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RESUMO



Resumo

Murat CB. Estudo molecular dos componentes da via de sinalizagio HGF/MET em
insulinomas [dissertagdo]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao

Paulo; 2013.

Os insulinomas sdo os tumores neuroendocrinos pancredticos funcionantes mais
frequentes, entretanto, os aspectos moleculares envolvidos em sua tumorigénese
precisam ser melhor esclarecidos. As caracteristicas morfoldgicas e histoquimicas dos
insulinomas ndo conseguem predizer completamente seu comportamento biologico,
apenas o fenotipo invasivo local e a presenga de metastase sao as formas confidveis do
diagnostico maligno. A presente investigagdo teve por objetivos analisar a expressao
génica por reacao em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real e a expressao protéica
por imuno-histoquimica dos componentes da via de sinaliza¢do do fator de crescimento
hepatocitico (HGF) e seu receptor (c-MET) em 27 amostras de insulinomas, sendo: 16
tumores benignos grau 1 (Gl), seis tumores benignos grau 2 (G2), dois insulinomas
malignos grau 3 (G3) e trés metastases hepaticas. Além disso, realizou-se a pesquisa de
mutacoes somaticas no gene MET. Observou-se (1) o aumento da expressao dos genes
HGF, MET e ST14 (codificante para a matriptase) e a baixa expressdao do gene HAI-1
(codificante para a protease inibidora tipo-kunitz do tipo 1) nos insulinomas malignos ¢
metastases quando comparados aos insulinomas benignos G1; (2) uma correlagao
positiva entre a expressao do mRNA do gene MET e o gene ST14 e indice proliferativo
Ki-67, bem como uma correlacao inversa entre a expressao do mRNA do gene HAI-1 e
os genes MET, HGF, ST14 ¢ o indice mitdtico; (3) uma correlagdo positiva entre a

expressao do gene ST/4 e a expressao do mRNA do gene HGF;; (4) maior expressao



protéica de c-MET nos insulinomas malignos G3 em relacao aos insulinomas G1/G2 e
(5) auséncia de mutacdes nos éxons 2, 10, 14, 16, 17 e 19 do gene MET. Concluiu-se
que os genes HGF, MET, STi4 e HAI-1 estao diferencialmente expressos entre
insulinomas malignos e benignos, o que pode ter implicacdes diagndsticas e

terapéuticas.

Descritores: Insulinoma, Vias de sinaliza¢do, Fator de crescimento de hepatdcito,

Proteinas proto-oncogénicas c-met, Expressao génica, Analise mutacional de DNA.



ABSTRACT



Abstract

Murat CB. Molecular study of the HGF/MET system in insulinomas [dissertation]. Sao

Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”; 2013.

In an attempt to better understand the molecular processes involved in the
tumourigenesis of islet beta-cells, the present study evaluated the expression of genes
belonging to the hepatocyte growth factor and its receptor (HGF/MET) system, namely,
MET, HGF; HGFAC and ST14 (encode HGF activator and matriptase, respectively, two
serine proteases that catalyze conversion of pro-HGF to active HGF); and SPINTI and
SPINT?2 (encode serine peptidase inhibitors Kunitz type 1 and type 2, respectively, two
potent inhibitors of HGF activator and of matriptase) in 27 sporadic insulinomas; 16
grade 1 (Gl), six grade 2 (G2), two grade 3 (G3) and three hepatic metastases.
Quantitative reverse-transcriptase polymerase chain reaction was employed to assess
RNA expression of the target genes and immunohistochemical analysis was used to
evaluate the expression of MET and SPINTI1. Somatic mutations of MET gene were
searched by direct sequencing of exons 2, 10, 14, 16, 17 and 19. Overexpression of
MET was observed in grouped G3 insulinomas and metastases concomitantly with
upregulation of the genes encoding HGF and matriptase and downregulation of SPINT .
Positive correlations were observed between MET RNA expression and Ki-67
proliferation index while a negative correlation was detected between SPINTI
expression and the mitotic index. No somatic mutations were found in MET gene. The
final effect of the increased expression of HGF, its activator (matriptase) and its specific

receptor (MET) together with a decreased expression of one potent inhibitor of



matriptase (SPINT1) is probably a contribution to tumoural progression and malignancy

in insulinomas.

Descriptors: Insulinoma, Signaling transduction, Hepatocyte growth factor, Proto-

oncogene proteins c-met, Gene expression, DNA mutational analysis.
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1. INTRODUCAO
1.1. Tumores neuroendocrinos pancreaticos (TNPs)

Os tumores neuroenddcrinos pancreaticos (TNPs) sdo neoplasias raras com
incidéncia anual de quatro casos para cada 1.000.000 de pessoas na populacao global
[1-6] e representam apenas 2% de todas as neoplasias pancreéticas [7, 8], entretanto,
estudos de autopsia encontram TNPs em até 10% dos individuos [9, 10].

Tipicamente acometem adultos, com maior incidéncia entre 30 ¢ 60 anos de
idade e ocorréncia crescente no numero de casos nas ultimas décadas [4, 11].
Normalmente, sdo de natureza esporadica, solitarios, pequenos, medindo de 0,5 a Scm
de diametro e bem-demarcados, porém, carecem de uma capsula bem-definida [12].

Os TNPs podem ser descritos como funcionantes quando secretam um
determinado tipo hormonal, causando sindromes clinicas caracteristicas, sendo os mais
comuns: tumores secretores de insulina (insulinomas), gastrina (gastrinomas), peptideo
intestinal vasoativo (VIP) (VIPomas), glucagon (glucagonomas) e somatostatina
(somatostatinomas), respectivamente listados em ordem decrescente de incidéncia [5,
13]. Também podem co-secretar multiplos hormonios, mas, normalmente, apenas um
destes determina os sintomas clinicos [14].

Os tumores ndo-funcionantes, que compreendem aproximadamente 70% dos
TNPs, sdo caracterizados pela auséncia de secrecdo ou pela quantidade excessiva de
hormonios secretados, estando apenas associados a expansdao da massa tumoral e nao
cursam manifestagdes clinicas endocrinas [5, 15, 16].

Os TNPs também podem estar associados a sindromes genéticas, como a
Neoplasia Enddcrina Multipla Tipo 1 (NEM-1), Doenca de von Hippel-Lindau (VHL),

Doenga de von Recklinghausen (VHD) e esclerose tuberosa [17, 18].



A maioria dos pacientes portadores de NEM-1 apresentam algum subtipo de
TNP durante o curso da doenca [19], sendo esses responsaveis por mortes prematuras
nestes pacientes [20].

Em 2010, uma atualizacdo do sistema de classificagdo proposto pela
Organiza¢ao Mundial de Satde (OMS) dividiu os TNPs em trés categorias de acordo
com o indice proliferativo Ki-67 e o indice de mitose (/I0HPF): (1) tumor
neuroenddcrino pancreatico bem-diferenciado grau 1 (G1; <2 mitoses/10HPF e <3% de
indice Ki-67); (2) tumor neuroenddcrino pancreatico bem-diferenciado grau 2 (G2; 2 a
20 mitoses/IOHPF ou 3 a 20% de indice Ki-67) e (3) carcinoma neuroenddcrino
pancreatico pouco-diferenciado grau 3 (G3; >20 mitoses/HPF e >20% de indice Ki-67)
[21].

A malignidade nos diferentes tipos de TNPs ¢ bem variada, sendo os
glucagonomas e gastrinomas os tumores com maior indice e os insulinomas os de
menor malignidade (apenas 10% dos casos) [13, 22].

A ablacao cirargica ¢ o tratamento de escolha [23]. Pacientes com TNPs
apresentam taxas de sobrevida em 5 anos que variam de 97% em insulinomas benignos

a menos de 30% em tumores ndo-funcionantes metastaticos [5, 13].

1.2. Insulinomas
Os insulinomas sdo tumores das células-f das ilhotas pancreaticas que
hipoglicemia devido a hiperinsulinemia enddgena [24]. Embora raros, sdo os TNPs
funcionantes mais comuns (70 a 80%) [25, 26], apresentando incidéncia de um a quatro
casos em 1.000.000 de pessoas por ano na populacdo global [27-29]; sua maior
incidéncia ocorre entre a terceira € a quinta décadas de vida, com pico aos 47 anos, € as

mulheres sdo um pouco mais afetadas que os homens [7, 25].



Em sua maioria, os insulinomas sdo benignos, pequenos (86% sendo <2cm e
47% sendo <lcm), solitarios, hipervascularizados e de natureza esporadica;
aproximadamente, 10% sdo malignos, 10% multiplos e de 5 a 16% associados a NEM-1
[30, 31].

A hipoglicemia ¢ a principal manifestacao clinica dos insulinomas [8]. O ganho
de peso e a obesidade observados em alguns pacientes sdao resultantes do aumento da
ingestdo de carboidratos simples ou complexos usados para atenuar o quadro de
hipoglicemia [32].

O diagnostico ¢ definido segundo a Triade de Whipple [33]: (1) sintomas
consistentes com hipoglicemia; (2) baixa concentracdo de glicose plasmatica
(<45mg/dL) e (3) alivio dos sintomas e normalizacao da glicemia apds administragdo de
glicose [34].

O teste de jejum prolongado (até 72 horas) € o teste diagnostico classico para
avaliacdo de doencas hipoglicémicas e deve ser conduzido quando a detec¢ao de
hipoglicemia espontanea nao ¢ praticdvel. O diagnostico de hipoglicemia
hiperinsulinémica enddgena exige a demonstracao de hiperinsulinemia (concentracao de
insulina > 6uU/y,. por radioimunoensaio € > 3uU/y,. por dosagens imunométricas em
vigéncia de hipoglicemia [35].

A localizagao tumoral ¢ realizada por meio da ultrassonografia transabdominal,
tomografia computadorizada ou imagem de ressonancia magnética, as quais sao
limitadas, pois falham na deteccdo de insulinomas menores que lcm de diametro [36,
37]. A laparoscopia com ultrassonografia intraoperatdria, associada a palpag¢ao do
pancreas, apresenta sensibilidade >85% na detec¢do tumoral [38]. Os tumores podem
estar localizados na cabecga, corpo ou cauda do pancreas, sempre no interior do 6rgao

[39].



