoplasma contém acido de mucina e pode ser
visualizado através da coloracdo com Alcian blue em pH 2,5. As células
tumorais podem ainda apresentar nucleos centrais semelhantes a histiocitos,
com pouca ou nenhuma atividade mitética; citoplasma eosinofilico com
granulos citoplasmaticos proeminentes, pequenas células com pouco ou
nenhuma mucina, e ainda nucleos anaplasicos com pouca ou nenhuma

mucina. Os tumores com células em anel de sinete também podem formar



delicadas trabéculas glandulares, exibindo um arranjo solido. Estes tipos
ainda podem se apresentar de forma mista. (LAUWERS et al. 2010).

Os tipos de CGs mais comuns, correspondendo a 70% do total, sao
os adenocarcinomas tubular e o papilar. Carcinoma com células em anel de
sinete compreendem 10% de todos os tumores (LEE et al. 2012). Em geral,
o adenocarcinoma tipo intestinal € considerado ser essencialmente
equivalente ao adenocarcinoma diferenciado, assim também acontece como
os tipos difuso e indiferenciado (NAMIKAWA e HANAZAKI 2010). Existem
também os subtipos raros como o adenoescamoso, carcinoma com estroma
linféide (carcinoma medular), adenocarcinoma hepatdide, o de células
escamosas e os carcinomas indiferenciados. (WERNER et al. 2001; NAGINI
2012).

De acordo com a sua localizagéo topografica no estbmago, o CG
pode ser classificado em tumores proximais (cardia, fundo) e distais (antro,
piloro). Os tumores da parte proximal geralmente apresentam progndstico
menos favoravel quando comparados aos carcinomas de outras regides
gastricas (WERNER et al. 2001). A classificagdo de Borrmann divide os CGs
em dois tipos macroscépicos: avangados e superficiais (precoces). Os CGs
avancados sao estratificados em 4 tipos com padrdo de crescimento
distintos: polipdide (tipo 1), ulcerado com bordas bem delimitadas (tipo Il),
ulcerado infiltrativo (tipo Ill) e infiltrativo difuso (tipo IV). Ja os CGs
superficiais (restritos a mucosa ou submucosa) sdo divididos em 3 tipos:
polipdide (tipo 1), superficial elevado (tipo lla), superficial plano (tipo lIb),

superficial deprimido (tipo llc) e ulcerado (tipo I1l) (WERNER et al. 2001).



1.3 ESTADIAMENTO PATOLOGICO E CLINICO

Definir o estadiamento correto do CG ao diagndstico é imprescindivel
para o fornecimento de informagdes progndsticas confidveis e também para
o estabelecimento de informacgdes terapéuticas comuns nos tumores que
apresentam caracteristicas similares quanto ao tipo histoldgico,
diferenciacdo, tamanho, etc... (SANTIAGO et al. 2010). O sistema mais
usado no ocidente para o planejamento do tratamento adequado no CG é o
sistema TNM (Tumor, Node, Metastasis). Esse sistema classifica o tumor
com base na profundidade microscopica de invasao tumoral (T) na parede
gastrica, na quantidade de linfonodos regionais com presenga de tumor (N),
e na presenga de metastases a distancia (M). Além disso, também €& usado
como uma ferramenta que permite a comparacgao entre os resultados obtidos
nos tratamentos realizados em diferentes paises e/ou Instituicbes. Esse
sistema de estadiamento para o CG foi incluido na primeira edicdo do Union
for International Cancer Control (UICC) TNM em 1966. Atualmente, a 7°
edigdo reformulada em conjunto com a American Joint Commitee on Cancer
(AJCC), vem sendo usada desde janeiro de 2010 (Tabela 1) (KWON 2011).

De acordo com as diretrizes da National Comprehensive Cancer
Network (NCCN) para o estadiamento do CG, o uso de técnicas variadas
incluindo tomografia computadorizada de abdome; pélvis e torax,
ultrassonografia pélvica, PET (tomografia por emissdo de positrons), PET-
CT, esofagogastroduodenoscopia com bidpsia, e ultrassom endoscoépico

devem ser utilizadas. (SEEVARATNAM et al. 2012; DIXON et al. 2014).



Tabela 1 — Estadiamento (TNM) do CG, 7° edigao (UICC/AJCC).

Estadio T Infiltragao

T1a Lamina propria
T1b Submucosa

T2 Muscular prépria

T3 Subserosa

T4a Serosa

T4b Estruturas adjacentes
Estadio N N° de linfonodos infiltrados
N1 1-2

N2 3-6

N3a 7-15

N3b 216

Estadio M Metastase a distancia
MO Ausente

M1 Presente

Fonte: Adaptado de SANTIAGO et al. (2010).

O estadiamento clinico (cTNM) define o progndstico previamente ao
tratamento inicial. O estadiamento patoldgico (pTNM) reconhece os dados
da ressecgao cirurgica e da analise histoldgica, proporcionando um
prognostico mais preciso e selecionando os casos candidatos a tratamentos
adjuvantes. O estadiamento pds-terapia inclui os dados clinicos (ycTNM) ou
patolégicos (ypTNM) de pacientes que receberam quimio e/ou radioterapia
com a finalidade de avaliar a resposta desses tratamentos (SANTIAGO et al.
2010). A 7° edi¢cado do TNM sofreu algumas modificagdes nas categorias de

estadiamento clinico (Tabela 2).

Tabela 2 — Estadios clinicos TNM para CG, 7° edi¢ao (UICC/AJCC).

NO N1 N2 N3a N3b
T1 la Ib lla IIb b
T2 Ib lla IIb Ila llla
T3 lla b Ila b b
T4a b llla b lllc lllc
T4b b b lllc lllc lllc

Qualquer T ou N, M1 = Estadio IV

Fonte: Adaptado de SANTIAGO et al. (2010).



1.4 TRATAMENTO

O tratamento do CG é complexo e requer recursos intensivos. As
decisbes entre as diferentes opgdes terapéuticas exigem extenso
planejamento e necessita ser desenvolvida por uma equipe multidisciplinar
(DIXON et al. 2014). Atualmente, a cirurgia é a unica opgéo curativa
disponivel para o tratamento de pacientes com CG (UEDA et al. 2010;
SEEVARATNAM et al. 2012; OH e BANG 2013). As margens cirurgicas
devem ser asseguradas quando se determina a linha de ressec¢do em uma
gastrectomia com intengdo curativa (Japanese Gastric Cancer Association
2011). Porém, dependendo do estadio, os resultados podem ser
desapontadores, podendo apresentar taxas de até 85% de recorréncia apos
a completa resseccgdo cirurgica do tumor (ZHANG et al. 2011). Como ja
mencionado, as margens de ressecgao cirurgica sao fortemente associadas
com o prognostico. Apenas as ressecgdes RO (completa retirada do tumor
com margens microscopicas negativas) apresentam taxas significantes de
cura. Os pacientes operados com margens tumorais microscopicas (R1) ou
macroscopicamente (R2) positivas possuem um progndstico extremamente
ruim (BRENNER et al. 2006). Os estudos que mostram taxas de sobrevida
ruim em pacientes tratados com cirurgia isoladamente apontam para a
presenca de doenga micro metastatica ao diagnodstico, sendo que a
presenca de metastases tumorais a distancia é a principal causa relacionada
ao oObito destes pacientes (BRENNER et al. 2006). Atualmente, a principal

questdo relacionada ao tratamento cirurgico dos CGs é a extensdo da



disseccao linfonodal realizada. Tradicionalmente, na Coréia e no Japao, a
disseccao linfonodal extensa (dissec¢cao D2) vém sendo empregada como
padrdo ouro nestas cirurgias. Ja nos Estados Unidos e na Europa, a
dissecgado linfonodal perigastrica (disseccdo D1) € ainda amplamente
realizada. A extensdo da dissecgdo linfonodal (disseccdo D1 versus
dissecgao D2) tem sido comparada em muitos estudos clinicos (MRC STO01,
Dutch D1D2, IGCSG-R01 e Taiwanese trial). Baseado nos resultados destes
estudos a cirurgia com linfadenectectomia D2 vem sendo incorporada nos
Estados Unidos e Europa, e taxas de menor morbidade vem sido observada
nestes pacientes (OH e BANG 2013).

Na ultima década, com o objetivo de melhorar os resultados nas taxas
de sobrevida global dos pacientes com CG, diversas estratégias de
tratamento complementares a cirurgia tem sido empregadas (MACDONALD
et al. 2001, WADA et al. 2013). Diferentes protocolos de tratamento se
estabeleceram em algumas regides do mundo. MACDONALD e
colaboradores (2011) mostraram que o0s pacientes que fizeram
quimiorradioterapia adjuvante apresentaram aumento nas taxas de
sobrevida livre de doenca em 3 anos, e também aumento nas taxas de
sobrevida global e mediana, quando comparados aqueles tratados apenas
com a cirurgia. Entretanto, neste estudo, a maioria dos pacientes nao foi
submetida a dissecgao linfonodal considerada adequada (D2) e portanto,
muitos autores questionam o real beneficio da quimiorradioterapia adjuvante
em pacientes adequadamente operados. Apesar desses questionamentos,

esse esquema de tratamento tem sido considerado como padrdo em varios
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centros norte-americanos de tratamento de CG. Nos paises orientais,
principalmente Japdo, Coréia e China, o padrdao de tratamento inclui a
quimioterapia adjuvante a base de fluoropirimidinas, como demonstrado em
estudo japonés que selecionou apenas pacientes adequadamente operados
e com ressecgao cirurgica RO. Estes pacientes foram randomizados para
serem tratados apenas cirurgicamente ou com quimioterapia adjuvante com
S1 (preparagéo a base de fluoropirimidina) por 1 ano. Os pacientes que
foram submetidos a quimioterapia adjuvante obtiveram maiores taxas de
sobrevida livre de progressao e de sobrevida global (SASAKO et al. 2011).
Mesmo com esses resultados, alguns autores ainda questionam o beneficio
dessa estratégia no tratamento do CG na populagao nao oriental. Diferencas
bioldgicas relacionadas ao comportamento do tumor e/ou ao metabolismo
dos quimioterapicos poderiam explicar os beneficios encontrados nestes
pacientes (SCHUHMACHER et al. 2010).

Outra abordagem terapéutica que tem sido utilizada no tratamento do
CG é a quimioterapia neoadjuvante ou perioperatdria. Antecipar o tratamento
sistémico a cirurgia tem como objetivo tratar de forma precoce a doenca
micrometastatica, possibilitar a diminuicdo do volume tumoral permitindo
maiores taxas de ressecgdes curativas e, sobretudo, conhecer a biologia
tumoral através dos padrbes de resposta tumoral obtidos com o uso da
terapia neoadjuvante/perioperatéria (BRENNER et al. 2006; WANG et al.
2010; HINGORANI et al. 2011).

O estudo realizado pelo United Kingdom National Cancer Research

Institute (NCRI)/Medical Research Counsil Adjuvant Gastric Infusional
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Chemotherapy (MAGIC), com 503 pacientes com CGs, foi o primeiro grande
estudo clinico randomizado, fase lll, a demonstrar resultados benéficos
conclusivos sobre o uso de terapias pré e pos-operatdria nas taxas de
sobrevida dos pacientes, quando comparadas com as taxas apresentadas
pelos pacientes tratados exclusivamente por cirurgia (CUNNINGHAM et al.
2006). Os pacientes deste estudo foram randomizados em 2 subgrupos: 1.
aqueles tratados com cirurgia isolada ou com quimioterapia perioperatéria
com o esquema ECF (epirubicina, cisplatina e infusdo continua de 5-
fluorouracil, 5-FU). A taxa de sobrevida global dos pacientes em 5 anos foi
de 36%, contra 23% em favor da quimioterapia perioperatoria. A taxa de
sobrevida livre de progressao da doenca também foi melhor nos pacientes
tratados com terapia perioperatéria (CUNNINGHAM et al. 2006; CHUA e
CUNNINGHAM 2007). O estudo francés FNLCC/FFCD (Fondation Francais
de Cancerologie Digestive/Federation of the French Cancer Centres)
mostrou resultados muito similares aos apresentados pelo MAGIC
(sobrevida em 5 anos foi de 38% contra 24% em favor da quimioterapia
perioperatdria), porém nesse estudo o tratamento quimioterapico utilizado foi
o esquema CF, sem epirubicina (BOIGE et al. 2007; HINGORANI et al.
2011). Ambos estudos demonstraram beneficios comuns na realizagdo do
tratamento neoadjuvante dentre eles o aumento de ressecgbes RO,
diminui¢cdo ou queda nos estadiamentos tumorais, aumento na frequéncia
de tumores estadios ypT0-2 e ypNO no grupo tratado com quimioterapia, e
principalmente maior tolerancia ao tratamento pré-operatério (cerca de 90%

dos pacientes completaram a QT pré-operatéria, enquanto apenas 50% o
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fizeram no pés-operatério) (COSTA JUNIOR et al. 2013). No estudo 40954
da European Organization for Research and Treatment of Cancer-EORTC,
os pacientes com CGs foram tratados com quimioterapias neoadjuvantes
utilizando-se o esquema de cisplatina, acido folinico e fluoracil, e os
resultados mostraram aumento das taxas de ressecg¢ao tumoral completa,
diminui¢cdo no tamanho tumoral e menor niumero de metastases linfonodais,
porém nao foram encontradas diferencas significativas nas taxas de
sobrevida global em comparagdo as taxas apresentadas pelos pacientes
com tratamento cirurgico exclusivo (SCHUHMACHER et al. 2010). A meta-
analise realizada por LI et al. (2010), incluiu 14 estudos comparativos entre
os pacientes com CG tratados com e sem QT neoadjuvante. Este estudo
mostrou a diminuicdo do tamanho e volume tumoral, aumento nas taxas de
resseccao RO (75,2% contra 66,9%), boa tolerancia dos pacientes ao uso
dos quimioterapicos no periodo pré-operatério, apenas 8,8% dos pacientes
apresentaram sintomas adversos gastrointestinais e ndo houve
complicagdes mais graves, reconhecendo-se assim os efeitos positivos da
terapia neoadjuvante no tratamento do CG. A quimioterapia perioperatoria é
o tratamento padrao realizado na maioria dos paises europeus, sendo esta
pratica adotada também em grandes centros de tratamento oncolégico no
Brasil. No A.C.Camargo Cancer Center, os pacientes diagnosticados com
tumores gastricos que infiltram a camada muscular (T2) ou além desta, com
ou sem evidéncia de linfonodos positivos, sdo encaminhados para a

avaliagao do uso de tratamento perioperatério. O tratamento neoadjuvante
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tem sido realizado em todos os pacientes com CG clinicamente cT3-4 ou N+
(COSTA JUNIOR et al. 2013).

