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RESUMO

Helicobacter pylori (H. pylori) € um dos fatores etioldgicos relevantes associados ao cincer
gastrico, entretanto o mecanismo pelo qual essa bactéria atua ainda € pouco conhecido sendo
sugerido o seu envolvimento na promog¢do da metilagdo do DNA. De fato, o silenciamento
génico, através da metilagdo de regides promotoras, € altamente freqiiente no cincer gastrico.
Dessa maneira, o presente estudo objetivou avaliar a inativagdo dos genes COX-2, CDKN24 e
HMLH] por metilaggo e sua relagéo com a infec¢do por H. pylori, associando com os achados
clinicos e histopatolégicos. Esse estudo observacional do tipo transversal foi realizado a partir
de 82 adenocarcinomas gastricos. A detecgdo de H. pylori foi feita pela amplificagdo do gene
ureaseC, utilizando a técnica de PCR, bem como a detecgfio dos genes cagA, cagE, virB11,
flaA e os subtipos de vacA. O padrio de expressdo e metilagdo dos genes COX-2, HMLHI e
CDKN2A4 foram determinados por Imuno-Histoquimica e MS-PCR, respectivamente. As
analises estatisticas foram realizadas utilizando os testes do ¥ e teste exato de Fisher sendo
considerados significativos resultados com p<0,05. O gene mais metilado foi COX-2 (51,2%)
seguido do CDKN2A4 (46,3%), sendo HMLHI o menos freqiiente (32,9%). A positividade de
COX-2, HMLHI e p16™** foi observada em 26%, 58,4% e 40,3% dos casos. Uma forte
correlagdio negativa foi encontrada entre negatividade desses marcadores e presenca de
metilagdo nos promotores dos seus genes. Nos tumores localizados na céardia, a negatividade
de p16lNK4A foi um achado significante (p=0,031), assim como a metilagdo no promotor de
COX-2 nos tumores intestinais de estagios avangados (p=0,037). Por outro lado, nos tumores
de localizagdo ndo-cardia, os tumores subtipo intestinal, apresentaram uma significante
(p=0,006) inativagdo de HMLHI por metilagdo enquanto que os tumores subtipo difuso, um
achado significante (p=0,022) foi a negatividade de CDKN24 por metilagdo. A infecgéo por
H. pylori foi observada em 95,1% dos tumores. Considerando o gendtipo bacteriano estudado,
os genes vacA slml (70,5%) e flaA (61,9%) foram os mais freqiientes. Foi observado que os
tumores metilados para os genes COX-2 e HMLHI foram associados com as cepas de H.
pylori vacA sl (p= 0,028 e 0,047, respectivamente) e os tumores ndo metilados foram
associados com a presenga do gene flaA (p=0,017). Ndo foi observada nenhuma correlagéo
entre os genes de H. pylori e auséncia de expressdo dos marcadores estudados. Esses dados
sugerem que a inativagc@o dos genes COX-2, HMLHI ¢ CDKNZ2A por metilagdo ocorre por
vias distintas de acordo com o subtipo histolégico e localizagdo do tumor e depende do
genotipo bacteriano. -

Palavras-chave: Cancer gastrico; Metilagdo; COX-2; HMLHI; CDKN2A; Genoétipos de

Helicobacter pylori; Subtipo histologico; Localiza¢éo do tumor.



ABSTRACT

Helicobacter pylori (H. pylori) is a relevant etiological factor associated with gastric cancer,
although the mechanism by which it acts is still not well known, it is suggested a role of this
microorganism in the promotion of methylation of DNA. In fact, gene silencing by
methylation of promoter regions is highly frequent in gastric cancer. Thus, the present study
aimed to evaluate the inactivation of the genes COX-2, CDKN24 and HMLH]I by methylation
and its relationship with infection by H. pylori, in a series of gastric adenocarcinomas, in
association with clinical and histopathological findings. This observational transversal study
analyzed a sample of 82 gastric adenocarcinomas. The detection of H. pylori was done by
amplification of the ureaseC gene, using the PCR technique, as well as the detection of the
cagA, cagE, virB11, flaA genes and the subtypes of the vacA gene. The pattern of expression
and methylation of the COX-2, HMLH] and CDKN2A genes was determined by
immunohistochemistry and MS-PCR techniques, respectively. Statistically significant
differences were evaluated by the chi-square test (%) or Fisher exact test and the results were
considered statistically significant when the p-values were less than 0.05. The most
methylated gene was COX-2 (51.2%), followed by CDKN24 (46.3%) and HMLHI (32.9%).
The positivity of COX-2, HMLHI1 and p16™*** was observed in 26%, 58.4% and 40.3% of
the cases. A strong negative correlation was found between negativity of these markers and
the presence of methylation in the promoters of their genes. In cardia tumors, negativity of
p16INK4A was a significant finding (p=0.031), as well as the methylation in the promoter of
COX-2 in intestinal tumors of advanced stages (p=0.037). On the other hand, in noncardia
tumors, the intestinal subtype lesions demonstrated a significant (p=0.006) inactivation of
HMLHI by methylation, while in the diffuse subtype tumors, a significant finding (p=0.022)
was the negativity of CDKN2A4 by methylation. The infection by H. pylori was observed in
95.1% of the tumors. Considering the bacterial genotype, the genes vacA slml (70.5%) and
flaA (61.9%) were the most frequent. It was observed that the tumors with methylated COX-2
and HMLH]1 genes were associated with the strains of H. pylori vacA sl (p=0.028 and 0.047,
respectively) and the non-methylated tumors were associated with the presence of the gene
flaA (p=0.017). No correlation was found between the genes of H. pylori and absence of
expression of the studied markers. These data suggest that the inactivation of the genes COX-
2, HMLH]I and CDKN2A by methylation occur by distinct ways according to the histological
subtype and tumor location and depends on the H. pylori genotype.

Keywords: Gastric cancer, Methylation, COX-2; HMLHI1; CDKN2A; Helicobacter pylori

genotypes; Histological subtype; Tumor location.
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6\ - Sexo masculino

Q - Sexo feminino

°C — Grau centigrado

+* — Teste do Qui-Quadrado

a.C — Antes de Cristo

AICR — American Institute for Cancer Research

AJCC - American Joint Committee on Cancer

AMPc - Adenosina monofosfato ciclico

ARF — Alternate open reading frame

ATP — Adenosina trifosfato

babA — Gene da adesina de ligag@o ao antigeno do grupo sanguineo de Lewis (blood group
antigen binding adhesion gene).

Bax — bcl-2 associated protein X

Bel-2 — B-cell lymphoma 2

C-MYC - cell- avian myelocytomatosis

Ca*?— fon calcio

CA 19.9 — Antigeno carboidrato 19.9

CA 72.4 — Antigeno carboidrato 72.4

CA 50 — Antigeno carboidrato 50

cag — Gene associado a citotoxina

cag-PAI - Ilha de patogenicidade cag

cagA — Gene do antigeno A associado a citotoxina

cagE — Gene do antigeno E associado a citotoxina

cagL — Gene do antigeno L associado a citotoxina

CDH1 - Gene humano da E-caderina

CDK4 — Quinase dependente de ciclina 4 (cyclin-dependent kinase 4)

CDKG6 — Quinase dependente de ciclina 6 (cyclin-dependent kinase 6)

CDKN2A — Gene do inibidor de quinase dependente de ciclina 2A (cyclin-dependent kinase
inhibitor 2A4)

CDKN2B — Gene do inibidor de quinase dependente de ciclina 2A (cyclin-dependent kinase
inhibitor 2B)

CEA - Antigeno Carcinoembrionario



CHj3; — Grupamento Metil

CT - fon cloreto

CLO - Organismos como Campylobacter (Campylobacter-Like Organism)
CO; — Di6xido de carbono

COX-2 — Cicloxigenase tipo 2 (Cyclooxygenase 2)

CpG - Citosinas proximas a guaninas

CTAB — Brometo de Cetiltrimetilam6nio

DAB — 3,3’- diaminobenzidina

DAPK 1- Proteina quinase 1 associada a morte celular (Death-associated protein kinase 1)
DEPC - Dietilpirocarbonato

DNA — Acido desoxiribonucléico

DNMTSs — DNA metiltransferases

dNTPs — Desoxiribonucleotideos trifosfatos

EBYV — Virus Epstein-Barr

EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético

EGF - Fator de crescimento epidérmico

EGFR - Receptor do fator de crescimento epidérmico

EPIC — European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition
EPIYA — Regido de repeti¢do contendo os aminoacidos Glu-Pro-Ile-Tyr-Ala
ERK - Quinase regulada por sinais extracelulares (extracellular signal-regulated kinase)
EUA - Estados Unidos da América

EXO1 - Exonuclease 1

E2F — Fator de transcrigéo E2

F — Oligonucleotideo anti-reverso (Forward)

FAK — Familia de quinases de adesdo focal (focal adhesion kinase)

Fase G1 - Fase de intervalo entre a fase M e a fase S do ciclo celular (Gap 1)
Fase G2 — Fase de intervalo entre a fase S e a M do ciclo celular (Gap 2)
Fase S — Fase de replicagdo do DNA

Fase M — Fase de mitose e citocinese

flaA — Gene associado a sintese da flagelina A

flaB — Gene associado a sintese da flagelina B

G+C — Guanina + Citosina

glmM - Fosfoglucosamina mutase (phosphoglucosamine mutase)

HCI - Acido cloridrico

HDAC 1 - Proteinas desacetilases de histonas 1



HDAC 2 — Proteinas desacetilases de histonas 2

HIF - 1a - Fator induzivel por hipéxia 1 alfa

HMLH1 - Gene homolégo 1 de mutL. humano (human mutL homolog 1)

HNPCC - Cancer de célon ndo-polipoide hereditario

HpSA - Antigeno fecal de Helicobacter pylori (Helicobacter pylori Stool Antigen)
HUWC - Hospital Universitario Walter Cantideo

TARC - Agéncia Internacional para Pesquisa em Céncer (International Agency for Research
on Cancer)

ICD - O - Cédigo morfoldgico da Classificagéo Internacional de Doengas para Oncologia.
iceA — Gene induzido pelo contato com epitélio A (induced by contact with epithelium A)
IgG — Imunoglobulina G

IL — Interleucina

IL6 — Interleucina 6

INCA - Instituto Nacional do Céancer

INK4A — Inibidores de Cdk4 (inhibitors of Cdk4)

LABGEM - Laboratorio de Genética Molecular

LI — Indice de marcagfio

LI C — Indice de marcaggo citoplasmético

LI N - Indice de marcagéo nuclear

LSAB — Método de coloragdo da estreptoavidina biotina

Kb - Kilobase

KCI1 - Cloreto de potassio

kDa — Kilodalton

KIP - Familia de proteinas inibidoras de quinases dependentes de ciclinas

M - Metilado

M - Molar

MALT - Linfoma do tecido linféide associado a mucosa

MAPK - Proteinas quinases ativadas por mitégenos (mitogen-activated protein kinase)
MBD - Proteinas com dominio de ligagdo ao grupamento metal (Methyl-Binding Domain)
MeCP2 - Proteinas 2 ligantes do grupamento metil de ilhas CpG (Methyl CpG binding
protein 2)

MEK - Quinases MAPK/ERK (MAPK/ERK Kinase)

MgCl, - Cloreto de magnésio

MGMT - 06-Metilguanosina-DNA-Metiltransferase = (O6-metilguanosina-DNA

metiltransferase)



Mi-2 — Proteinas com atividade de remodela¢o de cromatina
Min — Minuto

MINT 1 - Gene metilado no tumor 1

MINT 2 — Gene metilado no tumor 2

pg - Micrograma

pL — Microlitro

pm - Micrémetro

pM — Micromolar

MKN28 — Linhagem de células humanas com mutag&o no gene p53 no cédon 251
MLH]1 - Gene homologo 1 de mufL

mM - Milimolar

MMPs — Metaloproteinases de matriz

MMR - Reparo por erro de pareamento (DNA mismatch repair)
MS-PCR - PCR especifica para metilagdo

MSH?2 — Gene homologo 2 do gene mutS (mutS homolog 2)
MSH6 — Gene homélogo 6 do gene mutS (mutS homolog 6)
N;— Gaés nitrogénio

NaCl - Cloreto de sodio

NaOH - Hidréxido de sodio

nm — NanOmetro

NuRD - Familia de proteinas com atividade de desacetilases
0, — Gas oxigénio

OMS - Organizagdo Mundial de Saude

pb — Pares de bases

PCNA - Antigeno nuclear de proliferagéo celular

PCR - Reacdo em Cadeia da Polimerase

PGs — Prostaglandinas

PGE2 - Prostaglandinas E2

PGI2 - Prostaglandinas 12

pH - Potencial hidrogenidnico

PI-3k/Akt - Via de sinalizagdo do fosfoinositol-3-quinase/quinases especificas de
treonina/serina

PKA - Proteina quinase A

PKC - Proteina quinase C



PMS2 — Familia de proteinas envolvidas no reparo por erro de pareamento codificadas pelo
gene PMS?2 - postmeiotic segregation increased 2 gene.

Pol 8 — DNA polimerase &

pRb — Proteina retinoblastoma

PTGS -2 - Prostaglandina endoperoxidase sintase 2 (prostaglandin-endoperoxide synthase 2)
PTP — Proteina tirosina fosfatase (Protein tyrosine phosphatase)

pS3 — Proteina supressora tumoral com 53 kDa

R - Oligonucleotideo reverso (Reverse)

R — Indice de correlagiio de Spearman

R.P.M — Rotag¢des por minuto

RAF1 - Fator 1 associada a Ras (Ras associated factor 1)

RAS - Rat sarcoma

Regiio s — Regifo sinal do gene vacA

Regido m — Regido do meio do gene vacA

Regido i — Regifo intermediaria do gene vacA

RFC - Fator de Replicagéo C

RNA — Acido ribonucléico

RNAm — Acido ribonucléico mensageiro

RNAr — Acido ribonucléico ribossomal

RPA - Proteina de replicacdo A

RUNX3 - Fator de transcrigdo 3 relacionado ao Runt (Runt-related transcription factor 3)
SAH - S-adenosilhomocisteina

SAM - S-adenosilmetionina

Seg - segundo

SH2 — Proteina homdloga 2 de Src (Src homology 2)

SHP2 — SH?2 domain-containing tyrosine phosphatase

Sin3a — Proteinas com atividade de remodelagdo de cromatina

SPSS — Statistical Package for the Social Sciences

Src — Familia de proteinas de tirosina quinases oncogénicas

T - Temperatura

TGFa — Fator de crescimento tissular alfa

TGI — Trato Gastrointestinal

TNFa — Fator de necrose tumoral alfa

TNM - Estadiamento baseado no tumor primadrio, linfonodos regionais e metastase a

distancia.



U - Unidade

U — Néo-metilado

UFC - Universidade Federal do Ceara

ureA — ureaseA

ureC — ureaseC

vacA — Gene da citotoxina vacuolizante A

VEGF - Fator de crescimento do endotélio vascular
vir — Gene de viruléncia

vit.C — Vitamina C

WCREF - World Cancer Research Fund

GRIVERSIDART FENFRAL RO CFARA

T



1.1
[.1.1
[.1.2
1.1.2.1

[.1.2.2

1.1.2.3

1.1.3
1.1.3.1
1.1.3.2
1.1.3.3
1.1.3.4
1.1.4
.15
t.1.51
1.1.5.2
1.1.5.2.1

1.1.5.2.2

1.L53

INDICE

INTRODUGAQ ..ot sise s sssssese s ss st esssessesssesenes 28
CANCET ZASITICO vovvreeierrieeeiieeireeteeesteessreesereessaeessaaasssaasssessssansssesssesnsaesssassssesssenssens 28
BDRACIIONODI 1 sonimsunsnsmsnssnrmmswssmio s oo ks i 5 2555 S 85 o e % 28
ANatomia € PALOLOZIA ....eeeueeereieeiieeieeecent ettt ettt ettt e s e et sane e e 31
AnNatomia dO ESEOMAZO ..ccuvveeruieeeieeeiieiieereeesteeitte et e s saeeeteeesaeessaseeaeasaeassseasnnessnaenns 31
A) MACTOSCOPICA ..cevieneeiniieteeiienteeteetesiteest e s st e ese e bt s be e be s b e ssbeebe s s e e st e ntensesnnasanenns 31
D) MICTOSCOPICA ...veenveeeireerieeeeiterrtesiieeeteesnreseseeeessesssesessseesaassseeessessssassssenssessseesases 32
Classificagdo histopatologica dos tUmMOres ASIIICOS .....cevverreeeeeeeenveerreeereeereeneeenne 32
a) Classificagdo da Organizag@o mundial de Saude (OMS) .....coocvveerviecencirereeenne 32
b)) Classificatio de: LA ...ouusimumssmmemamnssssmmmnss o sossmismss s ssss e s wsssmsnss 33
EStadiamento .......c.cecveeeiereeenieriinienieeeee et st et ebe e sve b e s e s b e s saa e nesenens 34
A) CHINICO .ereenieieeeiiee ettt ettt e s e et e e et e s e st e e e e sbe e e s eaeeessneeeasaaesnnes 34
D) PHUIBIBLEE ... cm e msomsinsisoors i i it i s A 45 i b i i 34
IRBGROSTICO: <ovscssisosssinesensanssssisnss cunssnisms s s 55,5 558 £5eH 04w o0 o msins oxissen 065 RT8 SR RSN SRS 83 85 36
SINAIS € SINTOINAS ...vveeuveereeieeteesreeseeeseeeestestee st eeseesaesesesesesssesne s st sseessesnessteentensnenne 36
Técnicas radiolOZICAS .......eeeruiiiriieeieiteeeteete ettt ettt et e e ee 36
ENAOSCOPIA ..vieiieeiieeieee ettt ettt e e e e sae e e ee e e me e s me e an e e e e e e st e e mnneenneennee 36
MACAAOTEE DAOLOTICOR ........ooommws iossunssnoninniabosin s w5 5misss S55ems0 45 555055 555 0 5448500 Hbioa T 3055 37
Histogénese do adenoegrciNOmMa PASHICD .ososwssmsmissmssssasssimmosessssiossssmsssssse 37
FHOLO@IA ..evveeneieiieieeieei ettt ettt e et sttt et set et e b e s sae e nesan e 38
FatOres GENETICOS . uveeurerierrieerieerieieeenterte et eeee st et e seeessessse e st sseeeeseeaeesesmnessnesntessesanes 38
Fatores €PIZEnEliCOS ......cooueirierierrierieeiereereeeteesreeseereseeeeeeatermeesseeeneessesenesssesssesanens 38
BMCHIAEAO B0 IINLA ... ... s cnsimmmitionasin i 5 5 00 & RS 4 A S AR BRSSP B 39
a) Processo de metilagho do DINA vuaassaunnaimmsnsowsmsissssssssmsmnsisssisnsnssssmssmss 39
b) Mecanismos de repressao transcricional .........ccccocveeecereenienennnirenenineeeeneeneeeees 40
¢) Papel da metilagBio do DINA .....c..ooiiiiiiiinierieeteieee et 41
Genes inativados pela hipermetilaciio em regides promotoras ...........cccceeeeeeecreennnns 42
BY CDRINTA e ereeo e cscmenseen saraemmammsm smsmmsm e ik i s 4 K 5 65 R BTN 42
DY HIMLITL ..........ooocosasisssinssasasisssisssisssssioss s sin s se s sasisss s s mis s amies s e s ey aaweas soveass 44
L 5 o ST ——— 45
Fatores ambIENTALS .......cceeeueeriuererieeniierieeneereteeneeseeesneesneesanessaneesas e ssae s e e s e snnesanes 48



D) ALCOOL € FUIMO <...veoeoeeeeerceeceeeee e es e e es e s seesease e ees e eseseene 48

