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RESUMO

INTRODUCAOQ: O Cancer Géstrico (CG) é a segunda maior causa de morte por cancer no
mundo com diferencas de incidéncia, sobrevida, histopatologia e moleculares. Através de novas
tecnologias, observam-se particularidades genémicas e epigendmicas. Destas, as modificagdes
das histonas € um importante alvo em funcdes regulatorias génicas. As histonas deacetilases
desempenham papel na regulacdo transcricional e estdo desreguladas em varios tipos de cancer.
Sirtuinas, por sua vez, sao deacetilases NAD-dependentes cujas alteracdes participam da
cascata de transmissdo de sinais relacionados ao metabolismo tumoral. A associacdo das
sirtuinas a fatores oxidativos, como o peroxisome proliferator-activated receptor gamma
coactivator-1-alpha (PGC-1 alfa) e do hypoxia-inducible factor-1 alpha (HIF-1 alfa) ndo tem
sido bem estudado. OBJETIVOS/METODOS: Essa tese teve como objetivo analisar os dados
publicados na literatura sobre o papel das sirtuinas na carcinogénese gastrica, nos ultimos dez
anos, através de busca em plataformas de banco de dados. Posteriormente, investigamos a
associacao entre a expressdo de SIRT1 a SIRT7, PGC- 1 alfa e HIF-1 alfa e variaveis clinicas
de pacientes em 64 amostras de tecido tumoral no Hospital das Clinicas da Universidade
Federal de Pernambuco por Polymerase Chain Reaction ou em tempo Real (QPCR) e
imunofluorescéncia. Como braco controle, avaliamos a expressao nos mesmos marcadores em
tecido gastrico oriundos de 18 individuos submetidos a gastroplastia redutora. RESULTADOS:
Em levantamento bibliografico, 23 estudos versavam sobre sirtuinas e CG, sendo 22 (95.6%)
eram oriundos de paises orientais com resultados acerca de prognoéstico favoravel (34.8%) ou
desfavoravel (65.2%). Em nosso estudo original, a idade mediana dos pacientes foi de 59.5
anos, estagio | e Il em quase 30% e estagio Ill, 40% dos casos. Analisamos a expressdo de
SIRT1 e SIRTS3, cujas expressdes estavam elevadas estatisticamente no CG. Essa elevacdo deu-
se em fenotipos menos agressivos e em fases mais tardias da doenca. Alta expressdo de HIF1-
alfa também foi demonstrada, mas ndo para expressdo de PGC1- alfa. HIF1- alfa apresentou
elevacdo seguida por queda e nova elevagéo quando analisamos variaveis como estadiamento,
grau histologico, linfonodos comprometidos. Detectamos ainda, uma associacdo entre as
expressdes de SIRT1/SIRT3, SIRT1/PGC1- alfa, SIRT1/HIF1- alfa, SIRT3/PGCL1- alfa, mas
nenhuma associacdo no grupo controle. NOs ainda detectamos essas associacdes com
significancia estatistica em pacientes com invasao angiolinfatica. Esses resultados sugerem que
SIRT1, SIRT3, PGC1- alfa e HIF1- alfa integradamente podem estar envolvidas no processo
de estresse oxidativo. CONCLUSOES: A alta expressdo de SIRT1 e SIRT3 no CG esta
associada a fatores oxidativos e desfechos clinicos e patoldgicos iniciais € menos agressivos
seguido por nova elevacdo em fases tardias da doenga. A expressao de HIF1- alfa acompanha
esse padrdo, e hipotetizamos que a elevacao de inibidores do PGC1- alfa (ndo avaliados) devem
participar dessa cascata.

Palavras-chave: Adenocarcinoma Gastrico. Epigenética. Sirtuinas. PGC1-alfa. HIF1-alfa.
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ABSTRACT

BACKGROUND: Gastric cancer (GC) is the second-leading cause of global cancer- related
mortality with distinct incidence and survival rates, histophatologic and molecular. Through
new technologies, is seen genomic and epigenomic particularities. Histones deacetylases
provides a pivotal role in transcriptional regulations and are deregulated in many cancer types.
Sirtuins, in turn, are deacetylases NAD-dependents whose alterations work at signal
transmission cascade at pathways associated to tumor metabolism. The association between
sirtuins and oxidative factors, such as peroxisome proliferator-activated receptor gamma
coactivator-1-alpha (PGC-1 alpha) and hypoxia-inducible factor-1 alpha (HIF-1 alpha) has not
been studied. OBJECTIVES/METHODS: This thesis was aimed initially to investigate the data
published in the literature about the role of sirtuins in gastric carcinogenesis in the last ten years
by searching at database. Beside that, we investigate the association between the expression of
SIRT1 to SIRT7, PGC-1lalpha and HIF-1alpha with clinical outcome in patients in 64 tumoral
tissue samples in the Hospital das Clinicas from Federal University of Pernambuco — UFPE
with Polymerase Chain Reaction or in real time (QPCR) and imunofluorescence. In control arm,
we evaluated expression of the same biomarkers in gastric tissue from 18 persons submitted to
reductive gastroplasty. RESULTS: In bibliographic analyses, 23 studies discuss about sirtuin
and GC, 22 out 23 (95.6%) in last 10 years, came from Eastern countries, with prognostic
favorable and unfavorable (34.8%) and (62.2%), respectly. In our original study, median age
was 59,5 years, stage | and Il in almost 30% of patients and stage 11l in nearly 40% of cases.
We analyse the expression of SIRT1 and SIRT3, which expressions was statiscaly high in GC.
This elevation was showed in less aggressive phetotypesand in later phases of disease. High
expression of HIF1- alpha was also demonstrated, but not in for PGC1- alpha expression. HIF1-
apha was elevated followed by decresing and new elevation when we analysed variables such
as staging, histologic grade, lymph- nodes compromised. A association between SIRT1/SIRTS3,
SIRT1/PGC1- alpha, SIRT1/HIF1- alpha, SIRT3/PGC1- alpha, buut none of them in control
group. We still detected these associations com statiscly significance difference in patients with
angio- lymphatic invasion. These results suggest tha SIRT1, SIRT3, PGC1- alpha and HIF1-
alpha altogether may be involved in oxidative stress process. CONCLUSIONS: The high
expression of SIRT1 and SIRT3 in GC are associated to oxidative factors and early favorable
clinical and phatological outcomes, therefore less aggressive, followed by new elevation in later
phases of disease. The HIF1- alpha follw this pattern, and we hipotetized tha rhe elevation of
PGC1- alpha (nor available) should participate in this cascade.

Keywords: Gastric adenocarcinoma. Epigenetic. Sirtuins. PGC1- alpha. HIF1- alpha.
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1 INTRODUCAO

A epigenética constitui, como visto, um tema de extrema relevancia na atualidade tendo
em vista a heterogeneidade interindividual de varias doengas, dentre elas o céancer. As
modificacdes das histonas, proteinas que participam do empacotamento do DNA no nucleo e
que atuam na regulacdo génica, tem implicacGes relevantes em processos bioldgicos e
patoldgicos. As sirtuinas constituem uma proteina com propriedade histona deacetilase que tem
sido associada a processos de envelhecimento e sobrevivéncia celular. Em tecidos neoplasicos
apresenta um papel dual, ora como facilitadora de oncogenes ora de genes supressores a
depender do sitio tumoral.

Trazer a tematica da epigenética para uma doenca como 0 cancer se reveste de maior
importancia tendo em vista se tratar de um problema de saude publica com altas taxas de
incidéncia, prevaléncia e mortalidade. O cancer gastrico bem se enquadra nesse contexto. Além
disso, pode se apresentar com variacdes sejam demograficas, fenotipicas ou genotipicas.

Ademais, as sirtuinas como atuantes no processo de regulacdo de oncogenes, genes
supressores de tumor e até genes de reparo, podem deflagrar ou progredir a 0 processo de
carcinogénese. E ainda, sua participacdo no metabolismo peculiar da célula tumoral deve ser
avaliada. Assim, estudos que avaliem o seu padrdo de expressdo no cancer gastrico, neoplasia
com elevada heterogeneidade clinica e molecular, sdo necessarios, auxiliando a entender o seu
comportamento em populacdes diversas.

Além disso, como dito anteriormente, fatores oxidativos podem também contribuir para
o desenvolvimento do fendtipo maligno, e sua participacdo, como o do

PGC1- alfa e o HIF1- alfa, isoladamente ou associado as sirtuinas, ainda nao foi
estudado em nossa populacao.

Até o momento ndo ha dados na literatura que avaliem a expressdo de sirtuinas e de
fatores oxidativos, e sua associagdo com fatores clinicos e patologicos no cancer gastrico. Ou
ainda, se esses exercem alguma influéncia na sua patogénese, sobretudo em ocidentais, ainda é
um dado incerto.

Aspectos subcelulares da doenca devem participar dessa heterogeneidade clinica e
perfis moleculares distintos podem identificar subgrupos com prognésticos diversos. Como dito
anteriormente, a busca de um biomarcador que justifique essas evolugbes distintas é

fundamental. O conhecimento de uma base molecular que tenha impacto no progndstico e
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tratamento dos pacientes € imperioso. Nesse diapasdo, cenarios tanto genéticos quanto
epigenéticos devem ser estudados.

Ressalte-se que, como veremos adiante, no capitulo referente a uma revisdo sistematica
do tema epigenética e cancer gastrico, poucos estudos que tentam responder a essa questao
foram todos realizados em pacientes de origem oriental.

A busca por um marcador biolégico potencialmente eficaz que permita avaliar o
progndstico do paciente oncoldgicos tem sido uma prioridade mundial. Caso a expressdo de
sirtuinas associada a fatores oxidativos em pacientes com cancer gastrico se mostre como um
biomarcador adequado na avaliacdo do prognostico dos pacientes, o desenvolvimento de drogas
que atuem nesses mecanismos pode ser concebido com o intuito de permitir o controle da
progressao tumoral.

O presente trabalho foi proposto para tentar avaliar esses questionamentos. Para tanto,
o dividimos em trés capitulos. O primeiro deles, objetiva a realizacdo de uma revisao
sistemética dos estudos que avaliaram a associacdo da epigenética no CG, porém mais
especificamente no que concerne ao tema sirtuinas e cancer gastrico nos altimos dez anos.

O segundo capitulo, apresenta um estudo original, desenvolvido no laboratério de
Imunopatologia Keizo Asami da Universidade Federal de Pernambuco — LIKA/UFPE,
avaliando o papel das sirtuinas na oncogénese gastrica e sua associacdo com biomarcadores
oxidativos em pacientes com cancer gastrico submetidos a tratamento cirdrgico no Hospital das
Clinicas da UFPE. Tal estudo, fundamentou a concepgdo original dessa tese, e seus resultados
sdo fundamentalmente apresentados no capitulo trés dessa tese, bem como uma discussdo mais
aprofundada e as conclusbes atingidas. No entanto, dados suplementares e ndo menos
relevantes sdo apresentados ainda nesse capitulo dois.

Por fim, no terceiro capitulo, apresentamos dois artigos submetidos a periodicos
internacionais indexados que versam sobre o papel das sirtuinas e fatores oxidativos, relatados
no capitulo dois e um outro de atualizagdo do tratamento géstrico, seus desafios atuais e
horizontes a serem desbravados, esse ultimo em parceria com a University College of London
(UCL) Medical School, Royal Free Campus, London, United Kingdom.

Nessa tese, avaliamos a expressdo de moléculas que podem, de alguma maneira,
interferir, através de mecanismos epigenéticos, no prognostico desses pacientes. Dessa maneira,
abordaremos a seguir conceitos e mecanismos que fundamentam o fenémeno da epigenética e

suas possiveis inser¢des na carcinogénese.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Céncer géstrico
2.1.1 Epidemiologia

O céncer géstrico representa, dentro de um contexto de salde publica, um problema de
escala mundial. Apesar de sua incidéncia ter apresentado declinio desde a década de 30 do
século passado, ainda representa uma das maiores causas de morte por cancer nos Estados
Unidos, por exemplo (SIEGEL et al., 2016). Essa alta taxa de mortalidade é multifatorial, mas
se deve, sobretudo a elevada prevaléncia de doenca avancada a apresentacdo (AGBOOLA et
al., 1994; AVITAL, 2011). Em series populacionais do ocidente, a taxa de sobrevida para
pacientes completamente ressecado é de aproximadamente 70% a 75%, enquanto que decresce
sobremaneira para no maximo 35% se diagnosticado a partir do estagio Il (AGBOOLA et al.,
1994; AVITAL, 2011).

Anualmente, cerca de novecentas mil pessoas sdo diagnosticadas com cancer gastrico
no mundo e dessas em torno de 738 mil evoluem para 6bito relacionada a doenca, fazendo com
que responda pela quarta ou quinta posicdo em termos de incidéncia de cancer em geral e a
segunda ou terceira maior causa de morte por cancer a depender no ano analisado
(GLOBOCAN, 2008; FERLAY et al., 2010; JEMAL et al., 2010, GLOBOCAN 2012).

(Figura 1 e 2). Nos Estados Unidos, as taxas de incidéncia e mortalidade por ano mais

recentes sdo de 26.240 e 10.800, respectivamente (SIEGEL et al., 2018).

Figura 1: Incidéncia estimada de cancer, em ambos os géneros, por topografia, no mundo

Pulmdo — 1 824 701 casos
Mama -1 671 149 casos
Colorretal — 1 360 602 cases

Préstata — 1 094 916 casos
Gastrico - 951 594 casos
Figado — 782 451 casos

Cervix uterina — 527 624 casos

Outros — 4 969 280 casos

Total : 14 067 894 casos

FONTE: GLOBOCAN 2012.
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Figura 2: Mortes por cancer, em ambos 0s géneros, por topografia, no mundo
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Figado
Gastrico
Colorretal
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FONTE: GLOBOCAN 2012.

Sua incidéncia é mais comum em homens que mulheres em todo o mundo (FERLAY et
al., 2010). Acimas de 70% dos CG ocorrem em paises em desenvolvimento, mas variacdes
epidemioldgicas sdo demonstradas com diferentes regides geograficas, sendo as taxas mais
elevadas concentradas no leste asiatico, leste europeu e América do Sul, enquanto as mais
baixas observadas na América do Norte e maior parte da Africa (FORMAN et al., 2006;
JEMAL et al., 2011).

Em estudos ocidentais, a taxa de sobrevida mediana é de 2 anos, com uma taxa de
recidiva de até 65% e sobrevida em 5 anos de até 30% (WANEBO et al., 1993), enquanto esta
Gltima pode atingir o patamar de mais de 60% (DICKEN et al., 2005) na literatura oriental.
Assim, apesar de oriente ter 0 nimero de caso novos maior a cada ano, tambem apresenta
maiores taxas de sobrevida, talvez em parte, pela maior incidéncia de tumores proximais no
ocidente, que sdo tumores mais agressivos historicamente, e ao diagnostico precoce realizado
(programas de rastreamento estreitos) mais frequentemente em servigos orientais (NOGUCHI
et al., 2000).

No Brasil, a situacdo é da mesma forma alarmante. Segundo dados do Instituto Nacional
de Cancer do Brasil - INCA, o0 nimero de casos novos de cancer gastrico estimados para o
Brasil no ano de 2018 é de 21.290, sendo 13.540 homens e 7.750 mulheres por ano (INCA,
2018), apesar de uma leve queda em relagdo aos numeros de 2006, que era de 23.200 novos
casos (INCA 2016).
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Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de estbmago em homens é
0 segundo mais frequente nas Regides Norte (11.62/100 mil) e Nordeste (10.67/100 mil). Nas
Regibes Sul (17.13/100 mil) e Centro-Oeste (11.50/ 100 mil) é o quarto mais frequente. Ja na
Regido Sudeste (13.79/100 mil) ocupa a quinta posicdo. Para as mulheres, é o quarto mais
frequente na Regido Norte (5.82/100 mil). Nas Regides Sul (8.71/100 mil) e Nordeste (6.73/100
mil), ocupa a quinta posi¢do. Nas demais Regides, Sudeste (7.82/100 mil) e Centro- Oeste
(6.35/100 mil), ocupa a sexta posi¢ao (INCA, 2016).

Figura 3: Distribui¢do proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2016, por
sexo, exceto pele ndo-melanoma. NUmeros arredondados por multiplos de 10.

Localizagdo primaria €asos nNovos % Localizacdo primaria casos novos %
ST T T T T  hrostata 61200 286% o """ MamaFeminina ¢ 57.960  : 281% |
! - - Homens Mulheres :
Traqueia, Bronquio e Pulmao 17.330 8,1% Célon e Reto 17.620 8,6%
Célon e Reto 16.660 7,8% Colo do Utero 16.340 7,9%
Estdmago 12.920 6,0% Traqueia, Bronquio e Puimdo 10.890 5,3%
Cavidade Oral 11.140 5,2% Estdmago 7.600 3,7%
Esofago 7.950 3,7% Corpo do Utero 6.950 3,4%
Bexiga 7.200 3,4% Oviério 6.150 3,0%
Laringe 6.360 3,0% Glandula Tireoide 5.870 2,9%
Leucemias 5.540 2,6% Linfoma nao Hodgkin 5.030 2,4%
Sistema Nervoso Central 5.440 2,5% Sistema Nervoso Central 4.830 2,3%

FONTE: INCA, 2016.

2.1.2 Cancer géastrico no mundo ocidental e oriental

Como abordado anteriormente, as diferencas epidemioldgicas quando séo
comparadas em paises ocidentais e orientais, se refletem também na histéria natural da doenca.
Variagdes na localizacdo do tumor (alta prevaléncia no terco proximal no ocidente), nas
condutas cirurgicas (abordagens mais agressivas em paises asiaticos) e de tratamento adjuvante
tém sido usadas para explicar tais diferencas. Se a influencia da biologia tumoral e de sua
patogésese podem ser impactadas para além de fatores genéticos, por aspectos ambientais,

como por exemplo mecanismos epigenéticos, € um tema que permanece incerto na literatura.

2.1.3 Etiologia, Fatores de risco e fatores progndsticos

O CG e uma doenga multifatorial e tanto fatores ambientais (modificaveis, como
infeccdo pelo H. pylori, fumo e cirurgia ou ndo modificaveis como idade, género, tipo
sanguineo (EL-OMAR et al., 2000; ZINTZARAS, 2006; EDREN et al., 2010), anemia
perniciosa (VANNELLA et al., 2013), cirurgia gastrica prévia (AHN et al., 2008; TAKENO et
al., 2014), como fatores genéticos (YASUI et al., 2001; BANI-HANI et al.,, 2005;
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CLEMENTS et al., 2002; SMITH et al., 2006; XIAO et al., 2006; KAURAH et al., 2007;
HOWLADER et al., 2011; WORTHLEY et al., 2012) e epigenéticos (NAKAJIMA et al.,
2006; LEAL et al., 2007; BERNAL et al., 2008) tem seu papel na etiologia da doenca.

Os fatores de risco podem sofrer influéncia também na topografia da lesdo tumoral.
Aqueles, por exemplo, que sdo comuns tanto para tumores de cardia como ndo-cardia incluem
idade mais avancada (HOWLADER et al., 2011), tabaco (LADEIRAS-LOPES et al., 2008;
IARC, 2010), género masculino (BROWN et al., 2002), radiacdo prévia (MORTON et al.,
2013; HENDERSON et al., 2012) e historia familiar (BERNINI et al., 2006; YAGHOOBI et
al., 2010; VAN DER POST et al., 2015). Por outro lado, fatores associados a tumores de cérdia
isoladamente sdo obesidade (ALEMAN et al., 2014; LAUBY-SECRETAN et al., 2016) e
doenca do refluxo gastresofagico (RUBENSTEIN et al., 2010). Ja infeccdo pelo H. pylori,
sobretudo em paises ocidentais, baixas condi¢cdes socio-econdmicas com fatores dietéticos
associados (WARREN et al., 1983; KAMANGAR et al., 2011; GE et al., 2012; UTHMAN et
al., 2013) sdo mais frequentes em tumores de regido ndo-cardia.

O prognostico dos pacientes com cancer gastrico é determinado principalmente pelo
estagio da doenca a apresentacdo. Aqueles com doenca em estagios precoces, limitados a
mucosa e submucosa por exemplo, sdo tratados cirurgicamente e apresentam taxa de sobrevida
em cinco anos em torno de 70 a 95% (SUE-LING, 1993; SASAKO, 1997). No outro extremo,
casos em que as células tumorais ultrapassam a submucosa gastrica, o risco de metastase
linfonodal aumenta e as taxas de sobrevida livre de doenca diminuem sobremaneira
(CUNNIGHAM, 2006). Estudos populacionais no ocidente mostram que a maioria dos
pacientes se apresenta com doenca que ultrapassa a camada submucosa; nestes casos, a taxa de
sobrevida em cinco anos € de 20 a 30% (SIEWERT, 1993).

No entanto, a histéria natural da doenca é bastante heterogénea. E curioso o fato que
alguns pacientes respondem significativamente a certos regimes quimioterapicos enquanto
outros apresentam modestas respostas e outros nem sequer respondem. As taxas de sobrevida
podem, ainda, apresentar uma ampla variacdo entre populacbes de fenotipos relativamente
semelhantes. A busca por um biomarcador ideal que justifique essa heterogeneidade
interindividual é constante, mas os até o momento descritos, ndo tém determinado o0s
fundamentos da biologia subjacente da doenga, que tenham impacto no prognostico
(CUNNINGHAM, 2007).

Outros fatores progndsticos sdo ainda descritos. O grau de diferenciagdo tumoral tem se
relacionado a agressividade da neoplasia (CRAWFORD, 1994). Nesse contexto, 0s tumores

sdo classificados como bem, moderado ou mal diferenciado (Graus 1, 2 e 3,
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respectivamente). Por outro lado, resultados contraditdrios de alguns estudos retrospectivos néo
evidenciam ser este um fator progndstico independente (ADACHI et al., 2000, TAKAHASHI
et al., 2000; KIM et al., 2000).

Também dentro dessa perspectiva, o tamanho tumoral, tem sido implicado. Algumas
séries retrospectivas e prospectivas, tém demonstrado uma estreita associacdo entre o volume
tumoral, a presenca de metastase linfonodal e a taxas de sobrevida em cinco anos inferiores,
sendo o tamanho tumoral no maior didmetro um fator progndstico independente em anélise
multivariada (SIEWERT et al., 1998; MSIKA et al., 2000; YOKOTA et al., 2000; ADACHI et
al., 2000).

A localizacdo tumoral representa outro fator que tem impacto tanto na escolha do
tratamento como no prognostico do CG. Tumores do terco proximal, por exemplo, tém uma
maior frequéncia de invasao da parede, de presenca de metéstase linfonodal e de doenca mais
avancada a montante (PINTO-DE SOUSA et al., 2001). Além disso, a topografia da les&o,
delineia qual a técnica cirurgica mais adequada (CANCER.ORG., 2018).

A presenca de invasdo linfatica e vascular parecem atuar no prognostico dos pacientes.
Embolos neoplasicos, em vasos peritumorais, nesse contexto, tem sido associado a pior
evulucdo, mesmo em pacientes sem metastase linfonodal (YOKOTA et al., 1999; PINTO-DE
SOUSA et al., 2001).

Marcadores tumorais mais antigos como p53, E-cadherina, CD-34, c-ErbB2, CA 72— 4,
CEA tém ainda significado incerto, mas alguns estudos tém evidenciado associagdo com maior
taxa de recorréncia e menor sobrevida (STARZYNSKA et al., 1996; ALLGAYER et al., 2000;
PINTO-DE SOUSA et al., 2001; GASPAR et al., 2001), ndo servindo, portanto para escolha
do tratamento, exceto no que concerne a hiperexpressao da proteina c-ErbB2. Nesse caso,
apenas o0s pacientes metastaticos que apresentam tal caracteristica molecular tém indicagdo para
0 uso de anticorpo monoclonal especifico anti-Her2, o trastuzumabe, associado a quimioterapia

com evidéncia cientifica comprovada em estudo de fase 111 (BANG et al., 2010).

2.1.4 Classificagdes histoldgicas

Quando nos referimos a cancer gastrico ou neoplasia maligna gastrica podemos incluir
os diversos tipos histoldgicos descritos com suas respectivas frequéncias: adenocarcinoma
(90% a 95%), linfomas (1%), tumores do estroma gastro-intestinal (2%),
carcinoide (1%), adenoacantoma (1%) e carcinoma de células escamosas (1%) (Avital, 2011).

No entanto, parafins de analise no presente trabalho, quando fizermos mencgédo acancer
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gastrico (CG), estaremos abordando a histologia adenocarcinoma. Esse, por sua vez, é assim
classificado através de achados histolégicos, macroscopicos, ou mais recentemente
moleculares.

Apresentando assim importante heterogeneidade arquitetural e citoldgica, para o CG
séo descritas algumas classificagdes, como de Lauren, da OMS, a macroscépica (Bormann) e
mais recentemente a molecular. Desde 1965, a classificacdo utilizada era baseada nos critérios
de Lauren (LAUREN, 1965) através dos quais pode-se determinar duas espécies principais
(Quadro 1), adenocarcinoma tipo intestinal e tipo difuso, além de um outro subtipo
indeterminado com frequéncia de apresentacdo de 54%, 32% e 15%, respectivamente
(POLKOWSKI et al., 1999).

Apenas 45 anos apo6s, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) reconheceu quatro
padrdes histologicos distintos: tubular, mucinoso, papilar e em anel de sinete, além de outras
variantes menos comuns (LAUWERS et al., 2010). Tal classificacdo se baseia do padrédo

histoldgico predominantemente presente (Quadro 1 e Figuras 4, 5 € 6).

Figura 4: Adenocarcinoma subtipo tubular

FONTE: Adaptado de HU et al., 2012.
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Figura 5: Adenocarcinoma subtipo mucinoso

FONTE: Adaptado de HU et al., 2012.

Figura 6: Adenocarcinoma subtipo anel de sinete

FONTE: Adaptado de HU et al., 2012.
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Outro sistema de classificacdo macroscépica bastante antigo foi proposto por Borrmann
em 1926, portanto anterior a de Lauren, ainda hoje é mundialmente aceita e usada na pratica
clinica por cirurgides, patologistas e endoscopistas. O autor identificou 0 CG através de quarto
tipos: 1, polipoide; I, ulcerativo com bordas elevadas; Il1, ulcerativo com bordas ndo definidas
e IV, difuso, com bordas indistiguiveis (BORRMANN, 1926). Ja estudo publicado em 2009
demonstrou o que ja se presumia na pratica clinica, a classificacdo de Borrmann tinha valor
preditivo para deteccdo de metéstase linfonodal e sobrevida em pacientes portadores de GC
avancado (LI et al., 2009) (Figura 7).

Figura 7: Classificagdo macroscopica do cancer gastrico segundo Borrmann.

