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RESUMO

Céncer é o0 nome dado a uma variedade de doencgas que podem ocorrer em diferentes
regibes do corpo, que se caracteriza principalmente pela proliferacdo desregulada de
células. Uma organela muito importante, tanto em células normais quanto em células
mutadas, é a mitocondria, responsavel pela maior parte da producdo de ATP na célula.
Mutacdes no DNA mitocondrial podem acarretar apoptose ou influenciar na eficiéncia
da formacdo de ATP. Considerando diversas estimativas diferentes, o cancer gastrico
sempre figura entre os cinco mais incidentes na populacdo mundial, bem como na
populagéo brasileira e paraense. Dessa forma, entender o comportamento tumoral torna-
se importante para o combate dessa patologia. Com isso, 0 objetivo do trabalho foi
analisar a presenca de alteragcdes no DNA mitocondrial de linhagens de carcinoma
gastrico implantadas em um modelo animal. Foram analisados quatro genes
mitocondriais (COIl, ATPase 8, ND1 e ND3) de quatro linhagens de cancer gastrico
(AGPO01, ACP02, ACP03 e PG100) e uma controle (Carcinossarcoma 256 de Walker)
para avaliar as possiveis mutagdes do DNA mitocondrial. Essas linhagens foram
inoculadas em primatas ndo humanos da espécie Sapajus apella, sendo que alguns
animais receberam concomitantemente com as linhagens a substancia carcinogénica N-
metil-N-nitrosurea (MNU). Os tumores gastricos que se desenvolveram nos animais
foram retirados cirurgicamente, ap0s isso foi feita a extracdo do DNA, amplificacdo e
sequenciamento das sequencias de interesse. Foram observadas alteracfes nos genes
ND1 e ND3. As duas transicdes encontradas em ND1, uma na posicdo 3594 (C->T) e
3693 (G>A) do DNA mitocondrial, ndo possuiam registro associado a nenhuma
patologia, tendo sido relacionadas com marcadores populacionais. A transicdo A>G na
posicdo 10398 do gene ND3, acarretou na mudanca de uma treonina para alanina no
aminoacido resultante, apenas em linhagens com comportamento mais agressivo ou
apo6s a administracdo do MNU. Também foram identificadas duas heteroplasmias no
gene ND1, nas posices 3594 (C/T) e 3693 (A/G) apenas na linhagem PG100 apos a
utilizagdo de MNU, sugerindo uma diferenca no sistema de reparo do DNA desta
linhagem em comparacdo com as demais. Os resultados sugerem que alteragcbes nos
genes codificadores de proteinas que participam do Complexo | da cadeia respiratéria
sdo mais frequentes que em outras por¢cdes do mtDNA nas linhagens de carcinoma

gastrico analisadas.

Palavras-chave: Cancer gastrico, Sapajus apella, mtDNA, MNU, mutac6es
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1 INTRODUCAO

1.1. CONSIDERACOES GERAIS

Céancer engloba uma variedade de doencas caracterizadas pelo crescimento
descontrolado de células que podem ou ndo se espalhar e invadir outros tecidos, seja por
proximidade ou levadas pela corrente sanguinea em um processo conhecido por metéstase
(INCA, 2016). Podendo ocorrer em qualquer 6rgdo do corpo, essa doenca muitas vezes
assintomatica, tem uma ampla epidemiologia e variados progndésticos dependendo de onde se
manifesta. O registo mais antigo relacionado ao cancer foi correspondente ao cancer de mama
no Papiro de Edwin Smith, escrito aproximadamente em 3000 a.C. Na Grécia antiga,
Hipdcrates ja estudava o cancer levando em consideragdo seu inicio por causas naturais,
separando a medicina da magia. Ele também cunhou o termo xapxkivog (caranguejo em grego)
para descrever esta doenca, devido a semelhancga de tumores malignos vascularizados e um

caranguejo com suas pernas (Hajdu, 2011).

Apesar de todas as pesquisas e avangos feitos na tematica de estudo do cancer,
ndo existe uma Unica causa para o desenvolvimento da doencga. Dentre as possiveis causas
para este conjunto de doencas, encontram-se fatores enddgenos e exdgenos, tais como habitos
alimentares, idade, obesidade, tabagismo, exposicao a produtos quimicos, radiacdo ionizante e
fatores genéticos (Muller & Altenburg, 1930; Ames et al., 1995; Wu et al., 2016).

Hanahan e Weinberg (2000) postularam o que seria conhecido como as marcas do
cancer, um conjunto de caracteristicas que seriam pontos chaves para o desenvolvimento
desta patologia. Primeiro eles descreveram seis caracteristicas que a célula saudavel teria para
se transformar em uma célula cancerosa que séo (1) manutenc¢do do sinal proliferativo, ou seja
a independéncia daquelas células em questdo de sinais de crescimento, (2) evasdo a
supressores de crescimento (3) capacidade de replicacdo ilimitada (4) inducdo da angiogénese
(5) evasao a apoptose, (6) invasao dos tecidos adjacentes e metastase. Porém em 2011, foram
adicionadas novas marcas (Figura 1): (7) evasdo a destruicdo pelo sistema imune, (8)
promogéo de inflamacdo tumoral, (9) desregulacdo energética da célula, (10) instabilidade
gendmica e mutacdo (Hanahan & Weinberg, 2011).
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Figura 1. Marcas do cancer. Fonte (adaptado): Hanahan e Weinberg, 2011.

As alteracdes do material gendmico em cada tipo de cancer variam, porem uma
caracteristica vista na maioria das células do cancer ¢ a instabilidade genémica e mutacGes no
DNA, que podem influenciar na expressdo de proteinas dessas células. Uma das
caracteristicas mais interessantes das marcas do cancer, devido a sua importancia na producao
de energia das células do tumor é a desregulacdo energética da célula, onde na presenca de
oxigénio, células normais costumam utilizar a via da fosforilacdo oxidativa para producdo de
energia, porém células do cancer parecem reprogramar seu metabolismo e mesmo em
condicBes aerdbicas utiliza a glicdlise aerdbica, menos eficiente do que a via citada
anteriormente quanto a producéo de trifosfato de adenosina (ATP). Outra marca do cancer é a
indugdo da angiogénese, conforme o tumor aumenta, suas necessidades de nutrientes e
oxigénio, as células do cancer produzem substancias e ativam vias capazes de estimular a

angiogénese (Hanahan & Weinberg, 2011).

Por ser uma doenca que abrange subtipos diferentes e ocorrer tanto em homens e
mulheres, o cancer tem sido uma das principais causas de morte no século XXI, sendo
considerado um problema de saude publica (INCA, 2015). Segundo o GLOBOCAN (2012),



estimativa feita pela Organizagdo Mundial da Saide (OMS), o0 maior nimero de novos casos e

mortes decorrentes de cancer se concentram nos paises menos desenvolvidos (Tabela 1).

Tabela 1. Estimativa mundial de todos os tipos de cancer, excluindo cancer de pele nao

melanoma, para 2012 feito pela Organiza¢do Mundial da Saude.

Homens Mulheres Ambos os sexos
Casos Mortes Casos Mortes Casos Mortes

Mundo 7.410 4.653 6.658 3.548 14.068 8.202
Regides mais desenvolvidas 3.227 1.592 2.827 1.287 6.054 2.878
Regides menos desenvolvidas 4.184 3.062 3.831 2.261 8.014 5.323
WHO Africa (AFRO) 265 205 381 250 645 456
WHO Américas (PAHO) 1.454 677 1.429 618 2.882 1.295
WHO Leste 263 191 293 176 555 367
Mediterraneo(EMRO)
WHO Europa (EURO) 1.970 1.081 1.744 852 3.715 1.933
WHO Sudeste Asiatico 816 616 908 555 1.724 1.171
(SEARO)
WHO Oeste Pacifico (WPRO) 2.642 1.882 1.902 1.096 4543 2.978
Estados Unidos da América 825 324 779 293 1.604 617
China 1.823 1.429 1.243 776 3.065 2.206
india 477 357 537 326 1.015 683
Unido Europeia (EU-28) 1.430 716 1.206 561 2.635 1.276

Fonte: GLOBOCAN, 2012.