€) Agentes INTECCIOS0S .....oouruieriririeietieieteter ettt sttt eae s enens 48
.2 HeliCODACIET PYIOTT ..ottt eat et ests e eeaeessessesnssessseeensasnnes 49
[.2.1 HISTOTICO ittt e e e e e e e e ee e et eeeeeeeeeaaeaaeasn e seseaaeasasssesaaanans 49
1.2.2 EDIdemIOIOZIA ....coviuiiieiiiiee ettt e et rn e 50
.2.3 Caracteristicas MiCTODIOIOZICAS ......ccoveeereerrriieiriieieeeetreeeeeeeeeeree e e eeeereesaeessaessanes 51
[.2.3.1 ClassifiCagio tAXONOMICA ........veeevreeereieerreerereeieeeereeseeeeteeesreeesseeessesssseesssessseessesssneons 51
L2.3.2  ESHUHITE € TACHD ..ciirsiinmimisirsssssrssmmmansmnmresesssmsesmmsssasasansonss seesessss s oassmossorson 51
L2 "GOO o covemnvmusimnosserosnasesioos et summsses s s s o e e s P A R Sk SRR ik 5 53
[.2.3.4  Fatores de viruléncia e patogénese da infecco por H. pylori ...........cceveeuveeeeecveennnnn... 53
[2.3.4.1  UTCASE .ttt ettt ettt st et at e st e s et e s st et e e sa e e e e e nsassaaesaesasasnsensens 53
[.2.3.4.2 Ilha de patogeniCidade CaQ ......c.cocereienieeieeiieieeeieeeete ettt e eae e e aens 54
#) Genes do sistemna de SECrefB0 PO IV v smmmimimsimsmscsmsssmssinmmass s ismansmmessenes 54
b) Gene cagA (Gene do antigeno A associado a citotoXina) ........ccceeevveeeveevreeenennne 55
¢) Gene cagE (Gene do antigeno E associado a citotoXinag) .........ecceeveeeveseeseeenennnns 57
[.2.3.4.3 Outros fatores de VITUIENCIA .....ccceeuuirieriiriiiieeee ettt 57
a) Citotoxina Vacuolizante A (VACA) ...cccceeriereieeereeeceeeeeeeeeeeeveeeeeeeseeereesessesannenes 57
D) FABOLOS oo cuossnvvvinimessincoimoss svsmnsonnsnsoes s ssins s 6650 5 5 6 660 655 055 Fh AR oo wEs b4 61
[.2.4 Diagnostico da infecgao POr H. PYIOTT ..c.eeeeeeiiieiiaiieeeeeeeeeteeeie e eaee e 62
[.2.4.1  TeSIES INVASIVOS teeveeereeierreeieetesieeeteraresseensaesseessaasesseessesssesseesnsesssesssasssesssasssensasssns 62
[.2.4.1.1  ENAOSCOPIA ..ottt s e e st s see et sane e e e eeeseesae s beesneemnees 62
BY THBTRIIENR ..o ansims i i i i i i i Gt o o s i i i 62
B CNMRIER 65000 svsvsswons emamsn s wusss o mesnis v s sisaasss SA s oei s HE SRS b A S AT S DRSS 5S 62
€} Tesle TANIAO 08 UROHSE oo sussumussmmsssesssvopssnsssisss oo s sssss e e s sy 63
d) Testes Moleculares ........coccceeveeeeienceniienieenceeeeceeeee e e 63
[.2.4.2  TeSteS NAO-INVASIVOS ..eeevrereurereerrereeaeieeretaeseaesseessseessseesssessssesssaesasaesssesaneesseaesssesnneens 63
LiZA2.l  TEBIEE BEIVOR -...veecreremnmnenecamsnossonsmmmnrsmmtsmn mmasms smss s i 55 0 b5 5 63 A A 44 43T S 64
1) Teste respiratOrio da DIGIA ..o aemo s o e aes s snss st wssss i amussss 64
B) Teste para pesQUIBE U8 HPBA. ..woumansmiomsnummerssmsssssmsmmspisomm s s 64
[.2.4.2.2  TESIES PASSIVOS cuvreveenerreeretieeeriesestensenteeteestesseeseesaeesatesnessesssessasnsessessssssnssnsasnnens 64
a) Detecgfio de anticorpos €SPECIfiCOS ....ciouerruirriirierniiirieieeieeieeecereete e e aeees 64
.2.5 Possiveis mecanismos CarCiNOZENICOS .....eeeveeeuereeieeieieeereeereeeseessreeeseeeonsesssessasaasees 64
A PERGUNTA DE PARTIIIA .........coconsisnisamssssmonvirsesmsinss sssrsseasnssssssasiv srsssmssonssaveesss 66
3 HIPOTESE ........oooiuriieneiecinecsecesessse s s i ssse e sase s sas s s s ssenes 66

{ OBIETTIVOE ..commsmnssmneans sy s s s s s s s s s eesmas e s ss sn 67



i1
L2

Fu

5.1

5.2

5.3

5.4

5.5

5.6
5.6.1
5.6.2
5.6.3
3.6.3.1
5.6.3.2
5.6.4
5.6.5
5.6.5.1
5.7

)2

)3

.5

2.6

2.6.1

».6.1.1

».6.1.2

».6.2
.6.2.1

EEERIT IR oxcncnsasmmwnen i mensessom s s o 5558 51555 35 i s s s s 67
METODOLOGIA .......oooiiiiiiiateenieeeteste e eae e s e ae e ste e essessese e e essensessesseans 68
ASDPECLOS ELICOS ...eruiuiiieiieuietenert ettt ettt s s st ettt s et et e st eneenestensensens 68
DESENhO dO ESTUAOD ....c.eeevienirieiieiieiieeeteeeteetee ettt ess et et e e s ereesse s n e ereneens 68
Populaclo de IMVESHTBEAD ...omsmimssmmsminmmessswnsies iaiiinsss onmmsnars asonssssnesmnsesmmnsonn 68
Critérios de INCIUSHD .....ooveivviriiriiiiiiriete ettt enn s 68
Coleta dos dados clinicos € epidemiolOZICOS .....ccveerrerreereeeereieiieceeccteeee e 69
Procedimentos 1aboratoriais ..........ceceveeeeereeiienieneeeeeee ettt 69
Coleta, processamento € armazenamento da amMOSLIa ..........ceevereeeeereereseeerenereereeeennen. 69
Extracdo do DNA de material congelado ........c.cceeeeeeeeeeuieceeceeeieeie e 69
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) ......ccccoeueeeieiieniieeieceeeeceeeeee et 70
DEECCHO A€ H. PYIOFT ...ttt et et a e s nan 70
Genotipagem A€ H. PYIOF ......c.ueueeieeecririeieeeeeeeeeeceereeeete sttt e e saa e ns 71
Tratamento do DNA com bissulfito de s6dio € MS-PCR .......cccceeevieiiiiiceenieiennn, 74
Método Imuno-Histoquimico para detec¢do de p16™<**, HMLH1 e COX-2 ........... 77
Andlise Imuno-HiStOQUIMICA .......cceeirireienenieiricreeeerieree et ee e sae e e saeneas 78
ANALISE ESTALISTICA .uveeueeerereiirieeieeirerceeteetee e eteeetessaeeeaeeteetesssaeaesseeseesssenssenseenneens 79
RESTILTAIYOS .cciicicmmsminssssiininnissisisss i s nssasssssssssasisaiissssassnsasmsnmssmmmmneasassmnss 80
Caracterizago da AMOSITA .....ccceveeeeeeeeeeireeeireeeeeereeeneeeesneeeereeeeesneeeesseseessessesseesennes 80
Detecc¢éo da infecgédo por H. pylori e genes de patogenicidade ..........cccceeeveecueennennnn. 82

Detecgfio por Imuno-Histoquimica dos marcadores COX-2, p16™<** ¢ HMLH]1 .... 83

Detecgdo do status de metilagdo em regides promotoras dos genes COX-2,

CDENDA & HIMEEL .. c.consiisinmisssis s ssis ikissonshsnsssnstissanssisnssamannmanmsnassammmsmnsrman 86
Correlagdo entre expressdo e status de metilagdo em regides promotoras dos genes

COX-2, CDKN2A € HMLHI .......oouvoeeieeeeteeeeeteeereeeeseeesestetessesaes st esasssessens 87
Anélise individual dos Marcadores ........cccoceeveeeieriiennerrieiteeeenteneeneesreesreeeesseeenees 88
COX2 ettt ettt ettt ettt e s e st et e aeeae e st et e b et e st ene 88

Relagéo entre imunomarcagéo e metilacdo em regides promotoras do gene COX-2
& parAmietros CHnICOPAIOIORICOS o rimumanssimmmimesssriesivsssresmssmaswin svssmasssisssesssss 88
Relagdo entre expressfo e metilagdo em regides promotoras de COX-2 e genes de
H. DYIOTT ettt sttt sa et ae s ne st sesebesas s san e s s s asen 90
HMIEIHT ...ooeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeetesteecee e eseeeseeses e st esssesa et estassessee st estesse e e satesaeesesateneessssnesnas 92
Relagdo entre imunomarcagdo e metilagdo em regides promotoras do gene

HMLHI ¢ parametros CinicopatOIOZIt0s ....ccussssmissnsssissmasvisassmssssssusssssssssamessssnsss 92



7.6.2.2

».6.3
».6.3.1

».6.3.2
2.7

1
1.2
1.3

1.3.1
1.3.2
1.3.3
1.4

L5

AN
5.2
L3
1.6

1.6.1
1.6.2
1.6.3

Relagdo entre expressédo e metilagio em regides promotoras de HMLH]I e genes de

H DYIOTT .ottt s it e sae e e e s e asebesseesseersenssenneennen 95
CDERNIA oicnssocsssnmmmsmmmmnnamsinssssmssss s 9SS mm s 37 555 $2 44555 G55 snss dasman wannn 96

Relacdo entre imunomarcacdo e metilagdo no promotor do gene CDKN2A4 e
parametros cliniCoOPatOlOZICOS ......cevuereueiririieierieere ettt eae e 96

Relagéo entre expressdo e metilagcdo no promotor de CDKN24 e genes de H. pylori 99

Anglise combinada dos AICAHOTES o sussmnsnrnmisanismissismisiisistsin i emanes 101
DISCUSSADQ ......coviviirinrieenereresisesasessesessssesesesssessssessssssssessssssssess s s essssesssssanncs 108
Anélise da caracterizagfio da amOSLIa ..........ceeveeeeererereerieeeieecree e e e e ereeeneeenns 108
Analise da detecgdo de H. pylori e genes de patogenicidade .........ccocceeeeevveeneerneennen. 109
Andlise individual da detecgdo da expressdo e metilagdo no promotor dos genes

BB S TR T DT O — 111
COXD ettt ettt st e s et e s e s e s e e sa e et e ana s e seenasansensnanseannas 112
HMELHT oottt ettt st a e te e s se s e s s esssassesssessssasseesseessasssensaasesssnas 113
CDKN2A et eee sttt s esee e ste st st e e st s sae et assas s estesaaaestaasasnaessaensesnsannsan 114

Andlise da correlagdo entre imunomarcacdo e sfatus de metilagdo no promotor dos
genes COXZ2, HMLHYT & CDENZA uomnsnmmamesinsmssmisimesass msssisss 115
Andlise individual dos marcadores COX-2, HMLH1 e p16™<** de acordo com os

pardmetros cliniCOPAtOlOZICOS .......cevuerueeirirrtierenrteeerteeteteereeee e see s et eeesse e esesae e 116
COX 2 ettt ettt ettt e sttt e e st st e et e et e et e et e st e et e en e e st e s tens e e aeenteesennnans 116
TIIINIIRERL cccosovsnatiosiionsooisssionsssmessssnscosmanin  isss oS oA SRR A5 S35 AR5 BRI B F AT S S 118
DL ettt 119
Analise individual dos marcadores COX-2, HMLHI e p16™*** de acordo com a

infecgdio por H. pylori e genes de patogenicidade .........cccooeeeveeecieniieenieennieneseeneenans 122
COX 2 ettt sttt ettt et e et e a e et s et et e st e et e st e e s e at e e ne st e st e nateneeeneenaeens 122
HIHLERL ... e ene omoce e i st i i i i S PSS i G it e AR 123
DL ettt 124
Anélise combinada dos marcadores COX-2, HMLHI e p16™** ..o 125
CONCLUSOES ......ovuimtitirieeiecmcstneaessseaesssesssesssesssssssasesssesssssssessmessessaneces 129
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..........cooovioeeeeeeeeeeeeseeeeeeeseses s 131



ALVES MKS. Gendtipo de Helicobacter pyloni na etiologia do cancer gastrico: corvelagdo com metilagdo e expressdo génica. 2010 IMTRQ@UCﬁO

1 - INTRODUCAO

1.1- CANCER GASTRICO
1.1.1- EPIDEMIOLOGIA

As primeiras descri¢gdes de céancer gastrico datam de cerca de 1.500 a.C e foram
encontradas em papiros médicos egipcios tais como o papiro de Ebers, um dos tratados
médicos mais antigos e importantes escritos no Antigo Egito. Atualmente, apesar de uma
diminuigéo acentuada na sua incidéncia em varios paises, o cAncer géstrico continua a ser uma
doen¢a muito comum em todo o mundo, sendo o quarto cincer mais freqiiente, depois dos
canceres de pulmfo, mama e coélon/reto (PARKIN et al., 2005). Essa neoplasia é mais
freqiiente no sexo masculino do que no feminino e aumenta progressivamente com a idade
(HAMILTON; AALTONEN, 2000; CARL-MCGRATH et al.,, 2007; LOCHHEAD; EL-
OMAR, 2008).

A incidéncia de céncer gastrico varia de acordo com a regifio analisada (Figura 1).
Basicamente, existem regides de alta, intermedidria e baixa incidéncia. Paises do nordeste da
Asia, como Japdo, Coréia e China, sio considerados de alta incidéncia, apresentando acima de
20 casos por 100.000 homens/ano. J4 os paises da América do Norte, sul da Asia ¢ Oceania,
incluindo Australia e Nova Zelandia, sdo de baixa incidéncia, com taxas abaixo de 10 casos
por 100.000 homens/ano. Alguns paises da América do Sul, entre eles o Brasil, sdo
considerados de incidéncia intermediaria (HAMILTON; AALTONEN, 2000; PARKIN et al.,
2005; INCA, 2009). |

O cancer gastrico € considerado a segunda causa de morte por cancer, depbis do
cancer de pulméo, afetando em torno de um milh&o de pessoas por ano € com uma média de
700.000 mortes anualmente (PARKIN et al., 2005; KAMANGAR et al., 2006). Das 880.000
pessoas diagnosticadas com esse cancer no ano 2000, em torno de 650.000 (74%) morreram

dessa doenca (PARKIN, 2001).
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Figura 1- Taxas de incidéncia padronizadas por idade para o cincer gastrico. Os dados sdo mostrados por 100.000
habitantes/sexo. Fonte: Adaptado de Parkin et al., 2005.

No Brasil, o céncer gastrico € a quinta neoplasia mais incidente, depois do céncer de
prostata, mama, colon/reto e pulmio com estimativas para o ano de 2010, validas para o ano
de 2011, de 13.820 casos novos entre os homens e de 7.680 nas mulheres (Tabela 1) (INCA,
2009). Na regifo Nordeste, sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, ele € o segundo
mais freqiiente entre os homens e quarto entre as mulheres. No estado do Ceara, essa
neoplasia também ¢ a segunda mais freqiiente entre homens, atrds apenas do céncer de
prostata e € a terceira entre as mulheres. Na capital Fortaleza, € observada a mesma tendéncia
entre homens, porém € a quinta mais incidente entre as mulheres (INCA, 2009). A

distribuicdo dos casos novos de cincer gastrico por sexo e regido € mostrada na tabela 1.
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Em estudo realizado por Lourengo e Hamada (2001), e de acordo com estimativas do
INCA (2009), o céncer de estdbmago € uma das causas mais frequentes de morte por cincer no
Brasil € ao comparar as taxas de mortalidade do Brasil, representado pelo estado de S#o
Paulo, com a de outros paises, como Argentina, EUA, Japdo, Itdlia e Inglaterra, pode-se
observar que S3o Paulo apresenta mortalidade por cincer de estdmago menor que o Japdo,
contudo maior que os outros paises analisados, e, portanto se constitui em uma 4rea de risco

de alta a intermediaria para essa neoplasia.

1.1.2- ANATOMIA E PATOLOGIA

1.1.2.1- Anatomia do estomago

a) Macroscopica

O estdbmago ¢ a primeira divisdo da por¢éo abdominal do trato alimentar, comegando
com a jungdo gastroesofégica e se estendendo até o piloro (Figura 2). A porg¢do proximal do
estomago ¢ chamada de céardia. As porgdes seguintes sdo fundo, corpo e antro, esta sendo
considerada a porgéo distal. O piloro ¢ um anel muscular que controla o fluxo do contetdo
alimentar do estdbmago para a primeira por¢do do duodeno. As curvaturas medianas e laterais
do estdmago sdo também denominadas de curvatura menor e maior, respectivamente (AJCC,

2002).

, i
Grande curvatura
0
Pequena curvatura g

5

Figura 2 — Representacio esquematica simplificada das principais regides anatémicas do estdmago. Fonte:
http://www.cancerquest.org/images/CancerByType/pics/stomachAnatomy.jpg.
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b) Microscépica

A parede do estdbmago, assim como o resto do trato gastrintestinal, possui quatro
camadas. Da camada mais externa para a mais interna, a primeira corresponde a mucosa,
composta do epitélio e lamina propria, com a muscularis mucosa na base. Essa camada tem
dois compartimentos, foveolar (superficial) e glandular profundo. As camadas seguintes da
parede do estdmago sdo submucosa, muscular propria e serosa (Figura 3) (LEWIN;

APPELMAN, 1996).

Muscular

Figura 03 — Camadas da parede do estdmago. Fonte: www.portalsaofrancisco.com.br/.../gastrite.php.

1.1.2.2- Classificacdo histopatolégica dos tumores gastricos

a) Classificagio da Organiza¢8io Mundial de Satide (OMS)

De acordo com andlise microscopica, ¢ segundo Hamilton e Aaltonen (2000), os
tumores gastricos podem ser de origem ndo-epitelial ou epitelial (Tabela 2). Os tumores
epiteliais sdo divididos em adenomas (benignos), carcindides e carcinomas, estes ultimos,
representados principalmente pelos adenocarcinomas, sdo a forma mais freqiiente,
correspondendo a mais de 95% dos cénceres gastricos. A classificacio desses tumores esta

representada na tabela 2.

EEIVERSINANE FERERAL DA CEARA
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Tabela 2 — Classificacéio histopatologica dos tumores gastricos, segundo OMS.

TUMORES EPITELIAIS ICD-O* TUMORES NAO-EPITELIAIS 1CD-O*
Adenoma — neoplasia intraepitelial 8140/0 Leiomioma 8890/0
Carcinoma Schwannoma 9560/0
Adenocarcinoma 8140/3 Tumor de células granulares 9580/0
Tipo intestinal 8144/3 Tumor glémico 8711/0
Tipo difuso 8145/3 Leiomiossarcoma 8890/3
Adenocarcinoma papilifero 8260/3 Tumor estromal do TGI 8936/1
Adenocarcinoma tubular 8211/3 Benigno 8936/0
Adenocarcinoma mucinoso 8480/3 Potencial de malignidade incerto 8936/1
Carcinoma de células de anel de sinete 8490/3 Maligno 8936/3
Carcinoma adenoescamoso 8560/3 Sarcoma de Kaposi 9140/3
Carcinoma de células pequenas 8070/3 Outros
Carcinoma indiferenciado 8041/3 Linfomas malignos
Linfoma de células B de zona
o marginal do tipo MALT 00913
Carcindide 8240/3 Linfoma de células do manto 9673/3
Linfoma difuso de grandes células B 9680/3
Outros

* ICD-O — Cédigo morfolégico da Classificag@o Internacional de Doengas para Oncologia. 0 — tumores com comportamento
benigno; 3 — tumores malignos; 1 — comportamento inespecifico, borderline ou incerto.

b) Classificacfio de Lauren

A classificagdo de Lauren € aplicada aos tumores gastricos do tipo carcinoma e ¢ uma
das mais utilizadas atualmente. Segundo Lauren (1965), esses tumores sdo classificados em
dois tipos principais: intestinal e difuso. Os tumores que contém aproximadamente
quantidades equivalentes de componentes intestinal e difuso sfo chamados de carcinomas

mistos.

Os tumores do subtipo intestinal (Figura 4a) s@o mais diferenciados, com uma
tendéncia a formar estruturas tubulares do tipo glandular, semelhantes as presentes no
adenocarcinoma primério do intestino. Esses tumores apresentam estruturas ductais bem
definidas, cercadas por uma reacdo estromal desmopléstica contendo quantidades diferentes
de infiltrados inflamatérios mistos. As células tumorais sfo grandes e os nucleos sdo
polimorficos, anisocromaticos, tém um padrdo de cromatina grosseira, e as figuras mitéticas
sdo facilmente detectadas. Por outro lado, os tumores subtipo difuso (Figura 4b) exibem uma
coesfo celular baixa e sfo caracterizados pela presenga de grupos pequenos e solitarios de

células tumorais sem formagdo de estruturas glandulares. Algumas vezes vacuolos
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citoplasméticos ricos em muco podem ser observados. Essas células contendo muco
empurram o nucleo para periferia da célula e sdo denominadas de células em anel de sinete,

como representado na figura 4b (LAUREN, 1965; CARL-MCGRATH et al., 2007).

Figura 4 — Caracteristicas histopatolégicas dos adenocarcinomas gastricos subtipo intestinal (a) e subtipo difuso (b).

As setas em amarelo representam (a) células tumorais formando estruturas glandulares e (b) células tumorais em anel
de sinete.

1.1.2.3- Estadiamento
a) Clinico

Esse estadiamento € baseado nas evidéncias de extensdo da doenga adquiridas através
de histoéria clinica, exame fisico e exames complementares antes que o tratamento definitivo
seja instituido (AJCC, 2002). S&o avaliados tumor primario (T), linfonodos regionais (N) e

metastases a distdncia (M).

b) Patologico

Estadiamento patologico depende tanto de dados clinicos como de achados
patolégicos obtidos do exame de espécime tumoral. Nesse estadiamento € avaliado o tumor
primério (T), o comprometimento de linfonodos regionais (N) € a presenga de metéstase a

distancia (Tabela 3) (AJCC, 2002).