A cirurgia para retirada do tumor ¢ o tratamento mais indicado e possui alta taxa
de sucesso [28], com uma cura em 70 a 90% dos casos [40, 41]. O tratamento clinico
medicamentoso fica reservado para pacientes que nao podem se submeter aos
procedimentos cirirgicos, para controle pré-operativo das glicemias ou para tumores
metastaticos irressecaveis [39].

As caracteristicas morfoldgicas e histoquimicas nao conseguem predizer
completamente o comportamento bioldgico dos insulinomas. Geralmente, o fendtipo
invasivo local e a presenca de metastases sdo as formas mais confidveis de diagnosticar
um tumor maligno [42, 43].

As metastases ocorrem com maior frequéncia no figado e em linfonodos, mas
também podem ser encontradas nos tecidos peritoneal e dsseo [30, 44, 45]. Nestes casos,
0s pacientes possuem taxa de sobrevida menor que dois anos, com recorréncia tumoral

em 60% dos casos [46]; apesar desta agressividade tumoral, existem pacientes com

doenga metastatica que apresentam boa evolucao clinica [25].

1.3. Aspectos moleculares dos insulinomas

Muito pouco se sabe a respeito das bases moleculares dos insulinomas. Alguns
podem ter influéncia hereditaria; por exemplo, cerca de 10% dos insulinomas estdo
associados a NEM-1 [31, 47], sindrome autossdmica dominante que resulta da
inativacdo do gene supressor de tumor MENI, localizado na regido cromossomica
11q13 [45, 48]. O produto do gene MENI, a menin, estd envolvida na regulacao da
transcrigdo génica, proliferacao celular, apoptose e instabilidade gendmica [49].

A grande maioria dos insulinomas, no entanto, ¢ esporadica e ndo esta associada

a sindromes genéticas.



1.3.1. Tumorigénese e progressdo tumoral

Em estagios iniciais, ja foram relatadas aneuploidias (trissomias ou tetrassomias)
do cromossomo 6 [50], bem como a ativagao de proto-oncogenes classicos como MYC e
TGF-a (fator de crescimento transformante-alfa) [S1]. Em um modelo de roedor com
hiperativagao de Myc, apos sete dias, as células das ilhotas pancreaticas apresentaram
hiperplasia e aumento na vascularizagdo e invasividade. Em outro estudo, a elevagao
dos niveis da proteina antiapoptotica BCL-2 também se mostrou relacionada a iniciagao
tumoral em um ter¢o dos insulinomas [52].

Alteragdes génicas no cromossomo 9 sdo relatadas em alguns estudos, como a
perda da expressdo do gene pI6™"** devido a dele¢io homozigotica ou hipermetilagio
na regido 5’ do gene, localizado em 9p21 [53]. Ganho no locus 9934 também ja foi
observado em estagios iniciais em 50% dos insulinomas estudados [54].

Altos indices de perda de heterozigosidade (LOH) (93%) para marcadores no
cromossomo 22q foram observados tanto em insulinomas malignos como benignos, dos
quais 37% em 22q12, podendo, assim, existir um gene supressor de tumor nesta regido
[55].

A metilacdo das ilhas CpG da regido promotora dos genes ER (receptor de
estrogeno), MINTI e MINT31 (codificantes para proteinas precursoras da amiloide-beta)
pl4 e pl6 ja foi encontrada em insulinomas [56]. Alteragdes durante a fase pds-
transcricional também j& foram relatadas; o aumento da expressdao do micro-RNA

(miRNA) miR-204 esta associado a tumorigénese de insulinomas [57].

1.3.2. Transformagdo maligna e formagdo metastatica
Alguns genes implicados na tumorigénese de outras neoplasias também estao

envolvidos na transformac¢dao maligna dos insulinomas; mutagdes no proto-oncogene



KRAS, aumento da expressao do gene p53, expressao acentuada de TGF-a, bem como a
auséncia do gene supressor de tumor PTEN (fosfatase homodloga a tensina), sao algumas
das alteracgoes ja descritas [58, 59].

Recentemente, um novo gene potencialmente oncogénico foi identificado. A
expressao elevada da proteina de adesdo epitelial EpCAM (CD326) foi observada em
38% dos insulinomas benignos, 78% dos insulinomas malignos e 80% das suas
respectivas metastases [60]. Esta glicoproteina também est4 associada a um prognostico
desfavoravel em outros tipos tumorais [61], mas seu mecanismo de contribuicdo a
malignidade nao esta claro.

A alta frequéncia de instabilidade de microssatélites (MSI) e expressao reduzida
da proteina de reparo mismatch MLH1 devido a metilacdo do gene MLHI ja foram
relatadas em insulinomas, sendo estatisticamente significativos na distingdo entre
tumores malignos e benignos [62]. No entanto, a presenga de metilagdo no gene MLH1
nao foi encontrada em um estudo envolvendo 25 insulinomas realizado por outro grupo
de pesquisa [63].

Em suma, nota-se que diversas alteragdes genéticas como a ativacao de proto-
oncogenes, inativagao de genes supressores de tumor, mutagcdes somaticas, LOH e MSI,
bem como mecanismos moleculares epigenéticos, estdo associadas aos insulinomas.

A presente investigacdo iniciou-se a partir de um estudo realizado em nosso
laboratério que identificou genes diferencialmente expressos entre insulinomas
malignos e benignos por meio da técnica de microarranjos de cDNA (CodeLink Human
20K I Bioarray, GE Healthcare Biosciences) [64]. Dentre os resultados, o gene MET,
que codifica para c-MET, foi observado com expressao aumentada nos insulinomas

malignos.



Posteriormente, uma investigacdo abordou individualmente as amostras de
insulinomas e confirmou a expressao aumentada do gene MET, bem como o aumento da
expressao do gene HGF (codificante para o fator de crescimento hepatocitico — ligante
de c-MET) em insulinomas malignos e metastases quando comparados aos tumores
benignos [65].

A luz destes conhecimentos, selecionamos as moléculas que compdem a via
HGF/MET para estudos adicionais, uma vez que esta via de sinalizacao esta envolvida
em processos celulares proliferativos e na tumorigénese de diferentes neoplasias [66,

67].

1.4. Via de sinalizacio HGF/MET

O HGF, também conhecido como fator de dispersao (SF), ¢ secretado pelas
células mesenquimais e exerce efeito paracrino sobre células de origens epitelial e
endotelial [68], com importante fun¢do na organogénese, desenvolvimento embrionario,
regeneragdo hepdtica e cicatrizagdao tecidual [69-71], através da interagdo com seu
receptor c-MET, da familia dos receptores tirosinocinase transmembrana € seu Unico
receptor conhecido [72].

No pancreas, o HGF promove a proliferagdo e funcionalidade das ilhotas,
tornando as células-f resistentes a morte celular, além de induzir a expressao de
insulina, glucoquinase e do transportador de glicose (GLUT-2) [73-75].

Em um estudo realizado durante o periodo gestacional em camundongos
knockout condicionais para Met no pancreas, observou-se diminuicao da proliferagao
das células-p e aumento dos indices apoptoticos, levando a baixa expansdo da massa

celular, hiperglicemia, hipoinsulinemia e intolerancia a glicose [76].



Apesar das fungdes atribuidas ao HGF e MET no pancreas, os niveis de mRNA
e proteina destes genes sdao baixos no tecido pancreatico normal humano, com indices
ainda menores nas ilhotas, muitas vezes com o transcrito indetectavel [77].

O HGF (105-kD) ¢ secretado em uma forma precursora inativa (pro-HGF) de
cadeia unica (92-kD) de 728 aminoacidos e permanece nesta condi¢do associado a
matriz extracelular. Sob estimulo, o HGF torna-se ativo por meio da catalisagdao
proteolitica que resulta em uma molécula de duas subunidades, consistindo de uma
cadeia-a pesada (69-kD) e uma cadeia-p leve (34-kD) ligadas por uma ponte dissulfeto

[78], como mostrado na Figura 1, a seguir:

mRNA HGF
cadeia-a cadeia-f

5&& ¥
poly (A)
K1 K2 K3 K4
tradugéo

pro-HGF  cadeia-a cadeia-B
(463 a.a.) (234 aa)

MISQICIOKN. So

sequéncia de sinal

a1ss) Arg AVa!
HGF maduro cadeia-a
cadeia-3

Figura 1. Ativacdo do HFG. O pré-HGF é secretado e clivado em Arg294 e Val495 por

algumas moléculas, tornando-se ativo. (Adaptado de Nakamura, 2010 [68]).
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Uma proteinase plasmatica circulante tipo XII, denominada de ativadora do
HGF (HGFA), codificada pelo gene HGFA, ¢ a molécula mais potente envolvida no
processo de ativacdo do HGF [78], embora outras proteinas também possuam esta
habilidade de conversdo, como matriptase — uma serinoproteinase transmembrana tipo
IT codificada pelo gene S7714 —, além de hepsina e uPA (ativador de plasminogénio tipo-
urokinase) [79, 80].

A atividade da HGFA e da matriptase ¢ altamente regulada por duas proteinas
transmembranas tipo I, denominadas protease inibidora tipo-kunitz do tipo 1 (HAI-1) e
do tipo 2 (HAI-2); elas sdao moléculas recém-descobertas com dois dominios
serinoprotéicos tipo-kunitz na por¢ao extracelular [78]. Interessantemente, o cDNA
clonado de HAI-2 revelou que esta proteina ¢ idéntica a bicunina placentaria [81].

Em tecidos epiteliais, apenas HAI-1 forma um complexo com HGFA na
superficie celular e atua na inibicdo de matriptase, enquanto HAI-2 permanece no
citoplasma celular [82].

A Figura 2 ilustra as interagdes moleculares da via de sinalizagdo HGF/MET.