Varias pesquisas sobre este assunto vem sendo realizadas e muitas
vezes os resultados obtidos sdo conflitantes e sao atribuidos principalmente
a falta de consensos bem definidos sobre as avaliacdes dos efeitos da QT
perioperatdria em relagdo as diferentes estratégias terapéuticas aplicadas.
Sendo assim, alguns médicos ainda relutam em indicar o tratamento pré-
operatodrio para os pacientes com CGs devido a presenca de duvidas sobre
as complicagbes e morbidades cirurgicas apresentadas (BRENNER et al.
2011; HINGORANI et al. 2011). Apesar dos efeitos benéficos observados em
pacientes com CG respondedores a QT neoajuvante, este tipo de tratamento
€ ineficaz em aproximadamente metade dos pacientes com CGs, sendo que
muitos deles ainda apresentam complicagdes clinicas relacionadas a
toxicidades das drogas. A identificagdo e selegcéo de pacientes com tumores
quimiossensiveis antes do inicio da QT neoadjuvante é muito importante
para evitar complicagdes clinicas e atraso inadequado do tratamento
cirargico (YASHIRO et al. 2009). Atualmente, os dados confiaveis do efeito
benéfico do tratamento neoadjuvante nas células tumorais, sdo obtidos
apenas apos o procedimento cirurgico, quando se analisa o espécime
anatomopatolégico. Embora vérias pesquisas in vivo e in vitro tém sido
realizadas para predizer a quimiossensibilidade de cada paciente,
parametros confiaveis ainda nao foram identificados (FUKUDA et al. 2006;

HOFLER et al. 2007).
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Esses achados enfatizam a necessidade de uma melhor selecdo das
estratégias de tratamento para cada paciente individualmente (BRENNER et
al. 2011). Atualmente a escolha do tratamento é realizada de acordo com o
estadiamento tumoral, ou seja, é determinado de acordo com a extensao da
disseminagao do tumor local (BORNSCHEIN et al. 2011). Outros fatores
como idade e género do paciente, grau histolégico do tumor, presenga de
extensao perineural e invasao vascular pouco acrescentam para distinguir o
paciente de bom e de mau progndstico (BANDO et al. 2004). Assim, torna-se
evidente a necessidade de novos marcadores progndsticos e preditivos no
tratamento de pacientes com CG (ZHANG et al. 2011; BRENNER et al.

2011; LIU et al. 2011).

1.5 VIAS MOLECULARES ENVOLVIDAS NA CARCINOGENESE

GASTRICA

A carcinogénese gastrica consiste em um processo de multiplas
etapas iniciando-se na mucosa gastrica com gastrite, progredindo para a
gastrite atrofica, metaplasia intestinal, adenoma e finalmente o CG
(CORREA 1992; WANG et al. 2011). A desregulagdo de varias vias de
sinalizagao celular oncogénicas, tais como a E2F (DNA-binding transcription
factors E2), KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog), p-53 e
Witn/B-catenina, indicam que o CG é uma doenga molecular heterogénea
(OOl et al. 2009). Alguns estudos prévios demonstraram que multiplas

alteragdes genéticas, incluindo mutagcbes e amplificagcbes de oncogenes,
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bem como a inativagdo de genes supressores de tumor, sdo responsaveis
pelo desenvolvimento e progresséo do CG (UEDA et al. 2010). Alteragdes
em genes responsaveis por fungdes celulares especificas como, por
exemplo, adesdo celular, transducdo de sinal, diferenciacao,
desenvolvimento e reparo do DNA também foram identificadas nos CGs
(WERNER et al. 2001; KIM et al. 2011b).

Recentemente, 295 adenocarcinomas gastricos foram analisados
molecularmente, como parte do projeto The Cancer Genome Atlas (TCGA),
e de acordo com os resultados obtidos, uma classificagdo molecular
baseada nas aberragbes somaticas, no numero de cépias integradas e nas
mutagdes que caracterizam alteragbes genOmicas em vias de sinalizagao
conhecidas, incluindo as vias de candidatos a alvos terapéuticos; foi
proposta para os CGs. Os CGs foram divididos em 4 subtipos moleculares:
(1) tumores positivos para Epstein-Barr Virus (EBV) e que apresentam
mutagbes recorrentes no gene PIK3CA (Phosphoinositide 3-kinase),
hipermetilacdo no DNA e amplificagdo dos genes JAK2 (Janus kinase 2),
PD-L1 (Programmed cell death 1 ligand 1) e PD-L2 (Programmed cell death
1 ligand 2); (2) tumores com instabilidade de microssatélites e com altas
taxas de mutagdo génica, incluindo mutagbes em genes codificadores de
proteinas de sinalizagdo oncogénica que podem ser alvos terapéuticos; (3)
tumores estaveis genomicamente, compostos predominantemente por CGs
do tipo histolégico difuso com mutagdo do gene RHOA (Ras homolog gene

family, member A) e (4) tumores com instabilidade cromossomal, associados
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a aneuploidia e amplificagao focal dos receptores de tirosina kinase (Cancer
Genome Atlas Research Network 2014).

As analises dos transcriptomas dos CGs identificaram genes
relacionados ao estadio do tumor, metastases em linfonodos, e subtipos
histolégicos (KIM et al. 2011b). As analises das expressdes génicas que
ocorrem nas diversas etapas da carcinogénese gastrica, desde a mucosa
gastrica normal até o desenvolvimento do carcinoma invasivo pode elucidar
questdes sobre a carcinogénese gastrica e permitir a identificacdo de alvos
terapéuticos especificos (LEE et al. 2005; KIM et al. 2011b).

O desenvolvimento tecnoldgico na area diagnostica € fundamental
para a identificagcdo dos alvos moleculares especificos da carcinogénese
gastrica (BORNSCHEIN et al. 2011). Analises abrangentes das expressoes
génicas e de miRNAs tem identificados genes relevantes cujo perfil de
expressdo estd  associado ao estagio do tumor, grau histoldgico,
susceptibilidade a quimioterapia, agressividade clinica ou prognéstico

(TAKENAWA et al. 2004; UEDA et al. 2010).

1.6 MICRORNAS

Os miRNAs s&o pequenas moléculas de RNA de fita simples nao
codificadoras de proteinas, formados por aproximadamente 22 nucleotideos
e encontrados abundantemente em células eucaridticas (MISHRA e
BERTINO 2009; TSENG et al. 2011). Conhecidos como

“‘microgerenciadores” da expressdo do gene alvo, os mMiRNAs séo
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complementares a certos RNAs mensageiros (RNAms), ligando-se a regiao
3’ ndo traduzida dos RNAms alvo (MISHRA e BERTINO 2009). Essa
interacao é crucial para a regulacéo pés-transcricional da expressao do gene
alvo, pois o pareamento miRNA-RNAm acarreta na inibigao traducional ou
degradacdo do RNAm, dependendo do grau de complementariedade entre o
miRNA e o seu alvo. Os miRNAs que se ligam com perfeita ou quase
perfeita complementariedade a sequéncia de RNAm codificador de proteina
induz a via do RNA mediador de interferéncia (RNAIi). Nesse caso, os
transcritos de RNAm s&o clivados pelas ribonucleases associadas aos
miRNAs, chamadas de miRISC (multiprotein RNA-induced-silencing
complex), que resulta na degradagdo dos RNAms alvos. Este mecanismo de
silenciamento génico mediado por miRNA é comumente encontrado em
plantas, mas também tem sido encontrado em mamiferos. Entretando, a
maioria dos miRNAs de animais s&o conhecidos por utilizar um segundo
mecanismo de regulagao génica que nao envolve a clivagem do RNAm alvo.
Estes miRNAs exercem seus efeitos regulatérios através da ligagdo com
imperfeita complementariedade dentro da regidao 3’ nao traduzida dos seus
RNAms alvos, e eles reprimem a expressdo do gene alvo pos
transcripcionalmente aparentemente no mesmo nivel de tradugao, através
do complexo miRISC que é similar ou idéntico com a via mais usada pelo
RNAI. Consistente com o controle traducional, miRNAs que usam esse
mecanismo reduzem o nivel de expressao de proteina dos seus genes alvo
mas os niveis de RNAm desses genes é raramente afetado (ESQUELA-

KERSCHER e SLACK 2006).
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De acordo com a biogénese dos miRNAs (Figura 1), eles sao
transcritos pela RNA polimerase Il ou lll inicialmente como longos RNAs
precursores chamados de RNA primarios (pri-miRNAs) os quais possuem
uma extremidade cap 5 7-metil guanosina e uma cauda poli-A. Os pri-
MiRNAs sdo processados no nucleo pela enzima RNAse Ill Drosha, e pelo
seu co-fator que consiste em uma proteina ligante de dupla fita de RNA: a
Pasha (também conhecida como DGCR8) em um miRNA precursor (pre-
miRNA) de aproximadamente 70 nucleotideos, que se dobra em imperfeitas
estruturas conhecidas como steem-loop (ESQUELA-KERSCHER e SLACK
2006; MALTBY et al. 2016). Nessa etapa, a Pasha é responsavel por
identificar o ponto exato de clivagem no pri-miRNA enquanto a Drosha
catalisa essa excisdo (SAYED e ABDELLATIF 2011). Os pre-miRNAs sao
exportados para o citoplasma pelo complexo formado pela exportina 5 e pela
RAN-GTP onde sdo submetidos a um novo processamento onde uma dupla
fita de RNA de aproximadamente 22 nucleotideos é retirada do pre-miRNA
por outra enzima RNAse Ill chamada Dicer. Subsequentemente, essa fita
dupla de miRNA é incorporada pelo complexo miRISC. Dentro desse
complexo apenas uma fita simples de miRNA maduro é preferencialmente
retida, onde entdo adquire a habilidade de regular seus genes alvo
negativamente (ESQUELA-KERSCHER e SLACK 2006; JUDICE et al.

2016).
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Fonte: Adaptado de: ESQUELA-KERSCHER e SLACK (2006)

Figura 1 - A biogénese do miRNA. Os miRNAs s&o transcritos pela RNA polimerase
Il no ndcleo onde sao formados os pri-miRNAs. Os pri-miRNAs sido processados pela
Drosha e seu co-fator Pasha para liberagdo dos pre-miRNA precursores. A RAN-GTP e
exportina transportam o pre-miRNA para o citoplasma. Subsequentemente a RNA
polimerase Il Dicer processa o pre-miRNA formando um miRNA transitério de fita dupla
(miRNA:miRNA duplex). Esse miRNA de fita dupla é carregado até o miRISC onde a fita
simples de miRNA maduro é retida no complexo. O miRNA maduro se liga as regides
complementares dos seus RNAm alvos para regular negativamente a expressdo génica em
um dos dois caminhos que dependem do grau de complementariedade entre o0 miRNA e
seu alvo. miRNAs que se ligam imperfeitamente aos seus RNAm alvos bloqueiam a
expressao génica a nivel de tradugao proteica (abaixo a esquerda). miRNAs que se ligam
aos seus alvos com perfeita complementariedade induzem a clivagem do RNAm (abaixo a

direita).
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Os miRNAs sao os principais reguladores negativos do processo de
traducdo dos RNAms e exercem essa fungao através de varios mecanismos.
O desafio atual é identificar com acuracia os alvos que sao regulados pelos
miRNAs pois para entender o significado da mudanga no nivel de expressao
de certo miRNA em individuos saudaveis e doentes, & essencial que se
possa identificar seus RNAms alvo (SAYED e ABDELLATIF 2011). Os
mMiRNAs se ligam aos seus alvos muitas vezes com complementariedade
incompleta, o que dificulta a identificacdo dos genes alvo utilizando-se dos
programas de busca atualmente disponiveis. Por isso os métodos
computadorizados de identificagdo de miRNAs relacionados ao cancer vem
sendo amplamente aplicados nas pesquisas como uma ferramenta util aliada
aos métodos experimentais (LI X et al. 2011). Os programas de
bioinformatica atuais utilizam um artificio, uma vez que os miRNAs dentro
das familias possui maior homologia na extremidade 5 do miRNA maduro.
Muitos estudos indicam que a extremidade 5 do miRNA é crucial para a
estabilidade e para o proprio carregamento do mesmo para dentro do
complexo RISC, e que essa extremidade também é muito importante pela
funcdo bioldgica. Por isso, muitos algoritmos de bioinformatica disponiveis
utilizam a regido semente ou “seed” que compreende as primeiras 2-8 bases
da sequéncia do miRNA maduro na procura de complementariedade com a
extremidade 3’ de todos os genes expressos. Estudos revelam que o miRNA
maduro pode ligar-se a aproximadamente 200 alvos e que esses alvos
podem ter diversas fungdes; incluindo fatores de transcricdo, fatores

secretores, receptores e transportadores. Com isso, os miRNAs controlam a
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expressdo de aproximadamente 1/3 de todos os RNAms humanos

(ESQUELA-KERSCHER e SLACK 2006; SAYED e ABDELLATIF 2011).

1.7 MICRORNAS E O CARCINOMA GASTRICO

Varios estudos relatam que os miRNAs estdo associados ao processo
de tumorigénese agindo tanto como oncogenes ou como supressores de
tumor (ZHANG et al. 2011; TSENG et al. 2011). A expressao dos miRNAs
ocorre normalmente em situagdes fisioldgicas, portanto existe uma grande
probabilidade de que os perfis de expressdo de miRNAs observados em
certos tumores possam ser utilizados como biomarcadores diagnosticos e
prognoésticos (BRENNER et al. 2011). Sabe-se que os miRNAs possuem
papel importante em varios processos biologicos, como proliferagao,
invasdo, metastase, controle do ciclo celular, resisténcia a apoptose,
angiogénese e até mesmo na infecgdo pelo Helicobacter pylori. Estudos
recentes sobre a fungdo dos miRNAs tem fornecido informagdes relevantes
sobre o seu papel como biomarcadores nos CGs (MU et al. 2015).

O papel prognostico do perfil de expressdo dos miRNAs nos CGs
ainda n&o esta totalmente estabelecido, contudo, estudos preliminares tem
mostrado resultados bem animadores, uma vez que varios mMiRNAs
associados ao CG estdo sendo descobertos (WANG et al. 2008; BANDRES
et al. 2009; CHEN et al. 2010; TSUKAMOTO et al. 2010; UEDA et al. 2010;
CHIANG et al. 2011; ZHANG et al. 2011; LIU et al. 2011). Ja foram

demonstradas evidéncias de que os mMIRNAs estdo associados aos
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processos de proliferagcdo, migracdo e invasao celular nos CGs. Por
exemplo, no estudo de TSUKAMOTO et al. (2010) o perfil de expressao de
470 miRNAs em CG foi demonstrado, sendo que 33 destes miRNAs
estavam regulados positivamente e outros 6 estavam regulados
negativamente. Dos miRNAs regulados negativamente, o miR-375 era o
mais suprimido e por isso foi considerado como candidato a miRNA
supressor de tumor em CG. ZHANG et al. (2011) encontraram resultados
similares, mostrando que a hiperexpressdo do miR-375 juntamente com o
miR-142-5p é capaz de predizer o risco de recorréncia do CG. Em outro
estudo, CHIANG et al. (2011) demonstraram a hipoexpressao do miRNA-203
em linhagens celulares de CG e sua relagao com o potencial de proliferagao
e invasao tumoral. Pesquisas com o miR-148a e miR-152 em CG também
revelaram que a hipoexpressao desses miRNAs esta relacionada com o
tamanho e profundidade de invasao tumoral (CHEN et al. 2010). UEDA et al.
(2010) relataram que as expressdes de alguns miRNAs estédo
correlacionadas aos subtipos histologicos de CG, e que a baixa expressao
do miR-433 e a alta expressao do miRNA-214 estdo associadas com taxas
de sobrevida desfavoraveis, independentes das covariaveis clinicas como
profundidade de invasdao tumoral, metastases linfonodais e estagio da
doenca.