Typ i

Typ 1

FONTE: Adaptado de HOLZHEIMER et al, 2001.



e
'? L [=2
[[~=3

&

Epigenetica e cancer gastrico: papel das sirtuinas na oncogénese e sua associagao com biomarcadores 39
oxidativos — Mattos Jinio, LA.

A

]

vﬂ

Com os conceitos oriundos da gendmica e da epigenémica e de sequenciamento de
DNA, uma nova classificagédo, agora do ponto de vista molecular foi descrita e publicada em
2014. O grupo the Cancer Genome Atlas (TCGA) network, ou atlas genémico do cancer (AGC),
propds quatro subtipos moleculares com caracteristicas subcelulares peculiares a cada um deles
com predilecdes por género e topogréaficas dentro do proprio estdmago: i. Epstein Barr Virus
(EBV) positivo; ii. instabilidade microssatélite; iii. estabilidade gendmica e iv. instabilidade
cromossomica (Figura 8).

O subtipo positivo para EBV apresenta mutaces do PIK3CA e amplificagbes do JAK2
e ERBB2, além de ter alta prevaléncia de hipermetilacdo de DNA e predilecdo pelo corpo e
fundo gastrico (Cancer Genome Atlas Research Network, 2014; Chia et al., 2016). O mais
frequente deles, respondendo por cerca de 50% dos casos é o cancer gastrico de instabilidade
cromossémica (CGIC), que se apresenta com maior prevaléncia na juncdo gastro-esoféagica,
com aneuploidia, histologia do subtipo intestinal, mutacdo do TP53 e ativacdo do RTK-RAS.
Respectivamente, o cancer gastrico de instabilidade de microssatélite (CGIM), o cancer gastrico
genomicamente estdvel (CGGE) e o cancer gastrico associado ao virus Epstein-Barr,
respondem por 22%, 20% e 9% dos casos. O CGGE e CGIM apresentam ambos predilecéo
pelo antro e corpo gastrico, enquanto que o CGEBYV tem maior prevaléncia no fundo e corpo

gastrico. Figura 8

Figura 8: Classificagcdo Molecular do cancer géastrico pelo AGC.

(< JEG 65%

* Fundo e corpo gastrico s
« Instabilidade (62%)

Cromossdmica * EBV-CIMP
* Aneuploidia * Sinalizacao sistema
« Histologia Intestinal imune
* Mutagao TP53 * Super-expressaoPDL-1/2

* Ativagdo RTK-RAS utagao PI3K (80%)

« Antro e piloro gastrico
* Mutacdo CDH1, RHOA
* Adesao celular

« Histologia difusa

Antro e piloro gastrico
« Gastrico - CIMP

* Hipermutagao

« Silenciamento MLH1

« Vias Mitéticas

Legenda: JEG, juncdo gastro-esofagica; CGIC, cancer gastrico instabilidade cromossémica; CGGE, cancer gastrico
genomicamente estavel; CGEBYV, cancer gastrico associado ao virus Epstein-Barr; CGIM, cancer gastrico instabilidade de
microssatélite; AGC, atlas gendémico do cancer.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cancer%20Genome%20Atlas%20Research%20Network%5BCorporate%20Author%5D
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Quadro 1: ClassificacGes histoldgicas distintas e subtipos histoldgicos correspondentes

I: polipoide Tipo Intestinal Adenocarcinoma papilar Epstein Barr Virus (EBV) Linfomas
Adenocarcinoma papilar
Adenocarcinoma Mucinoso

II: ulcerativo com bordas  Tipo Difuso Carcinoma Células Anel de Sinete instabilidade GIST
elevadas Outros Carcinomas pobre coesdo microssatélite,
11l: ulcerativo com bordas Tipo Indeterminado  Carcinoma Misto estabilidade gendmica Tumor neuroenddécrino

ndo definidas

IV: difuso, com bordas Carcinoma Adenoescamoso instabilidade Sarcomas
indistiguiveis Carcinoma de Células Escamosas cromossémica
Carcinosarcoma
Carcinoma Indiferenciado
Tumor sinus endodermal
Adenocarcinema Oncocitico
Outros

2.1.5 Patogénese cancer gastrico subtipo intestinal e subtipo difuso

Com agentes deflagradores distintos e sistema de propagacéo de na adesao celular, deve-
se analisar a patogénese do subtipo intestinal e do difuso separadamente. No tipo intestinal, as
células tumorais sdo aderidas umas as outras e tendem a se estruturarem em padréo tubular ou
glandular, enquanto que no difuso, ocorre uma falta de moléculas de adesdo e as células
individualmente tendem a crescer e invadir as estruturas adjacentes sem formar tdbulos ou
glandulas (SHAH et al., 2011).

Cancer gastrico subtipo intestinal - H& cerca de 20 anos, a International Agency for
Research on Cancer (IARC), um segmento da Organizacdo Mundial de Saide (OMS),
determinou a infeccdo pelo Helicobacter pylori (H. pylori) como a causa mais importante para
a deflagracdo e propagracdo de um processo inflamatorio que ndo tratado, pode levar
progressivamente a um quadro de gastrite crbnica ativa, sendo esta um fator de risco para o
adenocarcinoma gastrico tanto do tipo intestinal ou quanto difuso (IARC, 1994; SOLCIA et al.,
1996). Apesar disso, a infecdo cronica esta mais associada predominante ao tipo intestinal e
fatores genéticos ao difuso (CARNEIRO et al., 2004). Mais recentemente, e em menor escala,
outro agente infeccioso, o Epstein—Barr virus (EBV), tem sido associado ao CG sobretudo
aqueles localizados nas porgdes proximais e corpo gastrico. Apesar disso, papel enquanto
agente deflagrador da carcinogénese gastrica, ndo esta completamente definido (TAKADA,
2000; KORIYAMA et al., 2004).

Para a infecgédo pelo H. pylori culminar com o desenvolvimento do subtipo de cancer

intestinal é preciso um periodo bastante prolongado de exposi¢do ao agente, usualmente de
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quarto a mais decadas. As lesdes pré-neoplésicas que se desenvolvam a partir da mucosa
normal, seguem uma sequéncia de eventos que percorre 0 quadro de gastrite cronica ndo
atrofica ativa, metaplasia intestinal, displasia e, finalmente, carcinoma invasivo (CORREA et
al., 1975; CORREA, 1992) (Figura 9 e 10).

Figura 9: Alteragdes histologicas na patogénese do céncer gastrico. Alteragcbes consecutivas na
carcinogénese gastrica desde gastrite (esquerda), passando por metaplasia intestinal (meio) e atingido
até estagio de neoplasia maligna (direita).

W

U Gastrite

FONTE: Adaptado de Robbins and Cotran, 2010).

A progressdo através de consecutivos percussores histoldgicos é acompanhado por um
acumulo de mutagdes (MOSS et al., 2005) e por um recrutamento e ativagdo de células
sanguineas inflamatdrias e citocinas, quimiocinas, radicais livres que iniciam e perpetuam a
resposta inflamatéria. Os radicais livres, por exemplo, contribuem para a transformacdo
maligna através da indugdo de mutacOes, e essas, através de informagGes truncadas, podem
levar a sintese de proteinas aberrantes com modificagdes quimicas na sua propria estrutura ou
ainda pos-translacionais (HUSSAIN et al., 2003) (Figura 11).
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Figura 10: Produto de es6fago-gastrectomia, peca macroscopica e correspondéncia histoldgica. Pode-
se observar em uma mesma peca cirurgica, tecido esofageano normal (A), alteragdes histologicas
compativeis com Esodfago de Barrett, com células caliciformes, que sinaliza metaplasia intestina (B),
mucosa gastrica normal (C) e adenocarcinoma de juncdo gastro-esofagica padrdo de crescimento
cribriforme (D).

. '.,,L.,,..-—- e
- ~fﬂ9"‘?’k"ﬂ"

O acumulo constante de mutacgdes, pode levar a alteragdes fenotipicas das células que
por sua vez podem seguir dois caminhos evolutivos: ou a eliminagdo do agente deflagrador da
inflamacdo, o H. pylori, ou um segundo percurso que seria a progressdo da cascata até o
desenvolvimento do fen6tipo maligno (HAHN et al., 2002).

Além das alteracdes histologicas acima descritas, o dano persistente causado pela
inflamacdo cronica as células epiteliais pode ainda estimular o processo de apoptose e de
hiperproliferagéo reativa que por sua vez podem promover mutagoes, reiniciando todo a cascata
carcinogénica (PRESTON-MARTIN et al., 1990; MANNICK et al., 1996) (Figura 11).
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Figura 11: Representacdo esquematica da patogénese do cancer gastrico. Esquema ilustrando
possiveis vias que podem ser percorridas diante de um estimulo crénico (infec¢do pelo H.
pylori, por exemplo), até deflagracdo de processo carcinogénico.

Normal Mucosa

DRGE \ HP

Inflamacdo crénica, persistente

i

ROS IL-1,-8 NF-kB

/ Infiltrado inflamatorio

Dano DNA / Sinal Anti-apoptético

Modificagdes epigenéticas

Legendas: DRGE, doenca do refluxo gastro esofagico; HP, Helicobacter pylori; IL, interleucina, ROS, Reactive Oxygen
Species, DNA, &cido desoxirribonucleico; NF-kB, factor nuclear kappa B; CG, cancer gastrico.

Proliferagdo Celular
(Cicatrizagdo)

AlteracGes génicas e modificacdes epigenéticas podem acompanhar a carcinogénese
gastrica, desde lesdes pré-malignas até tecido tumoral propriamente dito. Porém, nem sempre
as alteracOes génicas estdo estruturadas em arranjo sequencial, sendo alguns genes expressos
em etapas precoces e outros em fases tardias. Podem estar acometidos oncogenes, genes de
supressdo tumoral, genes que codificam receptores captadores ou transmissores de sinais ou
proprios fatores de crescimento além de genes reguladores do ciclo celular (YASUI et al.,
2006).

Como exemplo de mutacdo em oncogene presente ja em fases precoces podemos citar
a mutacdo do K-ras ou do oncogene c-met, este amplificado em 19% dos CG tipo intestinal e
39% do tipo difuso. Apesar dessa predilecéo pelos estagios iniciais, porém também encontrado
em pacientes com doenca mais avangada a apresentacdo (SMITH et al., 2006).

Por outro lado, os genes de supressdo tumoral séo descritos em até 50% dos casos do
tipo intestinal, como altera¢6es do TP53, TP73, APC (adenomatous polyposis coli), TFF (trefoil
factor family), DCC (deleted in colon cancer), e FHIT (fragile histidine triad) (YOKOZAKI et
al., 1999; NOGUCHI et al., 1999; SATO et al., 2001; MORGAN et al., 2003; YASUI et al.,
2006).

Se por um lado, as alteracBes génicas estdo presentes em diversas fases da evolugéo do

CG, por outro lado modificagdes epigenéticas podem também contribuir no processo. A
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metilacdo do DNA em regides promotoras, por exemplo, pode silenciar a expressdo de
determinados genes, como CDH1, no tipo intestinal (LEAL et al., 2007). Essa metilacdo
aberrante dessa regido do gene pode inclusive ja estar presente desde a infecgdo pelo H. pylori,
elevando sobremaneira o risco de cancer invasivo. Esse efeito, no entanto, parece ser reversivel,
apos a bactéria ser removida (NAKAJIMA et al., 2006; PEEK et al., 2006; TAHARA et al.,
2007; PERRI et al., 2007).

Cancer gastrico subtipo difuso - A patogénese do subtipo difuso baseia-se
principalmente em anormalidades moleculares a nivel de adeséo celular. A maior representante
desse tipo de alteracdo é aquela encontrada quando da baixa expressao da molécula de adesdo
E-caderina. O gene CDH-1 codifica essa proteina de adesdo transmembrana, que possui um
dominio intra e outro extra-celular. Sua porcdo citoplasmatica (intracelular) interage com as
cateninas, formando um citoesqueleto e assegurando o complexo de adesdo célula-célula
(GRAZIANO et al., 2003) (Figura 12).

O gene CDH-1 tem funcdo como supressor tumoral e mutagdes germinativas localizadas
NO Cromossomo 16q22.1, representa um risco de desenvolvimento de de CG acima de 80%, sendo
indicado gastrectomia como tratamento profilatico. A mutagdo também pode ser observada em tumores
esporadicos (GUILFORD et al., 1998; HUMAR et al., 2002; FITZGERALD et al., 2010).

Representa um tipo de cancer de potencial altamente metastatico, caracterizado por
progressao acelerada e pior prognostico se comparado ao subtipo intestinal (YASHIRO et al.,
1995; KUNZ et al., 2012), apresentando-se com elevada taxa de invasdo da parede gastrica.

Do ponto de vista histolégico, as células tumorais estdo dispostas sem formacéo
glandular. A producdo de mucina, frequentemente observada nesse tipo tumoral, se acumulada
ao redor do nucleo das células individuais, resultando na chamada células em anel de sinete,
que constitui um fator prognéstico desfavoravel (RIBEIRO et al., 1998; PIESSEN et al., 2009).
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Figura 12: Representacdo esquematica da E-caderina. E-caderina, proteina transmembranica com
funcdo de adesdo e sinalizacdo celular expressa em células epiteliais.

Cell membrane

[- or y-catenin /
\ ‘é’ E-cadherin

gg intracellular domain
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74

E-cadherin
o-catenin extracellular domain

FONTE: Adaptado de PERRY et al, 2009.

2.2 Fatores oxidativos e cancer géastrico

Diferentes mecanismos moleculares e metabdlicos podem ainda estar envolvidos no
desenvolvimento e progressdo do CG. O estresse oxidativo, por exemplo, deve desempenhar
um papel importante, uma vez que a patogénese sobretudo do subtipo intestinal, inclui um
processo inflamatdrio cronico subjacente que induz a expressdo elevada de espécimes de
oxigénio reativo. O excesso na producdo desses, promove diretamente dano ao DNA, lipidios
e proteinas e indiretamente ativa uma série de cascata de sinalizacdes e modula a atividade de
varios fatores de transcricdo, resultando em alteracdes na expressao de genes envolvidos no
controle da sobrevida da célula, proliferacdo, angiogénese, invasdo e metastase (FU et al.,
2016).

Alguns fatores oxidativos, por seu turno, podem trabalhar em concurso com outros
reguladores metabdlicos como as sirtuinas. Dentre alguns fatores oxidativos conhecidos
destacamos o oxidative-related factors peroxisome proliferator-activated receptor gamma
coactivator-1-alpha (PGCL1- alpha) e o hypoxia-inducible factor-1 alpha (HIF1- alpha) (CHIO
etal., 2016; YANG et, 2016; EDWARD et al., 2016).

O papel coletivo de determinadas sirtuinas, como uma histona deacetilase (HDAC) e o

PGC1- alfa e HIF-1 alfa, como fatores oxidativos relacionados, no cancer gastrico € incerto.
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PGC1- alpha é um coativador transcricional multi-funcional que regula a atividade de
maltiplos receptores nucleares e fatores transcricionais envolvidos no metabolismo
mitocondrial. Sendo um membro da familia peroxisome proliferator-activated receptor gamma
coactivator-1, esta fortemente expresso em tecidos ricos em mitocondria ou que tenham alta
demanda de energia (YANG et, 2016). Desempenha um papel importante na manutencdo do
balango entre acucar, gordura e energia e na regulacdo da biossintese mitocondrial. Alguns
estudos tém mostrado que baixa expressdo de PGC1- alfa estd provavelmente envolvida na
progressdo maligna de alguns tumores, como mama, célon e ovario (WATKINS et al., 2004;
FEILCHENFELDT et al., 2004; ZHANG et al., 2007; CORMIO et al., 2009; REN et al., 2015).

Como o PGCl1-alfa, as sirtuinas (proteina do tipo histona deacetilase, membro de uma
familia de 7 integrantes nominada de 1 a 7 e envolvida na regulacdo génica como um dos
mecanismos epigenéticos, mais a frente descrito), sobretudo a 3, (localizada primordialmente
nas mitocondrias) (CHEN et al, 2013), sdo participantes do metabolismo energético celular.
Assim, seu papel e eventuais interagfes necessitam de maior investigagéo.

Por outro lado, sabe-se que baixas tensdes de oxigénio (hipoxia) € um marcador de
fenotipo maligno que exerce influéncia na célula tumoral. Um dos fatores liberados em resposta
ao ambiente hipéxico é o HIF. Estudo recente, o descreve como um componente do
microambiente tumoral que altera a matriz extra-celular, modula resposta imune e induz a
angiogénese (Edward et al., 2016).

A ativacdo do HIF-1 desempenha papel na resposta adaptativa da célula tumoral ao
auxiliad-la na captacdo de glicose através da via glicolitica, com vista & manutencdo de seu
estoque energético (efeito Warburg). O HIF1 tem participacdo no metabolismo tumoral ao
induzir enzimas envolvidas na via glicolitica a na expressdo elevada de transportadores de
glicose, aumentando sua captacdo no ambiente celular. Por outro lado, o HIF1 induz a
transcricdo de fatores pré-angiogénicos como o vascular endothelial growth factor (VEGF), que
estimula o desenvolvimento de novos vasos, sendo assim fundamental para fornecimento de
oxigénio as celulas tumorais e seu desenvolvimento (CONWAY et al., 2001; CHIO et al.,
2016).

O HIF ainda promove, através da ativacao de fatores de transcri¢cdo como o transforming
growth factor beta3 (TGF-B3) e o epidermal growth factor (EGF) que por sua vez estdo
envolvidos no processo de metastase (CONWAY et al., 2001, LADEROUTE et al., 2002).
Constitui, assim um fator chave no mecanismo adaptativo da célula tumoral ao ambiente de
hipéxia (WEINHOUSE et al., 1956; SEMENZA, 2001; CONWAY etal., 2001;
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LADEROUTE et al., 2002; DENKO, 2008; MASOUD et al., 2015).

Evidéncias da literatura demonstram uma elevada expressdo do HIF1 no CG em
humanos; em roedores, é sabido que a inibicdo do HIF1- alfa tem atividade anti-tumoral. Assim,
sua relevancia no fenotipo malignos do adenocarcinoma permanece incerto (KITAJIMA,
2013), sobretudo se associarmos a outros marcadores metabolicos.

Dessa forma, a prevaléncia ainda elevada dessa neoplasia, as diferencas de
comportamento tumoral em decorréncias de variacbes geograficas, as taxas elevadas de
mortalidade associada, suscitam muitas davidas quanto patogénese. Fatores genéticos sdo
descritos, mas a influéncia de mecanismos epigenéticos sdo menos estudados e varias questdes
continuam em aberto. Um dos mecanismos epigenéticos envolvidos na patogénese de varios
tipos de cancer é o processo de deacetilacdo das histonas. As situinas atuam como uma histona
deacetilase, trazendo a cromatina nuclear para uma conformagéo mais condensada, impedindo
ou dificultando o acesso de fatores de transcricdo e, consequentemente a expressao de
determinados genes. A real importancia das sirtuinas na carcinogénese ainda ndo esta
completamente definido, muitas vezes atuando com um papel dual, ora ativando/silenciando
um proto-oncogene ora ativando/silenciando um gene de supressdo tumoral (BOSCH-
PRESEGUE L et al., 2011). Sua atuacio no metabolismo da célula tumoral é descrita, porém
sua interacdo com outros fatores oxidativos como o PGC1- alfa e o HIF1- alfa é fato
desconhecido sobretudo no cancer CG.

Ademais, até 0 momento, ndo existem dados da literatura que avaliem sua expressao e
seu papel em pacientes com CG no mundo ocidental. Os poucos artigos da literatura nesse
contexto estdo restritos para investigacao de pacientes no mundo oriental. E isso se reveste de
importancia sobretudo na oncologia do século XXI, onde neoplasias, por exemplo, de pulmé&o
(ZHOU et al., 2011) e géstricas (KIM et al., 2013) apresentam varia¢cdes iminentemente
bioldgicas, se comparadas diferentes regides geogréaficas, que podem ser determinantes na

escolha do tratamento com impacto em desfechos clinicos e patoldgicos.

2.3 Epigenética
2.3.1 Histdrico e definicdo

Em 1939, Conrad Waddington foi quem primeiro hipotetizou a nocdo de epigenética
conceituando-a como “a interagdo causal entre genes e seus produtos” (WADDINGTON,
1939). Apenas quadro décadas apos, Riggs et al a definiram como “o estudo de alteragdes
herdaveis mitotico e/ou meioticamente na funcdo génica que ndo pode ser explicada por
mudangas na sequéncia de DNA” (RIGGS et al., 1996).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kitajima%20Y%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=24216696
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bosch-Presegu%C3%A9%20L%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=21941620
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bosch-Presegu%C3%A9%20L%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=21941620
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Atualmente, seu significado foi amplicado para as alteracbes herdaveis,
transitorias/reversiveis na expressao génica ndo acompanhada por alteracdo na sequéncia de
DNA (FU, 2015).

Em células normais, as modificacGes epigenéticas permitem que aquelas com a mesma
sequéncia de DNA apresentem funcdes distintas uma da outra, ou seja, uma célula neuronal
com a funcéo de transmissdo do impulso nervoso, enquanto que uma célula do miocardio com
as funcbes de cronotropismo e automatismo, por exemplo. Esse processo foi didaticamente
presumido ja em 1956 através da figura que ficou conhecida como a plataforma de Waddigton
ou Waddigton’s landscape (NOBLE, 2015).

Através da deducdo de Waddington, pode-se demonstrar que para avaliar o processo de
heranca de caracteristicas adquiridas, ha de se descobrir primariamente quais possiveis formas
de adaptativas do desenvolvimento que j& existem em uma populagdo. Ou ainda, como o
ambiente pode exercer influéncia nessas caracteristicas. O autor, dessa forma, pode desenvolver
teorias a partir da qual seria possivel imitar um caminho que a prépria evolucdo poderia ter
tomado (NOBLE, 2015).

O processo de desenvolvimento seria entdo representado por uma série de caminhos
alternativos que poderiam ser delineados como "vales" em uma determinada plataforma
(landscape) (Figura 13 e 14). Em estudos prévios o autor, avaliando o desenvolvimento de
embrides de moscas, demonstrou que com a simples mudanca da temperatura do ambiente ou
ainda através de determinado estimulo quimico, esses embrides poderiam se desenvolver com
diferentes estruturas do torax e da asa. Na figura da sua plataforma do desenvolvimento, isso
pode ser representado como uma pequena inclinacao que conduziria a um canal “escolhido” em
detrimento de outro, de modo que o adulto poderia exibir um fenétipo diferente a partir do

mesmo genotipo.
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Figura 13: Diagrama da plataforma do dOesenvolvimento de Waddington. A paisagem e a esfera no
topo sdo do diagrama original. A posicdo subsequente da esfera foi adicionada a ilustracdo para
representar dois sentidos que ela pode tomar (A e B). A plasticidade para que isso acontega ja existe na
populagéo.
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FONTE: Adaptado por K. Mitchell). Sitio http://jeb.biologists.org/content/218/6/816. Acesso em02/11/2016.

Figura 14: Diagrama de Waddington. Diagrama demonstrando como a plataforma do desenvolvimento
(B) relaciona-se com genes (D) através de interagdes ou redes funcionais (C) complexas no organismo.
Desde que foi evidenciada a influéncia do ambiente externo na conducdo do desenvolvimento, ao
diagrama foi adicionado a rede superior representando as influéncias ambientais (A). A combinagéo
delas pode levar a alteracdes evolucionérias, porém sem mutac6es ou alteraces na sequencia do DNA.

FONTE: Adaptado de Waddington, 1957). Sitio http://jeb.biologists.org/content/218/6/816. Acesso em 02/11/2016.

Pesquisas em epigenética podem elucidar, por exemplo, como mesmo apresentando a
mesma sequéncia de DNA, as células podem se diferenciar em tipos celulares distintos. E mais,
como essas células mantém o seu status diferenciado perenemente (AACR, 2008; AENISCH

et al., 2008). Assim, a epigenética poderia ser considerada uma ponte entre


http://jeb.biologists.org/content/218/6/816
http://jeb.biologists.org/content/218/6/816
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apresentacao genotipica e fenotipica de uma determinada célula (AARON et al., 2007; BIRD,
2007; BRADLEY etal., 2007; JAENICH et al., 2004; REIK, 2007).

Se considerarmos o raciocinio de escolha por determinadas rotas ou vales, utilizando a
plataforma de Waddington e adaptarmos para 0 processo carcinogénico, podemos dizer que se
uma das esferas for conduzida para uma alca de proliferacdo sem oposicdo de apoptose
subsequente, a célula pode se transformar em um fen6tipo maligno (Figura 15).

Figura 15: Representacdo esquematica da plataforma de Waddington modificado para a carcinogénese.
Possiveis rotas que uma determinada célula pode seguir em fungéo de diferentes fatores genéticos,
epigenéticos e/ou ambientais que podem determinar um fenétipo maligno se a escolha se der pela alga
da proliferacdo sem que haja uma contrapartida em apoptose, por exemplo.

Apoptose

FONTE: Adaptado de INGBER, 2003.

Vale ressaltar que os termos epigenética e epigenoma tém conotagdes distintas. Aquele,
refere-se a alteracGes em genes Unicos ou ainda grupo de genes, enquanto esse, reflete ao estado
epigenético geral da célula, ou seja, a analise global de marcadores epigenéticos frente a todo
0 seu genoma (BRADLEY et al., 2007; AACR, 2008). Dessa sorte, é fundamental mapear o
padrdo de modificacdo epigenética ou determinar o epigenoma de uma determinada celula.
Ambos achados podem ser usados como marcadores epigenéticos de valor preditivo,
diagnostico, progndstico ou de resposta a determinado tratamento (LAIRD, 2003; OZANNE,
2007; ESTELLER, 2008; MULERO-NAVARRO et al., 2008).

Quando falamos em alteragcbes ou modificagbes epigenéticas, trés mecanismos sdo

descritos: 0s micro-RNAs ndo codificantes, metilacdo do DNA e remodelamento da
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cromatina via modificacdes das histonas. O entendimento desses mecanismos tem contribuido
para a elucidacdo de diferentes atividades bioldgicas, a partir da estrutura da cromatina até o
processo que leva a atividades transcripcionais (REIK, 2007; ENCODE, 2007; FEINBERG,
2004;).

2.3.2 Estrutura da cromatina

A molécula de DNA em eucariontes possui cerca de 2 metros (O’ DONNELL ET AL.,
2013) e, para se acomodar no interior microscépico de um ndcleo celular, necessita de um
processo de empacotamento, que reduza sua dimensdo para se adequar ao ambiente nuclear.
Esse empacotamento é realizado por proteinas especializadas denominadas histonas, formando
um complexo proteina/DNA conhecido como cromatina (Figura 16).

Figura 16: Estrutura da cromatina: A dupla hélice de DNA no plano superior, e para se adequar ao
ambiente nuclear, é envolto em octameros de histonas para formar os nucleossomos (plano intermédio),
e 0s nucleossomos por sua vez sdo compactados em fibras de cromatina.