De acordo com estimativas de casos realizadas em 2012, a maior incidéncia de
cancer, independente de sexo e idade, seria no pulmdo, seguido do cancer de mama,
colorretal, prostata e de estbmago. Para mulheres, os cinco tipos mais comuns de cancer sao
liderados pelo de mama, seguido do colorretal, pulméo, cervical e de estdmago. Ja no caso
dos homens, entre os cinco tipos de cancer mais comuns estdo o de pulméo, de prostata,
colorretal, de estdmago e figado (GLOBOCAN, 2012; OMS, 2014). No cenario brasileiro, 0s
cinco tipos mais frequentes de cancer estimados para o biénio de 2016-2017 foram o de

mama, colorretal, colo do Utero, tragueia juntamente com pulmé&o e estdmago, para mulheres,



ja entre os homens sdo prostata, traqueia e pulmao, colorretal, estbmago e da cavidade oral
(INCA, 2015).

1.2. CANCER GASTRICO

1.2.1.EPIDEMIOLOGIA

A grande maioria (=90%) dos tumores malignos do estbmago sao
adenocarcinomas, gque se originam no tecido epitelial glandular ou na mucosa do estdémago
(Karimi et al. 2014). Em 2014, foram produzidos pela Organizacdo Mundial da Saude perfis
ilustrando os tipos de c&ncer mais incidentes na maioria dos paises do mundo. Essa lista
constatou que no Brasil, entre 0os homens, o cancer de estbmago é o terceiro cancer com maior
taxa de mortalidade, enquanto que nas mulheres é o quinto (OMS, 2014). Segundo a
estimativa do Instituto Nacional do Céncer (INCA) para 2016, foram esperados 7.600 novos
casos de cancer de estbmago em mulheres e 12.920 novos casos em homens no Brasil na
regido Norte. Sem considerar os tumores ndo melanoma, o cancer de estomago é 0 mais
frequente entre os homens (11,62/100mil) e o quarto mais comum na populacdo das mulheres
(5,82/100mil) (Tabela 2) (INCA, 2015).

Tabela 2. Estimativa feita pelo INCA para o ano de 2016 das taxas brutas de incidéncia por
100 mil habitante e nimero de casos novos de cancer no Estado do Paré e capital.

Estimativa dos casos novos

Homem Mulher
Estado Capital Estado Capital

Casos Taxa Bruta Casos TaxaBruta Casos TaxaBruta Casos Taxa Bruta

460 11,38 160 22,54 230 5,84 100 12,71

* Numeros arredondados para maltiplos de 10.
Fonte: INCA, 2015.

De acordo com a classificacdo de Lauren, os adenocarcinomas gastricos sao
subdivididos em dois grupos histoldgicos: intestinal e o tipo difuso. O tipo intestinal &€ bem
diferenciado, geralmente se originando de uma metaplasia intestinal (presenca de epitélio com
caracteristicas de intestino na regido do estdbmago). Ja o tipo difuso é pouco diferenciado, sem
conformacdo glandular tendendo a se infiltrar na camada submucosal e associado a um pior
prognostico (Lauren, 1965; Van Der Woude et al., 2003; Berlth et al., 2014).



O céncer do tipo intestinal geralmente se desenvolve a partir de estagios pre-
neoplasicos, de forma lenta, iniciando com lesbes na mucosa estomacal, podendo ser
decorrente de um agente carcinogénico que proporciona alteracdo no material genético da
célula. Os proximos estagios seriam a gastrite aguda, gastrite cronica, gastrite atrofica,
metaplasia e displasia até chegar ao estagio do cancer (Fox & Wang, 2007) (Figura 2). J& o
tipo difuso, ndo comeca necessariamente com uma inflamag&o crénica, mas pode apresentar
um forte componente hereditario com alteracdes nos genes CDH1 e RHOA (Becker et al.,
1994; Machado et al., 2001; Hu et al., 2012; Corso et al., 2013; Cho et al., 2017).

Gastrite
atrofica

Gastrite
cronica

Normal | Gastrite
aguda

Metaplasia}; Displasia  Cancer
intestinal ‘

Figura 2. Evolucdo histolégica do cancer gastrico de tipo intestinal. Fonte (adaptada): Fox &
Wang, 2007.

1.2.2. FATORES ETIOLOGICOS

Para 0 aparecimento do cancer gastrico existem fatores exdgenos (Fang et al.,,
2015) especificos que ja foram correlacionados com o aumento das chances de seu
desenvolvimento, como a dieta (ingestdo excessiva de sal e pimenta; baixo consumo de frutas
e vegetais) (Bonequi et al., 2013; D’Elia et al., 2012), consumo de alimentos em conserva
(Stefani et al., 2012), infeccdo pela bactéria Helicobacter pylori (Polk & Peek Jr., 2010;
Zhang et al., 2014), consumo exacerbado de alcool e tabagismo (Nishimoto et al., 2002;
Ladeiras-Lopes et al., 2008; Tramacere et al., 2012; Nagini, 2012; Grando, 2014).

Vérios desses habitos, como fumar (Xue et al., 2014), ingerir alimentos
defumados ou em conserva juntamente com o baixo consumo de alimentos ricos em vitamina
C, aumentam a exposi¢do & compostos N-nitrosos pelo organismo. Esses compostos podem
ser divididos em N-nitrosaminas e N-nitrosamidas, formados pela reagéo de um grupo nitroso
com aminas ou amidas (Pobel et al., 1995; Mirvish, 1995; Hernadndez-Ramirez et al., 2009;
Song et al., 2015). Estes compostos foram caracterizados como substancias cancerigenas em

animais e com potencial cancerigeno em humanos, ndo apenas para 0 cancer gastrico, mas



também para cancer do colorretal (Zhu et al., 2013) e de bexiga (Catsburg et al., 2014).
Estudos correlacionam a presenca de uma lesdo preexistente, como uma inflamacéo
ocasionada por Helicobacter pylori ou gastrite, 0 que propiciaria um ambiente adequado para
a formacao de compostos N-nitrosos que podem levar ao inicio do processo tumoral (Jakszyn
et al., 2006), porém outros pesquisadores acreditam que isso seja irrelevante para o inicio do
processo tumoral em pacientes expostos a consideraveis niveis de nitrato, um precursor dos

compostos N-nitrosos (Xu et al., 2015).

A infeccdo por Helicobacter pylori € uma precursora de lesdes no estbmago e do
proprio cancer gastrico visto que o processo inflamatdrio da infeccdo muitas vezes acarreta na
iniciacdo do processo tumoral. Essa bactéria promove a liberagdo de citocinas e aumenta a
acloridria (auséncia de &cido cloridrico no suco gastrico) o que desencadeia reacdes em
cascata transformando metaplasia em displasia que pode se desenvolver em um tumor
maligno. Além disso, certas cepas de H. pylori podem produzir onco-proteinas, como a
citotoxina vacuolizante A (VacA) e a citotoxina associada (CagA), sendo mais propensas a
causar cancer gastrico devido ao poder de ativacdo de oncogenes, silenciamento de genes
supressores tumorais e aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(Figura 3) (Zhang et al., 2014; Yong et al., 2015; Ajani et al., 2017). Casos endémicos de

cancer gastrico sao geralmente associados com infec¢éo por H. pylori (de Martel et al., 2012)
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Figura 3. Possivel cascata de eventos estimulados pela infeccdo por H. pylori secretando
VacA e CagA. Fonte (adaptada): Ajani, 2017.



1.2.3. GENETICA DO CANCER

Mutacdes podem ocorrer desde o nivel cromossémico até mudangas em um Gnico
nucleotideo no DNA. Essas mutacdes podem ocorrer de forma natural, decorrente de um erro
durante algum processo de replicacdo da informacdo genética ou por exposicdo a agentes
externos (Migliore & Coppede, 2002).