Portanto, encontramos na literatura cientifica varios estudos relatando
a associagcao entre perfis de expressdo de miRNA e CGs. Estes estudos
mostram desde a relacdo entre a expressdao de miRNAs com os subtipos

histolégicos e tamanho do tumor, até com o aumento do risco de recorréncia
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e de progressao da doenca (WANG et al. 2008; BANDRES et al. 2009;
CHEN et al. 2010; TSUKAMOTO et al. 2010; UEDA et al. 2010; CHIANG et
al. 2011; ZHANG et al. 2011; LIU et al. 2011). Porém, ainda ndo ha descrito
na literatura estudos que determinaram o perfil de expressdo de miRNAs nos
CGs relacionados ao grau de resposta patoldgica nos pacientes submetidos

a tratamentos neoadjuvantes.
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo foi determinar o perfil de expresséo de
miRNAs nos carcinomas gastricos submetidos a quimioterapia

neoadjuvante.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Determinar o perfil de expressdao diferencial dos miRNAs dos
carcinomas gastricos em comparagao ao da mucosa gastrica normal,

2 Associar o perfil de expressao diferencial de miRNAs ao grau de
resposta histopatolégica dos carcinomas gastricos submetidos ao
tratamento neoadjuvante;

3 Determinar os perfis de expressdes diferenciais de miRNAs
relacionados as caracteristicas clinico-patologicas dos pacientes com

carcinomas gastricos.
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 CASUISTICA

3.1.1 Populagao do estudo

A populacdo do estudo foi constituida aleatoriamente por
adenocarcinomas gastricos de pacientes diagnosticados e tratados no
A.C.Camargo Cancer Center no periodo de 1998 a 2015. Foram
selecionadas amostras de CGs de pacientes tratados exclusivamente com
cirurgia e amostras de CGs de pacientes tratados com quimioterapia
neoadjuvante seguida de cirurgia. As amostras dos 2 grupos foram
ajustadas de acordo com o estadiamento. Os critérios de incluséo utilizados
para todas as amostras foram de pacientes que assinaram o termo de
concordancia em participar do estudo, com idade maior ou igual a 18 anos e
com disponibilidade do tecido tumoral fixado em formol e emblocado em
parafina tecnicamente adequado para as analises moleculares. Foram
excluidos do estudo os pacientes portadores de tumores hereditarios ou
sindromes genéticas e aqueles previamente submetidos a tratamento quimio
ou radioterapicos para outras neoplasias.

Para as analises comparativas de expressdo dos miRNAs foram
selecionadas amostras de mucosas gastricas histologicamente normais

colhidas por via endoscoépica, fixadas em formol tamponado a 10% e
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emblocadas em parafina provenientes de pacientes ndo portadores de
qualquer tipo de tumor,e que concordaram em participar do estudo.

As amostras de CGs utilizadas para as analises moleculares dos
pacientes que foram tratados com quimioterapia neoadjuvante foram as
colhidas por via endoscopica, previamente ao inicio do tratamento (sem
interferéncia do tratamento). As analises das caracteristicas histopatologicas
e do grau de resposta patolégica do tumor ao tratamento neoadjuvante
foram realizadas nas amostras tumorais provenientes das pecgas cirurgicas
operadas (esbfagogastrectomias ou gastrectomias com linfadenectomias
D2) fixadas em formol tamponado a 10% e emblocadas em parafina.

A selecdo e o recrutamento das amostras foram realizados, de forma
retrospectiva e aleatdria, através das analises dos bancos de dados da
Anatomia Patolégica em colaboracdo com os departamentos de Cirurgia
Abdominal, Endoscopia Digestiva e Oncologia Clinica do A.C.Camargo
Cancer Center. De cada bloco tumoral selecionado foram coletados 10
cortes histolégicos para a extracdo do RNA que viabilizou as reagdes de
gRT-PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real, Quantitativo)
necessarias para as analises dos perfis de miRNAs.

De acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo descritos, foram
selecionadas aleatoriamente 153 amostras de CGs, representadas por 40
amostras de CGs (blocos de parafina e laminas de H&E) de pacientes
submetidos exclusivamente ao tratamento cirurgico (gastrectomias) e 113
amostras de CGs de pacientes tratados com quimioterapia (QT)

neoadjuvante seguida de cirurgia. E importante ressaltar que, as 113
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amostras de CG utilizadas no Grupo 2 foram provenientes de bidpsias
endoscopicas, e portanto, colhidas antes do inicio do tratamento
neoadjuvante. As laminas coradas com H&E de todas as amostras
selecionadas foram analisadas para identificagao, classificagdo e marcagao
do tumor (Figura 2), sendo excluidas as amostras cujos blocos ja nao

continham area tumoral minima suficiente para a extracdo do RNA.

Figura 2 - Marcagao da area tumoral de interesse na lamina de H&E do CG.

Do grupo inicial de 153 amostras de CGs, 87 delas foram
selecionadas para a proxima etapa, e 66 amostras foram eliminadas por
material insuficiente. Com o intuito de evitar a contaminagcao das amostras
tumorais por células da mucosa gastrica normal ou células inflamatdrias,

foram realizadas microdissecgbes manuais (scrape) das areas tumorais mais
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representativas sendo estes materiais submetidos a extragdes dos RNAs

(Figura 3).

Figura 3 — Dissec¢do manual da area tumoral selecionada dos CGs.

O RNA total das 87 amostras selecionadas foram extraidos sendo 23
amostras pertencentes ao Grupo 1 e 64 amostras ao Grupo 2. Apds as
extragdes, 7 amostras do Grupo 2 foram excluidas por apresentarem niveis
de concentragao (<20 ng/ul) e pureza (razao 260/280 < 1,8 e > 2,1) fora dos
limites recomendados de acordo com as leituras realizadas no
espectrofotometro NanoDrop ND3.0 (NanoDrop Technologies Inc,
Wilmington, DE). Todas estas etapas podem ser visualizadas no fluxograma

abaixo (Figura 4).
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Selegdo das amostras de CG,
emblocadas em parafina, no 153 amostras
arquivo do departamentode
anatomia patoldgica do AC de CG
Camargo Cancer Center

Segregacdo dos Grupos,

conforme o tipo de 40 amostras 113 amostras
tratamento: Grupo 1—
cirdrgico, Grupo 2 — QT Grupo 1 Grupo 2

neoadjuvante

Analise da dreatumoral,
através da ldmina de HE, para 23 amostras 64 amostras
selecionar as amostras com
material suficiente para Grupo 1 Grupo 2
extracdo de RNA

Exclusdo das amostras de RNA
com hiveis abaixo do
recomendado de concentragdo
e pureza

23 amostras 57 amostras

Grupo 1 Grupo 2

Figura 4 — Selecdo das amostras dos Carcinomas gastricos.

As 18 amostras de mucosa gastrica normal, utilizadas como grupo
controle, mostraram os RNAs extraidos com niveis de concentracdo e
pureza dentro dos niveis recomendados de acordo com a mensuracao do
Nanodrop. Estas amostras foram agrupadas em um pool de amostras
normais que foi utilizado em todos os experimentos realizados. A
concentracdo de RNA necessaria neste pool para a realizagado de todos os
experimentos e comparagbes com as amostras de todos os pacientes foi
determinada de acordo com a quantidade de RNA necessaria para a
realizacdo da qRT-PCR nas placas TLDA (300 ng/amostra) e com os assays

individuais (10 ng/miRNA alvo).
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3.1.2 Classificagdao histolégica e Estadiamento dos Carcinomas
Gastricos

Todos os <casos de CG selecionados foram revisados
histologicamente juntamente com o patologista responsavel para a
confirmagédo do diagndstico, classificagao histolégica e estadiamento. O
estadiamento foi realizado de acordo com o sistema TNM preconizado pelo
American Joint Committe on Cancer-AJCC (SANTIAGO et al. 2010), e foram
utilizadas as classificagbes histolégicas de cancer gastrico de Lauren e do

grau histolégico tumoral da OMS (SANTIAGO et al. 2010).

3.1.3 Tratamento e seguimento clinico

Os pacientes submetidos ao tratamento com quimioterapia
neoadjuvante seguiram os protocolos pré-estabelecidos pelo departamento
de Oncologia Clinica do A.C.Camargo Cancer Center que de maneira geral
constam de 3 ciclos de quimioterapia com um dos esquemas: ECF
(epirubicina — 50 mg/m?, cisplatina — 60 mg/m? e infus&o continua de 5-FU —
200 mg/m? por dia), DCF (docetaxel — 50 mg/m?, cisplatina — 60 mg/m? e
infusdo continua de 5-FU- 200 mg/m? por dia) e ECX (epirubicina — 50
mg/m?, cisplatina — 60 mg/m? e capecitabina — 625 mg/m? uso continuo).

Apds o término da quimioterapia os pacientes foram submetidos ao
tratamento cirurgico (es6fagogastrectomia ou gastrectomia parcial ou total
com linfadenectomia D2). Os pacientes com CGs pT3-4 ou pN+ foram
submetidos a esquemas de QT adjuvantes contendo um derivado de platina

(Oxiplatina ou Cisplatina) e uma fluoropirimidina (5-FU ou Capecitabina).
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O seguimento clinico dos pacientes que completaram seu tratamento
com intuito curativo foi realizado de acordo com o protocolo médico
estabelecido pelo A.C.Camargo Cancer Center: nos primeiros 2 anos 0s
pacientes com CGs tratados sao acompanhados a cada 3 meses, sendo que
em cada consulta a investigagao inclui: histéria clinica, exame fisico,
exames laboratoriais incluindo pesquisa de CEA e CA 19-9, exames de
imagem com TC de térax/abdome/pelve alternada com USG de abdome,
raio x (RX) de térax e endoscopia anual. Apés 3-5 anos do fim do tratamento
a periodicidade do seguimento passa ser a cada 6 meses, e apds 0s 5 anos,

o seguimento clinico é feito anualmente (COSTA JUNIOR et al. 2013).

3.1.4 Analise do grau de resposta patologica dos CGs operados

A avaliagdo da resposta patolégica tumoral ao tratamento
neoadjuvante foi feita através das analises microscopicas de toda a leséo
residual ou do leito tumoral da pecga cirurgica. O grau de resposta patoloégica
foi determinado de acordo com a porcentagem de células tumorais viaveis
presentes em relagéo a area neoplasica total ou leito tumoral, graduando-se
em 5 classes: Grau 1 — neoplasia com resposta ao tratamento: Grau 1a —
resposta total ao tratamento (0% de células viaveis); Grau 1b — resposta
subtotal (até 10% de células viaveis); Grau 2 — resposta parcial (10% a 50%
de células viaveis); Grau 3 — resposta minima (mais de 50% de células
viaveis); Grau 4 — sem resposta (100% de células viaveis) (BECKER et al.

2003).
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3.1.5 Aspectos éticos e Apoio financeiro

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do
A.C.Camargo Cancer Center sob o numero 1660/12, e obteve apoio
financeiro da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo -

FAPESP (2012/12542-0 e 2012/12551-9).

3.2 METODOLOGIAS

3.2.1 Microdissec¢ao manual

De todas as amostras selecionadas (mucosa gastrica normal ou
tumoral) foram coletados 20 cortes histologicos de 5 ym de espessura da
area de interesse a partir dos blocos de parafina correspondentes. Apds as
analises microscépicas das laminas coradas com hematoxilina e eosina
(H&E) para identificagdo e marcagdo da area tumoral foi possivel a
realizacdo da microdissecgdo manual (técnica conhecida como scrape) das
ldaminas previamente cortadas, garantindo a extragdo do material genético
apenas das células de interesse. As areas tumorais ou de mucosa gastrica
normal dos cortes histolégicos foram entdo microdissecadas com bisturi
cirargico descartavel, e o material armazenado em tubo tipo eppendorf a

temperatura de - 80°C.

3.2.2 Extragcdao do RNA
As extragdes de RNA de todas as amostras (tumorais e nao

neoplasicas) foram realizadas com o uso do kit RecoverAll Total Nucleic Acid
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Isolation for FFPE Samples (Ambion — Applied Biosystems, Austin, TX) que
possibilita a extracdo de material genético de amostras parafinadas e
previamente fixadas com formaldeido. A escolha deste kit foi feita devido ao
desempenho superior demonstrado nas analises de expressdo de miRNAs
em material parafinado (DOLESHAL et al. 2008).

Para remover completamente a parafina do tecido tumoral apds a
microdissec¢do manual, foi adicionado 1 ml de xilol 100% (Allkimia, Brasil) e
incubado por 3 min em termobloco a 50°C. Para a formacdo do pellet
contendo o material genético no fundo do tubo, a fim de possibilitar o
descarte do xilol sobrenadante, foi feita a centrifugagéo por 3 min a 14.000
rom. Com o objetivo de remover o xilol das amostras e acelerar a secagem
do pellet foram realizadas duas lavagens adicionando 1 ml de alcool 100%
(Merck, Brasil) e centrifugando por 3 min a 14.000 rpm. Ao final das
centrifugagbes o sobrenadante foi descartado. Para remover o etanol
residual foi realizada uma centrifugagdo a vacuo por 10 min a 37°C. Com o
pellet livre de residuos foi adicionado 200 pl de Digestion Buffer, 4 pl de
Protease e incubado em termobloco por 15 min a 50°C e 15 min a 80°C.
Para iniciar o processo de isolamento do RNA foi feito uma mistura com 240
Ml de Isolation Aditive e 550 ul de etanol 100%. Os 790 ul dessa mistura
foram adicionados no tubo contendo a amostra de tecido. Todo o volume
contendo a mistura de reagentes e a amostra foi colocado em um tubo com
uma coluna de filtro e centrifugado a 10.000 rpm por 30 seg. Todo o volume
que passou pelo filtro foi descartado e o filtro reinserido no tubo vazio. A

seguir foram realizadas duas lavagens com 700 ul da solugdo Wash 1 e 500
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pl da Wash 2/3, ambas seguidas de centrifugagao por 30 seg. a 10.000 rpm
e descartando o conteudo do tubo e mantendo a coluna de filtro. Para
encerrar a etapa de lavagens foi realizada uma ultima centrifugagao, desta
vez sem reagentes, para remocgado do fluido residual presente no filtro e
novamente descartando o liquido e mantendo o filtro. Para o tratamento da
amostra com DNAse foi adicionado bem no centro do filtro 60 pyl de uma
mistura de: 6 ul de DNAse buffer e 4 ul de DNAse e 50 ul de agua livre de
nuclease (Sigma-Aldrich, EUA), incubando 30 min. a temperatura ambiente.
Dando prosseguimento ao protocolo, foi adicionado novamente 700 ul de
Wash 1 na coluna de filtro. Apés um minuto, o tubo foi centrifugado por 30
seg. a 10.000 rpm e descartado o liquido. Foram realizadas mais duas
lavagens com 500 pl de Wash 2/3, novamente centrifugando por 30 seg. a
10.000 rpm. Foi realizada uma ultima centrifugagdo sem reagente a 10.000
rom por 1 min. para remover o fluido residual do filtro. A ultima etapa foi a
eluicdo do RNA. Para essa etapa, o filtro foi transferido para um tubo novo e
foi adicionado 20 pl de agua livre de nucleasse. Apdés um minuto o tubo foi
centrifugado a 14.000 rpm por mais 1 min. Por fim o filtro foi descartado e o
tubo contendo o RNA eluido foi armazenado a - 80°C. O Fluxograma (Figura
5) ilustra resumidamente os procedimentos e o tempo gasto nas extragdes

de RNA.



