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1. Introducio: inflamacdo e carcinogénese

1.1 Aspectos gerais

A relagdo entre algumas condigdes inflamatoérias crénicas e o
desenvolvimento de cancro é conhecida desde longa data. Na segunda
metade do século XIX, Rudolf Virchow (1863), ao observar a presenga de
infiltrado leucocitario em tecidos neoplasicos, sugeriu que O processo
inflamatoério estaria na origem da transformagdo neopldsica. Com base na
histéria natural de determinadas doengas e em estudos epidemiolégicos, foi
de facto possivel estabelecer uma associagdo forte entre determinadas
condi¢des inflamatodrias crénicas e a ocorréncia de cancro em diversos
orgdos. Estas condigbes incluem infecgdes cronicas, lesdes tecidulares
cronicas causadas por agentes quimicos ou fisicos e doencgas de etiologia
incerta, geradoras de inflamagdo crdnica (Tabela 1). Embora se tenham
verificado grandes avangos no estudo dos processos de transformagdo e
desenvolvimento neopldsicos, os mecanismos moleculares subjacentes a
transigao entre processo inflamatério crénico e cancro, estdo por esclarecer.

Tabela 1- Condigdes inflamatorias e neoplasias associadas

Condicao Neoplasia

Doenga Inflamatéria Crénica Carcinoma colo-rectal

Intestinal

Infecgao por H.pylori

Carcinoma gastrico

Hepatite virica crénica

Carcinoma hepatocelular

Schistosomiase

Carcinoma da bexiga

Tireoidite de Hashimoto

Linfoma/carcinoma papilar da
tiredide

Infecgdo pelo virus do papiloma
humano

Carcinoma do colo uterino

Doenca inflamatoria pélvica

Carcinoma do ovario

Esofagite de refluxo

Carcinoma esofagico

Asbestose

Mesotelioma

Alteragoes do epitélio respiratoério

Carcinoma broncogénico

associadas ao tabagismo

Em alguns dos processos inflamatorios referidos pode observar-se uma
sequéncia de alteragbes histopatologicas (Cordon-Cardo et al., 1999). O
processo de transformagdo maligna da mucosa gastrica no decurso da
infecgdo por H. pylori é disso um exemplo (Correa, 1992, 1995). Neste
modelo, a primeira alteragao é a atrofia glandular, consequéncia da
destruicdo continuada, devido a cronicidade do processo e mediada por
auto-anticorpos contra as células parietais (Faller et al., 1997). A atrofia é



seguida de um aumento da actividade proliferativa do epitélio, podendo
ocorrer a substituicdo de um tipo de diferenciagdo celular por outro tipo -
metaplasia. A metaplasia pode, por sua vez, evoluir para displasia e, por
Gltimo, pode surgir o carcinoma. Subjacentes a estas alteragoes
morfoldgicas estdo alteragdes moleculares, que condicionam um
desequilibrio entre apoptose e proliferagdo celular. Recentemente,
mediadores da inflamagdo como o mondxido de azoto, o factor inibidor da
migracdo de macrofagos (macrophage migration inhibitory factor - MIF) e a
ciclo-oxigenase (descrita adiante), entre outros, tém sido identificados como
“cumplices” na carcinogénese.

1.2 O papel de alguns mediadores inflamatorios

Oxido nitrico

O éxido nitrico (nitric oxide - NO) é um gas sollvel, sintetisado em
células endoteliais, macréfagos e determinados neurdnios do sistema
nervoso central (Ignarro, 2000) . Dada a sua semi-vida muito reduzida, de
apenas alguns segundos, este gds s6 pode actuar em células préximas
daquelas que o produzem. O NO é sintetizado a partir de L-arginina e
oxigénio molecular (O;) pela sintetase do 6xido nitrico (NOS) (Nathan et al.,
1997). Existem trés tipos de NOS: endotelial (eNOS), neuronal (nNOS) e
induzivel por citocinas (iNOS). Enquanto os dois primeiros tipos sao
expressos constitucionalmente, o iINOS pode ser induzido por citocinas,
como por exemplo o factor de necrose tumoral (TNF)-a e o interferao (IFN)-
v (Nathan et al., 1997).

Para além de desempenhar uma fungdo importante como vasodilatador
(por efeito de relaxamento do musculo liso da parede vascular) (Palmer et
al., 1987), o NO tem um papel importante na inflamagao (Grisham et al.,
1999) (Tabela 2).

Tabela 2 - Papel do NO na inflamagao

NO e inflamacao

¢ Regulagdo do recrutamento de leucdécitos
 Inibigao da actividade dos mastdcitos

* Redugdo da agregacgao e adesao plaquetarias
¢ Actividade anti-microbiana




Entre as diversas fungbes do NO, é-lhe atribuido um papel crucial na
eliminagdo de agentes infecciosos (Fang et al., 1997). O NO pode reagir
com moléculas de oxigénio, formando varias substancias com actividade
anti-microbiana, como por exemplo o peroxinitrito, nitrosotidis e diéxido de
nitrogénio (Grisham et al., 1999). Em concentragbes elevadas, estas
moléculas podem oxidar o ADN, originar mutagées e, inclusivamente,
danificar enzimas reparadoras do ADN (Jaiswal et al.,, 2000). No seu
conjunto, estes efeitos podem originar alteragGes iniciadoras do processo de
carcinogénese e estabelecer um elo entre inflamagdo crénica e cancro.
Todavia, dada a fisiopatologia complexa do cancro e as amplas fungdes
fisioldgicas do NO, n3o é surpreendente que se verifiquem acgbes pro- e
anti-carcinogénicas do NO. De uma forma geral, as células do sistema
imunolégico tendem a produzir concentragGes elevadas de NO, que sdo
citostdticas ou citotéxicas; em contrapartida, as células neoplasicas
sintetisam NO em concentragdes baixas, o que favorece o crescimento e
progressao tumorais (Brennan, 2000).

Tabela 3 - As accBes do NO podem favorecer a progressdo tumoral em concentragbes
baixas, ou exercer um efeito anti-neoplasico em concentragdes elevadas {adaptado de Lane
e Gross, 2002).

Accd - inogéni = NO de origem tumoral

¢ 1 Nitrosaminas ¢ 1 Angiogénese

¢ 1 Lesdao do ADN ¢ 1 Imunossupressao

¢ 1 Mutagénese s | Apoptose (exposigao cronica)
Accdes anti-carcinogénicas — NO de origem imunolégica

» | Agregacao plaquetaria * | Angiogénese

¢ | Metastizagdo e 1 Activagdo macrofagica

¢ | Proliferagao celular tumoral ¢ 1+ Apoptose (exposicdao aguda)

O NO pode mediar acgdes citostaticas através de efeitos directos sobre
varios alvos moleculares, essenciais para a proliferacao celular, e pode
induzir a apoptose mediada pela p53 (Wang et al., 2002). Por outro lado, o
NO pode originar uma reacgao de nitrosilagdo com um grupo tiol critico no
locus activo das caspases e inibir a apoptose (Lane et al., 2002; Kim et al.,
2000). O NO também pode inibir a formagdo do apoptossoma
Apaf-1/caspase-9 (Zech et al., 2003).

Em resumo, os efeitos do NO podem contribuir para estabelecer uma
relagdo entre inflamagdo crénica e cancro. Os efeitos do NO no cancro sdo
variaveis e dependentes da concentragao e da fonte de NO.



MIF

Outro elo entre citocinas inflamatoérias e lesdo do ADN provém de estudos
recentes relativos & regulagdo da proteina supressora tumoral p53.
Verifica-se que, em diversos tumores, a p53 esta funcionalmente
inactivada, embora o gene permanega inalterado (Moll et al., 1992, 1995;
Maestro et al., 1995). A procura de substancias inibidoras da actividade da
p53 permitiu identificar uma citoquina inflamatéria, conhecida como factor
inibidor da migracdo de macr6fagos (MIF) (Hudson et al., 1999). O MIF é
produzido por linfécitos T e macrofagos activados no decurso do processo
inflamatorio. Concentragées elevadas deste factor contribuem para a
activacdo de células T e aumentam a actividade microbicida dos
macrofagos.

A p53 exerce os seus efeitos principalmente através da activagéo da
transcricdo de “genes alvo” (Levine, 1997). O MIF possui a capacidade de
antagonizar a paragem do ciclo celular mediada pela p53 e inibir a
apoptose, ao suprimir a actividade de transcricao da p53 (Hudson et al.,
1999).

A inactivacdo funcional da p53 poderia ser benéfica durante a resposta
inflamatéria aguda, permitindo a proliferacdo celular local e reparagao
tecidular (Cordon-Cardo e Prives, 1999). Todavia, a persisténcia cronica
deste processo pode eventualmente gerar instabilidade gendmica e, por
Ultimo, conduzir a transformacgdo maligna. De facto, ha evidéncia de que o
MIF possa ter um papel para além da inflamagdo: é disso exemplo a
sobre-expressdo de ARN mensageiro deste factor em tumores prostaticos
(Takahashi et al., 1998).

gp130

A gp130 é um receptor transmembranar para as citocinas inflamatérias
da familia da IL-6 (Hibi et al., 1990; Hirano et al., 1997). Estas citocinas
sdo consideradas pré-inflamatérias, embora contribuam também para a
reparacdo epitelial. A gp130 esta na génese de duas vias de sinalizagao, a
via signal transducer and activator of transcription 1 and 3 (STAT 1/3) e a
via Src-homology tyrosine phosphatase-Ras-Erk (SHP2-Ras-Erk), através de
residuos distintos de tirosina (Luticken et al., 1994; Yamanaka et al.,
1996).

Tebbutt et al. (2002) evidenciaram recentemente o papel destas vias de
sinalizagdo na regulagdo da homeostasia gastro-intestinal. A indugao de
uma mutacao do receptor gpl30 capaz de bloquear selectivamente a via
SHP2-Ras-Erk conduziu ao desenvolvimento de adenomas gastricos. Em
contrapartida, estes autores verificaram que as mutagdes que bloqueavam
a via STAT1/3 aumentaram a susceptibilidade para o desenvolvimento de
colite induzida experimentalmente. A diferenca de comportamento entre o
estbmago e o intestino em resposta a um estimulo inflamatdrio pode,
segundo Tebbutt et al. (2002), ser explicada por alteragbes organo-
especificas na expressdo de uma familia de genes denominada trefoil factor
family (TFF), cuja expressdo é regulada directamente pela gp 130.



A familia TFF é constituida por trés peptideos de pequenas dimensdes que
sdo expressos predominantemente em células muco-secretoras do aparelho
digestivo (Wong et al., 1999). A sua fungdo exacta ndo é conhecida, mas
acredita-se que estes peptideos estdo envolvidos na reparagdo e
manutencdo da integridade epitelial (Wong et al. 1999). Experiéncias
realizadas em ratinhos forneceram resultados muito interessantes
relativamente ao papel dos trefoil peptides:

- knockout do gene TFF1: aumento da proliferacdo celular epitelial,
formacdo de adenomas e carcinomas no antro gastrico (Lefebvre et al.,
1996)

- knockout do gene TFF2: diminuicdo da proliferagdo celular epitelial,
aumento da secrecdo de &cido e aumento do grau de ulceragdo apoés
administragdo de indometacina (Farrell et al., 2002)

- knockout do gene TFF3: aumento da susceptibilidade a colite induzida por
agente quimico {(Mashimo et al., 1996)

Através de uma série de estudos de transfecgBes transitorias, Tebutt et
al. (2002) demonstraram que a gp130 regula directamente os genes TFF. A
regulacdo de TFF1 necessita da via SHP2-Ras-Erk, enquanto que o TFF3
depende da via STAT 1/3.

Os resultados obtidos por Tebbutt et al. (2002) ddo forte suporte a
existéncia de uma relacdo entre inflamagdo crénica e cancro no estdémago.
A infecgdo crénica por Helicobacter pylori pode gerar uma resposta imune
intensa do tipo Thl, estimulando a produgdo de IL-6, entre outras citocinas
(Yamaoka et al., 1997). De acordo com Wang et al. (2002), as citocinas
inflamatoérias podem alterar o equilibrio das vias de sinalizagdo dependentes
de gp 130, eventualmente com aumento da via STAT 1/3 em detrimento da
via SHP2-Ras-Erk, com consequente redugdo da expressdo de TFFl e
predisposicdo para o desenvolvimento de cancro gastrico.

Citocinas pro-inflamatorias — polimorfismos

Alguns dos genes que codificam citocinas pré-inflamatérias sédo
extremamente polimorficos (Balkwill e Mantovani, 2001). Estes
polimorfismos localizam-se frequentemente em sequéncias de ADN que
regulam a transcricdo e, deste modo, podem ser funcionalmente
importantes. Estudos recentes demonstraram que determinados
polimorfismos se associam a um aumento do risco de cancro e da sua
severidade: Warzocha et al. (1997) demonstraram que a libertagdo
sistémica de TNF-a contribui para a gravidade de linfomas nao-Hodgkin.
Posteriormente, os mesmos investigadores verificaram que o polimorfismo
TNF-308 se associa a elevados niveis plasmaticos desta citocina (Warzocha
et al., 1998). O mesmo polimorfismo também se associa a um aumento do
risco de carcinoma da prostata (Oh et al., 2000) e de carcinoma do
estémago (El-Omar et al., 2003; Machado et al., 2003).

No carcinoma gastrico, para além do polimorfismo referido, varios outros
polimorfismos estdo associados a esta doenga (EI-Omar et a/., 2000, 2001,
2003; Machado et al., 2003). Estes polimorfismos serao descritos adiante.
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1.3 O caso particular do cancro gastrico

Epidemiologia

O adenocarcinoma gastrico constitui a segunda causa de morte por
cancro no mundo (Fenoglio-Preiser et al., 2000). No entanto, a sua
incidéncia é bastante varidvel, sendo particularmente elevada em paises
como o Japdo, China, Chile, Portugal e Russia (Fenoglio-Preiser et al.,
2000). As populagdes em risco estdo concentradas em estratos socio-
econodnicos mais baixos, de paises em desenvolvimento. O carcinoma
géstrico é geralmente assintomatico nas fases iniciais, facto que determina
um diagnéstico tardio nos paises em que ndo esta implementada uma
politica de rastreio.

De acordo com Laurén (1965), ha dois tipos principais de carcinoma
gastrico:

- tipo intestinal: estrutura glandular (tubular e/ou papilar);
- tipo difuso: constituido por células isoladas, com ou sem fenétipo de
células em anel de sinete.

O terceiro grupo da classificagdo de Laurén (carcinoma indeterminado)
corresponde, noutras classificagdes, a carcinomas sélidos ou carcinomas de
estrutura mista, os ultimos com mais do que um componente, geralmente
glandular e de células isoladas (Carneiro et al., 1995).

O adenocarcinoma de tipo intestinal predomina nas regides geograficas de
alto risco, surge numa idade tardia (pela sexta década de vida) e € mais
frequente no sexo masculino do que no sexo feminino (Crawford, 1999). O
carcinoma de tipo difuso ocorre em doentes ligeiramente mais novos (idade
média de 48 anos) e tende a afectar mais as mulhers do que os homens
(Crawford, 1999). O carcinoma de tipo difuso é o tipo histolégico mais
frequente em formas hereditarias de cancro do estdmago (Guilford et al.,
1998; Gayther et al., 1998; Keller et al., 1999; Richards et al., 1999;
Huntsman et al., 2001).

Os carcinomas de tipo intestinal e difuso sdo os mais frequentes no
estdbmago distal (Stemmermann et al, 2002). A incidéncia do
adenocarcinoma de tipo intestinal tem vindo a diminuir, enquanto que a
incidéncia do tipo difuso tem permanecido relativamente estavel (Munoz,
1996).

Patogénese

A etiopatogénese do cancro gastrico (esporadico) é complexa e nao esta
completamente esclarecida. No entanto, sabe-se que estao envolvidos
factores ambientais e genéticos. O adenocarcinoma gastrico tem como
ponto de partida a gastrite. A infecgdo por Helicobacter pylori e
determinados padrdes dietéticos constituem os factores ambientais mais
importantes na génese da gastrite e associam-se as condigdes e lesdes
precursoras que lhe podem suceder e conduzir ao adenocarcinoma gastrico
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de tipo intestinal (Figura 1) (Correa, 1992, 1995). A via de cancerizagdo do
carcinoma difuso ndo esta ainda bem esclarecida . No entanto, sabe-se que
este tipo também se associa a gastrite por H. pylori (Solcia et al., 1996).

Mucosa gastrica — Gastrite — Gastrite — Metaplasia — Displasia — Adenocarcinoma
normal ndo atréfica atréfica intestinal de tipo intestinal

Figura 1 - Modelo de desenvolvimento do carcinoma gastrico de tipo glandular/intestinal
(adaptado de Correa, 1995)

Existem dois tipos principais de metaplasia intestinal (Jass e Filipe, 1980):
- metaplasia intestinal completa (tipo I, ou de tipo intestino delgado)
- metaplasia intestinal incompleta (tipos II e III).