As mutacdes podem ser classificadas como de sentido trocado (misssense)
caracterizadas pela mudanca do cddon que produz um aminoacido em outro codon
codificando um aminoécido diferente; mutacfes sem sentido (nonsense) onde um codon para
um aminoacido é modificado para um cdédon de parada, resultando na finalizacdo prematura
da proteina. Além das citadas a cima, também existem as mutacfes que podem resultar em
troca de quadro de leitura, onde a insercdo ou delecdo de nucleotideos altera a leitura dos
cédons (White et al., 1990), podendo acarretar no silenciamento ou mal funcionamento da
proteina resultante (Polyak et al., 1998).

Ao que se trata em mutacbes para o surgimento do cancer existem duas
classificagOes principais dos tipos de genes, referindo-se ao seu papel no ciclo celular, os
oncogenes e 0s genes supressores tumorais. As proteinas codificadas pelos proto-oncogenes
podem ser classificadas em: fatores de transcri¢do, remodeladores de cromatina, reguladores
de apoptose, transdutores de sinais, fatores de crescimento e receptores de fator de
crescimento (Croce, 2008). Oncogenes sdo as formas alteradas de proto-oncogenes que
favorecem a proliferacdo de sinais favoraveis ao crescimento celular, codificando proteinas de
forma desregulada (Lee & Muller, 2010). Um exemplo de oncogenes sdo 0 MET (Umeki et
al, 1999; Morozov et al., 2008), MYC (Calcagno et al., 2006; Zhang et al., 2010; Calcagno et
al., 2013) e RHOA (Kakiuchi et al., 2014; Wang et al., 2014).

Ja 0s genes supressores tumorais sdo aqueles que em seu estado normal tem
funcdo de corrigir erros de replicacdo, regular processos, tais como o ciclo celular, a adeséo
celular, a apoptose e a inibicdo da proliferagdo descontrolada das células. Porém, quando
esses genes se encontram mutados e ndo realizam sua funcdo de forma adequada podem levar
a iniciacdo do processo tumoral. Exemplos dessa classe de genes séo TP53 (Hollstein at al.
1991; Tahara et al., 2016), CDH1 (Jeanes at al. 2008; El-Husny et al., 2016) e genes da
familia RAS. Genes supressores tumorais podem ser classificados em dois tipos: gatekeepers
e caretakers. Os gatekeepers séo agueles genes supressores tumorais envolvidos na regulagédo
do crescimento tumoral, codificando proteinas que agem como inibidores de crescimento e/ou

promovendo apoptose. Os caretakers sdo responsaveis por manter a estabilidade gendmica na



célula diminuindo a quantidade de mutacdes (Kinzler & Vogelstein, 1997; Macaluso et al.
2003; Oliveira et al. 2005).

Em seu estudo sobre retinoblastoma, Knudson em 1971 formulou a chamada
hipdtese de dois eventos, propondo que o cancer é o resultado do acumulo de mutacfes nos
genes. No caso dos genes supressores tumorais seriam necessarias duas mutacées, sendo uma
inativando cada alelo do gene (Tomasetti et al., 2015). Em alguns casos além do
silenciamento dos genes supressores tumorais € necessaria a ativacdo de um oncogene, como
no modelo proposto por Fearon e Vogelstein em 1990 (Knudson, 2001; Vogelstein et al.,
2013).

1.3. MITOCONDRIA E O DNA MITOCONDRIAL

Varios processos que ocorrem nas celulas necessitam de energia para serem
realizados. Na grande maioria dos eucariontes essa energia é principalmente fornecida pelas
mitocondrias atraveés de um processo aerébico chamado fosforilacdo oxidativa (OXPHOS).
Essas organelas possuem duas membranas lipoproteicas, sendo uma externa e outra interna
com invagina¢des chamadas de cristas voltadas para a matriz da organela, além de um
genoma proéprio (McCarron et al., 2013).

Uma célula de mamifero contém aproximadamente 10° — 10* copias de DNA
mitocondrial (Lightowlers et al., 1997). O genoma mitocondrial humano foi primeiro
sequenciado e organizado em 1981 por Anderson e colaboradores, desde entdo vem sendo
foco de vérios estudos por seu papel na producdo de energia das células. Em humanos, o
DNA mitocondrial (mtDNA) tem tamanho de 16.6 kb, sendo composto por duas fitas de DNA
circular, uma denominada pesada (heavy strand) e outra leve (light strand). O DNA
mitocondrial (Figura 4) é responséavel por codificar dois RNA ribossomais (rRNA), 22 RNA
transportadores (tRNA) 13 proteinas ligadas ao processo de fosforilagdo oxidativa na
producdo de ATP, onde sete sdo subunidades do complexo | (NADH-desidrogenase), trés
subunidades do complexo IV (Citocromo ¢ oxidase), duas subunidades do complexo V (ATP
sintase) e a Citocromo b (subunidade do complexo Ill). Outra caracteristica importante do
DNA mitocondrial é que ele estad altamente suscetivel a mutagfes devido a auséncia de

histonas, estruturas proteicas com funcao de protecdo do DNA (Alexeyev et al., 2013).
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Figura 4. Estrutura do mtDNA humano. Nele sdo encontrados 13 genes que codificam
subunidades essenciais para a cadeia respiratoria, dois RNA ribossomais (12S rRNA e 15S
rRNA), e 22 RNAs transportadores (representados por letras dentro dos circulos vermelhos).
A Unica regido ndo codificante é a Alga-D (D-loop), que funciona como uma regido controle
onde estdo os promotores de transcricdo da fita leve (LSP), da fita pesada (HSP1 e HS2) e a
regido de iniciacdo da replicacdo da fita pesada (On). A origem de replicacdo da fila leve é
representada por OL. Fonte (adaptada): Mohamed Y usoff, 2015.

Como células que dividem em uma alta velocidade, os tumores enfrentam
problemas correspondentes ao seu rapido crescimento, como alta demanda por ATP e
macromoléculas importantes para reacdes metabdlicas. Outro problema enfrentado pelo tumor
em desenvolvimento é a eminente area de hipoxia que pode ser formada conforme seu
tamanho vai aumentando e a oxigenagdo ndo é mais suficiente para toda a massa celular. Para
0 sucesso da proliferacdo tumoral é interessante que as células utilizem caminhos metabolicos
mais eficientes de acordo com a disponibilidade de recursos em seu microambiente (Lehuédé
etal., 2016).

A ceélula pode obter energia através de OXPHOS ou da glicdlise anaerobica
(fermentacdo). Essas duas formas de obtencdo de energia sdo importantes devido a possivel
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variacdo da concentracdo de oxigénio disponivel no ambiente. Em 1926, Warburg e
colaboradores chegaram a conclusdo que as células tumorais apresentam um alto nivel de
glicolise sequida de fermentacdo e producdo de acido lactico (processo anaerébico) mesmo
em presencga de oxigénio. Essa hipotese vai contra o “Efeito de Pasteur”, que defende que a
fermentacgdo é inibida na presenca de oxigénio (Lloyd et al., 1983). Para eles, isso se dava
devido a provaveis danos ocorridos no DNA mitocondrial que incapacitariam o processo de
fosforilacdo oxidativa, levando a conclusdo que a OXPHOS era suprimida em células de
cancer.

Mais tarde, Weinhouse (1951) demonstrou que em comparagdo com tecidos
normais, tumores demonstram maior taxa de acimulo de acido lactico através de fermentacao,
porém quando se trata da utilizacdo da fosforilacdo oxidativa, a taxa é muito similar para
ambos tecidos. Isso corroboraria para a hipdtese de que as células tumorais se utilizam dos
dois processos para suprir sua alta demanda energética (Hay, 2016; DeBerardinis & Chandel,
2016).

Espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo produtos decorrentes do processo de
fosforilacdo oxidativa tanto em células normais como em transformadas, sendo a mitocéndria
a principal origem dessas substancias (Shadel & Horvath, 2015). Exemplos de espécies
reativas de oxigénio sdo anion superoxido (O2), hidroxila (OH), peroxido de hidrogénio
(H202) e oxigénio singlete (*O2) (ldelchik et al., 2017). Os maiores produtores desses
compostos na mitocdndria sdo os complexos NADH-desidrogenase, succinato:ubiguinona
oxidorredutase e ubiquinol:citocromo c¢ oxidoredutase. Para sobrevivéncia celular €
importante que a célula mantenha um equilibrio chamado Redox, que é o equilibrio entre as
reacOes de reducdo e oxidacdo com capacidade do sistema antioxidante da célula de eliminar
as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio em excesso (Zorov et al., 2014).

Como Chattopadhyay e Roy (2017) sumarizam em sua revisdo, altos niveis de
ROS podem ativar a via do fator induzivel de hipéxia (HIF-1a), que tem a capacidade de
desencadear a mudanga na utilizacdo de OXPHOS como fonte de ATP para glicdlise
anaerdbica, devido a sua capacidade de ativar enzimas glicoliticas. Niveis elevados de ROS
também podem acarretar em um aumento de mutaces no DNA mitocondrial (He et al.,
2013). Como qualquer estado de equilibrio, tanto em excesso quanto em baixos niveis ROS
podem acarretar problemas para o organismo (Chen et al., 2016).

Uma consequéncia interessante da preferéncia das células do cancer por utilizar a
via da glicOlise anaerdbica é o aumento da concentracdo de lactato nas células. Através da

ativacdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e seu receptor, receptor de fator
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de crescimento endotelial vascular 2 (VEGFR2), o lactato induz a angiogénese (Hunt et al.,
2007; Porporato et al., 2012). Além desse mecanismo, o lactato também ativa células
endoteliais através do transportador de monocarboxilato (MCT-1) que provoca uma cascata
de processos que estimula migracdo celular e formacdo de vasos (Vegran et al., 2011;
Romero-Garcia et al., 2016).

Com o desenvolvimento do tumor, ha um aumento da heterogeneidade celular e
cada regido comeca a utilizar diferentes formas de producdo de ATP dependendo das
condi¢cdes do seu ambiente (Figura 5). Recentemente, a hipotese de que as regiGes com
presenca de oxigénio e em hipdxia do tumor tem um relacionamento simbidtico, e utilizam as
substancias resultantes dessas reacdes para fazer outros processos, foi postulada (Nakajima &
Van Houten, 2013). No caso do cancer de mama, essa simbiose possivelmente seria
controlada pelas variadas expressdes de diferentes transportadores de lactato (Baenke et al.,
2015), células de cancer em hipdxia que fazem glic6lise expressam altos niveis de ativacdo de
MCT4, que promovem a exportacdo de lactato, enquanto que células em presenca de oxigénio
expressam MCT1, que promove influxo de lactato (Yoshida, 2015). Modelos in vivo de
carcinoma cervical e de célon demonstraram que regibes em hipdxia onde prevalece o
processo anaerdbico de glicllise tém seu lactato resultante utilizado por outras células que o
utilizam como substrato para OXPHOS nas mitocondrias (Sonveaux et al., 2008; Martinez-
Outschoorn et al., 2017). Este mesmo processo também pode ocorrer entre as células tumorais
e as células do estroma, dependendo da sua proximidade com 0s vasos sanguineos
(Kucharzewska et al., 2013; Webber et al., 2015).

Outro fendmeno interessante é o Efeito de Warburg Reverso: Nele, as células do
tumor provocam um estado de “pseudo hipoxia”, resultante de estresse oxidativo, tornando as
células preferencialmente glicoliticas, resultando na exportacdo de lactato, cetona e/ou
piruvato para que as células do cancer utilizem no seu metabolismo oxidativo (Doherty &
Cleveland, 2013). As células do céancer, mais proximas de celulas em anabolismo e mais
afastadas da fonte de oxigénio e nutrientes, utilizam uma alternativa catabolica, como
autofagia, também produzindo catabdlitos para as células em anabolismo (Figura 5)
(Martinez-Outschoorn et al., 2017).
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Figura 5. Heterogeneidade metabolica em tumores. Fonte (adaptada): Martinez-Outschoorn et
al., 2017.

1.3.1. CADEIA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL

A membrana interna da mitocondria possui complexos proteicos que formam a
cadeia transportadora de elétrons, que tem como objetivo produzir trifosfato de adenosina
(ATP) acoplada a fosforilagdo oxidativa. Isto consiste, basicamente, na transferéncia de
elétrons do NADH e FADH: para o Oz, 0 que gera 0 bombeamento prétons para o espago
entre as membranas interna e externa da mitocondria, tornando a matriz mitocondrial mais

negativa e consequentemente gerando uma forca proéton-motriz. Quando estes prétons entram



13

novamente na matriz mitocondrial para balancear o gradiente geram a mudanga de
conformacéo de outro complexo chamado ATP-sintase que utiliza adenosina difosfato (ADP)
e fosforo inorganico (Pi) para formar ATP, a energia da célula (Figura 6) (Chaban et al., 2014;
Mailloux, 2015).

Complexo V
ATP sintase

Complexo |

Complexo i Complexo il Complexo IV

Matriz
., mitocondrial

Membrana
Micotoncdrial
Interna

Citocromo C
2e

Nature Reviews | Molecular Cell Biology
Figura 6. Cadeia transportadora de elétrons da mitocondria de mamiferos. Fonte (adaptada):
Sazonov, 2015.

O complexo I, também conhecido como complexo NADH-desidrogenase, em
mamiferos é formado por 45 subunidades, sendo 14 principais e 31, tendo peso molecular de
aproximadamente 1MDa (Carroll et al., 2006). E o primeiro passo da cadeia de transporte de
elétrons, oxidando o NADH e liberando elétrons para o espaco entre membranas da
mitocondria, e auxiliando na formacdo de um gradiente de protons (Brandt, 2006). Apresenta
uma forma de L, tem suas unidades principais formando dois dominios juntamente com suas
subunidades acessorias. O dominio redox que estd voltado para a matriz mitocondrial é
formado por sete subunidades principais hidrofilicas e sete subunidades principais
hidrofobicas formam o outro dominio, voltado para a area entre as membranas mitocondriais
(1, 2, 3, 4,5, 6 e 4L) que sdo codificadas por genes mitocondriais conhecidos como ND1,
ND2, ND3, ND4, ND5, ND6 e ND4L (Chomyn et al., 1986; Hirst, 2013).

O complexo 11, ou succinato:ubiquinona oxidorredutase, catalisa a oxidacdo do
succinato para fumarato (succinatoa fumarato + 2H* + 2¢), doando elétrons para a
ubiquinona (Crane et al., 1957). Este complexo é formado por quatro subunidades que juntas
com peso molecular variando de 91 — 110kDa. Um dominio € voltado para a matriz, composto
por uma subunidade de flavoproteina e uma proteina ferro-enxofre, possuindo o ponto de

ligacdo com dicarboxilato (por exemplo succinato e fumarato). O outro dominio se encontra
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integrado na membrana interna da mitocondria, podendo conter um ou dois peptideos
hidrofébicos com presenca ou ndo de um grupo heme (Lemos et al., 2002; Lancaster, 2002;
Sun et al., 2005) A ubiquinona, ancorada ha membrana, € reduzida e serve de transporte dos
elétrons do complexo | e 1l para o complexo IlI.

O passo seguinte desta cadeia € o complexo Il (também chamado
ubiquinol:citocromo ¢ oxidoredutase ou citocromo bc1), que transfere elétrons da ubiquinona
para o citocromo c. Tem peso molecular aproximado de 240KDa com 11 proteinas com trés
subunidades, uma citocromo b com dois grupos heme by e b, uma Citocromo ¢ com um
grupo heme e uma proteina ferro-enxofrede (Zhang et al., 1998; Iwata et al., 1998; Crofts,
2004).

