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RESUMO 



	  

Resumo 
 

Murat CB. Estudo molecular dos componentes da via de sinalização HGF/MET em 

insulinomas [dissertação]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São 

Paulo; 2013. 

 

Os insulinomas são os tumores neuroendócrinos pancreáticos funcionantes mais 

frequentes, entretanto, os aspectos moleculares envolvidos em sua tumorigênese 

precisam ser melhor esclarecidos. As características morfológicas e histoquímicas dos 

insulinomas não conseguem predizer completamente seu comportamento biológico, 

apenas o fenótipo invasivo local e a presença de metástase são as formas confiáveis do 

diagnóstico maligno. A presente investigação teve por objetivos analisar a expressão 

gênica por reação em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real e a expressão protéica 

por imuno-histoquímica dos componentes da via de sinalização do fator de crescimento 

hepatocítico (HGF) e seu receptor (c-MET) em 27 amostras de insulinomas, sendo: 16 

tumores benignos grau 1 (G1), seis tumores benignos grau 2 (G2), dois insulinomas 

malignos grau 3 (G3) e três metástases hepáticas. Além disso, realizou-se a pesquisa de 

mutações somáticas no gene MET. Observou-se (1) o aumento da expressão dos genes 

HGF, MET e ST14 (codificante para a matriptase) e a baixa expressão do gene HAI-1 

(codificante para a protease inibidora tipo-kunitz do tipo 1) nos insulinomas malignos e 

metástases quando comparados aos insulinomas benignos G1; (2) uma correlação 

positiva entre a expressão do mRNA do gene MET e o gene ST14 e índice proliferativo 

Ki-67, bem como uma correlação inversa entre a expressão do mRNA do gene HAI-1 e 

os genes MET, HGF, ST14 e o índice mitótico; (3) uma correlação positiva entre a 

expressão do gene ST14 e a expressão do mRNA do gene HGF; (4) maior expressão 



	  

protéica de c-MET nos insulinomas malignos G3 em relação aos insulinomas G1/G2 e 

(5) ausência de mutações nos éxons 2, 10, 14, 16, 17 e 19 do gene MET. Concluiu-se 

que os genes HGF, MET, ST14 e HAI-1 estão diferencialmente expressos entre 

insulinomas malignos e benignos, o que pode ter implicações diagnósticas e 

terapêuticas. 

 

Descritores: Insulinoma, Vias de sinalização, Fator de crescimento de hepatócito, 

Proteínas proto-oncogênicas c-met, Expressão gênica, Análise mutacional de DNA. 

 

  



	  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 



	  

Abstract 

 

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

Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São 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 SPINT1 and 

SPINT2 (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 (G1), 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 SPINT1. 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 SPINT1. 

Positive correlations were observed between MET RNA expression and Ki-67 

proliferation index while a negative correlation was detected between SPINT1 

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. INTRODUÇÃO 

1.1. Tumores neuroendócrinos pancreáticos (TNPs) 

 Os tumores neuroendócrinos pancreáticos (TNPs) são neoplasias raras com 

incidência anual de quatro casos para cada 1.000.000 de pessoas na população global 

[1-6] e representam apenas 2% de todas as neoplasias pancreáticas [7, 8], entretanto, 

estudos de autópsia encontram TNPs em até 10% dos indivíduos [9, 10]. 

 Tipicamente acometem adultos, com maior incidência entre 30 e 60 anos de 

idade e ocorrência crescente no número de casos nas últimas décadas [4, 11]. 

Normalmente, são de natureza esporádica, solitários, pequenos, medindo de 0,5 a 5cm 

de diâmetro e bem-demarcados, porém, carecem de uma cápsula bem-definida [12]. 

 Os TNPs podem ser descritos como funcionantes quando secretam um 

determinado tipo hormonal, causando síndromes clínicas características, sendo os mais 

comuns: tumores secretores de insulina (insulinomas), gastrina (gastrinomas), peptídeo 

intestinal vasoativo (VIP) (VIPomas), glucagon (glucagonomas) e somatostatina 

(somatostatinomas), respectivamente listados em ordem decrescente de incidência [5, 

13]. Também podem co-secretar múltiplos hormônios, mas, normalmente, apenas um 

destes determina os sintomas clínicos [14]. 

 Os tumores não-funcionantes, que compreendem aproximadamente 70% dos 

TNPs, são caracterizados pela ausência de secreção ou pela quantidade excessiva de 

hormônios secretados, estando apenas associados à expansão da massa tumoral e não 

cursam manifestações clínicas endócrinas [5, 15, 16]. 

 Os TNPs também podem estar associados a síndromes genéticas, como a 

Neoplasia Endócrina Múltipla Tipo 1 (NEM-1), Doença de von Hippel-Lindau (VHL), 

Doença de von Recklinghausen (VHD) e esclerose tuberosa [17, 18]. 
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 A maioria dos pacientes portadores de NEM-1 apresentam algum subtipo de 

TNP durante o curso da doença [19], sendo esses responsáveis por mortes prematuras 

nestes pacientes [20]. 

 Em 2010, uma atualização do sistema de classificação proposto pela 

Organização Mundial de Saúde (OMS) dividiu os TNPs em três categorias de acordo 

com o índice proliferativo Ki-67 e o índice de mitose (/10HPF): (1) tumor 

neuroendócrino pancreático bem-diferenciado grau 1 (G1; <2 mitoses/10HPF e <3% de 

índice Ki-67); (2) tumor neuroendócrino pancreático bem-diferenciado grau 2 (G2; 2 a 

20 mitoses/10HPF ou 3 a 20% de índice Ki-67) e (3) carcinoma neuroendócrino 

pancreático pouco-diferenciado grau 3 (G3; >20 mitoses/HPF e >20% de índice Ki-67) 

[21]. 

 A malignidade nos diferentes tipos de TNPs é bem variada, sendo os 

glucagonomas e gastrinomas os tumores com maior índice e os insulinomas os de 

menor malignidade (apenas 10% dos casos) [13, 22]. 

 A ablação cirúrgica é 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 não-funcionantes metastáticos [5, 13]. 

 

1.2. Insulinomas 

 Os insulinomas são tumores das células-β das ilhotas pancreáticas que 

hipoglicemia devido à hiperinsulinemia endógena [24]. Embora raros, são os TNPs 

funcionantes mais comuns (70 a 80%) [25, 26], apresentando incidência de um a quatro 

casos em 1.000.000 de pessoas por ano na população global [27-29]; sua maior 

incidência ocorre entre a terceira e a quinta décadas de vida, com pico aos 47 anos, e as 

mulheres são um pouco mais afetadas que os homens [7, 25]. 
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 Em sua maioria, os insulinomas são benignos, pequenos (86% sendo <2cm e 

47% sendo <1cm), solitários, hipervascularizados e de natureza esporádica; 

aproximadamente, 10% são malignos, 10% múltiplos e de 5 a 16% associados à NEM-1 

[30, 31]. 

 A hipoglicemia é a principal manifestação clínica dos insulinomas [8]. O ganho 

de peso e a obesidade observados em alguns pacientes são resultantes do aumento da 

ingestão de carboidratos simples ou complexos usados para atenuar o quadro de 

hipoglicemia [32]. 

 O diagnóstico é definido segundo a Tríade de Whipple [33]: (1) sintomas 

consistentes com hipoglicemia; (2) baixa concentração de glicose plasmática 

(<45mg/dL) e (3) alívio dos sintomas e normalização da glicemia após administração de 

glicose [34]. 

 O teste de jejum prolongado (até 72 horas) é o teste diagnóstico clássico para 

avaliação de doenças hipoglicêmicas e deve ser conduzido quando a detecção de 

hipoglicemia espontânea não é praticável. O diagnóstico de hipoglicemia 

hiperinsulinêmica endógena exige a demonstração de hiperinsulinemia (concentração de 

insulina > 6µU/mL por radioimunoensaio e > 3µU/mL por dosagens imunométricas em 

vigência de hipoglicemia [35]. 

 A localização tumoral é realizada por meio da ultrassonografia transabdominal, 

tomografia computadorizada ou imagem de ressonância magnética, as quais são 

limitadas, pois falham na detecção de insulinomas menores que 1cm de diâmetro [36, 

37]. A laparoscopia com ultrassonografia intraoperatória, associada à palpação do 

pâncreas, apresenta sensibilidade >85% na detecção tumoral [38]. Os tumores podem 

estar localizados na cabeça, corpo ou cauda do pâncreas, sempre no interior do órgão 

[39]. 
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 A cirurgia para retirada do tumor é o tratamento mais indicado e possui alta taxa 

de sucesso [28], com uma cura em 70 a 90% dos casos [40, 41]. O tratamento clínico 

medicamentoso fica reservado para pacientes que não podem se submeter aos 

procedimentos cirúrgicos, para controle pré-operativo das glicemias ou para tumores 

metastáticos irressecáveis [39]. 

 As características morfológicas e histoquímicas não conseguem predizer 

completamente o comportamento biológico dos insulinomas. Geralmente, o fenótipo 

invasivo local e a presença de metástases são as formas mais confiáveis de diagnosticar 

um tumor maligno [42, 43]. 