Apés a avaliagdo desses pardmetros, esses sdo agrupados e definem um unico
estadiamento, que incluem IA, 1B, II, IIIA, IIIB e IV, como representado na tabela 4. Essa

classificagdo tem implicac¢des terapéuticas e progndsticas.
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Tabela 3 — Estadiamento do adenocarcinoma gastrico.

TNM
[ — Tumor primdrio
TX Tumor primério ndo pode ser avaliado
TO Nenhuma evidéncia de tumor primério
Tis Carcinoma in situ: Tumor intraepitelial sem invas@o da ldmina proépria
T1 Tumor invade a lAmina prépria e submucosa
T2 Tumor invade a muscular prépria ou subserosa
T3 Tumor penetra a serosa (peritoneo visceral) sem invaséio de estruturas adjacentes
T4 Tumor invade estruturas adjacentes
V — Linfonodos regionais
NX Linfonodos regionais nio podem ser avaliados
NO Auséncia de metdstase para linfonodos regionais
N1 Metastase em 1-6 linfonodos regionais
N2 Metastase em 7-15 linfonodos regionais
N3 Metastase em acima de 15 linfonodos regionais
V- Metdstase a distincia
MX Metastase a distincia ndo pode ser avaliada
Mo Auséncia de metastase a distdncia
M1 Presenca de metastase a distancia

Fonte: Adaptado do American Joint Committee on Cancer (AJCC, 2002).

Tabela 4 — Agrupamento do TNM para definiciio do estadiamento.

Estadiamento patolégico

Estadio T N
0 Tis NO
1A T1 NO
IB T1 N1
T2a/b NO
1I T1 N2
T2a/b N1
T3 NO
IIIA T2a/b N2
T3 N1
T4 NO
1B T3 N2

v T4 N1-3
T1-3 N3

Qualquer T Qualquer N

Fonte: Adaptado do American Joint Committee on Cancer (AJCC, 2002).

Mo
MO
MO
Mo
MO
MO
MO
Mo
MO
MO
Mo
Mo
Mo
M1
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1.1.3- DIAGNOSTICO
1.1.3.1- Sinais e sintomas

A principal razdo para o diagnéstico tardio de céncer gastrico é o fato de os pacientes
apresentarem sinais e sintomas inespecificos e vagos. Até o momento, nenhum sinal tipico
sugestivo de céncer gastrico precoce foi documentado. Em doenca avangada, dor na regido
epigastrica, massa palpavel no andar superior do abdome, anemia, perda de peso, sinais de
obstru¢do (sindrome pilérica), sangramento, perfuracfo, ascite e sinais de acometimento
secundério de outros 6rgéos podem surgir (CATALANO et al., 2009). Baseado na dificuldade
de diagnostico clinico, as técnicas endoscopicas e radioldgicas se constituem atualmente nos

principais indicadores para defini¢fo do diagndstico dessa doenga.
1.1.3.2- Técnicas radiolégicas

A seriografia esofagogastroduodenal, utilizando técnicas de duplo contraste (bario e
ar), ¢ a mais utilizada entre as técnicas radiolégicas para o diagnostico de cancer géstrico e é
utilizada atualmente de modo complementar aos estudos endoscOpicos. Destaca-se na
capacidade de avaliar o subtipo infiltrativo difuso em que a endoscopia tem sensibilidade
reduzida. Contudo, devido a dificuldade em diferenciar um tumor benigno de uma tulcera
maligna ou mesmo de um linfoma, essa técnica de forma isolada € insuficiente para o
diagnéstico de céncer gastrico, pois, ao contrario da endoscopia, nfo possibilita a obtencéo de
amostra tecidual para andlise histopatologica. A tomografia computadorizada, a ressonéncia
magnética e a ultrassonografia podem evidenciar sinais inespecificos de acometimento
neoplasico do estomago, freqiientemente o espessamento parietal. No entanto, possuem
destacado papel no estadiamento da doenca, tanto na deteccéio de extensdo locorregional

como na pesquisa de metastases a distdncia (LOW et al., 1994; CATALANO et al., 2009).
1.1.3.3- Endoscopia

A endoscopia gastrointestinal alta € o procedimento de escolha para o diagnéstico de
cancer gastrico sintomatico (HALVORSEN et al., 1996). Embora mais invasiva e cara que a
seriografia esofagogastréduodenal, a endoscopia é mais sensivel e pode evitar procedimentos
multiplos, com custos adicionais. Adicionalmente, a endoscopia além de permitir a avaliagdo
macroscopica da mucosa gastrica, possibilita a posterior confirmaggo histopatologica do tipo

de lesdio (DOOLEY et al., 1984; CATALANO et al., 2009).
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1.1.3.4- Marcadores bioldogicos

Atualmente, existe uma busca constante por marcadores tanto tumorais como
sorolégicos que permitam a detecgdio e diagnostico precoce de céncer gastrico. Os avangos
nas pesquisas em patologia molecular t€m esclarecido anormalidades genéticas e epigenéticas
relacionadas ao desenvolvimento e progressdo de cincer gastrico (BECKER et al., 2000;
YASUI et al., 2001). Antigenos no tumor, no soro (CEA, CA19.9, CA72.4, CA50) ou no suco
gastrico (CEA, CA19.9, sulfoglicoproteina) t€m sido uteis no monitoramento e diagnostico

complementar dessa neoplasia (PECTASIDES et al., 1997, CATALANO et al., 2009).
1.1.4- HISTOGENESE DO ADENOCARCINOMA GASTRICO

Adenocarcinomas gastricos ndo surgem de novo do epitélio normal, mas ocorrem
através de mudancgas sucessivas, que sdo bem caracterizadas para o carcinoma géstrico tipo
intestinal, contudo as lesdes que predispdem ao desenvolvimento do tipo difuso ainda sfo

pouco entendidas (CORREA et al., 1975; CORREA, 1992).

Correa et al. (1975) descreveram um modelo, que foi denominado “CASCATA DE
CORREA”, sobre o processo de carcinogénese gastrica. Segundo esse modelo, a
carcinogénese gastrica € um processo de etapas multiplas e multifatorial, que envolvem tanto
fatores ambientais como relacionados ao hospedeiro. O resultado dessa cascata de eventos é
um espectro progressivo de etapas histopatoldgicas, variando de um epitélio gastrico normal a

um adenocarcinoma tipo intestinal, como representado na figura 5.

Mucosa normi H. pylori
Gastrite crénica /
\ Defeitos genéticos e
epigeneéticos
Gastrite atréfi‘can/
Fatores \
genéticos Metaplasia intestinal

— Sal, nitrosaminas,

N
L Dlspliila /

Adenocarcinoma gastrico (Tipo difuso) Adenocarcinoma gastrico (Tipo intestinal)

it.C

Figura 5 — Representacio esquematica da “CASCATA DE CORREA”. Fonte: Adaptado de Correa, 1992.
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Atualmente, diversos autores tém demonstrado que os adenocarcinomas gastricos
subtipos intestinal e difuso sdo tumores distintos diferindo nfo apenas em caracteristicas
histopatolégicas e clinicas, mas em suas vias tumorigénicas, com alteragdes genéticas e

epigenéticas distintas (TAHARA, 2004; VAUHKONEN et al., 2006; PANANI, 2008).
1.1.5- ETIOLOGIA

O céncer gastrico ¢ uma doenca de etiologia multifatorial, cujos fatores genéticos,
epigenéticos € ambientais interagem e contribuem para a origem e progressio desse tumor

(CORREA; SCHNEIDER, 2005).
1.1.5.1- Fatores genéticos

Alguns fatores de risco de natureza genética tém sido identificados e associados ao
desenvolvimento de cancer gastrico. Entre eles, os principais s3o: tipo sanguineo A, anemia
perniciosa, histéria familiar, cancer gastrico difuso hereditario, cancer de célon ndo polipdide

hereditério e a sindrome de Li-Fraumeni (PARSONNET et al., 1991; RODER, 2002).
1.1.5.2- Fatores epigenéticos

O termo epigenética foi primeiro usado por Conrad Waddington em 1939 para
descrever as interagdes causais entre genes e seus produtos, que modificam o fendtipo
(WADDINGTON, 1939). Subseqiientemente, Arthur Riggs e colaboradores definiram
epigenética como o estudo de mudancas herdaveis mitoticamente e/ou meioticamente em
fung@o do gene que ndo podem ser explicadas por mudangas na seqiiéncia do DNA (RUSSO
et al., 1996). Atualmente, epigenética ¢ definida como o estudo de mudangas herdaveis na
expressdo de um gene que ocorrem independentemente de mudangas na seqii€ncia priméaria

do DNA (SHARMA; KELLY; JONES, 2009).

Os mecanismos epigenéticos podem ser divididos em quatro categorias principais
(SHARMA; KELLY; JONES, 2009), que sdo: 1)- metilagdo do DNA; 2)- modificacdes
covalentes de histonas; 3)- mecanismos ndo-covalentes, como a incorporagdo de variantes de
histonas e remodelagem de cromatina; e 4)- RNAs n#o-codificantes, como os microRNAs.
Entre essas modificagdes, a metilagio do DNA é amplamente estudada e merece destaque

devido ao seu papel importante no processo carcinogénico de varios tumores.
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1.1.5.2.1- Metilagdo do DNA

a) Processo de metilagdo do DNA

A metilagio do DNA consiste em uma modificagdo quimica na estrutura do DNA
catalisada por uma familia de enzimas denominadas de DNA metiltransferases (DNMTs).
Nesta reagdo, um grupo metil (-CHj) é covalentemente adicionado ao carbono 5 da citosina
em dinucleotideos CpG (citosinas proximas a guaninas), em regides do DNA de 0,5 a 2 kb de
comprimento, ricas em conteudo CpG, conhecidas como ilhas CpG. Estas regides sdo
presentes principalmente em regides promotoras de aproximadamente 40-50% de genes
(LAIRD, 2003). O grupo metil utilizado nessa reagéo ¢ transferido da S-adenosilmetionina
(SAM) pela familia de enzima DNA Metil-Transferase (DNMT) convertendo-a em S-
adenosilhomocisteina (SAH) ao final da reacdo (WAIJED et al., 2001) (Figura 6).

NH;
H
Citesina
e}
SAM-CH3 '
> —~— DNMT
SAH
NH.
CH,
5-Metilcitosina
O

Figura 6- Representaciio esquemditica da conversdio da citosina em S-metilcitosina catalisada pela DNA Metil-
Transferase (DNMT). SAM — S-adenosilmetionina; SAH — S-adenosilhomocisteina; DNMT — DNA metiltransferase.
Fonte — Adaptado de Strathdee; Brown, 2002.

Trés membros da familia das DNMTs foram descritos em células de mamiferos. O
primeiro a ser identificado foi DNMTI1, o qual exibe uma atividade maior no DNA
hemimetilado do que no DNA nZo metilado, o que explica a sua fungdo primaria de manter o
padrdo de metilagdo do DNA depois da sintese do DNA novo durante a divisdo celular.
Diferentemente do DNMT1, os dois outros membros pertencentes a essa familia, DNMT3a e
DNMT3b, ndo tém preferéncia pelo DNA hemimetilado e tem fungfio principalmente de

metiltransferases de novo (OKANO et al., 1999; STRATHDEE; BROWN, 2002).
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b) Mecanismos de repressio transcricional por metilacdo do DNA

A metilagdo do DNA em regido promotora em ilhas CpG pode bloquear a transcri¢io
de genes por interferir diretamente com a ligagiio de fatores de transcri¢do aos seus sitios
alvos de ligagdo. Outro mecanismo proposto e atualmente mais aceito é que a metilagdo do
DNA leva & ligag@o de uma familia de proteinas denominadas de proteinas com dominio de
ligacdo ao metil (MBD- Methyl-Binding Domain), permitindo a ligagfio especificamente ao
DNA contendo sitios CpG metilados, como mostrado na figura 7. Essa familia contém cinco
membros dos quais trés sdo conhecidos, MeCP2, MBD2 e MBD3, que possuem a capacidade
de associar-se com complexos de proteinas grandes, tais como o complexo NuRD e Sin3a,
(STRATHDEE; BROWN, 2002), contendo desacetilases de histonas (HDAC1 e HDAC2) e
remodeladores de cromatina (Sin3a e mi-2), que resultam na produ¢fo de uma cromatina mais

compacta, refrataria a transcrigéo (TYLER; KADONAGA, 1999).

Complexo Complexo
NuRD Sinda
‘
© CpG metilado " Cauda de histona Cauda de histona
desacetilada acetilada

Figura 7 — Mecanismo de repressio transcricional mediado por metilagio do DNA. Fonte: Adaptado de Strathdee;
Brown, 2002.
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c) Papel da metilacdo do DNA

Em células normais, a metilagdo do DNA tem um papel essencial no controle de
processos celulares incluindo transcrigdo de genes, inativagio do cromossomo X e imprinting
gendmico (ROBERTSON, 2005). Contudo, desregulacdo desse processo tem sido descrita na
tumorigénese de varias neoplasias sendo apontadas duas mudangas no padrdo de metilagfio do
DNA em células tumorais: a diminui¢do global na metilagdo do DNA (hipometilagio) e
metilagdo aumentada em ilhas CpG de regides promotoras de genes (hipermetilagéo)

(WAIJED et al., 2001), como mostrado na figura 8.

Apesar da hipometilagdo global em tumores humanos ter sido descrita anteriormente
que a hipermetilacéo de ilhas CpG, o papel desse processo na carcinogénese ainda € pouco
conhecido. Contudo, alguns mecanismos potenciais para desenvolvimento de tumores devido
a hipometila¢do vém sendo estudados, tais como a altera¢des na estabilidade cromossdmica e

ativacdo de transposons e oncogenes (STRATHDEE; BROWN, 2002).

A hipermetilacdo de ilhas CpG em regides promotoras de genes de células de tumores
humanos foi primeiro descrita em 1986 (BAYLIN et al., 1986) e desde entfo a inativaggo de
muitos genes supressores de tumor, bem como a inativagdo de genes de reparo do DNA,
resultando no aumento de dano genético e proliferacdo celular vém sendo identificadas.
Adicionalmente, o estdmago ¢ um dos 6rgfos que freqiientemente sofrem metilagio do DNA
de ilhas CpG no epitélio gastrico, provavelmente devido a fécil acessibilidade do tecido aos

agentes exogenos (KIM et al., 2004).

A figura 8 sumariza o envolvimento de dois processos opostos de metilagio do DNA,
hipometilagéio e hipermetilag@io, que resultam na evolu¢io de um tecido normal para um

neoplésico.
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Figura 8 — A: Hipometilaciio global do genoma levando a ativacio de oncogenes silenciados. B: Hipermetilagiio de
ilhas CpG em regides promotoras de genes supressores de tumor bloqueia a transcricéio desses genes. Fonte: Adaptado
de Wajed et al., 2001.

1.1.5.2.2 - Genes inativados pela hipermetilacdo em regides promotoras em

adenocarcinomas gdstricos.

Muitos genes tém sido estudados quanto & presenca de metilagdo em regides
promotoras em adenocarcinomas gastricos tais como COX-2, CDHI, CDKN2A, RUNX3,
DAPK, MGMT ¢ HMLHI (KIM et al., 2004; USHIJIMA et al., 2006; ZOU et al., 2009). A
seguir serfio abordados com maiores detalhes os genes CDKN2A4, HMLHI e COX-2.

a) CDKNZ2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 24)

O gene supressor tumoral CDKN24, cujo produto ¢ denominado pl6™"* ¢
localizado no brago curto do cromossomo 9 humano e é o protétipo de uma familia de
inibidores de quinases dependentes de ciclina 4 do ciclo celular (INK4 — inhibitors of Cdk4).
Ele se encontra no locus INK4a/ARF/INK4b, um fragmento pequeno de 35 kb do genoma
humano, que contém mais dois genes, 0 ARF, também conhecido de pl 9’ e p14'*F e o
pI15™* todos codificando proteinas supressoras tumorais (KIM; SHARPLESS et al., 2006).
Na figura 9 é possivel observar que o gene CDKN2A possui trés exons, dos quais dois sdo

compartilhados com ARF.
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Figura 9 — Representacdo esquemitica do locus INK4a/ARF/INK4b. Fonte: Adaptado de Kim; Sharpless et al., 2006.

A proteina p16™*** atua na fase G1 (Gap I) do ciclo celular, inibindo a progressio
para a fase seguinte do ciclo, através da inibiggo seletiva da formagdo dos complexos ciclina
D/quinase dependente de ciclina 4 ou 6 (CDK4 ou CDK6). Como consequéncia, a proteina
retinoblastoma (pRB) néo € fosforilada e retém os fatores de transcrigdo da familia E2F, uma
vez que a sua fosforilagdio promove a liberagdo desses fatores. As proteinas E2F ativam a
transcri¢do de varios genes cujos produtos séo essenciais para a progressdo das células para a

fase S (ALBERTS et al., 2004) (Figura 10).

Ciclina
Familia INK4

°w =&
p15,p16, p18, p19 cdk 4/6 q

p \f* i
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Figura 10 — Representacdo simplificada do ciclo celular, mostrando a atuaciio da p16™=**, M — Fase de mitose e
citocinese; G1 — Fase de intervalo entre a fase M e a fase S; S — Fase de replicaciio do DNA; G2 — Fase de intervalo
entre a fase S'e a M do ciclo celular.

A inativagdo de pl6™"** tem sido documentada em varios tumores, tais como os

colorretais, pulmonares e renais (GUZMAN et al., 2007; VIDAURRETA et al., 2008; GOTO
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et al., 2009). Adicionalmente, em céncer gastrico, a hipermetilagdo de regides promotoras do
gene CDKN24 € considerada seu principal mecanismo de inativagdo (SHIM et al., 2000;
ZHAO et al., 2003).

b) HMLHI(human mutL homolog I)

O gene HMLHI ¢ um homélogo humano do gene mutL da bactéria Escherichia coli,
localizado no brago curto do cromossomo 3 (3p21.3) e foi identificado como um locus
freqientemente mutado em céncer de célon ndo-polipdide hereditario (HNPCC). Esse gene
codifica uma proteina de mesmo nome que € uma das enzimas pertencentes ao sistema de

reparo por erro de pareamento do DNA (DNA mismatch repair - MMR) (L1, 2008).

A figura 11 mostra de forma simplificada a atuacdo de HMLH1 no reparo pos-
replicagdo do DNA. As proteinas MSH2 e MSH6, proteinas hom6logas de MutS, reconhecem
e se ligam ao erro de pareamento no DNA e recrutam outras proteinas, entre elas a HMLHI.
As interacGes entre as proteinas € o DNA sdo moduladas pela energia fornecida pela quebra
do ATP (representado em asteriscos vermelhos). Adicionalmente, o complexo formado
também apresenta atividade de ATPase, que quebra o ATP, fornecendo energia para ativagéo
do PCNA-RFC, estas ultimas responsaveis pela quebra descontinua na fita de DNA. Esse
processo gera pontos de entrada 5’ na fita e possibilita a atuacdo da exonuclease EXO1, que
promove a excisdo do DNA. Esta excis@o leva a formagéo de um intervalo de fita unica
coberto com proteina de replicagio A (RPA), que se liga e protege a fita simples.
Posteriormente, ocorre a ressintese da fita de DNA pela polimerase e ligagdo catalisada pela

ligase, restaurando assim a fita de DNA (HSIEH; YAMANE, 2008).

\
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Figura 11 - Representacfio esquemitica do processo de reparo por erro de pareamento. Fonte: Adaptado de Hsieh;
Yamane, 2008.

Grady e Markowitz (2002) sugerem que, em céncer de colon, o silenciamento
epigenético de HMLHI] via hipermetilagio do seu promotor possui um forte efeito inibidor do
sistema de reparo por erro de pareamento. Adicionalmente, evidéncias diretas que a
hipermetilagdo do promotor de HMLHI diminui a expressio desse gene foi obtida por
tratamento de células com 5-azacitidina, que reverteu a hipermetilagio do promotor e
restaurou a expressdo do gene HMLHI e capacidade de MMR normal (VEIGL et al., 1998;
HERMAN et al., 1998). Em cancer gastrico, a inativagdo de HMLHI, bem como dos genes
CDKN24, CDHI e RUNX3 devido a hipermetilagdo de promotor ¢ mais frequentemente
observada do que sua inativacdo devido a muta¢des (USHIJIMA; SASAKO, 2004).

c) COX-2 (cyclooxygenase 2)

O gene COX-2, oficialmente chamado de PTGS-2 (prostaglandin-endoperoxide
synthase 2), é localizado no brago longo do cromossomo 1 (1g25.2-g25.3). Esse gene codifica
uma enzima induzivel de mesmo nome, regulada por eventos estimulatérios especificos e

envolvida na sintese de prostaglandinas (PGs), as quais medeiam a sinalizag#o celular (Figura
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13). Séo derivadas principalmente do 4cido araquidonico liberado da membrana celular por

fosfolipases, como mostrado na figura 12 (KONTUREK et al., 2005).