O complexo 1V, citocromo C oxidase, possui trés subunidades codificadas por
genes mitocondriais (MT-COI, MT-COIl e MT-COIII), mais 10 subunidades provenientes de
genes nucleares, dois grupos heme e dois atomos de cobre, tendo peso molecular de 204 kDa.
Elétrons sdo doados para a citocromo c e repassados para 0 O, formando consequentemente
H>0O. Juntamente com esse processo prétons sdo transportados da matriz da membrana interna
mitocondrial para o espaco intermembranar, aumentando o gradiente de idnico (Capaldi,
1990; De Paepe, 2012).

O ATP é finalmente formado pelo complexo V, também chamado de ATP sintase.
Esse complexo apresenta dois dominios, o F1 (ha matriz mitocondrial) e 0 Fo (ancorada na
membrana interna da mitocondria). Ele funciona como um motor, se utilizando do fluxo de
prétons gerado pelo gradiente idnico que foi formado desde o complexo I, para transformar o
ADP e gerar ATP. Dois genes mitocondriais estdo envolvidos na producdo de proteinas para
esse complexo, a ATPase 6 e ATPase 8 (Jonckheere et al., 2012; Ghaffarpour et al., 2014).
Mutagdes em genes mitocondriais que expressam subunidades dos complexos da
cadeia transportadora de elétrons ja foram relacionados com Vvarios tipos diferentes de cancer,
como de mama, pancreas, prostata, tireoide e bexiga (Chatterjee et al., 2006). Defeitos em
qualquer um desses genes mitocondriais sdo potencialmente preocupantes devido a
importancia das suas proteinas na formacdo dos complexos da cadeia respiratoria. Alguns
autores acreditam que mutacbes no DNA mitocondrial responsaveis pela expressdo de
complexos da cadeia transportadora de elétrons ndo seriam promotoras do processo de
iniciacdo do cancer (Ju et al., 2014), mas teriam sim um papel na diminuicdo da utilizacdo
dessa via nas células tumorais e tambem seriam associadas com tipos mais agressivos de

cancer e metastase. (Bonora et al., 2006; He et al., 2013; Birsoy et al., 2014)
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O céancer ¢ uma doenga muito complexa que apresenta diferentes estratégias
metabdlicas para alcancar sucesso na sua proliferagdo. Dessa forma estudar mais
profundamente as muta¢fes mitocondriais, uma vez que esses genes expressam proteinas
essenciais para a cadeia transportadora de elétrons, apresenta importancia para

desenvolvimento de novos alvos para terapias e diagndsticos mais eficientes.

1.4. MODELO ANIMAL

Estudos xenograficos sdo importantes devido ao seu valor na adicdo de
conhecimento quanto ao espécime utilizado e sua caracteristica de previsdo em outros
organismos similares. Existem varios modelos animais que podem ser utilizados para fins de
estudos e desenvolvimentos de tecnologia, como roedores, peixes, e primatas ndo humanos.
No Brasil, o Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA)
juntamente com o Ministério da Ciéncia e tecnologia organizam os caracteres normativos para
a utilizacao desses recursos vivos de maneira respeitosa e consciente (CONCEA, 2015).

Entre os animais mais utilizados nesses trabalhos sdo o peixe-zebra (Danio rerio)
(Langenau et al., 2003; Howe et al., 2013; Yen et al., 2014), murinos (como ratos e
camundongos) (Pantaleao & Luchs, 2010) e primatas ndo humanos.

Sapajus apella é uma espécie pertencente aos macacos do Novo Mundo, bastante
utilizada em estudos como modelo animal devido sua flexibilidade, adaptabilidade e tamanho
em comparagdo a outros primatas ndo humanos, o que facilita a criacdo em viveiros de
primatas (Borges da Costa et al., 2011).

Além dessas caracteristicas, primatas apresentam um ciclo de vida mais longo, o que
permite estudos de carcinogénese de longa duracdo, se assemelhando ao que acontece com
humanos, além de apresentarem homologias genética, fisioldégica e comportamental. Outro
ponto positivo na utilizacdo dessa espécie, € o tamanho dos seus 6rgdos, que facilita a
realizacdo de exames perioddicos de imagem e retirada de amostras (Takayama et al., 2008;
Messaoudi et al., 2011).

1.5. QUIMICOS

Em estudos de modelo animal s&o geralmente utilizadas substancia para induzir

mutagénese e iniciacdo do processo tumoral. A N-metil-N-nitrosurea (MNU) é apontada
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como um agente alquilante capaz de interagir com 0 DNA podendo causar mutagdes e por
este motivo ele tem sido utilizado para provocar a carcinogéneas em modelos animais
(Faustino-Rocha et al., 2013; Soares-Maia et al., 2013).

Por ser um produto nitrogenado resultante do metabolismo de creatina, formado
na presenca de nitrito do acido géstrico, ele pode reagir com a guanina do DNA levando a
producdo de O8-metilguanina. Durante a replicagdo, esse Gltimo composto pode ser pareado
erroneamente causando mutac6es ou até mesmo lesdes e quebras no DNA (nesse caso a DNA
polimerase acaba pareando a O®MG com uma timina, levando ao erro de leitura de O°MG:T
para A:T) (Doniger et al., 1985; Sen et al., 2001; Quiros et al., 2010; Herzig et al., 2016).

O reparo de O°MG para um guanina novamente é geralmente feito pelo Q°-
metilguanina DNA metiltransferase (MGMT), porém quando este reparo falha antes da
replicacdo resultando no pareamento de O°MG:T, o mecanismo de reparo de pareamento
errdneo (MMR — mismatch repair) é ativado para retirar a timina desse pareamento. Quando o
O°MG permanece na fita a timina é adicionada novamente e 0 mecanismo de reparo continua
tentando corrigir o pareamento, entrando em um ciclo de reparo futil (futile repair loop),
podendo levar a quebra da dupla fita e posteriormente a apoptose (Kondo et al., 2010).

Esse composto € interessante principalmente para estudos de cancer gastrico pois
induz lesBes pré-neoplasicas semelhantes as que ocorrem anteriormente ao desenvolvimento
de adenocarcinomas gastricos do tipo intestinal (Tsukamoto et al., 2007)

Considerando que o cancer gastrico ainda é um dos tipos mais frequentes e
mortais de cancer no mundo, torna-se importante o entendimento do comportamento deste
tipo de tumor. Assim, a compara¢do in vivo das possiveis mutacdes no DNA mitocondrial em
linhagens de céncer gastrico em modelos xenograficos de cancer humano, bem como a
avaliacdo do efeito mutagénico de MNU sobre estas pode ajudar no entendimento desta
dindmica tumoral. A utilizacdo do modelo animal é importante devido a interacdo de
diferentes acidos e enzimas presentes no 6rgao que € objeto do estudo, o estbmago, com as

linhagens utilizadas.

1.6. OBJETIVOS
1.6.1. Objetivo Geral

Avaliar, in vivo, a integridade do genoma mitocondrial em linhagens de cancer

gastrico implantadas em um modelo animal.
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1.6.2. Objetivos especificos

Avaliar alteracdes nucleotidicas dos genes do complexo | (ND1 e ND3),
complexo IV (COIl) e complexo V (ATPase8) do DNA mitocondrial em
linhagens de céncer gastrico humano implantadas em primatas da espécie
Sapajus apella

Avaliar as possiveis alteragdes no DNA mitocondrial causadas pelo agente
carcinogénico MNU, que causa mutacfes semelhantes as lesdes causadas pelo

cancer gastrico naturalmente
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2 MATERIAL E METODOS
2.1. AMOSTRAS

O projeto contou com 13 espécimes de primatas da espécie Sapajus apella criados
conforme exigido por lei e aprovado pelo comité de ética da Universidade Federal do Para
(Parecer MEDO002-10) no Centro Nacional de Primatas, localizado em Belém, na rodovia BR-
316 — Km 7. Os animais foram avaliados por veterinarios e apresentavam bom estado de
salde. Todos os animais foram identificados com microchips e seguiam uma dieta balanceada
sem adicdo de sodio. Os individuos tinham entre sete e seis anos, pesando entre 2,7 e 3,6 Kkg.