) il" ‘.» I'v 1\» ‘I" 1!.» 4"' ‘l 4"} 1“

DNA wrapped around histone occtamers to form nucleosomes

|

Mucleosomes compacted into a chromatin fibre

FONTE: Adaptado do sitio: http://www.abcam.com/cms/displaylmage.cfm?intimagelD=4228. Acesso, 30/01/2018.

A unidade basica da cromatina € o nucleossomo, que por sua vez é constituido por cerca
de 140 pares de bases do DNA ao redor de um octdmero formado por 4 unidades de histonas
(H2A, H2B, H3, and H4). As unidades de histonas sdo empacotadas em regides globulares,
com a cauda amino terminal que se estende a partir da regido globular, permitindo-as serem
acessiveis a enzimas que participam de modificagdes de histonas (Figura 17 e 18) (LUGER et
al.,1997). Outra proteina, denominada histona H1, interage com a molécula do DNA através de
comunicagdes entre os nucleossomos (LUGER et al., 1997; GROTH et al., 2007; ROUTH et
al., 2008;).


http://www.abcam.com/cms/displayImage.cfm?intImageID=4228
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Figura 17: Representacdo esquematica do nucleossomo e modifica¢Bes das histonas. As histonas séo a
base do nucleossomo, a unidade bésica da estrutura da cromatina. O dominio do nucleossomo € compost
por um octamero de histonas [(H2A-H2B)x2, (H3-H4)x2]. A dupla hélice do DNA esta assim envolta
pelo octamero.

FONTE: Site: http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL2060/ BIOL2060-18/18_21.jpg. acesso em02/11/2016.

Em células que ndo estdo em divisdo, a cromatina pode ser dividida em dois padrfes
funcionais, eucromatina e heterocromatina (JENUWEIN, 2001; KOUZARIDES, 2007;
ENCODE, 2007). A eucromatina é a regido onde o DNA é acessivel, apresentando-se em
conformacdo aberta devido ao estado relaxado do arranjo do nucleossomo. As regides
gendmicas da eucromatina sdo mais flexiveis, e contém genes em estado transcripcional ativo
ou inativo (JENUWEIN, 2001; ENCODE, 2007, KOCH, 2007). Por outro lado, as
heterocromatinas sao areas onde o DNA é empacotado em uma forma bastante condensada de
forma que se torna inacessivel a fatores de transcricdo ou a proteinas associadas a cromatina
(JENUWEIN, 2001; HUANG et al., 2004; TALBERT et al., 2006) (Figura 17 e 18).

A heterocromatina além de ser o estado mais prevalente, apresenta fun¢des importantes
no controle da estabilidade cromossémica e prevencao de mutacdes e translocacées (TALBERT
et al., 2006; MUEGGE et al., 2005; HUANG et al., 2004). Da mesma forma, as regifes
gendmicas em seu interior sdo constituidas primariamente por genes silenciados relacionados a
morfologia e diferenciagdo celular (FEINBERG et al., 2004; REIK, 2007).

A estrutura dindmica da cromatina além de atuar no processo de empacotamento do
DNA e de regular a informacdo genética, é responsavel também pela ativacdo e funcdo do
genoma, inflenciando assim o comportamento celular (JENUWEIN, 2001; KOUZARIDES,
2007; LI et al., 2007). O projeto ENCODE demonstrou que a conformacgdo da cromatina, na
qual o genoma ¢ organizado em territorios “abertos”ou “fechados” representam, na verdade,

dominios funcionais com diferentes padrdes de marcadores epigenéticos. (ENCODE, 2007;


http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL2060/
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KOCH et al., 2007; AACR, 2008). Sua composi¢do nos diversos estagios do ciclo celular, por
exemplo, é regulada por mecanismos epigenéticos (AARON et al., 2007; RUTTENBURG et
al., 2007; GROTH et al., 2007).

A cromatina € molécula chave para analisamos 0s principais mecanismos epigenéticos
conhecidos, quais sejam, os microRNAs, a metilacdo do DNA e modificacdes das histonas
(Figura 18). A associacdo desses com a deflagracéo e desenvolvimento de diversas doencas tem

sido avaliada, dentre elas o cancer.

Figura 18: Estrutura da cromatina e controle epigenético. A heterocromatina, forma mais presente da
cromatina, encontra-se mais condensada, dificultando acesso de fatores de transcricdo e
consequentemente expressao génica. Com o DNA, envolto as estruturas das histonas, e metilado na
regido CpG através de proteinas ligantes do grupo metil (PLM), a heterrocromatina mantem o estado de
silenciamento génico. Com a acetilacdo da cromatina, na topografia da cauda da histone, e 0 DNA néo
metilado, a cromatina, agora chamada eucromatina, encontra-se mais “frouxa”permitindo o acesso de
fatores de transcricdo e da RNA polymerase, por exemplo.

Heterocromatina Eucromatina
DNA metilado DNA ndo-metilado

Transcricdao

FONTE: Sitio http://www.bioindians.org/tutorials/biology/genegenome.html, box estructure of DNA. Acesso em03/11/2016.

2.3.3 Mecanismos Epigenéticos
2.3.3.1 microRNAs néo codificantes - miRNA

Os microRNAs (miRNAS) séo pequenos RNAs ndo codificantes, cuja principal fungéo
é estabelecer e manter o estado diferenciado dos diversoso tipos celulares. Estdo ainda
envolvidos na regulacdo de genes relacionados a proliferacdo celular e apoptose (BARTEL,
2004; BUSHATI et al., 2007; BRACKEN C. et al., 2016). Sua localizagdo no genoma é variada,
podendo estar em regides intergénicas ou ainda em regides intrénicas (KIM, 2005).

O controle da expressdo do miRNA normalmente esta associado a expressao do gene

hospedeiro, onde ambos se encontram sujeitos a mesma regido promotora e ainda leva a


http://www.bioindians.org/tutorials/biology/genegenome.html
http://www.nature.com/nrg/journal/vaop/ncurrent/full/nrg.2016.134.html#auth-1
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degradacdo da sequéncia a qual ele se liga (RODRIGUEZ, 2004). Estando sujeito ao controle
transcricional da RNA polimerase 11, sdo produzidos a partir de um transcrito primario (pri-
miRNA). Ap6s um pocesso de clivagem do mesmo, formando duplas de miRNAs, onde uma
delas atuard no processo de silenciamento pos transcricional, enquanto a outra € degradada
(SCHOOF, 2011) (Figura 19).

Figura 19: Formacdo dos mRNAs. Os genes dos miRNA sdo transcritos pela RNA polymerase I,
produzindo transcritos primarios (pri-MRNAS) que sdo degradados por em estruturas proteicas
formando os pre-miRNA no ndcleo. Sdo entdo transportados para o citoplasma e processados para uma
dupla de miRNA/mMiRNA*. Apds o desalinhamento da dupla, 0 miRNA maduro é incorporado em um
comprexo proteico, RISC, que media silenciamento génico pela clivagem do mRNA e degradagéo ou
repressdo translacional dependendo da complementariedade entre 0 miRNA e o transcrito de mRNA
alvo. Além disso, os miRNAs podem se ligar diretamente ao Toll-like receptor (TLR), deflagrando
cascatas de sinalizagdes.
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FONTE: Adaptado de Yong etal., 2016.

A expressao de miRNA em linhagens celulares, amostras teciduais e soro sanguineo
tem revelado alguns deles como possiveis biomarcadores no cancer gastrico (GUO et al., 2009;
ZHU et al., 2012; SONG et al., 2012; SHRESTHA et al., 2014).



e
1 [~=3
e~

|

Epigenetica e cancer gastrico: papel das sirtuinas na oncogénese e sua associagao com biomarcadores 4§
oxidativos — Mattos Jinio, LA.

Z‘ﬂ

;g

2.3.3.2 Metilacdo do DNA

A metilacdo do DNA consiste em uma modificacdo quimica reversivel da citosina na
regido promotora génica do DNA —ilhas CpG, e catalisada pela enzima DNA metiltransferase.
Tal processo, ndo altera a informag&o génica, apenas modifica o arranjo do DNA, inativando o
gene correspondente e seu transcrito, sendo o padrdo de metilacdo herdavel (TISCHOFF et al.,
2006).

A metilacdo do DNA é um processo epigenético imporante, regulando expresséo génica,
imprinting genomico, inativacdo do cromossomo X e génese tumoral. DNMT1, DNMT3A e
DNMT3B, tipos de DNA metiltransferases (DNMTS), participam do fendmeno da metilacdo
(ZHANG et al., 2017) (Figura 20).

Desenpenha funcdo importante em etapas do controle celular, como desenvolvimento
embriogénico, transcricdo e inativacdo do cromossomo X (ROBERTSON, 2005).

Em geral, a metilacdo da regido CpG esté associada ao silenciamento génico. Sabe-se
que 94% das ilhas CpG em condigcoes normais ndo sao encontradas na forma metilada e que a
regido promotora uma vez metilada recruta deacetilases de histonas e outros fatores envolvidos

no silenciamento génico (HIRST et al., 2009).

Figure 20: DNMTs e génese tumoral. Geralmente o genoma de uma célula tumoral, como um todo, €
hipometilado com regides de hipermetilacdo. Epigenetic alterations involving DNMTSs in tumorigenesis.
AlteracGes epigenéticas envolvendo DNMTSs e as histonas metiltrasferase, como por exemplo, EZH2 e
SETD?2, participa ativamente de modificacGes epigenéticas
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FONTE: Adaptado de ZHANG et al., 2017.
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Em células tumorais, esse processo pode desenvolver em espectros diferentes, desde
uma hipometilacio global do genoma (FAN, 2004), até hipermetilagdo localizada. E descrita a
ocorréncia de uma relacédo direta entre hipometilacdo e progressdo de uma determinada lesao
de fenotipo benigno para o maligno (NAKAJIMA et al., 2008; HIRST et al., 2009). No entanto,
um aumento na instabilidade gendmica, com promocdo de delecGes, translocacbes e
instabilidade cromossdmica s&o mecanismos que a partir dos quais a hipometilagdo do DNA
pode induzir a transformacdo maligna (HIRST et al., 2009).

Por outro lado, hipermetilacdo localizada, tipicamente em genes de supressdo tumoral,
induz sua inativacdo. Dessa forma, a perda do controle supressivo tumoral, induz a proliferacéo
celular continua, constituindo um dos eventos mais importantes da carcinogénese (HIRST et al,
2009).

Além disso, a hipermetilacdo das ilhas CpG também € responsavel pelo silenciamento
de miRNAs em células tumorais. Esses, como dito, constituem regides de RNA nao codificante
que regulam etapas de proliferacéo celular, apoptose e diferenciacdo (CHEN, 2005; CALIN et
al., 2006;).

Alguns exemplos de genes participantes da tumorigénese por silenciamento epigenético
sdo aqueles envolvidos: i. na regulacdo do ciclo celular (p16NK4a, p15INK4b e p14ARF); ii.
no reparo do DNA [human mutL homolog 1 (hMLH1) e methylguanine DNA
methyltransferase (MGMT)]; na adesdo celular (E-cadherin, H-cadherin e adenomatous
polyposis coli); apoptose [death-associated protein kinase (DAPK), e angiogénese
[thrombospondin-1 (THBS-1) e p73] (Fan, 2004).

A avalizacdo epigenética do genoma demonstra que as regides de cromatina ativas estdo
acetiladas pelas histonas com DNA hipometilado, enquanto histonas metiladas associadas com
cromatina inativa e DNA metilado estdo presentes em regides supressoras (ZHANG et al.,
2017).

2.3.3.3 Modificacdes das histonas

As histonas constituem proteinas que possuem uma cauda amino-terminal e um dominio
que media sua interacdo com o nucleossomo (HIRST, 2009). Essa regido pode sofrer diversas
modificagbes pos-translacionais como metilacdo, acetilacdo, forforilacdo, ribosilacéo,
ubiquitinizagdo, sumoilagdo, carbonila/cdo e glicosilagdo (Figura 19) (HIRST, 2009;
MULERO-NAVARRO et al., 2008; HINSHELWOOD et al., 2008) (Figura 21).
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Figura 21. Mecanismos epigenéticos envolvidos na regulacdo da expressdo génica. Residuos e citosina
do DNA podem ser metilados, e residuos de lisina e arginina das histonas podem sofre modificacaoes,
guais sejam: Me= metilacdo, Ac=acetilacdo, P=fosforilacdo e Ub=ubiquitinizacdo.

FONTE: Sitio https://www.promega.com.br/resources/product-guides-and-selectors/protocols-and-applications-guide/

epigenetics/ . Acesso em 02/11/2016.

Em células normais, um balanco preciso mantém as moléculas do nucleossomo/DNA
na sua forma ativa/acetilata ou na forma inativa/deacetilada. Esse equilibrio adequado é
controlado por enzimas acetilantes ([histona acetiltransferases (HATS)] e deacetilantes [histona
deacetilases (HDACS)]. As outras modificagdes como metilacdo do residuo arginina e lisina
das histonas sdo catalisadas pelas enzimas histona metiltranferase (HMT) e a depender da
regido envolvida pode acarretar silenciamento ou ativacao génica da mesma forma (MULERO-
NAVARRO et al., 2008; TAKASHI et al., 2011) (Figura 22).

A acetilacdo dos residuos de lisina das histonas 3 e 4 tem sido um dos processos mais
estudados de modificacBes pds-translacional. O nivel de acetilacdo é resultado do balanco das
atividades das enzimas histona acetiltransferase (HAT) e das histonas deacetilases (HDAC).
Tal fendmeno desempenha papel importante no remodelamento da cromatina e na regulagéo da
transcricdo génica (ROPERO et al., 2007). A presencga de lisina acetilada na cauda das histonas
esta associada a um estado de cromatina relaxada e, por conseguinte, maior exposic¢éo e
ativacdo da transcricdo génica. A deacetilacdo dos residuos de lisina esta associada, por outro
lado, a uma cromatina mais condensada e, consequentemente, menor exposicao e silenciamento
génico (JOHNSTONE, 2002; IIZUKA et al., 2003).

E sabido que a interacdo entre a carga positiva das histonas e a carga negativa da
molécula do DNA é o mecanismo quimico subjacente que proporciona 0 empacotamento da

cromatina. A remocao de grupo acetil das histonas aumenta essa interacao, tornando-a mais


http://www.promega.com.br/resources/product-guides-and-selectors/protocols-and-applications-guide/
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compacta. Uma vez compactada, a transcricdo génica é limitada ao se impedir o acesso de
fatores de transcricdo como E2f, Stat3, p53, pRb, NF-xB, TFIIE (POLO et al., 2005; VIDANES
et al., 2005; LIN et al., 2006) (Figura 22).

Modificagdes das histonas decorrentes ou ndo do processo de metilacdo da regido CpG
podem também participar do desenvolvimento tumoral, estando envolvidas em etapas de
replicacdo e reparo do DNA além de condensacao da cromatina (HIST, 2009).

Conveém frisar que as HDACSs ndo estdo so envolvidas na regulacdo da cromatina, mas
também de proteinas ditas ndo-histonas. Essas regulam importantes fungoes da homeostase
celular como ciclo celular, diferenciacao e apoptose (MINUCCI et al., 2006).

Cerca de dezoito HDACs tem sido identificadas e podem ser subdivididas de acordo
com suas respectivas homaélogas em leveduras. Assim, tem-se a de classe I, que inclui HDACs
1,2, 3, e 8, e apresenta localizagéo nuclear. As de classe 11, que se subdivide em Ila (HDAC 4,
7,e9) e llb (HDAC 6 e 10). Essas apresentam localizacdo nuclear e citoplasmatica, o que
sugere que devem estar envolvidas na acetilacdo de proteinas ndo histonas. E descrita ainda a
HDACL, homdloga as de classe | e Il.

As HDACs de classe 11, ou sirtuinas, inclui uma familia composta por sete membros
(SIRT1-7), que sdo homdlogas a SIRT2 de leveduras (ROPERO et al., 2007).

Figura 22: Acetilacdo e deacetilagdo das histonas e relacdo com sileciamento ou expressdo génica.
Esquema demostrando processo de acetilagdo e deacetilacdo das histonas, como mecanismos
epigenéticos. Uma vez catalisada pelas histonas acetilases (HAT) um grupo acetil é incorporado a
molécula da proteina, azendo com que a cromatina fique mais relaxada, permitindo assim o acesso de
fatores transcricionais e a expressdo génica. Do contréario, uma histona deacetilase (HDAC) atua
removendo o gupo acetil, tornando a cromatina mais compactada, permitindo assim o silenciamento
génico. Inibidores da HDAC atuam favorecendo estado de hiperacetilacdo e apoptose.
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FONTE:Sitio:http://www.merckmillipore.com/BR/pt/life-science-research/inhibitors
biochemicals/calbiocheminhibitors/kinasesphosphatases/Rrwh.qB._ AWAAAFBICQzkA36,nav?ReferrerURL=https%3A%2
F%2Fwww.google.com.br%2F&bd=1. Acesso em 02/01/2018.


http://www.merckmillipore.com/BR/pt/life-science-research/inhibitors%20biochemicals/calbiocheminhibitors/kinasesphosphatases/RrWb.qB._AwAAAFBlCQzkA36%2Cnav?ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.google.com.br%2F&amp;bd=1
http://www.merckmillipore.com/BR/pt/life-science-research/inhibitors%20biochemicals/calbiocheminhibitors/kinasesphosphatases/RrWb.qB._AwAAAFBlCQzkA36%2Cnav?ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.google.com.br%2F&amp;bd=1
http://www.merckmillipore.com/BR/pt/life-science-research/inhibitors%20biochemicals/calbiocheminhibitors/kinasesphosphatases/RrWb.qB._AwAAAFBlCQzkA36%2Cnav?ReferrerURL=https%3A%2F%2Fwww.google.com.br%2F&amp;bd=1
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2.3.4 Sirtuinas como um tipo de histona deacetilase

Nas Ultimas décadas, classes de proteinas com atividade enzimética tém sido estudada
na oncogénese de algumas neoplasias. A familia das Sirtuinas é uma delas. O primeiro membro
dessa familia, o Sir2p de leveduras, foi originalmente identificado em Saccharomyces
cerevisiae (SHORE, 1984). No entanto, estdo presentes desde bactérias até em humanos
(VAQUERO, 2009). Apresentam ainda, sete isoformas com localizacdo, atividade e funcgdes
distintas (MISHICITA, 2005; HAIGIS, 2006; SAUNDERS, 2007; VAQUERO, 2007) (Quadro
2).

Quadro 2: Atividade e localizacdo de cada sirtuina. Adaptado de He et al., 2012.

SIRT1 Deacetilase Nucleo e Citoplasma
SIRT2 Deacetilase Citoplasma
SIRT3 Deacetilase Mitocondria
ADP-ribosil transferase
SIRT4 ADP-ribosil transferase Mitocondria
SIRTS5 Deacetilase Mitocondria
SIRT6 ADP-ribosil transferase Nucleo
SIRT7 Deacetilase Nucléolo

Diferem ainda em suas especificidade e atividade catalitica. Os sete membros das
sirtuinas (denominado SIRT1-7) compartilham um dominio do ndcleo catalitico conservado.
Apesar desta homologia, as sirtuinas tém atividades enziméticas divergentes com SIRT1-3 e
SIRT7 atuando principalmente como lisina deacetilases, SIRT4 como adeno-sinediphospho
(ADP) - ribosiltransferase, SIRT5 como deacetilase e desacilase e SIRT6 como ADP-
ribosiltransferase e deacetilase. Além disso, a localizagdo primaria destas proteinas na célula
varia significativamente, refletindo a distingdo funcional dos membros das sirtuinas (ROTH,
2013).

Algumas sirtuinas, como SIRT2 e SIRT6, parecem funcionar como supressores de
tumor, mas outros, como SIRT1, sdo aparentemente bifuncional: operam ora como supressores
tumorais e ora oncogénicos, dependendo do contexto e das condi¢fes de estudo. Os

mecanismos subjacentes a essas atividades, aparentemente contraditorios, ndo sdo bem
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compreendidos, mas descobertas recentes sugerem que eles podem realmente apresentar esse
dualismo funcional.

Embora algumas apresentem um amplo espectro de substratos proteicos sobre histonas
e ndo histonas, algumas delas apresentam estritamente atividade de histona deacetilase,
enquanto outras parecem ter como alvo proteinas ndo histonas (FRYE, 1999; FRYE, 2000;
HAIGIS, 2006; VAQUERO, 2007; SAUNDERS, 2007).

Ao longo da dltima década, as sirtuinas, tém sido descritas como um dos principais
atores na resposta metabolica ao stress ao atuarem como verdadeiros sensores da percepcao e
coordenacao de resposta ao estresse. Detectam alteracdes do metabolismo (restricdo caldrica,
jejum), regulando-o. Estudos iniciais em leveduras descrevem a isoforma 1 da sirtuina (SIRT1)
como um agente promotor da estabilidade genémica e do aumento da sobrevida celular. Por
outro lado, a SIRT1 tem sido associada ao processo de envelhecimento, a plasticidade neural,
memoria, assim como a sindromes metabdlicas, a processos inflamatérios, neurodegenerativos
e a cancer (Figura 23). Evidéncias da literatura tém imputado as sirtuinas dos mamiferos no
processo de carcinogénese, embora os mecanismos envolvidos parecem ser mais diversificados
e complexos do que anteriormente previsto (NOGUCHI,2013; STUNKEL, 2011).
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Figura 23: Familia das sirtuinas e fungdes. SIRT1 a SIRT 7, regulam a expressao de uma série de
molélulas que parcipa de atividades em diversos érgdos, como coracao, figado, tecido adiposo, musculo,
pancreas e ainda resposta ao estress, processos inflamatérios e cancer, como a SIRT 1. Além disso
participa ativamente do processo de ativa¢do ou desativacdo da cromatina atuando como uma histona
deacetilase, permitindo assim a exposicdo do DNA a fatores de transcricdo e consequentemente
expressdo ou silenciamento génico. Nesse sentido, alguns ativadores ou inibidores das sirtuinas séo
descritos (parte supeior da figura). Outras sirtuinas SIRT4, SIRT3 e SIRT5, de localizagdo mitocondrial,
da mesma forma da regulagdo de sintese de proteinas, estress oxidativo, morte celular (parte inferior a
esquerda). E, finalmente, as SIRT2, SIRT7 e SIRT6 tém implicacdes em processos inflamatérios, neuro-
degenerativos (doenca de Parkinson), glicolise com a co-participacdo do HIF1- alfa, e génese tumoral
como o dos gliomas (parte inferior adireita).
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FONTE: Adaptado de Takashi et al., 2011.

A deflagracdo e progressdo do cancer em sentido amplo é um processo resultante de
uma acumulacdo de alteracdes moleculares no genoma de células somaticas. As células
tumorais possuem algumas caracteristicas peculiares que incluem auto-suficiéncia para

by

crescimento e insensibilidade a sinalizacdo anti-crescimento, evasdo do mecanismo de
apoptose, angiogénese sustentada, potencial replicativo ilimitado, invasdo tecidual e metastases
(HANAHAN, 2000).

Outras caracteristicas relatadas incluem desregulacdo da energia celular, instabilidade

gendmica e inflamacdo (HANAHANEet al., 2011).
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Estudos tém revelado que as sirtuinas devem desempenhar um papel importante nesses
processos. Porém, essas proteinas exibem uma dualidade de fungdes também na carcinogénese.
O entendimento desses mecanismos é uma etapa fundamental para o desenvolvimento de
drogas antineoplasicas baseada em sirtuinas.

No entanto, os estudos que avaliam a funcdo da SIRT1 no cancer sdo escassos e
contraditorios, alguns sugerindo um papel ora promotor ora de supressor tumoral (TURKI,
2013).

A expressdo de SIRTL1 é varidvel e esté elevada em certos tumores (prostata, carcinoma
hepatocelular, mama, ovario, gastrico, colorretal e melanoma) e de diminuida em outros
(bexiga, célon, glioblastoma, ovario e prostata), (STUNKEL, 2011)

In vivo, a presenca ou auséncia de certas mutacdes no tecido tumoral pode participar da
determinacdo da funcdo da SIRT1. Além disso, a SIRT1 pode proteger a célula de uma
transformac&o oncogénica ou, por outro lado, a via de sinalizagdo da SIRT1 pode participar da
promocédo do crescimento tumoral. Dessa forma, infere-se que a fungdo da SIRT1 é contexto
dependente (STUNKEL, 2011).

2.3.5 Alterac0es epigenéticas no cancer gastrico

Apesar da maior parte dos estudos moleculares em CG avaliarem mutacdes em porto-
oncogenes ou genes de supressao tumoral (THACKER, 2005; KIM et al, 2008; MANCINO at
al., 2008), mais recentemente alguns biomarcadores associados a mecanismos de epigenética
tém sido identificados nesse sentido (FORN et al., 2015; BAE et al., 2015; NG et al., 2015). E
sabido que se por um lado quase metade dos genes de supressao tumoral estdo envolvidos em
cancer de origem familial, por outro lado a inativagdo por hipermetilagdo da regido promotora
pode estar associado a cancer esporadico (HINSHELWOOD et al., 2008).

Como discutido anteriormente, a classificagdo molecular dos CGs (CANCER
GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK, 2014), a depender do subtipo tumoral pode
aprsentar diferentes espectros de hipermetilacédo das ilhas CpG, chamada de CIMP - CpG island
methylator phenotype (CIMP). Os tumores desse grupo apresentam alto indice de metilagdo em
detrimento de outros subtipos (FAN, 2004).

Outros estudos como An et al em 2005 demonstraram que a hipermetilagdo de genes
promotores estd associada a um subtipo molecular de CG, MSI (AN et al., 2005), ou que a
metilacdo de multiplos genes, estava relacionada a aumento de sobrevida, porém sem apresentar

impacto no prognoéstico como fator independente (PANANI, 2008).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cancer%20Genome%20Atlas%20Research%20Network%5BCorporate%20Author%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cancer%20Genome%20Atlas%20Research%20Network%5BCorporate%20Author%5D
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Figura 24: Epigenética e cancer gastrico, biomarcadores. Fendmenos epigenéticos e respectivas
alteracBes no epigenoma gastrico relacionados a carcinogénese. A, adenosina; C, citosina; 5-caC, 5-
carboxicitosina; 5-fC, 5-formilcitosina; 5-hmC, 5-hidroximetilcitosina; 1, inosina; 5-mC, b5-
metilcitosina; miRNA, microRNA; ncRNA, RNA ndo codificador
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FONTE: Adaptado de NISHA et al., 2017.

Uma série de genes silenciados ou ativados através de mecanismos epigenéticos tém
sido identificados como possiveis marcadores moleculares de detecdo precoce, ou de
desenvolvimento e progressao do cancer (Figura 24).