20 min v

10 min v

Ase e Purificecdo Final

Fonte: Adaptado de: RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit Protocol, Ambion.

Figura 5 - Etapas envolvidas na extragcao de RNA.
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3.2.3 Analises da Concentracgao e Integridade dos RNAs

A concentracdo da solucdo de RNA foi mensurada através do
espectrofotometro NanoDrop ND3.0 (NanoDrop Technologies Inc,
Wilmington, DE) utilizando 1,5 pl de amostra e verificando a absorbancia em
260nm (Figura 6). A taxa de absorbancia do RNA Axso/Azso funciona como
seu indicador de pureza, sendo que taxas de RNA de boa qualidade ficam
entre 1,8-2,1. A taxa de absorbancia do RNA Agso/Azs0 menor que 1,8
significa que ha contaminagdo da amostra com fenol, proteina ou outros

contaminantes com absorbancia em 280 nm.
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Fonte: NanoDrop® Technical Support Bulletin.
Figura 6 - Mensuragédo da concentragao e pureza do RNA extraido através
do Nanodrop ND3.0.
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3.2.4 Determinacgao do perfil de expressao dos microRNAs
3.2.4.1 Sintese de cDNA total.

A sintese de DNA complementar (cDNA) total foi realizada de acordo
com o protocolo Megaplex™ Pools for microRNA Expression Analysis
(Applied Biosystems) que possibilita a deteccdo e quantificacdo de 380
miRNAs por amostra. Seguindo esse protocolo usamos o Megaplex RT
Primers (Pool A) que consiste em um conjunto predefinido composto por 380
oligonucleotideos stem-looped reverse-transcription (Figura 7) que sao

especificos para a sintese de cDNA a partir de miRNAs maduros.

Extens3o do oligonucleotideo a partir do miRNA

= 9
 mIRNA : ’ Oligonucleotideo

stem looped

Sintese da primeira fita de cDNA

-y .

Fonte: Adaptado de: Megaplex™ Pools protocol. Applied Biosystems®.
Figura 7 - Sintese de cDNA com oligonucleotideos Stem looped.

Apos o descongelamento e centrifugacao rapida, foram adicionados
alguns reagentes no tubo tipo eppendorf de 0,5 pl para constituir o mix de

RT utilizando-se de capela de fluxo laminar, conforme mostra o Quadro 1.
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Quadro 1 - Reagentes e quantidades necessarias para a reagdo de

transcriptase reversa.

Mix para reagao RT Volume para uma
amostra (ul)
Oligonucleotideos Megaplex RT (10x) 0.8
dNTPs com dTTP (100mM) 0.2
Enzima MultiScribe Reverse Transcriptase (50 U/ul) 15
Tampao RT 10X 0.8
MgCl, (25mM) 0.9
Inibidor de RNAse (20 U/pl) 0.1
Agua livre de nucleasse 0.2
Total 4.5
Os reagentes acima foram homogeneizados por inversdo e

centrifugados rapidamente. Foram entdo adicionados 4,5 pl do mix para RT

com 3 pl de cada amostra (com concentragéo de 300 ng) em tubo de 0,2 pl.

Nas amostras mais concentradas foi necessario adicionar agua q.s.p. 3 ul, e

para as amostras mais diluidas foi realizada secagem em centrifuga a vacuo

até chegar na quantidade de 3 ul. Apds a incubagéo por 5 min. em gelo, os

tubos foram colocados em termociclador Veriti — 9700 Max Mode (Applied

Biosystems) com as programacgdes de temperatura e tempo descritas no

Quadro 2.

Quadro 2 - Programacao de temperaturas e tempos das ciclagens

necessarias para a reacao de transcriptase reversa.

Estagio Temperatura Tempo
16 °C 2 min
40 ciclos 42 °C 1 min
50 °C 1 seg
Hold 85 °C 5 min
Hold 4°C o0
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3.2.4.2 Pré-amplificagao do cDNA total
Nessa etapa foi realizada a pré-amplificacdo especifica do cDNA total
(Figura 8) afim de aprimorar as analises das expressdes de mMiRNAs

realizadas posteriormente.

Extens3o do oligonucleotideo a partir do cDNA
LN Clignucleotideo senso
- 5
Ciclo 1
Sintese da segunda fita do cDNA
" N 5
Amplificacdo do cDNA por PCR
Ciclo 2 Clignuclectideo senso
q 5
L -

]

Dlignucleotideo anti senso

Fonte: Adaptado de: Megaplex'" Pools protocol. Applied Biosystems®.
Figura 8 - Reacéao de pré-amplificacao.

Apos descongelamento e centrifugagdo rapida, foram adicionados
alguns reagentes, utilizando-se de capela de fluxo laminar, em tubo tipo
eppendorf de 0,5 pl para constituir o Mix de pré-amplificacdo do cDNA total

(Quadro 3).
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Quadro 3 - Reagentes e quantidades necessarias para a reagao de pre-
amplificacdo do cDNA total.

Componentes do Mix para Reagao de Pré-Amplificagdo

Volume para uma

amostra (ul)

TagMan PreAmp Master Mix (2x) 12.5
Oligonucleotideos Megaplex PreAmp Pool A (10x) 2.5
Agua livre de nuclease 7.5
Total 22.5

Os reagentes do Mix foram homogeneizados por inversdao e

centrifugados rapidamente. Foram adicionados em um tubo tipo eppendorf

de 0,2 pL: 22,5 pl de mix e 2,5 pl de pool de cDNA de cada amostra. Apds a

incubacado de 5 min. em gelo, os tubos foram colocados em termociclador

Veriti — 9700 Max Mode (Applied Biosystems) com a programacgao

visualizada no Quadro 4.

Quadro 4 - Programacdo de temperaturas e tempos das ciclagens
necessarias para a reacao de pré-amplificacdo do cDNA total.

Estagio Temperatura Tempo
Hold 95 °C 10 min
Hold 55 °C 2 min
Hold 72 °C 2 min

12 ciclos % C 15 seg

60 °C 4 min
Hold 99,9 °C 10 min
Hold 4 °C o0

O cDNA total pré-amplificado foi armazenado em freezer-20°C por no

maximo uma semana.
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3.2.4.3 TaqMan® Low Density Array (TLDA)

A reacao para determinacao dos perfis de expressao dos miRNAs foi
realizada com a metodologia TaqMan® Human MicroRNA Array. Nessa
etapa ocorreu a amplificagdo do pool de cDNA pré-amplificado através de
oligonucleotideos sequéncia-especificos e das sondas presentes na placa
TLDA. As sondas hibridizam-se especificamente a sua sequéncia
complementar, sendo que essa hibridizacao fica entre o local de ligagdo dos
oligonucleotideos senso e antisenso. Cada sonda contém dois marcadores:
o reporter (marcador fluorescente FAM™) ligado na extremidade 5 e o
quencher ligado na extremidade 3. Como a sonda estd intacta, a
proximidade com o quencher faz com que o marcador reporter fique
silenciado. Quando a DNA polimerase extende o oligonucleotideo ligado a
amostra de cDNA, ocorre a quebra da sonda hibridizada, separando o
quencher do reporter , aumentando a fluorescéncia do reporter. O conjunto
desses sinais fluorescentes gerados indica o nivel de expressdo dos
mMiRNAs nas reacdes de PCR, detectando a presenca do alvo em tempo real

(Figura 9).



42

Polimerizagao A = Reparter

Olignuclectideo senso @ @ = ——
—— . 3

e T

5

en L& on

Clignucleotideo anti senso

Deslocamento da fita
e

n Ld Cn
L]

Clivagem

€N L3 on
L]

Polimerizacdo

completa ®. x . @
- "I-“ 3

Em & Ln

oL h

Fonte: Adaptado de: Megaplex™ Pools protocol. Applied Biosystems®.
Figura 9 - Atividade da enzima DNA polimerase.

Cada array (placa TLDA, Pool A) contém 377 miRNAs
(funcionalmente definidos e amplamente expressos) e 7 controles. Os
miRNAs avaliados estdo indexados no Sanger miRBase v14 (disponivel em:
http://www.mirbase.org/).

Apos colocar os reagentes e as amostras devidamente homogeneizados no
gelo, foram adicionados os reagentes mostrados no Quadro 5 em tubo tipo

eppendorf de 1,5 pl.
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Quadro 5 - Reagentes e quantidades necessarias para a amplificagédo do
cDNA total através da placa TLDA.

Reagentes Volume para uma
placa TLDA (uL)
TagMan Universal PCR Master Mix, sem AmpErase com UNG, 2x 450
cDNA pré-amplificado (10x) 9
Agua livre de nuclease 441
Total 900

O tubo contendo a solugao descrita acima foi homogeneizado por
inversao e centrifugado rapidamente para o carregamento da placa. Foram
preenchidos todos os pocos da placa TLDA através dos 8 canais de
carregamento. Em seguida foi realizada centrifugacdo a 1200 rpm por 1
minuto, por duas vezes. ApOs selar a placa, ela foi inserida no aparelho
7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) para a

realizacao da ciclagem descrita no Quadro 6.

Quadro 6 - Programacdo de temperaturas e tempos das ciclagens
necessarias para a reagao de amplificacdo do cDNA total através da placa
TLDA.

Estagio Temperatura Tempo
Hold 48 °C 30 min
Hold 95 °C 10 min

95 °C 15 seg
40 Ciclos
60 °C 1 min

Os resultados foram analisados pelo software RQ Manager 1.2
(Applied Biosystems). O nivel de expressdo dos miRNAs foi quantificado
relativamente a expressdo de um miRNA controle e também foi normalizado

de acordo com um snRNA (small nuclear RNA) calibrador. O resultado final
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(RQ ou fold) foi expresso como um aumento ou diminuigdo da expressao de
um miRNA em n-vezes quando comparado ao controle e ao calibrador, da
seguinte forma RQ = 2 “22° onde AACt & a diferenca entre valor ACt do CG
e do tecido gastrico normal — calibrador (AACt = ACtmirNA carcinoma gastrico —
ACtsnrNAcalibrador), € 0 ACt é a diferenga entre o valor de Ct do CG e do
controle (ACt = Ctnrna — Ctmirnacontrole). FOI - utilizado como calibrador
enddégeno o snRNUG.

Dentre os miRNAs diferencialmente expressos obtidos a partir dos
resultados com os experimentos em placa TLDA, foram selecionados 9 para
as reagoes de validacdo. Os oligonucleotideos sequéncia-especificos
desses miRNAs e suas respectivas sondas, além do calibrador enddgeno,

estao descritos no Quadro 7.

Quadro 7 - Identificagdo dos oligonucleotideos sequéncia-especificos
utilizados e suas respectivas sondas.

Nome do assay Assay ID (Applied Biosystems®)
hsa-miR-16-5p 000391
hsa-miR-22-3p 000398
hsa-miR-130a-3p 000454
hsa-miR-152-3p 000475
hsa-miR-214-3p 002306
hsa-miR-320a 002277
hsa-miR-532-3p 002355
hsa-miR-744-5p 002324
hsa-miR-451a 001141
UB-snRNA 001973




45

3.2.5 Validacao da expressao dos miRNAs
3.2.5.1 Sintese do cDNA especifico

A reacao de sintese do cDNA especifico para cada miRNA na etapa
de validacao foi realizada de acordo com os procedimentos recomendados
no manual TagMan® MicroRNA Assays (Applied Biosystems). Foi realizada a
pipetagem da quantidade necessaria para 10 ng de RNA para todas as
amostras e adicionado agua q.s.p. 9,16 pl. Para o mix de RT os reagentes
foram descongelados e submetidos a centrifugagao rapida antes de serem
adicionados em tubo tipo eppendorf de 0,5 ul, utilizando-se de capela de

fluxo laminar, conforme as quantidades indicadas no Quadro 8.

Quadro 8 - Reagentes e quantidades necessarias para a reagao de sintese
de cDNA especifico.

Mix para reagao RT Volume para uma
amostra (ul)
100mM dNTPs (with dTTP) 0,15
Enzima MultiScribe Reverse Transcriptase (50 U/pl) 1,0
Tampao RT 10x 1,5
Inibidor de RNAse (20 U/ul) 0,19
Oligonucleotideo RT 3,0
Total 5,84

Em seguida foi adicionado em cada tubo contendo 9,16 pl das
amostras e agua, 5,84 pl de mix para reagao RT, incubado 5 min. no gelo e

colocado no termociclador seguindo as condi¢des descritas no Quadro 9.
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Quadro 9 - Programacdo de temperaturas e tempos das ciclagens
necessarias para a reacao de sintese de cDNA especifico.

Estagio Temperatura Tempo
16 °C 30°

Ciclos (1 ciclo) 42 °C 30’
85°C 5

Hold 4°C o0

As amostras de cDNA obtidas foram armazenadas em freezer - 20°C.

3.2.6 Reagodes de qRT-PCR

Para as reagdes de qRT-PCR os cDNAs foram descongelados,
homogeneizados e colocados no gelo. Para a constituicdo do mix de PCR,
os reagentes também foram descongelados e submetidos a centrifugagao
rapida. Foram entdo adicionados em tubo tipo eppendorf de 1,5 pl utilizando-
se de capela de fluxo laminar, conforme as quantidades indicadas no

Quadro 10.

Quadro 10 - Reagentes e quantidades necessarias para a reagao de qRT-
PCR.