O diferente padrdao de expressdao de mucinas caracteriza os tipos de
metaplasia. A metaplasia intestinal completa apresenta uma expressao
reduzida de mucinas prdprias do estdmago (MUC1, MUC5AC e MUCS6) e
exprime de novo uma mucina intestinal (MUC2) em células caliciformes. Por
seu lado, na metaplasia intestinal incompleta ha expressao concomitante de
mucinas gastricas em células colunares e de MUC2 em células caliciformes,
0 que denota um programa de diferenciagdo aberrante, nao expresso em
nenhum fendtipo epitelial gastro-intestinal normal no adulto (Reis et al.,
1999).

As lestes de displasia classificam-se em baixo e alto grau, consoante as
alteragbes cito-arquitecturais (Fenoglio-Preiser et al., 2000). Até 80% das
lesbes de displasia de alto grau podem progredir para carcinoma. A
extensdo da metaplasia intestinal, na presenga de metaplasia intestinal
incompleta, associada a displasia, no seu conjunto, correlaciona-se com um
aumento marcado de risco de desenvolvimento de cancro do estémago
(Fenoglio-Preiser et al., 2000).

Os principais factores de risco envolvidos na génese do cancro gastrico
estdo resumidos na Tabela 4. Estes factores associam-se principalmente ao
adenocarcinoma de tipo intestinal, uma vez que eles ndo estdo bem
definidos para o carcinoma de tipo difuso.
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Tabela 4 - Factores de risco para o desenvolvimento de cancro gastrico (adaptado de
Crawford, 1999)

* Dieta
Nitritos
Alimentos fumados e salgados

¢ Gastrite por Helicobacter pylori
» Coto gastrico

e Nivel sdcio-econdmico baixo

¢ Grupo sanguineo do tipo A

e Qutros

Helicobacter pylori

A infeccao por Helicobacter pylori (H. pylori) tem um papel central na
carcinogénese gastrica. Helicobacter pylori é uma bactéria identificada por
Warren e Marshall (1984) que coloniza electivamente a mucosa gastrica.
Sdao bem conhecidos os quadros lesionais associados a infecgao por H.
pylori: Glcera péptica (Peterson, 1991), gastrite cronica atrdfica (Karnes et
al., 1991), adenocarcinoma distal ao cardia (Forman et al., 1991; Nomura
et al., 1991; Parsonnet et al., 1991; Sipponen et al., 1992; Hansson et al.,
1993; Watanabe et al., 1997) e linfoma ndo-Hodgkin do estémago
(Parsonnet et al., 1994).

O papel de H. pylori na carcinogénese gastrica € realgado por diversos
tipos de estudos. Entre eles destacam-se varios estudos epidemioldgicos
(Howson et al., 1986; Nomura et al., 1991; Hu et al., 1994; Parsonnet,
1995; Barreto-Zuniga et al.,, 1997, Miehlke et al., 1997), que
estabeleceram uma correlagdo entre infecgao por H. pylori e risco de
desenvolvimento de cancro do estdmago. Em estudos de intervencgao foi
possivel demonstrar a regressdo de gastrite atrofica e metaplasia intestinal
(precursores do carcinoma gastrico) apos erradicagdao da infecgao por H.
pylori (Uemura et al., 1997; Nardone et al., 1999; Correa et al., 2000). Em
modelos experimentais foi possivel provocar infeccao por H. pylori e
verificar o desenvolvimento ulterior de carcinoma gastrico (Hirayama et al.,
1999; Watanabe et al., 1998; Honda et al., 1998). Com base na evidéncia
acumulada, a Organizagdo Mundial de Salde e a International Association
for Research against Cancer (IARC) consideraram H. pylori como um
carcinogénio de tipo I (IARC-WHO, 1994).
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Epidemiologia Cerca de metade da populagdo mundial esta infectada por
H. pylori. A prevaléncia da infeccdo é mais elevada nos paises em
desenvolvimento, do que nos paises desenvolvidos (Everhart, 2000; Ernst e
Gold, 2000). No Norte de Portugal, a prevaléncia da infecgdo na populagao
adulta é superior a 80% (Quina, 1994). A infeccdo é adquirida, quase
sempre na infancia, por via oral e, uma vez estabelecida, a infecgdo ndo
tratada persiste cronicamente, contribuindo para o desenvolvimento de
lesGes no estdmago (Tindberg et al., 1999).

Constituem factores de risco para a aquisicdo da bactéria o baixo nivel
sécio-econdmico, uma densidade habitacional elevada, pais de origem e
etnia (Everhart, 2000; Tindberg et al., 2001).

Patogénese H. pylori é dotado de caracteristicas tnicas, que lhe permitem
(sobre)viver no estébmago. Estas caracteristicas (como por exemplo a
presenca de um flagelo) conferem a bactéria a capacidade de penetrar no
muco gastrico, orientar-se e deslocar-se no meio acido, aderir através de
adesinas as células epiteliais e evadir-se da resposta imunolbgica. A
consequéncia é a infecgdo cronica. Durante a colonizagdo, o genoma da
bactéria pode ser modificado através da incorporagdo de fragmentos de
ADN provenientes de outras estirpes de H. pylori, que possam estar
presentes no hospedeiro (Falush et al., 2001).

A pesquisa de factores bacterianos associados ao risco de
desenvolvimento de cancro gastrico conduziu a identificagdo de vérios foci
genéticos, nomeadamente os genes babA2 e vacA e ainda a ‘ilha de
patogenicidade” cag (van Doorn et al., 1998; Gerhard et al., 1999;
Suerbaum et al., 2002):

- babAZ2: codifica a proteina BabA, uma adesina que se localiza na vertente
externa da membrana celular da bactéria, capaz de se ligar ao antigénio do
grupo sanguineo Lewis b; este antigénio esta ancorado no epitélio foveolar
do estdmago (Gerhard et al., 1999);

- vacA: codifica uma citotoxina vacuolizante, capaz de se inserir na
membrana das células epiteliais e formar um “canal” hexamérico, que
permite a libertagdo de bicarbonato e anides organicos; ao atingir a
membrana mitocondrial, esta toxina promove a libertagdao do citocromo c e
induz a apoptose (Peek et al., 1999; Galmiche et al., 2000; Kuck et al.,
2001). No gene vacA ha duas regides distintas (s e m), cada uma delas com
variantes (s1 e s2; m1 e m2). As combinagdes destas variantes determinam
quatro genoétipos (s1ml; slm2; s2ml; s2mZ2). Sabe-se que o génotipo
siml é o mais virulento, associando-se a maior risco de desenvolvimento
de carcinoma gastrico (Ghiara et al., 1995; Atherton et al., 1997; van
Doorn et al., 1999; Figueiredo et al., 2001);

- ilha de patogenicidade cag: fragmento gendémico compreendendo 31
genes, varios dos quais codificam componentes de um aparelho secretor,
capaz de translocar a proteina cagA da bactéria para a celula epitelial
(Tomb et al., 1997; Odenbreit et al., 2000); depois de fosforilada, a
proteina cagA liga-se a fosfatase da tirosina SHP2, acarretando uma
resposta celular idéntica @ de um estimulo por um factor de crescimento,
associado a producgado de citocinas (Segal et al., 1999; Asahi et al., 2000).

14



Sabe-se que o gene cagA so esta presnte em cerca de 60% das estirpes
de H. pylori (Go et al., 1996), associando-se a risco aumentado de
desenvolvimento de carcinoma gastrico (Kuipers et al., 1995; Blaser et al.,
1995; Parsonnet et al., 1997; Figueiredo et al., 2001).

Resposta do hospedeiro A adesdo da bactéria ao epitélio gastrico
desencadeia uma resposta inflamatoéria, cuja intensidade depende do
gendtipo bacteriano e do gendtipo do hospedeiro (ver adiante).
Inicialmente, esta resposta consiste no recrutamento de neutrofilos,
seguidos de linfocitos, plasmoécitos e macrofagos (Blaser, 1990).
Posteriormente, a resposta imune adquire um caracter especifico, do tipo
Th1l, com producdo de multiplas citocinas inflamatérias, nomeadamente as
interleucinas (IL)-1B, IL-2, IL-6, IL-8, interferdo (IFN)-y e factor de necrose
tumoral (TNF)-o (Yamaoka et al., 1997). Por sua vez, a expressao de ciclo-
oxigenase (COX)-2 é induzida pela IL-1B e TNF- a (Williams et al., 1997). A
expressdo de iINOS também se encontra aumentada. No entanto, o H. pylori
é capaz de induzir a produgdo de argininas metiladas (inibidores
competitivos da iNOS), escapando a acgao microbicida do NO (von Bothmer
et al., 2002).

A IL-1B e o TNF-a inibem a produgdo de acido cloridrico pelas células
parietais (Beales et al., 1998; Takashima et al., 2001). A hipocloridria que
dai resulta aumenta o risco de gastrite atrofica (uma condigao precursora
do cancro gastrico) e permite a colonizagdo do estdmago por outras
bactérias.

No decurso do processo inflamatério surgem diversos estimulos que
interferem com a proliferagdo celular e a apoptose. Estes estimulos estdo
directamente relacionados com a intensidade da inflamagdo. Por um lado,
H. pylori pode diminuir a expressao de p27, uma proteina reguladora do
ciclo celular, que inibe o ciclo celular na fase G; (Shirin et al., 1999). A
hipergastrinemia induzida pela infecgdo constitui outro estimulo para a
proliferagao celular (Levi et al., 1989). Por outro lado, H. pylori pode induzir
a apoptose quer através da sintese da proteina vacA referida anteriormente,
ou pela inducdo da expressao do receptor FAS e seu ligando, ou ainda pela
activaga@o do factor de transcricdo NF-xB (Rudi et al., 1998; Gupta et al.,
2001). Como consequéncia do processo inflamatorio, a produgao de radicais
livres pode lesar proteinas e induzir mutagdes no ADN, que podem
favorecer a oncogénese. No seu conjunto, todos estes mecanismos podem
contribuir para um desequilibrio entre apoptose e proliferagdo celular,
criando condigdes proprias para o desenvolvimento de cancro.

Susceptibilidade genética do hospedeiro a infeccao por H. pylori A maior
parte dos individuos infectados por H. pylori permanece assintomatica. De
entre os que desenvolvem quadros lesionais sintomaticos (cerca de 20%),
as expressoes clinico-patoldgicas sao variadas. Para além do linfoma (que
ndo serda abordado neste trabalho), pode dizer-se que hé duas expressoes
lesionais mais importantes da infecgao por H. pylori (Suerbaum e Michetti,
2002):
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- gastrite ndo atréfica do antro, acompanhada de hipercloridria e que se
associa a lesdes duodenais com metaplasia de tipo foveolar e dUlcera
duodenal;

- pangastrite com evolucdo para gastrite atrofica e metaplasia intestinal,
acompanhada de hipocloridria e que se associa a Ulcera gastrica ou
carcinoma do estdmago.

Para explicar a diversidade da expressdo clinico-patolégica da infecgao
por H. pylori, foi sugerida a interacgdo entre factores ambientais (dieta),
factores de viruléncia de H. pylori e factores do hospedeiro (secregdo acida
e resposta inflamatéria/imunoldgica). A resposta inflamatdria/imunologica é
modulada pela expressao de citocinas codificadas por genes que
frequentemente apresentam polimorfismos, com consequéncias funcionais
relativamente & intensidade da resposta inflamatoéria. Algumas citocinas
regulam também a secrecdo de acido no estdmago. O prototipo € a
interleucina 1p (IL-1pB), que é um potente inibidor da secregdo de HCI
(Beales et al., 1998; Takashima et al., 2001). Foram identificados varios
polimorfismos na regidago do promotor do respectivo gene, que se
correlacionam com os niveis de producao (baixos ou elevados) de IL-1pB
(El-Omar et al., 2000, 2001, 2003). El-Omar et al. (2001) demonstraram
que individuos (de uma populagao polaca) infectados por H. pylori e
detentores de polimorfismos associados a niveis elevados de produgao de
IL-1B, €m maior risco de desenvolver hipocloridria, gastrite atrofica e
cancro gastrico, do que os individuos que possuem polimorfismos
associados a niveis baixos de sintese desta interleucina. Os mesmos
investigadores também identificaram um polimorfismo relevante no gene
IL-1RN. Este gene codifica a IL-1ra, uma citoquina anti-inflamatéria,
antagonista natural do receptor da IL-1. Verifica-se também que os
polimorfismos que se acompanham da diminuigdo da expressdo de IL-10
(uma citoquina anti-inflamatdria) se associam igualmente a risco de
desenvolvimento de cancro gastrico (EI-Omar et al., 2003).

Um estudo semelhante, realizado por Machado et al. (2001) numa
populagao portuguesa, confirmou os resultados do grupo referido
anteriormente.

Em resumo, a localizagdao e a intensidade da gastrite por H. pylori, a
histéria natural da infeccdo e, consequentemente, o risco de
desenvolvimento de cancro gastrico, resultam da inter-acgdo de trés
factores major: viruléncia de H. pylori, susceptibilidade genética do
hospedeiro e dieta.

Biologia molecular

Multiplas alteracdes genéticas e epigenéticas foram identificadas no
carcinoma gastrico e suas lesbes precursoras. Estas alteragbes envolvem
genes supressores tumorais, oncogenes e genes que regulam a reparagao
do ADN, entre outros. Na Tabela 5 apresenta-se um resumo das principais
alteragdes genético-moleculares de acordo com os dois tipos principais de
carcinoma gastrico (glandular/intestinal e células isoladas/difuso).

16



Tabela 5 - Alteracbes genéticas e cromossomicas e sub-tipos histoldgicos de carcinoma
gastrico (adaptado de Nardone, 2003 e Fenoglio-Preiser et al., 2000)

intest(i::;f i/n;'l'::dular Difsa el st
(%) (%)
Alteracédo genética
K-RAS (mutacdo/"sobre-expressao”) 10 0
c-MET (amplificagao) 19 39
K-SAM (amplificacdo) 0 33
c-erbB-2 (amplificagao) 20 0
EGFR (“sobre-expressao”) 50 25
EGF (“sobre-expressao”) 40 20
TGF-a (“sobre-expressao”) 60 55
TP 53 (LOH/mutacao) 50 50
APC (LOH/mutacao) 60 30
BCL-2 (LOH) 43 0
DCC (LOH) 50 0
caderina-E (mutagado) 10 50
p-catenina 27 0
Telomerase (reactivagao) 100 90
Alteracdes cromossémicas

Aneuploidia Diploidia

# 3p, 6q, 7q, 13q (LOH)  #3p, 6q, 7q, 13q (LOH)

#1q, 5q, 17p (LOH) #17q (BRCA1 locus)
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1.4 Ciclo-oxigenase (COX)-2

As ciclo-oxigenases sdo enzimas que convertem o &cido araquidénico em
prostaglandina (PG)H, - o primeiro passo para a sintese de prostandides
(Smith et al., 1996). Existem duas isoformas de ciclo-oxigenase: 1) COX-1,
expressa constitucionalmente em varios tecidos; 2) COX-2, a isoforma
induzida (Kargman et al., 1996). Ambas as isoformas catalizam as
seguintes reaccdes: 1) reacgdo de bi-oxigenagdo, que transforma o acido
araquidénico em  15-hidroperéxido-9,11-endoperéxido  (PGGz);  2)
peroxidagdo de PGG,, originando o metabolito 15-hidréxido (PGH,)
(Needleman et al., 1986). A COX também é conhecida por sintetase da
prostaglandina H (PGHS). Dependendo de isomerases especificas de cada
tecido, a PGH, é convertida em PGD, (sistema nervoso central), PGE;
(endotélio, estdmago), PGF,, (musculo liso), PGI, (endotélio, estbmago) ou
tromboxano (TX) A; (plaquetas) (Herschman, 1996) (ver Figura 2).

Acido araquidénico

Ciclo-oxigenases Lipo - oxigenases

COX-1  COX-2

= e

[ Prostaglandina H, (PGH,)| 5-HPETE 12 -S -HPETE 15- S- HPETE

Isomerases “ ¢ ¢
5-HETE 12-5S -HETE 15 - S-HETE
VOV v vy

PGD, PGE; PGF;, PGI; TXA;

\——/

Prostandides Leucotrienos

Eicosanodides

Figura 2 — Esquema geral do metabolismo do acido araquiddnico.
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As prostaglandinas desempenham fungdes importantes em quase todos
os 6rgédos e estdo envolvidas na regulagdo de diversos processos fisiologicos
como a imunidade, reprodugdo, manutengdo da integridade e tono
vasculares e metabolismo dsseo (ver revisdo de Dubois et al., 1998). As
prostaglandinas actuam de modo metdcrino, autécrino e paracrino,
ligando-se a receptores préprios (ver adiante).

A regulacdo dos processos fisioldgicos referidos esta essencialmente a
cargo da primeira de duas isoformas da ciclo-oxigenase, a COX-1. Esta
enzima é expressa de forma constitucional e desempenha um papel na
homeostasia tecidular normal. O rim e o estdbmago sdo dois dos drgaos cuja
homeostasia depende marcadamente da COX-1. Nestes drgdos, a produgdo
de prostaglandinas vasodilatadoras (e. g. PGE;) assegura o funcionamento
normal dos sistemas fisioldgicos. No rim, as prostaglandinas mantém o
fluxo sanguineo e a filtragdo glomerular em situagdes de vasoconstricgao
sistémica (Zambraski, 1995). No estémago, as prostaglandinas regulam o
fluxo sanguineo da microcirculagdo da mucosa gastrica e exercem uma
accdo cito-protectora (Trevethick et al., 1995).