INIBIGAO DA
ATIVIDADE

COMPLEXO HGF/MET
ATIVO

ATIVAGAO

CATALISA‘(;AO
PROTEOLITICA

Figura 2. Via de sinalizagdo HGF/MET. A ativacdo do HGF é catalisada por HGFA e matriptase, permitindo,

assim, sua ligagdo com c-MET. As serinoproteinases HAI-1 e HAI-2 atuam na inibicdo de HGFA e matriptase.
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O receptor ¢c-MET (190-kD), originado de um precursor de cadeia unica por
clivagem proteolitica apds glicosilacdo, possui uma estrutura heterodimérica incomum
composta de uma subunidade-a extracelular (50-kD), contendo um dominio Sema, um
dominio rico em cisteina e quatro dominios tipo-imunoglobulina, e uma subunidade-f3
(145-kD), constituida de um dominio transmembrana, um dominio justamembrana e um
dominio cinase intracelular [83].

A ligagao de HGF ao receptor c-MET promove a dimerizagdo e fosforilagcao dos
residuos de tirosina na por¢ao C-terminal (Y1349 e Y1356), resultando em sua ativagao.
Este substrato, permite a exposicao de sitios de fosforilagdo de c-MET a proteinas
adaptadoras, como Grb2 e Shc, ou a subunidade p85 da cinase do fosfatidilinositol-3
(PI3K), desencadeando sinais das vias MAPK e Akt, respectivamente [84]. A
proteinocinase-C (PKC) fosforila c-MET no residuo S985, atuando como um regulador
negativo [84].

A estrutura de ¢c-MET e as vias de sinalizagdo induzidas apds sua ativagao sao

demonstradas na Figura 3, a seguir:
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Sa
(25-307)

dominio Sema
(27-515)

dominio rico em
cisteina (520-561) |

dominios tipo-
imunoglobulina
(561-932)

dominio
transmembrana

membrana plasmatica
(933-955)

dominio cinase
(1078-1345)

Figura 3. Estrutura do receptor c-MET. A porgdo extracelular se caracteriza por um dominio Sema, um
dominio rico em cisteina e quatro dominios tipo-imunoglobulina. A porg¢do intracelular contém um dominio
cinase e residuos de tirosina. Entre as por¢des, hd também um dominio transmembrana. A fosforilagido de
residuos especificos desencadeiam vias de sinalizagdo positivas, como migragdo, sobrevivéncia e invasdo
celular, como negativas, que resultam na degradag¢do de c-MET. Os nimero nos parénteses a esquerda

demonstram os limites dos aminoacidos em cada dominio. (Adaptado de Lai, 2009 [84]).

A ativagdo de c-MET leva a uma variedade de respostas celulares, como indugao
da mitogénese, motilidade, sinais de sobrevivéncia, invasdo da matriz extracelular e
angiogénese [85, 86]. Logo, o equilibrio dos componentes da via HGF/MET mostra-se

importante na manutengao das condigdes celulares normais.
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1.5. HGF/MET e suas implicacées no cancer

Diversos estudos relatam que alteracdes moleculares na via de sinalizagdo
HGF/MET participam da patogénese de alguns tipos de canceres humanos [67, 87], cuja
ativacdo impropria de c-MET resulta em proliferagdo, mecanismos antiapoptoticos,
migracao, angiogénese, invasividade e formagao metastatica [66, 88].

O aumento da expressao de HGF e c-MET esta relacionado a diversos tipos
tumorais, como carcinoma de célon, mama, pulmao e rins. Expressdo aumentada de
HGF e MET ja foi detectada em tumores tireoideanos [72] e seus indices de expressao
estao correlacionados com o estagio tumoral e com o prognostico [89]. Concentragdes
elevadas de HGF circulante foram associadas ao tamanho tumoral, metastases a
distancia e menor sobrevida de pacientes com cancer de mama [90].

Mutagdes somaticas no gene MET ja foram descritas em alguns tipos de cancer,
restritas aos éxon 2 (dominio SEMA), éxon 10 (dominio tipo-imunoglobulina), éxon 14
(dominio justamembrana), éxon 16 (sitio de ligagdo ao ATP), éxon 17 e 18 (dominio
tirosinocinase) e ¢éxon 19 (sitio de autofosforilagdo) [91-101]; estas mutacdes

encontram-se resumidas na Figura 4.
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Figura 4. Mutagdes no gene MET. Esquema de mutagdes ja descritas no gene MET, nos seus diferentes
dominios. (Adaptado de Ma, 2008 [72]).

Em 2004, um grande estudo envolvendo 100 pacientes com cancer pulmonar,
acompanhados por 72 meses, demonstrou que os niveis de mRNA de HGF, MET,
HGFA, HAI-1 e HAI-2, mas ndo STI14, encontravam-se alterados. Ambas HAIs
mostraram-se com expressao protéica reduzida em tumores avancados em relagdo a
tumores em estagios iniciais [102]. Ha evidéncias da ativagdo autocrina da via
HGF/MET na linhagem celular de carcinoma pulmonar H460 [103].

Em cancer de prostata, as concentracdes plasmaticas de HAI-1 foram elevadas
em pacientes com metastases a distdncia em comparacdo aos pacientes com tumor
confinado ao 6rgdo. Os autores também implicam HAI-1 como um potencial marcador
para este tipo de tumor, enquanto a expressaio de HAI-2 ndo mostrou diferencas

significantes [104]. Um outro estudo do mesmo grupo de pesquisa encontrou
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concentragdes elevadas de HGFA no estagio mais avangado de cancer de prostata (D3)

em relacdes aos outros subgrupos [105].

Estudos também ja constataram a baixa expressao génica de HAI-2 em

glioblastoma, carcinoma renal e carcinoma hepatocelular, assim como eventos de

hipermetilacao em sua regido promotora [106-109].

A Tabela 1 resume os resultados de estudos de expressao génica da via

HGF/MET em diversas linhagens celulares humanas de diferentes tipos tumorais.

Tabela 1. Sumario de expressdo génica da via HGF/MET em linhagens celulares humanas.

TIPO LINHAGEM
TUMORAL CELULAR HGF c¢MET HGFA MATRIPTASE HAI-1 HAI-2

cancer de prostata LN-CAP - - ok ok otk ok
cancer de prostata DU-145 * * * Hokeok *k % ok ok
cancer de prostata PC-3 * ok * Hokeok ok ok ok
cancer de mama MCF-7 * * * Rtk Rk Rk
cancer de mama MDA MB-231 - ok *k * s Hokok
cancer colorretal HT-115 - ok ok ok ok ok
cancer colorretal HRT-18 - *k% Hokok *% gk seofeok
cancer de bexiga T-24 * * * - ok ok
cancer de bexiga EJ-138 * ok * - s sk
cancer pancreatico  MIA PACA-2 * * * - * Hdok
cancer pulmonar A-549 * - ok ok * sk
cancer de figado PLC PRF-5 * * * - * o

melanoma G-361 - ok - - otk *

fibroblasto MRC-5 *kk ok Hk * - *
cancer epitelial ECV-304 - ok ok * R *kk sk

Legenda. -, ndo detectado; *, expressdo fraca; **, expressdo moderada; ***, expressdo forte. (Adaptado de Parr,

2010 [110]).

Em resumo, sdo diversas as altera¢des reportadas nos componentes da via de

sinalizagdo HGF/MET em diversos tipos de cancer. Entretanto, ndo ha estudos desta via

em insulinomas.



OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS

Visto que a as caracteristicas morfoldgicas e imuno-histoquimicas nao

conseguem predizer completamente o comportamento bioldgico dos insulinomas e

devido a importante funcao da via HGF/MET na proliferacao, invasividade celular e

formagdo metastatica em diversos tipos de cancer humano, este estudo teve por

objetivo:

1-

avaliar a expressao do mRNA dos genes HGF, MET, HGFA, ST14, HAI-1 e
HAI-2 em insulinomas benignos e malignos;

confirmar a expressao do(s) gene(s) que se apresentarem diferencialmente
expressos entre tumores malignos e benignos por imuno-histoquimica;
analisar a presenca de mutagdes somaticas nos éxons 2, 10, 14, 16, 17 e 19
do gene MET;

correlacionar os resultados da expressdo génica com os dados

anatomopatoldgicos dos pacientes.



JUSTIFICATIVA
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3. JUSTIFICATIVA

Na abordagem dos insulinomas, as caracteristicas histopatoldgicas nao
conseguem predizer completamente o comportamento bioldgico tumoral e a presenga de
fendtipo invasivo local e de metastase sdo as formas mais confidveis de diagnosticar um
tumor maligno.

Neste cenario, o melhor entendimento molecular se faz necessario na tentativa
de buscar marcadores que possam auxiliar no reconhecimento do potencial maligno dos
insulinomas.

Tendo em vista a contribuicdo ativa da via HGF/MET em processos
oncogénicos em diversos tipos de cancer humano, consideramos relevante seu estudo

nos insulinomas.



MATERIAL

E METODOS
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Casuistica

Vinte e sete amostras foram obtidas apds ablagdo cirargica de pacientes com
diagnostico de neoplasia endocrina pancreatica produtora de insulina; todos internados
sob supervisao do Grupo Geral de Endocrinologia do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da USP (HCFMUSP).

O projeto foi submetido e aprovado pela Comissao de Pesquisa e Pos-Graduagao
do Departamento de Clinica Médica da FMUSP e pela Comissdo de Etica para Anélise
de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do HCFMUSP.

Os procedimentos experimentais foram desenvolvidos no Laboratorio de
Endocrinologia Celular e Molecular (LIM-25) da FMUSP.