Reagentes Volume para um

Array (placa)

TagMan Universal PCR Master Mix, No AmpErase with UNG, 2x 10,0
cDNA sample (10x) -

TagMan Assay 1,0
Nuclease free-water 7,67

Total 18,67
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Em seguida, a placa contendo 96 pocos foi montada com a adicédo de

18,67 ul de Master Mix e 1,33 ul de cDNA, totalizando 20ul em cada poco.

Apds a selagem e centrifugacado da placa, a mesma foi inserida no

aparelho 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) para a

realizacado da ciclagem descrita no Quadro 11.

Quadro 11 - Programacao de temperaturas e tempos das ciclagens
necessarias para a reacao de qRT-PCR.

Estagio Temperatura Tempo

Hold 95°C 10

40 ciclos 95 °C 15”
60 °C 60”

Os resultados das expressdes dos miRNAs foram analisados

utilizando-se o software RQ Manager 1.2 (Applied Biosystems).

3.2.7 Analises Estatisticas

Para as analises das expressdes diferenciais dos miRNAs foi utilizado
o programa TMeV versao 4.4.1 (http://www.tm4.org), onde aplicou-se o teste
estatistico paramétrico teste t, com 1000 permutacdes e p-value de 0,05. A
identificacdo dos miRNAs diferencialmente expressos foi realizada em
diferentes grupos formados de acordo com caracteristicas clinico-
patolégicas: diferenciagdo tumoral (Pouco versus Moderado), classificagdo
de Lauren (Difuso versus Intestinal), localizagdo tumoral (Estdmago versus
Transicdo esb6fagogastrica), metastase a distdncia (M1 versus MO),

metastase linfonodal (N1-N3 versus NO), seguimento clinico (Obito versus
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Vivo) e % de tumor viavel na pega operatdria (100% versus 0%). Apés a
realizacao dos testes, foi calculado o fold change, onde os valores negativos
significam miRNAs hiporregulados e o0s valores positivos miRNAs
hiperregulados nos grupos supracitados. Com os miRNAs que apresentaram
diferencas de expressbdes foi feito um cluster hierarquico com suporte —
utilizando a meétrica de distancia de correlacdo de Pearson - complete
linkage (TMeV) (SAEED et al. 2006). Nestas analises, pode-se visualizar se
0 padrao de expressao dos miRNAs (hipo ou hiperexpressos), possuem

poder de separar um grupo de outro em cada comparacgao.
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4 RESULTADOS

41 ANALISES COMPARATIVAS ENTRE OS PERFIS DE
EXPRESSAO DIFERENCIAL DE miRNAS NOS CARCINOMAS

GASTRICOS E NAS MUCOSAS GASTRICAS NORMAIS

As analises comparativas entre os perfis de expressao dos miRNAs
dos CGs e da mucosa gastrica normal foram realizadas com as amostras do
Grupo 1 (CG com tratamento cirurgico) e do Grupo 3 (tecido gastrico
normal).

Foram observados 109 miRNAs diferencialmente expressos. A
maioria dos miRNAs estavam hipoexpressos nos CGs em relagcdo ao tecido
normal (Tabela 3), apenas 9 miRNAs estavam hiperexpressos nos CGs em
relagcdo ao grupo controle. A Figura 10 ilustra o dendograma gerado pelas

analises supervisionadas dos miRNAs diferencialmente expressos nos CGs.
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Tabela 3 - Valores médios de AACt e fold change dos CGs na comparagao
da expressado dos miRNAs com as mucosas gastricas normais.

AACt

MiRNAs Mucosa gastrica Carci AACt e Fold |2| Valor de p
hormal arcinoma gastrico

miR-375 -0,01 3,84 14,4 <0,001
RNU44 0,00 2,03 4,08 0,001
miR-532-5p 0,01 1,98 3,92 0,045
miR-148a 0,00 1,83 3,57 0,003
miR-99b -0,01 1,39 2,64 0,027
miR-135a 0,00 1,25 2,37 0,003
miR-532-3p 0,00 1,16 2,24 0,023
miR-30¢c -0,01 1,13 2,19 0,024
miR-495 0,00 0,87 1,84 0,031
miR-125a-5p -0,01 -0,96 -1,94 0,045
miR-20a 0,00 -1,33 -2,52 0,047
let-7d -0,01 -1,42 -2,67 0,017
miR-19b -0,01 -1,43 -2,68 0,01

miR-19a -0,01 -1,49 -2,81 0,017
miR-221 0,00 -1,54 -2,9 0,012
miR-140-5p -0,01 -1,54 -2,9 0,022
miR-192 0,01 -1,61 -3,07 0,007
miR-185 0,00 -1,64 -3,12 0,009
miR-141 0,00 -1,65 -3,13 0,023
miR-20b -0,01 -1,72 -3,27 0,009
let-7b -0,01 -1,73 -3,31 0,017
miR-186 -0,01 -1,79 -3,43 0,004
miR-28-3p -0,01 -1,80 -3,45 <0,001
miR-143 0,00 -1,81 -3,51 0,006
miR-25 -0,01 -1,86 -3,61 <0,001
miR-24 0,00 -1,92 -3,78 <0,001
miR-191 -0,01 -2,00 -3,98 <0,001
miR-548b-5p 0,67 -1,34 -4,02 0,034
miR-152 0,00 -2,04 -41 <0,001
miR-410 0,16 -1,89 -4,11 0,021
miR-93 0,00 -2,07 -4,2 0,001
miR-142-5p -0,01 -2,10 -4,27 0,023
miR-218 -0,01 -2,14 -4,39 <0,001
miR-376a 0,00 -2,18 -4,55 0,002
miR-744 0,00 -2,19 -4,55 <0,001
miR-16 -0,01 -2,20 -4,57 <0,001
miR-134 0,00 -2,22 -4,67 0,01

miR-590-5p -0,01 -2,24 -4.7 0,008

miR-18a 0,00 -2,25 -4,75 <0,001
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Cont/Tabela 3
MiRNAs MucosAaA;:é:strica Carcin:r:acééstrico Fold |2| Valor de p
normal

miR-126 -0,01 -2,27 -4.8 <0,001
miR-492 0,03 -2,24 -4,82 0,029
miR-214 0,00 -2,33 -5,01 <0,001
miR-222 -0,01 -2,34 -5,04 <0,001
miR-18b 0,00 -2,35 -5,08 0,025
miR-339-3p -0,01 -2,46 -5,49 <0,001
miR-27b -0,01 -2,47 -5,562 <0,001
miR-301a 0,00 -2,48 -5,58 0,01

miR-548d-5p 0,39 -2,15 -5,8 0,043
miR-210 -0,01 -2,57 -5,89 0,002
miR-345 0,00 -2,58 -5,94 <0,001
miR-652 -0,01 -2,58 -5,96 <0,001
miR-324-5p -0,01 -2,60 -6,04 <0,001
miR-518d-3p -0,01 -2,62 -6,1 <0,001
miR-28-5p -0,01 -2,64 -6,21 <0,001
miR-106a -0,01 -2,64 -6,21 <0,001
miR-17 0,00 -2,65 -6,26 <0,001
miR-489 0,00 -2,66 -6,29 0,001
miR-671-3p 0,41 -2,27 -6,4 0,014
miR-106b 0,00 -2,71 -6,51 <0,001
miR-142-3p 0,00 -2,78 -6,88 <0,001
miR-886 0,02 -2,77 -6,88 <0,001
miR-146a 0,02 -2,76 -6,89 <0,001
miR-150 0,00 -2,80 -6,96 <0,001
miR-125b 0,00 -2,88 -7,33 <0,001
miR-324-3p -0,01 -2,89 -7,38 <0,001
miR-301b 0,05 -2,86 -7,51 0,011
miR-29¢ 0,01 -2,95 -7,76 0,001
miR-672 0,01 -2,98 -7,97 0,003
miR-135b 0,09 -2,91 -7,99 0,046
miR-21 0,00 -3,02 -8,12 <0,001
miR-320 -0,01 -3,04 -8,18 <0,001
miR-223 -0,01 -3,05 -8,27 <0,001
miR-708 -0,01 -3,08 -8,43 <0,001
miR-373 0,22 -2,87 -8,47 0,008
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Cont/Tabela 3
MiRNAs MucosAaA;:é:strica Carcin:r:acééstrico Fold |2| Valor de p
normal
miR-199a-3p 0,00 -3,09 -8,53 <0,001
miR-215 0,01 -3,08 -8,54 <0,001
miR-509-5p 0,18 -2,99 -9,01 0,018
miR-224 0,32 -2,88 -9,21 0,033
miR-331-3p 0,07 -3,20 -9,65 <0,001
miR-302a 0,19 -3,09 -9,75 0,033
miR-184 0,41 -3,02 -10,8 0,005
miR-181a 0,05 -3,40 -11 <0,001
miR-520f 0,54 -3,01 -11,7 0,006
miR-302c 0,00 -3,63 -12,3 0,003
miR-576-3p 0,02 -3,66 -12,8 0,003
miR-872 0,00 -3,70 -13 <0,001
miR-34a 0,00 -3,71 -13,1 <0,001
miR-29a -0,01 -3,74 -13,3 <0,001
miR-155 -0,01 -3,75 -13,4 <0,001
miR-628-5p 0,00 -3,76 -13,6 <0,001
miR-454 0,00 -3,79 -13,8 <0,001
miR-520b 0,00 -3,79 -13,9 0,001
miR-483-5p 0,00 -3,85 -14.4 <0,001
miR-337-5p 0,52 -3,59 -17,2 0,023
miR-486 0,02 -4,16 -18,1 0,003
miR-374a 0,21 -3,98 -18,3 0,026
miR-523 0,00 -4,20 -18,4 <0,001
miR-331-5p 0,01 -4,21 -18,6 <0,001
miR-146b 0,00 -4,25 -19,1 <0,001
miR-27a 0,07 -4,35 -21,3 <0,001
miR-517b 0,01 -4,43 -21,7 <0,001
miR-618 0,00 -4,49 -22,4 <0,001
miR-29b 0,00 -4,53 -23,1 <0,001
let-7¢ 0,03 -4,51 -23,2 <0,001
miR-589 0,26 -4,48 -26,7 0,027
miR-202 0,00 -4,84 -28,6 <0,001
miR-494 0,00 -5,04 -33 <0,001
miR-518f 0,01 -5,22 -37,6 <0,001
miR-886 0,01 -5,45 -43,8 <0,001
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sa-miR-62B-5p-4395544
sa-miR-331-5p-4395344
sa-miR-337-5p-4395267
sa-miR-1350-4395372
as-miR-155-4395459
sa-miR-192-4373188
sa-miR-186a-4395280
sa-miR-17-4395419
sa-miR-186b-4373155
sa-miR-21-4373898
sa-miR-24-4373872
sa-miR-93-4373302
sa-miR-34a-4395168
sa-miR-494-4395476
sa-miR-324-3p-4395272
sa-miR-788 95452
sa-miR-25-43730871
sa-m. —142—3%—43?3136
sa-miR-141-4373137
sa-miR-19a-4373099
sa-m —SIEU—EE—d 73248
sa-miR-374a-4373828
sa-miR-454-4395434
sa-miR-202-4395474
sa-miR-523-4395497
sa-m. -483—55—4 95449
sa-miR-618-438A996
sa-miR-872-4395375
sa-miR-576-3p-4395462
sa-miR-142-5p-4395359
sa-miR-146a-4373132
sa-miR-158-4373127
sa-miR-191-4395418
sa-miR-223-4395486
sa-miR-328-4395388
sa-m —MED—SE—d 73178
sa-miR-29a-4395223
sa-miR-517b-4373244
sa-miR-222-4395387
sa-miR-27b-4373068
sa-miR-28-3p-4395557
sa-miR-28-5p-4373067
sa-miR-126-4395339
sa-miR-16-437312
sa-miR-186-4335396
sa-m. —339—35—43 5295
Sa-. 45-4395297
sa-miR-744-4395435
sa-miR-331-3p-4373046
sa-miR-BB6-5p-4395384
sa-let-7c-4373167
sa-miR-152-4395178
sa-m. —lZSa—SE—( 95389
sa-miR-125b-4373148
sa-miR-143-4395360
sa-miR-214-4395417
sa-miR-134-4373200
sa-miR-28b-4373263
sa-miR-28a-4373286
sa-miR-218-4373089
sa-miR-381a-4373864
sa 148-5p-4373374
sa-1let-7h-4395446
sa-let-7d-4395394
sa-miR-19b-4373808
sa-miR-221-4373877
sa-miR-215-4373084
sa-miR-652-4395463
sa-miR-1Ba-4385533
sa-miR-324-5p-4373052
sa-miR-18b-4395328
sa-miR-185-4395382
sa-miR-199a-3p-4395415
sa-miR-598-5p-4395176
sa-miR-181a-4373117
sa-miR-224-4395218
sa-m. —5?1—35—4395433
sa-miR-492-4373217
sa-miR-184-4373113
sa-m —EEE—SE—A]ES]ES
sa-miR-273-4373287
sa-miR-376a—4373826
sa-miR-218-4373081
sa-miR-489-4395469
sa-miR-52Bb-4373252
sa-miR-373-4378073
sa-miR-589-4395520
sa-miR-51Bf-4395499
sa-miR-20b-4373288
sa-miR-29c-4395171
378
B87
438
893
395
3256
558!
Be7R
39
39
27
87
78
68
95,

~532-3p-4395466
sa-miR-532-5p-4388928
sa-miR-148a-4373138
sa-miR-135a-4373148

Figura 10 - Heatmap das expressdes diferenciadas dos miRNAs dos CGs

do Grupo 1 (tratamento cirdrgico) em comparacdo as expressdes dos

miRNAs das mucosas gastricas normais (Grupo 3). Os miRNAs est&o representados

nas linhas e as amostras nas colunas. As amostras do Grupo 1 estdo agrupadas a direita da figura e
as amostras do Grupo 3, a esquerda. Os valores utilizados foram os de AACt. A barra da expressao
em cores esta demonstrada acima, onde verde significa que o valor de expressdo do miRNA foi mais
baixo que a média de expressao dentre os grupos, e vermelho significa valor de expressdo mais alto.
Os quadrados numerados acima e na lateral esquerda representam o suporte (de 0% até 100%) entre

0s nés do heatmap.
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4.2 ANALISES COMPARATIVAS ENTRE OS DADOS CLINICO-
PATOLOGICOS E OS PERFIS DE EXPRESSAO DIFERENCIAL DE

miRNAS NAS PLACAS TLDA

Foram realizadas as reacdes de qRT-PCR em placas TLDA com as
23 amostras de CGs do Grupo 1, 57 amostras de CGs do Grupo 2 e com 0
pool de amostras de mucosa gastrica normais do Grupo 3. Cinco amostras
de CGs do Grupo 2 foram excluidas uma vez que n&o mostraram
amplificagdes dos miRNAs utilizados como controles endégenos. Portanto,
as analises comparativas dos perfis de expressdao de miRNAs foram
realizadas com as 76 amostras representadas por 23 amostras de CGs do
Grupo 1, 52 amostras de CGs do Grupo 2 e o pool das amostras de mucosa
gastrica normal do Grupo 3.