 As metástases ocorrem com maior frequência no fígado e em linfonodos, mas 

também podem ser encontradas nos tecidos peritoneal e ósseo [30, 44, 45]. Nestes casos, 

os pacientes possuem taxa de sobrevida menor que dois anos, com recorrência tumoral 

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

doença metastática que apresentam boa evolução clínica [25].	  

	  

1.3. Aspectos moleculares dos insulinomas 

 Muito pouco se sabe a respeito das bases moleculares dos insulinomas. Alguns 

podem ter influência hereditária; por exemplo, cerca de 10% dos insulinomas estão 

associados à NEM-1 [31, 47], síndrome autossômica dominante que resulta da 

inativação do gene supressor de tumor MEN1, localizado na região cromossômica 

11q13 [45, 48]. O produto do gene MEN1, a menin, está envolvida na regulação da 

transcrição gênica, proliferação celular, apoptose e instabilidade genômica [49]. 

 A grande maioria dos insulinomas, no entanto, é esporádica e não está associada 

a síndromes genéticas. 
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1.3.1. Tumorigênese e progressão tumoral 

 Em estágios iniciais, já foram relatadas aneuploidias (trissomias ou tetrassomias) 

do cromossomo 6 [50], bem como a ativação de proto-oncogenes clássicos como MYC e 

TGF-α (fator de crescimento transformante-alfa) [51]. Em um modelo de roedor com 

hiperativação de Myc, após sete dias, as células das ilhotas pancreáticas apresentaram 

hiperplasia e aumento na vascularização e invasividade. Em outro estudo, a elevação 

dos níveis da proteína antiapoptótica BCL-2 também se mostrou relacionada à iniciação 

tumoral em um terço dos insulinomas [52]. 

 Alterações gênicas no cromossomo 9 são relatadas em alguns estudos, como a 

perda da expressão do gene p16INK4a devido à deleção homozigótica ou hipermetilação 

na região 5’ do gene, localizado em 9p21 [53]. Ganho no locus 9q34 também já foi 

observado em estágios iniciais em 50% dos insulinomas estudados [54].  

 Altos índices 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 região 

[55]. 

 A metilação das ilhas CpG da região promotora dos genes ER (receptor de 

estrógeno), MINT1 e MINT31 (codificantes para proteínas precursoras da amilóide-beta) 

p14 e p16 já foi encontrada em insulinomas [56]. Alterações durante a fase pós-

transcricional também já foram relatadas; o aumento da expressão do micro-RNA 

(miRNA) miR-204 está associado à tumorigênese de insulinomas [57].  

 

1.3.2. Transformação maligna e formação metastática 

 Alguns genes implicados na tumorigênese de outras neoplasias também estão 

envolvidos na transformação maligna dos insulinomas; mutações no proto-oncogene 
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KRAS, aumento da expressão do gene p53, expressão acentuada de TGF-α, bem como a 

ausência do gene supressor de tumor PTEN (fosfatase homóloga à tensina), são algumas 

das alterações já descritas [58, 59]. 

 Recentemente, um novo gene potencialmente oncogênico foi identificado. A 

expressão elevada da proteína de adesão epitelial EpCAM (CD326) foi observada em 

38% dos insulinomas benignos, 78% dos insulinomas malignos e 80% das suas 

respectivas metástases [60]. Esta glicoproteína também está associada a um prognóstico 

desfavorável em outros tipos tumorais [61], mas seu mecanismo de contribuição à 

malignidade não está claro. 

 A alta frequência de instabilidade de microssatélites (MSI) e expressão reduzida 

da proteína de reparo mismatch MLH1 devido à metilação do gene MLH1 já foram 

relatadas em insulinomas, sendo estatisticamente significativos na distinção entre 

tumores malignos e benignos [62]. No entanto, a presença de metilação no gene MLH1 

não foi encontrada em um estudo envolvendo 25 insulinomas realizado por outro grupo 

de pesquisa [63]. 

 Em suma, nota-se que diversas alterações genéticas como a ativação de proto-

oncogenes, inativação de genes supressores de tumor, mutações somáticas, LOH e MSI, 

bem como mecanismos moleculares epigenéticos, estão associadas aos insulinomas. 

 A presente investigação iniciou-se a partir de um estudo realizado em nosso 

laboratório 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 expressão aumentada nos insulinomas 

malignos. 
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 Posteriormente, uma investigação abordou individualmente as amostras de 

insulinomas e confirmou a expressão aumentada do gene MET, bem como o aumento da 

expressão do gene HGF (codificante para o fator de crescimento hepatocítico – ligante 

de c-MET) em insulinomas malignos e metástases quando comparados aos tumores 

benignos [65]. 

 À luz destes conhecimentos, selecionamos as moléculas que compõem a via 

HGF/MET para estudos adicionais, uma vez que esta via de sinalização está envolvida 

em processos celulares proliferativos e na tumorigênese de diferentes neoplasias [66, 

67]. 

 

1.4. Via de sinalização HGF/MET 

 O HGF, também conhecido como fator de dispersão (SF), é secretado pelas 

células mesenquimais e exerce efeito parácrino sobre células de origens epitelial e 

endotelial [68], com importante função na organogênese, desenvolvimento embrionário, 

regeneração hepática e cicatrização tecidual [69-71], através da interação com seu 

receptor c-MET, da família dos receptores tirosinocinase transmembrana e seu único 

receptor conhecido [72]. 

 No pâncreas, o HGF promove a proliferação e funcionalidade das ilhotas, 

tornando as células-β resistentes à morte celular, além de induzir a expressão de 

insulina, glucoquinase e do transportador de glicose (GLUT-2) [73-75]. 

 Em um estudo realizado durante o período gestacional em camundongos 

knockout condicionais para Met no pâncreas, observou-se diminuição da proliferação 

das células-β e aumento dos índices apoptóticos, levando à baixa expansão da massa 

celular, hiperglicemia, hipoinsulinemia e intolerância à glicose [76]. 
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 Apesar das funções atribuídas ao HGF e MET no pâncreas, os níveis de mRNA 

e proteína destes genes são baixos no tecido pancreático normal humano, com índices 

ainda menores nas ilhotas, muitas vezes com o transcrito indetectável [77]. 

 O HGF (105-kD) é secretado em uma forma precursora inativa (pró-HGF) de 

cadeia única (92-kD) de 728 aminoácidos e permanece nesta condição associado à 

matriz extracelular. Sob estímulo, o HGF torna-se ativo por meio da catalisação 

proteolítica que resulta em uma molécula de duas subunidades, consistindo de uma 

cadeia-α pesada (69-kD) e uma cadeia-β leve (34-kD) ligadas por uma ponte dissulfeto 

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

 

	  

Figura	  1.	  Ativação	  do	  HFG.	  O	  pró-‐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 plasmática circulante tipo XII, denominada de ativadora do 

HGF (HGFA), codificada pelo gene HGFA, é a molécula mais potente envolvida no 

processo de ativação do HGF [78], embora outras proteínas também possuam esta 

habilidade de conversão, como matriptase – uma serinoproteinase transmembrana tipo 

II codificada pelo gene ST14 –, além de hepsina e uPA (ativador de plasminogênio tipo-

urokinase) [79, 80]. 

 A atividade da HGFA e da matriptase é altamente regulada por duas proteínas 

transmembranas tipo I, denominadas protease inibidora tipo-kunitz do tipo 1 (HAI-1) e 

do tipo 2 (HAI-2); elas são moléculas recém-descobertas com dois domínios 

serinoprotéicos tipo-kunitz na porção extracelular [78]. Interessantemente, o cDNA 

clonado de HAI-2 revelou que esta proteína é idêntica à bicunina placentária [81]. 

 Em tecidos epiteliais, apenas HAI-1 forma um complexo com HGFA na 

superfície celular e atua na inibição de matriptase, enquanto HAI-2 permanece no 

citoplasma celular [82]. 

 A Figura 2 ilustra as interações moleculares da via de sinalização HGF/MET. 

 

	  

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

assim,	  sua	  ligação	  com	  c-‐MET.	  As	  serinoproteinases	  HAI-‐1	  e	  HAI-‐2	  atuam	  na	  inibição	  de	  HGFA	  e	  matriptase.	  
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 O receptor c-MET (190-kD), originado de um precursor de cadeia única por 

clivagem proteolítica após glicosilação, possui uma estrutura heterodimérica incomum 

composta de uma subunidade-α extracelular (50-kD), contendo um domínio Sema, um 

domínio rico em cisteína e quatro domínios tipo-imunoglobulina, e uma subunidade-β 

(145-kD), constituída de um domínio transmembrana, um domínio justamembrana e um 

domínio cinase intracelular [83]. 

 A ligação de HGF ao receptor c-MET promove a dimerização  e fosforilação dos 

resíduos de tirosina na porção C-terminal (Y1349 e Y1356), resultando em sua ativação. 