As 27 amostras de insulinomas foram constituidas de: 16 tumores
neuroenddcrinos pancreaticos produtores de insulina bem-diferenciados grau 1 (G1; <2
mitoses/10HPF e <3% de indice Ki-67), seis tumores neuroenddcrinos pancreaticos
produtores de insulina grau 2 (G2; 2 a 20 mitoses/10HPF ou 3 a 20% de indice Ki-67),
dois carcinomas neuroendocrinos produtores de insulina pouco-diferenciados grau 3
(G3; >20 mitoses/HPF e >20% de indice Ki-67) e trés metastases hepaticas produtoras
de insulina, dentre as quais, apenas um destes tecidos metastaticos corresponde a um
dos carcinomas primarios estudados.

A Tabela 2 demonstra os dados demograficos, anatomopatologicos,

bioquimicos e histopatoldgicos dos pacientes portadores de insulinoma.
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Tabela 2. Dados demograficos, anatomopatolégicos, bioquimicos e histopatolégicos dos pacientes.

N© SEXO IDADE Ki-67 MITOSE I‘ﬁl\l\/’llzllil:i) DIAGNOSTIC O
(anos) % (IMH)  (/10HPF) (cm) ANATOMOPATOLOGICO

1 M 42 1 1 12.0 metastase hepatica
2 M 60 1 0 1.0 Gl

3 F 42 1 1 0.8 Gl

4 M 51 1 2 1.5 G2

5 M 73 5 0 2.0 G2

6 M 25 5 0 2.0 G2

7 M ND 2 1 2.5 metastase hepatica
8 M 19 1 1 2.0 Gl

9 M 28 1 1 1.5 Gl

10 F 42 1 0 2.0 Gl

11 F ND ND ND ND Gl

12 F 71 1 1 0.8 Gl

13 M 40 2 1 24 Gl

14 F 57 5 1 2.6 G2

15 F ND 1 1 1.0 Gl

16 M 54 1 0 1.7 Gl

17 F 28 5 4 0.7 G2

18 F 35 1 0 0.8 Gl

19 F 37 2 0 1.2 Gl
20 F 58 5 1 2.6 G3*
21 F 44 1 0 1.4 Gl
22 F 42 1 0 0.9 Gl
23 F ND ND ND ND G2
24 M 73 1 0 1.8 Gl
25 F 44 1 0 1.5 Gl
26 M 43 ND 1 2.0 G3*
27 M 43 5 3 1.0 metastase hepatica

Legenda. * diagndstico G3 baseado na presenca de metastase hepatica; F, feminino; G1, grau 1; G2, grau 2; G3, grau 3; HPF,

high-power fields; M, masculino; ND, ndo-disponivel.
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4.2. Metodologia

4.2.1. Extracdo do RNA total

Os tecidos tumorais foram armazenados imediatamente, apds ressecc¢ao cirurgica,
em tubos criogénicos de 2mL contendo 1mL de RNAlater (Ambion Inc., Austin, TX,
USA) e acondicionados em geladeira a -4°C por um periodo maximo de uma semana até
o processamento. O RNA total de cada uma das amostras foi extraido pelo método de
isotiocianato de guanidina com TRIzol Reagent (Invitrogen Corporation, Carlsbad, CA,
USA).

Inicialmente, um pequeno fragmento do tecido (aproximadamente 20mg) foi
congelado em nitrogénio e, entdo, pulverizado no equipamento Mikro-Dismembrator U
(B. Braun Biotech, Melsungen, Hesse, Alemanha). Ao tecido pulverizado, foi
adicionado ImL de TRIzol. Apdés homogeneizagdo, a mistura foi transferida para um
tubo de 1,5mL estéril e repousada a temperatura ambiente por um periodo de cinco
minutos. Entdo, adicionou-se 200uL de cloroformio a solugdo, a qual foi agitada
vigorosamente no Vortex Genie 2T (Scientific Industries Inc., Bohemia, NY, USA) por
15 segundos. Mais uma vez, repousada a temperatura ambiente por 3 minutos e, em
seguida, centrifugada a 12.000g por 15 minutos a 4°C.

Posteriormente, o sobrenadante (fase aquosa) foi transferido para um novo tubo
de 1,5mL estéril e o RNA precipitado com 500uL de isopropanol. A solucao foi deixada
em repouso a temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugada a 12.000g por 10
minutos a 4°C. Conservado o pellet de RNA formado, adicionou-se 1mL de etanol 75%
para lavagem; a solucao foi homogeneizada e centrifugada a 7.500g por 5 minutos a 4°C
e, entdo, o RNA foi dissolvido em 4gua estéril livre de RNAse e o tubo armazenado a -

80°C até o momento do uso.
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As concentracoes de RNA foram determinadas por espectrofotometria no
equipamento NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer (NanoDrop Technologies.
Wilmington, DE, USA) em comprimento de onda de 260nm, adotando como valor
padrao 1 OD260 = 40ng/ulL de RNA e entdo, avaliados quanto ao seu grau de pureza
pela relagao OD 260/280 > 1,8 e quanto a sua integridade por eletroforese em gel de
agarose 1%, apresentado na Figura 5. A qualidade dos RNAs também foi analisada pela
plataforma Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Inc. Huntsville, AL, USA),
adotando-se RIN (RNA Integrity Number) > 7, conforme mostra a Figura 6.

Entdo, todas as amostras de RNA foram ajustadas a uma concentragdo de

100ng/uL para sintese de cDNA.

Figura 5. Géis de agarose 1% agrupados e representativos dos RNAs isolados de insulinomas, demonstrando a

integridade do material. As setas indicam as subunidades 28S e 18S dos RNAs ribossomais.
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Figura 6. Analise da qualidade dos RNAs extraidos de insulinomas demonstrada pelo valor de RIN superior a 7.

Os picos em cada grafico corresponde as subunidades 5.8S, 18S e 28S do RNA ribossomal.

4.2.2. Sintese do cDNA

Para a sintese do cDNA foi utilizado 1 pg de cada amostra de RNA. Foi
utilizado o conjunto de reagentes SuperScript II Reverse Transcriptase (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, USA) de acordo com o manual do fabricante, com algumas
modificagdes; primeiramente, em um tubo foi adicionado 1uL (100ng/mL) de RNA,
IuL de Oligo(dT) (500ug/uL), 1uL de dNTP (10mM) e agua estéril para 20uL. Este
tubo foi levado ao termociclador a 65°C por cinco minutos e, rapidamente resfriado em
gelo por um minuto. Em seguida foi centrifugado e adicionados 4ul de tampao 5X
First-Strand, 1uL de DTT (0,1M), 1uL de SuperScript I RT (200U) e 1uL de agua

estéril. Apos homogeneizagdo, o tubo foi mantido no termociclador a 50°C por uma
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hora e 75°C por 15 minutos. Posteriormente, as amostras de cDNA foram diluidas para

concentracdo de 100ng/uL para posterior utilizagao no estudo.

4.2.3. Determinagdo dos genes de referéncia

Antes de iniciar as reagdes necessarias para a determinacao da expressdo do
mRNA dos genes-alvo, efetuou-se a escolha dos genes de referéncia, ou seja, aqueles
cujo mRNA apresentava menor variagao de expressao entre os diferentes tipos teciduais
analisados. Uma vez que o gene PSMC6 ja havia sido validado em estudos anteriores do
nosso laboratério, foi utilizado o produto comercial TagMan Express Endogenous
Control Plate (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), como evidenciado na figura

abaixo, para a determinagao do segundo gene de referéncia.

A 185 GAPDH HPRT1 GUSB

B ACTB B2M HMBS P08

C PGKI1 RPLPO TBP TFRC

D UBC YWHAZ PPIA POLR2A
E CASC3 CDKN1A CDKN1B GADD45A
F PUM1 PSMC4 EIF281 PES1

G ABL1 ELF1 MT-ATP6,LOC1001|MRPL19
H POP4 RPL37A RPL30 RPS17

Figura 7. Placa utilizada na determinacdo do segundo gene de referéncia.

As amostras de cDNA foram aplicadas nas duas placas utilizadas no estudo da
seguinte forma: no primeiro grupo de genes de ambas as placas foi depositado um pool
de cDNA constituido por 10 amostras de insulinomas benignos G1 ¢ G2; no segundo
grupo, um pool de quatro amostras de insulinomas malignos G3 e metastases e; por fim,

no terceiro grupo, um pool de 5 tecidos peritumorais.
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Cada umas das misturas descritas acima foi elaborada com o reagente TagMan
Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems) de modo que cada poco da placa
apresentasse a quantidade final de 80ng de cDNA em 20ulL de solu¢do. Uma vez
finalizado o procedimento de preparo, a placa foi depositada no equipamento
StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems) para a realizacdo da reagao
nas condigdes recomendadas pelo fabricante.

A analise dos dados foi realizada no site

http://www.leonxie.com/referencegene.php a partir dos valores de Ct (threshold cycle),

no qual o aumento do sinal associado a fase exponencial de amplificacao do produto de
PCR comega a ser detectado.

O gene RPL30, que codifica a proteina ribossomal L.30, foi eleito como melhor
gene de referéncia para esta pesquisa, pois mostrou-se mais estavel em relacdo aos
demais genes analisados (Figura 8). A classificacdo abrangeu o conjunto de analises

BestKeeper, Normfinder, GeNorm e Delta CT.
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Figura 8. Grafico representativo da determinagido do segundo gene de referéncia. O gene RPL30

demonstrou a menor variagdo de expressao entre os tecidos analisados.
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4.2.4. Expressdo dos genes da via HGF/MET

Uma vez determinados os genes de referéncia, a analise da expressdo gé€nica de
cada amostra foi determinada por PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR),
realizadas no equipamento StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems)
utilizando o sistema TagMan (Applied Biosystems).

As reagdes de RT-qPCR foram realizadas com volume final de 20uL. contendo
os seguintes componentes: 1ulL de cDNA, 1ul da sonda TagMan Gene Expression
Assay (20X), 10uL de TagMan Gene Expression Master Mix (2X) e 8uL de dgua estéril.

A Tabela 3 mostra a identificacdo dos genes-alvo (HGF, MET, HGFA, STI14,
HAI-1 e HAI-2) e dos genes enddgenos (PSMC6 e RPL30), utilizados como referéncia
para as reacdes de amplificacdo. Como controle positivo, uma amostra de tecido
hepatico normal foi utilizada para os genes HGF, MET, HGFA e ST14, ¢ uma amostra

de tecido placentario normal utilizada para os genes HAI-1 ¢ HAI-2.