Membrana celular
Fosfolipase A2

v

"4 N\~ COOH
< /\ P N
Acido araquidénico

; COX-2 induzivel
Prostaglandinas (PGl,, PGE,)

Figura 12 — Esquema da sintese das prostaglandinas catalisada pela enzima COX-2. Fonte: Adaptado de Konturek et al.,
2005.

A COX-2 ¢ relacionada ao processo carcinogénico gastrico, principalmente via
prostaglandinas E2, atuando em mecanismos tumorigénicos tais como proliferacio e migragio
celular, angiogénese, apoptose e invasibilidade (KONTUREK et al., 2005), como mostrado na
figura 13. As prostaglandinas E2 (PGE2) se ligam aos seus receptores acoplados a proteina G
e agem ativando vias de transducfio de sinal, por promover a liberagio de AMPc e Ca™
(Figura 13). Estes por sua vez atuam: ativando a liberagcdo de metaloproteinases de matriz
(MMPs), que degradam a matriz extracelular e facilitam a invasio e migragdo celular;
reduzindo a taxa de apoptose via inibigdo da via apoptoética mitocondrial, caracterizada por
reducfio da liberagdo do citocromo c, diminui¢do da atividade das caspases 9 € 3 € um
aumento da proteina anti-apoptética Bcl-2; estimulando a angiogénese via o fator de
transcricdo HIF-1a (Fator induzivel por hipéxia 1 alfa), levando a ativagfio da transcrigéo do
VEGF (Fator de crescimento do endotélio vascular); ativando a transcricdo de genes
envolvidos na proliferagéo e migrag:ﬁo celular; e ativando a sinalizagdo do EGFR, com
conseqiiente aumento da proliferagéo celular (KONTUREK et al., 2005; KONTUREK et al.,
20006).
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Figura 13 — Mecanismos pelos quais a enzima COX-2, via prostaglandinas, induzem o processo carcinogénico
gastrico. Fonte: Adaptado de Konturek et al., 2005.

No cancer gastrico, a superexpressio de COX-2 vem sendo relacionada a intensa
resposta inflamatéria e progressdo tumoral (KONTUREK et al., 2005; YAMAC et al., 2008).
Contudo, estudo conduzido por Huang et al. (2006) encontrou uma baixa expressdo de COX-2
em cancer gastrico associada a uma hipermetilagio em promotor desse gene. Song et al.
(2001) mostraram que linhagens de células de carcinoma géstrico sem expressdo de COX-2
apresentavam hipermetilagio em regides promotoras desse gene ¢ que medicamentos
inibidores de metilagdo restauravam a expressdo de COX-2, sugerindo que é ndo expressdo

desse gene estava relacionada a metilagdo de seu promotor.

Apesar de alguns estudos apontarem a hipermetilacdo em regides promotoras dos
genes CDKN2A4, COX-2 e HMLHI como um importante mecanismo de silenciamento génico
em céncer gastrico e, portanto de perda de func¢do desses genes na carcinogénese géstrica,
ainda existem muitas lacunas a serem consideradas, tais como a importdncia desse processo
em cada subtipo histoléogico, localizagdo do tumor e adicionalmente s3o incertos os fatores

que promovem €sse Processo.
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1.1.5.3- Fatores ambientais
a) Dieta

Recentemente, o World Cancer Research Fund (WCRF) e a American Institute for
Cancer Research (AICR) (WCRF; AICR, 2007) em revisdo rebuscada da literatura de um

painel de 722 publicag¢des sobre dieta, atividade fisica e prevenc¢éo de céncer, concluiu que:

» Existem fortes evidéncias que vegetais sem amido, bem como frutas protegem contra
cancer gastrico. Inversamente, o sal e também alimentos conservados com sal sdo

relacionados a esse cancer;

» Existem evidéncias limitadas sugerindo que legumes incluindo soja ou produtos de
soja, € também comidas contendo selénio protegem contra o cancer gastrico. Em
oposi¢do, pimenta, carne processada, alimentos defumados, grelhados e churrasco séo

produtos associados ao cancer gastrico.
b) Alcool e fumo

O consumo cronico de 4lcool e tabagismo intenso sdo fatores de risco importantes para
o desenvolvimento de cancer gastrointestinal, entre eles o cincer gastrico. A carcinogénese
associada ao alcool é principalmente relacionada ao acetaldeido, produto de degradagio do
alcool. Este composto liga-se ao DNA sendo, portanto mutagénico e carcinogénico.
Adicionalmente, o 4lcool induz as enzimas citocromo P-450, levando a gerac@o de espécies

reativas do oxigénio, e ativag@o pré-carcinogénica aumentada (POSCHL; SEITZ, 2004).

O projeto da European Prospective Investzgatzon Into Cancer and Nutrition (EPIC)
encontrou uma relagéio direta entre presenca de fumo e desenvolvimento de céncer géstrico.
Em seu estudo, uma associagfo significante entre o uso de cigarros e risco de cincer gastrico

foi encontrado (GONZALEZ et al., 2003).

c¢) Agentes infecciosos

Infecgoes bacterianas e virais tém sido apontadas como importantes fatores ambientais
na indugéo e progressdo de cincer gastrico. Entre esses agentes infecciosos, o virus Epstein-
Barr (EBV) e a bactéria Helicobacter pylori (H. pylori) merecem destaque, principalmente

esta ultima, devido a sua associag@io com diversas doengas géstricas, principalmente o cancer
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gastrico e seu merecido reconhecimento como agente carcinégeno do grupo I, pela IARC, em

1994 (IARC, 1994; NIEDOBITEK, 1999; CORREA, SCHNEIDER, 2005).

1.2- Helicobacter pylori
1.2.1- HISTORICO

Por volta de 1889, W. Jaworski (Figura 14a), professor de Medicina da Universidade
Jagiellonski da Cracdvia, Polonia, descreveu pela primeira vez organismos espiralados no
sedimento de lavados géstricos obtidos de humanos (KONTUREK et al., 1996). Ele notificou
entre outros bacilos, uma bactéria com uma aparéncia espiralada e denominou-a de Vibrio

rugula, sugerindo pela primeira vez seu possivel papel patogénico em doencas gastricas.

Na segunda metade do século XIX, Bizzozero (1892) reportou a presenca de tais
organismos no trato gastrointestinal de animais, mas esses achados foram considerados mera
curiosidade microbiologica. Em 1900, Salomon mostrou que bactérias espiraladas infectando

ces e gatos poderiam ser transmitidas aos ratos (KONTUREK, 2003).

Em 1906, Kreinitz, e posteriormente em 1940, outros estudos confirmaram a
descoberta de Jaworski. Estes estudos documentaram a presenga de espiroquetas em torno de

40% de estomagos humanos em examinagdo postmortem € em espécimes cirurgicos frescos

(KONTUREK, 2003).

O principal obstaculo no reconhecimento do papel dessa bactéria na patologia géstrica
humana foi inicialmente a falha persistente em cultivar a bactéria a partir de amostras de
estdmago. Em 1975, Steer encontrou bactérias espiraladas intimamente aderidas as células do

epitélio superficial gastrico, mas cultivou somente Pseudomonas aeruginosa.

Em 1982, iniciava-se uma nova era na gastroenterologia basica e clinica marcada pela
cultura bem sucedida de bactérias espiraladas por Warren e Marshall (Figura 14b) em um
laboratério de microbiologia d6 Hospital Royal Perth durante um fim de semana de um
feriado prolongado de Pascoa. A primeira cultura foi realizada a partir de bidpsias géstricas de .
um paciente com ulcera duodenal e as bactérias isoladas foram inicialmente chamadas de um
Campylobacter-Like Organism (CLO) acﬁando que ele fosse uma espécie do género

Campylobacter, mas tornou-se um género diferente agora denominado de Helicobacter,
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espécie Helicobacter pylori (MARSHALL, 1984). Atualmente, sdo vastos os estudos
envolvendo esse microrganismo, porém ainda sfio pouco entendidos seus mecanismos

carcinogénicos gastricos.

Figura 14 - W. Jaworski, 1886 [a] e Marshall e Warren [b]. Fonte: Adaptado de Konturek, 2003.

1.2.2- EPIDEMIOLOGIA

Estima-se que a bactéria H. pylori estd presente no estdmago de, pelo menos, metade
da populacdo do mundo. A infeccdo freqiientemente permanece ao longo da vida e pode
evoluir com manifestacdes clinicas e histologicas diversas, variando de individuos

assintomaticos a individuos sintométicos (MARSHALL, 2000).

A prevaléncia da infecgiio por H. pylori e 0 modo de transmissdo variam entre grupos
populacionais. Com relagdo a prevaléncia, entre adultos de meia idade, nos paises em
desenvolvimento, ela € em média de 80 a 90% e em paises desenvolvidos é menor que 40%.
Essa variagdo nas taxas de prevaléncia pode ser explicada pela grande variabilidade de
métodos diagnoésticos, espécimes clinicos utilizados e condi¢des sécio-econdmicas e
educacionais da populagdo (AHMED et al., 2006; AZEVEDO et al., 2009). A transmissdo
ocorre normalmente em pessoas com idade mais jovem e muitos estudos destacam a
importincia da transmiss&o intrafamiliar e da mé condi¢éo socioecondmica na aquisi¢io de H.
pylori. Em paises desenvolvidos a transmissfio direta pessoa-pessoa parece predominar,
enquanto em paises em desenvolvimento a rota fecal-oral e a 4gua contaminada t€m maior
impacto (GOODMAN; CORREA, 1995; KIVI; TINDBERG, 2006; MAGALHAES
QUEIROZ; LUZZA, 2006). O estdmago € o principal habitat de H. pylori, com extensdo para
duodeno proximal ou es6fago distal (DUNN et al., 1997).
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1.2.3- CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS
1.2.3.1- Classificacdo taxonomica

A espécie Helicobacter pylori pertence a seguinte classificacdo taxondmica

(KONEMAN et al., 2008):

- Dominio: Bacteria;

- Reino: Eubacteria;

- Filo: Proteobacteria;

- Classe: Epsilonproteobacteria;

- Ordem: Campylobacterales;

- Familia: Helicobacteraceae;

- Género: Helicobacter.
1.2.3.2- Estrutura e nutricio

H. pylori ¢ uma bactéria em forma de espiral, ndo esporulada, medindo de 2,5 a 5,0
uM de comprimento e 0,5 a 1,0 pM de largura. E lofotriquia, com quatro a seis flagelos
unipolares embainhados, com bulbo terminal, como representado na figura 15 ¢ 16 (DUNN et

al., 1997).

Com relacdo a coloragdo de Gram, H. pylori € classificada como Gram negativa, e,
portanto, apresenta como tal uma membrana externa e outra membrana citoplasmatica,
separadas por um espago periplasmatico de aproximadamente 30nm de espessura. Diferente
de outras bactérias gram-negativas, a camada fina de peptideoglicano, com composigédo de

muropeptideo, € estruturalmente menos complexa (MOBLEY et al., 2001).

Adicionalmente, ¢ observada uma membrana polar, localizada 20nm abaixo da
membrana plasmaética e proxima ao sitio de insercdo do flagelo. Essa membrana contém um
conjunto de moléculas de ATPase e provavelmente ¢ localizada neste sitio para gerar energia
para motilidade e sintese da parede celular. O citoplasma possui material nucleside e
ribossomos. Tanto no citoplasma como proximo ao pdlo do flagelo, existem granulos

intracelulares, chamados de grianulos polifosfatos, que servem como fonte de energia, reserva
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de fosforo e possivelmente prover energia requerida para motilidade das células. A figura 16
mostra uma representacdo esquemdtica simplificada dessa bactéria. Nessa figura, €
interessante notar que aderidos & membrana e a parede celular estdo os flagelos, que sdo
compostos pelo corpo basal (Anel L, P, S e M e Bastfo), gancho e filamento (MOBLEY et
al., 2001).

1 25a50um/05a10um |

~——> 4 a6 flagelos
embainhados

Espiralada

Figura 15 - Representacio estrutural externa de H. pylori. Fonte:
http://dooktor.pl/image_atta/art/Ax50QR10126PS497b2yv6HrHt55002.jpg.
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Figura 16 — Diagrama esquematico da camada externa da bactéria H. pylori. Fonte: Adaptado de gcat.davidson.edu.

Com base em suas necessidades nutricionéis, H. pylori ¢ uma bactéria fastidiosa,
heterotréfica e microaerofila apresentando, portanto um crescimento 6timo sob baixa tenséo
de oxigénio (10% CO,, 5% de O, 85% de N,) e na presenca de compostos orgénicos, além de

fatores de crescimento (KONEMAN et al., 2008).
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1.2.3.3- Genoma

O genoma de H. pylori (cepa 26695) consiste de um cromossomo circular Gnico com
um tamanho de 1.667867 pares de base, apresentando 91% de regido codificante € com um
conteudo médio de G+C de 39%. Cinco regides no genoma apresentam uma diferenca
significante na composi¢do de G+C, sendo que duas dessas regides s3o importantes por
possuirem genes envolvidos no processamento do DNA (TOMB et al., 1997). Outra regifio de
destaque no genoma ¢ a ilha de patogenicidade cag (cag-PAI), um elemento insercional de
aproximadamente 40 kb de DNA contendo em torno de 31 genes, e embora seja desconhecida
sua origem ¢ sugerido que ela foi adquirida de outras espécies bacterianas ou mesmo de outro
género desde que o conteido G+C dessa regifio ¢ diferente do restante do genoma de H.

pylori (HACKER et al., 1997).
1.2.3.4- Fatores de viruléncia e patogénese da infecc¢io por H. pylori

Sdo diversos os fatores de viruléncia de H. pylori envolvidos na patogénese gastrica,
contudo basicamente eles sdo divididos, de acordo com as fungdes que apresentam, em
aqueles envolvidos na colonizag@io, adesfio do epitélio gastrico, no dano tecidual e na
sobrevivéncia da bactéria (MOBLEY et al., 2001). A seguir serdo descritos os principais

fatores de viruléncia de H. pylori citados na literatura.
1.2.3.4.1- Urease

A urease € uma enzima essencial tanto para metabolismo como para viruléncia dessa
bactéria. Ela € necessaria para colonizagdo da mucosa gastrica, j4 que ela permite a
manutencdo de pH neutro no microambiente ao redor da bactéria, necessario para
sobrevivéncia no estdmago &cido, além de ser um imundgeno potente. Adicionalmente, a
urease € usada para identificagdio taxondmica e para o diagndstico e seguimento depois do
tratamento (EATON et al., 1991; MICHETTI et ;11., 1994; FERRERO et al., 1994). A enzima
urease, também chamada de uréia amidohidrolase, ¢ uma metaloenzima de alto peso
molecular, em torno de 550 kDa, composta de trés subunidades de 26,5 kDa (UreA), 61 kDa
(UreB), e 13kDa k[JreC) (LABIGNE et al., 1991). Ela catalisa a hidrolise da uréia em amonia
e carbonato e este ultimo espontaneamente se decompde para formar outra molécula de

amdnia e acido carbdnico, como representado abaixo, que resulta em um aumento do pH:

H,N-CO-NH, + H,0 — NH; + H,N-C(O)OH
H,oN-C(O)OH + 2H;0 — NH3 + H,CO; 1pH
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1.2.3.4.2- Ilha de patogenicidade cag (cag pathogenicity island — cag-PAI)

A ilha cag-PAl esta presente em 60-90% das cepas mundiais (COVACCI et al., 1999)
e sua integridade € essencial para infecgdo bem sucedida de células epiteliais gastricas por H.
pylori ja que contém genes envolvidos na patogénese gastrica. Estudos realizadbs por Blaser;
Berg (2001) e Al et al. (2005) mostraram que cepas de H. pylori portadoras de cag-PAI eram
relacionadas a doengas gastricas tais como tlcera gastrica e carcinoma gastrico, sugerindo o

papel dessas cepas na patogénese géstricé.

Os principais genes pertencentes a cag-PAI codificam proteinas envolvidas no dano
tecidual géstrico e incluem genes de viruléncia (vir), distribuidos uniformemente por toda ilha
(Figura 17), além dos genes cagA e cagE (também conhecido como virB4), localizados na
porgdo direita da ilha e considerados como marcadores de integridade dessa ilha (BLASER et

al., 1995; SOZZI et al., 2005).
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Figura 17 — Representacfio da ilha de patogenicidade cag do genoma da cepa 26.695 de H. pylori. Fonte: Adaptado de
Suerbaum; Josenhans, 2007.

a) Genes do sistema de secrecdo tipo IV

A maioria de seus genes vir, da familia virB/D codificam os componentes do sistema
de secrecdo tipo IV, que consiste em uma seringa molecular, atuando na transferéncia de
produtos bacterianos, incluindo CagA, dentro das células epiteliais gastricas (TOMB et al.,
1997; WEN; MOSS, 2009). Entre esses genes, o virB11 merece destaque devido ao seu papel

importante na codificagdo de proteina de mesmo nome envolvida na biogénese do sistema de
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secrecdo tipo IV e por essa proteina possuir atividade de ATPase (Figura 18), fornecendo
energia para formacdo do pilus desse sistema de secrecdo (BACKERT; SELBACH, 2008). A
figura 18 mostra as proteinas envolvidas na formacdo do sistema de secrecéo tipo IV de H.
pylori. Por esta figura € possivel observar que a proteina VirB11 forma um heximero (seta
vermelha) aderido a membrana interna. A proteina Cagl. do pilus formado adere aos
receptores de integrinas (o5 € B1) na membrana plasmatica de células epiteliais gastricas e

permite a inje¢do de fatores de viruléncia de H. pylori.
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Figura 18 - Modelo da maquinaria do sistema de secrecio tlpo IV de H. pylori. Fonte — Adaptado de Backert; Selbach,
2008.

b) Gene cagA (Gene do antigeno A associado a citotoxina — Cyloloxin-associated

antigen A gene)

Cepas portadoras do gene cagA tém sido associadas as lesdes gastricas mais graves,
incluindo cincer gastrico, sendo portanto um marcador de viruléncia H. pylori reconhecido na
patogénese gastrica (HATAKEYAMA, 2004; WEN; MOSS, 2009). CagA € uma proteina de

120-145 KDa com uma regifio carboxiterminal variavel, que apresenta motivos denominados
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EPIYA. Existem quatro tipos de sequéncia EPIYA, -A, -B, -C e -D, que variam de acordo
com a sequéncia de aminodcidos que apresentam e entre regides geograficas, como

representado na figura 19 (HATAKEYAMA, 2004).

EPIYA
AB CCC

r ﬁ-ﬁ—ﬁ-ﬁ—————] CagA ocidental

>
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=
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== >
m

Figura 19 — Esquema das sequéncias EPIYA A, B, C e D da proteina CagA nas cepas ocidentais e asidticas. Fonte:
Adaptado de Hatakeyama, 2004.

A figura 20 ilustra o principal mecanismo de acdo da proteina CagA. Quando a
proteina CagA ¢ injetada nas células epiteliais géstricas através do sistema de secregéo tipo
IV, ela fica integrada & membrana plasmatica, onde sofre fosforilagdo em residuos de tirosina
de sitios EPIYA por membros da familia de quinases denominadas de SRC. Ao ser
fosforilada, esta interage com dominios da proteina homoéloga 2 de SRC, a SH2, que uma vez
ativada induz a sinalizacfio através de quinase regulada por sinais extracelulares (ERK), por
mecanismos dependentes ou independentes de RAS. A desregulagfo sustentada dessa via leva
a apoptose em células epiteliais gastricas. Entre cepas ocidentais de H. pylori produtoras de
CagA, o nimero de sitios EPTYA-C correlaciona-se diretamente com os niveis de fosforilagdo

de tirosina, atividade ligante de SHP2 e transformag&o morfolégica (HIGASHI et al., 2002).

- | Extracelular [

Membrana
| celular

Sinal mitagénico anormal
) Fendtipo Hummingdird
~ Dispersao celular
CaoA bl

Figura 20 — Mecanismo de acfio da proteina CagA. Fonte: Adaptado de Hatakeyama, 2004.
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Adicionalmente, CagA também promove um fendmeno chamado de hummingbird, ou
“beija-flor”, devido ao desarranjo do citoesqueleto, dispersdo e alongamento das células
infectadas (HIGASHI et al., 2004), como representado na figura 21.

Figura 21 — Imagem de células epiteliais gastricas com desarranjo do citoesqueleto e alongamento das células
infectadas com cepas cagA (+) (seta vermelha). Fonte: Kwok et al., 2007.

c) Gene cagE (Gene do antigeno E associado a citotoxina - Cytotoxin-associated

antigen E gene)

A proteina CagE € outro fator de viruléncia de H. pylori, codificado pelo gene cagE,
localizado na extremidade direita da cag-PAI, acima de cagA. Além de possuir uma funcio
estrutural na formagdo do sistema de secregfo tipo IV, ela atua também como uma citotoxina
envolvida no aumento de expressdo de interleucina 8 em células epiteliais gastricas
(AUDIBERT et al., 2001). Mais recentemente, Sozzi et al. (2005) considerou-a como um
melhor marcador de integridade de cag-PAI do que cagA.