Este substrato, permite a exposição de sítios de fosforilação de c-MET a proteínas 

adaptadoras, como Grb2 e Shc, ou à subunidade p85 da cinase do fosfatidilinositol-3 

(PI3K), desencadeando sinais das vias MAPK e Akt, respectivamente [84]. A 

proteínocinase-C (PKC) fosforila c-MET no resíduo S985, atuando como um regulador 

negativo [84]. 

 A estrutura de c-MET e as vias de sinalização induzidas após sua ativação são 

demonstradas na Figura 3, a seguir: 
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Figura	   3.	   Estrutura	   do	   receptor	   c-‐MET.	   A	   porção	   extracelular	   se	   caracteriza	   por	   um	   domínio	   Sema,	   um	  

domínio	  rico	  em	  cisteína	  e	  quatro	  domínios	  tipo-‐imunoglobulina.	  A	  porção	  intracelular	  contém	  um	  domínio	  

cinase	  e	  resíduos	  de	  tirosina.	  Entre	  as	  porções,	  há	  também	  um	  domínio	  transmembrana.	  A	  fosforilação	  de	  

resíduos	   específicos	   desencadeiam	  vias	   de	   sinalização	  positivas,	   como	  migração,	   sobrevivência	   e	   invasão	  

celular,	   como	   negativas,	   que	   resultam	   na	   degradação	   de	   c-‐MET.	   Os	   número	   nos	   parênteses	   à	   esquerda	  

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

  

 A ativação de c-MET leva a uma variedade de respostas celulares, como indução 

da mitogênese, motilidade, sinais de sobrevivência, invasão da matriz extracelular e 

angiogênese [85, 86]. Logo, o equilíbrio dos componentes da via HGF/MET mostra-se 

importante na manutenção das condições celulares normais. 
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1.5. HGF/MET e suas implicações no câncer 

 Diversos estudos relatam que alterações moleculares na via de sinalização 

HGF/MET participam da patogênese de alguns tipos de cânceres humanos [67, 87], cuja 

ativação imprópria de c-MET resulta em proliferação, mecanismos antiapoptóticos, 

migração, angiogênese, invasividade e formação metastática [66, 88]. 

 O aumento da expressão de HGF e c-MET está relacionado a diversos tipos 

tumorais, como carcinoma de cólon, mama, pulmão e rins. Expressão aumentada de 

HGF e MET já foi detectada em tumores tireoideanos [72] e seus índices de expressão 

estão correlacionados com o estágio tumoral e com o prognóstico [89]. Concentrações 

elevadas de HGF circulante foram associadas ao tamanho tumoral, metástases à 

distância e menor sobrevida de pacientes com câncer de mama [90]. 

 Mutações somáticas no gene MET já foram descritas em alguns tipos de câncer, 

restritas aos éxon 2 (domínio SEMA), éxon 10 (domínio tipo-imunoglobulina), éxon 14 

(domínio justamembrana), éxon 16 (sítio de ligação ao ATP), éxon 17 e 18 (domínio 

tirosinocinase) e éxon 19 (sítio de autofosforilação) [91-101]; estas mutações 

encontram-se resumidas na Figura 4. 
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Figura	   4.	  Mutações	   no	   gene	  MET.	   Esquema	   de	  mutações	   já	   descritas	   no	   gene	  MET,	   nos	   seus	   diferentes	  

domínios.	  (Adaptado	  de	  Ma,	  2008	  [72]). 	  

 Em 2004, um grande estudo envolvendo 100 pacientes com câncer pulmonar, 

acompanhados por 72 meses, demonstrou que os níveis de mRNA de HGF, MET, 

HGFA, HAI-1 e HAI-2, mas não ST14, encontravam-se alterados. Ambas HAIs 

mostraram-se com expressão protéica reduzida em tumores avançados em relação a 

tumores em estágios iniciais [102]. Há evidências da ativação autócrina da via 

HGF/MET na linhagem celular de carcinoma pulmonar H460 [103]. 

 Em câncer de próstata, as concentrações plasmáticas de HAI-1 foram elevadas 

em pacientes com metástases à distância em comparação aos pacientes com tumor 

confinado ao órgão. Os autores também implicam HAI-1 como um potencial marcador 

para este tipo de tumor, enquanto a expressão de HAI-2 não mostrou diferenças 

significantes [104]. Um outro estudo do mesmo grupo de pesquisa encontrou 
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concentrações elevadas de HGFA no estágio mais avançado de câncer de próstata (D3) 

em relações aos outros subgrupos [105]. 

 Estudos também já constataram a baixa expressão gênica de HAI-2 em 

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

hipermetilação em sua região promotora [106-109]. 

 A Tabela 1 resume os resultados de estudos de expressão gênica da via 

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

 

Tabela	  1.	  Sumário	  de	  expressão	  gênica	  da	  via	  HGF/MET	  em	  linhagens	  celulares	  humanas.	  

TIPO 

TUMORAL 

LINHAGEM 

CELULAR 
HGF c-MET HGFA MATRIPTASE HAI-1 HAI-2 

câncer de próstata LN-CAP - - ** *** *** *** 

câncer de próstata DU-145 * * * *** *** *** 

câncer de próstata PC-3 * *** * *** *** *** 

câncer de mama MCF-7 * * * *** *** *** 

câncer de mama MDA MB-231 - *** *** * * *** 

câncer colorretal HT-115 - *** ** *** *** *** 

câncer colorretal HRT-18 - *** *** ** *** *** 

câncer de bexiga T-24 * * * - *** *** 

câncer de bexiga EJ-138 * *** * - * *** 

câncer pancreático MIA PACA-2 * * * - * *** 

câncer pulmonar A-549 * - *** ** * *** 

câncer de fígado PLC PRF-5 * * * - * *** 

melanoma G-361 - ** - - *** * 

fibroblasto MRC-5 *** ** ** * - * 

câncer epitelial ECV-304 - *** * - *** *** 

Legenda.	  -‐,	  não	  detectado;	  *,	  expressão	  fraca;	  **,	  expressão	  moderada;	  ***,	  expressão	  forte.	  (Adaptado	  de	  	  Parr,	  

2010	  [110]).	  

 Em resumo, são diversas as alterações reportadas nos componentes da via de 

sinalização HGF/MET em diversos tipos de câncer. Entretanto, não há estudos desta via 

em insulinomas. 
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2. OBJETIVOS 

 Visto que a as características morfológicas e imuno-histoquímicas não 

conseguem predizer completamente o comportamento biológico dos insulinomas e 

devido à importante função da via HGF/MET na proliferação, invasividade celular e 

formação metastática em diversos tipos de câncer humano, este estudo teve por 

objetivo: 

1- avaliar a expressão do mRNA dos genes HGF, MET, HGFA, ST14, HAI-1 e 

HAI-2 em insulinomas benignos e malignos; 

2- confirmar a expressão do(s) gene(s) que se apresentarem diferencialmente 

expressos entre tumores malignos e benignos por imuno-histoquímica; 

3- analisar a presença de mutações somáticas nos éxons 2, 10, 14, 16, 17 e 19 

do gene MET; 

4- correlacionar os resultados da expressão gênica com os dados 

anatomopatológicos dos pacientes. 
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3. JUSTIFICATIVA 

 Na abordagem dos insulinomas, as características histopatológicas não 

conseguem predizer completamente o comportamento biológico tumoral e a presença de 

fenótipo invasivo local e de metástase são as formas mais confiáveis de diagnosticar um 

tumor maligno. 

 Neste cenário, o melhor entendimento molecular se faz necessário na tentativa 

de buscar marcadores que possam auxiliar no reconhecimento do potencial maligno dos 

insulinomas. 

 Tendo em vista a contribuição ativa da via HGF/MET em processos 

oncogênicos em diversos tipos de câncer humano, consideramos relevante seu estudo 

nos insulinomas. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Casuística 

 Vinte e sete amostras foram obtidas após ablação cirúrgica de pacientes com 

diagnóstico de neoplasia endócrina pancreática produtora de insulina; todos internados 

sob supervisão do Grupo Geral de Endocrinologia do Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina da USP (HCFMUSP). 

 O projeto foi submetido e aprovado pela Comissão de Pesquisa e Pós-Graduação 

do Departamento de Clinica Médica da FMUSP e pela Comissão de Ética para Análise 

de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do HCFMUSP. 

 Os procedimentos experimentais foram desenvolvidos no Laboratório de 

Endocrinologia Celular e Molecular (LIM-25) da FMUSP. 

 As 27 amostras de insulinomas foram constituídas de: 16 tumores 

neuroendócrinos pancreáticos produtores de insulina bem-diferenciados grau 1 (G1; <2 

mitoses/10HPF e <3% de índice Ki-67), seis tumores neuroendócrinos pancreáticos 

produtores de insulina grau 2 (G2; 2 a 20 mitoses/10HPF ou 3 a 20% de índice Ki-67), 

dois carcinomas neuroendócrinos produtores de insulina pouco-diferenciados grau 3 

(G3; >20 mitoses/HPF e >20% de índice Ki-67) e três metástases hepáticas produtoras 

de insulina, dentre as quais, apenas um destes tecidos metastáticos corresponde a um 

dos carcinomas primários estudados. 