Tabela 3. Identificagdo dos genes utilizados no estudo.

LOCALIZACAO TAMANHO DO PRODUTO

GENE GENE ID (sonda) R
CROMOSSOMICA DA RT-qPCR

HGF 3082 (Hs00300159 m1) 7q21.1 92pb

MET 4233 (Hs01565584 m1) 7931 73pb
HGFA 3083 (Hs00173526_m1) 4p16 70pb

STI4 6768 (Hs01058386_m1) 11q24-q25 85pb
HAI-1 6692 (Hs00173678_m1) 15q15.1 72pb
HAI-2 10653 (Hs01070442_m1) 19q13.1 64pb
PSMC6 5706 (Hs01652481 gl) 14¢22.1 147pb
RPL30 6156 (Hs00265497 m1) 8q22 149pb

De acordo com o fabricante, ndo é necessario realizar as curvas de eficiéncia da
amplificacdo entre os genes-alvo e os genes endodgenos, uma vez que as sondas

utilizadas nos ensaios de expressdo génica do sistema TaqMan (Applied Biosystems)
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foram validados com 100% de eficiéncia quando testados em uma amplitude de diluicao
de 6-log em amostras livres de inibidores de PCR.

Os valores quantitativos foram obtidos pelo valores de Ct, no qual o aumento do
sinal associado a fase exponencial de amplificacdo do produto da PCR comega a ser
detectado. O calculo matematico utilizado para aferir a quantificagao da expressao (Qe)

dos genes analisados foi uma variacdo do Método Comparativo descrito por Livak e

Schmittgen em 2001 [111], definida como 27 levando-se em consideracdo a igualdade

na eficiéncia de amplificagdo das sondas dos genes do estudo, demonstrado pela

seguinte formula:

Q e=72 (Ct do gene-alvo — Ct do gene de referéncia)

4.2.5. Analise imuno-histoquimica

Ap0s o levantamento de 19 casos de insulinomas (11 tumores G1, seis G2 e dois
G3) por imuno-histoquimica e preparo das laminas histologicas pelo Departamento de
Anatomia Patolégica do HCFMUSP com corte tecidual a 3um de espessura, o material
foi desparafinizado em um banho de xilol por 10 minutos, seguidos de mais trés banhos
de cinco minutos do mesmo reagente e reidratado com banhos descrescentes de alcool
absoluto, alcool 95% e alcool 70% por cinco minutos cada. Entdo, o material foi
colocado embebido com acido formico por trés minutos, lavado por dgua corrente e
agua deionizada e colocado em tampao PBS.

A recuperagao antigénica foi realizada a 125°C em panela de pressdao Pascal por
um minuto com tampao de citrato (pH 6,0). Para bloqueio da peroxidase endogena, as
laminas foram colocadas em banhos de agua oxigenada 10V por cinco minutos por sete

vezes. Entdo, lavadas em agua corrente e banhadas trés vezes com PBS por cinco
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minutos. Tomou-se o cuidado de bloquear reagdes inespecificas; para tanto, o material
foi colocado em solucao de leite desnatado 2% por 20 minutos.

Os anticorpos primdrios para c-MET (ab51067) ¢ HAI-1 (ab128492) (Abcam,
Cambridge, USA) foram diluidos a 1:500 e 1:350 respectivamente ¢ incubados sob os
cortes separadamente em camara imida por 20 horas. Entdo, o material foi lavado em
PBS por trés minutos por trés vezes e incubados com o uso do kit Novolink Polymer
Detection System (Leica Biosystems, Alemanha). Ap6s o periodo, as laminas foram
lavadas novamente com PBS por trés minutos por trés vezes. A revelacao foi realizada
com o uso do DAB (Leica) por cinco minutos. O material foi entdo lavado em agua
corrente por cinco minutos, contracorado com Hematoxilina de Harris e lavado
novamente em agua corrente por cinco minutos.

As laminas foram desidratadas com banhos sequéncias de alcool 70%, alcool
95% e trés banho de alcool absoluto por cinco minutos cada. Em seguida, diafanizado
com trés banhos de xilol por cinco minutos e selado com resina sintética e laminula.

Foi realizada captura das imagens utilizando o microscopio Optico de luz
convencional Leica DM2500 (Leica), com objetiva de 40x, acoplado a camera
fotografica Leica DFC295 (Leica), utilizando-se o programa LAS v4.1 (Leica). Para
cada lamina, foram fotografados 10 campos aleatorios contendo a massa tumoral. A
area com imunorreatividade positiva para cada anticorpo foi quantificada com auxilio
do programa ImagelJ (National Institutes of Health, USA), como demonstrado a seguir.

Embora os corantes utilizados no processo de imuno-histoquimica possuam
cores diferentes (marrom para DAB e azul para hematoxilina), existem espectros
sobrepostos nas imagens obtidas; portanto, a contribui¢do relativa de cada corante deve
ser separada. Para tanto, utilizou-se uma técnica de transformacao de cor com base nas

informacgodes originais de cada foto, denominada Color Deconvolution [112]. Apos a
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separacao das imagens em trés canais distintos (hematoxilina, DAB e um terceiro
componente gerado pela composicao de cores residuais da hematoxilina e do DAB), foi
realizada a sele¢ao dos tons de marrom representativos de marcagdo positiva para o
anticorpo utilizando a ferramenta Threshold do Image]. Essa ferramenta permite a
visualiza¢ao dos tons de marrom em um histograma, pelo qual, entdo, ¢ feita a selecao.
Procurou-se manter constante o intervalo de tons selecionados para cada anticorpo. A
area marcada dos tons selecionados foi entdo normalizada pela area total do campo,
obtendo-se um valor em porcentagem da area positiva para o anticorpo. A mediana dos
valores obtidos dos 10 campos selecionados de cada lamina foi utilizada como resultado

final para analise.

4.2.6. Sequenciamento do gene MET

As reagoes de sequenciamento foram realizadas em 22 amostras de insulinomas
para os éxons 2, 10, 14, 16, 17 e 19 do gene MET, de modo que cada éxon foi
delimitado por dois pares de oligonucleotideos, exceto para o éxon 2, onde foram

sintetizados trés primers, os quais estao representados na Tabela 4, a seguir:



32

Tabela 4. Sequéncia dos iniciadores do gene MET para sequenciamento.

INICIADORES TAMANHO DO
EXON PRODUTO DA
SENSO ANTISSENSO RT-qPCR

2a CGACACCTACTATGATGATCAACTC TCTCTGAACTCAGGTAAAACATCAA 380pb
2b TCCACAAAGAAGGAAGTGTTTAAT TGCTGGAGACATCTCACATTG 250pb
2¢ TCGAACAGAGTTTACCACAGC CAGAAAGCACTTACCTGCATGA 200pb
10 TTGACTGTGCCTCTGACCTG TGTGGCTTTCATGGTACCTG 289pb
14 GCCCATGATAGCCGTCTTTA CAGTGGGTTGTGACATTGTTG 256pb
16 CGCAGTGCTAACCAAGTTCT ACTTTTGTGGTTTGCAACCT 165pb
17 CCACCACTGGATTTCTCAGG CCATCCCTTCAAAATAGGCC 269pb
19 TTCTATTTCAGCCACGGGTAA TTGGTTATCTCTGAGTTTCTCCTC 240pb

Primeiramente, as reagdes de amplificagdo para cada éxon do gene MET foram
realizadas obedecendo as seguintes condi¢des: 94°C por cinco minutos, seguido de 40
ciclos de 94°C por um minuto, 55°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos, seguidos
de 72°C por 10 minutos.

Antes de efetuar a reacdo de sequenciamento, Sul. do produto de PCR de cada
regido exonica estudada foram purificados com 2ul de ExoSAP-IT (USB, Cleveland,
OH, USA). Para isso, a mistura foi incubada em termociclador por dois periodos de 15
minutos, o primeiro em temperatura de 37°C, e, o segundo, em temperatura de 80°C.

Os produtos de PCR tratados com ExoSAP-IT foram sequenciados em
sequenciador automatico 37/30X/Genetic Analyzer (Applied Biosystems) de acordo com
os procedimentos recomendados no manual do BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing kit (Applied Biosystems). Desse modo, a reacdo de sequenciamento foi feita

em volume final de 10ul contendo Syl do produto de PCR purificado, 1ul do BigDye
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Terminator, 1uL da solug¢do 5,0pmol/uL do oligonucleotideo iniciador senso, 1,5ul do
tampao contendo TrisHCI 1M pH 9.0 e MgCl, 50mM e 1,5uL de agua estéril. As
reagOes de amplificagdes foram realizados de forma idéntica a descrita anteriormente.

Em seguida, os produtos da reacdo descrita acima foram purificados por
precipitagdo. Nesta etapa, 40ulL de isopropanol 65% foram acrescidos ao produto de
cada reagao de sequenciamento, com posterior incubacao a temperatura ambiente por 30
minutos. Apos este periodo, as amostras foram centrifugadas por 30 minutos em rotagao
de 3000g; o isopropanol foi removido e 200uL de etanol 60% adicionados. Uma nova
centrifugacao foi executada, desta vez por 5 minutos, e entdo o etanol foi removido. Por
fim, as amostras foram secas, dissolvidas em 10uL de formamida e aplicadas no
sequenciador automatico.

A leitura do sequenciamento de cada éxon foi realizada utilizando-se a

ferramenta Sequencher 5.1 (Gene Codes Corporation, Ann Harbor, MI, USA).