1.2.3.4.3- Outros fatores de viruléncia

a) Citotoxina Vacuolizante A (V acA)

Os estudos que levaram a descoberta da proteina VacA derivaram das pesquisas de
Leunk e colaboradores, em 1988, onde observaram que sobrenadantes de cultura em caldo de
H. pylori induziam degenerag&o ;/acuolar intensa em vrias linhagens de células cultivadas
(LEUNK et al., 1988). Em 1992, a proteina mediadora do efeito foi purificada e nomeada de
citotoxina vacuolizante devido a sua agdo vacuolizante (COVER; BLASER, 1992). Contudo,
foi apenas em 1994, com a determinagdo da sequéncia aminoterminal da proteina, que a
clonagem e sequenciamento do gene da toxina foi possivel, sendo designada vacA (COVER
etal., 1994; SCHMITT; HAAS, 1994; TELFORD et al., 1994).

EWIVERTINADY FERERAL DO CEARA
QUBLIOTECA BE CIEECIAS DA cA0D8

‘57
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Todas as cepas de H. pylori contém uma copia do gene cromossomal vacA, contudo,
existe um alto nivel de diversidade entre os alelos de vacA entre as cepas. Essa diversidade
alélica € particularmente notével préximo a regido terminal 5° de vacA (regifo sinal - s) e na
regido do meio do gene (regido m), que se combinam em mosaico via recombinagiio homéloga.
Duas familias principais de sequéncias da regido s (sl e s2) e da regifio m (m1 e m2) tém sido
descritas, além de outros subtipos de alelos de vacA, como sla, s1b, slc, mla, m1b, m2a e m2b
(ATHERTON et al., 1995; VAN DOORN et al., 1998). A regido sinal afeta a atividade
vacuolizante da toxina, enquanto a regido do meio determina a éspeciﬁcidade da ligacdo entre a
toxina € a c€lula do hospedeiro, afetando, portanto a ligacBio as células epiteliais gastricas
(LETLEY; ATHERTON, 2000; JI et al., 2000). A figura 22a mostra de forma esquemaética a

representacdo do gene vacA e sua variagéo alélica.
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Figura 22 — a) Representaciio esquemitica da regifo sinal e do meio do gene vacA de H. pylori e seus subtipos de
alelos. b) Esquema da proteina VacA e processamento proteolitica para formacfio de proteina ativa. Fonte: Adaptado
de Cover; Blanke, 2005.

Mais recente, Rhead et al. (2007) descreveram uma terceira regiio polimoérfica no gene
vacA, localizada entre a regido sinal e do meio, denominada de regifio intermediaria, que
apresenta duas variagdes alélicas, il e 12, ambas comuns entre isolados clinicos de H. pylori e

também associada a atividade vacuolizante da toxina.

O gene vacA codifica inicialmente uma protoxina inativa de aproximadamente 140 kDa
(Figura 22b). Posteriormente, uma seqiiéncia 'sinal aminoterminal e um fragmento
carboxiterminal sd3o clivados proteoliticamente, gerando uma toxina madura de
aproximadamente 88 kDa, denominada VacA. As moléculas de toxina madura sfo secretadas
no espago extracelular via um mecanismo de autotransporte ou podem ser retidas na superficie

da bactéria. A toxina madura sofre clivagem proteolitica em dois fragmentos, p33 e p55. O
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primeiro fragmento € responsdvel pela atividade vacuolizante da toxina e o segundo pela

ligagdo de VacA as células do hospedeiro (COVER et al., 1994; COVER; BLANKE, 2005).

Ap6s a ligacdo de VacA a superficie das células epiteliais gastricas, essa toxina é
internalizada e forma canais anion-seletivos na membrana de compartimentos endociticos
(Figura 23). A permeabilidade do cloreto através desses canais resulta em um aumento da
concentracdo de cloreto intraluminal e para compensar este aumento, a atividade ATPase
vacuolar aumenta, resultando no aumento do influxo de prétons e reducgéo de pH intraluminal.
Posteriormente, bases fracas permeantes de membrana como a amonia se difunde para os
compartimentos endociticos e torna-se protonada nesse‘ compartimento (MORBIATO et al.,
2001). O edema osmoético desses compartimentos, pela entrada de H,O, resulta em

vacuolizagdo celular, como representada na figura 23.
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Figura 23 — Vacuolizacdo celular induzida por VacA. Fonte: Adaptado de Cover; Blanke, 2005.
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Em células epiteliais gastricas, além da agfo de vacuolizago celular, a toxina VacA
atua também alterando a permeabilidade da membrana mitocondrial, levando ao aumento da
liberagdo do citocromo ¢ e portanto induzindo a apoptose (COVER et al., 2003).
Adicionalmente, ela estimula a sinalizagdo pré-inflamatéria, através do estimulo da producéo
de citocinas pré-inflamatoérias, tais como TNFa e IL-6 (SUPAJATURA et al., 2002).
Também, a ativagdo por VacA da via de sinalizagdo de proteinas quinases ativadas por
mitégenos € do fator de transcrigdo ativado 2 leva ao aumento de proliferacio celular
(NAKAYAMA et al., 2004). Em células T do sistema imune, VacA atua inibindo a ativacio e
proliferagéo desses linfocitos através da inibigdo da produgdo de IL-2, que é essencial para
viabilidade e proliferagé@o de células T. Como conseqiiéncia, ocorre um comprometimento da

resposta imune celular (GEBERT et al., 2003) (Figura 24).

Lumen do estémago VacA
O Atividade de canal de membiana
A / \ sm.‘lzo;.im
NS pot H. pyloti tompe a
M baireira epitelial S— —
/ v \@/
: 0
VacAligada a superficie o N
funcionando como wma \
adesina N\ K
Qe vacnzaio (B
Sinalizagdo pro-inflamatoria @ EELE g ) < \
Liberagao de citoctomeo ¢ | / \
@ /s i

Inibicdo da ativaciode ¢
células T e proliferacio
Lamina propria

(elfelelelelelolecleleclolelelelala)

Figura 24 — Mecanismo de acdo de VacA em células epiteliais gastricas e linfécitos T. Fonte: Adaptado de Cover;
Blanke, 2005.

Cepas de H. pylori portadoras de alelos de vacA do tipo s1 foram associadas com um
risco aumentado para desenvolvimento de tlcera péptica e cancer gastrico quando comparado
com cepas portadoras de alelos s2 (FIGUEIREDO et al., 2002), o que pode ser explicado pela
incapacidade de cepas vacA s2 em produzir citotoxicidade detectavel in vitro (ATHERTON
et al., 1995). Também, cepas vacA ml positivas foram associadas com risco aumentado para
desenvolvimento de céncer gastrico quando comparadas as cepas vacA tipo m2

(FIGUEIREDO et al., 2002).
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b) Flagelos

A colonizagdo bem sucedida da mucosa géstrica por H. pylori é dependente da
presenca do flagelo. O flagelo de H. pylori basicamente é composto de um corpo basal, que é
embebido na parede celular e contém proteinas necessarias para rotagdo e quimiotaxia; um
filamento que age como uma hélice quando € rotacionado a sua base; e um gancho que serve
como uma jungéo entre o corpo basal e o filamento flagelar (MOBLEY et al., 2001) (Figura
25). Pelo menos 20 proteinas constituem os componentes estruturais do flagelo, contudo

apenas componentes do filamento e do gancho tem sido caracterizados detalhadamente.

O filamento € um copolimero de subunidades de flagelinas FlaA e FlaB. FlaA ¢é o
subtipo predominante ¢ FlaB o subtipo menor, localizado na base do flagelo. Ambos os
subtipos de flagelinas apresentam massas moleculares similares (53kDa) e compartilham
consideravel homologia quanto & composi¢cdo de aminoécidos, mas os genes ndo possuem

ligagdo cromossoémica (MOBLEY et al., 2001).

Em um estudo realizado por Josenhans et al. (1995), utilizando mutantes isogénicos de
flaA ou flaB, revelou-se que ambos os genes s@o necessdrios para motilidade de H. pylori,
contudo derivados mutantes que ndo apresentam apenas flaB possuem um flagelo normal,
mas apenas com motilidade diminuida, indicando um papel relevante de flaA para o sucesso

da colonizagdo.

Aparato exportador

Figura 25 — Representacfio da estrutura do flagelo, mostrando a composicio protéica distinta na regifio do filamento,
gancho e corpo basal. Fonte: Adaptado de Mobley et al., 2001.



ALVES MKS. Gendtipo de Helicobacter pyloni na etiologia do cancer gdstrico: correlagdo com metilagdo e expressdo génica. 2010 IMM‘UCEO

1.2.4- DIAGNOSTICO DA INFECCAO POR H. pylori

A infecgdo por H. pylori pode ser diagnosticada por métodos invasivos (endoscopia
com biopsia para histologia, cultura, teste rapido da urease e PCR) e técnicas nfo invasivas
(sorologia, teste respiratorio de BC-uréia e teste de antigeno nas fezes). A escolha do método
é baseada na prevaléncia da infeccdo na populacio; nos sintomas apresentados; na

disponibilidade e nos custos dos testes (VAIRA; VAKIL, 2001; RICCI et al., 2007).
1.2.4.1- Testes invasivos
1.2.4.1.1- Endoscopia

A endoscopia gastrointestinal alta € o procedimento invasivo utilizado para avaliaggo
macroscopica da mucosa gastrica e obtencdo das biopsias de tecido gastrico para posterior
identifica¢do da infeccdo por H. pylori, utilizando os métodos abaixo descritos. Segundo
Malfertheiner et al. (2007), esse procedimento € recomendado em pacientes com idade acima
55 anos, em pacientes que apresentam sintomas de alerta, tais como anemia, perda de peso, ou

naqueles pacientes com novos sintomas dispépticos agudos.

a) Histologia

A histologia permite a detec¢do da bactéria no tecido bem como da presenca de
inflamac#o. A coloragdo de Giemsa ¢ a coloragéo de escolha para detecgdo de H. pylori ja que

esta técnica € simples, apresenta sensibilidade alta.quando comparada a outras coloragdes e

baixo custo (ROTIMI et al., 2000).

No tecido, H. pylori é reconhecida pela sua aparéncia como bacilo curvo, curto ou em
forma de espiral na superficie do epitélio ou na camada de muco ou na profundidade das

glandulas (RICCI et al., 2007).

Essa técnica varia em torno 53-90% tanto na sensibilidade quanto na especificidade
devido a dependéncia do numero de biopsias obtidas, sitio clinico avaliado, densidade de
bactéria presente, uso de antimicrobianos e experiéncia do patologista (EL-ZIMAITY et al.,

1996; ROTIMI et al., 2000).
b) Cultura

O método padrio ouro para detecgfio da infecgdo por H. pylori ¢ a cultura, devido a

sua alta especificidade (100%) e por possibilitar a detec¢do da sensibilidade de H. pylori aos
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antimicrobianos. Contudo, a sensibilidade desse método é baixa, devido a dificuldades no
cultivo in vitro dessa bactéria, visto ser um microrganismo bastante fragil. Por esse motivo, a
falha no cultivo decorre das seguintes impropriedades: niimero de biopsias, transporte dos
espécimes clinicos, meios de cultura utilizados, tempo de processamento da amostra, uso
prévio de antimicrobianos, inibidores da bomba de prétons, além de inexperiéncia do

microbiologista (RICCI et al., 2007).

c) Teste rapido da urease

Esse teste ¢ baseado na atividade da enzima urease produzida por H. pylori que
degrada a uréia em amdnia, e esta por sua vez aumenta o pH da soluggio do teste. A alteracgo
do pH ¢ detectada pelo indicador vermelho fenol que muda da cor amarela para vermelha. Em
comparagdo a histologia e cultura, os testes rapidos da urease s3o mais 4geis, baratos e com

sensibilidade semelhante (MONTEIRO et al., 2001; TSENG et al., 2005).

d) Testes moleculares

Entre os testes moleculares utilizados para detecgdo da infec¢dio por H. pylori, a
Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) tem sido amplamente utilizada. Para identificacfio
dessa bactéria normalmente sdo utilizados os genes RNAr 168, ureA e/ou ureC (DUNN et al.,
1997). Além de possibilitar a detec¢do com alta especificidade e sensibilidade, PCR também
possibilita a detecgdo de resisténcia de H. pylori a medicamentos e genotipagem dessas cepas
(ZSIKLA et al., 2006).

Lage et al. (1995) em um estudo comparando a técnica de PCR com outros técnicas,
como histologia, teste rdpido da urease e cultura, para detec¢éio da infecgfo por H. pylori,
mostrou que a PCR, através da pesquisa do gene ureC, apresentou alta sensibilidade quando
comparada aos outros métodos e especificidade equivalente a cultura, demonstrando a

excelente utilidade desse método no diagnéstico de H. pylori.
1.2.4.2- Testes ndo-invasivos

Segundo Ricci et al. (2007), os testes nfo-invasivos para detec¢do de H. pylori podem
ser divididos em ativos, quando detectam antigenos bacterianos, ou passivos, quando

detectam anticorpos produzidos contra essa bactéria.
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1.2.4.2.1- Testes ativos

a) Teste respiratério da uréia

Esse teste € baseado no principio que a atividade da urease € presente no estomago de
individuos infectados por H. pylori. Pacientes ingerem uréia marcada com carbono C ou C
e a hidrolise da uréia ocorre na camada de muco e resulta na produgio de CO, marcado. O
CO; marcado difunde-se no epitélio dos vasos sanguineos e ¢ detectado na respirag¢do dos
pacientes. Ele apresenta alta sensibilidade e especificidade, e ¢ utilizado para confirmaco de
erradicagdo de H. pylori; contudo, o teste respiratorio da uréia pode ndo ser confidvel na
avaliacdo de pacientes que fizeram cirurgia géstrica ou naqueles que usaram inibidores de

bomba de prétons ou ranitidina (RICCI et al., 2007).

b) Teste para pesquisa de HpSA (Helicobacter pylori Stool Antigen)

O teste para pesquisa de antigeno de H. pylori nas fezes € um tipo de imunoensaio
enzimatico que usa anticorpos anti-H. pylori. Em um estudo de Manes et al. (2001), a
sensibilidade e especificidade desse método foram de 87,5% e 95,7%, respectivamente, apos
terapia de erradicagio. Vaira et al. (2002) sugere que o teste respiratério da uréia e teste de

pesquisa de HpSA sdo equivalentes para confirmacéo de erradicagéo de H. pylori.
1.2.4.2.2- Testes passivos

a) Detecco de anticorpos especificos

Os testes sorologicos s@o baseados na detec¢dio de anticorpos do tipo IgG anti-H.
pylori no soro dos pacientes. Esses testes apresentam as vantagens de serem de baixo custo e
ndo necessitarem de equipamentos especificos para sua realizagdo. Contudo, eles nio
distinguem entre uma infecgdo por H. pylori ativa e uma exposicdo prévia (STERNBERG et
al., 1997; CIRAK et al., 2007).

1.2.5. POSSIVEIS MECANISMOS CARCINOGENICOS

A relagdo entre presenga de infecgdo por H. pylori e desenvolvimento e progressdo de
cAncer gastrico ja € bem estabelecida, contudo ainda ¢ pouco entendido por quais mecanismos
carcinogénicos essa bactéria atua. Adicionalmente, apesar de mais de 50% da populacio

possuirem H. pylori, menos de 1% desenvolvem o adenocarcinoma gastrico (LADEIRA et al.,
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2003), levantando a hipotese de que existem cepas de H. pylori mais patogénicas, além de

fatores especificos dos hospedeiros que contribuem para o desenvolvimento desses tumores.

E proposto que H. pylori pode induzir o carcinoma géstrico por efeitos de dois tipos
principais de eventos, que sdo o dano indireto de produtos da inflamag¢do causando eventos
mutacionais em células epiteliais gastricas e/ou efeitos diretos nas células epiteliais géstricas
por H. pylori ou por liberagdo de produtos dessa bactéria em diferentes niveis. Neste tltimo
caso, esse efeito direto consiste em: efeitos toxicos diretos em células epiteliais (GRISHAM
et al., 2000); alteracdo no balango proliferacdo-apoptose (KONTUREK et al., 1999); estresse
oxidativo celular (LI et al., 2000); desregulagéo do sistema de reparo por erro de pareamento
do DNA (MMR) (KIM et al., 2002; MIRZAEE et al., 2008); altera¢cdes na adesdo celular
(TERRES et al., 1998); e efeitos nas vias de transdugfio e expressdo de genes, tais como de
genes supressores tumorais, como p33, p2 e pl G (GAO et al., 2000; EGUCHI et al.,
2003; LI et al., 2005; LIMA et al.,, 2008), além de genes que codificam enzimas pro-
inflamatorias (COX-2) (KONTUREK et al., 2006 ).

Atualmente, a presenga de H. pylori vem sendo associada a indugfo de hipermetilagio
em regides promotoras de genes importantes para a progressdo tumoral gastrica. Perri et al.
(2007) mostraram que apos a erradicagéo de H. pylori, o status de metilagdo dos genes CDHI
e CDKN2A4 diminuiram significantemente e a metilacdo no gene COX-2 desapareceu
completamente. Chan et al. (2006) também observaram que a incidéncia de metilagdo em
regides promotoras de CDHI diminui depois da erradicagdo de H. pylori. Mais recentemente,b
Kitajima et al. (2008), em estudo in vitro, demonstraram a existéncia de uma relagéo entre
presenca de H. pylori e metilagdo do supressor de tumor RUNX3. Adicionalmente, Dong et al.
(2009), in vivo, mostraram que a freqiiéncia de metilagdo do promotor de CDKN2A4 em lesdes

pré-cancerosas gastricas, foi maior em pacientes H. pylori positivos.

Neste contexto, ¢ evidente a relevancia de estudos que possibilitem a elucidago de
mecanismos pelos quais H. pylori pode promover a carcinogénese gastrica. Frente a
diversidade genética apresentada pela H. pylori torna-se importante verificar a relagdo

existente entre seus genotipos especificos e os possiveis mecanismos carcinogénicos.
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2- PERGUNTA DE PARTIDA

Cepas de H. pylori mais patogénicas estio associadas a inativagdo de genes
importantes na carcinogénese gastrica, como CDKN24, HMLHI e COX-2, via hipermetilagdo

de seus promotores?

3- HIPOTESE

A inativag8io dos genes estudados € dependente do genotipo H. pylori.
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4- OBJETIVOS
4.1- GERAL

Avaliar a relacdo de cepas de H. pylori com a expressdo e metilagdo em regides
promotoras dos genes CDKN24, HMLHI e COX-2, em uma série de adenocarcinomas

gastricos, associando com os achados clinicos e histopatolégicos.

4.2- ESPECIFICOS

» Detectar a freqiiéncia de infecgdio por H. pylori e dos genes de patogenicidade, cagA,
subtipos de vacA, cagE, virB11 e flaA;

» Determinar a expressdo € o padrio de metilagdo em regides promotoras dos genes
CDKN24, HMLHI e COX-2, em amostras de adenocarcinomas gastricos,

correlacionando o status da metilagéio com a expressdo dos mesmos;

» Correlacionar todos os dados relativos a expresséo e metilagdo em regides promotoras
dos genes CDKN24, HMLHI e COX-2 com os achados clinico-epidemiologicos e

histopatologicos, com énfase na relevancia desses eventos na tumorigénese gastrica;

» Associar os genotipos de H. pylori com a expressdo e o status da metilacdo em regides

promotoras dos genes CDKN24, HMLH-1 e COX-2;

» Verificar as associa¢des de cepas de H. pylori com a expresséo € o status da metilacdo
em regides promotoras dos genes CDKN2A, HMLHI ¢ COX-2, considerando os achados

clinico-epidemiolégicos e histopatoldgicos e sua significdncia na tumorigénese gastrica.
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5-METODOLOGIA

5.1- ASPECTOS ETICOS

O presente trabalho faz parte de um projeto multidisciplinar denominado “Alteragdes
moleculares no cancer gastrico: associagdo com fatores epidemiologicos”, o qual foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Walter Cantideo (HUWC) em
reunifio no dia 30/11/2004, numero do oficio: 712/04, sob protocolo 199/04 (Anexo I), dentro
das normas que regulamentam as pesquisas em seres humanos segundo as Resolugdes 196/96

e 251/97 do Conselho Nacional de Saude — Ministério da Saude/Brasil.