As amostras estdo descritas na tabela a seguir:

Tabela 3. Descricdo das amostras.

Amostra Linhagem Tempo* MNU
AGPO1-7 7 dias --
AGP01-14 AGPO1 14 dias --

AGP01-MNU 7 dias 16 mg/Kg

ACP02-7 7 dias --

ACP02-14 ACP02 14 dias --
ACP02-MNU 7 dias 16 mg/Kg

ACP03-7 7 dias --

ACP03-14 ACPO3 14 dias -
ACP03-MNU 7 dias 16 mg/Kg

PG100-7 PG100 7 dias --
PG100-MNU 7 dias 16 mg/Kg

CS256-7 Carcinossarcoma 7 dias --
C5256-14 236 de Walker 14 dias -

*tempo desde a inoculacdo das linhagens nos animais até a retirada cirdrgica dos tumores.

Alguns animais receberam, concomitantemente com as linhagens, MNU
(16mg/kg) por via oral. Apos 72 horas, as linhagens causaram crescimento tumoral e apos
uma semana ou quatorze dias os tumores foram recuperados por meio de cirurgia. Em dois
animais foram implantadas células do carcinossarcoma 256 de Walker, uma linhagem de

cancer de mama de rato albino (Wistar rats) que se prolifera em uma grande variedade de
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animais e 6rgdos, com objetivo de ser o controle positivo (McEuen & Thomson, 1933; Lewis
et al., 2013; Shenoy et al., 2016).

AGPO01 é uma linhagem originaria de células tumorais obtidas de um aspirado de
liquido ascitico e classificada como do tipo intestinal. As linhagens ACP03 e ACP02 foram
isoladas de adenocarcinomas gastricos primarios, sendo o primeiro classificado como tipo
intestinal e o dltimo como difuso. As trés linhagens foram retiradas de pacientes do norte do
Brasil e estabelecidas pela equipe do laboratorio de Citogenética Humana do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Pard. Elas apresentam cari6tipo com
alteragfes cromossomicas, sendo a mais comum a trissomia dos cromossomos 7, 8 e delecdo
do bragco pequeno do cromossomo 17. Adicionalmente, foi detectada também a trissomia do
cromossomo 17 em ACP03 e AGPO1 (Leal, 2009, 2011).

A linhagem PG100 foi obtida do Banco de células do Rio de Janeiro, sendo um
adenocarcinoma gastrico primario que compartilha das principais alteracbes genéticas
encontradas em cancer gastricos, como a trissomia do cromossomo 8 e delecdo do brago curto

do cromossomo 17 (Ribeiro et al., 2010).

2.2. EXTRACAO DO DNA

As amostras de tecido gastrico foram coletadas e submetidas a biopsia, sendo
posteriormente submetidas ao processo de extracdo do DNA pelo laboratério de Biologia
Molecular, com utilizacdo do QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Mainz, Rheinland-Pfalz,

Alemanha) e concedido para este estudo pelo Professor Doutor Rommel Rodriguez Burbano.

2.3. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

As sequéncias gendmicas utilizadas para os iniciadores desse estudo, se
encontram descritas na Tabela 4. As reacGes de cadeia de polimerase foram feitas com o
volume final de 25 pl, sendo 50 ng de DNA, 50mM MgCl,, 10xPCR buffer, 0,20mM de
dNTP, 10pM de cada um dos indicadores especificos e 0,5 U de Taq DNA polimerase
(ThermoFisher Scientific). Os tempos, temperaturas e numero de ciclos utilizados na ciclagem

estdo especificados na Tabela 5.
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Tabela 4. Iniciadores utilizados nas PCR deste trabalho.

Regiédo Iniciador Seqiiéncia (5* - 3°) Tam pb Referéncia
COl COI-F GTTGTAGCCCACTTCCAC 222 Lietal.
COI-R CATCGGGGTAGTCCGAGTAA (2002)
ATPase8 ATPase8-F CCCACCATAATTACCCCCAT 102 Lietal.
ATPase 8—R TTTTATGGGCTTTGGTGAGG (2002)

ND1 ND1F GACGCCATAAAACTCTTCAC 390 Maximo et

ND1R GGTTGGTCTCTGCTAGTGTG al. (2001)

ND3 ND3F CCTGCCACTAATAGTTATGTC 210 Maximo et

ND3R GATATGAGGTGTGAGCGATA al. (2001)

Tabela 5. Temperaturas, tempos e ciclos.

Regiéo Desnaturagdo Anelamento Extenséo Ciclos
Col 94°C/3min 57°C/35seg  72°C/4min 35
ATPase 8 94°C/5min 58°C/30seg 72°C/5min 35
ND1 95°C/4min 54°C/30seg ~ 72°C/10min 35
ND3 95°C/4min 54°C/30seg ~ 72°C/10min 35

Para visualizacdo das amplificacOes, foram utilizados 3ul do produto da PCR, 2 pl
GelRed™ (Biotium) e 2ul de corante de visualizagdo (5 mL glicerol, 1 mL de azul de
bromofenol 0,1%, 1 mL de xileno-cianol 0,1%, 2 mL de EDTA 0,5M) em gel de agarose a
2%, eletroforese horizontal e tampéo (Tris-Borato-EDTA 1x), com corrente de 100V por
aproximadamente 15 minutos. Por fim, as confirmagdes das bandas positivas foram feitas em

transiluminador com luz ultravioleta.

Apbs a PCR, os fragmentos amplificados foram sequenciados utilizando o
sequenciador ABI3130 (ThermoFisher Scientific), a reacdo de sequenciamento foi realizada
utilizando o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (ThermoFisher Scientific).
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As sequencias foram alinhadas e analisadas utilizando o programa BioEdit 7.2.6.1
(Hall, 2013), com uma sequéncia de referéncia do DNA mitocondrial humano, retirada do
banco de dados NCBI (NCBI Reference Sequence: NC_012920.1).

2.4. MODELO DA ALTERACAO DA PROTEINA

Quando identificada uma alteragdo que resultasse em mudanga de aminoécido, a
estrutura da proteina resultante foi analisada através de modelagem 3D com o auxilio do
software SWISS-MODEL (Biasini et al., 2014).



22

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. MODELO ANIMAL

Todas as diferentes linhagens utilizadas no presente estudo tiveram sucesso em
causar crescimento tumoral nos animais mesmo apds um curto periodo de tempo (de uma a
duas semanas). A utilizacdo de primatas em modelos de estudo do cancer humano se
apresenta eficiente devido a complexidade fisioldgica e a homologia genética desses animais
com a espécie humana, o que habilita a producéo de estudos sem ser necessaria restricdo do
sistema imune dos animais para 0 sucesso de estudos xenogréaficos. No estudo de cancer
gastrico é importante se escolher uma espécie que tenha maior similaridade com o0s seres
humanos, o0 que consequentemente € um ponto relevante na utilizacdo de modelos com
primatas em vez de roedores. Por exemplo, o estdbmago de ratos é dividido em duas regides, a
glandular e ndo glandular, enquanto que o de humanos € linear, sendo todo constituido por
mucosa glandular (Kararli, 1995). Adicionalmente, também ocorrem diferencas no pH

estomacal dos ratos e humanos (Tennant et al., 2008) sendo o de primatas mais semelhantes.

3.2. ALTERACOES COM TROCA DE UMA UNICA BASE

A mitocbndria é uma organela de grande importancia na célula, devido ao seu
papel na formacdo de ATP, consequentemente sendo conhecida como a usina de energia
celular de inimeras espécies de organismos. Durante o processo de formacdo de energia a
mitocdndria acaba produzindo espécies reativas de oxigénio (ROS), que podem contribuir

para mutacdes no DNA mitocondrial.