Faz parte do escopo dessa tese, uma revisdo da literatura dos estudos que avaliaram o papel
de um dos mecanismos epigenéticos envolvidos na carcinogénese gastrica. Até 0 momento nao
ha dados que avaliem a expresséo de sirtuinas e de fatores oxidativos, e sua associagdo com
fatores clinicos e patoldgicos no cancer gastrico. Ou ainda, se esses exercem alguma influéncia

na sua patogénese, sobretudo em ocidentais, ainda é um dado incerto.
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3 OBJETIVOS

Realizacdo de uma revisao da literatura dos estudos que avaliaram a associagéo
da epigenética no CG, porém mais especificamente no que concerne ao tema
sirtuinas e CG (Capitulo 1).

Avaliar o papel das sirtuinas na oncogénese gastrica e sua associagdo com
biomarcadores oxidativos em pacientes com cancer gastrico submetidos a

tratamento cirdrgico no Hospital das Clinicas da UFPE (Capitulo 2).
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4 CAPITULO |

Revisdo da literatura: cancer gastrico e sirtuinas

Introducao

Embora a incidéncia do cancer géastrico tenha diminuido nos Gltimos vinte anos em
paises mais industrializados, ainda representa a segunda causa de morte por cancer no mundo.
Com incidéncia alta no Japao, Korea, China e leste Europeu, em paises como os Estados Unidos
a incidéncia é considerada (BICKENBACH et al., 2012).

AlteracGes genéticas e epigenéticas tém sido estudadas como mecanismos participantes
do processo carcinogénico. Modificacdes genéticas do epigenoma podem contribuir para a
transformacdo maligna como um mecanismo epigenético além de causar mutacdes em
oncogenes ou genes de reparo de DNA. Essa interacdo entre genoma e epigenoma pode oferecer
novas oportunidades de tratamento do cancer (SADIKOVIC et al., 2008; TALLEN AND
RIABOWOL, 2014).

AlteracGes epigenéticas ocorrem independente da sequéncia de DNA e incluem
expressao de miRNA ndo codificantes, metilagdo de DNA, modificacdes das histonas. Uma vez
que podem ser reversiveis (BLAIR et al., 2012), estudos clinicos que busquem um marcador
que permita conhecer melhor a patogénese da doenca bem como o desenvolvimento de novas
drogas para um melhor controle da neoplasia é imperioso.

Dentre as modificagdes das histonas, a acetilacao e a deacetilacdo € um tema de grande
importancia na regulacdo da expressdo génica em varias doencas dentre elas o cancer
(ROPERO et al., 2007).

H& mais de uma década, as sirtuinas foram descobertas como uma enzima NAD
dependente e cuja primeira funcdo descrita foi a de prolongar a sobrevida em organismos
inferiores. Em mamiferos, atuam como reguladores de respostas oxidativas e metabolicas
influenciando uma série de patologias, dentre elas o cancer (MARTINEZ-PASTOR et al.,
2012). No cancer gastrico seu papel é pouco definido e poucos artigos na literatura tém colocado

em questdo sua influéncia na génese, propagacao e prognaéstico dos pacientes.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bickenbach%20K%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=22792517
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4919535/#bb0400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4919535/#bb0400
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martinez-Pastor%20B%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=22363287

e
1 [~=3
(1[~=3

|

L‘—?".:

Epigenetica e cancer gastrico: papel das sirtuinas na oncogénese e sua associagao com biomarcadores  5Q
oxidativos — Mattos Jinio, LA.

;g

Metodologia
Obijetivo primério foi realizar uma anélise de dados de ensaios selecionados em uma revisao
da literatura sobre estudos em pesquisa basica e clinica entre a associa¢do cancer gastrico e

sirtuinas.

Eligibilidade
o Critérios de incluséo dos estudos:

o Estudos selecionados em uma revisdo da literatura a nivel de pesquisa basica e
clinicos versando sobre a associagdo cancer gastrico e sirtuinas. Os estudos
deveriam ser:

= artigos originais;
= em lingua Inglesa, porém em qualquer pais de origem;
Critérios de exclusdo dos estudos
o Artigos de reviséo;
o Lingua ndo inglesa.

Identificacéo dos Estudos (electronic database search)

Os descritores foram selecionados por uma base de dados identificadas através de um
sistema de metadados médicos em lingua inglesa que se apoia em questdes da nomenclatura e
baseia-se na indexac¢do de artigos no campo das ciéncias da satude, o0 MeSH (Medical Subject
Headings). Tal sistema se baseia na plataforma do PubMed. Além desse, utilizados a base da
CAPES (Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior). Foram incluidos
todos os sindonimos separados pelo termo “AND”, como descrito abaixo:iskeil : "Epigenetic AND
Gastric Cancer, Epigenetic AND Gastric Cancer AND Histones, Gastric Cancer AND
Histones, Gastric Cancer AND Sirtuins” — Sitio MeSH, PubMed e CAPES. Acesso em
15/01/2018.

A busca contemplou os artigos publicados nos ultimos 10 anos. Na base CAPES e
“Pubmed” foram encontrados ao final 32 resultados com os termos Gastric Cancer AND
Sirtuins ”’; uma nova excluséo foi realizada por apresentaram ainda artigos de revisao, resultado

para analise de dados final 26 artigos.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Metadado
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Selecéo dos Estudos
Os estudos foram selecionados a partir dos descritores acima mencionados, nas duas
plataformas de busca, sendo excluidos aqueles em duplicats, além dos estudos de revisdo e 0s

que ndo se enquadravam nos critérios de inclusao

Resultados

Apo6s uma busca inical nos bancos de dados da CAPES e Medline, com os descritores
Epigenetic AND Gastric Cancer plataforma, encontramos 1602 e 876 artigos, respectivamente,
totalizando 2478, no periodo de 2008 a 2018. Desses, excluimos 382 artigos repetidos. Dos
2096 restantes, fizemos uma nova busca, agora com 0s descritores Epigenetic AND Gastric
Cancer AND Histones, e detectamos 147 artigos. Desses, 95 foram excluidos por ndo serem
artigos originais ou incluirem como mecanismos epigenéticos apenas metilagdo, sem
associacdo com histonas especificamente. Dos 52 restantes, 21 ainda foram excluidos por ndo
fazerem referéncia a sirtuinas. E uma ultima exclusao de 8 artigos, por ndo serem originais, mas
sim de revisdo apenas. Assim, dentre um total de 31, restaram para andlise final 23 artigos
(Figural).

Em primeira andlise, os estudos que versavam sobre sirtuinas e CG totalizaram 23, oriundos
de paises orientais com resultados acerca de progndstico favoravel em 39% ou desfavoravel em
44.4%.

Dos artigos incluidos para a andlise, dezoito deles (78.3%) eram trabalhos desenvolvidos
na China, outros dois (8.7%), realizados no Japdo, e em Taiwan e Korea, um estudo em cada
pais. Apenas 1 havia sido realizado na Gré-Bretanha (4.34%).

Vale ressaltar que esse Unico trabalho oriundo do mundo ocidental objetivou a busca de
uma assinatura de varios genes que apresentassem impacto com o desfecho sobrevida dentre
42 mil genes avaliados, sendo um deles era 0 da SIRT1.

Todos os 23 artigos haviam sido publicados no periodo de 2009 a 2017, e 0s membros da
familia das sirtuinas estudados foram Sirtuina 1 em 73.4%, Sirtuina 3 em 17%, Sirtuina 4 e
Sirtuina 2 em 4.34% dos casos, cada (Quadro 1).

Em 13 artigos (56.5%) a molécula analisada foi a proteina, sobretudo por
imunohistoquimica e 11 (47.8%) dos 23 artigos incluiram apenas material bioldgico oriundo de
pacientes. O restante utilizou cultura de associado ou ndo a fragmentos tumorais humanos ou
ainda modelo animal isoladamente.

Das séries que analisaram material de humanos, o que recrutou maior nimero de pacientes

foi o publicado por Kang et al. em 2012. De 452 amostras tumorais de paciente avaliados, a
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expressao de SIRT1 foi associada a baixo grau histolégico, subtipo intestinal e menor volume
tumoral pT (p<0.001) e linfonodal pN (SIRT1, p<0.001). Ainda, a associagéo entre auséncia de
invasdo linfatica e SIRT1 também foi observada (p=0.001). Os autores concluem que SIRT1
pode ser considerada um fator de bom progndstico em adenocarcinoma gastrico naquela
populacdo avaliada (KANG et al., 2012).

A analise da expressao entre o nivel da molécula estudada e o progndstico associado revelou
dados bastante discrepantes. Em 3 estudos (LU et al., 2014; HIRAI et al., 2014 e YANG et al.,
2013, so se avaliou o progndstico entre favoravel ou desavoravel, 2 e 1, respectivamente, sem
fazer associacdo com nivel de expressao de sirtuinas.

Se analisarmos a expressdo de determinada sirtuina com o desfecho favoravel ou
desfavoravel, detectamos que em 8 deles houve uma associacdo benéfica (34.8%), e em

contrapartida em 15 estudos (65.2%) essa associacao foi deletéria (Figura 2).
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Figura 1: Fluxograma de selecéo de trabalhos a partir plataformas de bancos de dados. Plataformas —
CAPES e PubMed, publicados na literatura, para selecdo e analise de dados daqueles que versavam
cancer gastrico e sirtuinas.

Estudos identificados Epigenetic AND
Gastric Cancer plataforma CAPES
(n=1602 )

Estudos Adicionais identificad termos
Epigenetic AND Gastric Cancer
plataforma Medline (n = 876)

Estudos apds duplicatas removidos
(n=2096) Estudos excluidos (revisado)
(n=8)

Estudos excluidos
Epigenetic AND Gastric Cancer AND (n=95)
Histones (n = 147)

l Estudos excluidos sem
Gastric Cancer AND Histones (n=52 ) Sirtuinas,
(n=21)

l

Estudos Incluidos para analise (n =31)

l

Estudos Incluidos para analise (n =23)
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Figura 2: Gréfico de associagdo entre expressdo de sirtuinas e progndstico. Em termos percentuais e
desfecho favoravel (bom) ou desfavorarel (pior).

34.8%

Pior Bom

Discussao

O céancer gastrico continua sendo um dos grandes desafios em termos de satde publica.
Apesar de em algumas regides sua incidéncia tem diminuindo, ainda continua a provocar
milhares de mortes em todo o mundo (GLOBOCAN 2012; INTERNATIONAL AGENCY
FOR RESEARCH ON CANCER 2016).

Além disso, trata-se de uma neoplasia com comportamento clinico bastante heterogénio em
termos de variacOes fenotipicas inter-individual e genotipica. O conhecimento de mecanismos
envolvidos na sua etiologia, patogénese e progressao atraves da busca de possiveis vias de
sinalizacdo e biomarcadores deve fonte de pesquisa continua.

A epigenética e 0s mecanismos nela envolvidos é uma area de conhecimento, pelo menos
em sua aplicabilidade clinica, relativamente recente. E sua participacdo em varias etapas do
desenvolvimento de uma série de doencas vem mobilizando todo o mundo. No céncer, a
situacdo se reveste ainda mais importancia tendo em vista se tratar de uma doenca desafiadora,
que juntamente com outras doencas degenerativas podem ter um componente tanto genético
quanto epigenético associados.

Nessa revisao da literatura, analisamos um dos mecanismos epigenéticos conhecidos, o da
modificacdo das histonas, e, dentre elas o processo de deacetilacdo. Nesse sentido, a deacetilase
pesquisada foi a sirtuina.

Como primeiro ponto a ser discutido, ressaltamos quao escassa é a literatura sobre a questao.
E mais, detectamos ainda a completa auséncia de dados acerca de estudos em uma populagao
ocidental, sendo o artigo original que é parte integrante dessa tese, o primeiro a analisar

especificamente esse ponto em um pais do ocidente.
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Dados da literatura indicam comportamentos biologicos e fenotipicos bastante heterogéno
se analisarmos diversos tipos de tumor em regides diferentes do mundo, sobretudo entre
asiaticos e ndo asiaticos. Como exemplo podemos citar o hepatocarcinoma (CHOO et al., 2016),
cancer de pulméo (ZHOU et al., 2011) e cancer gastrico (YAMAMOTO et al., 2015).

Essa heterogeneidade se verifica desde dados epidemiolégicos, de etiologia, de mecanismos
genéticos e mais recentemente epigenéticos envolvidos, além de resposta e de toxicidade ao
tratamento e progndstico.

Assim, é de fundamental importancia a realizacdo de estudos com populacdes de origens
distintas para avaliar se a raca ou a regido demografica ou até mudancas de habitacdo tornam
os individuos mais ou menos susceptiveis a determinadas neoplasias ou os pacientes ja com
neoplasia diagnosticada, se apresentam diferencgas significativas que determinem individualizar

seus manejos clinicos.

Conclusao

Os estudos da literatura até o momento publicados acerca da associacdo entre cancer
gastrico e sirtuinas sdo bastante escassos, seus resultados sdo conflitantes, sendo 95.8% deles
oriundos do mundo oriental. Fazem-se necessarios estudos em populacdes diversas para

detectar eventuais diferencas que possam ter impacto no progndstico desses pacientes.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yamamoto%20M%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=25642341
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Quadro 1. Apresentagdo dos estudos em cancer gastrico e sirtuina acesso em 15/01/2018

Autor Pais Ano Sirtuina Molécula Material Expresséo Prognéstico /
Membro Analisada CC/P(n)/IMA Nivel desfecho
Chen HY China 2017 SIRT 1 Proteina CcC baixo Apoptose
induzida por
oxaliplatona
Zhang S China 2017 SIRT 1 miR132 ccC Alta Pior
Zang et al China 2017 SIRT 1 miR-132 cC na Pior (resisténcia
a cisplatina)
QiuG China 2016 SIRT 1 Proteina P Alta Pior
Wang F China 2016 SIRT 1 MRNA cC Alta Bom
Lietal China 2016 SIRT 1 miR-543 CC/P Alta Bom
Wang et al China 2015 SIRT 3 mRNA e proteina cC Alta Bom
Cui etal China 2015 SIRT 3 proteina cC Alta Pior
Huang et al China 2015 SIRT 4 proteina P Baixo Pior
Luetal China 2014 SIRT 1 MRNA CcC na Bom
Noguchi et al Japan 2014 SIRT 1 proteina P Alta Pior
Hirai et al Japdo 2014 SIRT 1 cC Pior
Huang et al Taiwan 2014 SIRT 3 proteina P (221) Alta Bom
Yang et al China 2014 SIRT 3 mRNA e proteina P (65) baixa pior
Yang et al China 2013 SIRT 1 CC/MA Bom
Yang et al China 2013 SIRT 1 mRNA e proteina P Baixa Pior
Zhang et al China 2013 SIRT 1 proteina P (176) Alta Pior
Lietal China 2013 SIRT 1 proteina MA Alta Pior
Zhang et al China 2013 SIRT 1 miR204 cC Baixo Pior
Kang et al China 2012 SIRT 1 proteina P (452) Alta Bom
Feng et al China 2011 SIRT 1 proteina P (176) Alta Pior
Peters et al GB 2010 SIRT 2 Seq/Ass génico 75 (CE/CG) Alta Bom
Chaetal Korea 2009 SIRT 1 proteina P (177) Alta Pior

Estudos sobre a associagao de cancer gastrico e sirtuinas. Legenda: GB, Gra-Bretanha; SIRT 1, Sirtuina 1; SIRT 3, Sirtuina 3; miR, microRNA;
mRNA, RNA mensageiro; Seq/Ass, sequenciamento/assinatura génica; CC, cultura de células; P(n), pacientes (nimero de pacientes avaliados);
MA, Modelo animal; na, ndo avaliado; CE/CG, Cancer de esdfago/Céancer gastrico).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20HY%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=28122359
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20S%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=28061480
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Qiu%20G%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=28070138
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20F%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=27715462
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5 CAPITULO Il

Estudo Original

Epigenética e Cancer Gastrico: Papel das sirtuinas na oncogénese e sua associa¢do com

biomarcadores oxidativos

Objetivos
Primério

e Avaliar o padrdo de expressdo da SIRT1 e SIRT3 em pacientes com cancer gastrico e
comparar com aqueles sem neoplasia maligna;

e Avaliar o padrdo de expressdo do peroxisome proliferator-activated receptor gamma
coactivator-1-alpha (PGC-1 alpha) e do hypoxia-inducible factor-1 alpha (HIF-1
alpha), como fatores oxidativos em pacientes com cancer gastrico e comparar com
aqueles sem neoplasia maligna através de reacao de cadeia de polimerase ou in real time

e imunofluorescéncia.

Secundario
¢ Relacionar a expressao da SIRT1, SIRT3, peroxisome proliferator-activated receptor
gamma coactivator-1-alpha (PGC-1 alpha) e do hypoxia-inducible factor-1 alpha (HIF-
1 alpha) com variaveis clinico e patoldgicas.

Metodologia
Eligibilidade
Critérios de Incluséo
1. Pacientes de qualquer idade;
2. Grupo controle: pacientes submetidos a gastrectomia redutora de peso com
diagnostico histologico de mucosa gastrica normal
3. Grupo experimental: Pacientes com diagnostico histologico confirmado de
adenocarcinoma de estdmago ou do terco inferior do es6fago em estagio submetidos

a gastrectomia.
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Amostras

Fragmentos de tecido gastrico foram obtidos através de bidpsias parafinadas do banco
de tumores do servigo de patologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco de diagnosticados com cancer gastrico subtipo adenocarcinoma e para o brago
controle mucosa gastrica de pacientes sem neoplasia maligna. O diagnostico de
adenocarcinoma gastrico foi baseado em histopatologia. O presente estudo foi submetido para
analise e aprovacdo do comité de ética Hospital das Clinicas da Universidade Federal de

Pernambuco.

Histologia e imunofluorescéncia

Tecidos para exame microscopico foram fixados por imersdo por 18h em 10% de
tampdo fosfato de formalina e depois processadas para obtencéo de blocos de parafina. Laminas
com sessfes de 5 um fordo cortadas e coradas com hematoxilina e eosina. Para analises de
imunofluorescéncia, laminas com sessdes de parafina foram desparafinizadas e pré-aquecidas
com antigen-retrieval (DAKO). Os tecidos foram incubados durante 1 h a temperatura
ambiente, com anticorpo primario seguido de incubacdo com anticorpo secundario por 30 min
e coloragdo com DAPI por 10 min. Os anticorpos primarios utilizados foram SIRT1, SIRTS3,
PGC1- alfa e HIF1- alfa. Os anticorpos secundarios utilizados foram Alexa Fluor 594 anti-rato

IgG (abcam) e Alexa Fluor 488 anti-coelho 1gG (abcam).

Extracdo de RNA de blocos de parafina e PCR quantitativo em tempo real (Q-PCR)

O RNA total foi extraido de tecidos parafinizados usando o kit ReliaPrep FFPE Total
RNA Miniprep System (Promega) de acordo com as instrucdes do fabricante. O transcrito
obtido foi quantificado pelo Nanodrop 2000 (Thermo Scientific) e transcrido atraves do kit
Reverse Transcription (Qiagen). PCR quantitativo para PGCL1- alfa e HIF1- alfa foi realizado
em duplicata a partir de 25 ng de cDNA e primers especificos utilizando SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems). As condicdes de ciclagem foram 50°C - 2 min, 95°C- 15
min, e 40 ciclos de 95°C por 15 s e 60°C por 1 min. Os resultados foram representados
graficamente como expressao relativa e os dados foram analisados estatisticamente pelo teste
T de Student.
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Anélise Estatistica
Para os objetivos propostos consideramos: rever

L Razdes de risco foram calculadas através do modelo de regressdo de Cox. As
variaveis categodricas serdo comparadas com o uso de teste do qui-quadrado. As
medidas tumorais foram comparadas com o uso do teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney.

i, Para a analise estatistica da etapa molecular do estudo o melhor valor de corte para
segregarmos pacientes em categorias (exemplo, considerados como alta ou baixa
expressao do MRNA ou da proteina estudada) foi obtido por analise de curva ROC,
com a melhor sensibilidade e especificidade para cada caracteristica estudada.

il Comparagdes entre médias foram efetuadas com o teste t pareado. Frequéncias
foram comparadas com o teste exato de Fisher ou qui- quadrado, conforme o caso.
Para correlacionar (medida de associacdo) variaveis discretas (como escore H, por
exemplo), utilizamos a correlacdo de Spearman.

. A significancia estatistica foi considerada com p<0,05 para os testes bicaudados.

V. Todas as andlises foram realizadas com o auxilio do programa MedCalc (MedCalc,

Mariakerk, Bélgica), versdo 9.3.2.0

Resultados
Os resultados dos experimentos também estdo descritos na forma de artigo original

submetido para publicacdo, constante no capitulo 11, e que sdo destrinchadas a seguir.

Caracteristicas clinicas e patologicas

As caracteristicas clinicas e patologicas dos 64 pacientes com CG séo resumidas na
Tabela 1. Sessenta e quatro por cento dos pacientes eram do sexo masculino e a idade média
era de 59,5 anos (faixa de 23 a 84 anos). Estes pacientes apresentaram nos estadios | e Il de
TNM em quase 30% dos casos, e no estagio 111 de TNM em aproximadamente 40% dos casos
(quase 3% estavam no estagio IV e o estagio clinico ndo estava disponivel para os demais
pacientes). Quase 20% dos pacientes tinham de sete a 15 linfonodos envolvidos por metéstase

e cerca de um terco dos casos apresentava classificacdo histolégica de 3 (pouco diferenciada).
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Tabela 1. Achados demograficos e patolégicos em tecidos sem neoplasia (controles) de individuos
obesos submetidos a gastroplastia redutora e pacientes com cancer gastrico (CG).

Caracteristicas Controle (n=18) CG (n=64)
Idade mediana (extremos), anos 36 (21-60) 59.5 (23-84)
Homens/Mulheres (%) 18/82 64/36

Tumor characteristics

Estagio, %
ALY NA 9.8/20.8/41.7/2.8
Envolvimento linfonodal, % NA
0 20
1-2 143
3-6/ 17.1
7-15 20
>15 NA 1.4
Grau Histologico, % NA
G1/G2/G3 NA 14.1/12.7/132.4

G1, G2, G3 = bem, moderadamente e mal diferenciado. NA = N&o aplicavel

Expressao de sirtuinas e fatores oxidativos

Nas amostras teciduais de pacientes com cancer gastrico submetidos a gastrectomia no
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco, a expressdo de ambas as
sirtuinas, SIRT1 e SIRT3, apresentou diferenca estatisticamente significante quando
comparado ao grupo controle (p<0.0001 para ambas). Grafico 1 A e B; Figuras Suplementares
1-4.
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Grafico 1: Expressdo de SIRT1 (A) e SIRT3(B) em pacientes com CG comparados com grupo
controle.
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Detectamos ainda uma tendéncia a maior elevacao da expressdo de SIRT1 em mulheres
acima de 60 anos, quando comparadas aquela com indade inferior a 60 anos e ainda
significancia estatistica na expressdo em estadgios 0-IB comparados a estagios IIA-11B
(p<0.011) e uma tendéncia a elevagdo da expressdo da mesma sirtuina em estagios mais
avancados (I1lA-1V), mas com significancia estatistica para presenca de linfonodos
comprometidos (elevacao da expressdo para o grupo de 0 e de 3-6 linfonodos e decréscimo para
0s grupos de 1-2 e acima de 7 linfonodos comprometidos. Um padrdo similar foi visto, porém
sem significancia estatistica, para a elevacdo da expressdo de SIRT3 em graus histologicos 1 e

3 e decréscimo em graus 2. Grafico2 A, BeC.
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Grafico 2: Expressdo de SIRT1 e estadiamento (A), SIRT1 e grau histol6gico (B) e SIRT3 e grau
histoldgico (C)
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No tocante aos marcadores oxidativos, ndo verificamos diferenca ou ao menos
tendéncia na expressdo de PGC1- alfa em patientes com CG comparados ao controle. No
entanto, quando analisados isoladamente, demonstramos elevacdo de PGC1- alfa nos grupos
com 0 e 3-6 linfonodos comprometidos e queda nos grupos de 1-2 e mais de 7 linfonodos
comprometidos.

Quanto a expressdo de HIF1- alfa, nossos resultados demonstraram elevacdo da
expressdo estatisticamente significante em pacientes com CG comparados ao controle
(p<0.005) — Grafico 3, uma tendéncia a elevacdo em pacientes com estadiamento | e Il e queda
em estagio 1, e ainda elevacdo estatisticamente significante para graus histologicos | e 11l e
decrescimo para grau Il (p<0.033 para comparacédo entre grau | e 11) e alta expresséo para 0 e
3-6 linfonodos comprometidos e baixa expressao para 0s grupos de 1-2 e mais de 7 linfonodos

envolvidos pela neoplasia (p<0.04 para comparagéo entre 0 e 1-2 linfonodos).
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Grafico 3: Expressdo de HIF1- alfa em pacientes com CG e controle.
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Analisamos ainda a associacdo entre as expressdes de SIRT1, SIRT3, PGC1- alfa e
HIF1- alfa entre si e de acordo com algumas variaveis patoldgicas. Associacao positiva foram
encontradas entre SIRT1/SIRT3 geral (Grafico 4 A), SIRT1/HIF1- alfa (Gréafico 4 B),
SIRT3/PGC1- alfa (Gréfico 4 C) em pacientes com CG, mas nenhuma dessas associacdes no
grupo controle. Interessantemente, detectamos ainda uma forte associacdo positiva entre
SIRT1/SIRT3 (r2=0.38), SIRT1/PGC1- alfa (r2=0.33), SIRT1/HIF1- alfa (r2=0.34) em
pacientes com CG com invasdo angiolinfatica, que ndo foi demonstrada em pacientes sem
invasdo angiolinfatica (Grafico 4D, E e F, respectivamente). Ao contrério, esse padrdo néo foi
demonstrado entre a associacdo de SIRT3/PGCL1- alfa e SIRT3/HIF1- alfa em pacientes com
invasdo angiolinfatica, mas uma diferenca estatisticamente significante em pacientes sem

invasdo angio-linfatica. Grafico 4 A-F.
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Grafico 4 A a F: Associacdo entre niveis de expressdo por regressao linear.
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Discussao

A carcinogénese gastrica € um processo complicado, que requer a coordenacdo de
inimeros eventos moleculares, incluindo reprogramacdo epigenética, tal como modificagdes
das histonas. Pacientes com CG podem apresnetar discrepancias em seu modelo bioldgico e sua
apresentacdo clinica. Multiplos fatores progndsticos devem estar envolvidos. Em nossa
populacdo, nos analisamos o impacto de fatores clinicos e patoldgicos classicos (estadiamento,
grau histolégico, invasdo de linfonodos ou angiiolinfaticas e perineural) sobre a expressdo de
sirtuinas e fatores oxidativos, PGC1- alfa e HIF1- alfa.