Os pacientes participantes da pesquisa foram inicialmente esclarecidos sobre de que se
constituia a pesquisa, os objetivos do trabalho e informados de sua aprovagéo pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Ceard (UFC). Ap6s os devidos
esclarecimentos, foi apresentado aos pacientes e respectivos responsdveis, o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo II) para preenchimento e assinatura.
5.2- DESENHO DO ESTUDO

Tratou-se de um estudo observacional, do tipo transversal, no qual foram coletados
dados epidemiolégicos, clinicos e material bioldgico (tecido tumoral géstrico), com o intuito
de avaliar os possiveis mecanismos envolvidos na carcinogénese gastrica relacionados com

genoétipo de H. pylori.
5.3- POPULACAO DE INVESTIGACAO

A populagsio de investigagiio foi composta de 82 pacientes atendidos no Servigo de
Cirurgia do Hospital Universitario Walter Cantideo (HUWC) da Universidade Federal do
Ceara (UFC), na Santa Casa de Misericérdia de Fortaleza-CE, no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina em Botucatu/SP e no Hospital Amaral Carvalho, em Jaw/SP, com

diagnéstico de adenocarcinoma géstrico, e submetidos a gastrectomia parcial ou total.

5.4- CRITERIOS DE INCLUSAO

> Pacientes com diagnostico histopatologico de adenocarcinoma géstrico feito a partir de

bidpsias gastricas obtidas através de endoscopia e ou gastrectomia parcial ou total;

» Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelo paciente;
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» Representatividade de células tumorais em amostra tumoral e bloco utilizado para

estudo (>80% de células tumorais);

> Presenca tanto de material tumoral fresco para extracdo de DNA como de blocos em

parafina para analise histopatologica e imuno-histoquimica.
5.5- COLETA DOS DADOS CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS

Os dados clinicos e epidemiologicos foram coletados a partir do prontudrio do
paciente, de informagdes fornecidas pelo médico e de entrevista direta com o paciente, de

acordo com a ficha de Cadastro de Pacientes (Anexo III), elaborada previamente.
5.6- PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS
5.6.1- COLETA, PROCESSAMENTO E ARMAZENAMENTO DA AMOSTRA

As amostras de tecido tumoral gastrico foram coletadas no centro cirtrgico dos
hospitais previamente citados. Durante a gastrectomia, quando a peca foi retirada, um
fragmento de tecido tumoral fresco de tamanho representativo foi obtido, em condigdes de

assepsia, com auxilio de bisturi estéril.

As amostras tumorais frescas coletadas foram armazenadas imediatamente em freezer
a menos 70°C até o momento da extragdo de DNA. Antes de cada extragdo, foram realizados
cortes histolégicos do material, ainda congelado, para avaliagdo da porcentagem de células
tumorais no fragmento, estimada através da coloragdo por Hematoxilina/Eosina. A extragéo
de DNA foi realizada apenas quando o fragmento se constituiu predominantemente de células

tumorais, ou seja, possuia no minimo 80% dessas c€lulas.

Os laudos e os blocos representativos (>80%) de tecido tumoral necessarios para
pesquisa foram fornecidos pelos laboratérios com os quais os hospitais citados sfo
conveniados (Laboratério do Departamento de Patologia e Medicina Legal — UFC e o

laboratério de patologia PATHUS).
5.6.2- EXTRACAO DO DNA DE MATERIAL CONGELADO

O DNA de alto peso molecular foi obtido dos tecidos tumorais utilizando a técnica
baseada no uso do detergente Brometo de Cetiltrimetilam6nio (CTAB - Cetyl Trimethyl

Ammonium Bromide) para tecidos, ja em uso rotineiro no Laboratério de Genética Molecular
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(LABGEM), adaptado do protocolo descrito por Foster; Twell (1996). Seguem abaixo as

etapas desse processo:

» Inicialmente, fragmentos de tecido tumoral de aproximadamente 0,5g foram

macerados com auxilio de bastdo de vidro estéril, em tubo Falcon de 15 mL;

» Ao macerado, foi adicionado o tamp&o de extragdo (2% CTAB, 1,4M de NaCl, 20mM
de EDTA, 100mM de Tris-HCI pH 8,0, 0,2% de 2-Mercaptoetanol) na propor¢ido de 6
mL para cada 0,5g de tecido tumoral. A mistura foi incubada sob agitaggo a 60°C, por
16 horas;

» Ap0s as 16 horas de incubag@o, para purificagdo do DNA, foi adicionada uma mistura

de cloroférmio-4lcool isoamilico (24:1) e centrifugado a 2000 rpm por 15 minutos;

» A fase superior foi transferida para um tudo Falcon estéril e o DNA foi precipitado
com o uso de isopropanol PA. Posteriormente, a mistura foi centrifugada a 2000 rpm
por 5 minutos, o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em NaCl 1

M;

» O DNA foi, em seguida, precipitado com o etanol PA gelado, centrifugado a 2000 rpm

por 5 minutos;

» O sedimento, contendo DNA, foi lavado com etanol a 70% e colocado para secar a
temperatura ambiente e ressuspendido em agua Milli-Q estéril com DEPC 0,1% e

armazenado em freezer a -14°C.

A qualidade do DNA foi avaliada através de eletroforese em gel de agarose a 2%,
corado com brometo de etideo, sendo considerado satisfatério quando obtido um DNA de alto
peso molecular. A quantidade do DNA foi determinada utilizando o aparelho

espectrofotométrico NanoDropTM® 3300 com leituras em faixas de 260 e 280 nm.
5.6.3- REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)
5.6.3.1- Deteccio de H. pylori ‘

A presenga de infecgdo por H. pylori foi detectada pela amplificagdo do gene
bacteriano g/mM (ureaseC), utilizando protocolo descrito por Lage et al. (1995) e

oligonucleotideos iniciadores mostrados na tabela 6.

GRIVERCIDARD FTNERAL NO CTARA
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A mistura de PCR foi preparada para um volume final de 25pL e foi composta de 2,5
pL de tampdo 10x (Invitrogen; Tris-HCI 20mM, pH 8,4, KCl 50mM), 1% de Tween 20, 1U
de Platinum 7ag DNA Polimerase® da Invitrogen, 200pM da mistura de
deoxiribonucleotideos trifosfatos (dNTPs), 1,5 mM de MgCl,, 0,4 pM de cada
oligonucleotideo iniciador ¢ 1pL de DNA. Depois de preparada a mistura, ela foi submetida,
em termociclador Eppendorf, a uma desnaturacgdo inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 35
ciclos (desnaturagdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 1 minuto e extensdo a 72°C

por 1 minuto) e extensdo final a 72°C por 7 minutos, como mostrado na tabela 7.

O produto amplificado de 294 pb foi visualizado em gel de agarose a 2% corado com
brometo de etideo, utilizando um transluminador de luz ultravioleta e identificado através de
comparagdo com marcador de peso molecular de 100 pares de base. Como controle positivo
da reac#o, foi utilizada amostra de céncer gastrico ou gastrite sabidamente positiva para H.
pylori pela histologia. O controle negativo consistiu de todos os reagentes com dgua no lugar

do DNA.

Para confirmagdo da especificidade da reagfo, produtos de PCR do gene ureC foram
clonados com o kit TOPO TA Cloning® (Invitrogen, California, USA) e sequenciados usando
o kit ABI PRISM BigDye Terminator v.3.0 Cycle Sequencing® (Applied Biosystems,
California, USA) e o sequenciador de DNA ABI Prism 3100® (Applied Biosystems,
California, USA).

5.6.3.2- Genotipagem de H. pylori (vacA subtipos sl, s2, m1, m2, cagA, cagE, virB11 e
SlaA)

Todos os subtipos de vacA estudados foram amplificados de acordo com protocolo €
oligonucleotideos iniciadores descritos por Atherton et al. (1995) (Tabela 5). Para os subtipos
sl e s2, a mistura de PCR foi preparada para um volume final de 25puL e foi composta de
tampdo 1x (Invitrogen; Tris-HCl 20mM, pH 8,4, KCl 50mM), 1U de Platinum Tag DNA
Polimerase® (Invitrogen), 1% de Tween 20, 200pM da mistura de dNTPs, 1,5 mM de MgCl,
0,4 uM de cada oligonucleotideo iniciador ¢ 1pL de DNA. Os subtipos m1 e m2 foram
detectados através de reag¢des de PCR individuais. Tanto para m(1 como m2, a mistura da PCR
foi equivalente a utilizada na PCR dos subtipos sl e s2, diferenciando apenas nas
concentra¢des dos oligonucleotideos iniciadores utilizados, 0,4pM para o subtipo m1 e 0,3uM

para m2.
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O gene cagA foi amplificado utilizando protocolo e oligonucleotideos iniciadores
descritos por Domingo et al., 1999 (Tabela 5). A mistura para PCR foi composta de tampéo
1x (Invitrogen; Tris-HCI 20mM, pH 8,4, KCI 50mM), 1% de Tween 20, 1U de Platinum Tagq
DNA Polimerase® (Invitrogen), 200uM da mistura de dNTPs, 1,5 mM de MgCl,, 0,4uM de

cada oligonucleotideo iniciador e 1 pL de DNA, para um volume final de 25uL.

Os genes cagE e virBl1l foram amplificados em reagdes individuais, segundo
protocolo de Sozzi et al., 2005 (Tabela 5). As misturas das rea¢des foram preparadas para um
volume final de 20uL usando MasterMix®, Promega (7ag DNA Polimerase, dNTPs e MgCly)
de acordo com instru¢des do fabricante, adicionado de 0,8% de Tween 20, 0,3uM (virB11),

1uM (cagE) de cada oligonucleotideo iniciador e 1pL de DNA.

Para amplificagdo do gene flaA, o protocolo de Gottke et al. (2000) e os
oligonucleotideos iniciadores descritos por ele foram utilizados (Tabela 5). A mistura de PCR
foi preparada para um volume final de 20pL, usando Green MasterMix® (Promega; T. ag DNA
Polimerase, dNTPs e MgCl,) de acordo com instrugdes do fabricante, com adi¢do de 0,8% de

Tween 20, 0,3uM de cada oligonucleotideo iniciador e 1puL. de DNA.

As misturas preparadas para amplificaco dos referidos genes foram submetidas, em
termociclador Eppendorf, a varia¢des ciclicas de temperatura, consistindo de uma etapa de
desnaturacdo inicial, seguida de ciclos de desnaturagfo, anelamento, extensdo € uma ultima
etapa de extensdo final, variando de acordo com o gene a ser amplificado, como mostrado na

tabela 6.

Para detecgéio dos produtos de amplificagéo da PCR dos genes cagA, cagE, virB11 e
flaA, uma eletroforese em gel de agarose a 2% foi realizada. Ja para os subtipos de vacA, uma
eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%, corado com nitrato de prata, foi usada. A presenca
dos genes vacA, cagA, cagE, virB11 e flaA genes foi considerada positiva quando fragmentos

de tamanhos especificos (Tabela 5) foram detectados.
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Tabela 5 — Seqiiéncias de oligonucleotideos iniciadores utilizados e tamanho de fragmento gerado apés término da
PCR.

Gene Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores Referéncia Tamanho (pb)

ureC F-5’AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT3’ Lage et al. (1995) 294

R-5’AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC3’

vacA
sl/s2 F-5’ATGGAAATACAACAAACACAC3’ Atherton et al. (1995) 259/286
R-5’CTGCTTGAATGCGCCAAAC3’
ml F-5’GGTCAAAATGCGGTCATGG3’ Atherton et al. (1995) 290
R-5’CCATTGGTACCTGTAGAAAC3’
m2  F-5’GGAGCCCCAGGAAACATTG 3’ Atherton et al. (1995) 192
R-5CATAACTAGCGCCTTGCAC3’
cagA
F-5’ATAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGA3’ Domingo et al. (1999) 297
R-5TTAGAATAATCAACAAACATAACGCCAT3’
cagE
F-5TTGAAAACTTCAAGGATAGGATAGAGC3’ Sozzi et al. (2005) 509
R-5GCCTAGCGTAATATCACCATTACCC3’
virB11
F-5TTAAATCCTCTAAGGCATGCTAC3’ Sozzi et al. (2005) 491
R-5"GATATAAGTCGTTTTACCGCTTC3’
SflaA

F-5’TTCTATCGGCTCTACCAC3’ Gottke et al. (2000) 508

R-5’°CTGACCGCCATTGACCAT3’

F— Forward: R - Reverse
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Tabela 6 — Condigdes das reacdes de PCR para os genes ureC, subtipos de vacA, cagA, cagE, virB11 e flaA de H.

pylori.
Desnaturacéo Ciclo Desnaturacéo Anelamento Extensdo Extenséo final
inicial

T°C Tempo N° T°C Tempo TeC Tempo T°C Tempo T°C Tempo
g 95 Smin 35 95 1min 57 Imin 72 Imin 72 Smin
icAs1/s2 95 Smin 40 94 50seg 55 45seg 68 Imin 68 7min
cAml/m2 95 5min 40 94 Imin 55 Imin 68 2min 68 7min
igA 94 Smin 40 94 Imin 53 Imin 72 2min 72 7min
igB 95 5min 40 95 Imin 56 Imin 72 Imin 72 7min
B11 95 Smin 35 95 1min 53 1min 72 2min 72 7min
A 95 Smin 45 95 Imin 49 1min 72 2min 72 Tmin

5.6.4- TRATAMENTO DO DNA COM BISSULFITO DE SODIO E PCR ESPECIFICA
PARA METILACAO (MS-PCR - Methylation Specific PCR)

A pesquisa de metilagio em regides promotoras dos genes CDKN24, HMLH] e COX-
2 compreendeu duas etapas principais: tratamento do DNA com solugdo de bissulfito de s6dio

e a realizaco da MS-PCR.

A primeira etapa consistiu na modificagdo quimica do DNA, baseada na conversdo de
citosinas ndo metiladas em uracila, contudo as citosinas metiladas permaneceram inalteradas.
Esse processo foi realizado segundo o protocolo descrito por Herman et al. (1996) e foi
dividida em cinco fases, que so a desnaturagiio do DNA, tratamento com bissulfito de sodio,

purificagdo, precipitacdo e ressuspensdo do DNA, como descrito abaixo:

» Inicialmente, 2ng de DNA foi desnaturado através de tratamento com 2uL. NaOH 3M

e aquecimento da mistura a 50°C por 20 minutos;

» Para tratamento do DNA, 500pL da solugdio de bissulfito de sédio e hidroquinona foi
adicionada a solugdo de DNA previamente desnaturada, seguido de incubagio em

banho-maria a 70°C por 3 horas;

» A purificagdo do DNA foi realizada utilizando o kit Wizard SV Gell, and PCR Clean-

Up System® (Promega), segundo instrugdes do fabricante;

» O DNA purificado foi precipitado utilizando etanol PA gelado seguido de incubagéo a
-70°C por duas horas. Posteriormente, a mistura foi centrifugada a 14.000 rpm por 15

minutos;
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» O sedimento obtido foi lavado com etanol a 70% e colocado para secar a temperatura

ambiente;

» O DNA seco foi ressuspendido em 4gua Milli-Q estéril e armazenado em freezer a -

70°C.

A segunda etapa desse processo correspondeu a realiza¢fio, apds o tratamento do
DNA, da MS-PCR. Como ap6s o tratamento € desconhecido se o gene estudado ¢ metilado ou
ndo metilado, para cada amostra tratada, duas PCR foram realizadas, uma para pesquisa do

gene metilado e outra para o ndo-metilado, utilizando oligonucleotideos distintos.

Para o gene CDKN2A4, o protocolo e os oligonucleotideos iniciadores utilizados foram
descritos por Herman et al. (1996). A mistura da PCR para pesquisa do CDKN24 metilado ou
nfo-metilado foi a mesma, com diferenca apenas nos oligonucleotideos iniciadores utilizados,
como descrito na tabela 8. Ela foi performada em um volume de reagfo final de 25uL,
contendo 1x do tamp@o da Tagq Platinum® (Invitrogen), 3,0 mM de MgCl,, 0,4 mM da mistura
de dNTPs, 0,64uM de cada oligonucleotideo iniciador, 1U de Platinum Tag DNA
Polimerase® (Invitrogen), e 1uL de DNA tratado.

As reagOes para pesquisa do gene HMLHI metilado e ndo metilado foram realizadas
segundo o protocolo e os oligonucleotideos iniciadores descritos por Kang et al. (1999)
(Tabela 7). A mistura foi composta de 1x do tamp#o da Tag Platinum® (Invitrogen), 1,5 mM
de MgCl,, 0,4 mM da mistura de dNTPs, 0,24 pM de cada oligonucleotideo iniciador, 1U de
Platinum 7ag DNA Polimerase® (Invitrogen), e 1 pL. de DNA tratado, para um volume final
de 25uL.

A pesquisa do gene COX-2 metilado e ndo-metilado foi realizada segundo Akhtar et
al. (2001) (Tabela 7). Para um volume de 25 pL, a mistura da PCR foi composta de 1x do
tamp&o da Taq Platinum® (Invitrogen), 1,5 mM de MgCl,, 0,4 mM da mistura de dNTPs, 0,4
uM de cada oligonucleotideo iniciador, 1U de Platinum Tag DNA Polimerase® (Invitrogen), e

1 pL de DNA tratado.

\
A tabela 8 descreve as condi¢bes das reagdes de PCR realizadas, considerando as

variagdes de temperatura e tempo utilizadas para amplificagéo dos genes em estudo.
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Como controle positivo, uma amostra de DNA metilado in vitro pela Sss-I metilase®
(New England Biolabs) foi utilizada e dgua e/ou DNA dos leucécitos periféricos dos doadores

saudaveis foram utilizados como controles-negativos.

Apos a PCR, os produtos gerados (Tabela 7), foram detectados por eletroforese em gel

de poliacrilamida 6% n&o desnaturante corado pelo nitrato de prata.

Tabela 7 — Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores e tamanho dos fragmentos gerados na PCR dos genes CDKN2A,
HMLHI e COX-2 metilados e niio-metilados.

Gene Oligonucleotideo iniciador Fragmento Referéncia
Forward Reverse (pb)

DKN2A M TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC GACCCCGAACCGCGACCGTAA 150 Herman et al., 1996
U TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT CAACCCCAAACCACAACCATAA 151

MLHI M TATATCGTTCGTAGTATTCGTGT TCCGACCCGAATAAACCCAA 153 Kang et al., 1999
U TTTTGATGTAGATGTTTTATTAGGGTTGT ACCACCTCATCATAACTACCCACA 124

0X-2 M TTAGATACGGCGGCGGCGGC TCTTTACCCGAACGCTTCCG 161 Akhtar et al., 2001
U ATAGATTAGATATGGTGGTGGTGGT CACAATCTTTACCCAAACACTTCCA 171

M — Metilado; U — N#o-metilado; pb — pares de bases.

Tabela 8 — Condicdes da rea¢io de PCR dos genes CDKN2A4, HMLHI e COX-2 metilados e ndo-metilados.

Desnaturacio Ciclo Desnaturacéo Anelamento Extensdo Extensdo
inicial final
T°C Tempo N° T°C Tempo T°C Tempo T°C Tempo T°C Tempo
DKN24A M 95 7min 35 95 1min 70 Imin 72 2min 72 7min
DKN24 U 95 7min 35 95 Imin 70 Imin 72 2min 72 7min
MLHI M 95 7min 35 95 Imin30seg 66 1min 72 2min 72 7min
MLHI U 95 7min 35 95 Imin30seg 64 1min 72 2min 72 7min
0x-2 M 95 7min 38 95 1min30seg 59 50seg 72 2min 72 7min
0x-2 U 95 7min 35 95 1min30seg 65 Imin 72 2min 72 7min

M — Metilado; U — Nao-metilado.

A confirmagio da especificidade da reagéio foi realizada através de clonagem dos
produtos de MS-PCR de cada gene com uso do kit TOPO TA Cloning® (Invitrogen) e
posterior seqiienciamento usando o kit ABI PRISM BigDye Terminator v.3.0 Cycle
Sequencing® (Applied Biosystems) € o seqiienciador de DNA ABI Prism’31()0® (Applied

Biosystems). Tanto os produtos da PCR metilados como néo metilados foram seqiienciados.
|
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5.6.5- METODO IMUNO-HISTOQUIMICO PARA DETECCAO DE pl6™4
HMLHI1 E COX-2.

A detecgo da proteina pl6™“** foi realizada utilizando o kit comercial CINtec

Histology®, segundo recomendaces do fabricante. Para as proteinas HMLH1 e COX-2, foi

utilizado o método Imuno-Histoquimico da estreptoavidina peroxidase, adaptado do protocolo

de Hsu et al. (1981), de acordo com a descrigéo a seguir:

>

As laminas foram limpas em acetona e tratadas com silano a 4% e cortes histolégicos

a Spum foram realizados, a partir de blocos previamente selecionados;

As laminas foram colocadas em estufa pré-aquecida a 70°C por 120 minutos, para
retirada da parafina e posteriormente submetidas a passagens em gradientes de xilol
para completa desparafinizagdio e em gradientes de alcool-agua para hidratagio do

tecido;

Incubagdo das ldminas por 10 minutos com peréxido de hidrogénio a 3% para

bloqueio da peroxidase endogena;

Recuperacdo antigénica em forno de microondas utilizando tampéo citrato 10mM

pH=6,0 (= 99°C) por 15 minutos;

Incubagdo com o anticorpo primario [diluicdo para HMLH1 (SC-581, Santa Cruz
Biotechnology) 1:100 e COX-2 (SC-1746; Santa Cruz Biotechnology) 1:50 ] na
geladeira (+ 4°C) por 16 horas;

Detecgéo pelo sistema LSAB+ (DakoCytomation), conforme instrugdes do fabricante;

Revelagdo da reagdo através do sistema DAB+ (3,3’- diaminobenzidina)

(DakoCytomation), segundo orientagdes do fabricante;
Contra-colorag¢do com hematoxilina de Carrazi a 40%;
Desidratagdo em gradiente de agua-alcool-xileno;
Montagem com laminula e balsamo do Canada.