Na presenca de inibidores da COX-1, como por exemplo os farmacos anti-
inflamatorios ndo esteroides (AINEs), este efeito protector pode atenuar-se,
acarretando isquemia renal e gastrica, com risco de ulceragdo da mucosa do
estdbmago (Zambraski, 1995; Trevethick et al., 1995).

A COX-2, a segunda isoforma, é expressa apods indugdo da transcrigao do
gene respectivo. A expressao é estimulada por factores de natureza diversa,
incluindo varias citocinas inflamatérias (IL-1, TNF-a), factores de
crescimento (EGF, TGF-B, PDGF), hormonas (LH, FSH) e carcinogéneos (e.
g. ésteres do forbol) (Smith et al., 1996).

Os genes da COX-1 e da COX-2 localizam-se nos cromossomas 9
(Yokoyama e Tanabe, 1989) e 1 (Hla et al., 1992), respectivamente. No
entanto, a semelhanca estrutural entre as duas isoformas € grande. Ambas
catalizam as mesmas reacgbes enzimaticas e ambas estdo ancoradas no
reticulo endoplasmatico € membranas do invélucro nuclear (Spencer et al.,
1998). Contudo, a sintese de prostaglandinas pela COX-1 e COX-2 é
desencadedada por estimulos extra-celulares diferentes (Tanabe e Tohnai,
2002).

A COX-2 desempenha um papel central na inflamagado. As prostaglandinas
contribuem directamente para a génese dos quatro sinais cardinais de
Celsus (rubor, tumor, calor e dor). A PGE; e PGI,, em conjunto com a PGD,
(o metabolito principal da via da ciclo-oxigenase nos mastdcitos), causam
vasodilatacdo e potenciam a formagao de edema (Collins, 1999). Além de
ser induzida no local onde se desenvolve o processo inflamatorio, a COX-2
também é induzida na medula espinal, onde participa na nocicepcao (Beiche
et al., 1996). Por seu lado, a PGE; induz hiperalgesia, tornando a pele
hipersensivel a estimulagao dolorosa (Dray, 1995).
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Figura 3 — Regulagdo e fungdo da COX-1 e COX-2.

Varias neoplasias exprimem niveis elevados de COX-2 e prostaglandinas
(ver adiante), tendo sido sugerido que a COX-2 desempenha um papel em
alguns processos de transformagao maligna (Dubois et al., 1998). Importa
salientar, no entanto, que um numero crescente de estudos tém vindo a
demonstrar a existéncia de determinado tipo de prostaglandinas,
nomeadamente do tipo ciclopentenona (e. g. 15d-PGJ;, um metabolito da
PGJ,), que exercem acgbes anti-oncogénicas (Clay et al.,, 1999, 2000;
Callejas et al., 1999).

Receptores das prostaglandinas

Os receptores das prostaglandinas localizam-se na membrana
citoplasmatica e no nucleo, permitindo a algumas prostaglandinas a
possibilidade de estimular duas vias de sinalizagdo distintas, i.e. vias
associadas a receptores de membrana citoplasmatica e vias ligadas a
receptores nucleares (Hyunjung et al., 2002; Gobeil et al., 2003).

Ambas as ciclo-oxigenases estdao ancoradas na membrana do reticulo
endoplasmatico e nas duas membranas (externa e interna) do invélucro
nuclear. De acordo com a topografia das enzimas, as prostaglandinas
podem ser facilmente exportadas para o meio extra-celular, para a regidao
peri-nuclear e para o nucleo. Existem dois tipos de receptores para as
prostaglandinas (Breyer et al., 2001):

1) receptores transmembranares hepta-helicoidais acoplados a uma
proteina G;

2) receptores nucleares do tipo dos activados por agentes de proliferagao
dos peroxissomas (peroxisome proliferator-activated receptors — PPARS).
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Receptores transmembranares ligados a proteina G Estes receptores
localizam-se na membrana citoplasmatica e sdo denominados de acordo

com a prostaglandina para a qual apresentam maior afinidade. Deste modo,
existem cinco tipos de receptor (DP, EP, FP, IP e TP). O receptor EP tem
quatro sub-tipos (EP;, EP,, EP; e EP;) (Tabela 6). Os sub-tipos EP; e EP;
também se localizam na membrana nuclear: a estimulagao destes
receptores modula a concentragdo de calcio nuclear e a transcrigdo genética
(Gobeil et al., 2003). Todos estes receptores estao emparelhados com uma
proteina G e um de dois sistemas de segundos mensageiros. O primeiro
sistema regula os niveis de monofosfato de adenosina (AMP ciclico) pela
estimulagdo ou inibicdo da enzima adenil-ciclase. O segundo sistema activa
a fosfolipase C, que metaboliza o fosfatidilinositol-4,5-bifosfato em 1,4,5-
trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP; promove a libertagao
de calcio armazenado no reticulo endoplasmatico. Por sua vez, o DAG e o
calcio activam a proteina cinase C, que fosforila varias proteinas
importantes para o metabolismo e crescimento celulares (Berridge, 1993).

Tabela 6 — Prostandides e seus receptores ligados a proteina G

Prostandéide Receptor Segundo mensageiro
PGD, DP 1+ AMPc
PGE; EP, 1 Ca?*
EP, 1 AMPc
EP; l/T AMPc
t Ca*t
EP,4 1t AMPc
PGF;, FP 1 Ca®t
PGI, IP t+ AMPC
T Ca2+
TXAz TP + AMPc
T Ca2+

PPARs Estes receptores sdo membros de uma familia de receptores
nucleares, a qual pertencem os receptores para as hormonas esterdides e
tireoideia. Os PPARs sdo factores de transcricao dependentes de ligando e
existem trés isoformas: PPARa, PPARS e PPARy (Gelman et al., 1999). O
PPARa foi descrito por Issemann e Green (1990) como uma molécula que
medeia a transcricdo de genes induzida por determinados farmacos (e. g.
fibratos) que sdo indutores da proliferagao dos peroxissomas em roedores.
Os PPARs possuem um dominio central capaz de reconhecer determinadas
sequéncias de ADN nos promotores de “genes alvo”. Estas sequéncias sao
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denominadas PPAR response efements (PPREs). Os PPARs ligam-se a um
PPRE apds terem formado um heterodimero com o receptor do &cido
retindico (RXR). A grande maioria dos “genes alvo” codifica proteinas
envolvidas no transporte e metabolismo lipidico (Kersten et al., 2000). Os
acidos gordos poli-insaturados e oxidados s&o ligandos organicos dos trés
sub-tipos de PPARs (Desvergne e Wahli, 1999).

As prostaglandinas PGI, e 15d- PGJ, sdo ligandos enddgenos do PPARS e
PPARy, respectivamente. A PGI, (ou prostaciclina) é das prostaglandinas
mais abundantes no tecido vascular (Moncada, 1982). Nos vasos, a
prostaciclina exibe uma actividade anticoagulante e vasodilatadora, efeitos
que sdo mediados pelo receptor IP. Por outro lado, a PGI, e a COX-2
desempenham um papel crucial na decidualizagdo e na implantagdo do
embrido, aumentando a permeabilidade vascular e promovendo a
angiogénese no endomeétrio. Estes efeitos sdo mediados pelo PPARS, o que
confere a este receptor, a COX-2 e a PGI, importancia na biologia da
reprodugao (Hyunjung et al., 2002).

A PGI, também pode modular a apoptose através da via de sinalizacdo
metacrina (i.e., ligando-se ao PPARS). Hatae et al. (2001) demonstraram
que a produgdo enddgena de PGI, activa o PPARS expresso numa linha de
células renais, induzindo apoptose. Contudo, a administragdo exdgena de
PGI, as mesmas células originou um efeito oposto. Esta experiéncia
corrobora o paradigma de que um unico ligando (PGI;) pode provocar
respostas celulares distintas, dependendo da via de sinalizagdo activada
(Figura 4).

Ao PPARS foi imputada uma acgdo carcinogénica, apos ter sido
identificado como um alvo de transcrigdo pela B-catenina (He et al., 1999).
Shao et al. (2002) demonstraram que a expressdo de PPARStambém é
aumentada apos activacdo de Ras. Um estudo realizado por Barak et al.
(2002) permitiu clarificar o papel do PPARS na carcinogénese colo-rectal,
concluindo que o PPAR3ndo é essencial para a formagdao de pdlipos
intestinais em ratinhos knockout para o gene PPARD e com mutagao do APC
(APC™"). Neste modelo animal, Barak verificou que os ratinhos
apresentavam numerosos polipos intestinais, mostrando de forma
inequivoca que a presenga de PPARS nao € necessaria para a formagao de
polipos intestinais.

Embora o PPARy tenha sido inicialmente identificado como um factor de
transcrigdo essencial para o processo de diferenciagdao de pré-adipocitos em
adipdcitos, existe actualmente evidéncia de que este receptor também
participa na regulagdo de diversos mecanismos celulares em macroéfagos,
linfocitos e células epiteliais (Tontonoz et al., 1994). O PPARy pode inibir a
expressdao de factores de transcricido como o NF-kB, STATs, proteina
activante 1 (AP-1) e, consequentemente, exercer uma acgao anti-
inflamatoéria, diminuindo a produgdo de citocinas proé-inflamatérias (e. g.
TNF-a, IL-1B e IL-6) (Jiang et al., 1998; Ricote et al., 1999; Gupta et al.,
2001).
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Figura 4 — Vias de sinalizagdo das prostaglandinas

O PPARy ndo s6 controla a expressdo de genes envolvidos na
diferenciacdo celular e inflamagdo, como também esta envolvido na
regulacdo do ciclo celular e apoptose (Kersten, 2000). A activacdo deste
receptor nuclear exerce uma acgdo inibitéria na progressao do ciclo celular,
nomeadamente na transicdo da fase G, para a fase S, através de varios
mecanismos. Um dos primeiros mecanismos a ser identificado foi o da
inibicdo da actividade dos factores de transcricao E2F/DP (que regulam a
expressdo de genes importantes para a sintese de ADN), via inibigdo directa
da proteina fosfatdsica PP2A, ou ainda pela activagdo da proteina do
retinoblastoma (RB) (Altiok et al., 1997; Fajas et al., 2003). Outros
mecanismos activados pelo PPARy para frenar o ciclo celular sdao a
estimulagdo dos inibidores das cinases dependentes de ciclinas p18 e p21, a
redugdo da expressdo de ciclina D, e ainda a inibicao da Akt/ PKB (Morrison
et al., 1999; Shao et al., 2002).
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A estimulacdo do PPARy pode ter um efeito supressor tumoral. Varios
estudos demonstraram que as tiazolidinedionas, agonistas sintéticos do
PPARy, inibem o crescimento de diversas linhas celulares tumorais, incluindo
carcinomas da mama, proOstata, célon e estomago (Elstner et al., 1998;
Kubota et al., 1998; Sarraf et al., 1998; Sato et al., 2000). Por outro lado,
o PPARy regula os niveis citoplasmaticos de B-catenina, e a inactivacdo do
gene PPARG tem um efeito promotor da carcinogénese no célon e recto
(Girnun et al., 2002). Em ratinhos que transcrevem normalmente gene APC,
a inactivacdo mono-alélica do PPARG é suficiente para aumentar os niveis
de B-catenina e promover o processo de carcinogénese. Contudo, o papel
do PPARy na carcinogénese colo-rectal parece ser relativamente limitado,
uma vez que ratinhos com mutagdo prévia do APC desenvolvem tumores
independentemente do estado do PPARy (Girnun et al., 2002).

Badawi et al. (2003) determinaram a expressao de ARN mensageiro de
COX-2 e PPARy e concentragbes de PGE, e 15d-PGJ, em tecido mamario ndo
neopldsico e em carcinomas da mama. Estes investigadores observaram,
por um lado, um aumento de expressdao de COX-2 e niveis de PGE; e, por
outro lado, uma diminuicdo de PPARy e 15d-PGJ, nos carcinomas, quando
comparado com tecido mamario ndo neoplasico. Os autores sugeriram que
a COX-2 e o PPARy poderdo actuar de forma coordenada e complementar no
processo de cancerizagdo mamaria.

As células endoteliais exprimem PPARy e os ligandos para este receptor
podem inibir a proliferagdo induzida por factores de crescimento nestas
células e até promover a apoptose in vitro (Xin et al., 1999; Bishop-Bailey
et al., 1999). Panigrahy et al. (2002) demonstraram que o PPARy é expresso
fortemente no endotélio de vasos tumorais. Estes investigadores
descobriram que a estimulagdo do PPARypela rosiglitazona (uma
tiazolidinediona) suprime o crescimento tumoral e inibe a metastizagao por
efeitos anti-angiogénicos directos (inibicdo da proliferagdo celular endotelial
estimulada pelo factor de crescimento fibroblastico — bFGF) e indirectos
(inibigdo da produgao do factor de crescimento vascular endotelial - VEGF -
pelas células neoplasicas).

Em resumo, a estimulagao do PPARy resulta na inibicao do crescimento de
varias linhas celulares neoplasicas in vitro e em modelos animais. No
modelo de cancerizagao colo-rectal, o PPARy comporta-se como um gene
supressor tumoral. A acgdao onco-supressora do PPARy reflecte-se
directamente nas células neopldsicas, bem como indirectamente, pela
capacidade de suprimir a angiogénese.

O gene prostaglandin-endoperoxide synthase 2 (PTGS2)

O gene que codifica a COX-2 € designado por PTGSZ2 e localiza-se no
cromossoma 1g25.2-25.3 (Tay et al., 1994). A estrutura deste gene foi
caracterizada por Appleby et al. (1994).

Na extremidade 5’ do gene encontra-se uma sequéncia de nucleotideos
TATAA denominada TATA box, que é importante para a regulagdo da
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transcricdo do gene. Esta sequéncia localiza-se 25 bases a montante do
local de inicio da transcrigdo. Ao longo da regido referida existern varias
sequéncias de consenso (ou sequéncias cis, reguladoras da transcricdo no
promotor do gene) para os seguintes factores trans (factores, quase sempre
proteinas, que interactuam com os elementos cis): trés para o SP1, duas
para o NF-kB, duas para a AP-2, uma para o AMPc (cyclic AMP response
element - CRE), uma para o factor nuclear para a expressdo de IL-6 (NF-
IL6) e uma para o Ets-1 (Appleby et al., 1994, Kosaka et al., 1994). Meade
et al. (1999) encontraram uma sequéncia PPRE localizada aproximadamente
a 3900 pares de base a montante do local de inicio da transcrigao.
Recentemente, uma sequéncia para o Tcf-4-binding element (TBE) foi
identificada no promotor do gene PTGSZ2 por Araki et al. (2003) (Figura 5).

NEF-IL6

i 1 1 . -

MEF-2 NF-«xB SP1 AP2 CRE TATA
i 3¢

Fig. 5 - Regido de flanco 5 'do gene PTGS2 e factores cis

A regido codificante do gene PTGS2 engloba dez exdes e nove intrées. O
exdo 10 é particularmente longo, incluindo os ultimos 410 pares de base da
regido codificante e ainda os 2550 pares de base da extremidade 3’ nao
traduzida (3’ untranslated region — 3 "UTR) (Appleby et al., 1994).

Regulacdo da expressdo do gene PTGS2

Em situagOes fisiologicas, a COX-2 nao € expressa na maioria dos tecidos,
mas a sua expressao pode ser induzida em resposta a varios agentes,
referidos anteriormente. A indugdo da transcricdo é rapida, semelhante a
que se observa para o gene c-fos, 0 que permite classificar o gene PTGSZ2
como um intermediate-early response gene (Maier et al., 1990).

A COX-2 é referida como a isoforma induzivel, em oposigao a COX-1, a
isoforma constitucional. No entanto, a COX-2 também é expressa de forma
constitucional nalguns érgdos em condigdes fisioloégicas, como por exemplo
no encéfalo, testiculos, epitélio da traqueia e macula densa do rim,
desempenhando um papel homeostéatico (Yamagata et al., 1993; Walenga
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et al., 1996; Harris et al., 1994). Por outro lado, a COX-2 é expressa de
forma constitucional em varios tipos de neoplasia (ver adiante).

A expressdo do gene PTGS2 é regulada na transcricdao do ADN e na
estabilizacdo do ARNm, que é pouco estavel, degrandando-se rapidamente
(Chen et al., 1995). Deste modo, a eficiéncia da sintese proteica de COX-2
depende dos niveis de trancrigdo do respectivo gene, assim como do grau
de estabilidade do ARNm. Na regulacdo da expressao do gene participam os
elementos cis e trans mencionados anteriormente. O gene PTGS2 é
regulado por miultiplos agentes, como seguidamente se descreve.
Raramente, o mesmo agente pode activar ou inibir a transcrigao do gene,
dependendo do tipo de linha celular.