Neste trabalho ndo foram encontradas alteragcdes nos genes COIl e ATPS8, o que
corrobora os resultados de Luo et al. (2010) em tumores gastricos. A Citocromo oxidase | é
uma das subunidades codificadas pelo mtDNA que formam o complexo IV da cadeia
respiratdria, e alteracdes neste gene foram encontradas em diferentes tipos de cancer, como
cancer de mama (Ghatak et al., 2014) e prostata (Ray et al., 2009; Scott et al., 2012). J&4 0
gene ATPase8 é uma das subunidades da ATP sintase, e mutagdes nesse gene ja foram

relacionadas ao cancer de mama (Grzybowska-Szatkowska et al., 2014).

Em seu estudo sobre carcinomas colorretais, Araujo e colaboradores (2015)
identificaram uma alta taxa de mutacfes nos genes mitocondriais do complexo | neste tipo

tumoral. No presente estudo, no gene ND1 foram observadas duas alteragdes. A primeira foi
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uma transicdo C->T na posigdo 3594 do DNA mitocondrial, localizada na posi¢éo 3 do codon
96 do gene ND1 (Tabela 6; Figura 7). Essa mudanca ndo altera a transcricdo do aminoacido
(mutacdo sindnima), que continua sendo uma valina (Val). Algo semelhante ocorre na
transicdo encontrada na posi¢do 3693 (G—>A), que ndo acarreta uma mudanca de aminoacidos
da proteina codificada pelo gene ND1 (Leu->Leu), sendo, portanto, sinénima (Tabela 6;
Figura 8) (Maca-Meyer et al., 2001; Herrnstadt et al., 2002; Brandon et al., 2006). Essas
alteracbes ndo parecem apresentar relacdo com o desenvolvimento do cancer gastrico. A
posicdo 3594T é associada ao perfil do haplogrupo mitocondrial L1/L2 (Wallace, 2007,
MITOMAP, 2017), relacionado a descendéncia africana. A populacdo brasileira é bastante
miscigenada e apresenta descendéncia europeia, africana e indigena. A populacdo do norte do
Brasil tem a maior taxa de marcadores de descendéncia indigena em comparagdo com outras
regibes do pais, devido ao processo de colonizacdo sofrido nessa regido, tendo maior
ancestralidade europeia, seguida de indigena e africana na populacdo do Norte (Santos et al.,
1999; Alves-Silva et al., 2000; Pena et al., 2011). Apesar de ser relacionada a ancestralidade
genética, a presenca desses marcadores nas amostras analisadas parece ser resultado do acaso,
uma vez que ndo temos como confirmar a descendéncia do paciente que originou essas

amostras.

Tabela 6. Alteracdes de uma Unica base identificadas nas amostras.

Gene Troca de Posicdo da Aminoacido Amostras
nucleotideo alteracdo alteradas

ND1 C->T 3594 Val->Val ACP03-14,
ACP03-MNU,
CS256-7,
CS256-14

ND1 G2>A 3693 Leu->Leu ACP03-14,
ACP03-MNU,
CS256-7,
CS256-14

ND3 A->G 10398 Thr->Ala ACPO03-14,
ACP03-MNU,
PG100-MNU,
CS256-7,
CS256-14
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Figura 7. Alteracdo no gene ND1 de citosina para timina, na posicdo 3594 do mtDNA.
Cromatograma superior da amostra PG100-7, sem a alteracdo e na parte inferior a amostra
ACPO03-14, com alteracéo.
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ACPO03-14, alterada.



25

f N
A \ Vol TRE g% N Yol \/ VO \/
X \ A \/ \/ 7 \ \/ v X Y \

AN \ 7 Y AT 2. ) X X A

Figura 9. Alteracdo no gene ND3 de guanina para adenosina, na posi¢do 10398 do mtDNA.
Cromatograma superior da amostra PG100-7, sem a alteracdo, e na parte inferior a amostra
ACPO03-14, alterada.

Na regido responsavel pela transcricdo da unidade ND3 do Complexo |, foi
detectada a transi¢cdo de uma adenina para guanina na posi¢do 10398 do DNA mitocondrial
(Tabela 6; Figura 9), ja descrita na literatura como altamente polimdrfica (Czarnecka et al.,
2010; Mao et al, 2013; Yu et al., 2015). Essa alteracdo do DNA mitocondrial acarreta na
mudanga de treonina (Thr) para alanina (Ala), na posicdo 114 localizada na extremidade
carboxi-terminal da subunidade ND3 do complexo | da cadeia respiratoria (Fang et al., 2010).

Canter e colaboradores (2006) detectaram uma associacdo inversa do
polimorfismo 10398G e o cancer de mama invasivo em uma populacao afro-americana, sendo
o alelo 10398A ligado a esse tipo de tumor. Apesar disso, essa relacdo ainda ndo é bem
compreendia, ocorrendo discordancias na literatura (Setiawan et al., 2008; Mosquera-Miguel
et al., 2008). Esse mesmo padrdo também foi observado em um estudo de cancer de mama na
india (Darvishi et al., 2007). Os alelos A e G parecem ter diferentes correlagdes dependendo
do grupo étnico ao qual ele é relacionado, sendo que em populacdes afro-americanas o
polimorfismo 10398A estaria relacionado ao cancer de mama e prdstata (Canter et al., 2006;
Mims et al., 2006), enquanto que em populagdes europeias a alteracdo 10398G foi
correlacionada ao cancer de mama (Bai et al., 2007; Czarnecka et al., 2010). Apesar de ser

mais estudado em cancer de mama, o polimorfismo na posicdo 10398 tambem ja foi
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identificado em doencas neurodegenerativas (Chu et al., 2015), desordens psiquiatricas
(Hwang et al., 2017) e outros tipos de cancer, como o de tireoide (Yeh et al., 2000) e prostata
(Arnold et al., 2015).

Sabe-se que o metabolismo tumoral é prioritariamente glicolitico visto que parte
de suas células carregam mitocdndrias disfuncionais. Dessa forma, a troca de aminoacido
Al114T ja foi objeto de diversos estudos in vitro sobre sua funcdo. No entanto, ndo ha ainda
consenso na literatura sobre a funcionalidade desta alteracdo. Um estudo associou um maior
pH da matriz mitocondrial nas células com polimorfismo 10398G em comparacdo com
células portadoras do polimorfismo 10398A. Com isso, foi levantada a hipétese de que o pH
mitocondrial teria papel na producdo de ATP, apoptose e ha mudancga na permeabilidade de
poros na membrana da mitocondria. Quando a atividade do complexo | foi avaliada,
observou-se, também, que células com o alelo A tiveram menor atividade deste complexo em
comparacdo com as com o alelo G, suportando a hipdtese de que o pH influenciaria nas
funcGes da mitocondria. Além disso, no alelo A também foi constatado o aumento da
concentracdo de célcio no interior da mitocondria e a resposta a histamina (Kazuno et al.,
2006; Stafford & Chen-Quin, 2010).

Ainda em relacdo ao metabolismo celular, um estudo comparativo com os dois
alelos em linhagens de cancer de mama isoladas de pacientes afro-americanas, demonstrou
que o alelo A apresentava um atraso no ciclo celular em comparacdo com o alelo G, devido a
uma maior atividade do complexo I, um dos maiores produtores de ROS da cadeia
respiratoria. Essas linhagens também apresentaram maior resisténcia a apoptose mediada por
etopdsido e maior capacidade de metastase, em comparacdo com a linhagem do alelo G
(Kulawiec et al., 2009). Além do aumento da producdo de ROS, também foram observadas
em linhagens com a alteracdo 10398G a diminuigcdo da atividade da enzima glicolitica
Piruvato Cinase M2, o aumento da captacdo de glicose e da producdo de lactato (Singh et al.,
2014).