Para as andlises comparativas dos dados clinico-patolégicos com os
perfis de expressdao de miRNAs dos CGs, os dados clinico-patolégicos dos
23 pacientes do Grupo 1 e dos 52 pacientes do Grupo 2 foram coletados e

estdo organizados nas Tabelas 4 e 5.



Tabela 4 - Caracteristicas clinico-patolégicas dos 23 pacientes com CG do
Grupo 1.

Variaveis clinico-patoldgicas n (%)

Género

Feminino 4 (17,4)
Masculino 19 (82,6)
Idade (anos)

=65 13 (56,5)
<65 10 (43,4)
Classificacao de Lauren

Difuso 10 (43,8)
Intestinal 10 (43,8)
Misto 3(12,4)
Diferenciacao histolégica

Pouco 13 (56,5)
Moderado 10 (43,5)
Localizacao

TEG/Cardia 8 (34,8)
Estdbmago 15 (65,2)
Tamanho (cm)

25 17 (73,9)
<5 6 (26,1)
Metastase linfonodal

Ausente (NO) 1(4,3)
Presente (N1-N3) 22 (95,7)
Metastase a distancia

Ausente (MO) 19 (82,6)
Presente (M1) 4 (17,4)
Estadiamento Clinico

-1l 9(39,1)
-1V 14 (60,9)
Margem cirurgica

Livre 17 (73,9)
Comprometida 6 (26,1)
Invasdes vasculares ou perineurais

Ausente 9 (39,1)
Presente 14 (60.9)
Status clinico em 60 meses

Vivo sem cancer 3(13.0)
Vivo com cancer 5(21.8)
Obito pelo cancer 9 (39.1)
Obito outras causas 6 (26.1)

TEG: transigéao es6fagogastrica



Tabela 5 - Caracteristicas clinico-patolégicas dos 52 pacientes com CG do
Grupo 2.

Variaveis clinico-patolégicas n (%)
Género

Feminino 20 (38,5)
Masculino 32 (61,5)
Idade (anos)

=65 12 (23,1)
<65 40 (76,9)
Classificacao de Lauren

Difuso 23 (44,2)
Intestinal 25 (48,1)
Misto 4 (7,7)
Diferenciacao histolégica

Pouco 27 (51,9)
Moderado 25 (48,1)
Localizacao

TEG/Cardia 16 (30,8)
Estdbmago 36 (69.2)
Tamanho (cm)

25 28 (53,8)
<5 24 (46,2)
Metastase linfonodal

Ausente (NO) 28 (53,8)
Presente (N1-N3) 24 (46,2)
Metastase a distancia

Ausente (MO) 37 (71,2)
Presente (M1) 15 (28,8)
Estadiamento Clinico

-1l 7 (13,5)
H-1v 45 (86,5)
Margem cirurgica

Livre 52 (100,0)
Comprometida 0(0,0)
Invasao (vascular ou perineural)

Ausente 25 (47,4)
Presente 27 (52,6)
Resposta linfonodal pés QT

Ausente 23 (44,2)
Presente 29 (55,8)
Necrose

Ausente 33 (63,5)

Presente 19 (36,5)
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Cont/ Tabela 5

Variaveis clinico-patolégicas n (%)
Fibrose

Presente 47 (87,7)
Ausente 5(12,3)
Infiltrado inflamatério

Ausente 12 (23,1)
Presente 40 (76,9)
Seguimento

Vivo sem cancer 33 (63,5)
Vivo com cancer 13 (25,0)
Morte pelo cancer 6 (11,5)
% de tumor viavel

0% 4 (7,7)
0,1-25% 14 (26,9)
25,1%-50% 10 (19,2)
50,1%-75% 14 (26,9)
75,1%-99% 6 (11,6)
100% 4 (7,7)

TEG: transigdo esbfago-gastrica.

4.2.1 Perfil de expressao diferencial de miRNAs em relagao aos dados
clinico-patolégicos dos pacientes com CGs tratados apenas
cirurgicamente

Dentre todas as comparacdes realizadas entre as variaveis clinico-
patoldgicas e o perfil de expressao diferencial de miRNA dos pacientes com
CGs tratados apenas cirurgicamente, a unica variavel com diferenca
estatisticamente significativa foi o status clinico dos pacientes no seguimento
por 60 meses. Conforme pode ser observado na Tabela 6, foram
identificados 14 miRNAs hiporegulados nas amostras dos pacientes mortos

pelo cancer em relacdo as amostras dos pacientes vivos sem cancer. A
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Figura 11 mostra a distribuigdo das amostras desse subgrupo em relagao

aos miRNAs diferencialmente expressos.

Tabela 6 - Valores médios de AACt e fold change dos miRNAs
hipoexpressos no subgrupo de pacientes mortos pelo céncer em
comparagao aos pacientes vivos sem cancer no seguimento por 60 meses.

MiRNAs AACt AACt Fold |2

Vivos sem cancer Mortos pelo cancer VELER D[
miR-106a 1.55 -0.57 -4.35 0,033
miR-152 2.89 2.46 -1.34 0,022
miR-28-5p 2.83 2.21 -1.54 0,038
miR-30b 2.30 1.56 -1.67 0,041
miR-30c 2.22 1.49 -1.66 0,049
miR-320 2.13 1.21 -1.89 0,013
miR-34a 2.50 1.32 -2.26 0,038
miR-494 2.65 2.08 -1.48 0,014
miR-221 3.43 2.66 -1.69 < 0,001
miR-532-3p 3.61 3.09 -1.43 0,022
miR-95 3.52 3.25 -1.20 0,025
miR-18b 3.86 3.09 -1.70 0,009
miR-224 4.04 3.47 -1.48 < 0,001

miR-519a 3.95 3.64 -1.24 < 0,001
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Figura 11 - Heatmap das expressodes diferenciadas dos miRNAs dos CGs
dos pacientes com 6bito associado ao cancer em relagao as expressdes dos

miRNAs dos CGs dos pacientes vivos sem cancer. Os miRNAs estdo

demostrados nas linhas e as amostras nas colunas. Os valores utilizados foram os de AACt.
A barra da expressdo em cores esta demonstrada acima, onde verde significa que o valor
de expressdo do miRNA foi mais baixo que a média de expressdo dentre os grupos, e
vermelho significa valor de expressdo mais alto. Os quadrados numerados acima e na

lateral esquerda representam o suporte (de 0% até 100%) entre os nds do heatmap.

4.2.2 Perfil de expressao diferencial de miRNAs em relagcao dados
clinico-patolégicos dos pacientes com CGs tratados com QT
neoadjuvante seguido de cirurgia

Primeiramente, as comparacdes das expressdes diferenciais dos
miRNAs foram realizadas entre os grupos de CGs com diferentes
porcentagens de células tumorais viaveis poés-tratamento neoadjuvante

subagrupando as amostras de acordo com a % de células tumorais viaveis
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da seguinte maneira: 0% versus (vs) 100%, 0%-25% vs 75%-100% e 0%-
50% vs 51%-100% de tumor viavel. Apenas o grupo 0% vs 100% de células
tumorais viaveis apresentou perfil de expressido diferencial de miRNAs
estatisticamente significativo. Foram identificados 9 miRNAs hiporregulados
nas amostras com 100% em relagdo as amostras com 0% de célula tumoral
viavel (Tabela 7). Os 9 miRNAs foram agrupados hierarquicamente em

relacdo as amostras, como pode ser visualizado na Figura 12.

Tabela 7 - Valores médios de AACt e fold change dos miRNAs
hipoexpressos nos CGs de pacientes com 100% de células tumorais viaveis
em comparagao aos CGs dos pacientes com 0% de célula tumoral viavel.

MiRNAs AACt - AACt N Fold |2] Valor de p
0% tumor viavel 100% tumor viavel

miR-532-3p 3,37 3,16 -1,16 0,019
miR-744 3,23 2,98 -1,19 0,024
miR-130a 3,77 3,49 -1,22 <0,001
miR-320 2,81 2,47 -1,26 <0,001
miR-22 3,35 2,99 -1,28 <0,001
miR-152 3,42 3,01 -1,32 0,005
miR-16 2,90 2,46 -1,35 0,006
miR-451 3,28 2,80 -1,40 0,006

miR-214 3,47 2,93 -1,45 <0,001
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Figura 12 - Heatmap das expressodes diferenciadas dos miRNAs dos CGs
dos pacientes sem resposta patolégica (100% de tumor viavel) ao
tratamento neoadjuvante em comparagdo aos CGs dos pacientes com

resposta patolégica completa (0% de tumor viavel). Os miRNAs estdo
demonstrados nas linhas e as amostras nas colunas. Os valores utilizados foram os de
AACt. A barra da expressao em cores esta demonstrada acima, onde verde significa que o
valor de expressdo do miRNA foi mais baixo que a média de expressao dentre os grupos, e
vermelho significa valor de expressdo mais alto. Os quadrados numerados acima e na
lateral esquerda representam o suporte (de 0% até 100%) entre os nds do heatmap.

As comparagdes dos perfis de expressao dos miRNAs dos CGs
tratados com QT neoadjuvante seguida de cirurgia também foram realizadas
entre os subtipos histologicos de CG conforme as classificagbes de Lauren e
os graus de diferenciagdo histologica da OMS. Quanto aos graus de
diferenciagao histolégica, as analises comparativas identificaram apenas o
miR-379 hiperexpresso com fold change de 1,13 e p = 0,033 no subgrupo de
pacientes com tumores moderadamente diferenciados em relagao aos pouco
diferenciados. Ja conforme mostra a Tabela 8, foram identificados 3 miRNAs

hiperexpressos (miR-494, miR-130b e miR-629) e 2 hipoexpressos (miR-451
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e miR-495) no subgrupo de pacientes com carcinoma do tipo difuso em

comparagao aos carcinomas do tipo intestinal.

Tabela 8 - Valores médios de AACt e fold change dos miRNAs
diferencialmente expressos nos CGs do tipo difuso em comparagdo com
aqueles de tipo intestinal de acordo com a classificagao de Lauren.

AACt AACt
MiRNAs Fold |2] Valor de p
Intestinal Difuso
miR-494 3,35 3,56 1,15 0,033
miR-451 3,27 2,90 -1,29 0,013
miR-130b 3,57 3,73 1,12 0,049
miR-495 3,82 3,71 -1,08 0,038
miR-629 3,78 4,12 1,27 0,035

Realizamos as analises comparativas entre o perfil de expressédo dos
mMiRNAs e a presenca de metastases linfonodais. Foram identificados 4
miRNAs hipoexpressos (miR-22, miR-214, miR-337-5p e miR 133a) nos
pacientes com metastases linfonodais (N1-N3) em relagdo aos pacientes
sem metastases em linfonodos (NO). Estes dados podem ser vistos na

Tabela 9.

Tabela 9 - Valores médios de AACt e fold change dos miRNAs
hipoexpressos nos CGs com metastase linfonodal (N1-N3) versus sem
comparagao aos CGs sem metastase linfonodal (NO).

AACt AACt

MiRNAs Fold |2] Valor de p
NO N1-N3
miR-22 3,24 3,11 -1,09 0,018
miR-214 3,31 3,05 -1,20 0,007
miR-337-5p 3,78 3,56 -1,17 0,031

miR-133a 3,77 3,64 -1,09 0,02
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As analises dos perfis de expressdao de miRNAs no subgrupo dos
pacientes que nao apresentaram metastases a distancia em comparagao
com aqueles com metastases a distancia, identificaram 3 miRNAs
hipoexpressos (miR-126, miR-452 e miR-139-5p) nos CGs com metastases
a distancia. As informacdes detalhadas desses miRNAs podem ser

visualizadas na Tabela 10.

Tabela 10 - Valores médios de AACt e fold change dos miRNAs
hipoexpressos nos CGs com metastase a distancia (M1) em comparagéo
aos CGs sem metastase a distancia (MO0).

AACt AACt
MiRNAs Fold |2] Valor de p
MO M1
miR-126 2,00 1,67 -1,26 0,045
miR-452 3,80 3,67 -1,10 0,02
miR-139-5p 3,74 3,60 -1,10 0,038

A localizagao do tumor no estdbmago é um dos fatores mais discutidos
na area clinica por apresentar diferengas nas condutas terapéuticas. As
analises comparativas entre os perfis de expressdao dos miRNAs foram
realizadas nos CGs localizados no estdbmago versus os CGs localizados na
transicdo esofagogastrica (TEG)/cardia. Conforme mostra a Tabela 11,
foram identificados 10 miRNAs hipoexpressos nos pacientes com tumor

localizados na TEG em relagao aos tumores localizados no estdbmago.
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Tabela 11 - Valores médios de AACt e fold change dos miRNAs
hipoexpressos nos CGs localizados na regido TEG em comparagao aos CGs
localizados nas demais regides do estbmago.

: AACt AACt
MiRNAs Estomago TEG Fold |2]| Valor de p
miR-454 3,02 2,84 -0,88 0,024
miR-429 3,39 3,14 -0,84 <0,001
miR-196b 3,51 3,28 -0,85 0,031
let-7c 3,60 3,41 -0,87 0,006
miR-9 3,55 3,17 -0,77 0,019
miR-501-5p 3,79 3,46 -0,80 0,024
miR-361-5p 4,01 3,79 -0,86 0,017
miR-590-5p 3,84 3,62 -0,86 0,042
miR-505 3,93 3,72 -0,87 0,015
miR-107 4,05 3,85 -0,87 0,011

As comparacgdes dos perfis de expressdo dos miRNAs foram também
realizadas entre os subgrupos de pacientes que evoluiram com obito ou
estavam vivos apos 60 meses de seguimento clinico. Apenas o0 miR-139-5p
foi identificado como hipoexpresso nos pacientes que morreram devido a
doenca em relacdo aos pacientes vivos sem cancer, com valor de fold

change de -2,35 e valor de p = 0,03.

4.3 VALIDAGAO DOS PERFIS DE EXPRESSOES DIFERENCIAIS

DOS miRNAS NOS CGs

O principal resultado das analises dos perfis de expressdes diferenciais dos
miRNAs nos CGs tratados com QT neoadjuvante seguido de cirurgia foi a
identificacao de miRNAs diferencialmente expressos nos pacientes com CGs
que foram a 6bito em relagcédo aqueles que estavam vivos, sem doencga, apos
o seguimento de 60 meses. Nos CGs deste grupo, foram encontradas

diferencas no perfil de expressdao dos miRNAs nos CGs com resposta
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patoldgica completa (0% de célula tumoral viavel) em relagcdo aos CGs sem
resposta patoldgica (100% de células tumorais viaveis). Para a validagao
destes resultados, novas amostras de CGs foram incluidas. No Grupo de
CGs tratados exclusivamente com cirurgia foram adicionadas 18 novas
amostras de CGs, sendo 9 amostras de pacientes vivos sem doenca e 9
amostras de pacientes com CGs que evoluiram para 6bito em até 60 meses
de seguimento. A casuistica final utilizada para a validagdo dos resultados
neste Grupo de CGs foi composta por 30 pacientes, sendo 12 amostras de
pacientes vivos sem doenca e 18 amostras de pacientes mortos pela
doenca.