Para cada reacfio realizada foram incluidos controles positivos, recomendados pelo

fabricante e previamente testados.

METODOLOGIA
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5.6.5.1- Analise Imuno-Histoquimica

A marcago Imuno-Histoquimica foi definida como uma coloragdo marrom, em sitios
especificos das células tumorais, dependendo do antigeno pesquisa (Tabela 9), em

contraposi¢do ao azul/violeta provido pela hematoxilina utilizada na contra-coloragio.

Tabela 9 — Sitios celulares de expressdo das proteinas p16™<* HMLH1 e COX-2 detectados na reaciio Imuno-
Histoquimica.

Proteina Sitio celular de marcacio
ple™kea Nugcleo e citoplasma
HMLH1 Nucleo e citoplasma

COX-2 Citoplasma

A quantificag@o de células tumorais marcadas foi realizada, segundo Landberg; Roos
(1993), através da contagem manual, utilizando microscopio éptico com magnificaciio de
400X, de no minimo 1.000 (mil) células tumorais géstricas, em diferentes campos
representativos. A partir de entdio foi estimado o indice de marcagdo LI (Labelling Index), de

acordo com a férmula abaixo:
LI (%) = [(n® de células imuno-positivas) / (n° total de células contadas)] X 100

A positividade foi considerada quando existiam no minimo 5% de células tumorais
marcadas (LI > 5%). A intensidade de marcacfio também foi avaliada. Para isto, foram
atribuidos os valores 0 (ausente), 1+ (fraca), 2+ (moderada) e 3+ (intensa) de acordo com a
intensidade observada e esses valores foram multiplicados pelos valores percentuais (%) da
fragdio de células que representam a respectiva categoria de intensidade, sendo calculado o H-

Score, segundo previamente descrito por McCarty et al. (1985):
H=[(%0)x 0]+ [(% 1+)x 1]+ [(% 2+) x 2] + [(% 3+) x 3]

Adicionalmente, foi avaliado o padrfio de marca¢fio no tecido tumoral. No padrio
difuso, a marcagio em células tumorais ocorreu uniformemente, distribuida em todo tecido.
No padrfo focal, a marcagéo foi restrita em alguma regido, apresentando de um a cinco focos.
Ja o padrio multifocal, mais de cinco focos de marcacéo foram observados, distﬁbuidé)s ndo-

uniformemente.
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5.7- ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados obtidos, tanto clinico-epidemiolégicos como histopatolégicos, imuno-
histoquimicos e moleculares, foram tabulados com auxilio do programa Microsoft Excel®
2000 (Microsoft, EUA) e foram demonstrados em tabelas e graficos. A analise estatistica foi
realizada utilizando o programa SPSS® versdo 15.0 (Chicago, IL, USA). As diferengas
significantes estatisticamente foram avaliadas pelos testes do Qui-Quadrado (%) e Exato de
Fisher. Correlagdes entre expressdo, metilacdo dos genes estudados e genotipos de H. pylori
foram analisadas pelo coeficiente de correlagio de Spearman. Os resultados foram

considerados estatisticamente significantes quando obtidos valores de p menores que 0,05.
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6 — RESULTADOS

6.1- CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Dos 82 pacientes portadores de adenocarcinoma géastrico que compuseram este estudo,
66 eram da regido Nordeste e 16 da regido Sudeste. Na primeira regifio, 42,4% dos pacientes
eram procedentes da capital Fortaleza e os demais da regiio metropolitana e interior do
estado. Os pacientes da regifio Sudeste eram do interior do estado de S&o Paulo, representado

por Botucatu e Jat.

A tabela 10 sumariza as principais caracteristicas clinicas, epidemioldgicas e
histopatologicas dos pacientes e tumores estudados. Por esta tabela é possivel observar que o
sexo masculino (63,4%) predominou sobre o sexo feminino (36,6%), com uma razio
masculino/feminino de 1,73. Com relagfio a idade dos pacientes, esta foi distribuida em faixas
etarias de acordo com a padronizacdo da IARC, ja que melhor representou a amostra estudada
e variou de 23-98 anos. Nenhum caso foi observado na faixa de 0-14 anos e houve um

predominio (56,1%) dos pacientes acima de 65 anos de idade.

Os adenocarcinomas gastricos estudados eram predominantemente (63,4%)
pertencentes ao subtipo histolégico intestinal, estavam localizados no antro em 61,0% dos
casos, apresentavam diferenciagdio moderada (52,4%) e eram de estaddios mais avangados

(59/82; 71,95%), como representado na tabela 10.
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Tabela 10 — Dados gerais da amostra estudada.

Varidvel N(%)
Sexo
Masculino 52 (63,4)
Feminino 30 (36,6)
Fuaixa etdria
0-14 0(0)
15-44 5(6,1)
45-54 14 (17,1)
55-64 17 (20,7)
>65 46 (56,1)
Subtipo histologico
Intestinal 52 (63,4)
Difuso 30 (36,6)
Localizagdo
Cardia 18 (21,9)
Corpo 14 (17,1)
Antro 50 (61,0)
Diferenciacdo
Bem 22,4)
Moderado 43 (52,4)
Pouco 37 (45,2)
TNM
Tumor
1 22,4
2 15 (18,3)
3 51(62,2)
4 14 (17,1)
Linfonodos
0 17 (20,7)
1 31(37,8)
2 24 (29,3)
3 : 8(9.8)
X* 22,4
Metdastase
0 13 (15,8)
1 9(11,0)
X* 60 (73,2)
Estadiamento
1A 2(25)
1B 6(7,3)
11 15 (18,3)
IITA 21 (25,6)
I11B 16 (19,5)
v 22 (26,8)
TOTAL 82 (100)

PEmSSSESTS e

#X - Nao foi possivel avaliar.
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6.2- DETECCAO DA INFECCAO POR H. pylori E GENES DE
PATOGENICIDADE

A infecgdo pela bactéria H. pylori foi observada em 95,1% (78/82) dos casos. Entre os
genes bacterianos estudados, o mais freqiiente foi vacA slml (70,5%), seguido do flaA
(61,9%) € cagA (60,3%) (Tabela 11). Em duas amostras, néo foi possivel amplificar o gene
vacA. Para os genes cagE, virBl11 e flaA, néo foi possivel a analise em 15 amostras devido a

insuficiéncia de amostra de DNA.

As figuras 26 a 27 [a-c] s@io exemplos de géis de poliacrilamida a 6% mostrando
fragmentos especificos gerados a partir da reagéio de PCR para amplificagdo dos genes ureC
(Figura 26), cagA (Figura 27a) e os subtipos de vacA (Figura 27b-c). A figura 28 [a-c]
exemplifica a detec¢@o dos genes cagE (Figura 28a), virB11 (Figura 28b) e flaA (Figura 28c¢)

em géis de agarose 2%.

100pb wreC +

294pb —>

Figura 26 - Gel de poliacrilamida a 6% corado com nitrato de prata, mostrando a detec¢io de fragmento especifico de
294pb (seta) a partir da reacdo de amplificacio do gene ureC.

ml m2 Céml C¢m2 C.ml Cm2 oops ul Q2 C+2 C+al C- sl C- 2

290 pb

192 pb

[b] vacA m1/m2 [c] vacA s1/s2

Figura 27 - Géis de poliacrilamida a 6% detectando fragmentos especificos de 297pb para gene cagA [a], 290pb e
192pb para os alelos m1 e m2 de vacA [b] e 259pb e 286pb para os alelos s1 e s2 de vacA, respectivamente [c].
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[a] cagE [b]l virBi1

Figura 28 — Géis de agarose a 2% detectando fragmentos de 509 pb gerados a partir de amplificacfio do gene cagE [a],
de 491pb para virB11 [b], e 508pb para flaA [c]. O marcador de peso molecular utilizado nos géis de agarose a 2% foi
1kb para cagE, virB11 (Invitrogen) e para flaA (Ludwig).

Tabela 11 - Freqiiéncia dos genes de patogenicidade de H. pylori.

Genes de H. pylori N (%)
vacA
slml 55 (70,5)
slm2/s2ml 15 (19,2)
s2m2 6 (7,7)
S/A* 2(2,6)
cagA
Positivo 47 (60,3)
Negativo 31(39,7)
vacA slml/cagA
Positivo 36 (46,1)
Negativo 40 (51,3)
S/A* 2 (2,6)
TOTAL 78 (100)
flaA
Positivo 39 (61,9)
Negativo 24 (38,1)
cagE
Positivo 29 (46,0)
Negativo 34 (54,0)
virB11
Positivo 34 (54,0)
Negativo 29 (46,0)
Todos genes**
Positivo 17 (27,0)
Negativo 46 (73,0)
TOTAL 63 (100)

*S/A — Sem amplificagfo. **vacA slml+cagA+flaA+cagE+virB11+

6.3- DETECCAO POR IMUNO-HISTOQUIMICA DOS MARCADORES COX-
2, p16™*** E HMLHI. \

Exemplos de imunomarcag#io para os marcadores estudados sdo mostrados na figura
29 [A-F]. A positividade de COX-2 foi detectada no citoplasma de células tumorais € em

células inflamatorias, enquanto que HMLHI e p16™**4 foram encontrados tanto no niicleo
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como no citoplasma de células tumorais. Eventuais células ndo neoplasicas imunomarcadas
foram observadas, contudo nfo foram consideradas para as estimativas de LI e HS. A proteina
p16]NK4A apresentou um padrdo de marca¢dio predominantemente difusa (67,7%) e em menor
proporgdo focal (19,4%) e multifocal (12,9%). A HMLH1 mostrou uma distribuiggo difusa
em 86,7% dos casos e igual propor¢do de marcagdo focal (6,7%) e multifocal (6,7%). A
COX-2 apresentou 50% de marcacdo difusa ¢ 45% e 5% de multifocal e focal,

respectivamente.

Figura 29 — Imunomarcagio das proteinas COX-2 (A, B), p16™** (C, D) ¢ HMLHI (E, F) (400X). A,B-
Imunomarcaciio em marrom no citoplasma de células tumorais gastricas para proteina COX-2. C,D- Marcacio
intensa e difusa em marrom no niicleo e citoplasma de células tumorais para proteina p16™¥*4, E,F- Marcacio
intensa e difusa em niicleo e citoplasma de células tumorais para proteina HMLHL1. A,C, E) Adenocarcinoma géstrico
subtipo difuso; B, D, F) Adenocarcinoma géstrico subtipo intestinal.
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A figura 30 mostra a freqiiéncia de positividade dos marcadores estudados. Observa-se

que uma fragdo significativa dos tumores foi positiva para a enzima de reparo HMLHI1

INK4A
6

(45/77; 58,4%) e para o supressor tumoral pl (31/77; 40,2%) enquanto que uma baixa

freqiiéncia foi observada para enzima COX-2 (20/77; 26,0%).
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Figura 30 — Frequéncia de imunomarcaciio das proteinas COX-2, p16INK4A ¢ HMLH1 em 77 adenocarcinomas
gastricos.

O indice de marcagiio (LI) para COX-2 variou de 16-74%, com mediana de 40,5%

6INK4A

(Figura 31). Uma maior variagdo de marcagdo foi observada para os marcadores pl g

HMLHI1 os quais apresentaram LI nuclear com variagdo de 8-99% (mediana 55%) e 5-81%
(mediana 25,5%), respectivamente. Também para estes marcadores foi observada marcag@o
citoplasmatica apresentando uma variagdo de 5,3-99% (mediana 68%) para p16INK4A e 8-91%
(mediana 61%) para HMLH1. Considerando o valor de HS citoplasmética, o maior valor
observado foi para p16™<** (183; 5,5-294) seguido de HMLHI (86; 8-262) e COX-2 (52; 19-

191), como mostrado na figura 31.
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Figura 31 — Mediana do LI citoplasmatico (LI C), nuclear (LI N) e do HS citoplasmatico (HS C) para as proteinas
COX-2, p16™%* e HMLH1.



64- DETECCAO DO STATUS DE METILACAO EM REGIOES
PROMOTORAS DOS GENES COX-2, CDKN2A E HMLH].

A figura 32 [a-c] mostra exemplos de géis de poliacrilamida 6% corado com nitrato de
prata, onde foram detectados fragmentos especificos gerados a partir da amplificagdo dos
genes COX-2 (Figura 32a), HMLHI (Figura 32b) e CDKN24 (Figura 32c) metilados € néo-

metilados utilizando a técnica de MS-PCR.
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Figura 32 — Géis de poliacrilamida a 6% detectando fragmentos especificos de 161pb e 171pb para o gene COX-2
metilado e niio metilado (a); 153pb e 124pb para HMLHI metilado e niio metilado (b); 150pb e 151pb para pl6
metilado e ndo-metilado, respectivamente (c). M - Metilado; U — Nao-metilado.

A analise do status de metilagdo em regides promotoras dos genes estudados mostrou
que o gene COX-2 foi o mais metilado (51,2%), seguido dos genes CDKN24 (46,3%) e
HMLH] (32,9%), como representado na figura 33. '
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Figura 33 — Frequéncia de metilacio em regides promotoras dos genes COX-2, CDKN2A ¢ HMLHI em 82
adenocarcinomas gastricos. M — Metilado; U — Nao-metilado.

6.5- CORRELACAO ENTRE EXPRESSAO E STATUS DE METILACAO EM
REGIOES PROMOTORAS DOS GENES COX-2, CDKN2A E HMLH]1

A anélise de correlagéio feita entre status de metilacio em regides promotoras e a
expressdo dos genes COX-2, CDKN2A e HMLHI mostrou uma correlagdo negativa
significante entre esses parametros para todos os trés genes estudados, como mostrado na
tabela 12. Por esse andlise foi possivel verificar também que uma fragéo de casos, 33,3%
(19/57) para COX-2, 30,4% (14/46) para CDKN2A e 31,2% (10/32) para HMLHI
apresentaram auséncia de expressfo na auséncia de metilagiio em suas regides promotoras. A
tabela 12 mostra a distribuicdo dos casos de acordo com a expressdo dessas proteinas e

metilagdo em regides promotoras dos seus genes.

Tabela 12 — Correlagiio entre expressiio e sfafus de metilagiio em regides promotoras dos genes COX-2, CDKN2A e
HMLHI.

IMUNOMARCACAO
h - N p-valor R
COX-2 M 2 (5%) 38 (95%) 40 <0,001 -0,497
U 18 (49%) 19 (51%) 37
Total 20 57 77
CDKN2A M 4 (11%) 32 (89%) 36 <0,001 . -0,557
U 27 (66%) 14 (34%) 41
Total 31 46 77
HMLHI1 M 4 (15,4%) 22 (84,6%) 26 <0,001  -0,624
U 41(80,4%) 10 (19,6%) 51 \
Total 45 32 77

M — Metilado; U — Nao-metilado.
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Dos quatro casos H. pylori negativos todos foram pl6™¥4 ¢ COX-2 negativos e trés
foram HMLH]1 positivos. Com relaggo ao status de metilagdo, trés e quatro foram CDKN24 e

COX-2 metilados, respectivamente e todos foram HMLH] n&o-metilados.
6.6- ANALISE INDIVIDUAL DOS MARCADORES

6.6.1- COX-2

6.6.1.1- Relacdio entre imunomarcacio e metilagfio em regides promotoras do gene COX-

2 e parimetros clinicopatologicos

A distribui¢sio dos casos positivos e negativos de COX-2 e sfatus de metilaggo desse
gene de acordo com as faixas etarias € mostrada na figura 34[A-B]. Apesar da baixa
positividade de COX-2, os casos positivos foram distribuidos em todas as faixas etarias, néo
havendo diferencas de expressio de COX-2 (p>0,05) entre elas, com aproximadamente 50%
dos casos positivos em cada faixa. Com relagio ao status de metilagdio de COX-2 (F igura
34B) nenhuma diferenga também foi observada entre os casos metilados e ndo-metilados de
acordo com a faixa etaria. Adicionalmente, cortes considerando a idade dos pacientes foram
realizados (50, 60 e 65 anos), contudo, em nenhum desses cortes foram observadas diferencas

na expressdo ou metilagéio do promotor de COX-2.
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Figura 34 — Fregiiéncias dos casos positivos e negativos de COX-2 [A] e metilados e niio metilados [B] de acordo com a
faixa etaria. M — Metilado; U — Nao-metilado.

De acordo com o tamanho do tumor primério é possivel observar pela figura 35A que
diferente dos tumores T1-T3, nos tumores T4, a positividade de COX-2 foi mais freqiiente,
apesar de niio ser estatisticamente significante (p=0,069). Quando se observa 2’1 distribuigio
dos casos considerando o status de metilagio desse gene (Figura 35B) € notado que uma
freqiiéncia estaticamente significativa (p= 0,026) de casos metilados de COX-2 foi detectada

nos tumores T3. Ao avaliar o comprometimento de linfonodos regionais, € possivel verificar
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que (Figura 35A e B) os tumores NO e N1 apresentaram maior freqiiéncia de casos COX-2
positivos € também maior freqii®ncia de casos nfo-metilados para esse gene, contudo, os
tumores N2 e N3 foram predominantemente negativos para a expressio de COX-2 e

apresentaram similar freqii€ncia de casos metilados.
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Figura 35 — Distribuicio dos casos positivos e negativos de COX-2 e metilados e ndo-metilados de acordo com o tumor
primario e comprometimento de linfonodos regionais. p=0,069, *p = 0,026. M — Metilado; U — Néo-metilado.

Considerando a distribui¢do dos casos de COX-2 de acordo com o estadiamento
tumoral ¢ possivel observar pela figura 36 [A-B] que existe um aumento gradativo da
negatividade de COX-2 e de casos metilados de acordo com o grau de disseminagdo do

tumor, apesar de ndo ser estatisticamente significante.
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Figura 36 — Distribuic@o dos casos de COX-2 positivos e negativos [A] e metilados e ndo metilados [B] de acordo com
o estadiamento tumoral. M — Metilado; U — Nao-metilado.

A tabela 13 mostra a distribui¢sio dos casos de acordo com o sexo, subtipo histologico
e localizacsio do tumor, e os pardmetros clinicopatologicos agrupados. Nenhuma relagio foi
observada entre a expressdo de COX-2 e sexo, subtipo histologico e localiza¢do do tumor.
Também n3o se observou nenhuma diferenga na expressio de COX-2 quando 0s
estadiamentos foram agrupados em estadios iniciais e avan¢ados e os tumores divididos em

duas categorias de acordo com a extensdo local do tumor e comprometimento linfonodal.
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Assim como a expressdo, a metilagdo em regides promotoras do gene COX-2 também no foi

associada com os parametros citados (Tabela 13).

Tabela 13 — Distribuicfio dos casos de imunomarcacéio e metilacdo do gene COX-2 de acordo com paridmetros clinicos
¢ histopatolégicos.

COX-2
Imunomarcacéio Metilacdo
&) - p-valor Total M U p-valor Total

Sexo

Masculino 12 37 0,694 49 26 26 0,771 52

Feminino 8 20 28 16 14 30
Estadiamento

Iell 5 15 0,908 20 8 15 0,063 23

MelV 15 42 57 34 25 59
T

1+2 3 11 1,000 14 7 10 0,352 17

3+4 17 46 63 35 30 65
N

0 5 11 0,589 16 7 10 0,352 17

1-3 15 46 61 34 29 63

X - - - 1 1 - 2
Subtipo histoldgico

Intestinal 13 37 0,994 50 24 28 0,227 52

Difuso 7 20 27 18 12 30
Localizacdo

Cérdia 4 13 1,000 17 9 9 0,907 18

Néo-céardia 16 44 60 33 31 64
TOTAL 20 57 - 7 42 40 - 82

X —Nio foi possivel avaliar. M — Metilado; U — Néo-metilado.

Quando os dados foram analisados de acordo com o subtipo histologico foi observado
que nos tumores intestinais uma freqiiéncia estatisticamente significante (83%; 20/24)
(p=0,037) dos casos de COX-2 metilados foram encontrados nos tumores de estadiamento I1I

e IV. Nos tumores difusos essa associagdo néo foi observada.