  A Tabela 2 demonstra os dados demográficos, anatomopatológicos, 

bioquímicos e histopatológicos dos pacientes portadores de insulinoma. 
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Tabela	  2.	  Dados	  demográficos,	  anatomopatológicos,	  bioquímicos	  e	  histopatológicos	  dos	  pacientes.	  

Nº  SEXO 
IDADE 

(anos) 

Ki-67 

% (IMH) 

MITOSE 

(/10HPF) 

TAMANHO 

TUMORAL 

(cm) 

DIAGNÓSTICO 

ANATOMOPATOLÓGICO 

1 M 42 1 1 12.0 metástase hepática 

2 M 60 1 0 1.0 G1 

3 F 42 1 1 0.8 G1 

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 metástase hepática 

8 M 19 1 1 2.0 G1 

9 M 28 1 1 1.5 G1 

10 F 42 1 0 2.0 G1 

11 F ND ND ND ND G1 

12 F 71 1 1 0.8 G1 

13 M 40 2 1 2.4 G1 

14 F 57 5 1 2.6 G2 

15 F ND 1 1 1.0 G1 

16 M 54 1 0 1.7 G1 

17 F 28 5 4 0.7 G2 

18 F 35 1 0 0.8 G1 

19 F 37 2 0 1.2 G1 

20 F 58 5 1 2.6 G3* 

21 F 44 1 0 1.4 G1 

22 F 42 1 0 0.9 G1 

23 F ND ND ND ND G2 

24 M 73 1 0 1.8 G1 

25 F 44 1 0 1.5 G1 

26 M 43 ND 1 2.0 G3* 

27 M 43 5 3 1.0 metástase hepática 

Legenda.	  *	  diagnóstico	  G3	  baseado	  na	  presença	  de	  metástase	  hepática;	  F,	  feminino;	  G1,	  grau	  1;	  G2,	  grau	  2;	  G3,	  grau	  3;	  HPF,	  

high-‐power	  fields;	  M,	  masculino;	  ND,	  não-‐disponível.	  
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4.2. Metodologia 

4.2.1. Extração do RNA total 

 Os tecidos tumorais foram armazenados imediatamente, após ressecção cirúrgica, 

em tubos criogênicos de 2mL contendo 1mL de RNAlater (Ambion Inc., Austin, TX, 

USA) e acondicionados em geladeira a -4ºC por um período máximo de uma semana até 

o processamento. O RNA total de cada uma das amostras foi extraído 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 nitrogênio e, então, pulverizado no equipamento Mikro-Dismembrator U 

(B. Braun Biotech, Melsungen, Hesse, Alemanha). Ao tecido pulverizado, foi 

adicionado 1mL de TRIzol. Após homogeneização, a mistura foi transferida para um 

tubo de 1,5mL estéril e repousada à temperatura ambiente por um período de cinco 

minutos. Então, adicionou-se 200µL de clorofórmio à solução, a qual foi agitada 

vigorosamente no Vortex Genie 2T (Scientific Industries Inc., Bohemia, NY, USA) por 

15 segundos. Mais uma vez, repousada à temperatura ambiente por 3 minutos e, em 

seguida, centrifugada à 12.000g por 15 minutos a 4ºC. 

 Posteriormente, o sobrenadante (fase aquosa) foi transferido para um novo tubo 

de 1,5mL estéril e o RNA precipitado com 500µL de isopropanol. A solução foi deixada 

em repouso à temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugada a 12.000g por 10 

minutos a 4ºC. Conservado o pellet de RNA formado, adicionou-se 1mL de etanol 75% 

para lavagem; a solução foi homogeneizada e centrifugada a 7.500g por 5 minutos a 4ºC 

e, então, o RNA foi dissolvido em água estéril livre de RNAse e o tubo armazenado a -

80ºC até o momento do uso. 
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 As concentrações 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 

padrão 1 OD260 = 40ng/µL de RNA e então, avaliados quanto ao seu grau de pureza 

pela relação OD 260/280 > 1,8 e quanto à 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. 

 Então, todas as amostras de RNA foram ajustadas a uma concentração de 

100ng/µL para síntese 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.	  Análise	  da	  qualidade	  dos	  RNAs	  extraídos	  de	  insulinomas	  demonstrada	  pelo	  valor	  de	  RIN	  superior	  a	  7.	  

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

 

4.2.2. Síntese do cDNA 

 Para a síntese do cDNA foi utilizado 1 µg 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 

modificações; primeiramente, em um tubo foi adicionado 1µL (100ng/mL) de RNA, 

1µL de Oligo(dT) (500µg/µL), 1µL de dNTP (10mM) e água estéril para 20µL. Este 

tubo foi levado ao termociclador a 65ºC por cinco minutos e, rapidamente resfriado em 

gelo por um minuto. Em seguida foi centrifugado e adicionados 4µL de tampão 5X 

First-Strand, 1µL de DTT (0,1M), 1µL de SuperScript II RT (200U) e 1µL de água 

estéril. Após homogeneização, o tubo foi mantido no termociclador a 50ºC por uma 
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hora e 75ºC por 15 minutos. Posteriormente, as amostras de cDNA foram diluídas para 

concentração de 100ng/µL para posterior utilização no estudo. 

	  

4.2.3. Determinação dos genes de referência 

 Antes de iniciar as reações necessárias para a determinação da expressão do 

mRNA dos genes-alvo, efetuou-se a escolha dos genes de referência, ou seja, aqueles 

cujo mRNA apresentava menor variação de expressão entre os diferentes tipos teciduais 

analisados. Uma vez que o gene PSMC6 já havia sido validado em estudos anteriores do 

nosso laboratório, foi utilizado o produto comercial TaqMan Express Endogenous 

Control Plate (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), como evidenciado na figura 

abaixo, para a determinação do segundo gene de referência. 

 

	  

Figura	  7.	  Placa	  utilizada	  na	  determinação	  do	  segundo	  gene	  de	  referência. 

  

 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 constituído por 10 amostras de insulinomas benignos G1 e G2; no segundo 

grupo, um pool de quatro amostras de insulinomas malignos G3 e metástases e; por fim, 

no terceiro grupo, um pool de 5 tecidos peritumorais. 

A 18S GAPDH HPRT1 GUSB
B ACTB B2M HMBS IPO8
C PGK1 RPLP0 TBP TFRC
D UBC YWHAZ PPIA POLR2A
E CASC3 CDKN1A CDKN1B GADD45A
F PUM1 PSMC4 EIF2B1 PES1
G ABL1 ELF1 MT-ATP6,LOC100133315MRPL19
H POP4 RPL37A RPL30 RPS17
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 Cada umas das misturas descritas acima foi elaborada com o reagente TaqMan 

Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems) de modo que cada poço da placa 

apresentasse a quantidade final de 80ng de cDNA em 20µL de solução. Uma vez 

finalizado o procedimento de preparo, a placa foi depositada no equipamento 

StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems) para a realização da reação 

nas condições recomendadas pelo fabricante. 

 A análise 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 à fase exponencial de amplificação do produto de 

PCR começa a ser detectado. 

 O gene RPL30, que codifica a proteína ribossomal L30, foi eleito como melhor 

gene de referência para esta pesquisa, pois mostrou-se mais estável em relação aos 

demais genes analisados (Figura 8). A classificação abrangeu o conjunto de análises 

BestKeeper, Normfinder, GeNorm e Delta CT. 

	  

Figura	  8.	  Gráfico	  representativo	  da	  determinação	  do	  segundo	  gene	  de	  referência.	  O	  gene	  RPL30	  

demonstrou	  a	  menor	  variação	  de	  expressão	  entre	  os	  tecidos	  analisados. 
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4.2.4. Expressão dos genes da via HGF/MET 

 Uma vez determinados os genes de referência, a análise da expressão gênica 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 TaqMan (Applied Biosystems). 

 As reações de RT-qPCR foram realizadas com volume final de 20µL contendo 

os seguintes componentes: 1µL de cDNA, 1µL da sonda TaqMan Gene Expression 

Assay (20X), 10µL de TaqMan Gene Expression Master Mix (2X) e 8µL de água estéril. 

 A Tabela 3 mostra a identificação dos genes-alvo (HGF, MET, HGFA, ST14, 

HAI-1 e HAI-2) e dos genes endógenos (PSMC6 e RPL30), utilizados como referência 

para as reações de amplificação. Como controle positivo, uma amostra de tecido 

hepático normal foi utilizada para os genes HGF, MET, HGFA e ST14, e uma amostra 

de tecido placentário normal utilizada para os genes HAI-1 e HAI-2. 

	  
Tabela	  3.	  Identificação	  dos	  genes	  utilizados	  no	  estudo.	  