Agentes indutores da expressdo do gene PTGS2

IL-1 A isoforma IL-la regula a expressao de COX-2 em miofibroblastos
(Mifflin et al., 2002). Para induzir a transcrigdo do gene PTGS2 € necessaria
a activacdo prévia das vias de transdugao de sinal NF-xB, ERK e p38 MAPK.
A PKC aumenta a estabilidade do ARNm nestas células.

Nas células do estroma endometrial, a isoforma B desta interleucina eleva
0os niveis de COX-2 essencialmente por conferir estabilidade do ARNm
(Tamura et al., 2002). A via de transdugdo de sinal ERK é essencial para
mediar este efeito. Nas células do estroma endometrial, ao contrario do que
se verifica nos miofibroblastos, a inibicdo da p38 MAPK ou da PKC nao
altera os niveis de COX-2 (Tamura et al., 2002).

Numa linha de carcinoma gastrico (AGS), a IL-1B induz igualmente a
expressao de COX-2 (Fan et al., 2001). Nestas células, a IL-1B aumenta a
actividade da ERK e p38 MAPK.

Em condrécitos do revestimento articular, a IL-1B estimula a transcrigdo
do PTGS2, desempenhando os factores trans CCAAT enhancer binding
protein (C/EBP) & e B (estes factores reconhecem os elementos cis NF-IL6 e
CRE no promotor do gene ) um papel essencial (Thomas et al., 2000).

Resumindo, a IL-1 induz a expressdao de COX-2 recorrendo a varias vias
de transdugao de sinal, que regulam a transcrigao do gene e a estabilidade
do ARNm.

TNF-a Numa linha de células osteoblasticas murinas (MC3T3-E1), o TNF-a
estimula a expressao de COX-2 de uma forma dependente da dose e tempo
(Yamamoto et al., 1995). Neste sistema, o NF-xB e o NF-IL6 estdo
envolvidos na indugdo da transcrigao do gene PTGS2.

Outro estudo, utilizando células epiteliais do célon (HT-29), demonstrou
que o NF-xB medeia a transcrigao deste gene induzida pelo TNF-a (Jobin et
al., 1998). Nas células HT-29, o bloqueio especifico do NF-xB inibe a
expressao do gene PTGS2.
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EGF-R e ligandos A administragdo de TGF-a, um ligando do EGF-R, ao
compartimento baso-lateral de uma linha de células neoplasicas do cdlon
(HLA-7), induz um aumento marcado da imunorreactividade de COX-2 no
polo basal das células (Coffey et al., 1997). O aumento da expressao de
COX-2 traduz-se num incremento dos niveis de prostaglandinas, que é
dependente da dose e duragdo da administragao de TGF-a. O bloqueio do
EGF-R acarreta uma redugdo da expressao de COX-2.

O interferdo y (IFN-y) desempenha um papel importante na regulagao do
processo inflamatério e na proliferacdao e diferenciagédo celular epidérmica.
Matsuura et al.(1999) demonstraram que o IFN-y induz a expressdo de
COX-2 em queratindcitos humanos normais. Esta indugdo € parcialmente
mediada pela activagdo do EGF-R e esta relacionada com o aumento de
expressdo de TGF-a. A sequéncia cis CRE é importante para a regulagdo da
trancricdo do gene PTGSZ2 induzida pelos ligandos do EGF-R (Matsuura et
al., 1999). As vias de transdugao de sinal activadas sdo a ERK e p38 MAPK.
A primeira actua a nivel da transcricao do ADN e, a segunda, promove a
estabilizacao do ARNm.

Paradoxalmente, o IFN-y suprime a actividade do promotor do gene
PTGS2 na linha celular DLD-1 (uma linha de carcinoma do cdlon) e em
células da micréglia (Minghetti et al., 1996; Mutoh et al., 2000). Os efeitos
do IFN-y sobre o gene PTGSZ nao sao uniformes e dependem do tipo de
células sobre as quais actua.

c-erb-B2 Este receptor tem a capacidade de regular a expressao de
COX-2. Vadlamudi et al. (1999) estudaram a expressdo e activagdo de
membros da familia HER e investigaram a regulagdao da expressao de COX-2
pela via do c-erb-B2. Este grupo concluiu que a inibicdo do heterodimero
c-erb-B2/c-erb-B3 por um anticorpo monoclonal anti-c-erb-B3 acarreta uma
diminuicdo da expressdo de COX-2. Por seu lado, a activagao deste
heterodimero induz a expressdao de COX-2.

Ras A indugdo da expressdo de COX-2 pela Ras é regulada a nivel da
transcricdo e da estabilizagdao do ARNm (Sheng et al., 2001A). As vias de
transducdo de sinal efectoras da Ras Raf/MEK/ERK e PI3K/Akt/PKB sao
ambas necessarias para a indugao da transcrigao do gene PTGS2, sendo a
primeira mais importante do que a segunda: a activagdo da ERK é essencial
para aumentar a transcricdo do ADN (desempenhando um papel secundario
na estabilizacdo do RNAm), enquanto que a actividade a Akt/PKB é a
responsavel pela estabilizagao do ARNm (Sheng et al., 2001A). A via
Raf/MEK/ERK requer a presenca de C/EBPB para induzir a trancricao do
PTGSZ2 (Reddy et al., 2000).

APC A inactivagdo de APC tem como consequéncia o aumento de
transcricdo de varios genes. O gene que codifica a COX-2 possui uma
sequéncia cis TBE, o que o qualifica de “gene alvo” da via do APC (Araki et
al., 2003). Na linha celular HuH?7 (linha de carcinoma hepatocelular), o
aumento da transcricdao do gene PTGS2 pelo complexo B-catenina/Tcf-4, por
si s6, ndo se traduz num aumento dos niveis de proteina COX-2. A
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B-catenina necessita da cooperagdo do Ras para estabilizar o ARNm e assim
aumentar os niveis de COX-2 (Araki et al., 2003).

TGF-B O TGF-p aumenta a expressdo de COX-2 de forma sinérgica com a
Ras (Sheng et al., 2000). O TGF-B ndo regula a transcricdo do gene, mas
aumenta a estabilidade do ARNm, prolongando a sua semi-vida (Sheng et
al., 2000).

PDGF Este factor de crescimento derivado das plaquetas induz a
expressdo de COX-2, activando as vias de transdugdo de sinal Ras/INK e
Ras/Raf/ERK (Xie et al., 1996). O CRE é essencial para a transcricao do
gene induzida pelo PDGF (Xie et al., 1996).

Gastrina Esta hormona gastro-intestinal é produzida pelas células G do
antro gastrico (Rozengurt et al., 2001). Ligando-se ao receptor
colecistocinina B (CCK-BR), a gastrina induz a expressao de COX-2 (Guo et
al., 2002). Esta acgdo requer a activagao independente de ligando do EGF-R
(transactivagdo) e estimulagdo de vias de transdugao de sinal dependentes
da MAPK, incluindo a via ERK5/myocyte enhancer factor-2 (MEF2) (Guo et
al., 2002).

H. pylori Esta bactéria é geradora de uma resposta inflamatéria, em que
had producgdo e libertagdo de radicais de oxigénio por neutrofilos activados
(Tsuji et al., 1996). O factor de transcricdo NF-xB é activado por radicais de
oxigénio e inibido por agentes anti-oxidantes (Meyer et al., 1993). Kim et
al.(2001) demonstraram que H. pylori induz a expressao de COX-2 mediada
pela activagao do NF-kB.

As estirpes de H. pylori cag A(+) associam-se a niveis mais elevados de
COX-2, quando comparadas com estirpes cag A(-) (Guo et al., 2003). As
estirpes cag A (+) sdo aquelas que provocam os niveis mais elevados de
radicais de oxigénio, o que provavelmente se traduz numa estimulagdao mais
intensa do NF-xB (Papa et al., 2002).

A infeccdo cronica por H. pylori induz hipergastrinemia, pelo que esta
bactéria também pode estimular a expressao de COX-2 indirectamente
(Konturek et al., 2001; Levi et al., 1989).

Lipopolissacarideo (LPS) Esta molécula é parte integrante da parede
celular das bactérias Gram-negativas (e. g. H.pylori). O LPS induz a
expressdo de COX-2 activando o promotor do gene através do factor
C/EBPS, que apresenta afinidade para o NF-IL6 e CRE (Inoue et al., 1995).

Acidos _biliares e ésteres do forbol Os &cidos quenodeoxicolico e
deoxicolico podem actuar como promotores tumorais (Hill et al., 1991). Ao
estimularem a PKC, estes acidos aumentam a transcricdo do gene PTGSZ2
(Zhang et al., 1998). A PKC modula a expressdo genética através da AP-1,
gque pode activar o promotor do PTGSZ2 ligando-se ao CRE (Xie et al., 1995).
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Os ésteres do forbol também activam a PKC (de forma irreversivel) (Angel
et al., 1991). A inducdao de COX-2 mediada por estes agentes permite
explicar, em parte, o seu efeito promotor tumoral.

PPARs Os ligandos para estes receptores nucleares podem induzir ou
aumentar a expressao de COX-2, dado que existe uma sequéncia PPRE no
promotor do gene PTGS2 (Meade et al., 1999). Entre os ligandos dos PPARs
encontram-se acidos gordos, prostaglandinas e AINEs, ou seja substractos,
produtos e inibidores de COX-2 (Meade et al., 1999; Lehmann et al., 1997;
Forman et al.,, 1997). Varios trabalhos caracterizaram o efeito destes
ligandos na regulagdo do gene da COX-2. Por um lado, alguns estudos
demonstram uma acgdo estimuladora na transcricao deste gene e, por
outro lado, também h3a trabalhos que provam a existéncia de uma acgdo
supressora da transcrigdo do PTGS2. Subbaramaiah et al.(2001) verificaram
que ligandos do PPARy (tiazolidinedionas e 15d-PGJ,) inibem a expressao de
COX-2 induzida por um éster do forbol em células epiteliais. De forma
semelhante, Staels et a/.(1998) mostraram que activadores do PPARa
podem inibir a expressdao de vdrios genes envolvidos na resposta
inflamatéria, incluindo o PTGS2, em células musculares lisas. Meade et al.
(1999) observaram um aumento da transcrigao do gene PTGSZ2 induzido por
acidos gordos, prostaglandinas A, e J, (mas ndo pela PGE;) e varios AINEs
(meclofenamato, acido mefenamico, ibuprofeno e sulindac) em células
epiteliais mamarias e do célon. Por seu lado, Glinghammar et al. (2003)
concluiram que a activagdo do PPARS por um agonista selectivo (GW
501516) induz a expressdo do gene da COX-2 e aumenta a proliferagao
celular numa linha de carcinoma hepatocelular (Hep G2).

E provavel que a regulagdo do gene PTGS2 por ligandos dos PPARs
envolva varios mecanismos, e que a resposta predominante seja especifica
do tipo de tecido.

PGE, Esta prostaglandina, um dos principais produtos provenientes da
actividade catalitica de COX-2, pode induzir e amplificar a expressao de
COX-2 por autocrinia e paracrinia. Diversos trabalhos demonstraram este
mecanismo de feed-back positivo em diferentes tipos de células: mondcitos
sanguineos, micrdglia (no rato), macrofagos e queratindcitos murinos
(Minghetti et al., 1997; Hinz et al., 2000A e B; Maldve et al., 2000). Este
efeito é mediado pelo receptor EP,, que eleva os niveis citoplasmaticos de
AMPc (Maldve et al., 2000).

Recentemente, Pai et al.(2002) demonstraram que a PGE, pode
transactivar o EGF-R . Esta transactivagdo envolve a libertagao de TGF-a
(um ligando do EGF-R), provavelmente mediada por metaloproteinases
activadas pela cinase da tirosina c-Src.

Em resumo, a PGE; pode induzir a expressao de COX-2 pela activagao do
EP, e pela transactivagdo do EGF-R. Por acgdao autdcrina, a PGE, pode
amplificar a expressao de COX-2 e, por via paracrina, esta prostaglandina
pode induzir de novo a expressao de COX-2 em células vizinhas.

HuR O ARNm da COX-2 é instavel devido a presenca de AREs, tendo
consequentemente uma semi-vida curta (Dixon et al., 2000). A proteina
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HuR, expressa ubiquitariamente, € membro da familia de proteinas que sdo
codificadas pelos genes embryonic lethal abnormal vision (ELAV), que sdo
proteinas capazes de se ligar a AREs e estabilizar o ARNm de varios genes,
incluindo o da COX-2 (Dixon et al., 2001; Ma et al., 1997). Deste modo, os
niveis celulares do factor HuR controlam directamente a expressao da
proteina COX-2. Niveis elevados deste factor sdo responsaveis pela
estabilizagdo do ARNm da COX-2, aumentando a semi-vida do ARNm e,
deste modo, permitindo uma maior sintese proteica.

Utilizando duas linhas celulares de carcinoma do célon - HT29 e LoVo -
Dixon et al.(2001) verificaram que a regulagdo da expressao de COX-2
reside na eficacia translaccional e no grau de estabilidade do ARNm. Ambas
as linhas celulares estudadas por estes investigadores apresentam
activacdo constitucional da transcrigdo do gene PTGS2, embora o nivel de
transcrigdo fosse superior nas células LoVo, quando comparado com o das
células HT29. Contudo, as células HT29 exprimem seis a sete vezes mais
proteina do que as células LoVo. A semi-vida do ARNm das células LoVo é
de 44 minutos, mas o das células HT29 é de 210 minutos. Dixon et al.
demonstraram que a diferenca entre as duas semi-vidas observadas é
devida a diferenca de concentragdo e ligagdo do factor HUR ao ARNm. Nas
células HT29, a ligacdo deste factor ao ARNm é quase quatro vezes superior
a das células LoVo, que apresentam uma expressao reduzida deste factor
de estabilidade.

Os resultados obtidos por Dixon et al. (2001) sao importantes para
explicar a variabilidade de expressdo de COX-2 observada em diversas
neoplasias e linhas celulares que exprimem COX-2 de forma constitucional
(Kargman et al., 1995; Dubois et al., 1996; Sheng et al., 1997; Dimberg et
al., 1999).

Agentes inibidores da expressao do gene PTGS2

p53 Recorrendo a linhas celulares de fibroblastos murinos, Subbaramaiah
et al. (1999) observaram que a proteina p53 normal inibe a transcrigao do
gene da COX-2. Por outro lado, os niveis de COX-2 nao sofrem alteragoes
significativas nas linhas celulares com p53 mutada.

A p53 é capaz de suprimir a expressao de genes em cujos promotores
existe uma sequéncia TATA, através da inibicdo da ligagdo da TBP ao
promotor do gene (Mack et al., 1993). No estudo referido, os autores
verificaram que a p53 compete com a TBP para a ligagdo a sequéncia TATA
nos promotores murino € humano do gene PTGS2.

Numa série de 39 adenocarcinomas gastricos, Leung et al. (2001)
estudaram a associacdo entre expressdo imuno-histoquimica de COX-2 e a
presenca de mutagoes de p53. Estes investigadores observaram uma
“sobre-expressao” de COX-2 em 49% dos casos e detectaram a presencga
de mutagoes de p53 em 51% dos casos, tendo constatado que os tumores
com mutagdo da p53 apresentavam uma intensidade de expressao de COX-
2 significativamente superior a dos tumores sem mutagoes da p53.

A supressao de expressao de COX-2 por uma p53 normal pode explicar,
por um lado, o facto da COX-2 ndo ser detectada em células epiteliais
normais e, por outro lado, permite compreender porque razao as rmutacgoes
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da p53 contribuem para um reforgo da expressdao de COX-2 observada em
células malignas (Kargman et al., 1995; Sano et al., 1995; Ristimaki et al.,
1997; Muller-Decker et al., 1995).

IL-4, IL-10 e IL-13 Estas citocinas sao produzidas por linfocitos Ty2, que
desempenham um papel importante na resposta imune mediada por
anticorpos e na activacdo de mastdcitos e eosindfilos (Carter et al., 1996).
Alguns trabalhos mostraram que estas citocinas inibem a expressdo de
COX-2 e a producdo de prostaglandinas em células normais e neoplasicas
(Molina-Holgado et al., 2002; Moore et al., 2001; Pomini et al., 1999).
Curiosamente, a PGE, induz a producdo de IL-10 em mondcitos, linfécitos e
no carcinoma de células ndo pequenas do pulmdo (Huang et al., 1998). Este
mecanismo de regulacdo autdcrina/paracrina em células normais é
considerado uma forma importante da PGE, mediar a homeostasia entre as
respostas imunes de tipo Tyl e T2 (Vancheri et al., 2001).

Recentemente, Heuze-Vourc’h et al. (2003) investigaram o efeito da
IL-10 em relacdo a expressao de COX-2 em trés linhas de carcinoma de
células nao pequenas do pulmao (que exprimem COX-2) e constataram que
esta citocina nao modificou a expressdo de COX-2. Os investigadores
verificaram que a auséncia de efeito se deveu a auséncia de expressao do
receptor para a IL-10 na membrana celular das células neoplasicas. A
auséncia de expressdo deste receptor pode, deste modo, contribuir para a
manutencgdo de niveis elevados de expressao de COX-2.