Nossa amostra de pacientes tinha uma idade mediana de 59.5 anos, o que é esperado de
acordo com o Instituto nacional de Cancer que revela que cerca de 65% dos pacientes tém mais
de 50 anos (INCA, 2018). Eles ainda se apresentavam com estadiamento entre | e 111 em cerca
de 70% dos casos e em 20% com 7 a 15 linfonodos comprometidos. E demonstrado que nos
Estados Unidos, cerca de 25% dos pacientes com CG se apresentam com doenca localizada e
31% com doenca regional (AVITAL, 2011). Embora o estadiamento é mais acurado se
determinado por patologia cirlrgica, o estadiamento clinico direciona 0 manejo terapéutico
inicial do paciente.

Verificamos que a expressdo de SIRT1, SIRT3 e HIF1- alfa esta estatisticamente
elevada em pacientes com CG comparados ao grupo controle, e ainda esta associado com
fenotipo maligno menos agressivo. Adcionalmente, nds detectamos que essa elevacdo da
expressao foi vista em varios subgrupos como: SIRT1 em homens (p<0,0006) e mulheres
(p<0,002) vs. controle; SIRT1 em pacientes com menos de 60 anos (p<0,002) ou maiores de 60
anos (p<0,0009) vs controle; SIRT 3 em mulheres vs. controle (p< 0,001) e homens (p<0,008);
SIRT3 naqgueles abaixo de 60 anos (p<0,0006) e uma tendéncia para aqueles com mais de 60
anos (p<0,007).

Uma tendencia clara a elevacdo de SIRT1 e SIRT3, respectivamente, em idosos e
mulheres jovens foi demonstrada. Na pratica clinica, verificamos em geral um comportamento
mais agressivo em pacientes jovens em varios tipos de tumor. Por exemplo, estudos tém
demonstrado que cancer colo-retal em pacientes com menos de 50 anos tende a ser mais
agressivo que em pacientes mais idosos, o que evidencia diferenca genética que pode direcionar
tratamentos e estratégias distintas no combate da doenca em pacientes mais jovens (PITTS et
al, 2015; PANZA el al., 2017).

A andlise da expressdo de ambas proteinas em diferentes variavés patoldgicas

demonstrou através de relacdo positiva uma associagdo entre fenotipo menos agressivo e
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expressao de sirtuinas, pelo menos em fases precoces da doencga. Tumores com grau histoldgico
1, por exemplo, comparados com grau 2 tende a ser associado com elevada expressédo de SIRT1,
enquanto significancia estatistica entre grau 2 e 3, favorecendo grau 3 foi observada. Ainda foi
detectada uma significancia estatistica entre a associacdo de SIRT1 em estadiamentos precoces
e menos invasdo linfonodal. Estudos prévios demonstram tais varidveis como fatores
prognosticos e alguns deles com impacto em sobrevida (CRAWFORF et al., 1994; YOKOTA
ET AL., 1999; PINTO DE SOUSA, 2001; CUNNINGHAM et al.,

2006;). O porqué de nossas amostras apresentarem uma tendéncia a alta expressdo em fases
precoces da doenca e uma recrudescéncia em fendtipos mais agressivos (grau 3 e linfonodos
comprometidos), requer uma explicacdo.

O alvo das HDACS em cancer tem se despetado grande interesse, dado a frequéncia de
modificacbes das histonas em células malignas e expressao de HDACs em tuores humanos
(FRAGA et al., 2005; WEICHERT, 2009; WEST et al., 2014). A familia das sirtuinas em
mamiferos parecem estar envolvidas em diferenrentes situagcdes patoldgicas, como cancer e
doencas neurodegenerativas. Além disso, evidéncias crescentes determinam o uso potencial de
inibidores das sirtuinas para o tratamento do cancer (CARAFA et al., 2016). SIRT1 foi o
primeiro membro da familia a ser descoberto, sendo ainda o mais estudado. As primeiras
observacGes associando SIRT1 a tumorigénese vieram de dois estudos mostrando a
deacetilacdo de p53 e sua inibicdo pelas HDACs, promovendo morte celular programada (LUO
et al., 2001; VARIZI et al., 2001). Estudos posteriores tém sugerido que SIRT1 desempenha
um papel dual, agindo como um promotor ou supressor de tumor, similarmente para impacto
em sobrevida (DENG, 2009; BOSCH-PRESEGUE et al., 2011), enguanto outros membros da
familia das, como SIRT4, comporta-se como supressor tumoral em adenocarcinoma gastrico
(HUANG et al., 2015). Desde que SIRT1 é uma enzima que regula a deacetilacdo NAD+
dependente de substratos alvos, e porque o balango celular entre NAD+ e NADH esté altamente
relacionado a estados catabolicos, tem sido postulado que SIRT1 pode agir como um sensor
que conecta perturbacdes metabolicas e vias transcricionais. Contudo, o papel regulatério de
SIRT1 deve ser mais complexo, e sua atividade depende dos niveis intracelulares de
nicotinamida, o produto natural da reacéo catalisada pelas sirtuinas, bem como modificagdes
pos-translacionais ou ainda interagdes com outras proteinas. Adicionalmente, a regulagéo da
localizacao intracellular da SIRT1 e como variacbes de NAD+/NADH em comparyimentos
celulares distintos podem afetar sua atividade, ndo esta completamente elucidado (CANTO et
al., 2009). Alguns estudos tém hipotetizado o envolvimento de sirtuinas na progressdao do
cancer. SIRT3 primeiramente inibe a producao
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mitochondrial de radicais livres de oxigénio, mas também deacetila e ativa algumas proteinas
mitocondriais, regulando assim taxas de proliferagéo, diferenciacdo cellular e sobrevida. SIRT3
ainda pode agir como um supressor tumoral através da inibicao da glicélise apos deacetilacéo
e ativacdo da piruvato desidrogenase; assim, o papel da SIRT3 no cancer também é motive de
debate (CARAFA et al., 2016).

De nota, esse estudo é o primeiro a demonstrar a expressdo de sirtuinas em uma
populacdo occidental. Nossos achados de elevada expressdo de SIRT 1 e SIRT3 em CG,
comparado a tecidos sem malignidade, esta em conflito com estudos prévios demonstrado por
Yang et al. (YANG et al., 2014), mas sdo consistentes com Cha and colleagues (CHA et al.,
2009). Esses achados conflitantes podem refletir as davidas sobre a implicacdo das sirtuinas na
carcinogénese gastrica. Além disso, fatores como etnia, localizacao geogréfica ou infeccédo pelo
H. pylori podem influenciar esses achados. A associagao entre o metabolismo da célula maligna
e sirtuinas € da mesma forma questionada. Perda da atividade das sirtuinas podem resultar em
elevacdo da susceptibilidade ao céncer e, paradoxalmente, tumores estabelecidos que
expressam altos niveis de sirtuinas podem apresentar vantagens em termos de sobrevida. Por
outro lado, a perda da atividade das sirtuinas tem sido relacionada a carcinogénese em
numerosos estudos, por exemplo em knockout ratos em certas sirtuinas (NOGUEIRAS et al.,
2012). Além disso, SIRT1 pode estar associada a pior prognostico em CG (NOGUCHI et al.,
2012). Importante frisar, a superexpressdo de SIRT1 em epitélio intestinal foi relacionada a
supressdo da tumorigénese em modelos animais de cancer de colon, enquanto outros
apresentaram conclusdes opostas; mais estudos sdo necessarios para esclarecer essas diferencas
(GERMAN et al., 2015). Interessantemente, tem sido sugerido que miRNA pode ainda tornar
um fendtipo mais agressivo em menos agressivo induzido por SIRT1 em cultura de células de
CG (ZHANG et al., 2013).

Associacao entre sirtuinas e fatores oxidativos

Analizando a expressdo de fatores oxidativos, PGC1- alfa e HIF1- alfa, detectamos
resultados provocativos, tais como elevacdo de HIF1- alfa estatisticamente significante em
pacientes com CG, comparados com o grupo controle (p<0.005), assim como em homens (p<
0.01) e idade inferior a 60 anos (p<0.01), ambos comparando com grupo controle. Por outro
lado, néo verificamos alta expresséo do coativador PGC1- alfa nos pacientes com CG. Apesar
disso, em analise por regressao linear, encontramos uma associacdo positiva entre a expressao
de SIRT 1 e SIRT3, PGC1- alfa e HIF1- alfa.
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O processo de carcinogénese € resultado de maltiplas etapas com implicacdes genéticas
e ambientais. O gatilho é geralmente desconhecido, mas estrtégias tém sido empregadas para
prevenir a transformacdo celular mesmo diante de um estimulo maligno. Agentes de
quimioprevenc¢do ou outros mecanismos tém sido estudados, tais como aspirina, microbiota e
substancias derivadas de plantas.

Nesse ponto, hipotetizamos que as sirtuinas podem agir em estagios precoces da
deonca, pelo menos em modelos de cancer. Isso poderia justiciar nossos resultados de elevagéo
de sirtuinas e fases precoces, com fen6tipo menos agressivo, até uma fase onde o proprio cancer
pode se sobrepor ao efeito protetor ou inicial das sirtuinas. Durante a carcinogénese, enquanto
o0 tumor se desenvolve, varios processos sao deflagrados para manutencéo do fenétipo maligno,
como estresse oxidativo, angiogénese e multiplas mutacdes, que por sua vez dependem da
expressdo de genes relacionados. Isso pode indicar um novo envolvimento das sirtuinas em
estdios mais avancados da doenca. Em nossos pacientes, pudemos detectar outro fato
interessante. Apenas naqueles pacientes com invasdo angiolinfatica, portanto relacionados a
vasos peritumorais, oi vista uma associagéo estatisticamente significativa entre a expressao de
SIRT1/SIRT3, SIRT1/PGC1- alfa e SIRT1/HIF1- alfa, através de regressao linear. Esse padrao
ndo foi demonstrado em pacientes sem invasdo angiolinfatica. Isso poderia indicar a
participacdo e sirtuinas no processo de angiogénese, por exemplo, dependendo do ambiente
celular e context molecular (DREW et al., 2016; SCOTT, 2016; HOWITZ et al., 2003; HONG
CAl et al., 2015). Figura 1.
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Figura 1: Multiplos passos da carcinogénese. A medida que o tumor cresce, a demanda de oxigénio e
grau de diferenciacdo também progride, o estresse oxidativo, angiogénese e presencga de mutacoes. Os
niveis de sirtuinas seguem esse padrao, de acorod com nossos resultados.
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CARCINOGENESIS

PGC1- alfa é um coativador multiuncional que regula a atividade de receptores
nucleares e atores de transcri¢do envolvidos no metabolismo mitocondrial. Em nosso estudo,
verificamos uma expressao ndo estatistica de PGC1- alfa em pacientes com CG comparados ao
grupo controle. A Unica diferenca foi demonstrada entre os grupos de 1-2 vs. 3-6 linfonodos
comprometios. Existe evidéncia que indica que a SIRT1 regula a atividade de PGC1- alfa,
desempenhando assim um papel relevante nas adaptacfes metabolicas no metabolismo
energético em diferentes tecidos. No figado, SIRT1 é reconhecida como controladora da
atividade gliconeogénica através da modulagdo de PGC1- alfa (NOGUEIRAS et al., 2012).
Estudos recentes tém demonstrado que a expressdo de PGC1- alfa estd diminuida em varios
tipos de cancer, talvez justificando nossos resultados, e sugerindo que a queda da biogénese
mitocontrial pode contribuir para a tumorigénese e/ou progressdo de tumores malignos em
humanos, e que a a regulagdo do nimero de mitocdndrias pode induzir a efeitos antitumorais
em células tumorais (ONISHI et al., 2014).

Nosso estudo ainda indica a possibilidade de SIRT1 ter participa¢éo importante emu ma
alca regulatéria envolvendo PGC1- alfa e outras moléculas, como peroxisome
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proliferator-activated receptor gamma (PPAR gamma) e lipin-1. Esse modelo oi descrito por
Sugden et al., que demonstraram que SIRT1 controla a resposta metabdlica em resposta a
determinados nutrientes e sinais fisioldgicos via um mecanismo comum mediado por
modificgdes pos-translacionais (deacetilacdo, por exemplo) de PPARa e PGC1- alfa (SUGDEN
et al., 2010). Figura 2.

Figura 2: Interacdo entre SIRT1, SIRT3 e fatores oxidativos. SIRT1, uma desacetilase dependente de
NAD + regula positivamente a expressdo de PGCL1 alfa que participa do metabolismo mitocondrial,
onde SIRT3 é localizada. O PGC1- alfa ainda, como um sensor de exigéncia de oxigénio, atua como um
agente antioxidante ou oxidante, promovendo o acumulo de ROS. HIF também atua indiretamente
inibindo PGC1 via agdo de mMRNA e expressao de Decl ou miRNa696 ou diretamente no metabolismo
mitocondrial

cell membrane

NAD’| SIRT1
mi RNA-696
f DECH1

PGC1la

mitochondrial

metabolism
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Legendas: NAD: nicotinamide adenine dinucleotide; SIRT 1: sirtuin 1; PGC1 apha : Peroxisome proliferator-activated
receptor-gamma coactivator subunit 1; SIRT3: sirtuin 3; ROS: Reactive oxygen species; miRNA: microRNA. green arrow
means positive stimulus and red negative stimulus.

Por outro lado, os niveis de HIF1- alfa estavam elevados em tumores solidos malignos,
mas ndo em tecidos ndo neoplasicos ou tumores com baixa taxa de replicagdo. Em tumores
malignos com elevada velocidade de crescimento, HIF1- alfa esta envolvido na ativacdo de
uma série de processos celulares, incluindo resisténcia a apoptose, angiogénese, hiper-

expressdo de de canais de efluxo transmembranico de drogas, remodelamento vascular e
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metéstase. HIF1- alfa esta frequentemente superexpresso em CG em humanos, mas enquanto a
inibicdo de HIF1- alfa tem efeito antitumoral em roedores, a relevancia de HIF1- alfa para o
fendtipo de CG permanece incerto ROHWER et al., 2009). Em nosso estudo, detectamos uma
elevada expressao de HIF1- alfa, particularmente m estagios precoces do CG, como nos casos
e tumors com grau de diferenciacdo 1 e menos envolvimento linfonodal.

A superexpressdo de SIRT3 inibe e estabilizacdo de HIF1- alfa durante porcesso de
hipoxia a atenua a elevagdo da atividade de HIF1- alfa Elevacdo de SIRT3 ainda diminui
tumorigénese e mem modelos animais, mesmo quando a indugdo de sirtuinas ocorre apos 0
inicio do processo maligno (BELL etal., 2011).. Esses dados sugerem que SIR3 age suprimindo
o0 crescimento tumoral, pelo menos através de sua habilidade em suprimir producéo de radicais
livres de oxigénio e HIF1- alfa. Nossos achados de elevada expressdo de HIF1- alfa em casos
de achados patoldgicos menos avancgados s@o conflitados com aqueles de Rohwer et al., que
demonstraram que a elevada expressdo de HIF1- alfa estava associada com processo de
migracdo celular, invasdo e aderéncia, participando assim do desenvolvimento de doenca mais
avancada (ROHWER et al., 2009). Se a expressao de sirtuinas, especialmente SIRT3, favorece
a a queda da expressédo e/ou atividade de HIF1- alfa é uma questdo que merece ser elucidada.
Além disso, evidéncis da literature apontam para uma forte associacao entre sobrevida de uma
série de seres vivos e restricdo caldrica, producdo de radicais livres e oxigénio, metabolism
tumoral, efeito Warburg e expressao de sirtuinas, HI1- alfa e PGC1- alfa. (Fig. 11), sugerindo
que vias multiuncionais devem ser avalidas no processo malign.

Como demonstrado, exite uma associagédo entre SIRT1, que age como deacetilase, e
PGC1- alfa. Esse, por sua vez, é um coativador, presente em uma grande quatidade em tecidos
ricos em mitocondrias. Regularmente, PGC1- alfa age diminuindo niveis de radicais livres de
oxigénio, mas em outros modelos pode elevar seus niveis. Esta bem estabelecido que radicais
livres de oxigénio estimulam a expressdo de HIF1- alfa que por sua vez estimula a glicolise e
diminui a fosforilacdo oxidativa. Por outro lado, HIF pode ainda inibir a expressdo de PGC1-
alfa através da atuacdo de microRNAs como miRNA 696 e ainda Decl. Figura 2. Queiroz et
al, recentemente, demonstraram que o estresse metabdlico associado a un¢ao mitocondrial leva
a expressdo de microRNA 696 que por sua vez diminui a expressdo de PGC1- alfa, impactando
assim a fungdo mitocondrial em células musculares. (QUEIROZ, 2016). Esses dados podem
justificar a baixa expressao de PGC1- alfa em nossos pacientes. Similarmente, é bem descrito
que o papel de HIF1- alfa no processo de hipdxia. Contudo, evidéncias tém demonstrado que o
fator transcricional Decl é um gene induzido por hipoxia que pode suprimir PGC1- alfa. Em

estudos anteriores, Decl suprime PPARgama2 e PGC1-
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alfa durante a estabilizacdo de HIF1- alfa e miogénese, e outros autores sugerem a mesma
regulagéo em tecidos tumorais, como no cancer renal. Consistente com um papel essencial do
Decl como um efetor de HIF mediado pela supressdo de PGCL1- alfa, a inibicdo genética de
Decl inibe a supressdo de PGC1- alfa no processo de hipdxia. Assim, Decl é inversamente
correlacionado com PGC1- alfa no cancer (EDWARD et al., 2015).

Nossos dados ddo suporte a essa ldgica, apesar da alta expressao de HIF1- alfa em
nossos pacientes, n’s ndo demonstramos correspondéncia com elevacdo de PGC1- alfa. Assim,
HIF reprime a expressdo de PGC1- alfa através da elevada empressdo de miRNA-696 and/or

Decl segundo os dados da literatura e que podem também ter ocrrido em nossos pacientes.

Conclusao

Em conclusdo, nossos dados sugerem que as expressdes de SIRT1 e SIRT3 em
amostras de GC humanas na populacdo ocidental estdo associadas a fendmenos malignos
menos agressivos na fase precoce e avancada da doenca. Além disso, os altos niveis de
expressdo de SIRT1 e SIRT3 estdo associados com a expressdo de PGC-1 alfa e HIF-1 alfa,

sugerindo novamente o papel das sirtuinas no processo oxidativo em células de cancer gastrico.

Perspectivas

Consideramos esses resultados como pelo menos provocativos e geradores de
hip6teses. Sdo necessarios mais estudos para replicar esses achados e determinar suas
implicacBes na prética clinica. Outras questdes precisam ser abordadas em estudos futuros,
como diferencas no padrdo de expressao de sirtuins e fatores oxidativos entre populacbes
ocidentais e orientais, especialmente se considerarmos a influéncia ambiental nas modificages
epigenéticas. Julgamos ainda, a necessidade de investigacdes mais aproundadas, um papel
causador do estresse oxidativo no cancer continua a ser uma das questdes mais sélidas a serem
abordadas. Nosso estudo demonstrou que as sirtuinas estdo intimamente ligadas a célula
cancerigena gastrica e ao metabolismo oxidativo. Avancando, serd importante desenvolver
modelos clinicos e experimentais nos quais os niveis de outros biomarcadores, além de PGC1
alfa e HIF1 alfa, como 0o miRNA 696 e Decl e as atividades das sirtuinas podem ser moduladas
com precisdo para determinar se as mesmas tém um progndstico favoravel ou ndo. Esperamos

futuros estudos que, sem divida, elucidardo muitas dessas questfes importantes.
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Figuras Suplementares

Figura suplementar 3. Padréo histologico de tumor gastrico maligno. x40.
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Figura suplementar 4. SIRT1 esta hiperepressa no cancer gastrico humano (CG). Os espécimes de CG
foram analisados quanto a expressao SIRT1 usando imunoflorescéncia (A-C). A expressdo SIRT1 é
corada em vermelho e as células epiteliais sdo coradas em verde, magnificatina original, x20. A: Pan-
Keratina / DAPI, GC; B: SIRT1/ DAPI, GC; C: merge, x20
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Figura suplementar 5. O SIRT3 esté hiperexpresso no cancer gastrico humano (CG). Os espécimes
de tecido de CG foram analisados para a expressao de SIRT3 usando imunoflorescéncia (A-C). A
expressao SIRT3 é corada em vermelho e as células epiteliais sdo coradas em verde, magnificatina
original, x20. A: SIRT3 / DAPI, GC; B: Pan-queratina / DAPI, GC; C: Merge, x20.

.

Figura suplementar 6. Expressdo de PGC1- alfa em cancer gastrico. PGC1- alfa marcado em verde,
Original magnificatin, x20 . PGClalpha/DAPI, GC,20x.
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Abstract

Gastric cancer is one of the most common malignancies worldwide. Somewhat different
features appear to characterize gastric cancer in Eastern and Western countries. Although
alterations in sirtuins and other regulators of metabolic activity seem to play a role in the
pathogenesis of gastric cancer, their collective role is incompletely understood. We assessed
the mRNA expression levels of SIRT1, SIRT3, PGC1-alpha, and HIF1-alpha in 64 samples
from patients with gastric cancer and 18 individuals undergoing bariatric surgery. The
expression of sirtuins was significantly higher in cancer than in non-cancer tissue. Moreover,
sirtuin expression in cancer patients was significantly associated with age, lymphovascular, and
perineural invasion. In cancer tissue, PGC1l-alpha expression significantly correlated with
SIRT1, whereas HIF1-alpha significantly with correlated SIRT3 in earlier stages. Our findings
suggest that the expressions of SIRT1 and SIRT3 in human gastric cancer in a Western
population are associated with a less aggressive malignant phenotype. Moreover, the high
expression levels of SIRT1 and SIRT3 are correlated with the expression of PGC1-alpha and
HIF1-alpha, respectively, suggesting a role for sirtuins in oxidative processes in gastric cancer

cells.

Keywords (MeSH): Hypoxia-inducible factor 1, alpha subunit; sirtuins; stomach neoplasms;

transcription factors.
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Introduction

Gastric cancer (GC) is one of the most common malignancies worldwide [1]. In Brazil,
nearly 20 thousand new cases were expected in 2016 alone [2]. GC is characterized by clinical
heterogeneity, with many patients developing advanced disease for which they require
immediate treatment and due to which they have a relatively short survival time, while other
patients live for years without a recurrence after surgical resection. Before the advent of
molecular profiling, GC was classified based solely on histological criteria. More recently, four
molecular subtypes of gastric adenocarcinoma have been described according to genetic,
epigenetic and immunologic profiling: Epstein-Barr-virus-positive tumors, microsatellite
unstable tumors, genomically stable tumors, and tumors with chromosomal instability [3].
Identification of these subtypes provided a potentially useful roadmap for patient stratification
and for novel trials with targeted therapies [3-5].

As in other malignancies, prognosis in GC likely depends on demographic features,
disease staging, and the molecular profile of the tumor. Of note, somewhat different features
appear to characterize GC in Eastern and Western countries. These include differences in
incidence (highest in many Eastern countries) and in tumor location (with a higher prevalence
of proximal third of the stomach in Western countries); moreover, survival outcomes differ
considerably between Eastern and Western populations, with better overall survival reported in
Eastern series. The role played by a more aggressive surgical approach or differential use of
adjuvant treatment versus tumor features on these different outcomes remains uncertain [6].

Despite efforts to improve diagnostic techniques and patient management, there has
been relatively little progress in improving the survival of patients with advanced GC, which
remains highly lethal despite initially effective chemotherapy and targeted therapy [7-10].
Thus, further research is needed to understand the physiopathology of GC and to translate such
knowledge into effective therapies. In addition to genetic alterations, epigenetic mechanisms
should be interesting targets, especially because many epigenetic changes are potentially
reversible. Epigenetic phenomena lead to heritable changes in gene expression that do not affect
the nucleotide sequence but impact the conformation of the DNA, thus influencing which genes
are expressed by which cell types, and when [11,12].

Epigenetic alterations are also a hallmark of cancer [13], and one of the most well
documented alteration is histone modification by histone deacetylases (HDAC), which can
remove acetyl groups from histone tails, leading to chromatin condensation and gene expression

regulation [14]. A total of 18 HDAC isoenzymes divided into four classes have
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been identified. Sirtuins comprise a family of seven class 111 NAD+-dependent HDACs that
play a role in response to stress and in longevity, and which also seem to be associated with
carcinogenesis [15,16]. Deregulation of sirtuin function has been observed in several
malignancies [15]. Furthermore, sirtuins appear to work in concert with other regulators of
metabolic activity, including the oxidative-related factors peroxisome proliferator-activated
receptor gamma coactivator-1-alpha (PGC1-alpha) and the hypoxia-inducible factor-1 alpha
(HIF1-alpha) [17,18].

The collective role of sirtuin 1 (SIRT1), sirtuin 3 (SIRT3), PGC1-alpha and HIF1- alpha
in gastric cancer is incompletely understood. Furthermore, there is no data in the Western
literature about the role of sirtuins in patients with GC, which is of importance because of the
different features of GC according to geographical area. We therefore analyzed the expression
of these molecules and their associations with other disease features in gastric tumors,

highlighting a potential link between histone deacetylation and oxidative-related factors.

Methods
Tissue samples

Gastric fragments were obtained from paraffin-embedded tissue blocks stored at the
tissue bank of Clinics Hospital, Federal University of Pernambuco. Samples were from patients
with pathologically confirmed GC (n=64) and from a control group of cancer-free individuals
deemed to have normal histological findings after gastric surgery for weight reduction (n=18).
Patients with GC were staged according to the changes proposed to the seventh edition of the
Tumor, Node, Metastasis (TNM) system for GC [19]. After surgery, tissues specimens from
GC patients and obese patients were fixed by immersion for 18 hours in 10% phosphate
buffered formalin and then processed for storage in paraffin blocks. Section of 5 pm were cut
and stained with hematoxylin and eosin for histopathological examination. This study was
approved by the Health Science Center Ethics Committee at Federal University of Pernambuco,
who waived informed consent from patients due to the nature of the study. The database of our

study is available upon request.

Histology and immunofluorescence
For immunofluorescence analysis, paraffin sections were deparaffinized and pre- heated
for antigen retrieval (DAKO). The tissues were incubated for 1 hour at room temperature with

the primary antibody, which was followed by incubation with the secondary
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antibody for 30 minutes and stained with diamidino-2-phenylindole for 10 minutes. The
primary antibodies were SIRT1 to SIRT7 (Bioss), and the secondary antibodies were Alexa
Fluor 594 anti-rabbit 1gG (Abcam).