GENE GENE ID (sonda) 
LOCALIZAÇÃO 

CROMOSSÔMICA 

TAMANHO DO PRODUTO 

DA RT-qPCR 

HGF 3082 (Hs00300159_m1) 7q21.1 92pb 

MET 4233 (Hs01565584_m1) 7q31 73pb 

HGFA 3083 (Hs00173526_m1) 4p16 70pb 

ST14 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_g1) 14q22.1 147pb 

RPL30 6156 (Hs00265497_m1) 8q22 149pb 

  

 De acordo com o fabricante, não é necessário realizar as curvas de eficiência da 

amplificação entre os genes-alvo e os genes endógenos, uma vez que as sondas 

utilizadas nos ensaios de expressão gênica do sistema TaqMan (Applied Biosystems) 
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foram validados com 100% de eficiência quando testados em uma amplitude de diluição 

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 à fase exponencial de amplificação do produto da PCR começa a ser 

detectado. O cálculo matemático utilizado para aferir a quantificação da expressão (Qe) 

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

Schmittgen em 2001 [111], definida como 2-ΔCt, levando-se em consideração a igualdade 

na eficiência de amplificação das sondas dos genes do estudo, demonstrado pela 

seguinte fórmula: 

Qe = 2- (Ct do gene-alvo – Ct do gene de referência) 

 

4.2.5. Análise imuno-histoquímica 

 Após o levantamento de 19 casos de insulinomas (11 tumores G1, seis G2 e dois 

G3) por imuno-histoquímica e preparo das lâminas histológicas pelo Departamento de 

Anatomia Patológica do HCFMUSP com corte tecidual a 3µm de espessura, o material 

foi desparafinizado em um banho de xilol por 10 minutos, seguidos de mais três banhos 

de cinco minutos do mesmo reagente e reidratado com banhos descrescentes de álcool 

absoluto, álcool 95% e álcool 70% por cinco minutos cada. Então, o material foi 

colocado embebido com ácido fórmico por três minutos, lavado por água corrente e 

água deionizada e colocado em tampão PBS. 

 A recuperação antigênica foi realizada a 125°C em panela de pressão Pascal por 

um minuto com tampão de citrato (pH 6,0). Para bloqueio da peroxidase endógena, as 

lâminas foram colocadas em banhos de água oxigenada 10V por cinco minutos por sete 

vezes. Então, lavadas em água corrente e banhadas três vezes com PBS por cinco 
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minutos. Tomou-se o cuidado de bloquear reações inespecíficas; para tanto, o material 

foi colocado em solução de leite desnatado 2% por 20 minutos. 

 Os anticorpos primários para c-MET (ab51067) e HAI-1 (ab128492) (Abcam, 

Cambridge, USA) foram diluídos a 1:500 e 1:350 respectivamente e incubados sob os 

cortes separadamente em câmara úmida por 20 horas. Então, o material foi lavado em 

PBS por três minutos por três vezes e incubados com o uso do kit Novolink Polymer 

Detection System (Leica Biosystems, Alemanha). Após o período, as lâminas foram 

lavadas novamente com PBS por três minutos por três vezes. A revelação foi realizada 

com o uso do DAB (Leica) por cinco minutos. O material foi então lavado em água 

corrente por cinco minutos, contracorado com Hematoxilina de Harris e lavado 

novamente em água corrente por cinco minutos. 

 As lâminas foram desidratadas com banhos sequências de álcool 70%, álcool 

95% e três banho de álcool absoluto por cinco minutos cada. Em seguida, diafanizado 

com três banhos de xilol por cinco minutos e selado com resina sintética e lamínula. 

 Foi realizada captura das imagens utilizando o microscópio óptico de luz 

convencional Leica DM2500 (Leica), com objetiva de 40x, acoplado à câmera 

fotográfica Leica DFC295 (Leica), utilizando-se o programa LAS v4.1 (Leica). Para 

cada lâmina, foram fotografados 10 campos aleatórios contendo a massa tumoral. A 

área com imunorreatividade positiva para cada anticorpo foi quantificada com auxílio 

do programa ImageJ (National Institutes of Health, USA), como demonstrado a seguir. 

 Embora os corantes utilizados no processo de imuno-histoquímica possuam 

cores diferentes (marrom para DAB e azul para hematoxilina), existem espectros 

sobrepostos nas imagens obtidas; portanto, a contribuição relativa de cada corante deve 

ser separada. Para tanto, utilizou-se uma técnica de transformação de cor com base nas 

informações originais de cada foto, denominada Color Deconvolution [112]. Após a 
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separação das imagens em três canais distintos (hematoxilina, DAB e um terceiro 

componente gerado pela composição de cores residuais da hematoxilina e do DAB), foi 

realizada a seleção dos tons de marrom representativos de marcação positiva para o 

anticorpo utilizando a ferramenta Threshold do ImageJ. Essa ferramenta permite a 

visualização dos tons de marrom em um histograma, pelo qual, então, é feita a seleção. 

Procurou-se manter constante o intervalo de tons selecionados para cada anticorpo. A 

área marcada dos tons selecionados foi então normalizada pela área total do campo, 

obtendo-se um valor em porcentagem da área positiva para o anticorpo. A mediana dos 

valores obtidos dos 10 campos selecionados de cada lâmina foi utilizada como resultado 

final para análise. 

 

4.2.6. Sequenciamento do gene MET 

 As reações 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 oligonucleotídeos, exceto para o éxon 2, onde foram 

sintetizados três primers, os quais estão representados na Tabela 4, a seguir: 
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Tabela	  4.	  Sequência	  dos	  iniciadores	  do	  gene	  MET	  para	  sequenciamento.	  

 

Primeiramente, as reações de amplificação para cada éxon do gene MET foram 

realizadas obedecendo as seguintes condições: 94ºC por cinco minutos, seguido de 40 

ciclos de 94ºC por um minuto, 55ºC por 30 segundos e 72ºC por 30 segundos, seguidos 

de 72ºC por 10 minutos. 

 Antes de efetuar a reação de sequenciamento, 5µL do produto de PCR de cada 

região exônica estudada foram purificados com 2µL de ExoSAP-IT (USB, Cleveland, 

OH, USA). Para isso, a mistura foi incubada em termociclador por dois períodos de 15 

minutos, o primeiro em temperatura de 37ºC, e, o segundo, em temperatura de 80ºC. 

Os produtos de PCR tratados com ExoSAP-IT foram sequenciados em 

sequenciador automático 3130X/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 reação de sequenciamento foi feita 

em volume final de 10µl contendo 5µL do produto de PCR purificado, 1µl do BigDye 

ÉXON 
INICIADORES TAMANHO DO 

PRODUTO DA 

RT-qPCR SENSO ANTISSENSO 

2a CGACACCTACTATGATGATCAACTC  TCTCTGAACTCAGGTAAAACATCAA 380pb 

2b TCCACAAAGAAGGAAGTGTTTAAT TGCTGGAGACATCTCACATTG 250pb 

2c TCGAACAGAGTTTACCACAGC CAGAAAGCACTTACCTGCATGA 200pb 

10 TTGACTGTGCCTCTGACCTG TGTGGCTTTCATGGTACCTG 289pb 

14 GCCCATGATAGCCGTCTTTA CAGTGGGTTGTGACATTGTTG 256pb 

16 CGCAGTGCTAACCAAGTTCT ACTTTTGTGGTTTGCAACCT 165pb 

17 CCACCACTGGATTTCTCAGG CCATCCCTTCAAAATAGGCC 269pb 

19 TTCTATTTCAGCCACGGGTAA TTGGTTATCTCTGAGTTTCTCCTC 240pb 
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Terminator, 1µL da solução 5,0ρmol/µL do oligonucleotídeo iniciador senso, 1,5µl do 

tampão contendo TrisHCl 1M pH 9.0 e MgCl2 50mM e 1,5µL de água estéril. As 

reações de amplificações foram realizados de forma idêntica à descrita anteriormente. 

Em seguida, os produtos da reação descrita acima foram purificados por 

precipitação. Nesta etapa, 40µL de isopropanol 65% foram acrescidos ao produto de 

cada reação de sequenciamento, com posterior incubação a temperatura ambiente por 30 

minutos. Após este período, as amostras foram centrifugadas por 30 minutos em rotação 

de 3000g; o isopropanol foi removido e 200µL de etanol 60% adicionados. Uma nova 

centrifugação foi executada, desta vez por 5 minutos, e então o etanol foi removido. Por 

fim, as amostras foram secas, dissolvidas em 10µL de formamida e aplicadas no 

sequenciador automático. 

 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. Análise estatística 

	   Os testes estatísticos foram bicaudais, com significância fixada em 0,05. As 

variáveis contínuas foram avaliadas usando o teste Kruskal-Wallis seguido pelo teste 

não-paramétrico de comparações múltiplas Dunn e coeficiente de correlação Spearman. 