4.2.7. Andlise estatistica

Os testes estatisticos foram bicaudais, com significancia fixada em 0,05. As
variaveis continuas foram avaliadas usando o teste Kruskal-Wallis seguido pelo teste
nao-paramétrico de comparagdes multiplas Dunn e coeficiente de correlagdo Spearman.
Os valores foram expressos em medianas, valores minimos € maximos. Os dados foram
compilados em planilhas de célculos e analisados utilizando-se o programa JMP 10

(SAS Institute Inc., NC, USA).
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5. RESULTADOS
5.1. Analise da expressao génica

No presente estudo, avaliou-se a expressao do mRNA dos genes HGF, MET,
HGFA, ST14, HAI-1 e HAI-2 nos diferentes subtipos de insulinomas por RT-qPCR. Os
genes endogenos PSMC6 e RPL30 foram utilizados como referéncia, ja validados em
estudos anteriores do nosso laboratorio. Como controle positivo, uma amostra de tecido
hepatico normal foi utilizada para os genes HGF, MET, HGFA e ST14, ¢ uma amostra
de tecido placentario normal foi utilizada para HAI-1 e HAI-2. A expressao de cada
gene-alvo foi representada pela média dos valores de Ct (threshold cycle) e considerada

relevante apenas quando apresentaram significancia estatistica (p<0,05).

5.1.1. Expressdo do mRNA do gene HGF
Para o gene HGF, os insulinomas malignos (G3) e metastases apresentaram
maior expressao em relacdo ao tumores benignos G1 (p=0,0088), como demonstra a

Figura 9.
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Figura 9. Expressdo elevada do mRNA do gene HGF entre os insulinomas malignos (G3) e metastases em

relacdo aos insulinomas benignos G1. Metastases estdo indicadas como circulos vermelhos preenchidos.
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5.1.2. Expressdo do mRNA do gene MET

Para o gene MET, os insulinomas malignos e metéstases apresentaram maior
expressao tanto em relacao ao tumores benignos G1 (p=0,0026) quanto em comparagao
aos benignos G2 (p=0,0387), conforme demonstra a Figura 10.
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Figura 10. Expressdo elevada do mRNA do gene MET entre os insulinomas malignos (G3) e metastases em

relacdo aos tumores benignos G1 e G2. Metastases estdo indicadas como circulos vermelhos preenchidos.

5.1.3. Expressdo do mRNA do gene HGFA

Nenhuma amostra de insulinoma apresentou expressao detectavel do mRNA do
gene HGFAC. Demonstrada na Figura 11A, apenas a amostra de tecido hepatico normal,
utilizado como controle positivo, apresentou curva de amplificagdo. A auséncia do
produto da RT-qPCR das amostras de insulinomas foi confirmada em gel de agarose
2% com o uso do GelRed (Biotium Inc., San Francisco, USA) para colora¢do dos acidos

nucléicos, como mostra a Figura 11B.
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Figura 11. Expressdo do mRNA do gene HGFA nos insulinomas. Ndo houve expressdo detectavel em nenhuma
das amostras de insulinoma analisadas. A, curva de amplificagio da RT-qPCR demonstra auséncia de
expressdo dos insulinomas; B, gel de agarose 2% confirma a auséncia do produto de 70pb da RT-qPCR nas

amostras de insulinoma. CP, controle positivo; CN, controle negativo.

5.1.4. Expressdo do mRNA do gene ST14
Para o gene ST/4, os insulinomas malignos e metastases apresentaram maior
expressdo em relagdo ao tumores benignos G1 (p=0,0018), conforme demonstra a

Figura 12.
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Figura 12. Expressdo elevada do mRNA do gene ST14 entre os insulinomas malignos (G3) e metastases em

relacdo aos tumores benignos G1. Metastases estdo indicadas como circulos vermelhos preenchidos.

5.1.5. Expressdo do mRNA do gene HAI-1
A expressao reduzida nos niveis do mRNA do gene HAI-1 foi constatada nos
insulinomas malignos quando comparados aos tumores benignos G1 (p=0,0011),

conforme Figura 13.
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Figura 13. Expressdo reduzida do mRNA do gene HAI-1 entre os insulinomas malignos (G3) e metastases
quando comparada aos insulinomas benignos G1. Metastases estdo indicadas como circulos vermelhos

preenchidos.

5.1.6. Expressdo do mRNA do gene HAI-2
Para o gene HAI-2, nao houve diferenca na expressado do mRNA entre os

insulinomas malignos e benignos, conforme mostra Figura 14.
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Figura 14. Auséncia de expressdo diferencial do mRNA do gene HAI-2 entre os subgrupos de insulinomas.

Metastases estdo indicadas como circulos vermelhos preenchidos.
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5.2. Analise imuno-histoquimica

5.2.1. Expressdo protéica de c-MET

Foi observada discreta positividade para c-MET nos insulinomas G1 (Figura 15)
e G2 (Figura 16), com a marcagao visivel no citoplasma. Nos insulinomas malignos G3,
notou-se imunorrea¢ao mais intensa, abrangendo o citoplasma e a membrana plasmatica
(Figura 17). A porcentagem de area de marcagdo positiva do c-MET nos insulinomas
malignos G3 foi estatisticamente maior em relacdo aos insulinomas G1/G2 agrupados
(p=0,0284), conforme demonstra a Figura 18. Observou-se também expressao intensa
do c-MET na membrana plasmatica das células acinares e ductais do pancreas exocrino

(Figura 19) em todos os subtipos tumorais.
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Figura 15. Expressdo citoplasmatica discreta para c-MET em insulinomas benignos G1. A, aumento de 100x. B,
detalhe do campo anterior em que se notam células acinares com marcagio nitida na membrana plasmatica e

células tumorais (no centro) exibindo expressdo discreta, em sua maioria citoplasmatica (aumento de 400x).
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Figura 16. Expressdo discreta do c-MET em insulinomas G2. A, aumento de 100x. B, detalhe do campo
anterior, em que se observam células acinares exibindo forte expressdo na membrana plasmatica e células
tumorais (no centro) com marcagdo discreta no citoplasma da maioria das células; poucos elementos celulares

exibem expressdo na membrana plasmatica (aumento de 400x).
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Figura 17. Marcagdo mais intensa para c-MET em insulinomas malignos G3 em comparagdo aos G1 e G2. A,
aumento de 100x. B, as setas indicam algumas imunorreagio positiva na membrana plasmatica das células

tumorais (aumento de 400x).
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Figura 18. Aumento da expressdo protéica de c-MET nos insulinomas malignos (G3) em relacdo aos tumores

G1/G2.
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Figura 19. Intensa marcac¢do do c-MET na membrana plasmatica em células do pancreas exdcrino nos

insulinomas. A, células acinares (aumento de 400x). B, células ductais (aumento de 400x).

5.2.2. Expressdo protéica de HAI-1

Observou-se discreta positividade para HAI-1 no citoplasma das células dos
insulinomas G1 (Figura 20) e G2 (Figura 21). Nos insulinomas G3, a marcacao foi
bastante heterogénea, com células exibindo marcacdo moderada, outras marcacao
discreta e algumas células negativas para HAI-1 (Figura 22). As células do pancreas
exoécrino exibiram marcagdao mais intensa para HAI-1 em relacdo aquelas com
morfologia de células das ilhotas pancredticas. Nao houve diferenca estatistica da

expressao protéica de HAI-1 entre os subtipos tumorais (Figura 23).
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Figura 20. Expressdo citoplasmatica discreta para HAI-1 em insulinomas G1. A, nota-se a presenca de células
do pancreas exécrino com marcagdo mais intensa do que as células das ilhotas pancreaticas (por¢do superior
do campo); aumento de 100x. B, detalhe das ilhotas pancreaticas exibindo fraca expressdo citoplasmatica de

padrdo granuloso; aumento de 400x.
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Figura 21. Expressdo citoplasmatica discreta para HAI-1 em insulinomas G2. A, nota-se a presenca de células
do pancreas exdcrino (porgdo direita do campo) com marcagdo mais intensa para HAI-1 do que as células das
ilhotas pancreaticas (por¢do esquerda do campo); aumento de 100x. B, detalhe das células tumorais das

ilhotas exibindo padrdo discreto de marcagdo; aumento de 400x.
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Figura 22. Expressdo citoplasmatica discreta para HAI-1 em insulinomas G3. A, nota-se a presenca de células
do pancreas exdcrino (porgdo direita do campo) com marcagdo mais intensa para HAI-1 do que as células das

ilhotas pancreaticas (porg¢do esquerda do campo); aumento de 100x.
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Figura 23. Auséncia de expressdo diferencial da protéina HAI-1 entre os subtipos tumorais de insulinomas.
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5.3. Sequenciamento do gene MET
Mutagdes somaticas nao foram encontradas nos éxons 2, 10, 14, 16, 17 ¢ 19 do
gene MET nas amostras estudadas de insulinomas. As cromatografias das fitas senso e
antissenso de DNA estdo representadas nas Figuras 24, 25, 26, 27, 28 e 29,

respectivamente para cada éxon mencionado acima.
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Figura 24. Cromatografias representativas do sequenciamento do éxon 2 do gene MET. A, fita senso 2a. B, fita

antissenso 2a. C, fita senso 2b. D, fita antissenso 2b. E, fita senso 2c. F, fita antissenso 2c.
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Figura 25. Cromatografias representativas do sequenciamento do éxon 10 do gene MET. A, fita senso. B, fita

antissenso.
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Figura 26. Cromatografias representativas do sequenciamento do éxon 14 do gene MET. A, fita senso. B, fita

antissenso.
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Figura 27. Cromatografias representativas do sequenciamento do éxon 16 do gene MET. A, fita senso. B, fita

antissenso.
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Figura 28. Cromatografias representativas do sequenciamento do éxon 17 do gene MET. A, fita senso. B, fita

antissenso.
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Figura 29. Cromatografias representativas do sequenciamento do éxon 19 do gene MET. A, fita senso. B, fita

antissenso.