RNA extraction and quantitative real-time polymerase chain reaction

Total RNA from tissue samples was isolated from paraffin-embedded tissue samples using
ReliaPrep FFPE Kit Total RNA Miniprep System (Promega), according to the manufacturer's
instructions. For each sample, total RNA obtained was quantified by NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific) and transcribed through the Reverse Transcription kit (Qiagen). Quantitative real-
ime polymerase chain reaction (PCR) for SIRT1 to SIRT7, PGC-1 alpha and HIF-1-alpha were
performed in duplicate using 25 ng of cDNA using specific primers and SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems). The PCR cycling conditions were 50°C for 2 minutes, 95°C
for 15 minutes, and 40 cycles at 95°C for 15 seconds and 60°C for 1 minute. Relative levels of
expression were calculated using beta-actin gene as endogenous control. The results were

plotted as relative expression for statistical analysis.

Statistical analysis

Data are reported as median + standard error for different groups. Such means were
compared using Student’s t-test and Mann-Witney for parametric and non-parametric
distribution, respectively, and one-way analysis of variance (ANOVA), as appropriate.
Pearson’s correlation coefficient was used to assess the relationship between quantitative
variables when appropriate. P values <0.05 were considered as statistically significant.
Statistical analysis was performed using GraphPad Prism version 7.0 for Macintosh (GraphPad

Software).

Results
Clinical and pathological features

The clinical and pathological characteristics of the 64 patients with GC are summarized in
Table 1. Sixty-four percent of the patients were males, and the median age was 59.5 years
(range, 23 to 84 years). These patients presented in TNM stages | and Il in nearly 30% of the
cases, and in TNM stage 111 in approximately 40% of cases (nearly 3% were in stage 1V, and

the clinical stage was not available for the remaining patients). Nearly 20% of the patients had
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seven to 15 lymph nodes involved by metastasis, and about one-third of cases had a

histological grade of 3 (poorly differentiated).

Sirtuin expression

Our results showed a clearly high expression level of SIRT1, SIRT3 and HIF1-alpha
in patients with GC comparing with control group (Fig. 1). We show still SIRT1 and SIRT3
expression using immunofluorescence stained (Fig. complementary). In general, it was seen an
association between high expression of both sirtuins and the presence of less aggressive
malignance phenotype, significant or not, at least in early phases of the natural history of
disease.

As the disease progresses, the distribution of expression level had distinct evolutions.
Sometimes, there is a decrease in the levels followed by a new elevation. High expressions are
persistent, for example, if we analyze the majorities of clinical characteristics studied and
compare with control group, for example gender. Otherwise, when we analyze their expression
in patients with different clinical characteristics, we detected distinct result. Inded, in women
older than 60 years, it is seen a tendency of high expression of SIRT1 (p<0,007) comparing to
under 60 years. For SIRT3 expression, an increased in women older comparing to under 60
years (p<0.04), comparing again with under 60 years, and a tendency in pathological grade
tumour (grade 2 vs. grade 3, p<0.006).

According to staging and pathological aspects we demonstrated a high expression of
SIRT1 for stages 0 and 1B comparing with stages 1A and 11B (p<0.011) followed by a novel
grown tendency for late stages — IIA and IV (Fig. 2A). This pattern was also shown for
histological grade (grade 1 vs. grade 2, p< 0.055, and grade 2 vs grade 3, p<0,015) — Fig. 2B)
and number of compromised lymph-nodes, with statistical significance, as well — Figure 10).
We did not detect statistical difference for SIRT3 expression and staging or lymph-nodes
compromised, but a clearly tendency for high expression in histological Grade 1, 2 and 3 (Fig.
2C).

Associations between sirtuins and oxidative-related factors

Analyzing expression of oxidative factors, PGCla and HIF1a, the followed results
was demonstrated. High expression of HIF1-alpha (p<0,005), but not PGC1l-alpha in GC
comparing to non-cancer gastric tissue was seen. For PGC1-alpha we only detected statistical
difference or tendency lymph-nodes compromised in early and late phases of disease. If we

stratify the HIF1 alpha expression with clinical variables, we detected statistical difference in
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male and age under 60 years comparing to control. For staging, histologic grade and lymph-
nodes compromised, the pattern is again seen, with high expression in phenotype less
aggressive followed by disease more aggressive.

Finally, statistically significant association were found between the expression levels
of SIRT1/SIRT3, SIRT1- alpha/PGC1 alpha, SIRT1/HIF1 alpha, SIRT3/PGCL1 alpha, but none
of this association was seen in non-cancer gastric tissue (Fig. 3). Of note, a strong association
of SIRT1/SIRT3(r2=0.38), SIRT1/PGC1 alpha (r2=0.33), SIRT1/HIF 1 alpha (r2=0.34) in GC
patients with angio-lymphatic invasion comparing to patients without angio- lymphatic
invasion. Interestingly, this pattern was not demonstrated when we associated of SIRT3/PGC1-
alpha and SIRT3/ HIF1-alpha in GC patient with angio-lymphatic invasion, but a statistically
significant difference in patient without angio-lymphatic invasion (p<0.0001 and p<0.0003).

The supplementary material provides figures of the histological pattern of expression of

SIRT1, SIRT3 and PGCl1-alpha by immunoflorescence in primary malignant gastric tumors.

Discussion

Gastric carcinogenesis is a complicated process requiring the coordination of a large
number of molecular events, including epigenetic reprogramming such as histone
modifications. Some GC patients present discrepancies between their biological status and their
clinical evolution. Multiple prognostic factors must be taken into account. In our study
population, we analysed the impact of classical clinical and pathological factors (stage,
histological grade, and invasion of lymph nodes, angiolymphatic vessels, and perineural) on the
expression of sirtuins and the oxidative factors PGC1-alpha and HIF1-alpha.

Our sample of GC patients had a median age of 59.5 years, what is expected according
to National Cancer Institute that show about 65% of patients are older than 50 years [20]. They
still presented with staging I to 111 in about 70% of cases and in 20% with 7 to 15 lymph-nodes
compromised. It is demonstrated that in the United States, about 25% of GC patients presents
with localized disease and 31% present with regional disease [21]. Although staging is most
accurately determined through surgical pathology, clinical staging directs the initial approach
to therapy.

We found that SIRT1, SIRT3, HIF1l-alpha expression in human GC samples is
statistically increased when compared to non- cancer gastric tissue and is correlated to with a

less aggressive malignant phenotype. Additionally, we could detect that this increasing
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expression was seen in various subgroups such as SIRT1 in male (p<0,0006) and female
(p<0,002) vs. control; SIRT1 in under (p<0,002) or older 60 years (p<0,0009) vs control; SIRT
3 in female vs. control (p< 0,001) and male (p<0,008); SIRT3 in under 60 years (p<0,0006) and
a tendency to older 60 years (p<0,007); We believe our findings suggest that sirtuins play a role
in oxidative processes, and they should be further explored as potential biomarkers.

A clear tendency to high expression of SIRT1 and SIRT3 levels, respectly, in older and
younger female patients was seen. In clinical practice, we often see a more aggressive behavior
in young patients in many types of cancer. For example, previous studies have shown that
colorectal cancer in patients younger than 50 years tends to be more aggressive than in older
patients, which provides evidence of genetic differences that may possibly direct different
treatments and strategies in combating the disease in younger patients [22,23]

Analyses of expression of both proteins and the pathological characteristics, as showed
a positive relation between a less aggressive phenotype and sirtuin expression, at least in early
phase of disease. Tumor grade 1, for example, comparing with grade 2 trends to be associated
with expression levels of SIRT 1, while a statistically significant expression between grade 2
and grade 3, favouring grade 3. There was still a statistically significant association levels of
SIRT1 for early staging and less invasion of lymph-nodes but not for invasion of lymphatic
vessels and perineural. Previous studies have shown that these parameters are prognostic
factors, some of them with survival impact [24-27]. Why in our samples there was a tendency
do high expression in early phase of disease but a recrudescence of high levels in phenotype
more aggressive (grade 3 and more lymph-nodes compromised), needs to be explained.

Targeting HDACs in cancer has become of utmost interest given the frequency of
histone modifications in cancer cells and aberrant expression of HDACs in human tumors
[16,28,29]. The mammalian sirtuin family of HDACs appears to be involved in different
disorders, such as cancer and neurodegenerative diseases. Moreover, increasing evidence
supports the potential use of sirtuin inhibitors for the treatment of cancer [30]. SIRT1 was the
first sirtuin family member to be discovered and is still the most studied. The first observations
linking SIRT1 to tumorigenesis came from two studies showing p53 deacetylation and
inhibition by this HDAC, thus promoting cancer cell death [31,32]. Subsequent studies have
suggested that SIRT1 plays a dual role, acting as both a tumor promoter and tumor suppressor,
similarly to surviving [33,34], whereas others sirtuin members, such as SIRT4, behave as tumor

supressor as well in gastric adenocarcinoma  [35].
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Since SIRTL1 is an enzyme that mediates NAD+-dependent deacetylation of target substrates,
and because the cellular redox balance of NAD+ and NADH is highly related to catabolic states,
it has been postulated that SIRT1 could act as a sensor that connects metabolic perturbations
and transcriptional outputs. However, the regulatory role of SIRT1 may be more complex, as
its activity also depends on intracellular levels of nicotinamide, the natural product of the
reaction catalyzed by sirtuins, as well as on post-translational modifications or interaction with
other proteins. Additionally, the regulation of the intracellular location of SIRT1 and how
NAD+/NADH variations in distinct cellular compartments may affect its activity are not yet
fully understood [18]. A number of studies also hypothesize the involvement of sirtuins in
cancer progression. SIRT3 firstly inhibits mitochondrial production of reactive oxygen species
but also deacetylates and activates many mitochondrial proteins, thus regulating proliferation,
differentiation, and survival. SIRT3 can act as a tumor suppressor by inhibiting glycolysis after
the deacetylation and activation of pyruvate dehydrogenase; thus, also the role of SIRT3 in
cancer is debatable [30].

To our knowledge, this study is the first to report on the expression of sirtuins in a
Western population. Our findings of high expression of SIRT1 and SIRT3 levels in GC,
compared with non-cancer tissue, conflict with previous results reported by Yang et al. [36],
but are consistent with data from Cha and colleagues [37]. These conflicting findings may
reflect the doubts about the implication of sirtuins in gastric carcinogenesis. Moreover, factors
such as race, geographical location or even the H. pylori infection may influence these findings.
The association between cancer metabolism and sirtuins is often questioned. Loss of sirtuin
activity may result in increased susceptibility to cancer and, paradoxically, established tumors
that express high levels of some sirtuins may present survival advantages. On the one hand, loss
of sirtuin activity has been shown to contribute to carcinogenesis in numerous studies, for
example in knockout mice deficient in several sirtuins [38]. Furthemore, SIRT1 expression can
be associated with poor prognosis in gastric cancer [38]. Of note, overexpression of SIRT1 in
intestinal epithelium was found to suppress tumorigenesis in a mouse model of colon cancer,
while other studies reached opposite conclusions; thus, further research is needed to clarify this
discrepancy [39]. Interestingly, it has been suggested that microRNA can even down-regulate
a more aggressive malignant phonotype induced by SIRT1 in gastric cancer cell [40].

Analyzing expression of oxidative factors, PGC1l-alpha and HIF1-alpha, we detect
provocative results, such as high HIF1-alpha expression statistical significant in patient with

GC comparing to control group (p<0.005), as well as in male (p< 0.01) and under 60 years
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(p<0.01), both comparing to control group. On the other hand, we did not find high expression
of the coativator PGC1-alpha in GC group. Despite that, at regression linear model, we found
a positive association between the expression of these sirtuins, PGC1-alpha and HIF1-alpha.

The carcinogenesis is results of a multistep process with genetic and environment
implication. The trigger is often unknown, but efforts have been employed to prevent cell
transformation even in the face of a malignant stimulus. Chemopreventive agents or others
mechanism has been studied such as aspirin, microbiota and plant-derived substances [41,42].
It is well described a role of a plant-derived polyphenol, the resveratrol, widely promoted as a
potential cancer chemopreventive agent. It is can stimulate yeast Sir2 and mammalian Sirtl,
acting as a small molecule activators of sirtuins extending Saccharomyces cerevisiae lifespan
[43,44].

At this point, we hypothesized that sirtuins should act in early stages, at least in model
cancer (Fig. 4). This could justify our results of increasing sirtuins levels in earlier stages, with
a less aggressive phenotype, up to a phase where the cancer itself can overcome the protective
or initial effect of sirtuins. During the carcinogenesis, as the tumor grows, several processes are
triggered to keep the malignance phenotype, such as angiogenesis, oxidate stress and multiple
mutations, which in turn depends on the expression of related genes. This could indicate a new
involvement of sirtuins in the more advanced stages of the disease. In our GC patients, we could
visualize another interesting finding. Only in that with angio-lymphatic invasion, therefore
related to peri-tumoral vessels, at pathologic sample, was seen a statistically significant
association between the expression of SIRT1/SIRT3, SIRT1/PGCl-alpha and SIRT1/HIF1-
alpha, through linear regression analysis. This pattern was not reproducible at patients without
angio-lymphatic invasion. This fact could indicate the participation of sirtuins in angiogenesis
process, for example, depending on the distinct cellular and molecular context.

PGCl-alpha is a multi-functional transcriptional coactivator that regulates the
activities of multiple nuclear receptors and transcriptional factors involved in mitochondrial
metabolism. In our study, we found non-statistic expression of PGC1- alpha in GC patients
comparing to control group. The only difference was demonstrated between groups of 1-2 vs.
3-6 lymph-nodes compromised. There is evidence to indicate that SIRT1-mediated regulation
of PGC-1 alpha activity may play a major role in the metabolic adaptations to energy
metabolism in different tissues. In the liver, SIRT1 is known to control gluconeogenic activity

by modulation of PGC-1 alpha [38]. Recent studies have found that PGC-1 alpha expression
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decreases in various cancers, perhaps justifying our results, suggesting that decreased
mitochondrial biogenesis may contribute to tumorigenesis and/or progression of human
malignancies, and that the regulation of mitochondrial numbers may induce antitumor effects
on malignant tumor cells [45].

Our study still reinforces the possibility that SIRT1 lies at the heart of a regulatory loop
involving PGC1-alpha and other molecular players, such as peroxisome proliferator- activated
receptor gamma (PPAR-gamma) and lipin-1. This issue was addressed by Sugden and
colleagues, who showed that SIRT1 controls the metabolic response to some nutrient and
physiological signals via a common mechanism mediated by post-translation modifications
(deacetylation) of both PPARa and PGC-1 [46].

On the other side, HIF-1 alpha is found in high levels in malignant solid tumors, but
not in non-cancer tissues or slow-growing tumors. In malignance tissues with high growth

rates, HIF1-alpha is involved in the activation of numerous cellular processes, including
resistance to apoptosis, over-expression of drug efflux membrane pumps, vascular
remodelling, angiogenesis, and metastasis. HIF1-alpha is frequently overexpressed in human
GC, but while inhibition of HIF1-alpha has antitumor activity in rodent models, the relevance
of HIF1-alpha for the metastatic phenotype of gastric adenocarcinoma remains uncertain [47].

In our study, we detected a high expression of HIF1-alpha, particularly in early-stage
GC, such as cases with grade 1 differentiation and less lymph-nodes involvement. Of note,
overexpression of SIRT3 inhibits the stabilization of HIF1-alpha protein in hypoxia and
attenuates increases in HIF1-alpha transcriptional activity. Overexpression of SIRT3 decreases
tumorigenesis in xenografts, even when induction of the sirtuin occurs after tumor initiation
[48]. These data suggest that SIRT3 acts to suppress the growth of tumors, at least in part
through its ability to suppress reactive oxygen species and HIF1-alpha. Our findings of a high
expression of HIF-1 alpha in cases with less advanced pathological features conflict with those
reported by Rohwer et al., who found that high expression of the HIF1-alpha was associated
with migration, invasion and adherence, thus, a probably more aggressive and advanced disease
[47]. If the high expression of sirtuins, especially SIRT3, favours the decreasing expression
and/or activity of HIFl-alpha is a question that requires further studies for clarification.
Furthermore, there is substantial evidence in the literature pointing to a strong association
between the lifespan of a broad range of living beings and calorie restriction, production of
oxidative radical species, tumor metabolism, Warburg effect and expression of sirtuins, HIF1-
alpha and PGC1-alpha suggesting this is a multifactorial pathway that should be evaluated in

most types of cancer (Fig. 5).
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As demonstrated, there was an association between SIRTL, that act as a deacetylase,
and PGC1-alpha. This, in turn, is as a coactivator, present in great quantity in tissues rich in
mitochondria. Regularly, PGC1-alpha acts decreasing levels of reactive oxygen species (ROS),
but in other cases may increase it level. It is well established that ROS stimulate the expression
of HIF which acts stimulating glycolysis and decreasing oxidative phosphorylation. On the
other hand, HIF1-alpha can still inhibit the expression of PGC1- alpha through microRNA such
as miRNA 696 and Decl [49].

Queiroz et al, recently, demonstrated that the metabolic stress associated a
mitochondrial function leads to expression of microRNA mir-696 which decrease de expression
of PGC1 alpha, impairing mitochondrial function in muscle cells [49]. These data could justify
the low expression level of PGC1-alpha in our patients. Similarly, it is well described the role
of HIF1-alpha in the process of hypoxia. However, some evidence has demonstrated that a
helix-loop transcription factor Decl is a hypoxia inducible gene that could repress the PGC1-
alpha. In previous studies. Decl supress PPARgama2 and PGC1- alpha during HIF-stabilition
and myogenesis, and other evidence suggest this same regulation at cancer, such as renal cancer.
Consistent with an essential role for Decl as an effector of HIF-mediated PGC1-alpha
suppression, genetic inhibition Decl abrogated suppression of PGC-lalpha expression in
hypoxia. Supporting this idea, Decl is inversely correlated to PGCL1 alpha in cancer [50].

Our data can support this logic, since despite the high expression of HIF in our
patients, we did not find correspondence with elevation of PGC1 alpha. Thus, HIF would
repress the expression of PGC1 alpha through high expression miRNA-696 and/or Decl (Fig.
6).

Conclusion

In conclusion, our data suggest that the expressions of SIRT1 and SIRT3 in human GC
samples in a Western population are associated with less aggressive malignant phenotype at
early phase of disease. Moreover, the high expression levels of SIRT1 and SIRT3 are correlated
with the expression of PGC1-alpha and HIF1-alpha, suggesting again a role in the oxidative
process in gastric cancer cells. We consider these results not definitive but at least provocative
and hypotheses-generating. Further studies are needed to replicate these findings and to
determine their implication in clinical practice. Other questions need to be addressed in future

studies, such as differences in the expression pattern of sirtuins and oxidative factors
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between Western and Eastern populations, especially if we consider the environmental

influence on epigenetic modifications.

Perspective

While we considerable more investigations required, a causative role for oxidative stress
in cancer remains one of the most solid questions to be addressed. Our study has demonstrated
that sirtuins are intimately linked to the gastric cancer cell and oxidative metabolism. Moving
forward, it will be important to develop clinical and experimental models in which the levels
of other biomarkers, beyond PGC1 alpha and HIF1 alpha, such as miRNA 696 and Decl and
the activities of sirtuins can be precisely modulated to determine if sirtuins have a prognostic
favorable or not. We look forward to future studies that will undoubtedly address many of

these important questions.
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TABLE

Table 1. Demographic and pathological features of histological non-gastric cancer tissue
(control) from obese individuals and patients with gastric cancer (GC).

Patient characteristics Control (n=18) GC (n=64)
Mean age (range), years 36 (21-60) 59.5 (23-84)
Males/females (%) 18/82 64/36

Tumor characteristics

Stage, %

ALY NA 9.8/20.8/41.7/2.8
Lymph-node involvement, % NA

0/1-2/3-6/7-15/>15 NA 20/14.3/17.1/20/1.4
Histological grade, % NA

G1/G2/G3 NA 14.1/12.7/32.4

G1, G2, G3 = well, moderately and poorly differentiated. NA = Non-applicable
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Figure 1. mRNA relative expression of SIRT1 (A), SIRT3 (B) and HIF1-alpha (C) of gastric cancer patients in
comparison of non-cancer patients.
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Figure 2: mRNA relative expression of SIRT1 and staging (A), SIRT1 and histologic grade (B) and SIRT3 and
histologic grade (C).
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Figure 4: Multistep of carcinogenesis. As the tumor volume, the demand for oxygen and degree of differentiation
increases, the oxidative stress, angiogenesis and the presence of mutations elevate, as well. The sirtuin level follow
this pattern, according to our results.
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Calorie
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Figure 5. Sirtuins and their association with age, calorie restriction and production of reactive oxygen species.
Sirtuins are important regulators of lifespan and caloric restriction, leading to longevity from yeast to mammals.
Caloric restriction decreases the production of reactive oxygen species, thus minimizing oxidative damage, leading
to the hypothesis that caloric restriction extends the lifespan by counteraction of aging. Besides that, SIRT1 and
SIRT3 are epigenetic regulators of PGC1 alpha, NF-kB and HIF1 alpha, thus having a pivotal role in the anti-
oxidant protective response, contributing to increasing cell survival and caloric restriction, directly or indirectly.
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Figure 6: Integration between SIRT1, SIRT3, PGC1 alpha and HIF1 alpha. SIRT1, a NAD+ dependent
deacetylase regulates positively the expression of PGC1 alpha which participate of metabolism mitochondrial,
where SIRT3 is localized. PGC1 alpha still, acting as a sensor of requirement of oxygen can acts as an anti- or
oxidant agent, promoting accumulation of ROS. HIF also acting indirectly by inhibiting PGC1 via mRNA action
and expression of Dec 1 or directly on mitochondrial metabolism. Legends: NAD: nicotinamide adenine
dinucleotide; SIRT 1: sirtuin 1; PGC1 apha : Peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator
subunit 1; SIRT3: sirtuin 3; ROS: Reactive oxygen species; miRNA: microRNA. green arrow means positive
stimulus and red negative stimulus.
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SUPLEMENTARY FIGURES

Figure 7. SIRT1 is upregulated in human gastric cancer (GC). A-C, GC tissue specimens were analyzed for SIRT1
expression using immunoflorescence. SIRT1 expression is stained in red and epitelial cells are stained in green,
Original magnificatin, x20. A:Pan-Keratin/DAPI, GC; B: SIRT1/DAPI, GC; C: Merge, x20.
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Figure 8: . SIRT3 is upregulated in human gastric cancer (GC). A-C, GC tissue specimens were analyzed for
SIRT3 expression using immunoflorescence. SIRT3 expression is stained in red and epitelial cells are stained in
green, Original magnificatin, x20. A:Pan-Keratin/DAPI, GC; B: SIRT1/DAPI, GC; C: Merge, x20
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Abstract

The treatment of gastric cancer has changed in recent years. Progress in surgical management
of the primary tumor, and an increased understanding of the genomics and cellular biology of
the disease, have led to new rational therapeutic strategies. The introduction of extended
lymphadenectomy has improved primary tumour management, while application of
perioperative chemotherapy has increased overall survival. By contrast, the value of
radiotherapy has been questioned and treating early or advanced disease with new agents that
target the tumor vasculature or suppress activation of intracellular oncogenic pathways has not
always altered outcomes, except use of Trastuzumab in HER2-expressing cancers. Here, we
summarize data from recent key studies on the surgical management and systemic treatment of
gastric cancer to provide a present-day summary of the histology, genomics, staging and
prognosis of the disease, control of the primary tumor and an overview of mainstay therapeutics.
The review concludes with a description of exciting new data from a class of
immunomodulatory agents currently in clinical trials; these have potential to be the basis of
new treatment approaches for patients with advanced gastric cancer.
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Introduction

In 2012, there were an estimated 1 million new cases of gastric cancer diagnosed
worldwide, a 139,000 in the USA where it is estimated that this will increase by about 26,000
in 2016 01-3(1. In all European countries, there were approximately 140,000 new cases in 2010,
making it the sixth commonest cancer to be diagnosed. Perhaps, more importantly, it remains
the fourth commonest cause of cancer-related death, being responsible for 107,000 deaths
annually [4].

Despite a gradual decline in the worldwide incidence of gastric cancer, there has been a
relative increase in the incidence of tumors of the gastro-oesophageal junction (GOJ) and
gastric cardia. There is a marked geographic variation, with the highest rates reported in East
Asia, South America and Eastern Europe and the lowest rates in the USA and Western Europe
[5].

Usually, many clinical trials when evaluating gastric cancer include GOJ cancer as well,
while other trials addressing oesophageal cancer include patients with gastric cancer. Thus, at
least regarding to the most important trials have included patients of both diseases, we will
follow the same approach in this review. Nevertheless, it should be recognized that some
evidence shows important differences between gastric cancer and GOJ cancer, while the first is
usually divided into four types each one with distinct gene and molecular expression patterns
(see below), the latter has some genic differences as well, if we analyze in detail its three

topographic types.

Classification beyond Histological Criteria: Molecular Subtypes

In clinical practice, we have seen gastric cancer patients with apparent phenotypic
similarities in which tumour behaviour, aggressiveness and response to treatment are totally
different. Indeed, the frequent diagnosis in young patients, many under 25 years old, might
indicate an unknown mechanism of carcinogenesis beyond genetic mutations, perhaps, for
example, involving epigenetic factors.

Emerging findings at the molecular level is beginning to change the management of
patients with gastric cancer, and will have further impact in the future. Until two years ago, the
pathological classification of gastric cancer adenocarcinoma was based on two histological
subtypes, intestinal versus diffuse with the latter having a worse prognosis. This changed in
2014 when The Cancer Genome Atlas Research Network proposed a molecular characterization

dividing gastric cancers into four distinct subtypes: (i) tumors with
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chromosomal instability (about 50% of all cases), which show marked aneuploidy and focal
amplification of receptor tyrosine kinases, intestinal histology, RTK-RAS activation and
association with TP53 mutations; (ii) gastric cancer with microsatellite instability and increased
mutation rates (22% of patients), including mutations in genes encoding targetable oncogenic
signalling proteins; (iii) genomically stable tumors (20% of cases), which associate with the
diffuse histological variant, mutations of RHOA and CDH1, or fusions involving RHO-family
GTPase-activating proteins; and (iv) those positive for Epstein-Barr virus (9% with a higher
prevalence in males), most present in the gastric fundus or body with a strong link to PIK3CA
mutations (80%) and immune cell signaling (Figure 1). This new molecular and pathological
classification is expected to inform future study designs, and hence provide a road map for
patient stratification and clinical trials of targeted therapies that address the underlying

molecular aberration in individual patients [6].
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s 629
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FIGURE 1: Molecular classification of gastric cancer. GOJ, gastro-oesophageal junction cancer; CINGC,
chromosomal instability gastric cancer; GSGC, genomically stable gastric cancer; MSIGC,
microsatellite instability gastric cancer; EBVGC, Epstein—Barr virus gastric cancer.
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Staging: an essential addition?