Os valores foram expressos em medianas, valores mínimos e máximos. Os dados foram 

compilados em planilhas de cálculos e analisados utilizando-se o programa JMP 10 

(SAS Institute Inc., NC, USA). 
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5. RESULTADOS 

5.1. Análise da expressão gênica 

 No presente estudo, avaliou-se a expressão do mRNA dos genes HGF, MET, 

HGFA, ST14, HAI-1 e HAI-2 nos diferentes subtipos de insulinomas por RT-qPCR. Os 

genes endógenos PSMC6 e RPL30 foram utilizados como referência, já validados em 

estudos anteriores do nosso laboratório. Como controle positivo, uma amostra de tecido 

hepático normal foi utilizada para os genes HGF, MET, HGFA e ST14, e uma amostra 

de tecido placentário normal foi utilizada para HAI-1 e HAI-2. A expressão de cada 

gene-alvo foi representada pela média dos valores de Ct (threshold cycle) e considerada 

relevante apenas quando apresentaram significância estatística (p<0,05). 

 

5.1.1. Expressão do mRNA do gene HGF 

 Para o gene HGF, os insulinomas malignos (G3) e metástases apresentaram 

maior expressão em relação ao tumores benignos G1 (p=0,0088), como demonstra a 

Figura 9. 

 

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

relação	  aos	  insulinomas	  benignos	  G1.	  Metástases	  estão	  indicadas	  como	  círculos	  vermelhos	  preenchidos.	  
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5.1.2. Expressão do mRNA do gene MET 

 Para o gene MET, os insulinomas malignos e metástases apresentaram maior 

expressão tanto em relação ao tumores benignos G1 (p=0,0026) quanto em comparação 

aos benignos G2 (p=0,0387), conforme demonstra a Figura 10. 

	  

Figura	   10.	  Expressão	  elevada	  do	  mRNA	  do	  gene	  MET	   entre	  os	   insulinomas	  malignos	   (G3)	  e	  metástases	  em	  

relação	  aos	  tumores	  benignos	  G1	  e	  G2.	  Metástases	  estão	  indicadas	  como	  círculos	  vermelhos	  preenchidos.	  

 

5.1.3. Expressão do mRNA do gene HGFA 

 Nenhuma amostra de insulinoma apresentou expressão detectável do mRNA do 

gene HGFAC. Demonstrada na Figura 11A, apenas a amostra de tecido hepático normal, 

utilizado como controle positivo, apresentou curva de amplificação. A ausência 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 coloração dos ácidos 

nucléicos, como mostra a Figura 11B. 
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Figura	  11.	  Expressão	  do	  mRNA	  do	  gene	  HGFA	  nos	  insulinomas.	  Não	  houve	  expressão	  detectável	  em	  nenhuma	  

das	   amostras	   de	   insulinoma	   analisadas.	   A,	   curva	   de	   amplificação	   da	   RT-‐qPCR	   demonstra	   ausência	   de	  

expressão	  dos	   insulinomas;	  B,	   gel	  de	  agarose	  2%	  confirma	  a	   ausência	  do	  produto	  de	  70pb	  da	  RT-‐qPCR	  nas	  

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

 

5.1.4. Expressão do mRNA do gene ST14 

 Para o gene ST14, os insulinomas malignos e metástases apresentaram maior 

expressão em relação ao tumores benignos G1 (p=0,0018), conforme demonstra a 

Figura 12. 

A 

controle 
positivo 

B 

70pb 

CP CN insulinomas 
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Figura	  12.	  Expressão	  elevada	  do	  mRNA	  do	  gene	  ST14	  entre	  os	  insulinomas	  malignos	  (G3)	  e	  metástases	   	  em	  

relação	  aos	  tumores	  benignos	  G1.	  Metástases	  estão	  indicadas	  como	  círculos	  vermelhos	  preenchidos.	  

 

5.1.5. Expressão do mRNA do gene HAI-1 

 A expressão reduzida nos níveis 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.	   Expressão	   reduzida	   do	  mRNA	   do	   gene	  HAI-‐1	   entre	   os	   insulinomas	  malignos	   (G3)	   e	  metástases	  

quando	   comparada	   aos	   insulinomas	   benignos	   G1.	   Metástases	   estão	   indicadas	   como	   círculos	   vermelhos	  

preenchidos. 

 

5.1.6. Expressão do mRNA do gene HAI-2 

 Para o gene HAI-2, não houve diferença na expressão do mRNA entre os 

insulinomas malignos e benignos, conforme mostra Figura 14. 

 

Figura	   14.	  Ausência	   de	   expressão	   diferencial	   do	  mRNA	  do	   gene	  HAI-‐2	   entre	   os	   subgrupos	   de	   insulinomas.	  

Metástases	  estão	  indicadas	  como	  círculos	  vermelhos	  preenchidos.	  
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5.2. Análise imuno-histoquímica 

5.2.1. Expressão protéica de c-MET 

 Foi observada discreta positividade para c-MET nos insulinomas G1 (Figura 15) 

e G2 (Figura 16), com a marcação visível no citoplasma. Nos insulinomas malignos G3, 

notou-se imunorreação mais intensa, abrangendo o citoplasma e a membrana plasmática 

(Figura 17). A porcentagem de área de marcação positiva do c-MET nos insulinomas 

malignos G3 foi estatisticamente maior em relação aos insulinomas G1/G2 agrupados 

(p=0,0284), conforme demonstra a Figura 18. Observou-se também expressão intensa 

do c-MET na membrana plasmática das células acinares e ductais do pâncreas exócrino 

(Figura 19) em todos os subtipos tumorais. 
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Figura	  15.	  Expressão	  citoplasmática	  discreta	  para	  c-‐MET	  em	  insulinomas	  benignos	  G1.	  A,	  aumento	  de	  100x.	  B,	  

detalhe	  do	  campo	  anterior	  em	  que	  se	  notam	  células	  acinares	  com	  marcação	  nítida	  na	  membrana	  plasmática	  e	  

células	  tumorais	  (no	  centro)	  exibindo	  expressão	  discreta,	  em	  sua	  maioria	  citoplasmática	  (aumento	  de	  400x).	  
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Figura	   16.	   Expressão	   discreta	   do	   c-‐MET	   em	   insulinomas	   G2.	   A,	   aumento	   de	   100x.	   B,	   detalhe	   do	   campo	  

anterior,	   em	   que	   se	   observam	   células	   acinares	   exibindo	   forte	   expressão	   na	  membrana	   plasmática	   e	   células	  

tumorais	  (no	  centro)	  com	  marcação	  discreta	  no	  citoplasma	  da	  maioria	  das	  células;	  poucos	  elementos	  celulares	  

exibem	  expressão	  na	  membrana	  plasmática	  (aumento	  de	  400x). 
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Figura	  17.	  Marcação	  mais	   intensa	  para	  c-‐MET	  em	  insulinomas	  malignos	  G3	  em	  comparação	  aos	  G1	  e	  G2.	  A,	  

aumento	   de	   100x.	  B,	   as	   setas	   indicam	   algumas	   imunorreação	   positiva	   na	  membrana	   plasmática	   das	   células	  

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

G1/G2. 
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Figura	   19.	   Intensa	   marcação	   do	   c-‐MET	   na	   membrana	   plasmática	   em	   células	   do	   pâncreas	   exócrino	   nos	  

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

 

5.2.2. Expressão 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 marcação foi 

bastante heterogênea, com células exibindo marcação moderada, outras marcação 

discreta e algumas células negativas para HAI-1 (Figura 22). As células do pâncreas 

exócrino exibiram marcação mais intensa para HAI-1 em relação àquelas com 

morfologia de células das ilhotas pancreáticas. Não houve diferença estatística da 

expressão protéica de HAI-1 entre os subtipos tumorais (Figura 23). 
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Figura	  20.	  Expressão	  citoplasmática	  discreta	  para	  HAI-‐1	  em	  insulinomas	  G1.	  A,	  nota-‐se	  a	  presença	  de	  células	  

do	  pâncreas	  exócrino	  com	  marcação	  mais	  intensa	  do	  que	  as	  células	  das	  ilhotas	  pancreáticas	  (porção	  superior	  

do	  campo);	  aumento	  de	  100x.	  B,	  detalhe	  das	  ilhotas	  pancreáticas	  exibindo	  fraca	  expressão	  citoplasmática	  de	  

padrão	  granuloso;	  aumento	  de	  400x. 
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Figura	  21.	  Expressão	  citoplasmática	  discreta	  para	  HAI-‐1	  em	  insulinomas	  G2.	  A,	  nota-‐se	  a	  presença	  de	  células	  

do	  pâncreas	  exócrino	  (porção	  direita	  do	  campo)	  com	  marcação	  mais	  intensa	  para	  HAI-‐1	  do	  que	  as	  células	  das	  

ilhotas	   pancreáticas	   (porção	   esquerda	   do	   campo);	   aumento	   de	   100x.	   B,	   detalhe	   das	   células	   tumorais	   das	  

ilhotas	  exibindo	  padrão	  discreto	  de	  marcação;	  aumento	  de	  400x. 

 



	  

	  

48	  

	  

Figura	  22.	  Expressão	  citoplasmática	  discreta	  para	  HAI-‐1	  em	  insulinomas	  G3.	  A,	  nota-‐se	  a	  presença	  de	  células	  

do	  pâncreas	  exócrino	  (porção	  direita	  do	  campo)	  com	  marcação	  mais	  intensa	  para	  HAI-‐1	  do	  que	  as	  células	  das	  

ilhotas	  pancreáticas	  (porção	  esquerda	  do	  campo);	  aumento	  de	  100x.	  