Glucocorticéides A dexametasona, um glucocorticoide sintético, inibe a
actividade da p38 MAPK (que promove a estabilizagdio do ARNm),
suprimindo a expressdo de COX-2 (Lasa et al., 2001). Outros mecanismos
descritos para a inibicdo de expressdo de genes pelos corticoides sdao a
indugdo da expressdo de IkB, um inibidor do NF-xB, e a inibicdo de JNK
(Auphan et al., 1995; Caelles et al., 1997).

Expressdao de COX-2 e instabilidade de microssatélites

A expressdao de COX-2 é menos frequente nos carcinomas gastricos e
colo-rectais com instabilidade de microssatélites (Karnes et al., 1998;
Sinicrope et al., 1999; Yamamoto et al., 1999; Lee et al., 2001). Lee et al.
(2001) analisaram a expressao de COX-2 e a presencga de instabilidade de
microssatélites numa série de 109 carcinomas gastricos. Estes
investigadores observaram uma “sobre-expressao” de COX-2 em 64% dos
casos e a presenga de instabilidade de microssatélites elevada (MSI-H) em
22% dos carcinomas. No grupo dos carcinomas com MSI-H, a frequéncia de
expressao de COX-2 e a intensidade da imunorreactividade foram
significativamente inferiores, quando comparados com os tumores sem
instabilidade de microssatélites.
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Os mecanismos moleculares subjacentes a associagdo entre redugdo de
expressdo de COX-2 e MSI-H permanecem por esclarecer. O facto de que a
inactivagdo do TGF-B RII ser muito mais frequente nos carcinomas MSI-H
pode contribuir para uma menor estimulagdo da expressdo de COX-2. Por
outro lado, Toyota et al. (2000) demonstraram a existéncia de metilagao
aberrante do promotor do gene PTGS2 em carcinomas colo-rectais.
Contudo, estes investigadores ndo encontraram uma associagao
estatisticamente significativa entre metilagao do promotor do gene PTGS2 e
do gene hMLH1, a causa mais frequente de MSI-H nos carcinomas
esporadicos do colon-recto e estdmago (Markowitz et al., 1995; Ahuja et
al., 1997). No entanto, no estudo de Toyota et al. verificou-se a existéncia
de uma associagdo entre metilagdo do promotor do gene da COX-2 e o
fenétipo CIMP.

Metilagao do promotor do gene PTGS2

A metilagdo aberrante do ADN ocorre frequentemente nos tumores
malignos humanos, sob a forma de hipometilagdo difusa do genoma e
hipermetilagdo focal (Feniberg et al., 1983; Baylin et al., 1998). A metilagao
é efectuada em residuos de citosina, quando estes precedem um residuo de
guanosina (abreviado CpG) e ocorre em “ilhas CpG” (definidas como 776
fragmentos de pares de base com um conteddo de G+C superior a 0,57 e
uma presenca observada/esperada de CpG > 0,8) (Bird et al., 1986;
Gardiner-Garden et al., 1987). A hipermetilagdo de uma ilha CpG em
regioes normalmente nao metiladas do promotor de um gene
correlaciona-se com supressao da transcricao desse gene (Nguyen et al.,
2001).

A hipermetilagdo de varios promotores de genes foi descrita em
carcinomas gastricos esporadicos, incluindo os genes hMLH1, p16 e PTGS2
(Fleisher et al., 1999; Shim et al., 2000; Kikuchi et al., 2003). O grau de
metilagdo e o numero dos promotores génicos metilados aumentam ao
longo da via que conduz ao adenocarcinoma gastrico de tipo intestinal
(Kang et al., 2003).

Toyota et al. (2000) estudaram o estado de metilagdo do PTGS2 numa
série de linhas celulares e tumores colo-rectais . Neste estudo, os autores
caracterizaram a ilha CpG na regiao 5’ do PTGSZ2. Esta ilha CpG engloba 350
pares de bases, tem uma taxa de CpG:CpC de 0,8 e um contetdo de G+C
de 0,64. Segundo estes autores, a localizagao da ilha CpG é algo atipica, na
medida em que esta situada logo apos o local de inicio de transcricdo. Estes
investigadores observaram metilagdo aberrante em 13% de carcinomas
colo-rectais esporadicos e em 14% de adenomas colo-rectais seleccionados
ao acaso. A metilagao aberrante do PTGS2 associou-se, neste estudo, ao
fenotipo CIMP, mas ndao a MSI. Toyota et al. também caracterizaram a
relagio entre metilagio do promotor do PTGSZ e expressao
imuno-histoquimica de COX-2 em 18 adenocarcinomas, encontrando os
seguintes resultados:
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Imunorreactividade da COX-2

Metilagdo do PTGS2 positivo negativo Total
positivo (H) 0 2 2
positivo (L) 3 3 6
negativo 8 2 10
Total 11 7 18

positivo (H) - nivel elevado de metilagéo (> 20%)
positivo (L) - nivel baixo de metilagdo (5-20%)

Os investigadores ndo encontraram nenhuma regiao critica ou hot spot de
metilagdo para suprimir a transcrigdo do PTGSZ2. Por seu lado, o grau de
densidade de metilagdo contribui para a perda de expressdo do gene
através do recrutamento de proteinas que se ligam a grupos metilo e de
desacetilases das histonas (Jones et al., 1999).

Posteriormente, Song et al. (2001) estudaram a regulagdo (epigenética)
da transcrigdo do PTGS2, com o objectivo de determinar uma regido critica
de metilagdo que suprima a expressdao de COX-2. Os investigadores
utilizaram seis linhas celulares de carcinoma gastrico. Trés destas linhas
(SNU-484, -638 e -668) exprimem COX-2 e as trés restantes (SNU-601, -
620 e -719) ndo exprimem. Para analisar o padrao fino de metilagdo do
gene PTGS2 em trés das linhas referidas (SNU-484, -601 e -638), os
autores recorreram a técnica de modificacdo pelo bi-sulfito. A ilha CpG do
PTGSZ2 foi dividida em quatro regidoes (A a D), utilizando quatro conjuntos
de primers de PCR. Ap6s amplificacdo de cada uma das regides, os
produtos de PCR foram sequenciados. A linha celular SNU-484 apresentou
metilagdo ligeira na extremidade proximal 5’ da ilha CpG (regides A e B),
mas nao nas restantes regioes (C e D). Nesta linha celular, a intensidade de
imunorreactividade da COX-2 foi classificada de (++). Na linha SNU-601,
todos os locais de metilagdo possiveis encontravam-se metilados, e nestas
células ndo se observou imunorreactividade. O tratamento desta linha
celular com um agente desmetilante permitiu observar a expressao de novo
de COX-2. Finalmente, a linha SNU-638 estava densamente metilada nas
regices C e D (de forma idéntica a linha SNU-601), mas a regido B
apresentava uma densidade de metilagao ligeira. Nesta linha observou-se
uma imuno-expressao discreta de COX-2 (+).

Estes resultados sugerem que o silenciamento da expressdo do gene
PTGS2 depende da localizagdo e intensidade de metilagdo do respectivo
promotor.

Em conformidade com os resultados obtidos por Toyota et al. (2000),
Song et al. (2001) ndo encontraram uma correlagdo significativa entre
metilacdo do promotor do PTGS2 e fenoétipo MSI.

A frequéncia de metilagio do promotor do gene PTGS2 no
adenocarcinoma gastrico oscila entre 12 e 46% (Kikuchi et al., 2002;
Carvalho et al., 2003; Kang et al., 2003). Kang et al. (2003) determinaram
a frequéncia de metilagdo do promotor deste gene (entre outros) ao longo
da via que conduz ao adenocarcinoma de tipo intestinal, demonstrando que
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a metilagdo aberrante do promotor do PTGS2 tende a acumular-se ao longo
desta via :

Gastrite cronica Metaplasia intestinal Adenoma Adenocarcinoma
(n=74) (n=57) (n=79) (n=80)
PTGS2 1 (2,2%) 5 (8,8%) 3 (3,8%) 37 (46,3%)

A frequéncia de metilagdo do promotor do gene PTGS2 é baixa nas lesdes
que precedem o adenocarcinoma, o que levou Kang et al. (2003) a
considerar PTGS2 como “gene metilado em relagdo com cancro”.

COX-2 e carcinogénese

Em meados dos anos 70, Bennett e Del Tacca (1975) e Jaffe (1974)
verificaram que a concentragdao de PGE; era mais elevada em carcinomas do
célon e recto, do que na mucosa normal na vizinhanga do tumor. Esta
descoberta conduziu a hipétese de que farmacos inibidores da sintese de
prostaglandinas, nomeadamente os anti-inflamatérios ndo esterdides
(AINEs), poderiam inibir a ocorréncia ou o crescimento de cancro
colo-rectal.

A primeira observagdo clinica de que os AINEs poderiam causar a
regressdo de polipos do intestino grosso foi feita por Waddell e Loughry
(1983). Eles relataram o caso de um doente, cujos polipos rectais tinham
desaparecido com a ingestdao de indometacina e sulindac, que o doente
utilizava para efeitos de analgesia.

Estas descobertas levaram a numerosos estudos e varias linhas de
investigagdo mostraram que a inibigdo da via da COX-2 pode ter
repercussoes significativas na prevengao e tratamento do cancro.

Evidéncia epidemiologica

Numerosos estudos epidemioldgicos verificaram que individuos que
ingerem regularmente aspirina ou outros AINEs tém menor risco de
desenvolvimento de pélipos adenomatosos ou de morte por cancro colo-
rectal, quando comparados com individuos que ndao tomam AINEs (ver
revisdao de Thun et al., 2002). O uso sustentado de AINEs (por um periodo
de 10 a 15 anos) associa-se a uma redugao de 40 a 50% do risco relativo
de desenvolver cancro colo-rectal (Giovannucci et al., 1994, 1995; Thun et
al., 1991).

O efeito protector dos AINEs foi também observado para o cancro do
estbmago. Num estudo prospectivo envolvendo 635031 participantes,
seguidos durante 6 anos, concluiu-se que os doentes que ingeriam aspirina
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(16 ou mais vezes por més), beneficiavam de uma redugdo aproximada de
50% do risco relativo de desenvolver carcinoma gastrico, quando
comparados com doentes ndo utilizadores de aspirina (Thun et al., 1993).
Um estudo de tipo caso-controlo mostrou que o uso regular de AINEs (pelo
menos 4 vezes por semana, durante mais de 3 meses), reduzia o risco de
desenvolvivemento de cancro gastrico em 30% (Coogan et al., 2000).

Outros estudos epidemioldgicos verificaram o mesmo efeito protector dos
AINEs em tumores de outros 6rgdos (esdfago, mama, pulmdo, préstata,
bexiga e ovario) (ver revisdo de Thun et al.,, 2002), mas os estudos
respeitantes aos orgdos referidos sao relativamente escassos e os
resultados nem sempre sdo consistentes.

Estudos genéticos

Estudos genéticos realizados em animais mostram claramente a
existéncia de uma relacdo causa-efeito entre COX-2 e tumorigénese. O
estudo realizado por Liu et al. (2001) foi o primeiro a demonstrar que a
“sobre-expressao” de COX-2 €& suficiente para induzir transformagao
maligna. Neste estudo foram utilizados ratinhos transgénicos que
exprimiam o gene humano da COX-2 nas glandulas mamarias durante a
gravidez e lactagdo (induzido pelo promotor do virus tumoral mamario
murino). As fémeas multiparas desenvolveram hiperplasia glandular
mamaria focal, displasia e tumores metastaticos. Um estudo semelhante
demonstrou que a expressao de COX-2 nos queratindcitos basais de
ratinhos transgénicos originou hiperplasia e displasia da epiderme,
estabelecendo uma associgao causal entre express@ao aumentada de COX-2
e o desenvolvimento de lesdo pré-maligna da pele (Neufang et a/., 2001).

A evidéncia mais directa implicando a COX-2 na carcinogénese colo-rectal
também provém de estudos genéticos em ratinhos. O papel desta enzima
foi evidenciado por Oshima et al. (1996), em ratinhos Apc*’*® (modelo
murino da PAF humana) com knockout para o gene da COX-2 (Cox2”"). Os
animais apresentavam uma redugdao do tamanho e numero (86%) de
polipos, quando comparados com ratinhos wild-type.

O papel da COX-2 do hospedeiro foi salientado por Williams et al.
(2000A). Estes investigadores introduziram uma linha celular de carcinoma
do pulm3o (designada Lewis) na hipoderme do flanco de ratinhos Cox2”" e
verificaram que o crescimento destas células era mais lento do que nos
ratinhos wild-type. Esta experiéncia demonstra que a presenca de COX-2 no
estroma do tumor pode promover o crescimento tumoral.

Estudos farmacoldgicos, por seu lado, mostram que a COX-2 constitui um
alvo terapéutico. Varios modelos animais foram utilizados para estudar os
efeitos da inibicdo de COX-2 por AINEs em varias neoplasias (célon e recto,
esofago, lingua, mama, pele, pulmdo e bexiga) (ver revisdes de Gupta et
al., 2001 e Subbaramaiah et al., 2003). Estes estudos evidenciaram que
inibidores selectivos e nao selectivos de COX-2 podem ser potentes
supressores da carcinogénese. No entanto, os AINEs possuem outros efeitos
farmacologicos anti-tumorais, que sdo independentes da inibigdo de COX-2:
em doses elevadas, os AINEs podem induzir apoptose em linhas celulares
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de cancro colo-rectal sem actividade mensuravel de COX-1 e COX-2 (Hanif
et al., 1996 e Williams et a/., 2000B).

Ensaios clinicos

Ensaios clinicos randomizados realizados em doentes com polipose
adenomatosa familiar (PAF) demonstraram que o sulindac (Labayle et al.,
1991: Giardiello et al., 1993) e o celecoxib (Steinbach et al., 2000) inibem
o aparecimento de pélipos adenomatosos e induzem a regresséo de polipos
pré-existentes. No estudo realizado por Giardiello et al. (1993), o grupo de
doentes tratado com sulindac (300 mg/dia) beneficiou de um decréscimo de
44% no numero e de 35% no maior tamanho dos pdlipos. Contudo, ndo se
observou em qualquer dos doentes uma regressdo completa dos pélipos e o
nimero e o tamanho destes aumentou apdés 3 meses de suspensao do
sulindac.

Steinbach et al. (2000) estudaram o efeito do celecoxib em 77 doentes
com PAF. Apés 6 meses de tratamento com este medicamento (800
mg/dia), foi observada uma reducdo de 28% no nimero e uma redugao de
30% no tamanho dos polipos. Com base nestes resultados, o celecoxib foi
aprovado formalmente pela Food and Drug Administration (EUA) como
suplemento ao tratamento cirdrgico em doentes com PAF.

Recentemente, dois ensaios clinicos randomizados, com o objectivo de
determinar o efeito do acido acetilsalicilico (aspirina) sobre a incidéncia de
adenomas colo-rectais, foram concluidos (Sandler et al., 2003; Baron et al.,
2003). Ambos os estudos demonstraram que a aspirina reduz
moderadamente a incidéncia de adenomas em doentes com antecendentes
de adenomas e cancro colo-rectal.

Producdo de mutagéneos

A “sobre-expressdo” de COX-2 pode resultar num aumento da produgao
de mutagéneos. O malondialdeido (MDA) pode ser sintetisado por
isomerizagdo da PGH; (Plastaras et al., 2000). O MDA forma adducts com
deoxinucleotideos, induz mutagdes de tipo frame-shift e substituigdes de
pares de bases (Marnett, 1992). Carcinogéneos adicionais podem ser
formados pela COX-2 a partir da oxidagdo de aminas aromaticas, aminas
heterociclicas e derivados dihidrodiol de hidrocarbonetos policiclicos (Wiese
et al., 2001).

Proliferacdo celular

Reinhart et al. (1983) demonstraram que a administragdo cronica de
16,16-dimetil PGE, provoca um aumento da espessura da mucosa no célon
proximal, duodeno e em todo o estdmago (sobretudo no antro) de ratos.
Estes autores observaram aumento do indice mitético e hiperplasia foveolar
no estbmago. Recentemente, o mecanismo molecular subjacente a estas
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accdes tréficas foi esclarecido por Pai et al. (2002). Este grupo demonstrou
que a PGE, pode transactivar o receptor para o EGF através do TGF-a, um
ligando para o EGFR. Os autores fornecem evidéncia de que o TGF-a seja
libertado por metaloproteinases que, por sua vez, seriam activadas pelo
c-Sre.

Sheng et al. (2001B), utilizando uma linha celular humana de carcinoma
colo-rectal (LS-174), documentaram a capacidade da PGE, em aumentar a
proliferacdo e motilidade celulares. Estes efeitos sdo mediados pelo receptor
EP, e resultam na activagdo da via da cinase do fosfatidilinositol-3
(PI3K/Akt).

No seu conjunto, estes resultados mostram que a via da COX-2,
nomeadamente através da sintese de PGE,, pode estar envolvida na
regulagdo da proliferagao celular.

Apoptose

A apoptose é controlada por duas vias principais: a via mitocondrial (ou
via dependente do citocromo c) (Green e Reed, 1998) e a via dos
receptores de morte (death receptor-DR) da membrana celular (Ashkenazi e
Dixit, 1999). A COX-2 inibe a apoptose por mecanismos que interferem com
ambas as vias.