While a histological and molecular combination is proving of great value for accurate
diagnosis and classification of gastric cancers, it is also essential to include the detailed staging
of disease. Indeed, histopathological examination and staging, the two initial diagnostic steps,
are likely crucial for effective patient management to avoid over-, or even, under-treatment.

The International Union Against Cancer (now called Union for International Cancer
Control, UICC) adopted in 1997 a new classification system for lymph node metastases [7]
which, unlike the Japanese system, was based on the number of positive nodes, not their
anatomical location [8]. It was recommended that at least 15 lymph nodes should be removed

and examined for proper staging [9] (Tables 1 and 2).

TABLE 1. TNM classification of gastric cancer

Primary tumor (T)

TX  Primary tumor cannot be assessed

TO No evidence of primary tumor

Tis Carcinoma in situ: intraepithelial tumor without invasion of the lamina propria

Tl Tumor invades lamina propria, muscularis mucosae, or submucosa

Tla  Tumor invades lamina propria or muscularis mucosae

Tlb  Tumor invades submucosa

T2 Tumor invades muscularis propria

T3 Tumor penetrates subserosal connective tissue without invasion of visceral
peritoneum or adjacent structures

T4 Tumor invades serosa (visceral peritoneum) or adjacent structures

T4a  Tumor invades serosa (visceral peritoneum)

T4b  Tumor invades adjacent structures

Regional lymph nodes (N)

NX  Regional lymph node(s) cannot be assessed

NO No regional lymph node metastasis

N1 Metastasis in 1-2 regional lymph nodes

N2 Metastasis in 3-6 regional lymph nodes

N3 Metastasis in seven or more regional lymph nodes
N3a  Metastasis in 7-15 regional lymph nodes

N3b  Metastasis in 16 or more regional lymph nodes

Distant metastasis (M)
MO No distant metastasis
M1 Distant metastasis
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TABLE 2. Anatomic stage/prognostic groups

Stage | 0 IA 1B JIEN 1IB JUIEN 1B IIIC v

T Tais | TL | T2 TL | T3 T2 T1 |T4a T3 T2 TI1 (T4a T3 T2 |T4b T4b T4a T3 | T4b T4b T4a | Any T

N NO | NO|ND NI |NO NI N2(NO NI N2 N3I|NI N2 N3|NO NI N2 N3I|N2 N3 N3I|AnyN

M | MO | MO | MO MO|MO MO MO|MO MO MO MO| MO MO MO | MO MO MO MO | MO MO MO| Ml

Today, upper endoscopy and a computerized tomography scan of chest and upper
abdomen are mandatory prior to any treatment. Additional imaging examinations are generally
guided by symptoms. The value of endoscopic ultrasonography (EUS) remains uncertain and
physicians should be aware that EUS performance is low in diagnosing superficial tumors (T1a
versus T1b) and defining lymph node status (positive versus negative) [10]. Nevertheless, EUS
is helpful in determining the proximal and distal extent of the tumour and in further assessment
of the T and N stages, although it is less useful in antral tumours acccording to a recent European
Society of Medical Oncology (ESMO) guideline [11].

Increasingly, positron emission tomography (PET) imaging is proving valuable for
accurate staging through increased detection of involved lymph nodes/metastatic disease, for
monitoring response to therapy, and for detecting cancer recurrence. However, not all types of
gastric cancer have a high affinity for fluorodeoxyglucose, the commonly used radionuclide
tracer; for example, a PET scan is often uninformative in many patients with mucinous tumors
[11]. Notwithstanding, several studies favour use of this evolving imaging technology [12].

The importance of staging laparoscopy to give precise patient information without
morbidity is evident from recognition that in 20% to 30% of cases peritoneal involvement can
be found, even though imaging examinations do not demonstrate advanced disease. This
confirms its importance in staging gastrointestinal malignancies, and will also limit the number
of unnecessary laparotomies for carcinomatosis or occult metastasis. Currently, laparoscopy (+
peritoneal washings for malignant cells, see below) is recommended in all stage IB to 1l gastric
cancers that are considered resectable to exclude the presence of occult metastatic disease [11,
13, 14].

Surgery Treatment: Paradigms and Challenges
Early disease — local surgery
The world-wide standard of care for curable gastric cancer is open gastric resection with

complete D2 lymphadenectomy. Nevertheless, a long-standing debate on the extent of
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lymphadenectomy continues, although some endoscopic techniques, such as submucosal
dissection, are recognized as appropriate for selected patients with T1 tumors [15].
Controversies still persist, however, regarding laparoscopic gastric resection (LGR) and
sentinel node mapping, in those patients unfit for endoscopic resection or who have more
advanced tumors. Other points to be clarified are how to proceed if peritoneal washes are
positive, how to overcome the high rate of local and distant recurrences (only 25-30% of
patients are disease free at 5 years when all surgical cases are grouped independently of stage),
and finally what role should surgery have in advanced disease.

Gastric carcinoma shows a high tendency to lymph node metastasis. The risk of regional
nodal involvement increases with deep penetration through the gastric wall [16], and nodal
extension of the cancer takes place gradually, radiating from its primary location via the
lymphatic system [17, 18]. Nodal metastases are observed in 3% to 5% of gastric carcinomas
that are limited to the mucosa, in 11% to 25% of those that extend to the submucosa, in 50% of
those that reach the muscularis (T2), and in 83% of those that extend to the serosa (T3) [19,
20]. After curative radical resection, local recurrence is represented, in 87.5% of cases, by nodal
metastases to local or regional lymph node stations [21, 22].

In Western countries, the prognostic value of D2 over D1 lymphadenectomy is still
controversial, while in Asian countries D2 procedures are considered standard and likely to
become more common. Indeed, Japanese surgeons have not evaluated adjuvant radio-
chemotherapy when comparing D1 and D2 lymphadenectomies, on the grounds that D1
dissections are unethical. Data indicate that D2 dissection is an adequate and potentially
beneficial staging and treatment approach, provided operative mortality is avoided. Dissections
extended to para-aortic lymph nodes do not show significant advantages in terms of survival.
Splenectomy and distal pancreatectomy increase operative morbidity and mortality. D2
dissection is considered a difficult procedure, and should be performed by experienced surgeons
in specialized centers. Surgeons are also recommended to perform at least 200 gastrectomies
while supervised by an experienced colleague to ensure expertise in D2 lymphadenectomies
with acceptable morbidity and mortality rates [9, 23].

Minimally-invasive surgical methods, such as laparoscopy or robotic platforms, are
relatively new technologies for treating gastric cancers with surgeons from Asian countries
pioneering their introduction and development. In particular, results from robotic surgery are
promising with the procedure viewed as safe, reproducible and easy to learn. Selection of the
best technique for individual patients with gastric cancer remains a challenge, while the

difficulty in studying homogeneous patient groups in terms of staging, comorbidities and
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(neo)adjuvant therapies makes it hard to establish a clear indication for robotic gastrectomy.
Weighing treatment options is likely to assume increasing importance as more groups report
acceptable results for robotic surgery [24].

Positive peritoneal washes. Peritoneal cytology in patients with gastric cancer is a
controversial issue, especially as the 7th edition of the American Joint Committee on Cancer
(AJCC)/UICC TNM staging system classifies a positive cytology result as distant metastasis
[25].

The diagnostic accuracy is always another challenge when we analyze the role of
peritoneal washing cytology, which usually depends on some factors such as the method
adopted and reporting pathologist. It is described that 7.8% of cytologically negative patients
initially, had in subsequent analyze peritoneal metastasis (PM), while about half of PM patients
had negative cytology [26]. These proportions might be interpreted as false- negatives.
However, cytological differentiation of cancer cells from mesothelial cells requires a highly
qualified and experienced pathologist; in addition, a detailed method for pathological
examination of peritoneal cytology was not described in the 7th staging manual edition [25].

The staging system should be uniformly applied internationally and show consistent
survival results. This should allow communication and standardization of treatment, although
the N classification of the 7th staging manual edition was considered inappropriate, perhaps
because of an ethnicity difference [27]. In a retrospective study in patients with gastric cancer,
Lee et al [28] found a positive peritoneal washing cytology to be a negative prognostic factor
for those with, and also those without, overt peritoneal metastases. However, resection of
clinical stage NO—-2 tumours was suggested for patients with positive cytology without overt

peritoneal metastases.

Surgery alone is not enough

In Western countries, the 5-year survival rates for advanced gastric carcinoma treated
with potentially curative surgery range between 25% and 30% [29]. Recurrences occur in the
abdomen in 40% to 60% of the cases, both as the only site and as part of a systemic diffusion
of disease [21, 30, 31]. The most frequent abdominal site of recurrence is the area previously
occupied by the tumor, the anastomosis and the non-resected regional lymph nodes. These data
show that surgery, as a single modality treatment, cannot detect and remove the satellite
micrometastases around the primary tumor, nor the tumor cells disseminated during the
operative manoeuvers. Pre-, intra- and post-operative treatments have been developed over the

last few decades to improve locoregional control of disease and long term survival, using
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chemotherapy and/or radiotherapy.

Trials have shown that locoregional recurrence rates in a surgery alone arm are in the
order of 20% [30] to 70% [33] depending on the quality and extent of the surgery. Even if we
consider trials with a high compliance for D2 dissections, locoregional recurrence remains a
significant problem with a range of 32-42% [34]. This pattern of recurrence suggests good
potential for chemo- or radiotherapy alone, or in combination, to play major roles in optimizing
the management of patients with locally advanced gastric cancer [35]. The effectiveness of such
adjuvant therapy has been confirmed as illustrated in Table 3.

TABLE 3: Pattern of recurrence following surgery alone in selected randomized trials. RT,
radiotherapy; CT, chemotherapy; CRT, chemoradiotherapy.

Study Patient numbers Locoregional recurrence
Hartgrink et al. [36] D2 vs. D1dissection D2 31.8% (95/299) DI 42.2% (154/365)
331 vs. 380
Zhang et al [37] Preoperative RT vs. Preoperative RT Surgery 51.7%
surgery alone 38.6% (P<0.025)
171 vs. 199
Cunningham et al. [32]  Preoperative CT vs. Perioperative CT Surgery 20.6%
surgery alone 14.4% (36/250) (52/253)8
250 vs. 253
Macdonald et al. [33, Postoperative CRT  Postoperative CRT Surgery 71.8%
34] vs. surgery alone 65.0% (78/120) (227/177)
120 vs. 177
Chemotherapy

Early studies: 1993-2010. Can systemic treatment alone be used to prevent latter
recurrence? Between 1993 and 2010 five meta-analysis studies addressed the role of adjuvant
chemotherapy versus surgery alone for gastric cancer. In 1993, Hermanns et al [38] evaluated
data from 11 trials with 2096 patients involved, but demonstrated no significant benefit with
odds ratio of 0.88 (95% confidence interval [CI], 0.78 to 1.08), albeit it tending towards support
of adjuvant treatment. Whether the use of drugs and/or chemotherapy regimens from these 11
older studies (each more than 25 years; 1982-1991) studies can explain the negative finding is
a valid discussion point.

By contrast, four subsequent meta-analysis publications had different findings, each
showing a small but positive survival benefit with this adjuvant strategy. Earle et al in 1999
[38] and Mari et al in 2000 [39] evaluated 13 and 20 trials, respectively, demonstrated marginal

survival benefits, more evident in node-positive patients [39], but both  had
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limitations and emphasized the need for further trials. The next two reports of meta-analysis in
2002 [40] and 2010 [41] were larger, each with more than 3800 patients included; these also
showed survival benefit with odds ration from 0.84 to 0.82, even though the data was obtained
from very heterogeneous trial groups.

Of particular note was the finding of Janunger et al [40] that survival was only prolonged
in Asian patients and not Westerners, with odds ratio of 0.58 and 0.96, respectively. This
observation may suggest some differences in disease biology in respect to ethnicity, though as
indicated above survival benefits were relatively small and other factors may have an influence.
These include a heterogeneous population or low patient numbers or inclusion of many node-
negative patients in certain individual trials; or the use of non- standard surgical procedures,
chemotherapy regimens with poor completion or response rates, and patients in which less than
10% had advanced disease.

Modern drug studies. Chemotherapy using the modern drugs, capecitabine and
oxaliplatin, was assessed in a recent phase Il adjuvant trial (the CLASSIC study). Patients with
stage I1-111B gastric cancer who had had curative D2 gastrectomy were randomly assigned to
receive adjuvant chemotherapy of eight 3-week cycles of oral capecitabine (1000 mg/m? twice
daily on days 1 to 14 of each cycle) plus intravenous oxaliplatin (130 mg/m?on day 1 of each
cycle) for 6 months, or surgery only. Three years disease-free survival was 74% (95% CI 69-
79) in the chemotherapy and surgery group and 59% (53-64) in the surgery only group (Hazard
Ratio [HR] 0-56, 95% CI 0-44-0-72; p<0-0001). It was suggested, therefore, that adjuvant
capecitabine plus oxaliplatin therapy after curative D2 gastrectomy should be considered as a
treatment option for patients with operable gastric cancer [42].

Another strategy mainly used in Europe is perioperative chemotherapy, the pivotal
MAGIC trial published in 2006. Here, 250 patients were randomized in an experimental arm
that received 3 cycles of ECF chemotherapy (each 3-week cycle comprised: epirubicin
50mg/m? 1V day 1 + cisplatin 60mg/m? IV day 1 + 5-fluorouracil 200mg/m?/day as a continuous
infusion for 21 days) followed by surgery and 3 additional cycles of the same ECF
chemotherapy; the control arm was surgery alone. The primary endpoint was overall survival
and secondary, progression-free survival, surgical resectability and quality of life. The 5 years
survival increased from 23% to 36% in control versus the ECF chemotherapy arm, respectively
with a 25% reduction of death risk (P=0.009). By multivariate analysis, experimental treatment
effectiveness was unchanged after adjustment for age, gender, surgery performance or primary
tumor site. Similarly, the progression-free survival was statistically significant in the
experimental arm (HR 0.66; P=0.0001) [31].
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In 2011, another phase Il trial confirmed the MAGIC results using a similar study
design except that the chemotherapy regimen omitted epirubicin. Instead, cisplatin 200mg/m?
was infused on day 1 and 5-fluorouracil 800mg/m? on days 1-5 for 2 to 3 preoperative cycles
and then for 3 to 4 cycles post-operative; again the comparison group was surgery alone. After
eight years of data accrual and a median follow-up of 5.7 years, the authors reported an
improved 5 years survival rate from 24% to 38% (HR 0.69; P=0.021) [43]. Previously, a third
trial also using cisplatin and 5-fluorouracil had reported a more modest gain in 5 years survival
rate (8% versus 13% to 14%) with a HR of 0.84 (P=0.03) [44]. Based on these three studies,
perioperative CF chemotherapy is now a care standard, though mainly introduced in European
countries.

Modern drug studies and staging. A recent ECF MAGIC-style perioperative
chemotherapy trial compared tumour regression grades with survival rates and found a direct
relationship.

The single variable, through the multivariate analysis, which was considerate an
independent factor for disease-specific survival was the completion of perioperative
chemotherapy (HR: 0.25; 95%CI: 0.08 — 0.79; p=0.019). But, when analyzed T3 and T4
tumors and more than 4 positive lymph nodes this protective effect was not kept (HR: 1.16;
95%Cl: 1.02-1.32; p=0.029). In univariate analysis, on the other hand, the degree of tumor
regression showed a light but statistical significance difference if compared major vs. minor
responders. The 5 years overall and disease-specific survival rates were 18% and 22%,
respectively. Thus, after preoperative chemotherapy, the percentage of major responder tumors
was considerate low and only patients with gastric carcinomas T3 and T4 (with no invasion of
the subserosa) with less than 4 positive lymph nodes may benefit [45.

Thus, perioperative chemotherapy improves overall and disease-free survival, induces
tumour downstaging and may increase the RO resection rate. Moreover, data from well-
conducted randomized trials show that chemotherapy is better tolerated pre- than post-
operative, though further research on biological predictive factors is needed to identify at
diagnosis which patients will have benefit in terms of survival using multidisciplinary approach
such as chemo pre- and/or post-operative.

5.2. Chemotherapy plus or minus radiotherapy. In the USA, at least, adjuvant
chemoradiotherapy remains the standard care after surgery. The milestone that underpins this
treatment strategy is the multicentre trial of Intergroup 0116 (SWOG 9008). First published in
2001 [30], with an updated analysis in 2012 [34], this trial randomized over 600 patients after
surgery to chemoradiotherapy (bolus fluorouracil and leucovorin before, duringand after
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radiotherapy) versus no post-operative treatment. In the 10 years follow-up, the HRs for overall
survival and for relapse-free survival were better for the experimental group (HR=1.32,
P=0.004 and HR=1.51, P=0.001, respectively) than for controls. Recurrence rates were
significantly (P<0.001) reduced in the experimental group with lower incidences at both local
and regional levels (19% vs 29% and 65% vs 72%, respectively). Subset analyses confirmed
these strong treatment benefits, the sole exception being patients with diffuse tumour histology,
a feature more common in women. Nevertheless, this trial was criticized as the adjuvant
treatment was considered to simply compensate for the minor lymphadenectomy employed.
Hence, the proportion of patients undergoing DO or DI surgery, considered by many to be a
suboptimal procedure, could explain the benefit of radiotherapy.

Two recent trials have sought to specifically assess whether addition of radiotherapy
can further enhance the benefits of curatively resected gastric cancer plus adjuvant
chemotherapy. The first was the ARTIST trial, a phase 111 study in patients with resected gastric
cancer and D2 lymph node dissection, and compared 6 cycles of capecitabine + cisplatin versus
2 + 2 identical cycles separated by 2 cycles of capecitabine with concurrent radiotherapy [46].
Overall, the ARTIST trial did not demonstrate survival benefit by combining radiotherapy with
chemotherapy, though subgroup analysis did show increased disease-free survival in patients
with node-free disease and with intestinal-type gastric cancers.

The second, the on-going CRITICS trial first reported in June 2016 at the annual
American Society of Clinical Oncology meeting [47]. This was a multicentre phase 111 trial in
which patients with stage b to I\VVa resectable gastric cancer were randomized after diagnosis.
Neoadjuvant chemotherapy was prescribed in both arms and consisted of 3 courses of
epirubicin, cisplatin/ oxaliplatin or capecitabine (ECC/ EOC). After gastric cancer resection,
patients received another 3 courses of ECC/ EOC or CRT (45 Gy in 25 fractions combined with
weekly cisplatin and daily capecitabine). Primary endpoint was overall survival while
secondary endpoints were disease-free survival, a low toxicity profile and quality of life. Initial
data have demonstrated a 5-year survival rate of 41.3% for chemotherapy and 40.9% for
chemoradiotherapy and hence no significant difference in overall survival (P=0.99). Also
relevant is that only 47% and 52% of patients completed treatments in the adjuvant
chemotherapy and chemoradiotherapy arms, respectively, perhaps reflecting high toxicities
which were mainly haematological (grade Il or higher: 44% vs. 34%; P=0.01) and
gastrointestinal (grade 111 or higher: 37% vs. 42%; P=0.14).
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In addition, a small but intriguing 2016 study has suggested that preoperative
chemoradiotherapy has important impact in achieve favorable histopathological features and in
5 years overall survival rate (more than 70% of GC patients are benefited). Subsequently, the
authors have to assess the pattern of histopathological regression after chemoradiotherapy and
its impact on survival. With 80 patients analyzed, those which were submitted to preoperative
chemotherapy (n=34) or chemoradiation (n=46), had a higher likelihood of achieving a good
response (58 vs 32%, P=0.001), a grade D nodal regression (30 vs 6%, P=0.009) and a
favourable pathological response (23 vs 3%; P=0.019), that in combinated treatment arm. In
terms of 5-year overall survival, patients with negative lymph nodes had no additional benefit
if compared the type of preoperative therapy received (5-year OS; ChT vs CRT, 58 vs 51%,
P=0.92). [48].

Summary and future perspectives. When evaluating outcomes of any clinical trial,
several factors need to be considered. Full clinical assessment and proper staging of patients
are mandatory, as management of gastric cancer necessitates multidisciplinary team
discussions. When such criteria have been in place, a number of notable trials have emphasized
that multimodal gastric cancer treatment employing adjuvant chemotherapy or
chemoradiotherapy frequently improves survival when compared to surgical resection alone
(Table 4).

To date, perioperative chemotherapy has emerged as a standard of care for all patients
with clinical stage Il and 111, acting to reinforce the only curative strategy of surgical resection.
A detailed pathology examination of the resected tumor sample is mandatory to estimate risk
of recurrence. Additionally, if tolerated, post-operative chemotherapy is also important, and
while the benefit of radiotherapy is uncertain it should be considered if the risk of locoregional
recurrence is high; for example, in cases of D1 surgery, positive margins and/or if a high level

of lymph nodes positive remain, even after preoperative chemotherapy.
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TABLE 4. Completed randomized controlled trials of multimodal gastric cancer treatment. S,
surgery resection; OS, overall survival, PFS/DFS, progression-free survival/disease-free

survival; MM, multimodal therapy; CT, chemotherapy; CRT, chemoradiotherapy; n.s., non-
significant.

Trial Regimen Treatment arms oS, P PFS/DFS, P
Neoadjuvant CT
MAGIC CT perioperative Svs. MM 0.009 <0.001
FFCD 9703 CT perioperative Svs. MM 0.021 0.003
EORTC 40954 CT perioperative Svs. MM 0.466 n.s 0.2 n.s.
Neoadjuvant
CRT
POET C(R)T preoperative  Multi-CRT vs. Multi-CT 0.07 n.s 0.06 n.s.
CROSS CRT preoperative Svs. MM 0.003 <0.001
Adjuvant CT
ACTS-GC CT postoperative Svs. MM 0.002 <0.001
CLASSIC CT postoperative Svs. MM 0.049 <0.0001
Adjuvant CRT
INT 0116 CRT postoperative Svs. MM 0.005 <0.001

ARTIST CRT postoperative Svs. MM 0.005 <0.001
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Conclusions

Some lessons about advanced disease management show chemotherapy improves
overall survival when compared to best supportive care from only 4 months [49] to up 13.8
months [50], when used for example, poli-chemotherapy in patients who hyperexpress her-2
receptor.
The advanced and metastatic gastric remains an incurable disease, and the base of the treatment
is chemotherapy even if possible in first and second line, using drugs combination. Based upon
superiority trials drugs such as 5-fluorouracil, cisplatin, docetaxel, trastuzumabe and more
recently ramucirumabe are some oh them. Others, can be used but based upon non- inferiority
trials such as oxaliplatin, capecitabine, S-1 and irinotecan. Up to 2016, monoclonal antibodies
often used in colorectal cancer such as anti-VEGF, bevacizumabe, and anti-EGFR, cetuximab,
have not demonstrated any benefit gastric cancer or even detrimental effects. Some results are
waited with the use of check-point inhibitors as immunotherapy strategy. A recent but small
trial (n=39) showed partial response or even stable disease in up to 36 % in chemo refractory
gastric cancer patients with the use of pembrolizumabe [51].
However, if immunotherapy will benefit GC patients considered curable, we do not know yet.
The oncology of the 21st century, has been dedicated to search a biomarker that act as predictive
and prognostic factor. Unfortunately, the results have been disappointing in gastric cancer.
Some molecules, transcription factors, receptors and signaling pathways have been described
as potential therapeutic targets [52], but so far, no significant results to change clinical practice.
Another one, has focused on molecular mechanisms of chemoresistance as an strategy to
overcoming treatment failure [53] .
In perspective, improving the knowledge of pathways signalization, screening population
mainly if suspect of genetic background, staging incorporating more than only tumors size,
better surgical technics and drugs more efficacy should be some strategy to decrease the

incidence and mortality of GC in Weast and East countries in future.
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Abstract

Purpose: Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most lethal cancers. Its etiology is
related to Hepatitis Virus infections and genetic alterations, becoming difficult to treat although
largely preventable. In this paper, we evaluated the mutation profile of patients with HCC and
its effect for clinical parameters and outcome.

Methods/Patients: A Mutation PCR Array was used to evaluate the presence of 85 mutations
in liver tissue obtained from four patients diagnosed with HCC and referred to liver
transplantation.

Results: Only one patient presented a mutation profile with five variants in three genes (TP53,
CTNNBL, and FBXW?7) associated to regulatory pathways, and never observed together in a
patient. The synergic effect of the mutated genes over the metabolism could explain the extra-
hepatic HCV infection and also the patient’s poor outcome.

Conclusion: The findings highlight the importance of precision medicine as molecular tool for

assisting clinical decisions in HCC treatment.

KEWORDS: Hepatocellular carcinoma; p53; FBXW?7; B-catenin
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Introduction

Liver cancer is a challenge in public health, with 39,230 new cases estimated to 2016,
combined with intrahepatic bile duct cancer [1]. Hepatic carcinogenesis starts with external
liver stimuli leading to hepatocytes alterations, followed by cell death and cellular proliferation
(regeneration). Chromosomal alterations, telomere shortening, mutations and deregulated gene
expression were observed for TP53, CTNNBL1, JAK, STAT, AXIN1, PTEN, CDKNZ2A and
TERT genes, leading to activation of oncogenic pathways in Hepatocellular Carcinoma (HCC)
[2]

The ‘Precise Medicine’ era has emerged to achieve successful treatment for each patient
based on their personal characteristics, once each tumor has its own characteristics [3].
Furthermore, the improvement of current available data on both genetics and therapeutics fields
is continuously required to also improve patient’s life quality. Even though a sensitive advance
had been achieved in the genetic field concerning to HCC genesis and evolution, it had not been
translated to clinical practice [4]. Therefore, our study evaluates the genetic profile of four HCC
patients that underwent liver transplantation, highlighting the importance of genetic tests for

understanding the biochemical changes that can support the clinical decisions.

Methods
Samples

Formalin fixed paraffin embedded tissue (FFPE) was obtained from four patients
referred to orthotropic liver transplantations (OLT) at Liver Institute of Pernambuco, Brazil.
Patients enrolled in this study signed Informed Consent before collecting clinical sample and

data.
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Genotype Profile

Three slides of 10um FFPE tissue were used for DNA purification through QIAamp
DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen, Hilden, Germany). Eluted DNA was evaluated in Nanodrop
2000 (Thermo Scientific - Waltham, Massachusetts, EUA) prior to the genotype analysis, that
was performed through gBiomarker Somatic Mutation PCR Array Human Liver Cancer (SMH-
034A) (Qiagen, Hilden, Germany). This assay evaluates 85 mutations in 9 genes (BRAF,

CTNNBL1, ERBB2, FBXW?7, HF1A, KRAS, NRAS, PIK3CA, TP53).