	  
	  

	  

Figura	  23.	  Ausência	  de	  expressão	  diferencial	  da	  protéina	  HAI-‐1	  entre	  os	  subtipos	  tumorais	  de	  insulinomas.	  
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5.3. Sequenciamento do gene MET 

 Mutações somáticas não foram encontradas nos éxons 2, 10, 14, 16, 17 e 19 do 

gene MET nas amostras estudadas de insulinomas. As cromatografias das fitas senso e 

antissenso de DNA estão representadas nas Figuras 24, 25, 26, 27, 28 e 29, 

respectivamente para cada éxon mencionado acima. 

 

A	  

	  

 

B	  
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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. 

 

A	  

	  
 

B	  

	  

Figura	  25.	  Cromatografias	  representativas	  do	  sequenciamento	  do	  éxon	  10	  do	  gene	  MET.	  A,	  fita	  senso.	  B,	  fita	  

antissenso.	  
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A	  

	  

 

B	  

	  

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. 

	  

A	  

	  

 

B	  

	  

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

antissenso. 

	  



	  

	  

54	  

A	  

	  

 

B	  

	  

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

antissenso. 

 

5.4. Correlação entre expressão gênica e dados histopatológicos 

 A correlação de Spearman foi realizada no programa JMP 10 (SAS Institute) 

para fazer a correlação entre os valores de expressão dos seis genes-alvo estudados 

(Tabela 3) e os dados bioquímicos e histopatológicos dos pacientes com insulinomas 

(Tabela 2). 

 A Tabela 5 demonstra todas as correlações significativas (p<0,05) entre as 

diversas variáveis. 
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Tabela	  5.	  Correlação	  de	  Spearman	  entre	  os	  valores	  de	  expressão	  gênica	  e	  os	  dados	  clínicos	  dos	  pacientes	  com	  

insulinomas.	  

VARIÁVEIS 
Rho SPEARMAN 

(ρ=) 
P TIPO  

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.	  
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6. DISCUSSÃO 

 Este trabalho iniciou-se a partir de um estudo anterior realizado em nosso 

laboratório 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 expressão 

aumentada nos insulinomas malignos [64]. Posteriormente, ao analisar individualmente 

as amostras, confirmou-se tanto a expressão elevada do gene MET, como o aumento da 

expressão do mRNA do proto-oncogene HGF (codificante para o ligante de c-MET) 

nos insulinomas malignos [65]. 

 Portanto, decidimos analisar a expressão do mRNA dos demais componentes da 

via de sinalização HGF/MET na tentativa de identificar potenciais marcadores 

moleculares que poderiam ser úteis na avaliação clínica dos pacientes, sendo eles: dois 

genes que codificam para proteínas ativadoras do HGF (HGFA e ST14), dois genes que 

codificam para proteínas inibidoras destes ativadores citados (HAI-1 e HAI-2), além do 

próprio HGF e MET. 

 Na presente investigação, foi observado o aumento da expressão do mRNA do 

gene MET nos insulinomas malignos G3 e metástases quando comparados tanto ao 

subgrupo dos insulinomas benignos G1 quanto em relação ao subgrupo G2; dados 

confirmados por imuno-histoquímica quando agrupados G1/G2. Ainda, o índice 

proliferativo Ki-67 se correlaciona positivamente com a expressão de MET. O gene 

HGF também apresentou aumento de sua expressão nos insulinomas malignos G3 e 

metástases quando comparados aos tumores benignos G1. Logo, a ativação destes 

proto-oncogenes poderia contribuir para a progressão tumoral e malignidade nos 

insulinomas, já que esse aumento de expressão poderia potencializar as funções 

proliferativas nas ilhotas pancreáticas. 
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 Diferentemente de nossos achados, um estudo de 1998 envolvendo apenas 10 

casos de insulinomas reportou a ausência de expressão do gene MET [113]. A pequena 

casuística e a utilização de uma metodologia menos sensível, ao contrário do uso de 

sondas empregadas no presente estudo, podem ter contribuído para estes achados 

discrepantes. 

 O aumento da expressão do mRNA dos genes HGF e MET associado à 

malignidade dos insulinomas vão ao encontro de diversos achados em outros tipos 

tumorais humanos. Em cânceres gástricos, a expressão elevada de ambos os genes está 

relacionada com  o desenvolvimento de metástases; neste tumor, o HGF mostra-se 

como um potente fator angiogênico linfático [114]. Na linhagem de carcinoma 

pulmonar H460, tanto HGF como c-MET apresentaram aumento da expressão protéica 

e sua co-hiperatividade elevou o potencial metastático das células [103]. O aumento da 

expressão de MET está associado com altos níveis do mRNA de HGF em células de 

adenocarcinoma ductal pancreático [77]. 

 Mutações ativadoras no gene MET podem promover a hiperatividade desta via 

de sinalização [115]. Potencialmente, três principais mutações oncogênicas foram 

descritas para esse gene [67]: mutações pontuais que levam a um splicing alternativo, 

gerando uma proteína pequena com ausência de um sítio de degradação de ligação à 

PKC [116]; mutações pontuais no domínio tirosinocinase, mantendo a enzima 

constitutivamente ativa [117] e; mutações Y1003, que inativam o sítio de ligação à 

proteína Cbl, tornando a expressão protéica de MET ininterrupta [97]. 

 Assim, decidimos investigar a presença de mutação nos éxons que codificam 

regiões estruturais importantes da proteína c-MET já previamente descritos com 

mutação em outros tipos de câncer, sendo eles: os éxons 2, 10, 14, 16, 17 e 19, para 
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tentar explicar esta hiperativação da via HGF/MET. Nenhuma mutação foi observada 

nos insulinomas estudados, independente do subgrupo tumoral. 

 O aumento dos níveis de mRNA do gene MET poderia ser consequência da 

amplificação gênica, como reportado em carcinoma pulmonar de células grandes 

(NSCLC) [118], adenocarcinoma ovariano [119] e em estágios avançados de câncer 

gástrico e suas metástases hepáticas [120, 121]. O ganho no número de cópias deste 

proto-oncogene, bem como de HGF, resultaria em maior síntese de transcritos, 

possibilitando um aumento na síntese protéica e consequente progressão tumoral. 

Inclusive, nestes tipos tumorais mencionados acima, c-MET é implicado como um 

marcador de prognóstico desfavorável.  

 Estudos epigenéticos também poderiam esclarecer processos de modulação nos 

genes envolvidos desta via, uma vez que eventos de metilação já foram encontrados em 

insulinomas e são comuns em diversos tipos de câncer humano [56]. A mudança nos 

padrões de metilação do DNA, como a desmetilação em regiões promotoras de proto-

oncogenes, facilitaria a ligação de fatores de transcrição ao sítio, possibilitando um 

aumento na síntese de transcritos. Recentemente, um estudo na região promotora do 

gene Met identificou perda significativa na metilação do DNA de linhagem de células 

tumorais circulantes oriundas de um modelo de camundongo para carcinoma 

hepatocelular em relação ao aumento da expressão de c-Met e HGF, o que implica c-

MET na promoção metastática deste tipo tumoral [122]. 

 Futuramente, um estudo usando a técnica de MLPA (do inglês, Multiplex 

ligation-dependent probe amplification), que permite a detecção de amplificação gênica 

e regiões metiladas, poderia auxiliar na elucidação do aumento da expressão de MET 

observado. 
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 Interessantemente, já foi demonstrado que HGF participa na resistência de um 

tipo de morte celular programada denominada anoikis (do grego, sem casa) em algumas 

linhagens de células tumorais cultivadas sob condições não-aderentes [123, 124], as 

quais incluem linhagens da série PCI, a partir de tecidos de adenocarcinomas 

pancreáticos primários humanos [125]. Este processo de apoptose é induzido pela 

ausência de interações célula-célula e célula-matriz extracelular, prevenindo, assim, que 

células destacadas de um tecido colonizem outros sítios [126]. Este mecanismo citado é 

justamente o que ocorre na transformação maligna do câncer, onde as células tumorais 

adquirem habilidade de migrar e invadir tecidos adjacentes e distantes. Portanto, nota-se 

que os efeitos antianóicos promovidos pelo HGF poderiam contribuir para a resistência 

apoptótica da célula, permitindo, assim, o processo de formação metastática.  

 Em relação às proteínas ativadoras do HGF objetos deste estudo, nenhuma 

amostra de insulinoma apresentou expressão do mRNA do gene que codifica o ativador 

do HGF (HGFA). Este é um dado interessante, já que esta molécula é tida como a mais 

potente catalisadora do pró-HGF [78]. Logo, parece que HGFA não é um requisito para 

a ativação do HGF em insulinomas. 

 Em contraste, o aumento da expressão do mRNA do gene HGFA já foi 

observado em cânceres pulmonares quando comparados aos tecidos normais [102]. O 

aumento das concentrações séricas de HGFA está relacionado a estágios avançados de 

câncer de próstata e diretamente correlacionado com as concentrações de HGF [127]. 