5.4. Correlacao entre expressiao génica e dados histopatolégicos
A correlacdo de Spearman foi realizada no programa JMP 10 (SAS Institute)
para fazer a correlacdo entre os valores de expressdao dos seis genes-alvo estudados
(Tabela 3) e os dados bioquimicos e histopatologicos dos pacientes com insulinomas
(Tabela 2).
A Tabela 5 demonstra todas as correlagdes significativas (p<0,05) entre as

diversas variaveis.
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Tabela 5. Correlagdo de Spearman entre os valores de expressdo génica e os dados clinicos dos pacientes com

insulinomas.
] Rho SPEARMAN
VARIAVEIS P TIPO
(p=)

MET x Ki-67 0,4682 0,0210 Direta

MET x HGF 0,7827 <0,0001 Direta

MET x HAI-1 -0,4493 0,0187 Inversa

MET x ST14 0,8272 <0,0001 Direta

HAI-1 x MITOSE (/10 HPF) -0,4721 0,0172 Inversa
HAI-1 x HGF -0,3962 0,0408 Inversa

HAI-1 x ST14 -0,4915 0,0092 Inversa

ST14 x HGF 0,5311 0,0044 Direta

Legenda. HPF, high-power fields.



DISCUSSAO



57

6. DISCUSSAO

Este trabalho iniciou-se a partir de um estudo anterior realizado em nosso
laboratério que identificou genes diferencialmente expressos entre insulinomas
malignos e benignos utilizando-se de microarranjos de cDNA. Dentre os resultados, o
gene MET, que codifica a tirosinocinase c-MET, foi identificado com expressao
aumentada nos insulinomas malignos [64]. Posteriormente, ao analisar individualmente
as amostras, confirmou-se tanto a expressao elevada do gene MET, como o aumento da
expressao do mRNA do proto-oncogene HGF (codificante para o ligante de c-MET)
nos insulinomas malignos [65].

Portanto, decidimos analisar a expressao do mRNA dos demais componentes da
via de sinalizagdo HGF/MET na tentativa de identificar potenciais marcadores
moleculares que poderiam ser uteis na avaliagdo clinica dos pacientes, sendo eles: dois
genes que codificam para proteinas ativadoras do HGF (HGFA e ST14), dois genes que
codificam para proteinas inibidoras destes ativadores citados (HAI-1 e HAI-2), além do
proprio HGF ¢ MET.

Na presente investigacao, foi observado o aumento da expressao do mRNA do
gene MET nos insulinomas malignos G3 e metastases quando comparados tanto ao
subgrupo dos insulinomas benignos G1 quanto em relacdo ao subgrupo G2; dados
confirmados por imuno-histoquimica quando agrupados G1/G2. Ainda, o indice
proliferativo Ki-67 se correlaciona positivamente com a expressao de MET. O gene
HGF também apresentou aumento de sua expressdo nos insulinomas malignos G3 e
metastases quando comparados aos tumores benignos Gl. Logo, a ativacdo destes
proto-oncogenes poderia contribuir para a progressao tumoral e malignidade nos
insulinomas, ja que esse aumento de expressdo poderia potencializar as fungdes

proliferativas nas ilhotas pancreaticas.
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Diferentemente de nossos achados, um estudo de 1998 envolvendo apenas 10
casos de insulinomas reportou a auséncia de expressao do gene MET [113]. A pequena
casuistica e a utilizacdo de uma metodologia menos sensivel, ao contrario do uso de
sondas empregadas no presente estudo, podem ter contribuido para estes achados
discrepantes.

O aumento da expressaio do mRNA dos genes HGF e MET associado a
malignidade dos insulinomas vao ao encontro de diversos achados em outros tipos
tumorais humanos. Em canceres gastricos, a expressao elevada de ambos os genes esté
relacionada com o desenvolvimento de metastases; neste tumor, o HGF mostra-se
como um potente fator angiogénico linfatico [114]. Na linhagem de carcinoma
pulmonar H460, tanto HGF como c-MET apresentaram aumento da expressao protéica
e sua co-hiperatividade elevou o potencial metastatico das células [103]. O aumento da
expressao de MET esta associado com altos niveis do mRNA de HGF em células de
adenocarcinoma ductal pancreatico [77].

Mutacdes ativadoras no gene MET podem promover a hiperatividade desta via
de sinalizacdo [115]. Potencialmente, trés principais mutagdes oncogénicas foram
descritas para esse gene [67]: mutacdes pontuais que levam a um splicing alternativo,
gerando uma proteina pequena com auséncia de um sitio de degradacao de ligacao a
PKC [116]; mutagdes pontuais no dominio tirosinocinase, mantendo a enzima
constitutivamente ativa [117] e; mutagdes Y1003, que inativam o sitio de ligacdo a
proteina Cbl, tornando a expressao protéica de MET ininterrupta [97].

Assim, decidimos investigar a presenga de mutacdo nos éxons que codificam
regidoes estruturais importantes da proteina ¢c-MET ja& previamente descritos com

mutacdo em outros tipos de cancer, sendo eles: os éxons 2, 10, 14, 16, 17 e 19, para
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tentar explicar esta hiperativacdo da via HGF/MET. Nenhuma mutagao foi observada
nos insulinomas estudados, independente do subgrupo tumoral.

O aumento dos niveis de mRNA do gene MET poderia ser consequéncia da
amplificacdo génica, como reportado em carcinoma pulmonar de células grandes
(NSCLC) [118], adenocarcinoma ovariano [119] e em estagios avancados de cancer
gastrico e suas metastases hepaticas [120, 121]. O ganho no nimero de copias deste
proto-oncogene, bem como de HGF, resultaria em maior sintese de transcritos,
possibilitando um aumento na sintese protéica e consequente progressao tumoral.
Inclusive, nestes tipos tumorais mencionados acima, c-MET ¢ implicado como um
marcador de prognoéstico desfavoravel.

Estudos epigenéticos também poderiam esclarecer processos de modulacao nos
genes envolvidos desta via, uma vez que eventos de metilacao ja foram encontrados em
insulinomas e sao comuns em diversos tipos de cancer humano [56]. A mudanca nos
padrdes de metilagdo do DNA, como a desmetilacdo em regides promotoras de proto-
oncogenes, facilitaria a ligagdo de fatores de transcri¢do ao sitio, possibilitando um
aumento na sintese de transcritos. Recentemente, um estudo na regido promotora do
gene Met identificou perda significativa na metilagdo do DNA de linhagem de células
tumorais circulantes oriundas de um modelo de camundongo para carcinoma
hepatocelular em relacdo ao aumento da expressao de c-Met e HGF, o que implica c-
MET na promoc¢ao metastatica deste tipo tumoral [122].

Futuramente, um estudo usando a técnica de MLPA (do inglés, Multiplex
ligation-dependent probe amplification), que permite a deteccdo de amplificagdao génica
e regioes metiladas, poderia auxiliar na elucidacdo do aumento da expressao de MET

observado.
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Interessantemente, ja foi demonstrado que HGF participa na resisténcia de um
tipo de morte celular programada denominada anoikis (do grego, sem casa) em algumas
linhagens de células tumorais cultivadas sob condi¢des ndo-aderentes [123, 124], as
quais incluem linhagens da série PCI, a partir de tecidos de adenocarcinomas
pancreaticos primarios humanos [125]. Este processo de apoptose ¢ induzido pela
auséncia de interacdes célula-célula e célula-matriz extracelular, prevenindo, assim, que
células destacadas de um tecido colonizem outros sitios [126]. Este mecanismo citado ¢é
justamente o que ocorre na transformacao maligna do cancer, onde as cé¢lulas tumorais
adquirem habilidade de migrar e invadir tecidos adjacentes e distantes. Portanto, nota-se
que os efeitos antiandicos promovidos pelo HGF poderiam contribuir para a resisténcia
apoptotica da célula, permitindo, assim, o processo de formagao metastatica.

Em relagdo as proteinas ativadoras do HGF objetos deste estudo, nenhuma
amostra de insulinoma apresentou expressao do mRNA do gene que codifica o ativador
do HGF (HGFA). Este ¢ um dado interessante, ja que esta molécula ¢ tida como a mais
potente catalisadora do pro-HGF [78]. Logo, parece que HGFA nao ¢ um requisito para
a ativacao do HGF em insulinomas.

Em contraste, o aumento da expressdo do mRNA do gene HGFA ja foi
observado em canceres pulmonares quando comparados aos tecidos normais [102]. O
aumento das concentragdes séricas de HGFA esté relacionado a estagios avancados de
cancer de prostata e diretamente correlacionado com as concentragdes de HGF [127].
Por outro lado, em pacientes com mieloma multiplo, HGFA nao se correlaciona com
HGF apesar do aumento de seus niveis protéicos [105].

Uma vez que a expressaio de HGFA nao foi detectada nos insulinomas,
decidimos investigar a expressao do mRNA de matriptase, outra molécula ativadora do

HGF. Na literatura, hepsina ¢ uPA também estdo relacionadas com a catalisagdo
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proteolitica do HGF, mas devido aos achados serem mais consistentes em relacao a
matriptase neste papel de ativagdo, preferimos estudar apenas o gene codificante desta
proteina, o ST14.

Observamos o aumento da expressao de S774 nos insulinomas malignos G3 e
metastases quando comparados aos insulinomas benignos G1. Além disso, os niveis de
mRNA do gene ST/4 se correlacionaram positivamente com a expressao dos genes
HGF e MET. Houve também correlagdo inversa entre a expressao génica de S7/4 ¢ a de
HAI-1. Estes resultados sugerem que nos insulinomas apenas a matriptase participe da
ativacao do HGF.

Um estudo in vitro mostra o envolvimento de matriptase na degradagdo da
matriz extracelular em consequéncia do aumento da expressdo do gene ST/4 e
consequente ativacdo do HGF, resultando no aumento da invasdo celular em canceres
colorretais [128]. O potencial oncogénico de matriptase ¢ completamente eliminado por
meio da ablacdo genética de c-Met em queratindcitos primarios que expressam
matriptase isolados de cultura celular derivada do camundongo K5-matriptase™ [129],
o que demonstra sua participagao efetiva na indugdo desta via de sinalizagao.