Sun et al. (2002) utilizaram uma linha celular de carcinoma colo-rectal
que ndo exprime COX-2 (HCT-15) e transfectaram as células com ADNc de
COX-2, tendo obtido 2 clones produtores de COX-2. Nestes clones, a
apoptose induzida por AINEs e por b5-fluouracilo (5-FU) estava
marcadamente atenuada, quando comparada com as células HCT-15. Nas
células transfectadas, os niveis de ARNm e proteina Bcl-2 estavam elevados
em relagdo aos niveis das células parentais, o que demonstra a capacidade
da COX-2 em modular os niveis desta proteina anti-apoptética.

Um estudo semelhante encontrou niveis elevados de Mcl-1, um potente
inibidor da via mitocondrial, numa linha celular humana de adenocarcinoma
do pulmado (Lin et al., 2001). A inibicdo da via PI3K/Akt ou o tratamento das
células com inibidores especificos de COX-2 teve como efeito uma redugao
dos niveis de Mcl-1. Um estudo realizado por Nzeako et al. (2002) concluiu
que a produgdo de prostanodides pela COX-2 inibe especificamente a
apoptose mediada pelo Fas numa linha de células de colangiocarcinoma.
Nesta linha celular, os autores pesquisaram a presenc¢a de varias poteinas
anti-apoptoéticas, tendo encontrado apenas niveis aumentados de Mcl-1.

Por outro lado, a “sobre-expressao” de COX-2 associa-se a inibigdo da
expressdao de DR-5 e confere resisténcia a apoptose induzida pelo ligando
relacionado com o factor de necrose tumoral (tumor necrosis factor-related
apoptosis-inducing ligand - TRAIL) numa linha de células de carcinoma
colo-rectal (Tang et al., 2002). Neste estudo, o tratamento das células com
sulindac restaurou a expressao de DR-5.

A inibicdo de COX leva a um aumento dos niveis celulares de acido
araquidénico. Um nivel elevado deste acido pode estimular a
esfingomielinase, que sintetisa ceramida (indutor de apoptose) a partir de
esfingomielina (Chan et al., 1998) e, deste modo, induzir a apoptose. No
entanto, Cao e Prescott (2000), numa tentativa de elucidar a importancia
deste mecanismo, verificaram apenas um aumento moderado de ceramida
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em células epiteliais expostas a acido araquidénico, pelo que o papel
desempenhado pela ceramida na indugdao de apoptose necessita de ser
melhor esclarecido.

Angiogénese

A “sobre-expressdo” de COX-2 estd associada a um aumento da secregao
de factores pro-angiogénicos (Tsujii et al., 1998), nomeadamente o factor
de crescimento vascular endotelial (VEGF), factor de crescimento
fibroblastico basico (bFGF), TGF-1, PDGF e endotelina-1. O tratamento de
uma linha celular de carcinoma colo-rectal que exprime marcadamente
COX-2 com NS-398 (um inibidor especifico de COX-2) diminui a secregao
destes factores (Tsujii et al., 1998).

Um exemplo que documenta claramente o efeito pro-angiogénico da
COX-2 é o modelo de angiogénese desenvolvido por Masferrer et al. (2000).
Neste modelo, a angiogénese induzida pelo factor de crescimento bdsico na
cornea de rato é revertida em grande parte pelo celecoxib, um inibidor
selectivo de COX-2. Os mecanismos moleculares que estdo subjacentes a
este efeito foram clarificados por Dormond et al. (2001). Estes
investigadores mostraram que a PGE, e a PGI, derivadas da COX-2
desempenham um papel essencial na migracdo de células endoteliais
mediada pela integrina o,,fs.

Imunossupressao

A PGE;, proveniente da COX-2, pode inibir a producdo de TNF-a e
estimular a sintese de IL-10, que tem uma acgao imunossupressora (Huang
et al., 1996). Em ratinhos enxertados com uma linha celular de carcinoma
do pulmdo, a inibicgdo de COX-2 resultou num aumento marcado de
infiltrado linfocitico no tumor e numa redugdao do crescimento tumoral
(Stolina et al., 2000). No seu conjunto, estes resultados documentam
claramente que a COX-2 pode ter uma acgao imunossupressora.

Expressao tecidular de COX-2 avaliada por imuno-histoguimica

A imuno-expressdao de COX-2 em varias neoplasias malignas encontra-se
documentada por numerosos estudos. A Tabela 5 refere alguns estudos que
demonstraram “sobre-expressao” de COX-2 nas respectivas neoplasias.
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Tabela 5 - Tumores malignos humanos que se asociam a expressdo aumentada de COX-2

arcino. a. jados a e a8 cox-2

Esdfago (Wilson et al., 1998)
Estémago (Ristimaki et al., 1997)
Colon e recto (Eberhart et al., 1994)
Figado (Koga et al., 1999)

Pancreas (Molina et al., 1999)
Pulmaéo (Hida et al., 1998)

Mama (Hwang et al., 1998)

Colo uterino (Kulkarni et a/., 2001)
Postata (Gupta et al., 2000)

Bexiga (Mohammed et al., 1999)

Pele (Buckman et al., 1998)

A Tabela 6 resume os principais trabalhos que analisaram
imuno-expressao de COX-2 no estdmago.

d

E de salientar que vdrios autores verificaram a existéncia de uma
associagdo entre expressao de COX-2 e o adenocarcinoma de tipo intestinal
(Saukkonen et al., 2001; Yamagata et al., 2002; van Rees et al.,2002; Joo
et al., 2002; Han et al., 2003). No entanto, outros autores nao encontraram

uma associagdo entre expressdo de COX-2 e tipo histolégico do tum

or

(Uefuji et al., 1998; Chen et al., 2001; Xue et al., 2003), pelo que
permanece por esclarecer a relagao entre expressao de COX-2 e o sub-tipo

histolégico de carcinoma do estémago.
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Tabela 6 - Imuno-expressdo de COX-2 em carcinomas gastricos e mucosa ndo neoplasica

mucosa atrofia meta.
Autor (ano) anticorpo n° de casos normal gland. intest.

displasia

carcinoma

estroma

Ristimaki et al., )
(1997) policlonal 1" negativo - "esporadica”

Cayman Chemical Co.
1:40; temp. ambiente,
30 min.

100%

negativo

Uefuji ef al., (1998) policlonal
Immunobiolgical Lab. 23 focal - "esporadica"

diluigo 7; 4°C
ovemnight

83%

negativo

Lim et al., (2000) policlonal 104 negativo - positivo
Santa Cruz Biotech.
1:50; 4°C ovemnight

positivo

100%

positivo ()

Sung et al., (2000) policlonal 20;51;25 (x) negativo 100% 100%
Santa Cruz Biotech.
1:100; temp.?; 2horas

100%

positivo

Chen et al., (2001) policlonal 7 negativo - -

Cayman Chemical Co.
1:40; temp. ambiente,
30 min.

8%

Saukkonen et al.,

(2001) monoclonal 9:67 (§) NA - -

Cayman Chemical
Co.160112

1:50; 4°C ovemight

44%

42%

negativo

Van Rees et al.,

(2002) monocional 10;10;9;53(#) NA : 100%

Cayman Chemical Co.
160112

1:100; 4°C overnight

100%
(baixo e alto
grau)

62%

positivo ()

Joo ef al. ,(2002) monoclonal 140 negativo - -
Cayman Chemical Co.
1:250; 45°C, 25 min.

61%

Han et al., (2002) policlonal 55 NA
Santa Cruz Biotech.
1:50; 4°C ovemight

1%

(*) - células musculares lisas, fibroblastos e células inflamatérias mononucleadas

(x) - atrofia glandular: n=20
metaplasia intestinal: n=51
carcinomas: n=25

(8§) - lesbes displasicas (ndo especificadas): n=9
carcinomas: n=67

(#) - metaplasia intestinal: n=10
displasia de baixo grau: n=10
displasia de alto grau: n=9
carcinomas: n=53

(:) - células com imunorreactividade “para” CD 68, actina muscular lisa a, HLA-DR; negativas para o CD 31

NA - ndo avaliado

40




2. Objectivos

O objectivo geral deste trabalho foi o de determinar o papel de COX-2 na
carcinogénese gastrica.
Os objectivos especificos foram os seguintes:

- Definir o padrdo de expressdo de COX-2 no carcinoma gastrico e nas
lesdes que o precedem, para assim elucidar o timing de expressdo
aumentada de COX-2 ao longo da carcinogénese gastrica;

- Analisar a relacdo entre expressao de COX-2 em carcinomas gastricos e
as caracteristicas clinicas e anatomo-patolégicas dos doentes e das
neoplasias, respectivamente;

- Determinar a frequéncia de metilagao do promotor do gene PTGSZ em

carcinomas do estdmago e em linhas celulares de carcinomas gastricos e
verificar a sua repercussdo na expressao imuno-histoquimica de COX-2.
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3. Material e métodos

3.1 Material

3.1.1 Casos utilizados para o estudo imuno-histoquimico
A série estudada incluiu:

¢ 15 casos de mucosa gastrica normal

¢ 10 casos de gastrite crénica sem infecgao por H. pylori
¢ 10 casos de gastrite cronica com infecgdo por H. pylori
¢ 5 poélipos hiperplasicos

» 48 casos de metaplasia intestinal

e 24 casos de displasia em mucosa plana

e 8 adenomas

¢ 50 casos de carcinoma

Todos os casos foram seleccionados do arquivo do Servico de Anatomia
Patolégica do Hospital de S. Jodo e correspondem a doentes submetidos a
endoscopia gastrica com biopsia e a doentes gastrectomizados nesta
unidade de salde.

Os casos de biopsia foram obtidos ap6s consulta do sistema informatico
do Servico de Anatomia Patologica. Os casos de carcinoma foram
seleccionados a partir do arquivo oncoldgico de laminas histologicas, tendo
sido seleccionado um bloco de parafina por caso com representagao da
neoplasia € mucosa nao neoplasica adjacente ao tumor.

Quinze casos de metaplasia intestinal provenientes de biopsias
endoscopicas foram seleccionados a partir do sistema informatico. O critério
de selecgdo foi o de representagao extensa desta lesdo nos fragmentos de
biopsia, para posterior classificagdao do tipo de metaplasia por estudo
histoquimico. Os restantes casos de metaplasia intestinal sdao provenientes
dos casos de biopsia seleccionados como representativos de lesdes de
displasia em mucosa plana e casos de carcinoma, cujo bloco de parafina
respectivo continha também mucosa gastrica com metaplasia intestinal.

3.1.2 Material utilizado para o estudo da metilagdo do promotor do gene
PTGS2

3.1.2.1 Linhas celulares

Foram utilizadas trés linhas celulares de carcinoma do estdmago (GP
220, Kato III, MKN 45), gentilmente cedidas pelas Profs. Doutoras Leonor
David e Raquel Seruca (IPATIMUP), para avaliagao da relagao entre
expressdo de COX-2 e metilagdo do promotor do gene PTGS2. A linha
celular GP 220 é constituida por células sem metilagdo do promotor
referido, enquanto que na linha celular Kato III, as células tém ambos os
alelos metilados. Por ultimo, a linha celular MKN 45 é composta por células
com metilagdo mono-alélica.
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3.1.2.2 Carcinomas gastricos

No estudo de metilagdo do promotor do gene PTGS2 foi estudado um sub-
grupo de 31 carcinomas gastricos, extraido da série total de 50 casos de
carcinoma do estémago indicados no estudo imuno-histoquimico.

O estudo de metilagdo do promotor do gene referido precedeu o estudo
imuno-histoguimico.

3.2 Métodos

3.2.1 Estudo morfoldgico

De todos os blocos de parafina realizaram-se cortes de 4 um de
espessura, que foram montados em laminas e corados pelo método da
hematoxilina e eosina.

A pesquisa de H. pylori foi realizada pelo método de Giemsa modificado
(Gray et al., 1986).

As lesdes de gastrite crénica foram classificadas de acordo com o sistema
actualizado de Sydney (Dixon et al., 1996). A metaplasia intestinal foi
classificada nos seguintes sub-tipos (I, II e III), de acordo com a
classificagdo de Filipe e Jass (1986). As displasias foram categorizadas
segundo a classificagdo da OMS (2000). Os carcinomas gastricos foram
classificados de acordo com a classificacdo de Laurén (1965) e Carneiro
(1995). Em todos os casos de carcinoma foi avaliada a presenga de
permeagdo linfatica e invasao vascular venosa (através do método de
orceina azoética). O estadiamento dos carcinomas foi efectuado pelo sistema
de TNM (Sobin e Wittekind, 1997).

3.2.2 Histoquimica

Em 15 casos de metaplasia intestinal realizaram-se, para além dos cortes
para hematoxilina e eosina, 2 cortes suplementares, que foram corados
pela diamina férrica e azul de Alcian/PAS, com o objectivo de sub-classificar
a metaplasia intestinal, conforme descrito por Filipe e Jass (1986). A
metaplasia intestinal de tipo I foi identificada pela auséncia de mucinas nas
células colunares (i.e., células ndo caliciformes). A metaplasia intestinal de
tipo II foi diagnosticada pela presenga de sialo-mucinas e a metaplasia
intestinal de tipo III foi reconhecida pela detecgao de sulfo-mucinas nas
células colunares, respectivamente.

3.2.3 Imuno-citoguimica

Duas linhas celulares de carcinoma do estémago incluidas em parafina
foram utilizadas para controle da expressao de COX-2. A linha celular GP
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220 exprime proteina COX-2, enquanto que na linha celular Kato III ha
auséncia de imuno-expressao.

Realizou-se um corte de 4 uym de espessura de cada bloco e procedeu-se
a deteccdo de COX-2, conforme se descreve em seguida.

3.2.4 Imuno-histoquimica

Dos blocos de parafina seleccionados realizaram-se cortes (3 pm de
espessura), que foram desparafinados e hidratados. Procedeu-se ao
bloqueio da peroxidase endégena com perdxido de hidrogénio a 3% em
metanol. Apos lavagem com phosphatase buffer saline (PBS), as laminas
foram colocadas em cdmara humida. Procedeu-se ao estudo
imuno-histoquimico de acordo com o sistema imuno-enzimatico do
conjugado estreptavidina-biotina (Ultravision Detection Kit, Neomarkers,
Freemont, CA, EUA). Foi utilizado um anticorpo monoclonal de ratinho
anti-COX-2 humana (160112, Cayman Chemical Co., Ann Arbor, MI, EUA),
numa diluigdo de 1:100, durante 16 a 18 horas (overnight), a temperatura
de 4° C. A visualizagdo da reacgdo imuno-histoquimica foi feita com a
utilizagdo do cromogénio diaminobenzidina e o contraste nuclear foi obtido
pela coloragao de Mayer.

Van Rees et al. (2002) analisaram varios anticorpos disponiveis para
estudo imuno-histoquimico da expressdo de COX-2 e concluiram que o
anticorpo  mencionado anteriormente foi o0 que apresentou a
imunorreactividade mais especifica, pelo que selecciondmos este anticorpo
para o estudo.

Avaliagdo da imuno-expressao de COX-2

Os casos em que nao foi observada qualquer imunorreacividade nas
células epiteliais “para” a COX-2 foram classificados como negativos (-). Os
casos que apresentaram imunorreactividade foram classificados como
positivos. A intensidade da reacgao foi graduada em acentuada (+++),
moderada (++) e ligeira (+). A extensdo da expressdo de COX-2 nas
células epiteliais foi estimada nos seguintes intervalos de percentagem:
0-25%; >25-50%; >50-75%; >75-100%.

3.2.5 Estudo da metilagdo do promotor do gene PTGS2
Methylation-specific PCR (MSP)

O estudo da metilagdo do promotor do gene PTGS2 foi efectuado da
seguinte forma: o ADN foi modificado pelo bissulfito de sodio, que converte
todas as citosinas nao metiladas em wuracilo (mas nao as citosinas
metiladas), seguido de amplificagdo com primers especificos, quer para o
ADN metilado, quer para o ADN ndo metilado. ADN genémico (1 pg) foi
modificado pelo bissulfito de sédio. Em seguida, as amostras de ADN foram
purificadas, utilizando o kit de purificagago do ADN Wizard (Promega),
desnaturadas com hidréxido de sédio (NaOH) e eluidas em agua. Iniciou-se
o methylation-specific PCR para analisar o estado de metilagdo do
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promotor, utilizando primers que sdo descritos adiante. A amplificagdo do
ADN foi realizada numa solugdo (mix) de 30pul, contendo 1x tampdo de
PCR, trifosfatos de deoxinucleotideos, primers (sense e antisense), ADN
modificado pelo bissulfito de sédio e Tag ADN polimerase. Para amplificar o
ADN efectuaram-se 35 ciclos, com desnaturagdo a 94° C durante 30
segundos, annealing a 61° C e extensdo a 72° C durante 30 segundos. As
fases inicial e final de extensdo realizaram-se a 94 e 72° C,
respectivamente, durante 5 minutos. Os produtos da reaccao de
amplificagdo foram separados por electroforese em gel de agarose a 2,5%,
corados com brometo de etidio e visualizados com luz ultra-violeta. O ADN
de amostras sanguineas foi usado como controlo negativo. As sequéncias
dos primers para o gene PTGS2 foram concebidas segundo a sequéncia do
promotor do gene, determinada previamente (Appleby et al., 1994):
reaccdo com ADN ndo metilado, 5'- ATAGATTAGATATGGTGGTGGTGGT- 3°
(sense) e 5°- CACAATCTTTACCCAAACACTTCGA- 3° (antisense); e reacgao
com ADN metilado, 5°- TTAGATACGGCGGCGGCGGC- 3" (sense) e 5'-
TCTTTACCCGAACGCTTCCG- 3° (antisense).