Por outro lado, em pacientes com mieloma múltiplo, HGFA não se correlaciona com 

HGF apesar do aumento de seus níveis protéicos [105]. 

 Uma vez que a expressão de HGFA não foi detectada nos insulinomas, 

decidimos investigar a expressão do mRNA de matriptase, outra molécula ativadora do 

HGF. Na literatura, hepsina e uPA também estão relacionadas com a catalisação 
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proteolítica do HGF, mas devido aos achados serem mais consistentes em relação à 

matriptase neste papel de ativação, preferimos estudar apenas o gene codificante desta 

proteína, o ST14. 

 Observamos o aumento da expressão de ST14 nos insulinomas malignos G3 e 

metástases quando comparados aos insulinomas benignos G1. Além disso, os níveis de 

mRNA do gene ST14 se correlacionaram positivamente com a expressão dos genes 

HGF e MET. Houve também correlação inversa entre a expressão gênica de ST14 e a de 

HAI-1. Estes resultados sugerem que nos insulinomas apenas a matriptase participe da 

ativação do HGF. 

 Um estudo in vitro mostra o envolvimento de matriptase na degradação da 

matriz extracelular em consequência do aumento da expressão do gene ST14 e 

consequente ativação do HGF, resultando no aumento da invasão celular em cânceres 

colorretais [128]. O potencial oncogênico de matriptase é completamente eliminado por 

meio da ablação genética de c-Met em queratinócitos primários que expressam 

matriptase isolados de cultura celular derivada do camundongo K5-matriptase+/0 [129], 

o que demonstra sua participação efetiva na indução desta via de sinalização. 

 Diferentemente, em câncer de mama, a baixa expressão do ST14 está 

relacionada a um prognóstico desfavorável, tumores grandes e estágios avançados, 

enquanto o aumento dos níveis do mRNA estão associados a tumores pequenos e 

estágios iniciais da doença [130]. Outro estudo envolvendo 17 linhagens de tumores 

primários de câncer de mama demonstrou o aumento da expressão do mRNA do gene 

ST14 em 11 linhagens [131]. Esses achados sugerem que a ST14/matriptase esteja 

envolvida tanto na indução de mecanismos proliferativos como observados no presente 

estudo com insulinomas, quanto na regulação negativa, conforme observado em outros 

tipos de câncer. 
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 Em relação aos genes que codificam as proteínas inibidoras do HGFA e 

matriptase, apenas HAI-1 foi observada com diminuição da expressão do mRNA nos 

insulinomas malignos G3 e metástases quando comparados aos insulinomas em estágios 

iniciais (G1). Inclusive, seus dados de expressão gênica se correlacionam negativamente 

com os níveis de expressão dos genes ST14 e MET e com o índice mitótico. Estes dados 

sugerem a importante regulação de HAI-1 na via HGF/MET em insulinomas, pois a 

baixa expressão desta molécula permitiria maior disponibilidade de matriptase em 

participar da ativação do HGF, promovendo a hiperativação de c-MET. 

 Os níveis diminuídos de expressão do mRNA de HAI-1 nos insulinomas 

malignos não foram corroborados pelos dados de imuno-histoquímica, dificultando sua 

utilização na rotina de avaliação do insulinomas. 

 Apesar de não ter sido observada diferença na expressão do mRNA do gene 

HAI-2 entre os subgrupos tumorais no presente estudo, sua baixa expressão já foi 

descrita como um marcador prognóstico relacionado à malignidade em outros tipos 

celulares, como glioblastoma [106] e câncer cervical [132]. Inclusive, HAI-2 é tido 

como um gene supressor de tumor em meduloblastomas, já que os investigadores 

demonstraram o papel desta proteína na redução da proliferação in vitro através da 

metilação do seu promotor [133]. 

 Em linhagens celulares de câncer de ovário, a redução dos níveis de matriptase 

devido aos efeitos inibitórios de ambas as HAIs levam as células a processos 

apoptóticos pelo do aumento dos níveis protéicos de BAK e redução de BCL-2. 

Ademais, estas proteínas inibidoras estão associadas ao prognóstico maligno e baixa 

taxa de sobrevivência [134]. Em adenocarcinoma de próstata [135]  e câncer de mama 

[102], há correlação entre baixa expressão de HAI-1 e prognóstico desfavorável. 
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 Parr C et al. suprimiram a atividade de HAI-1 e HAI-2 utilizando um sistema de 

expressão retroviral em uma linhagem de fibroblastos humanos e constataram o 

aumento da influência metastática do HGF em células de câncer de mama [136], o que 

evidencia o papel das HAIs no processo maligno, tornando-as possíveis alvos 

terapêuticos. 

 Outro fato interessante visto no presente estudo foi a imunorreação positiva 

visualizada nas células de origem exócrina presentes na massa tumoral dos insulinomas. 

Independente do subtipo do tumor, estas células encontram-se mais intensamente 

marcadas em relação às ilhotas pancreáticas. Atenta-se para o fato da expressão das 

proteínas c-MET e HAI-1 pelas células acinares e ductais pancreáticas na possível 

contribuição para o desenvolvimento da massa tumoral em insulinomas 

 Em suma, os dados do presente estudo sugerem a participação da via HGF/MET 

na malignidade dos insulinomas, uma vez que os níveis de transcritos e expressão 

protéica do gene MET aumentam nos tumores malignos em relação aos insulinomas em 

estágios benignos. Esta hiperativação de c-MET pode ser decorrente da baixa expressão 

de HAI-1 demonstrada, pois níveis elevados de matriptase promoveriam maior ativação 

de HGF. 

 Estudos funcionais adicionais podem auxiliar na elucidação dos papéis das 

moléculas da via HGF/MET no desenvolvimento maligno dos insulinomas. Por 

exemplo, investigar se a inibição dos genes HGF e/ou MET por meio da técnica de 

RNA de interferência (RNAi) em cultura celular de insulinoma maligno resultaria na 

diminuição da migração, proliferação, sobrevivência e invasão celular. A utilização de 

vetores para aumentar a expressão protéica destes genes também poderia auxiliar na 

compreensão do papel desses proto-oncogenes nos mecanismos associados à progressão 

e formação metastática. Estas abordagens poderiam ser muito úteis na elucidação do 
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papel de HAI-1, pois também seria possível analisar estas alterações em decorrência do 

aumento ou diminuição desta proteína inibidora. 

 Também seria de grande interesse analisar se as concentrações séricas das 

proteínas HGF e HAI-1 nos pacientes com insulinoma, já que estas moléculas estão 

presentes na corrente sanguínea e possibilitariam a quantificação protéica de forma 

rápida. Futuramente, o desenvolvimento de um kit comercial para uso na prática clínica 

seria de enorme auxílio no diagnóstico tumoral maligno. 

 Ainda, a identificação de padrões de expressão de miRNAs poderia trazer 

contribuição, já que o desequilíbrio deste mecanismo regulatório poderia contribuir para 

o desenvolvimento dos insulinomas. Um estudo publicado em 2010, identificou três 

miRNAs (miR-34b, miR-34c e miR-199a) que regulam negativamente a expressão de 

MET em diversas linhagens tumorais, incluindo A549 (adenocarcinoma pulmonar), 

GLT16 (câncer gástrico) e MDA-MB-435 (melanoma). Na linhagem celular HT-29 

(adenocarcinoma de cólon), estes mesmos miRNAs possuem papel na regulação de 

processos invasivos induzidos por MET [137]. 

 A utilização de técnicas que visam o aumento da expressão de miRNAs 

envolvidos na regulação de oncogenes, como por exemplo HGF e MET, bem como a 

construção de moléculas bloqueadoras antisense que tenham como alvo miRNAs 

relacionados à regulação de genes supressores de tumor descritos com baixa ou 

nenhuma expressão, como é o caso de HAI-1 no presente estudo, poderiam se tornar 

potenciais terapêuticos. 

 Portanto, a descoberta de novas moléculas que participam do equilíbrio dos 

componentes da via HGF/MET é relevante, já que influenciam diretamente o balanço 

protéico, podendo, assim, facilitar os processos oncológicos.  
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7. CONCLUSÕES 

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

 

- os insulinomas malignos G3 e metástases apresentam maior expressão 

do gene MET e do mRNA dos genes HGF e ST14 concomitantemente 

com a menor expressão do mRNA do gene HAI-1 em comparação aos 

insulinomas G1 e G2; 

- a expressão do mRNA do gene MET correlacionou-se positivamente 

com o índice proliferativo Ki-67 e o mRNA do gene HAI-1 

correlacionou-se negativamente com o índice mitótico. 

 

• Mutações somáticas nos éxons 2, 10, 14, 16, 17 e 19 do gene MET parecem 

não contribuir para a tumorigênese dos insulinomas. 
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8. ANEXOS 

Anexo	  A	  –	  Carta	  de	  aprovação	  CAPPesq	  
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Anexo	  B	  –	  Termo	  de	  Consentimento	  Livre	  e	  Esclarecido	  
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