Diferentemente, em cancer de mama, a baixa expressdo do S7/4 esta
relacionada a um progndstico desfavoravel, tumores grandes e estagios avancados,
enquanto o aumento dos niveis do mRNA estdo associados a tumores pequenos e
estagios iniciais da doenca [130]. Outro estudo envolvendo 17 linhagens de tumores
primarios de cancer de mama demonstrou o aumento da expressdo do mRNA do gene
STI14 em 11 linhagens [131]. Esses achados sugerem que a S774/matriptase esteja
envolvida tanto na indu¢ao de mecanismos proliferativos como observados no presente
estudo com insulinomas, quanto na regulagdo negativa, conforme observado em outros

tipos de cancer.
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Em relagdo aos genes que codificam as proteinas inibidoras do HGFA e
matriptase, apenas HAI-1 foi observada com diminui¢ao da expressao do mRNA nos
insulinomas malignos G3 e metastases quando comparados aos insulinomas em estagios
iniciais (G1). Inclusive, seus dados de expressdo génica se correlacionam negativamente
com os niveis de expressao dos genes ST/4 ¢ MET e com o indice mitotico. Estes dados
sugerem a importante regulacdo de HAI-1 na via HGF/MET em insulinomas, pois a
baixa expressao desta molécula permitiria maior disponibilidade de matriptase em
participar da ativagao do HGF, promovendo a hiperativagao de c-MET.

Os niveis diminuidos de expressio do mRNA de HAI-1 nos insulinomas
malignos nao foram corroborados pelos dados de imuno-histoquimica, dificultando sua
utilizagdo na rotina de avaliacdo do insulinomas.

Apesar de ndo ter sido observada diferenga na expressao do mRNA do gene
HAI-2 entre os subgrupos tumorais no presente estudo, sua baixa expressao ja foi
descrita como um marcador prognoéstico relacionado a malignidade em outros tipos
celulares, como glioblastoma [106] e cancer cervical [132]. Inclusive, HAI-2 ¢ tido
como um gene supressor de tumor em meduloblastomas, ja que os investigadores
demonstraram o papel desta proteina na redugdo da proliferacdo in vitro através da
metilagao do seu promotor [133].

Em linhagens celulares de cancer de ovario, a redugdo dos niveis de matriptase
devido aos efeitos inibitérios de ambas as HAIs levam as células a processos
apoptoticos pelo do aumento dos niveis protéicos de BAK e reducao de BCL-2.
Ademais, estas proteinas inibidoras estdo associadas ao prognodstico maligno e baixa
taxa de sobrevivéncia [134]. Em adenocarcinoma de préstata [135] e cancer de mama

[102], ha correlagdo entre baixa expressao de HAI-1 e prognostico desfavoravel.
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Parr C et al. suprimiram a atividade de HAI-1 e HAI-2 utilizando um sistema de
expressao retroviral em uma linhagem de fibroblastos humanos e constataram o
aumento da influéncia metastatica do HGF em células de cancer de mama [136], o que
evidencia o papel das HAIs no processo maligno, tornando-as possiveis alvos
terapéuticos.

Outro fato interessante visto no presente estudo foi a imunorreagdo positiva
visualizada nas células de origem exocrina presentes na massa tumoral dos insulinomas.
Independente do subtipo do tumor, estas c€lulas encontram-se mais intensamente
marcadas em relagdo as ilhotas pancreaticas. Atenta-se para o fato da expressao das
proteinas c-MET e HAI-1 pelas células acinares e ductais pancreaticas na possivel
contribuigdo para o desenvolvimento da massa tumoral em insulinomas

Em suma, os dados do presente estudo sugerem a participacao da via HGF/MET
na malignidade dos insulinomas, uma vez que os niveis de transcritos e expressao
protéica do gene MET aumentam nos tumores malignos em relagdo aos insulinomas em
estagios benignos. Esta hiperativagao de c-MET pode ser decorrente da baixa expressao
de HAI-1 demonstrada, pois niveis elevados de matriptase promoveriam maior ativagao
de HGF.

Estudos funcionais adicionais podem auxiliar na elucidacdo dos papéis das
moléculas da via HGF/MET no desenvolvimento maligno dos insulinomas. Por
exemplo, investigar se a inibi¢do dos genes HGF e/ou MET por meio da técnica de
RNA de interferéncia (RNAi) em cultura celular de insulinoma maligno resultaria na
diminui¢do da migracao, proliferacdo, sobrevivéncia e invasao celular. A utilizacao de
vetores para aumentar a expressao protéica destes genes também poderia auxiliar na
compreensdo do papel desses proto-oncogenes nos mecanismos associados a progressao

e formacao metastatica. Estas abordagens poderiam ser muito uteis na elucidagao do
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papel de HAI-1, pois também seria possivel analisar estas alteragdes em decorréncia do
aumento ou diminui¢do desta proteina inibidora.

Também seria de grande interesse analisar se as concentragdes séricas das
proteinas HGF e HAI-1 nos pacientes com insulinoma, j& que estas moléculas estdo
presentes na corrente sanguinea e possibilitariam a quantificagdo protéica de forma
rapida. Futuramente, o desenvolvimento de um kit comercial para uso na pratica clinica
seria de enorme auxilio no diagnostico tumoral maligno.

Ainda, a identificacdo de padrdes de expressao de miRNAs poderia trazer
contribuicao, ja que o desequilibrio deste mecanismo regulatério poderia contribuir para
o desenvolvimento dos insulinomas. Um estudo publicado em 2010, identificou trés
miRNAs (miR-34b, miR-34¢ € miR-199") que regulam negativamente a expressio de
MET em diversas linhagens tumorais, incluindo A549 (adenocarcinoma pulmonar),
GLTI16 (cancer gastrico) e MDA-MB-435 (melanoma). Na linhagem celular HT-29
(adenocarcinoma de colon), estes mesmos miRNAs possuem papel na regulagcdo de
processos invasivos induzidos por MET [137].

A utilizagdo de técnicas que visam o aumento da expressdo de miRNAs
envolvidos na regulacdo de oncogenes, como por exemplo HGF ¢ MET, bem como a
construgdo de moléculas bloqueadoras antisense que tenham como alvo miRNAs
relacionados a regulacdo de genes supressores de tumor descritos com baixa ou
nenhuma expressao, como ¢ o caso de HAI-1 no presente estudo, poderiam se tornar
potenciais terapéuticos.

Portanto, a descoberta de novas moléculas que participam do equilibrio dos
componentes da via HGF/MET ¢ relevante, ja que influenciam diretamente o balango

protéico, podendo, assim, facilitar os processos oncologicos.
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7. CONCLUSOES

A via HGF/MET participa da tumorigénese dos insulinomas, uma vez que:

- os insulinomas malignos G3 e metéstases apresentam maior expressao
do gene MET e do mRNA dos genes HGF e ST14 concomitantemente
com a menor expressao do mRNA do gene HA/I-1 em comparacao aos
insulinomas G1 e G2;

- a expressao do mRNA do gene MET correlacionou-se positivamente
com o indice proliferativo Ki-67 ¢ o mRNA do gene HAI-1

correlacionou-se negativamente com o indice mitético.

Mutagdes somaticas nos éxons 2, 10, 14, 16, 17 e 19 do gene MET parecem

nao contribuir para a tumorigénese dos insulinomas.
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

1 — Desenho do estudo e objetivo(s): Este estudo visa analisar a expressado de alguns genes com
possiveis envolvimentos na formagao e progressao dos insulinomas.

2 — Descrigao dos procedimentos que serao realizados, com seus propdsitos e identificagdo dos que
forem experimentais e nao rotineiros; Sera utilizado o RNA mensageiro das amostras de tumores obtidos
durante o ato cirdrgico. Kits comerciais serao utilizados para analisar a magnitude de expressao dos
RNAs nos diferentes tumores.

3 — Relagao dos procedimentos rotineiros e como sao realizados: Todos os tumores serdo obtidos
durante o ato cirdrgico.

4 — Descrigao dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens 2 e 3: As amostras de
tecidos tumorais coletadas para dosagem de RNA mensageiro fardo parte da pega cirlrgica ja prevista,
sem lesdo que possa significar risco de qualquer natureza ao paciente, exceto os inerentes do préprio
ato cirurgico.
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melhor entendimento das alteragdes fisiopatolégicas que ocorrem no desenvolvimento ou progressao
dos insulinomas, o que podera ter implicagdes em prognésticos e terapéuticas futuras.

6 — Relagao de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais o paciente pode
optar: No momento ndo ha. A compreensado dos aspectos moleculares é o objetivo deste estudo.

7 — Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador & o Dr Maria Lucia
Cardillo Corréa-Giannella. que pode ser encontrado no enderego Av. Dr. Arnaldo, 455 — 4 andar, sala
4344 Telefone(s) 3066-7253 Se vocé tiver alguma consideraga@o ou divida sobre a ética da pesquisa,
entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5°
andar — tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26 — E-mail:
cappesg@hcnet.usp.br

8 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituigao;

09 — Direito de confidencialidade — As informagodes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros
pacientes, ndo sendo divulgado a identificagdo de nenhum paciente;

10 — Direito de ser mantido atualizado sobre o0s resultados parciais das pesquisas, quando em estudos
abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;
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11 — Despesas e compensagdes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do
estudo, incluindo exames e consultas. Também n@o ha compensacao financeira relacionada a sua
participagao. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orgamento da pesquisa.
12 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para esta
pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas para
mim, descrevendo o estudo ESTUDO DA EXPRESSAO DO mRNA DO ATIVADOR DO HGF (HGFA) E DAS
PROTEINAS INIBIDORAS DO HGFA (HAI-1 E HAI-2) EM INSULINOMAS

Eu discuti com o Dr Maria Lucia Cardillo Corréa-Giannella sobre a minha decisdo em participar nesse

estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participagao é isenta de despesas e que tenho garantia do
acesso a tratamento hospitalar quando necessério. Concordo voluntariamente em participar deste
estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem

penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu

atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de
deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente
ou representante legal para a participagao neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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