No grupo dos pacientes com CGs tratados com QT neoadjuvante
seguida de cirurgia, foram incluidas 8 novas amostras de CGS com 0% de
célula tumoral viavel e apenas 2 novas amostras com 100% de células
tumorais viaveis. Com o intuito de aumentar o numero de casos de ambos
0s subgrupos decidimos incluir 3 amostras de CGs com 1% de células
tumorais viaveis e 7 amostras de CGs com mais de 90% de células tumorais
viaveis. Portanto o numero total de casos deste grupo utilizados para a
validagcao dos resultados foi de 28 CGs, distribuidos de acordo com a

porcentagem de células tumorais viaveis (Tabela 12).
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Tabela 12 - Distribuicdo dos CGs de pacientes submetidos ao tratamento
neoadjuvante de acordo com a porcentagem de células tumorais viaveis
remanescentes observadas na analise do leito tumoral apds o tratamento.

Grupo 2 — Tratamento Neoadjuvante n=28 (%)
0% célula tumoral viavel 12 (26,3)
1% célula tumoral viavel 3(7,9)

> 90% células tumorais viaveis 7(18,4)
100% células tumorais viaveis 6 (13,2)

4.3.1 Validacao dos perfis de miRNAs diferencialmente expressos nos
CGs dos pacientes vivos e sem cancer em comparagao aos pacientes
mortos pelo cancer no grupo de pacientes tratados apenas
cirugicamente

ApoOs uma triagem dos resultados obtidos com as placas TLDA, 3
mMiRNAs foram escolhidos para a etapa de validacdo: miR-152, miR-320 e
miR-532. A escolha destes microRNAs diferencialmente expressos para
validacao foi feita apos a pesquisa na literatura das vias de metabolizagao e
resposta aos quimioterapicos associadas diretamente a estes miRNAs.
Outro dado importante para esta escolha foi que estes mesmos 3 miRNAs
também estdo hiporregulados nas amostras dos pacientes do Grupo
tratados com Qt neoadjuvante seguida de cirurgia com CGs que
apresentavam 100% de células tumorais viaveis apds o tratamento
neoadjuvante, justamente nos dois grupos que indicam auséncia de resposta
aos tratamentos submetidos.

Como pode ser observado na Figura 13, apesar dos 3 miRNAs
apresentarem uma tendéncia de hiporregulacdo nas amostras dos CGs dos

pacientes mortos pelo cancer em relacdo as amostras de CGs dos pacientes
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vivos e sem cancer, estes resultados ndo foram estatisticamente

significativos.
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Figura 13 - Graficos representado por boxplots mpstrando os miRNAs
diferencialmente expressos nos CGs dos pacientes mortos pelo cancer em

relacdo aos CGs dos pacientes vivos e sem cancer. Os graficos mostram que néo
houve diferencas estatisticamente significativas entre as expressées dos microRNAs e os

grupos de CGs. MPC = Mortos pelo cancer, VSC = Vivos e sem cancer.

4.3.2 Validagcao dos perfis de miRNAs diferencialmente expressos em
relagdo ao grau de resposta tumoral a terapia neoadjuvante nos CGs
dos pacientes tratados com QT neoadjuvante seguida de cirurgia
Primeiramente realizamos uma analise para observar o nivel de
expressdo dos 9 miRNAs nas amostras com diferentes porcentagens de
células tumorais viaveis (0%, 1%, <90% e 100%) presentes na peca
cirurgica apos o tratamento neoadjuvante (Figura 14). Com essa analise
observamos que a expressao dos miRNAs das amostras com 1% de células
tumorais viaveis era mais proximo do nivel de expressao das amostras com

90% e 100% do que das amostras com 0% de célula tumoral viavel. Foi
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observado também que nao houve diferengca estatisticamente significativa
entre o nivel de expressao dos miRNAs nas amostras com 90% em relagao
as amostras com 100% de células tumorais viaveis (p > 0,05). Por esse
motivo foi decidido excluir as amostras com 1% de células tumorais viaveis

das proximas analises.
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Figura 14 - Graficos de boxplot com as expressdes diferenciadas dos
miRNAs dos CGs dos pacientes que fizeram tratamento neoadjuvante em
relacdo aos diferentes graus de resposta patoldgica determinado pelas

porcentagens de células tumorais viaveis remanescentes. Os graficos mostram
que nao houveram diferencas estatisticamente significativas entre as expressbes dos
microRNAs na comparagao entre as amostras com 90% e 100% de células tumorais
viaveis. Também houve semelhangas nos niveis de expressdes das amostras com 1% de
células tumorais viaveis e os outros grupos de tumores. TVO = 0% de células tumorais
viaveis, TV1 = 1% de células tumorais viaveis, TV90 = 90% de células tumorais viaveis,
TV100 = 100% de células tumorais viaveis.
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4.3.2.1 miRNAs diferencialmente expressos nos CGs dos pacientes
com 0% de célula tumoral vidvel em comparagao aos CGs dos
pacientes com 100% de células tumorais viaveis

A comparacao dos niveis de expressbes dos miRNAs entre as
amostras com 0% de célula tumoral viavel e as amostras com 100% de
células tumorais viaveis nas pecgas cirurgicas pés tratamento neoadjuvante
evidenciou a hipoexpressdo do miR-16 nas amostra com 100% de células
tumorais viaveis (p = 0,04 e fold change = -2,21). A Figura 15 mostra o

Boxplot dessas comparacoes.
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Figura 15 - Grafico de boxplot das comparagbes das expressdes
diferenciadas do miRNA-16 entre as amostras de CGs com 0% de células
tumorais viaveis e dos CGs com 100% de células tumorais viaveis pos

tratamento neoadjuvante. O miR-16 apresentou-se hiporregulado nas amostras de

CGs com 100% de células tumorais viaveis. TVO = 0% de células tumorais viaveis, TV100 =

100% de células tumorais viaveis.
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4.3.2.2 miRNAs diferencialmente expressos nos CGs dos pacientes
com 0% de célula tumoral vidve em comparagao aos CGs dos pacientes
com 90% a 100% de células tumorais viaveis

Nas andlises de validagcédo utilizando os assays individuais dos 9
mMiRNAs diferencialmente expressos encontrados na comparacao dos niveis
de expressao dos miRNAs entre as amostras com 0% de célula tumoral
viavel e os CGs com 90% a 100% de células tumorais viaveis demonstrou
resultados estatisticamente significativos nas expressdes de 3 miRNAs: miR-
16 (p < 0,001 e fold change = -3,11), miR-22 (p = 0,001 e fold change = -
3,41) e miR-130a (p = 0,035 e fold change = -1,98). Os 3 mMiRNAs
apresentaram-se hiporregulados nas amostras com 90% a 100% de células

tumorais viaveis (Figura 16).
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Figura 16 - Graficos de boxplot das comparagbes das expressdes
diferenciadas dos miRNAs entre as amostras de CGs com 0% de células
tumorais viaveis e dos CGs com 90% a 100% de células tumorais viaveis

pos tratamento neoadjuvante. Os 3 miRNAs estavam hiporegulados nas amostras de
CGs com 90% a 100% de células tumorais viaveis. TVO = 0% de células tumorais viaveis,

TV90-100 = 90% até 100% de células tumorais viaveis.
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4.4 REDE DE INTERAGAO ENTRE OS miRNAS VALIDADOS E

SEUS PRINCIPAIS ALVOS MOLECULARES

A pesquisa dos principais mecanismos moleculares e genes
regulados pelos miRNAs diferencialmente expressos em relagao aos graus
de resposta patolégica nos CGs foi feita de duas maneiras: 1. através da
pesquisa bibliografica dos estudos previamente publicados na literatura nos
quais o0s genes relacionados aos miRNAs foram validados
experimentalmente e, 2. através da plataforma disponivel no site
miRTarBase (http://www.mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw) procurando por genes
alvos preditos.

Como pode ser observado nas Figuras 17, 18 e 19 a rede de
interacdo entre os miRNAs e seus alvos. Observa-se que esta interagao é
extremamente complexa pois envolve muitas moléculas associadas aos
processos de inibicdo da expressdo dos RNAms direta e indiretamente. Mas
mesmo diante deste cenario complexo podemos destacar a interagao dos
miRNAs hipoexpressos nos casos de CG com pouca ou nenhuma resposta
ao tratamento neoadjuvante com RNAms de genes que séo relacionados a
baixa resposta a quimioterapia como o BCL 2, Ciclina D1 (CCND1), TP53,

PTEN, HMGB1, CDK®6, XIAP e MET.
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m— Cortec evidéncias  (reporter assay, western blot, gRT-PCR or qPCR)
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Fonte: Adaptado de: http://www.mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw

Figura 17 - Rede de interacdo do miR-16 com seus alvos. O miR-16 esta
representado mais ao centro da figura (hsa-miR-16-5p). As linhas azuis escuro representam
interagdes comprovadas por experimentos mais robustos, enquanto que as linhas azuis

clara representam interagcdes comprovadas por experimentos menos robustos.
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m—— Fortes evidéncias (reporter assay, western blot, gRT-PCR or gPCR)
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Fonte: Adaptado de: http://www.mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw

Figura 18 - Rede de interagdo do miR-22 com seus alvos. O miR-22 esta
representado mais ao centro da figura (hsa-miR-22-3p). As linhas azuis escuro representam
interagdes comprovadas por experimentos mais robustos, enquanto que as linhas azuis

clara representam interagdes comprovadas por experimentos menos robustos.
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= Fortes evidéncias (reporter assay, westem blot, gRT-PCR or gPCR)
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Figura 19 - Rede de interagcdo do miR-130a com seus alvos. O miR-130a esta
representado mais ao centro da figura (hsa-miR-130a-3p). As linhas azuis escuro
representam interagdes comprovadas por experimentos mais robustos, enquanto que as

linhas azuis clara representam interagées comprovadas por experimentos menos robustos.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo foi realizada de forma retrospectiva uma pesquisa para
avaliar a diferenga de expressdao de miRNAs entre as amostras parafinadas
de CG de pacientes respondedores ou nao respondedores aos esquemas de
quimioterapia neoadjuvante utilizados atualmente. Paralelamente também
foram realizadas as analises das expressbes dos miRNAs em CG de
pacientes tratados exclusivamente com cirurgia, esquema de tratamento
comumente utilizado antes dos estudos dos beneficios advindos do uso das
terapias neoadjuvantes.

A quimioterapia neoadjuvante tornou-se a principal opg¢ao terapéutica
no tratamento dos CGs localmente avancados em muitos centros
especializados em tratamento oncoldgico. A exposigao do quimioterapico ao
tecido tumoral alvo antes do procedimento cirurgico apresenta grandes
vantagens como a melhor absorgao e distribuicdo dos medicamentos por via
vascular, uma vez que a vasculatura ainda esta preservada e a drenagem
vascular € mais eficiente, e também por contribuir para a queda do
estadiamento do tumor, proporcionando diminuicdo da massa tumoral,
permitindo assim a ressecgdo cirurgica deste. A exposicdo das células
tumorais as drogas utilizadas na QT pré-operatdria permite testar a
quimiosensibilidade tumoral associado ao efeito citotoxico da medicacao.
Além disso, os pacientes toleram mais os efeitos citotoxicos relacionados ao

tratamento antes da cirurgia do que no periodo pés-cirurgico. Entretanto, a
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falta de resposta tumoral as terapias neoadjuvantes pode atrasar a
realizacdo da cirurgia e a toxicidade induzida pela quimioterapia pode
aumentar as complicagdes poés-cirurgicas dos pacientes (LI et al. 2010).
Diante destas situagdes, a determinacao de fatores capazes de predizer a
resposta tumoral ao pré-tratamento pode poupar os pacientes pouco
respondedores de serem expostos a tratamentos agressivos dos quais eles
ndao se beneficiariam. Até o momento, ndo existem metodologias
diagndsticas nao invasiveis capazes de determinar o grau de resposta ou a
regressao tumoral completa clinica ou patolégica durante ou apds o
tratamento. Por isso muitos marcadores moleculares tém sido estudados
com o intuito de determinar marcadores preditivos de resposta terapéutica
nos CGs (KHEIRELSEID et al. 2013). Uma vez que as técnicas de
histopatologia disponiveis ndo conseguem identificar os pacientes com CG
que responderao ao tratamento neoadjuvante, as analises das expressoes
dos miRNAs tumorais podem aumentar as chances de sucesso desta
selecao.

Os miRNAs exercem funcdes importantes em diversos processos
biolégicos normais como diferenciagdo celular e estabilizagdo fenotipica.
Além disso, essas moléculas estdo envolvidas nos mecanismos de
crescimento tumoral e de resposta a quimioterapia. A extensdo do
envolvimento dos miRNAs nos processos de resisténcia a drogas ainda nao
esta totalmente elucidado, mas estudos prévios identificaram RNAs

mensageiros alvos de miRNAs que estdo envolvidos nos mecanismos de
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sensibilizagao e resisténcia, sugerindo que novos alvos terapéuticos possam
representar novas opgoes de tratamento (POULIOT et al. 2012).

Neste estudo encontramos 9 miRNAs (miR-16, miR-22, miR-130,
miR-152, miR-214, miR-320a, miR-532, miR-744 e miR-451) hipoexpressos
nos CGs dos pacientes sem resposta tumoral a terapia e, apds pesquisas na
literatura observamos que varios destes miRNAs estdo associados as vias
moleculares de apoptose, crescimento tumoral e metabolismo de drogas
(BRONISZ et al. 2011; TIAN et al. 2011; SUKAWA et al. 2014). Vale
ressaltar que um dos pardmetros utilizados para avaliar a eficacia da terapia
neoadjuvante € através das analises das respostas histologicas, através da
determinagao da porcentagem de células tumorais viaveis remanescentes
na peca tumoral examinada pos-tratamento (MANSOUR et al. 2007). Neste
estudo, apesar do pequeno numero de casos estudados, as analises
estatisticas identificaram a expressao diferencial de alguns miRNAS. Estes
dados permitiram identificar subgrupos de CGs com grau de resposta
distinto em relacao as expressdes destes miRNAs.