Outro estudo feito em uma populacdo malaia, também sugeriu ndo s6 que o alelo
G, mais frequente em pacientes com cancer de mama, seria um marcador para essa doenga,
mas também que esse polimorfismo aumentaria a producdo de ROS, alterando a funcéo do
complexo | e inibindo a apoptose atraves do alto nivel de expressdo do gene anti-apoptético
BCL-2 (Nadiah et al., 2012). Além disso, foi também sugerido que células portadoras deste
polimorfismo sensibilizariam as células normais ao seu redor, induzindo a apoptose dessas,

enquanto as células tumorais com alteracbes no Complexo | da Cadeia de Transporte de
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Elétrons, estariam protegidas da inducdo da morte celular, tornando-se as dominantes
sobreviventes da massa tumoral (Baharudin et al., 2012).

A analise da molécula proteica nos permitiu identificar as diferencas entre a ND3
selvagem e ND3 com a alteracdo do pendltimo aminoacido (Figura 10), resultante da
alteracdo A10398G. Foi possivel identificar um menor indice de solvatacdo (1,68) e maior
indice de torcdo (-4,0) da proteina resultante da alteracdo em comparacdo com a normal
(respectivamente 1,75 e -3,63). Como Costa Junior (2016) bem resumiu em seu trabalho “O
indice de solvatacdo, que é o indice de dissolu¢do de composto idnico polar em substancia
polar, reflete uma menor interagdo da molécula com o meio, no caso a membrana interna
mitocondrial. Vale lembrar que o gradiente idnico existente no espaco intermembranar
mitocondrial pode ser comprometido pelo indice de solvata¢do”. Neste trabalho foi concluido
que isso possa ter sido causado pela troca de um aminoacido polar (Thr) por um apolar (Ala).
Apesar disso, as consequéncias do aumento na tor¢do na fungédo proteica ainda ndo estdo bem
esclarecidas. Sabe-se que a diminuicdo da tor¢do da proteina ND1 em gliomas, causado por
uma insercdao na posicdo 3883, pode comprometer a seletividade de poros para hidrogénio,
acarretar na reducdo do pH do espaco intermembranar, comprometendo a cadeia de transporte
de elétrons (Costa Junior, 2016). Neste estudo o aumento da torsdo pode esta corroborando
com o estudo de Kazuno et al. (2006) e Canto et al. (2016), que sugerem que células com o

alelo G tem seu Complexo | com atividade mais aumentada do que células com o alelo A.

Solvation i} M 175 Solvation % i 168
Torsion [ W 383 Torsion [ ) -4.00

Figura 10. Modelo das proteinas codificadas pelo gene ND3. A) Proteina normal, sem a
alteracdo; B) Proteina alterada, com a alteracdo no penultimo aminoacido (114Ala).
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Apesar de ndo se ter muitas informacOes sobre o tumor de onde a linhagem
PG100 foi isolada, sabe-se que a linhagem ACPO03 foi isolada de um tumor gastrico do tipo
intestinal em estagio mais avancado (T4N1MO0) do que o observado nas linhagens AGPO1
(T3N2M1) e ACP02 (T3N2MO) (Leal et al., 2009). A alteracdo 10398G foi observada na
linhagem controle de Carcinossarcoma 256 de Walker, conhecida por ter um comportamento
extremamente agressivo, crescimento muito rapido e pequeno periodo de laténcia (Moraes et
al., 2000). Essa mesma alteracdo so foi observada em ACPO3 apos 14 dias de implantagdo no
modelo xenografico, o que pode indicar o aumento da agressividade da mesma com o passar
do tempo, devido as alteracbes no Complexo I. Da mesma forma, o MNU parece atuar
aumentando a agressividade das linhagens, visto que ACP03-MNU e PG100-MNU também
apresentaram esta alteracdo (Figura 11), mesmo com um tempo menor de implantacdo (7
dias).

= W A0 I N NS — S 2. VR " S0, S o}

Figura 11. Alteracdo no gene ND3 de guanina para adenosina, na posi¢do 10398 do mtDNA.
Cromatograma superior da amostra PG100-7, sem a alteracdo e na parte inferior a amostra
PG100-MNU.
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3.3. HETEROPLASMIA

O DNA mitocondrial existe em abundancia nas células, uma vez que cada
mitocdndria possui mais de cinco copias de DNA. Isso abre uma maior possibilidade para que
mutacdes ocorram nessas moléculas, resultando em uma heterogeneidade. Quando alguma
posicdo do mtDNA apresenta dois “alelos” diferentes, pode-se dizer que a populacdo de
mitocdndrias daquela célula ndo é exatamente idéntica, e que o mtDNA selvagem e o alterado
coexistem em um estado chamado de heteroplasmia (He et al., 2010). Neste estudo foram
identificados dois sitios heteroplasmicos em apenas uma amostra (PG100-MNU), nas
posicOes 3594 e 3693 (Tabela 7; Figuras 12, 13).

A heteroplasmia pode ndo causar nenhuma alteracdo grave, bem como também
pode levar a patogenicidade (Elliott et al., 2008). Esse estado pode ser decorrente da simples
divisdo celular, por exemplo no caso da segregacdo vegetativa, onde uma célula com
mitocdndrias em estado de heteroplasmia se divide em duas, resultando em uma célula filha
com o0 mtDNA selvagem e outra com o alterado, com a selecdo ocorrendo em nivel celular
(Stewart & Chinnery, 2015). Estudos recentes tém relacionado o valor de heteroplasmia para

prognosticos em diferentes doencas (Qi et al., 2016; Sequeira et al., 2015).

Um estudo de cancer de pulméo, demonstrou que tumores induzidos por MNU
apresentam maior numero de mutac6es de apenas um nucleotideo em compara¢do com outro
modelo de camundongos com o proto-oncogene Kras geneticamente ativado (Westcott et al.,
2015). Kurowska e colaboradores (2012) demonstraram mutacdes induzidas em plantas por
MNU se apresentaram em sua maioria como transi¢des. 1sso também foi visto tanto nos casos
de troca de nucleotideo e heteroplasmia ocorridas na amostra PG100-MNU. Esse tipo de
alteracdo, observado apenas nessa linhagem, pode ser indicativo de um melhor funcionamento
do OS-metilguanina DNA metiltransferase (MGMT), principal gene que faz o reparo de O°-
metilguanina para uma guanina novamente, nas outras linhagens em comparagdo com a
PG100 (Shiraishi et al., 2000; Fahrer et al., 2013).

Tabela 7. Heteroplasmias identificadas na amostra PG100-MNU de adenocarcinoma gastrico.

Amostra Nucleotideo Posicéo alteracdo Gene

PG100-MNU CIT 3594 ND1
PG100-MNU A/G 3693 ND1
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Figura 12. Heteroplasmia no gene ND1 na posicdo 3594 do mtDNA. Cromatograma superior
da amostra PG100-7, sem a alteracdo e na parte inferior a amostra PG100-MNU.
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Figura 13. Heteroplasmia na posi¢éo 3698. Cromatograma superior da amostra PG100-7, sem
alteracéo e na parte inferior da amostra PG100-MNU.
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4 CONCLUSAO
Neste trabalho foi possivel se ver a capacidade de linhagens de cancer
preestabelecidas em causar crescimento tumoral em Sapajus apella. De acordo com o0s

resultados obtidos, pode-se concluir que:

*AlteracGes em genes codificadores de proteinas que fazem parte do Complexo | da cadeia
respiratoria mitocondrial (ND1 e ND3) podem ser mais presentes em outras por¢des do

mtDNA nas linhagens de carcinoma gastrico analisadas;

*Amostras com maior grau de agressividade (CS256-7 e CS256-14) apresentaram mudanca
de aminoacido (A10398G, p. T114A) relacionada com alteracfes na funcdo do gene ND3.
Esta mesma alteracdo so foi observada em amostras tratadas com MNU (ACP03-MNU e
PG100-MNU) e em uma amostra retirada de um tumor invasivo (ACP03-14) com tempo
maior de implantacdo, o que pode ser sugestivo de um aumento da agressividade destas

linhagens;

*O MNU agiu como indutor de heteroplasmias apenas na linhagem PG100, o que pode
sugerir uma diferenca no sistema de reparo do DNA nesta linhagem em comparagdo com as

demais
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