Results
Four patients referred to OLT were selected for this study, one woman and three men
over 60 years old with hepatitis C and cirrhosis history (Table 1). Patients #2 and #3 had good
outcome and no genetic mutations were found in these patients. Patient #1 showed a synchronic
gallbladder carcinoma as an incidental finding during the OLT. No mutations were found, but
surgery complications triggered his death 23 days after the transplantation. By another hand,
patient #4 showed increased AFP levels 3 months after OLT, with bad outcome within 18
months. He had 2 mutations in CTNNB1, 2 mutations in TP53 and 1 mutation in FBXW7
(Table 1). Further analysis revealed history of arterial hypertension, splenomegaly,
schistosomiasis and use of illicit drugs. Histological evaluation showed fibrosis (Figure 1A),
an extensive area of necrosis (Figure 1B) and inflammatory infiltrate (Figure 1C) in explanted
liver. Alpha-fetoprotein monitoring after OLT showed abnormal profile (Figure 1D), with a
membranous glomerulonephritis diagnosed with nephrotic levels, extra-hepatic focus of HCV,
with complement consumption but negative cryoglobulinemia.
In CTNNB1, two mutation lead to a change in two Serines (p.Ser37Phe and p.Ser45Ala) of
the B-catenin, both important for its regulation. In TP53, p.Arg342* mutation leads to the

complete loss of p53 function once introduces an early stop codon, while p.Met246Val
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affects the site for DNA-binding and repair (Figure 2A). In FBXW?7, p.Arg465Cys changes a
strong basic residue by a neutral one, affecting the local charge in this site which increases the
hydrophobic surface and reduces its ability to bind to the substrates (Figure 2B). The genomic
background of patient #4 could have lead to a biochemical impairment (Figure 3) that,

combined with the presence of extra-hepatic HCV, contributed to the clinical deterioration.

Discussion

In this analysis, we conducted a genetic evaluation in four patients diagnosed with HCC to
determine the influence of mutations in the clinical parameters. Only one patient presented
mutation in the PCR Array for Human Liver Cancer and, in face of patient's relapse, his
genomic background seems to have contributed to a biochemical impairment and bad outcome.

HCV is know to cause chronic hepatitis in 80% of the cases and has up to 20 times more
chances of causing liver cirrhosis, due to the ability of C, NS3, NS5A and NS5B viral proteins
to impair DNA repair, and apoptosis mechanisms. The NS3 protein is able to directly bind
and inhibit p53 and p21 proteins, contributing to HCV carcinogenesis. The viral C protein also
promotes cell proliferation through the inhibition of p53 synthesis [5]. TP53 gene encodes for
p53 transcription factor responsible for regulating genes with a broad range of functions,
notably: DNA repair, cell cycle arrest, apoptosis, and senescence. The p.Arg342* mutation
leads to complete loss of p53, avoiding its tumor-suppressing activity. In addition,
p.Met246Val mutation may also lead to a loss of function, once it change the structure of Loop-
3 (residues 237 to 250) in the DNA-binding domain (DBD) core structure, affecting the DNA

binding and repair [6].
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The acute and chronic HCV infection was also associated to 5 to 10 times increase in
mutation occurrence in TP53 and CTNNBL1 genes, although mutations in these genes were
assumed as mutually exclusive [7]. Regarding their etiology, TP53 mutations are more
common in HBV-related HCC while CTNNB1 mutations appears more often in alcohol-
related HCC [5]. Curiously, the patient #4 presented both genes mutated and critical AFP
increment (monitor response to treatment and relapse detection), an evidence already
associated with more TP53 mutations, less CTNNB1 mutations, with larger tumors, vascular
invasion and early recurrence [8]. Nevertheless, this patient had no history of HBV infection
or abusive alcohol intake.

Mutations in CTNNBL1 were reported in up to 25% of HCC patients, frequently associated
with the infection by hepatitis C virus [9]. This gene codifies for B-catenin, a key molecule in
Whnt pathway, involved in the transcriptional activation of genes related to cell proliferation,
differentiation, angiogenesis, and cancer. This pathway remains inactivated in adult cells due
the presence of Frizzled receptor antagonists or through B-catenin inhibition. It occurs in the
Whnt canonical pathway through phosphorylation of B-catenin residue Ser45 mediated by
Casein Kinase 1 (CKl) upon Axin binding to p-catenin; followed by successive
phosphorylation at residues Ser33, Ser37 and Ser41, mediated by glycogen synthase kinase 3§
(GSK3p). These events allow -catenin to be transferred from Axin to adenomatous polyposis
coli (APC) molecule, signaling to proteasome degradation [10]. The two mutations found on
patient #4 result in loss of Ser45 and Ser37 residues in [J-catenin, avoiding the phosphorylation
cascade and increasing B-catenin nuclear translocation and gene transcription. In patient #4,
the HCV infection could also contribute for activating Wnt pathway through NS5A protein,
which binds and stabilizes B-catenin [5].

FBXW?7, the third gene mutated on patient #4, has an important role in avoiding HCV

genome replication, once it is involved in the ubiquitization of NS5B, targeting it to
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proteasome degradation [11]. In non-cancer cells FBXW?7 is involved in many cellular and
physiological functions, mostly related to cell cycle regulation [12], and its downregulation
leads to accumulation of Myc, Notch and Cyclin E, and tumorigenesis promotion [13].
Mutations in FBXW?7 are hotspots for cancer already, which p.Arg465Cys is reported at 29%
frequency in HCC patients [14], the same found on patient #4. It is located at the B-propeller
surface, a symmetrical fold composed of WD40 domains repeated in four-stranded antiparallel
B-sheet and involved in protein-protein interactions [12]. The Arginine residues positively
charged are responsible for interacting with the phosphorylated substrates, and mutation in
Arg465 and Arg479 residues avoids the proper bind to Cyclin E and leads to substrate
accumulation [14,15]. Thus, it could have contributed to the cell cycle deregulation and also
prevented the NS5B proteassomal degradation, allowing its accumulation in cell and inducting
genome replication.

An integrative overview shows that in normal cells p53 induces FBXW?7 expression [16],
while B-catenin inhibits it [17] and FBXW7 protein degrades B-catenin through ubiquitization,
inhibiting Wnt pathways [18]. The cumulative effect of the mutations on patient #4 results in
poor or inefficient function of p53, reducing the expression of FBXW?7 that will show a reduced
ability to bind to oncoproteins and B-catenin. This event avoids the oncoproteins degradation
in proteasome and, together with the lack of B-catenin phosphorylation and inhibition, also
induces the B-catenin translocation to the nucleus to induce genes related to cell proliferation
and differentiation, and angiogenesis. Therefore, the effect of the mutations in TP53, CTNNB1
and FBXW?7 genes, combined with the presence of extra-hepatic HCV, contributed to the
hepatocellular carcinoma development and the fast clinical deterioration of this patient.

This molecular scenario could be a key for understanding the patient’s bad outcome, even

after liver transplantation. Nevertheless, this knowledge could have been used to revert p-
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catenin activity by non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) administration, based on
a crosstalk with Wnt pathway through prostaglandin E2 (PGE2) inhibition [19]. It is also
important to know that patient #4 would benefit from 5-flourouracil or cisplatin oncotherapy,
but not Doxorubicin due to the lack of efficiency already reported for patients with p53
mutation in L3 [20]. Our study demonstrates the importance of implementing molecular genetic
panels in HCC treatment for increasing the patient’s life quality through a supportive precise

medicine.
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Fig.1 Histological analysis of HCC tissue, and Alpha-fetoprotein dosage evolution observed in
patient #4. Panel A shows the liver tissue medium differentiation with fibrosis (black arrow);
Panel B shows the extensive necrosis post-TACE; Panel C shows the presence of inflammatory
infiltrate (black arrow); Panel D is the graphic representation of AFP levels during patient
evolution post-TACE. Tissue images were obtained with optical microscopy ZEISS
Imager.M2m (50x magnification) coupled with ZEISS AxioCam HRc.
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Fig.2 Tridimensional structure of p53 and FBXW?7 regions related to the missense
polymorphisms. Panel A shows the p53 residue Met246 establishing two hydrogen bonds
(black) with Arg249 to stabilize L3 (green) in DBD of p53 molecule (gray); DNA is presented
in purple. The presence of p.Met246Val mutation at p53 leads to reduced ability for DNA
interacting. Panel B shows FBXW?7 (light blue) binding with SCF (a complex of F-box

+ Skpl, Cullin 1 and Roc1/Rbx1/Hrtl) and a fragment of the substrate Cyclin E (orange). The
residue Arg465 is positively charged, and interacts with phosphorylated substrates through
electrostatic affinity, but p.Arg465Cys mutation prevents FBXW?7 proper function. PyMol (The
PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.7.4, Schrodinger, LLC, NY, USA) was used to
assess 3D conformation of the crystallographic structures of the molecules p53 (PDB: 5LGY)
and FBXW?7 (PDB: 20VQ).
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Fig.3 Pathway interaction of p53, B-catenin, and FBXW?7 proteins. The Panel A shows the
regular crosstalk between p53, f-catenin and FBXW?7 functions. Panel B represents the scenario
of the molecular pathways interaction between the three proteins mutated on patient

#4, which could lead to FBXW?7 downregulation and defective function with consequent
oncoprotein accumulation in the cell. The pathways design was made based on literature review
using the terms “Hepatocellular carcinoma”, “HCV™, “TP53”, “CTNNB1”and “FBXW7”.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

A importancia do estudo da epigenética associada a possiveis mecanismos de
deflagracéoo e propagacao do cancer deve ser cada vez mais avaliado frente a heterogeneidade
inter-individual e intratumoral de varios tipos tumorais. Como as taxas de cancer de origem
hereditéria é de cerca de 10% (ASCO Guideline), e que esses geralmente acometem pacientes
em idades mais precoces, como explicar o aumento de pacientes com neoplasias malignas
agressivas nessa faixa etaria. E provavel que alguns mecanismos epigenéticos estejam
envolvidos e atuem como resposta a influéncias ambientais. Ao lado disso, se avolumam a
discussdo de estabelecer diferengas clinicas e moleculares entre pacientes de origem ocidental
e oriental, sobretudo em cancer gastrico onde as diferencas sao bastante dispares. Assim, nosso
trabalho buscou avaliar desde os dados constantes da literatura acerca de um mecanismo
epigenético especifico, identificando total auséncia de dados no mundo ocidental, sendo 0 nosso
o primeiro a fazer essa avaliagdoo que parece ser provocativa e geradora de hipéteses, devendo
ser confirmadas em estudos clinicos. Além disso, avaliamos em trabalho original, em pacientes
oriundos de Hospital Universitario publico portadores de neoplasia gastrica, associando pratica
clinica com experimentos de bancada, a associacdo entre a expressdo de sirtuinas e fatores
oxidativos em cancer gastrico. Nossos resultados sugeriram uma associacdo desses
biomarcadores com fen6tipos menos agressivos. E para referendar nosso trabalho enviamos
para publicacdo um artigo original com os arrazoados, objetivos, metodologias utilizadas,
demonstragéo de resultados, discussao correspondente e conclusdes de projeto concebido para
essa tese. Produzimos também um artigo, também enviado para publicacdo, de revisao sobre o
estado da arte em cancer gastrico em colaboracdo com a University College of London, UCL,
como mecanismos de estreitar e realizar intercambio de conhecimento e informacdes entre a
nossa Universidade Federal de Pernambuco e uma das mais conceituadas Universidades do
Mundo localizada em Londres, na Inglaterra.

Para nos, foi de um imensuravel aprendizado para uma area integrativa entre a pratica clinica e
conceitos e experimentos de bancada / moleculares e instigante da mesma forma. Assim,
continuaremos a fazer perguntas quando estivermos diante de casos clinicos que fogem ao
comportamento habitual e tentar respondé-las com tecnologia de ponta atraves de experimentos
laboratoriais em um laboratorio de grande importancia como o Laboratdrio de Imunopatologia

Keizo Asami.
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RESUMO: A mulher jovem com cancer de mama sem prole definida e desejosa de gravidez
representa um desafio clinico, pois a quimioterapia pode trazes danos irreversiveis as
gonadas. A dosagem do Hormdnio Antimilleriano € o mais promissor parametro de
verificacdo da reserva ovariana. A Goserelina é administrada durante a quimioterapia, com
fins de preservar a funcéo reprodutiva, mas muitas mulheres ndo tém acesso a este

medicamento. Neste trabalho os autores investigam o embasamento tedrico deste manejo.
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Métodos: Realizamos uma revisao bibliografica de dez anos, selecionando trabalhos que
objetivavam observar a preservacgéo da fertilidade e as ferramentas e parametros utilizados.
Resultados: Nossa busca resultou em 16 trabalhos, sendo que oito foram excluidos, conforme
critérios pré-estabelecidos. Os demais foram analisados.

Conclusdo: Nos ultimos dez anos, periodo em que se estabelece a indicacdo de Analogos de
GnRH, sobretudo da Goserelina, ndo hé relatos de trabalhos controlados, randomizados,
duplo cego, que objetivem verificar a eficacia desta indicagdo. Os pardmetros utilizados para
mensuracao da preservacdo da fertilidade sdo muito variados e ndo validados, e o desfecho
gravidez pouco explorado. Os autores acreditam que a indicacdo da de analogos para
preservar a funcdo reprodutiva deva ser esclarecida com trabalhos controlados, sobretudo

evitando custos e riscos desnecessarios as pacientes.

Palavras-Chaves: cancer mama, Goserelina and Fertility

INTRODUCAO

No Brasil o risco estimado de cancer de mama € de 56,20/100.000 mulheres, segundo o
INCA - Instituto Nacional do Céncer. Alem de fatores de fatores ambientais, dietéticos e
consumo de bebida alcodlica, mutacdes nos Genes BRCA1l e BRCA2, sdo apontados como
responsaveis pelo seu desenvolvimento2. Seu aparecimento em mulheres na idade reprodutiva
e sem prole definida é um desafio clinico que se impde na atualidade.

Sabemos que a fertilidade da mulher cai progressivamente a partir dos 35 anos até
atingir a menopausa, em torno dos 50 anos3. Dos 300 mil ovdcitos vidveis na menarca, estima-
se que a mulher usaréa cerca de 500 foliculos primordiais. Na menopausa o ovario serd formado
por estroma denso e raros ovocitos 4.

A preservacdo da fertilidade em pacientes oncoldgicos € uma preocupacao que mobiliza
pesquisadores no mundo todo 5. Varios métodos tém sido desenvolvidos para que as chances
d de engravidar apds tratamento oncoldgico 6. A criopreservacao, fertilizagdo in vitro e o0 uso
de medicacdo protetora do ovario durante a quimioterapia sdo exemplos disto.

A dosagem do Hormonio Foliculo Estimulante - FSH no sangue periférico, cujos normal
varia de 3,0 a 15,0 Ul 7, assim como a dosagem da Inibina B 8,9 com niveis normais em torno

de 100pg/ml, sendo que este pode predizer a queda da reserva ovariano, antes
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mesmo do aumento do FSH 10. O Horménio Antimileriano - HAM ou Substancia Inibitoria
Mdilleriana, é considerado um marcador do declinio da fungdo do ovério. Mulheres na pos-
menopausa apresentam niveis indetectaveis dele 12. Seus valores normais situam-se em torno
de 2,0ng/ml.

A Ultrassonografia Transvaginal - USG-TV, através da mensuracéo do volume ovariano
e e da contagem de foliculos antrais, podem auxiliar como indicadores da fungdo reprodutiva
15. A medida do volume ovariano é considerada significativa para mau progndstico reprodutivo
se for menor que 3 cm 3. Segere-se que 0 volume ovariano na mulher no menagem esteja
diretamente proporcional a populacéo folicular remanescente 16. Mas o valor dessa medida nao
deve ser usado isoladamente, mas sim acompanhado de marcadores da reserva ocarina 17. Diz-
se que junto mais foliculos primordiais estiverem presentes, melhor é a capacidade reprodutiva
18,19,20. A contagem minima de 20 foliculos nos dois ovarios sdo associadas a melhores taxas
20. A idade, entretanto, estad em intima relacdo com esses parametros 16,18.

OS danos causados por quimioterapicos sobre as gonadas femininas variam conforme
o tratamento 21,22. Agentes alquilastes, usados na tratamento do céncer de mama sdo
gonadotoxicos, induzindo a deplecdo de ovacitos e a déficite hormonal 23. Seus efeitos podem
ser transitorios, com amenorreia, ou permanentes causando menopausa precoce ee esterilidade
24,25.

Para preservar os ovarios desses efeitos colaterais, muitos autores propfe 0 uso
concomitante de Agonista do Hormdnio Liberador de Gonadotrofina (GnRH) 22. Considerado
medicamentos de alto custo, essa droga é inacessivel para boa parte da populacao.

O GnRH, que é um decapeptideo de agdo pulsatil no sistema porta-hipofisario, que
induz um repouso ovariano atraves do aumento do horménio Luteinizante -LH e do FSH. Isso
paralisa 0 desenvolvimento dos foliculos em fases imaturas 24. Outra acdo do GnRH € a
reducdo da irrigacdo ovariana, dificultando o acesso ovariano dos quimioterdpicos 26. O
agonista do LHRH (Hormonio liberador do Hormoénio Luteinizante) a Goserelina, droga
sintéticaqgue age na hipdfise de forma ndo pulsatil, da mesma forma resulta num
hipoestrogenismo 24,27 é usado para este fim.

A administragdo do GnRH ¢ indicado para mulheres de até 40 anos em quimioterapia
para o cancer de mama, além de outras indicagGes 22. A Goserelina é iniciada até 14 dias antes
do inicio da quimioterapia, e mantida com intervalos de 28 dias, até duas semana apds o fim do

tratamento 18,29. Um de seus efeitos colaterais € a reducdo da massa 0ssea 28. Em
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virtude dos efeitos a longo prazo do analogos de GnRH néo estao claramente elucidado, ndo
sdo aprovados em pesquisa prospectiva pelos Comités de Etica 30.
Este estudo se debruca sobre o0 uso do analogo na mulher jovem com cancer de mama,

atraves de uma revisdo dessa aplicacéo.

METODOS

Realizamos uma revisdo da literatura consultando artigos na base de dados PubMed,
acessando artigos publicados até abril de 2016, utilizando as palavras-chaves: Breast cancer,
Goserelina and Fertility, limitando os resultados ao titulo ou ao resumo, publicado nos
ultimos dez anos e em lingua inglesa. Trabalhos outros que ndo se prestam a verificacdo de
protecdo ovariana foram excluidos do estudo.

RESULTADOS

Foram selecionados dezesseis artigos, dos quais oito deles entraram nos critérios de
exclusdo: Um artigo estava no idioma Japonés, outro abordou qualidade de vida no cancer de
mama, um trabalho usava o Analogo Triptorrelina. Um dele avaliou o impacto da supressao
temporaria ovariano na sobrevida livre de doenca. Um relato de caso também foi excluido.

Os trés altimos tratavam-se de carta ao leitor.
DISCUSSAO

Um estudo prospectivo dos autores Urruticoechea e cols. (2008), que estudou pacientes
com cancer de mama em quimioterapia, onde 50 delas tiveram um acompanhamento pds-
tratamento de 43 meses. Das 50 pacientes avaliadas, 45 (90%) recuperaram a menstruacao (43
durante o primeiro ano de seguimento e 2 apds o segundo ano de seguimento). O tempo médio
para a recuperacao da menstruacdo foi de 4 meses ap6s o ultimo curso de quimioterapia com
um intervalo de 0-17 meses. Destas 45 pacientes, 34 tiveram os horménios FSH, LH e estrogeno
dosados. Apenas 10 pacientes do grupo tentavam engravidar, sete tiveram sucesso, e uma teve
gestacdes em anos subsequentes.

Nesse estudo, os autores observam que apenas 10 tinham tentado engravidar. Uma
justificativa dada pelo autor consiste no fato de que as pacientes com receptores estrogénio
positivos foram aconselhadas a atrasar a gravidez e prolongar a supressdo ovariana, com base
nos dados emergentes apresentados nesta abordagem®. Mesmo conscientes que a gestacio
pode ndo interferir no curso da doenca, pois uma preocupacdo com o uso da Goserelina e a
reducdo da a¢do do Tamoxifeno40.

Esse estudo utilizou dosagem de Estrégeno e LH como marcador da fungdo ovariana,

mas ndo cita 0 momento da dosagem, como também ndo héa conclusbes sobre correlagdo de
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niveis hormonais e fertilidade. Os autores dificuldades devido o tamanho amostral. Mesmo
assim, concluem que a Goserelina € uma boa op¢do para reducdo do risco de insuficiéncia
ovariana, mas que necessita de estudos controlados.

Badawy e cols, em 2008*, em estudo prospectivo randomizado, estudaram 80 mulheres
com cancer de mama indicadas para quimioterapia, entre 18 e 40 anos, que receberam analogo
de GnRH, em dose padrdo mensal, por 6 meses. Dosagens de FSH, LH, estradiol, progesterona
e prolactina foram realizadas mensalmente. A Ultrassonografia foi usada para medidas
ovarianas e endometrial.

Dos paramentros usados para mensurar a funcdo ovariana, apenas o FSH, foi
significativamente menor no grupo que recebeu o Analogo. Da amostra, 27 (68,2%) retornaram
a ovulacdo espontanea dentro de 3-8 meses ap0s o término do tratamento. No grupo controle
10 (25,6%) reestabeleceram a ovulagdao (P < 0,001). Os autores concluem que o uso de
Anélogo de GnRH preservam a fungdo ovariana mas que estudos de longo prazo sdo
Necessarios.

Em trabalho de revisdo publicado em 20092, Sonmezer e Oktay investigam o papel
protetor do analogo de GnRH contra os danos causados pela quimioterapia e concluem que
ndo ha auséncia de estudos prospectivos e randomizados que possam demonstrar sua eficacia.

Em publicagio de 2010, Edgard Petru*® aborda a preservacéo da fertilidade em pacientes
jovens com cancer de mama, que precisam adiar a maternidade. O autor investiga quatro
estudos randomizados com analogo de GnRH %36, O tratamento de GnRH foi realizado
durante um periodo de 2 anos em um dos estudos®®, enquanto nos outros trés, houve um
bloqueio ovariano durante a quimioterapia Ginica>-°¢. Dois estudos mencionados n&o
incluiram as taxas de gravidez precoce. A autor aborda ainda técnicas alternativas de remocéo
ovariana por videolaparoscopia e reimplante ap6s 2 anos de finda a quimioterapia. Outras
possibilidades como reserva de odcito por coleta transvaginal também séo considerados.

O autor afirma que a gravidez apos o tratamento de cancer de mama nao piora o
prognostico, mas had um viés a ser considerado, pois mulheres jovens tendem a ter filhos
saudaveis®. Conclui que sdo necessarios mais estudos de verificagio da preservacéo ovariana,
sabendo-se que o Horménio Antimilleriano pode ser o melhor marcador para estimar a reserva
ovariana.

Wong e cols*., em 2012 estudaram o efeito da Goserelina usada concomitante a
quimioterapia a jovens portadoras de cancer de mama, em um total de 125 mulheres tomando
Andlogo de GnRH concomitante a quimioterapia, a cada 28 dias**. Dessas, 30 mulheres

engravidaram. Concluem que o agonista de GnRH usado concomitante a quimioterapia em
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paciente com cancer de mama estd associado a um baixo risco de amenorreia induzida pelos
efeitos nocivos dos quimioterapicos e uma alta probabilidade de gravidez. Observamos que seu
grupo amostral foi bastante uniforme e que o reestabelecimento menstrual chegou até 43 meses.

Kim J. e cols.®®., em 2014, em estudo prospectivo visando determinar o impacto do
agonista de GnRH concomitante a quimioterapia, relatam que a evidencia atual do papel do
agonista na protecio ovariana tem dados conflitantes em ensaios randomizados*4*°. Esse estudo
realizado no Centro de Cancer Samsung Medical Center em Seul na Coréia com mulheres entre
20 e 40 anos elegiveis para quimioterapia.

Das 1073 pacientes estudadas. 124 pacientes receberam o analogo de GnRH antes e
durante a quimioterapia adjuvante, a cada 28 dias. Foram utilizados dois analogos de GnRH: a
leuprorrelina 3,75mg em 105 mulheres e 3,6 mg de goserelina para 19 mulheres. O autor relata
que diferentes formas de regimes quimioterapicos foram prescritos de acordo com o estagio da
doenca e periodo de tratamento e ndo houve diferenca entre os grupos. Paciente tratadas com
andlogo de GnRH mostraram significativamente melhores resultados em doenga néo
recidivante do que aquelas tratadas apenas com quimioterapia (p = 0,034), embora a taxa de
sobrevida nao foi diferente (p = 0,413). Os autores concluem que o tratamento quimioterapico
com analogo de GnRH para pacientes jovens com cancer de mama é uma opg¢do para a
preservacao da fertilidade.

Recchia e cols., em 20144, da mesma forma, estudou 200 pacientes com cancer de mama,
tratadas com protecdo ovariana com analogo de GnRH durante em quimitearapia “6. Cem
paciente selecionadas receberam esquema trimestral de Goserelina na dose de 11,4mg, por 5
anos, suplemento de vitamina D, célcio e de bifosfonato. Os autores concluem pela efetividade
de preservacdo da fungéo ovariana e ainda associam a desfechos de melhoria na sobrevida.

Licia Del Mastro e cols*’, em 2015 relatam um estudo que envolve a associa¢do do LH-
RH com tamoxifeno e inibidores de aromatase. Aem metanalise que incluiu nove estudos, 0s
autores concluem por desfcho favoravel. Mas ainda em 2014, a publicacdo dos resultados de
dois grandes ensaios de fase Il fez esclarecer as davidas relacionadas sobre a real eficacia da
preservacdo ovariana e a taxa de gravidez.

No estudo POEMS (Prevention of early menopause study), 257 mulheres selecionadas,
em quimioterapia, receberam Analogo de GnRH. A concluséo foi que pacientes tratadas com
analogo tinham melhorado as taxas de sobrevida livre de doencas (p=0,04) e sobrevida global

(p=0,05). Os autores concluem pela recomendag&o da supressdo temporaria
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do LH-RH como estratégia valida para pacientes com mama hormonio receptor negativo,
mas ndo demonstra uma relacdo direta com a preservacao da fertilidade.

Moore e cols.*®, em 2015 realizaram um ensaio clinico de fase 11l com pacientes de 18
e 49 anos com receptor hormonal negativo de estrogénio e progesterona, distribuidas em dois
grupos, com e sem uso da Goserelina, randomizadas em dois grupos. E constrataram um taxa
de faléncia ovariana foi de 8% no grupo da goserelina em comparacdo a 22% no grupo sem. E
a taxa de gravidez foi mais alta primeiro grupo (21% vs. 11%, p =0,03), assim como melhor
sobrevida livre de doenca (p = 0,04) e sobrevida global (p = 0,05). Os autores afirmam que o
tratamento com o agonista de GnRH durante a quimioterapia parece proteger contra a faléncia

ovariana, reduz o risco de menopausa precoce e melhora as perspectivas para a fertilidade.
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