Dados prévios descritos na literatura mostram que varios miRNAs
hiporegulados nas amostras do nosso estudo, estdo de alguma forma
envolvidos em processos moleculares que resultaram em resisténcia celular
aos quimioterapicos. Tem sido demonstrado que em alguns pacientes com
CG, a falta de adesao a terapia esta ligada a resisténcia a multiplas drogas
(MDR) que acontece de forma intrinseca ou adquirida apds o ciclo inicial de
tratamento quimioterapico. Inicialmente, acreditava-se que a MDR resultava

de alteragdes moleculares que inibiam a interacdo entre o farmaco e seu
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receptor, representada pela super expressao de bombas de efluxo de drogas
como a P-glicoproteina (P-gp, produto do gene MDR1) ou de detoxificadores
intracelulares como os antioxidantes (como por exemplo, a glutationa). Mais
recentemente, outros fatores que atuam mais abaixo na via de
processamento dos farmacos tém sido apontados como importantes papéis
no desenvolvimento de MDR, tais como o aumento da atividade dos genes
de reparo do DNA, alteragdo dos pontos de checagem do ciclo celular,
aumento no metabolismo de drogas, defeitos na via apoptdtica, entre outros.
Os mecanismos de MDR em CG tém sido muito estudados, mas ainda nao
estdo muito caracterizados. Evidéncias sugerem que 0s mecanismos
responsaveis pela MDR em CG sao multifacetados e extremamente
interligados (XIA et al. 2008; WANG et al. 2013).

Os estudos realizados em linhagem de células de carcinomas
gastricos e resistentes a quimioterapicos mostraram a presengca de
mecanismos de defesa celular que resultam em um fendtipo altamente
complexo que confere resisténcia por reduzir a apoptose, hiper-regular os
mecanismos de reparo a dano no DNA, alterando checkpoints do ciclo
celular, e desregulagdo da montagem do citoesqueleto. Essas alteragdes
resultam no redirecionamento dos transportadores de farmacos para longe
da superficie celular (POULIOT et al. 2012).

Semelhante aos nossos resultados, a desregulagdo do miR-16 foi
demostrada em outros estudos com tumores malignos, sendo este miRNA

descrito como supressor tumoral e consistentemente hiporregulado nas
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células de leucemia linfocitica cronica, cancer de pulmdo nao pequenas
células, adenomas pituitarios e CG (MA et al. 2013).

Ja em relagao aos trabalhos semelhantes ao presente estudo, um dos
estudos encontrados é o de XIA et al. (2008), no qual foram utilizadas
células de CG moduladas para serem MDR. Neste estudo, foi demonstrado
que o miR-16 sob a condi¢ao especifica de resisténcia estava hiporregulado
e concluiram que a modulagdo da expressdo desse miRNA pode alterar a
sensibilidade dessas células aos farmacos quimioterapicos. Eles ainda
demonstraram que o miR-16 regula diretamente a expressao da proteina
BCL-2 que é conhecida como reguladora da via mitocondrial da apoptose.
Sendo assim, o0 miR-16 regulando a expresséo de BCL-2 pode modular a
suscetibilidade das células tumorais a apoptose induzida pela quimioterapia.
KIM et al. (2011a) avaliaram a resposta tumoral dos CGs tratados com
quimioterapia de acordo com o tempo de progressao tumoral e identificaram
0 miR-16 hiperregulado nos CGs quimiossensiveis.

Qutros estudos prévios também mostraram resultados que
associaram a expressdo do miR-16 ao grau de resposta tumoral a terapia
realizada em outros tipos de tumores. POULIOT et al. (2012) através de
estudos com células de carcinoma epidermdide demonstraram que a
diminuicao dos niveis de expressao de miR-16 acarreta resisténcia celular
ao quimioterapico cisplatina. Além disso, identificaram como genes alvo as
quinases WEE1 e CHK1 que sao responsaveis pelo checkpoint na fase G2-

M do ciclo celular. Com a inibicdo desse checkpoint, as células tumorais
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tornam-se sensiveis aos farmacos que causam o dano ao DNA, como por
exemplo, a cisplatina.

O estudo realizado com células de carcinomas coloretais demonstrou
como alvo do miR-16 o gene survivina. A survivina pertence a uma familia
de genes inibidores de apoptose e esta relacionada a multiplas fungoes
essenciais como divisdo celular, mecanismos de checkpoint de integridade
genbmica e apoptose. Além disso, este estudo também demonstrou a
relacdo do miR-16 com o p53, uma proteina nuclear essencial para o
controle do ciclo celular, reparo do DNA e inducdo de apoptose sob
condicdes de estresse. O estudo afirma que o p53 reprime a expressao de
survivina através da hiper-regulagédo do miR-16 (MA et al. 2013). Ainda com
células de carcinoma coloretal, outros pesquisadores analisaram o perfil de
expressao de miRNA, e observaram que o miR-16 € um dos miRNAs
preditores de resposta completa ao tratamento quimioterapico neoajuvante
(KHEIRELSEID et al. 2013).

Outro estudo que mostrou a associagao do miR-16 com a resisténcia
tumoral a terapia foi realizado com células de mesotelioma pleural maligno.
Esse tumor é caracterizado por episédios frequentes de recorréncia e de
resisténcia a terapia, que tem sido associados a heterogeneidade tumoral e
hiperregulagdo global de multiplos genes envolvidos no metabolismo,
proliferacédo e inibicdo da apoptose. Além de constatar a hiporregulagado do
miR-16 nesse tipo tumoral, eles constataram que a reexpressao do mesmo
esta ligada a ressensibilizacdo tumoral aos agentes quimioterapicos (REID

et al. 2013).
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CAl et al. (2012) estudaram osteossarcomas e também descreveram
que o miR-16 induz a apoptose através da parada do ciclo celular. Ainda
nesse mesmo estudo, mecanismos regulatérios pdos transcricionais
associados a expressao do gene ciclina D1 mostrou interagdo direta com o
miR-16, concluindo que esse miRNA suprime a expressao de ciclina D1 a
niveis proteicos, apontando uma estratégia terapéutica potencial para inibir a
proliferacao celular dos osteosarcomas.

No nosso estudo, além da hiporregulacdo do miR-16, foram
encontrados também o miR-22 e o miR-130a hiporregulados nas amostras
dos CGs que apresentaram alta porcentagem de células tumorais viaveis
nas analises pos tratamento, caracterizando a presenca de resisténcia
destas células a terapia neoadjuvante utilizada.

WANG et al. (2013) demonstraram em seu estudo uma forte
associacao entre a hipoexpressdo do miR-22 e a evolucéo clinica associada
ao pior prognostico nos CGs. Em outro estudo, os pesquisadores
demonstraram, aumento da expressido do CD151, uma proteina
transmembrana envolvida na migragdo e invasao tumoral que é um dos
alvos do miR-16, em carcinomas gastricos com pior prognostico (SADEJ et
al. 2014; WANG et al. 2014).

Um dos primeiros estudos relatando a atividade supressora tumoral
do miR-22 foi descrito por LI J et al. (2011). Neste estudo com células de
carcinoma colorretal, foi observado a superexpressao do miR-22 nas células
tumorais e demonstrada a sua participacdo nos processos de proliferacao,

apoptose e sobrevivéncia celular. Os autores concluiram que o miR-22
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superexpresso diminui a proliferagdo e sobrevivéncia das células de
carcinoma colorretal com p53 mutado. Isso ocorre porque a mutagao do p53
leva a hiperregulagdo do PTEN que culminara na elevagado dos niveis de
caspase-3.

Um resultado muito interessante foi descrito por TANG et al. (2013)
que testaram a atividade antitumoral do composto dialil dissulfeto (DAD), que
possue propriedades antioxidante e indutora de apoptose em células de CG
em relacao ao perfil de expressao de miRNAs tumorais. Primeiramente, eles
descreveram niveis elevados de expressdao do miR-22 nas células gastricas
normais quando comparados as células tumorais. Apds o tratamento das
células tumorais com DAD eles encontraram elevagdes dos niveis de miR-22
que resultou na eficiéncia do tratamento, com consequente diminui¢do do
tamanho tumoral. Estes autores também demonstraram que o gene pré-
tumoral WNT-1 era alvo do miR-22. Através de imuno-histoquimica
comprovaram a inibicdo do gene WNT-1 apds o reestabelecimento dos
niveis de miR-22 pés-tratamento com o DDA em CGs.

Outros estudos relataram a associacido entre a expressdo do miR-22
e o processo de autofagia (GUO et al. 2014; LI et al. 2014). Sabe-se que a
autofagia € um processo regulado pela via de degradacgédo lisossomal
ajudando a manter o balango entre sintese, degradagdo e subsequente
reciclagem dos produtos celulares, sendo fortemente associada ao
desenvolvimento do cancer e a resisténcia a terapia. O estudo foi realizado
com amostras de osteosarcomas, cujo protocolo de tratamento

quimioterapico € muito semelhante ao utilizado nos pacientes com CG



85

(cisplatina, doxirubicina e metotrexato), e mostraram que o miR-22
sensibiliza as células de osteosarcomas durante o tratamento
quimioterapico. Isso acontece pois 0 miR-22 atua inibindo a expressao da
proteina HMGB-1 (High-mobility group box 1) que possui importante papel
durante o processo de autofagia.

Ainda relacionado ao controle da autofagia, ZHANG et al. (2015)
descreveram o papel do miR-22 como inibidor desse processo celular e
promotor da apoptose ao aumentar a sensibilidade de células de carcinomas
colorretais (in vivo e in vitro) ao tratamento com 5-fluoracil. Eles ainda
descreveram nesse estudo o BTG 1 (B-cell translocation gene 1) como alvo
do miR-22 e promotor do processo de autofagia.

Semelhante ao observado no nosso estudo, outros estudos com
diversas neoplasias malignas também relataram a associagao entre a baixa
expressao do miR-130a e a resisténcia aos tratamentos quimioterapicos,
assim como a sua atuagdo como supressor tumoral (HUMMEL et al. 2010;
VAN JAARSVELD et al. 2010; ZHOU et al. 2014; PAN et al. 2015).

Através das analises por gRT-PCR, o estudo de ZHANG et al. (2013)
mostrou pela primeira vez que o miR-130a encontra-se significativamente
hiporregulado em células de cancer de ovario resistentes a cisplatina. Vale
ressaltar que a cisplatina € um quimioterapico de primeira linha utilizado no
tratamento de varios tipos de cancer, inclusive para o CG. Além disso, eles
confirmaram que o potente inibidor de caspases e da apoptose: o XIAP (X-
linked inhibitor of apoptosis), € um alvo direto do miR-130a causando assim

alteracdes na apoptose induzida pela cisplatina. Neste estudo, quando os
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niveis do miR-130a foram reestabelecidos, as células de cancer de ovario
resistentes aumentaram a quimiossensibilidade a cisplatina. Eles também
encontraram que a hiporregulagdo do miR-130a esta associada com o
aumento da expressao do M-CSF, uma caracteristica comum de doenca
agressiva e de quimiorresisténcia em cancer de ovario.

Outro estudo interessante foi realizado com amostras de carcinomas
de pulmdo ndo pequenas células, que geralmente apresentam prognostico
muito ruim, em grande parte devido ao desenvolvimento de resisténcia
celular a terapia. Por esse motivo, o agente anticancer TRAIL (TNF-related
apoptosis-inducing ligand), um membro da familia TNF capaz de induzir
especificamente a morte de células tumorais enquanto possui atividade
limitada ou quase nula em células normais, vem sendo testado nas células
deste tipo de tumor. De acordo com os resultados encontrados, o miR-130a
foi capaz de aumentar a sensibilidade das células do carcinoma pulmonar
nao pequenas células resistentes ao TRAIL. Este mecanismo tem sido
associado a ativagdo do gene MET, que € alvo do miR-130a, conhecido
oncogene capaz de induzir a migragao celular e a invasdo através da
ativagcao da via PI3K/AKT (ACUNZO et al. 2012).

OUYANG et al. (2014) relataram a hipoexpressao do miR-130a em
linhagem celular de amostras de carcinomas mamarios triplo negativos. Foi
observado que a expressdo deste miRNA diminuiu apds o tratamento da
células com a doxirrubicina e que, inversamente; quando os niveis deste
mMiRNA sao reestabelecidos, a sensibilidade celular ao quimioterapico

aumenta. Neste trabalho também foram demonstrados como alvos do miR-
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130a, a MAPK que pode promover proliferacéo celular endotelial dos vasos
e angiogénese do tumor, o ULK2 e o GMFB, que sao genes relacionados
com a autofagia e a proliferagao celular, respectivamente. Assim, concluiram
que o miR-130a pode ser um marcador relacionado a resisténcia celular aos
quimioterapicos.

Outro estudo que avaliou os nives de expressao dos miRNAs em
carcinomas de proéstata, demonstrou que os niveis de expressdo do miR-
130a estavam diminuidos nas células de cancer de prostata resistentes a
castragcdo e também ao tratamento com paclitaxel. Quando os niveis de
expressao deste mMIRNA eram reestabelecidos, a via de sinalizagéo
apoptotica era ativada através da ativacdo da caspase 8 e entdo ocorria o
aumento da sensibilidade celular ao paclitaxel. Os resultados deste estudo
apontaram como alvo direto do miR-130a o gene SLAIN1 (SLAIN motif-
containing protein 1) o qual regula a dindmica dos microtubulos, e como alvo
indireto o CAV2 (caveolin-2) que esta envolvido em varios processos
celulares importantes, inclusive na cascata de transdugao de sinal (FUJITA
et al. 2015).

Atualmente, a maioria dos estudos tem como objetivo principal
determinar o papel da expressdo de miRNAs desregulados no cancer. A
analise do perfil de expressdo de miRNAs é promissor para a caracterizacao
tumoral, podendo revelar potenciais marcadores diagnésticos e progndsticos
das neoplasias malignas. Outros estudos que avaliam a reposigdo ou o
bloqueio de miRNAs especificos podem contribuir para o desenvolvimento

de novas terapias para o tratamento destas neoplasias (XIA et al. 2008). Em
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nosso estudo, encontramos a desregulacdo de alguns miRNAs, que
parecem estar associados aos CGs que mostraram resisténcia aos
esquemas de terapia neoadjuvante utilizados atualmente. Nossos dados
apontam evidéncias de que os mMiRNAs podem ser utilizados como

potenciais alvos para a sensibilizagcao das células tumorais a quimioterapia.
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CONCLUSOES

109 miRNAs sao diferencialmente expressos na comparagao entre os
carcinomas gastricos e a mucosa gastrica normal, sendo 9 miRNAs
hiperexpressos e 100 miRNAs hipoexpressos nos carcinomas
gastricos.

Foram identificados 9 miRNAs hiporregulados nos carcinomas
gastricos sem resposta patoldgica (100% de célula tumoral viavel) ao
tratamento neoadjuvante em comparagdo aos carcinomas gastricos
com resposta patolégica completa (0% de célula tumoral viavel). O
miR-16 foi validado como hipoexpresso nas amostras de carcinomas
gastricos sem resposta patoldgica.

14 miRNAs estdo hiporregulados nas amostras dos carcinomas
gastricos de pacientes mortos pelo cancer em relagdo as amostras

dos carcinomas gastricos dos pacientes vivos e sem cancer.
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