3.2.6 Analise estatistica

Na andlise estatistica da associagdo entre expressao de COX-2 nos
carcinomas e os parametros clinico-patolégicos foram utilizados o teste de
Qui-quadrado e o teste exacto de Fisher; a idade foi comparada por teste t
de Student. Foi considerado como estatisticamente significativo um valor de
p < 0,05.
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4. Resultados

4.1 Estudo imuno-histoquimico da expressiao de COX-2 na mucosa
gastrica normal, pélipos hiperplasicos, gastrite crénica, metaplasia
intestinal, displasia e carcinomas gastricos

Expressao de COX-2 na mucosa gastrica normal

Todos os casos de mucosa gastrica normal mostraram auséncisa de
imunorreactividade “para” a COX-2 no epitélio glandular e cérion. No
entanto, identificou-se imunorreactividade de intensidade ++ nas células
parietais, nomeadamente na membrana da cisterna canalicular destas
células.

Expressdo de COX-2 em poélipos hiperplasicos

N3o se identificou qualquer imunorreactividade “para” a COX-2 nestas
lesdes (epitélio glandular e corion).

Expressdo de COX-2 nas lesGes de gastrite cronica

Observou-se imunorreactividade de intensidade ligeira na regiao do colo
do epitélio glandular em todos os casos de gastrite cronica sem infecgao por
H. pylori e em 9/10 casos de gastrite crénica com infecgao por H. pylori. No
caso restante, a intensidade da imuno-expressao foi graduada como
moderada. No corion identificou-se a presenca de imunorreactividade de
intensidade ligeira em células mononucleadas dispersas e em foliculos
linfoides com centros germinativos.
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Figura 1 - Imuno-expressdo de COX-2 na gastrite cronica com
infecgdo por H. pylori. Observa-se imunorreactividade na zona
proliferativa do epitélio glandular e em células mononucleadas

no corion, x 200.
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Expressdo de COX-2 nas lesdes de metaplasia intestinal

Identificou-se imunorreactividade em 100% dos casos de metaplasia
intestinal. Em 30 casos (63%) observou-se imunorreactividade de
intensidade moderada; em 16 casos (33%), a intensidade foi acentuada
(+++) e, em 2 casos (4%), foi ligeira.

Nos 15 casos em que se realizou estudo histoquimico para classificagao
do tipo de metaplasia intestinal foram identificadas 15 focos ou areas de
metaplasia intestinal de tipo I, 3 de tipo II e 13 de tipo III.

Na metaplasia intestinal de tipo 1 observou-se uma expressao
heterogénea de COX-2; o padrao predominante (observado em 9 dos 15
casos) correspondeu a uma intensidade moderada (++) e extensdo de
imunorreacividade compreendida entre 50 e 75% das células metaplasicas.

Na metaplasia intestinal de tipo II observou-se uma intensidade ligeira de
expressdao de COX-2 e a extensdo de expressao foi inferior a 25%.

Na metaplasia intestinal de tipo III observou-se um padrdo de intensidade
e extensdo de expressdo semelhante a detectada na metaplasia intestinal
de tipo I (Figuras 3 a 5).
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Figura 2 - Em (A) observa-se area de metaplasia intestinal de tipo incompleto (presenca de
mucinas neutras e acidas em células colunares); azul Alcian/PAS, x 100. Em (B) identifica-se
foco de metaplasia intestinal de tipo III (presenga de sulfo-mucinas em células colunares);
diamina férrica, x 200. Em (C) observa-se imuno-expressdo heterogénea de COX-2, em
metaplasia intestinal, x 100. Em (D) observa-se imunorreactividade “para” a COX-2 em
epitélio metaplasico e em células do cérion, x 400.
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Numero de focos

0-25 25-50 50-75 75-100 0-25 25-50 50-75 75-00 0-25 25-50 50-75 75-100

Ligeira (+) Moderada (++) Acentuada (+++)

B Metaplasia associada a displasia

Figura 3 - Expressdo de COX -2 na metaplasia intestinal de tipo I

Numero de focos

0
0-25 25-50 50-75 75-100 0-25 25-50 50-75 75-100 0-25 25-50 50-75 75-100

Ligeira (+) Moderada (++) Acentuada (+++)

Figura 4 - Expressdo de COX-2 na metaplasia intestinal de tipo II
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Numero de focos

0-25 25-50 50-75 75-100 0-25 2550 50-75 75-100 0-25 2550 50-75 75-100
Ligeira (+) Moderada (++) Acentuada (+++)

B Metaplasia associada a displasia

Figura 5 - Expressdo de COX-2 na metaplasia intestinal de tipo III

Expressao de COX-2 nas lesGes de displasia

Em todas as lesdes de displasia (de baixo e alto grau) foi observada
imunorreactividade das células displasicas, com intensidade acentuada
(+++). Nas lesdes de displasia em mucosa plana, 19 casos (79%)
apresentaram uma extensao de imunorreactividade de 75 a 100% e, nos 5
casos restantes (21%), observou-se uma extensdo de 50 a 75%. A
imunorreactividade foi observada no citoplasma das células displasicas, com
reforgo apical (Figura 6).

Nos adenomas verificAmos uma extensao de imunorreactividade de 25 a
50% em 3 (38%) e de 50 a 75% em 5 (63%) casos. Em todos os
adenomas, a intensidade de imuno-expressao foi acentuada (+++).

As Tabelas 1 e 2 resumem os aspectos descritos.
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Tabela 1 - Expressdo de COX-2 na mucosa gastrica normal, pélipos hiperplasicos, gastrite,
displasia em mucosa plana e adenomas

n negativo positivo
- + 4 +++

Epitélio normal 15 15 0 0 0
Pélipos hiperplasicos 5 5 0 0 0
Gastrite cronica (sem H. pylori) 10 0 10 0 0
Gastrite cronica (com H. pylori) 10 0 9 1 0
Metaplasia intestinal 48 0 2 30 16
Displasia em mucosa plana 24

¢ baixo grau 0 0 0 14

» alto grau 0 0 0 10
Adenomas 8

* baixo grau 0 0 0 6

* alto grau 0 0 0 2

Tabela 2 - Extensdo da expressdo (%) de COX-2 em lesdes de displasia

n negativo positivo
- 0-25 25-50 -7 -1
* mucosa plana 24 0 0 0 5 19
* adenomas 8 0 0 3 5 0
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Figura 6 - Imuno-expressdo de COX-2 em lesbes de displasia de baixo grau em mucosa
plana; (A), x 100; (B), x 200.

Expressdo de COX-2 em carcinomas gastricos

Observou-se expressao de COX-2 em 47 dos 50 (94%) carcinomas
gdstricos. Nas Tabelas 3, 4 e 5 apresentam-se os resultados obtidos.

Tabela 3 - Resultados globais da expresdo de COX-2 em carcinomas gastricos

Carcinomas de tipo intestinal/glandular 28/28 100%
Carcinomas atipicos 14/16 88%
Carcinomas difusos/células isoladas 5/6 83%
Total 47/50 94%

Tabela 4 - Expressio de COX-2 em carcinomas gastricos

n negativo positivo
- + ++ +++
Carcinomas de tipo intestinal/glandular 28 0 2 3 23
Carcinomas atipicos 16 2 1 2 11
Carcinomas difusos/células isoladas 6 1 0 1 4
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Tabela 5 - Extens3o da expressdo (%) de COX-2 em carcinomas

n__ negativo positivo
- 0-25 25-50 50-75 75-100

Carcinomas de tipo intestinal/glandular 28 0 1 0 4 23
Carcinomas atipicos 16 2 0 1 2 11
Carcinomas difusos/células isoladas 6 1 0 0 3 2

Nos carcinomas observou-se expressdo de COX-2 no citoplasma das
células neopldsicas em todos os sub-tipos histolégicos. Ndo se observou
expressdo de COX-2 no produto de secregao. E de salientar, no entanto,
que se observou imuno-expressdo de tipo granular em carcinomas de
padrao solido (Figuras 10 e 11).
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Figura 7 - Imuno-expressdao de COX-2 em adenocarcinomas de tipo intestinal/glandular. Em
(A) observa-se imunorreactividade em adenocarcinoma intra-mucoso, x 40. Em (B)
identifica-se adenocarcinoma com imunorreactividade difusa, de intensidade acentuada,
x 200.

Observou-se imunorreactividade ligeira nas células estromais e
inflamatorias peri-neopldsicas em 15 dos 50 casos (30%). Ndo se
identificou imunorreactividade em células endoteliais.
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Figura 8 - Imuno-expressdo de COX-2 em adenocarcinomas de tipo intestinal/glandular. Em
(A) observa-se imunorreactividade particularmente marcada na interface epitélio-estroma,
x 40. Em (B) observa-se mucosa ndo neoplasica com auséncia de imunoreactividade,
metaplasia intestinal com imunorreactividade de intensidade ligeira a moderada e
adenocarcinoma com imunorreactivide de intensidade acentuada, x 100.

SPREA

Figura 9 - Imuno-expressdo de COX-2 em carcinomas difusos/células isoladas. (A), x 200.
Em (B) observa-se imunorreactividade na periferia do vacutolo de mucina em células de tipo
anel de sinete, x 400.

Figura 10 - Imuno-expressdo de COX-2 em carcinomas de padrédo sélido. Em (A) observa-
se imunnoreactividade de intensidade acentuada, de aspecto granular, x 400. Em (B) ndo se
identifica imunorreactividade das células neoplasicas, x 200.
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Figura 11 - Imuno-expressdo de COX-2 em carcinoma de padrdo solido, x 400. Nesta
imagem salienta-se o aspecto granular (citoplasmatico e, por vezes peri-nuclear) da
imunorreactividade, de intensidade acentuada.

Correlacdo entre expressao de COX-2 e parametros clinico-patologicos

A correlagdo entre expressao de COX-2 e parametros clinico-patolégicos
esta resumida na Tabela 6. Verificamos uma associagao significativa entre
expressdo de COX-2 e tumores com dimensdo superior a 5 cm. Em
contrapartida, a expressdao de COX-2 ndao se associou com a idade dos
doentes, género, classificagdes de Laurén e de Carneiro, estadio, invasao
vascular (linfatica e venosa) ou infecgao por Helicobacter pylori na mucosa
nao neoplasica.
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Tabela 6 - Associacdo entre imuno-expressdo de COX-2 e caracteristicas clinico-patologicas

Imuno-expressio de
Caracteristicas COX-2
clinico-patolégicas n negativa positiva P
Geénero
Masculino 28 2 26 0,591
Feminino 22 1 21
Idade
Média 63 67 63 0,513
Intervalo 37-84 42-83 37-84
Dimensédo do tumor
< 5cm 19 3 16 0,049
>5cm 31 0 31
Classificacdo de Laurén
Intestinal 28 0 28 0,123
Difuso 6 1 5
Atipico 16 2 14
Classificagdo de Carneiro
Glandular 28 0 28
Células isoladas 6 1 5 0,185
Solido 14 2 12
Misto 2 0 2
Grau de invasdo (T)
Ty 4 0 4
T, 22 0 22 0,221
T3 21 3 18
Ta 3 0 3
Metéastases ganglionares
No 12 2 10
Ny 26 1 25 0,334
N, 9 0 9
N3 3 0 3
Permeacdo linfatica
Ausente 3 0 3 0,827
Presente 47 3 44
Invasdo venosa
Ausente 24 1 23 0,531
Presente 26 2 24
Infecgao por Helicobacter pylori
Ausente 27 2 25
Presente 23 1 22 0,561
Total 50 3 47
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4.2 Estudo da relacido do estado de metilagdo do promotor do gene
PTGS2 e expressio de COX-2 em linhas celulares e tecidos de
carcinoma gastrico

Metilacio do promotor do gene PTGS2 e expressdo de COX-2 em linhas
celulares de carcinoma gastrico

Na linha celular GP 220, em que ndo had metilagao do promotor do gene
PTGS2, observou-se imunorreactividade acentuada no citoplasma das
células. A imuno-expressdo das células da linha celular MKN 45 (metilagdo
mono-alélica) foi inferior a da linha GP 220. Na linha celular Kato III, em
que h& metilacdo bi-alélica do promotor do gene PTGSZ2, observou-se
auséncia de imuno-expressao (Figuras 11 e 12).
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Figura 11 - Expressdo de COX-2 em linhas celulares. Em (A) observa-se a linha celular GP
220 com imunorreactividade difusa e intensidade acentuada. Em (B), as células da linha
celular Kato ITI mostram auséncia de imunorreactividade.
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Figura 12- Expressdo de COX-2 na linha celular MKN 45, caracterizada
por imunorreactividade focal e de intensidade variavel,

Metilago do promotor do gene PTGS2 e expressao de COX-2 em
carcinomas gastricos

A metilagdo do promotor do gene PTGS2 foi detectada em 6 de 31 (19%)
dos carcinomas gastricos (4 carcinomas de tipo intestinal/glandular e 2
carcinomas atipicos). Os resultados do estudo imuno-histoquimico
mostraram expressdo de COX-2 nos 6 tumores com metilagdo e em 24
tumores sem metilacdo do promotor do gene PTGSZ2. Em um caso
verificamos auséncia de imunorreactividade e de metilagao do promotor.
Ndo observdmos uma associacdo significativa entre expressdo imuno-
histoquimica e o estado de metilagdo do promotor do gene PTGSZ
(p=0,806, prova exacta de Fisher). A Tabela 7 resume os dados obtidos.
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Figura 13 - Exemplo de um caso sem metilagdo (-) e um caso
com metilagdo (+) do promotor do gene PTGS2 (M - metilado; U
- ndo metilado).

Tabela 7 -Imuno-expressdo de COX-2 e metilagdo do promotor do gene PTGS2

Imuno-expressio de COX-2

negativa positiva Total
Metilagdo do gene PTGS2
negativa 1 24 25
positiva 0 6 6
Total 1 30 31
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5. Discussido e conclusoes

No presente estudo avalidmos a expressdo imuno-histoquimica de COX-2
na mucosa gastrica normal, em pdlipos hiperplasicos, lesdes de gastrite
crénica (com e sem infecgdo por H. pylori), metaplasia intestinal (completa
e incompleta), displasia (em mucosa plana e adenomas) e carcinomas
gastricos.

Os nossos resultados mostraram auséncia de imunorreactividade “para”
COX-2 na mucosa gastrica normal, excepto nas células parietais, que
apresentaram imunorreactividade “inespecifica” no sistema canalicular.
Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por outros autores
(Ristimaki et al., 1997; Tatsuguchi et al., 2000; Jackson et al., 2000) e com
as caracteristicas de regulagdo da expressdo do gene PTGS2 (Smith et al.,
1996).

Os pélipos hiperpldsicos constituem cerca de 90% das lesbes polipéides
do estdmago (Morson et al., 1990). A ocorréncia de transformagao maligna
nestas lesdes é extremamente rara (Daibo et al., 1987). Nenhum dos
polipos  hiperpldsicos incluidos na presente série apresentou
imunorreactividade “para” a COX-2. Em consonancia com estes resultados
estdo os achados de Uefuji et al. (2001). Estes autores ndo observaram
expressao de RNAm de COX-2 neste tipo de lesdes.

Por outro lado, Kawada et al. (2002) estudaram a expressao de COX-2
numa série de 58 pdlipos hiperpldsicos e observaram imunorreactividade
“para” a COX-2 em células estromais em 43 (74%) dos 58 pélipos
estudados. Estes autores também verificaram uma associagdo entre
expressdo de COX-2, factor de crescimento endotelial vascular, densidade
de micro-vasos e dimensdo dos poélipos. Os autores sugeriram que a COX-2
pode participar no crescimento destas lesOes através da indugdo de
angiogenese.

Os podlipos estudados na presente série poderdo ter tido expressdao de
COX-2 nas células estromais durante a fase de crescimento, encontrando-se
agora numa fase quiescente, com auséncia de expressao de COX-2.

Embora estudos prévios tenham demonstrado a presenga de expressao
de COX-2 em gastrite com infecgao por H. pylori (Sawaoka et al., 1998; Fu
et al., 1999; McCarthy et al., 1999; Tatsuguchi et al., 2000; Jackson et al.,
2000; Sung et al., 2000), a localizagdo da expressdao na mucosa gastrica
varia entre os diferentes trabalhos publicados. No nosso estudo, a
imunorreactividade foi observada na zona proliferativa do epitélio glandular
e em células mononucleadas do estroma. Estes resultados sao idénticos aos
obtidos por Jackson et al. (2000). Fu et al. (1999) observaram imuno-
expressdo de COX-2 apenas em células do estroma; em contapartida,
outros autores (Sawaoka et al., 1998; Sung et al., 2000) identificaram
imunorreactividade predominantemente localizada no epitélio foveolar e
glandular. A disparidade destes resultados pode ser explicada pela
diversidade de anticorpos anti-COX-2 utilizada nestes estudos. Ndo é
possivel avaliar se o tipo de estirpes de H. pylori e as caracteristicas do
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hospedeiro podem ter contribuido para a variabilidade de expressao de
COX-2 nas situagbes de gastrite. Uma andlise destes factores esta
claramente fora do d&mbito deste estudo. No entanto, € de salientar que
todos estes estudos demonstram expressdao de COX-2 na gastrite com
infecgdo por H. pylori. O papel desta enzima neste quadro lesional,
considerado ponto de partida do carcinoma gastrico, foi recentemente
clarificado. Meyer et al. (2003) demonstraram que a expressdo cronica de
COX-2, com producdo de PGE,, exerce um efeito imunossupressor. Este
efeito, embora proteja a mucosa gastrica de lesdes graves, pode ter como
consequéncia a persisténcia da infecgdo bacteriana e contribuir para o risco
de desenvolvimento de lesbes que podem progredir para o carcinoma
gastrico.

No presente estudo constatémos que todos os casos de metaplasia
intestinal exprimem COX-2. Outros autores (Sung et al., 2000; van Rees et
al., 2002) obtiveram resultados idénticos. Contudo, os trabalhos referidos
sdo omissos em relagdo a expressdo de COX-2 nos diferentes sub-tipos de
metaplasia intestinal. Segundo Fenoglio-Preiser et al. (2000), a extensao da
metaplasia intestinal e a presenga de metaplasia intestinal incompleta,
associada a displasia, associam-se a um aumento marcado de risco para
desenvolvimento de cancro do estémago. Por outro lado, dos trés sub-tipos
de metaplasia intestinal da classificagdo de Filipe et al. (1986), a de tipo III
é aquela a que alguns autores tém atribuido a maior especificidade de
associacdo ao carcinoma gastrico, nomeadamente de tipo intestinal (Filipe
et al., 1994; Wu et al., 1998). Neste sentido, procurdmos avaliar o padrado
de expressdo de COX-2 nos diferentes sub-tipos de metaplasia intestinal.
Os resultados obtidos mostram que a expressao de COX-2 na metaplasia
intestinal de tipo III ndo se distingue da observada nos outros dois
sub-tipos (I e II). Deste modo, a intensidade da expressdo de COX-2 nao
parece associar-se a metaplasia intestinal de tipo III. Em todo o caso, os
nossos resultados reforcam a nogao de que a COX-2, ao ser expressa na
metaplasia intestinal, estd provavelmente envolvida numa fase precoce da
carcinogénese gastrica (van Rees et al., 2002).

Com base na seguinte evidéncia, propomos que a COX-2 desempenha um
papel na substituicdo do epitélio glandular préprio do estdbmago por um
epitélio de tipo intestinal (ie metaplasia intestinal). Verificdmos que, na
gastrite cronica, a COX-2 é expressa em células no estroma e na zona do
colo das glandulas do estémago. E nesta zona de proliferagdo celular que se
localizam as células progenitoras multipotenciais (células stem) (Karan e
Leblond, 1993). Referimos anteriormente que a COX-2 esta ancorada no
reticulo endoplasmatico e na membrana nuclear (Spencer et al., 1998) e
que as prostaglandinas sintetizadas pela COX-2 podem estimular receptores
peri-nucleares da PGE, (nomeadamente os sub-tipos EP; e EP3)
(Bhattacharya et al., 1998; Gobeil et al., 2002) e os receptores nucleares
PPARS (Gupta et al., 2000) e PPARy (Forman et al., 1995). Os receptores
peri-nucleares podem estimular a transcricdo de genes de expressdo
induzivel (e.g. genes que codificam o factor de transcrigdo c-fos e a enzima
iINOS) (Bhattacharya et al., 1998, 1999). Verificou-se que estes receptores
também podem regular genes de expressao constitucional, nomeadamente
0 gene que codifica a eNOS (Gobeil et al., 2002).

Por outro lado, demonstrou-se recentemente numa linha celular de
carcinoma colo-rectal (HCT-15) que a estimulagdo de PPARy induz a
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expressdo de vilina e MUC2, marcadores de diferenciagdo da mucosa
colo-rectal (Kato et al., 2003). Neste contexto, é de salientar que o PPARy é
expresso marcadamente ao longo do desenvolvimento fetal de todo o tubo
digestivo, excepto no estdmago, onde a sua expressdo € ligeira (Huin et al.,
2000), sugerindo um papel fundamental deste receptor no desenvolvimento
e/ou fisiologia do aparelho digestivo.

No contexto de gastrite cronica, a expressdao continuada de COX-2 e
estimulagdo crénica de PPARy nas células stem podera, deste modo, induzir
a expressdo de novo de MUC2 no estdbmago, contribuindo para o
aparecimento de metaplasia intestinal.

A via de sinalizacdo peri-nuclear de COX-2 podera, de forma semelhante,
induzir a transcricdo de genes de expressdo constitucional, que contribuam
para o aparecimento de um fenétipo glandular intestinal no estémago.

Seria interessante verificar se, para além da erradicagao da infecgdo por
H. pylori, a inibicdo farmacologica de COX-2 na metaplasia intestinal, ao
inibir a sintese de prostaglandinas e, consequentemente, a estimulagdo de
receptores nucleares, podera suprimir a expressao de “genes intestinais”,
reverter o fenétipo intestinal, criando condigdes proprias para que as células
stem se diferenciem de acordo com o fenétipo préoprio do estémago.

As lesdes de displasia incluidas nesta série apresentaram uma
imunorreactividade de intensidade forte, o que denota um aumento de
intensidade da expressdo de COX-2 em relagdo as lesbes de metaplasia
intestinal, reforgando os resultados de van Rees et al. (2001). Este aumento
de intensidade sugere que a producdo de prostaglandinas pela COX-2 é
importante para o epitélio displasico e pode favorecer a progressao destas
lesGes para o adenocarcinoma de tipo intestinal.

No presente estudo verificamos a expressao de COX-2 numa percentagem
elevada de carcinomas gastricos, o que esta de acordo com os resultados
obtidos por outros autores (Ristimaki et al., 1997; Uefuji et al., 1998; Lim
et al., 2000; Sung et al., 2000; Han et al., 2002).

Alguns autores afirmam que a expressao de COX-2 em carcinomas
gastricos se associa ao grau de invasdo da parede do estébmago (Joo et al.,
2002; Han et al., 2002). Os nossos resultados, bem como os de outros
autores (Xue et al., 2003; Chen et al., 2001), nao corroboram esta
associacdao. Também nao encontramos relagao entre expressao de COX-2 e
metastizagdo ganglionar ou invasdo vascular (venosa e linfatica).

Os resultados da literatura sdo discordantes em relagdo a expressdo de
COX-2 nos diferentes tipos histolégicos de carcinomas gastricos (Saukkonen
et al., 2001; Chen et al.,, 2001; lJoo et al.,, 2002; Han et al., 2002).
Saukkonen et al., (2001), Joo et al. (2002) e Han et al. (2002) defendem a
existéncia de uma associagdao entre expressdo de COX-2 com o
adenocarcinoma de tipo intestinal. Os nossos resultados mostraram a
presenga de imunorreactividade “para” a COX-2 em 100% dos
adenocarcinomas de tipo glandular/intestinal, 83% dos carcinomas de tipo
difuso/células isoladas e em 87% dos carcinomas atipicos. Embora estes
valores demonstrem um predominio da expressao de COX-2 nos
adenocarcinomas de tipo glandular/intestinal, esta associagao nao foi
estatisticamente significativa, reforgando os resultados obtidos por outros
autores (Uefuji et al., 1998, 2001; Chen et al., 2001). Por outro lado, quer
o adenocarcinoma de tipo glandular/intestinal, quer o carcinoma
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difuso/células isoladas apresentam uma prevaléncia elevada de alteragbes
genéticas (e.g. “sobre-expressdo” de EGF, EGF-R e TGF-a; ver revisao de
Nardone, 2003) que podem induzir a expressao de COX-2, o que retira
especificidade a referida associagao.

Ao contrario de Chen et al. (2001), ndo encontrdmos uma relagido entre
expressdo de COX-2 e infecgdo por H. pylori na mucosa ndo neoplasica
adjacente as neoplasias. Neste contexto, Saukkonen et al. propdem que a
expressdo elevada de COX-2 observada em células neopldsicas esta, muito
provavelmente, na dependéncia de alteragGes genéticas das proprias células
(e.g. activacdo de oncogenes e inactivagdo de genes supressores tumorais).
Esta proposta é corroborada pela presenga de expressdo de COX-2 em
células neoplasicas afastadas da zona de superficie da mucosa gastrica,
onde nao ha “contacto” com H. pylori.

De acordo com os resultados de Han et al. (2002), constatamos que a
expressdao de COX-2 é significativamente mais prevalente em tumores com
dimens&o superior a 5 cm, quando comparada com tumores de dimensdes
iguais ou inferiores a esta. Estes resultados sugerem que a COX-2
desempenha um papel no crescimento tumoral. Stolina et al. (2000),
utilizando um modelo murino de carcinoma do pulmdo, observaram uma
infiltracdo peri-tumoral marcada de linfocitos e uma redugdo do crescimento
tumoral apo6s inibicdo de COX-2. Os mesmos efeitos foram reproduzidos
quando trataram os ratinhos com um anticorpo anti-PGE,. Os autores
também verificaram que a inibicdo de COX-2 se associou a uma redugao
significativa de IL-10 e a um aumento concomitante de IL-12. Stolina et al.
(2000) concluiram que a inibigdo de COX-2 desempenha um papel
importante na modulagdo da resposta imunolégica, que se repercute no
crescimento tumoral.

A angiogénese é um processo biologico fundamental para o crescimento
tumoral. A “sobre-expressao” de COX-2 associa-se a um aumento da
secrecdo de factores pro-angiogénicos e a inibigdo farmacoldgica desta
enzima suprime a formacdo de novos vasos (Tsuji et al., 1998). A auséncia
de expressao de COX-2 em neoplasias pode, deste modo, comprometer a
proliferagdo de células neoplasicas e, consequentemente, o crescimento
tumoral. Por outro lado, Tsuji e DuBois (1995) mostraram que a expressao
aumentada de COX-2 se associa a resisténcia a apoptose, sendo este efeito
revertido e mesmo induzido pelos inibidores de COX-2. A acgdo
anti-apoptotica de COX-2 pode contribuir para a viabilidade das células
neoplasicas e, deste modo, aumentar o volume tumoral.

A aquisicdo de um aumento da capacidade de invasdo do estroma é outro
dos mecanismos que pode contribuir para o aumento das dimensdes
tumorais. Tsuji et al. (1995, 1997) verificaram que células programadas
para exprimir COX-2 de forma constitucional mostraram uma redugao de
expressao de caderina E, activagao da metaloproteinase-2 de membrana e
aumento dos niveis de ARNm da metaloproteinase-1 de tipo membranar.
Estes efeitos foram revertidos por um inibidor de COX-2, sugerindo uma
relagdo directa entre expressdo de COX-2, redugao da adesao inter-celular e
activacdo de metaloproteinases. No presente estudo observdmos
imunorreactividade das células neoplasicas “para” COX-2 particularmente
marcada na interface neoplasia-estroma. Este aspecto pode ser o reflexo
histologico dos achados de Tsuji et al. (1995, 1997).
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Em resumo, a COX-2 pode contribuir para o aumento do crescimento
tumoral pela indugdo de um efeito imunossupressor, estimulagdo da
angiogenese inibicdo da apoptose e activagdo de metaloproteinases.

E tentador especular sobre o papel que os inibidores da COX-2 poderao ter
na proliferacdo celular e crescimento de carcinomas gastricos. Se, a
semelhanca do que se passa em lesdes neopldsicas do célon e recto, esse
efeito “inibidor” se verificar, é possivel que a intervengdo farmacoldgica
(com inibidores especificos de COX-2) possa vir a ter um lugar na
prevencao e terapéutica do cancro gastrico.

Com base nos dados existentes na literatura e nos resultados obtidos por
nds, podemos tirar as seguintes conclusdes:

1) A maioria dos carcinomas gastricos exprime COX-2; 2) A expressao de
COX-2 surge precocemente no processo de cancerizagdo gastrica; 3) Ha um
aumento progressivo na intensidade da expressao de COX-2 ao longo da via
que conduz ao adenocarcinoma de tipo glandular/intestinal; 4) Existe uma
associacdo entre expressdo de COX-2 e tumores com dimens&o superior a 5
cm.

No presente estudo analisdmos também os efeitos da metilagdo do
promotor do gene PTGS2 na expressdo de COX-2. Para tal utilizamos linhas
celulares e um sub-grupo de carcinomas gastricos, seleccionados de entre
os casos incluidos na presente série. Verificdmos que a metilagao do
promotor do gene PTGS2 regula a expressdao de COX-2 em linhas celulares
de carcinoma gastrico, de acordo com os resultados obtidos por Song et al.
(2001, 2003). Em tecidos de carcinoma gastrico, a frequéncia de metilagao
do promotor do gene PTGS2 oscila entre 12 e 46% (Kikuchi et al., 2002;
Carvalho et al., 2003; Kang et al., 2003). A frequéncia obtida no presente
estudo foi de 19% e enquadra-se nos valores referidos na literatura.

Curiosamente, ndo encontrdmos uma associacdo entre expressao de
COX-2 e metilagdo do promotor de gene PTGS2 nos carcinomas gastricos.
No nosso estudo, os 6 casos com metilagdo do promotor apresentaram
imunorreactividade “para” a COX-2. As explicagdes possiveis para esta
verificagao sao as seguintes:

1) o método utilizado para estudar a metilagdo do promotor (MSP) é
extremamente sensivel, podendo detectar uma célula com metilagdo do
promotor entre 1000 células sem metilagdo (Herman et al., 1996). Uma
amostra com estas caracteristicas (metilagdo do promotor numa Unica
célula) seria classificada como tendo um padrao positivo para metilagao. No
entanto, no estudo imuno-histoquimico desta amostra observar-se-ia
imunorreactividade “para” a COX-2 em 99,9% das células neoplasicas;

2) podemos estar na presenga de uma populagdo de células neoplasicas
com metilagao parcial do promotor do gene PTGS2. Os trabalhos de Toyota
et al. (2000) e Song et al. (2001) mostram claramente que o silenciamento
da expressdao do gene PTGS2 depende da localizagao e intensidade de
metilagdo do respectivo promotor. Song et al. (2001) ndo encontraram uma
regido de tipo hot spot, ou seja uma regido critica do promotor, onde a
metilagdo de um pequeno numero de bases CpG é suficiente para inibir a
transcricdo do gene. Pelo contrario, a inibicdo da transcrigdo deste gene
requer uma metilagdo densa ao longo de toda a extremidade 3“e grande
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parte da extremidade 5 do promotor (Song et al., 2001). Para esclarecer a
relacdo entre metilagio do promotor do gene PTGS2 e a expressao do seu
produto na presente série, seria necessario sequenciar o promotor, o que
iria permitir quantificar a densidade e extensdo de metilagdo. Por outro
lado, é de salientar que um gene incompletamente metilado, condicionando
niveis reduzidos de ARNm, pode originar niveis suficientes de proteina
COX-2, desde que o ARNm seja estavel. Este efeito de estabilizacdo do
ARNmM pode ser mediado por proteinas especificas, como o factor HuR
(Dixon et al., 2001);

3) de acordo com os nossos resultados obtidos em linhas celulares, nao
podemos excluir a presenga de casos com metilagdo mono-alélica. A
verificar-se esta situagdo, o alelo ndo metilado seria responsavel pela
presenga de imunorreactividade.

Em um dos casos observou-se auséncia de metilagdo e de
imunorreacividade, o que sugere que a auséncia de expressdao de COX-2 se
deva a outras alteracdes moleculares, como instabilidade do ARNm, que
dificulte uma transducgdo eficaz. Saliente-se, neste contexto, que na
literatura ndo ha evidéncia de deleccbes ou mutagdes genéticas do gene
PTGSZ.

Fica por esclarecer se polimorfismos do gene PTGS2 podem ter
consequéncias funcionais na expressdo de COX-2. Estudos preliminares do
nosso grupo (resultados ndo publicados) ndo permitiram identificar
polimorfismos do gene PTGS2 que se associem a risco aumentado de
desenvolvimento de carcinoma gastrico.

Os resultados deste estudo permitiram verificar que, em linhas celulares,
a metilagdo do promotor do gene PTGS2 tem consequéncias funcionais na
expressdo de COX-2. Nos carcinomas gastricos nao se verificou uma
associacdo entre a metilagdo do promotor génico e a expressdo da enzima.
Este resultado permite concluir que a metilagdo ndo pode ser analisada
como um fenémeno de “tudo ou nada”. Para o esclarecimento das
consequéncias funcionais da metilagdo do promotor do gene PTGSZ2
torna-se necessario verificar se a metilagdo € mono-alélica ou bi-alélica e
analisar a localizagdo e extensdo dos locais metilados no promotor do gene
PTGS2 (objectivos estes que ultrapassam os do presente estudo).
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