6.6.1.2- Relacio entre expressiio e metilagéio em regides promotoras de COX-2 e genes de

H. pylori

A tabela 14 mostra a distribuigfo dos casos de expressdo e metilagiio em promotor de
COX-2 de acordo com os genes de H. pylori estudados. Nenhuma diferenga entre
imunomarcacgdio de COX-2 e os genes de H. pylori estudados, isolados ou combinados, foi
observada. Com relacgio ao status de metilagdo de COX-2, as cepas de H. pylori portadoras de
vacA sl foram significantemente (p=0,028) associadas com tumores metilados (Tabela 14),

apesar de o alelo vacAslm1 néo ter sido relacionado com metilagdo de COX-2.
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Tabela 14 — Relac@io entre expresséio e metilagéio do promotor do gene COX-2 e genes de patogenicidade de H. pylori

estudados.
COX-2
Imunomarcacio Metilacéio
) ) p-valor Total M U p-valor Total

cagh

+ 11 31 0,788 42 21 26 0,380 47

- 9 22 31 17 14 31
vacA

slml 13 40 0,542 53 30 25 0,200 55

slm2/s2ml 4 10 0,864 14 7 8 0,773 15

s2m?2 2 0,289 4 1 5 0,200

S/A 1 1 - 2 0 2 - 2

sl

+ 16 49 0,332 65 37 31 0,028 68

- 3 3 6 1 7 8

S/A 1 1 - 2 0 2 - 2

ml

+ 14 41 0,645 55 30 27 0,427 57

- 5 11 16 8 11 19

S/A 1 1 - 2 0 2 - 2
Total 20 53 - 73 38 40 - 78
cagE

+ 8 20 0,905 28 15 14 0,402 29

- 9 21 30 14 20 34
virB11

+ 12 20 0,128 32 15 19 0,741 34

- 5 21 26 14 15 29
flaA

+ 11 27 0,933 38 15 24 0,124 39

- 6 14 20 14 10 24
Todos genes*

+ 5 11 0,841 16 6 11 0,299 17

- 12 30 42 23 23 46
Total 17 41 - 58 29 34 - 63

M- Metilado; U — Nao-metilado; S/A- Sem amplificagdo; *vacAslml+cagA+cagE+virB11+flaA.

Adicionalmente, ao avaliar a associa¢do dos casos com concomitincia entre presenca
de metilagdo e auséncia de expresséo de COX-2 com os genes de H. pylori foi observado que
todos esses casos eram significantemente associados (p=0,026) as cepas de H. pylori

portadoras do alelo vacAs1 (34/34).
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6.6.2- HMLH1

6.6.2.1- Relacdo entre imunomarcacio e metilacio em regides promotoras do gene

HMLH]1 e parametros clinicopatolégicos

A distribui¢do dos casos de expressdo e metilagdo no promotor de HMLH] de acordo
com a faixa etaria (Figura 37 A e B) foi similar ao observado para os casos de COX-2. Houve
um aumento da negatividade de HMLH]1 e dos casos metilados com a progresséo da idade dos

pacientes, o que reflete a distribui¢fio da amostra estudada.
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Figura 37 — Fregiiéncia dos casos de positivos e negativos de HMLH1 [A] e metilados e nio-metilados [B] de acordo
com a faixa etaria. M — Metilado; U — Ndo-metilado.

N3o houve diferen¢a quanto a freqiiéncia de expressio da enzima HMLH1 de acordo
com a extensdo local do tumor primario ou presenga de comprometimento de linfonodos
regionais. O mesmo ocorreu quando os dados do sfatus de metilagiio em regifio promotora de

HMLH] foram distribuidos considerando esses dois parametros (Figura 38 A e B).
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Figura 38 — Frequéncia dos casos positivos e negativos de HMLHI [A] e metilados e niio-metilados [B] de acordo com
tamanho do tumor primério e comprometimento de linfonodos regionais. M — Metilade; U — Nio-metilado.

Quando os dados de expressdo e metilagdo em regifio promotora de HMLHI foram

distribuidos de acordo com o estadiamento (Figura 39 A e B) observou-se que os casos de

HMLHI negativos e metilados foram mais freqiientes nos estadios iniciais (IB-II) do tumor
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quando comparado com os casos positivos € ndo-metilados e constantes nos estddios mais

avancados (IITA-IV).
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Figura 39 — Frequéncia dos casos positivos e negativos de HMLHI1 [A] e metilados e nio metilados [B] de acordo com
o estadiamento tumoral. M — Metilado; U — Ndo-metilado.

Agrupando os tumores de acordo com a sua localizac8o, apesar de nenhuma diferenca
de expressdo de HMLHLI ter sido observada entre os trés sitios (cardia, corpo e antro) (Figura
40A), nos tumores da cardia, os casos de HMLHI ndo-metilados foram mais freqiientes, com
diferencga estatistica (p=0,044) e, inversamente, os tumores do antro foram significantemente

(77,8%; p=0,029) metilados, como mostrado na figura 40B.
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Figura 40 — Frequéncia de deteccio de HMLHI1 [A] e metilagfio em regides promotoras [B] de acordo com a
localiza¢fio do tumor.*p=0,044; “p=0,029. M — Metilado; U — Ndo-metilado.

E possivel observar, pela tabela 15, que nfio houve diferenca entre a expressio de
HMLH1 quanto ao sexo, estadiamentos agrupados em iniciais e avangados, extensdo local do
tumor primario, comprometimento de linfonodos regionais agrupados, além de subtipo
histolégico. O mesmo foi observado quando o stafus de metilagdo em regido promotora do
gene HMLHI foi avaliado de acordo com os pardmetros acima. Contudo, entre. 0s casos
HMLHI metilados, HMLHI metilado foi mais freqiiente (92,6%; 25/27; p=0,044) entre os

tumores ndo-cérdia (Corpo e antro) quando comparado aos tumores da regido da cardia.
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Tabela 15 — Relacfio entre expressio e metilacio em regides promotoras de HMLHI e parimetros clinicos e

histopatolégicos.
HMLH1
Imunomarcagio Metilacido
&) -) p-valor Total M U p-valor Total

£x0

Masculino 29 20 0,861 49 16 36 0,584 32

Feminino 16 12 28 11 19 30
stadiamento

[+ 10 10 0,373 20 10 13 0,204 23

O+v 35 22 57 17 42 59

142 8 6 0,913 14 7 10 0,416 17

3+4 37 26 63 20 45 65

0 8 8 0,441 16 7 10 0,416 17

1-3 3 24 61 20 45 65
ubtipo histologico

Intestinal 29 21 0,915 50 17 35 0,953 52

Difuso 16 11 27 10 20 30
ocalizacdo do tumor

Cérdia 9 8 0,602 17 2 16 0,044 18

N#o-cardia 36 24 60 25 39 64
OTAL 45 32 - 77 27 55 - 82

M - Metilado; U - Ndo-metilado.

Ao analisar os tumores de acordo com o subtipo histolégico e localizagdo do tumor
(Tabela 16), foi observado que nos tumores subtipo intestinal, uma frequéncia maior
significante de casos HMLHI metilados foi encontrada nos tumores nédo-cardia, apesar de

nenhuma diferenga ter sido observado quanto a expresséo desse marcador.

Tabela 16 — Rela¢iio entre expressiio e metilacio no promotor de HMLHI de acordo com subtipo histolégico e
localizacéio do tumor.

INTESTINAL DIFUSO

Cardia  Nao-cardia p-valor TOTAL Cirdia  Néo-cardia p-valor TOTAL
I 1 16 0,039 17 1 9 0,640 10
12 23 35 4 16 20
OTAL 13 39 - 52 5 25 - 30
ositivo 7 22 0,724 29 2 14 1,000 16
egativo 6 15 21 2 9 11
OTAL 13 37 - 50 4 23 - 27

M — Metilado; U — Néo-metilado.

Quando apenas os casos HMLH1 negativos foram considerados de acordo com o
subtipo histolégico e localizagdo do tumor (Tabela 17), foi observado que nos tumores
intestinais, ndo cardia, a via de inativacio do gene HMLHI foi predominantemente por

metilagdo. O mesmo ndo foi observado nos tumores subtipo difuso.
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Tabela 17 - Relacdo entre inativacio de HMLHI1 e subtipo histolégico e localizacio do tumor.

INTESTINAL DIFUSO
HMLH1 negativo
M U p-valor TOTAL M U p-valor TOTAL
Ciardia 1 5 0,006 6 1 1 0,491 2
Nio-cardia 13 2 15 7 2 9
TOTAL 14 7 - 21 8 3 - 11

M — Metilado; U — Ndo-metilado

6.6.2.2- Relacao entre expressiao e metilacio em regides promotoras de HMLH]I e genes

de H. pylori.

Ao avaliar a distribui¢8io dos casos de acordo com os genes de H. pylori, foi observado
uma associagdo significante (p=0,047), assim como encontrado para o gene COX-2, entre
presenca do alelo s1 de vacA e tumores HMLH] metilados. Também, € interessante notar que
todos os seis casos vacAs2m2 foram encontrados nos tumores néo-metilados (Tabela 18),

contudo sem significancia estatistica (p=0,087).
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Tabela 18 — Relaciio entre imunomarcacio e metilacio do promotor de HMLH1 e genes de H. pylori.

HMLHI1
Imunomarcacéo Metilagéo
&) -) p-valor Total M U p-valor Total

cagh

+ 24 18 0,937 42 15 32 0,537 47

= 18 13 31 12 19 31
vacA

slml 32 21 0,785 53 20 35 0,616 55

slm2/s2m1 8 6 0,864 14 5 10 0,908 15

s2m2 2 2 1,000 4 0 6 0,087

S/A 0 2 - 2 2 0 - 2

sl

+ 38 27 1,000 65 25 43 0,047 68

- 4 2 6 0 8 8

S/A 0 2 - 2 2 0 - 2

ml

+ 34 21 0,397 55 20 37 0,481 57

- 8 8 16 5 14 19

S/A 0 2 - 2 2 0 2
Total 42 31 B 73 27 51 - 78
cagE

4 16 12 0,825 28 12 17 0,129 29

- 18 12 30 8 26 34
virB11

+ 17 15 0,346 32 14 20 0,082 34

- 17 9 26 6 23 29
SflaA

+ 24 14 0,334 38 15 24 0,144 39

- 10 10 20 5 19 24
Todos genes*

+ 9 7 0,821 16 8 9 0,112 17

- 25 17 42 12 34 46
Total 34 24 - 58 20 43 - 63

M- Metilado; U — Ndo-metilado; S/A- Sem amplificagdo; *vacAslml+cagA+cagE+virB11+flaA.

6.6.3- CDKN2A (p16™%*4)

6.6.3.1- Relacdio entre imunomarca¢io e metilagio no promotor do gene CDKN2A4 e

parametros clinicopatologicos.

A distribui¢fo dos casos de imunomarcagéo de p161NK4A de acordo com a faixa etaria
mostrou que a negatividade de p16INK4A foi predominante em todas as faixas etdrias, com
excegdo da faixa de pacientes maiores de 65 anos de idade, que apresentou maior freqiiéncia
de casos positivos (Figura 41A). Os casos metilados de CDKN24 foram ligeiramente mais
freqiientes nas faixas etdrias 15-44 e 45-54 anos e nas demais faixas uma freqiiéncia similar

de casos metilados e nfo-metilados foi observada (Figura 41B). ‘
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Figura 41 — Frequéncia dos casos positivos e negativos de p16™<**

a faixa etaria. M — Metilado; U — Nao-metilado.

[A] e metilados e ndo-metilados [B] de acordo com

A andlise de expressdo de pl6™*** de acordo com a infiltragdo local na parede
gastrica mostrou que (Figura 42A) a negatividade de p16INK4A foi ligeiramente mais freqiiente
nos tumores T2 e T3. Nos tumores T1 apenas a positividade foi observada, contudo somente
dois casos pertencem ao tamanho T1. Nos casos com auséncia de comprometimento de
linfonodos regionais (NO) e nos tumores N3 a positividade de p16™<** foi predominante,
enquanto que em tumores N1 e N2 a negatividade foi mais freqiiente, contudo sem diferenca
estatistica. Essa mesma distribuicio nd3o foi observada quando se analisou o status de

metilagdo de CDKN2A de acordo com esses parametros, como mostrado na figura 42B.
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Figura 42 — Frequéncia de casos positivos e negativos de p16m‘"A [A] e metilados e nfio metilados [B] de acordo com o

tamanho do tumor primério e comprometimento de linfonodos regionais. M — Metilado; U — Nio-metilado.

Quando os dados de p16INK4A foram distribuidos de acordo com o estadiamento

os A 24

tumoral, observou-se que as freqiiéncias de casos positivos e negativos de ple™keA

(Figura
43A) e metilados e ndo-metilados de CDKN2A (Figura 43B) foram semelhantes nos estadios

iniciais mas os padrdes variaram de acordo com o aumento da malignidade.
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Figura 43 — Frequéncias dos casos positivos e negativos de p16™ ** [A] e metilados e nio metilados [B] de acordo com

o estadiamento tumoral. M — Metilado; U — Nao-metilado.

A tabela 19 mostra a distribui¢@io dos casos de p16™*** de acordo com os pardmetros
clinicopatolégicos agrupados. Por essa tabela é possivel observar que existe uma freqiiéncia
significantemente maior (82%; p=0,031) de casos pl6™*4 negativos nos tumores da cérdia
quando comparado aos tumores ndo-cardia, apesar da existéncia de freqiiéncias similares de

K4A
6lN

metilacdo de pl em ambos os sitios dos tumores.

Tabela 19 - Relagfio entre imunomarcacio e metilagio de CDKN2A de acordo com parametros clinicopatoldgicos.

CDKN2A (p16™***)
Imunomarcacio Metilagdo
(&) -) p-valor Total M U p-valor Total

exo

Masculino 18 31 0,404 49 23 29 0,614 52

Feminino 13 15 28 15 15 30
stadiamento

[+11 10 10 0,302 20 11 12 0,866 23

M+v 21 36 57 27 32 59

1+2 5 9 0,955 14 6 11 0,305 17

3+4 23 40 63 32 33 65
7

0 9 7 0,143 16 8 9 0,940 17

1-3 22 39 61 29 34 63

X - - 1 1 - 2
ubtipo histolégico

Intestinal 19 31 0,582 50 25 27 0,678 52

Difuso 12 15 27 13 17 . 30
ocalizacdo do tumor

Cardia 3 14 0,031 17 9 9 0,725 18

Néo-cardia 28 32 60 29 35 64
'OTAL 31 46 - 7 38 44 - 82

X — Niio foi possivel avaliar; M - Metilado; U - Nao-metilado.

Apesar de nenhuma diferenca ter sido observada (Tabela 19) entre os tumores subtipo

6™K4A negativos e o stqtus de

intestinal e difuso com relagdo a freqiiéncia de casos pl
metilagdo em promotor de CDKN24, quando os casos foram analisados concomitantemente

de acordo com o subtipo histolégico e localizagio do tumor foi observado que a associacdo de
TRAL PO CEARR

SiBLICTECA BE CIERTIAS BA Saubg
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negatividade de pl6™*** com os tumores da cardia é caracteristica dos tumores subtipo

intestinal, uma vez que nestes tumores houve uma forte tendéncia (85%; 11/13; p=0,051) dos

INK4A
6

casos pl negativos serem localizados na cardia (Tabela 20).

Tabela 20 — Relacfio entre expressio e metilacio de CDKN2A4 de acordo com o subtipo histolégico e localizacfio do
tumor.

INTESTINAL DIFUSO
Cardia  Néo-cardia p-valor TOTAL  Cardia  Ndo-cardia  p-valor TOTAL

M 8 17 0,262 25 1 12 0,355 13
U 5 22 27 <4 13 17
TOTAL 13 39 - 52 ) 25 - 30
Positivo 2 17 0,051 19 1 11 0,605 12
Negativo 11 20 31 3 12 15
TOTAL 13 37 - 50 4 23 - 27
‘ M- Metilado; U- Nao-metilado.

A tabela 21 sumariza a distribui¢go dos casos p16" ~** negativos nos tumores subtipo

intestinal e difuso, considerando a localizac@o do tumor e status de metilagio no promotor de
CDKN2A. Esta tabela mostra que nos tumores subtipo difuso, a metilagéio no promotor de

INK4A
6 nos

CDKN2A4 foi uma alteragio epigenética relevante (p=0,022) para inativagéo de pl
tumores de localizagdo ndo-cardia, embora nenhuma diferenga significativa tenha sido
observada nos casos p16INK4A negativos de acordo com a localizagdo (Tabela 20). Por outro
lado, nos tumores intestinais, nenhuma diferenga foi encontrada com relagéo ao padréo de

metilagdo no promotor de CDKN2A4.

Tabela 21 - Distribuicio dos casos p16mmA negativos de acordo com subtipo histolégico, status de metilagio e
localizagdo do tumor.

INTESTINAL DIFUSO
p16™ ()
M U p-valor TOTAL M U p-valor TOTAL
Cardia 8 3 0,873 11 0 3 0,022 3
Nio-cardia 14 6 20 10 2 12
TOTAL 22 9 - 31 10 5 - 15

M — Metilado; U — Néo-metilado.

6.6.3.2- Relacdio entre expressio e metilacio no promotor de CDKN2A e genes de H.
pylori.

6 NK4A ¢ status de metilagio

A distribui¢do dos casos considerando a expressdo de pl
no promotor de CDKN24, de acordo com genes de H. pylori estudados, ¢ mostrada na tabela
22. Nenhuma relaggio foi observada entre genes de H. pylori, isolados ou em associago, com
a negatividade de pl6 INK4A Por outro lado, considerando o status de metilacéio no promotor

de CDKN2A, foi observada uma freqiiéncia significante (p=0,017) de tumores néo-metilados
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associados as cepas de H. pylori flaA(+). Adicionalmente, cepas de H. pylori cagA(+) ou
yacAslm1(+) mas sem flaA foram associadas com tumores metilados (p=0,022 e p=0,003,

respectivamente) (Figura 44).

Tabela 22 — Distribuicfio dos casos de imunomarcacio e metilacio em promotor de CDKN2A de acordo com os genes
de H. pylori estudados.

E T | e CDKN2A
(&) ) Total p-valor M U Total p-valor
caghA
+ 18 24 42 0,937 19 28 47 0,331
- 13 18 31 16 15 31
vacA
siml 22 31 53 0,828 26 29 55 0,472
slm2/s2ml 5 9 14 0,580 6 9 15 0,680
s2m2 3 1 4 0,304 2 4 6 0,686
S/A 1 1 2 - 1 1 2 -
sl
+ 25 40 65 0,076 32 36 68 0,285
2 5 1 6 2 6 8
S/A 1 1 2 - 1 1 2 -
ml
+ 24 31 55 0,662 26 31 57 0,790
a 6 10 16 8 11 19
S/A 1 1 2 - 1 1 2 -
Total 31 42 73 - 35 43 78 -
cagk
+ 12 16 28 0,771 10 19 29 0,312
- 14 16 30 16 18 34
virB11
+ 14 18 32 0,855 14 20 34 0,987
- 12 14 26 12 17 29
fla4d
+ 19 21 40 0,393 12 28 40 0,017
- 7 11 18 14 9 23
Todos genes*
+ 8 9 17 0,826 4 13 17 0,082
- 18 23 41 22 24 46
Total 26 32 58 - 26 37 63 -

M- Metiladoé U- Nﬁo—metiiéﬂo; S/A- Sem émpliﬁcagﬁo; *yacAslml+cagA+cagE+virB11+flaA.
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Figura 44 — Distribuicio dos casos de metilacio em promotor de CDKN2A de acordo com genes combinados de H.
pylori. *p<0,05; **p<0,01; * p=0,052. M- metilado; U- Nao-metilado.

O estudo da expressdo e status de metilagdo no promotor de CDKN24 associado com

genétipo de H. pylori, de acordo com pardmetros clinicopatolégicos, gerou uma publicagéo,

que se encontra em anexo (Anexo IV).

6.7- ANALISE COMBINADA DOS MARCADORES

Para verificar a densidade de metilagio em ilhas CpG em amostras de

adenocarcinomas géstricos quanto aos genes estudados, os casos foram agrupados de acordo

com o numero de genes metilados (Grupo 0, 1, 2, e 3). A figura 45 mostra a freqiiéncia dos

grupos estudados. E possivel observar que o grupo com dois genes metilados foi mais

freqiiente, sendo a combinagdo COX-2/CDKN24 a predominante (Figura 46) e o grupo com

todos os trés genes metilados foi menos freqiiente.
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Figura 45 — Freqiiéncia dos grupos de genes metilados (0, 1,2 e 3).
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Figura 46 — Distribui¢iio da combinacio dos dois genes metilados.

Como a metilagdo é um fendmeno epigenético que tem relacfio com a idade, os casos
foram distribuidos de acordo com a faixa etaria. Observa-se pela figura 47 [A e B] que nos
individuos mais jovens existe uma freqii€ncia relevante de dois genes metilados, como
também a auséncia de metilagdo no promotor dos genes estudados. Nas outras faixas etérias
todos os grupos estdo representados. Quando foi analisada a combinag@io dos dois genes
estudados de acordo com a faixa etdria verificou-se que o gene CDKN2A foi o mais
freqiientemente metilado na faixa etdria entre 15-44 anos, associado com a COX-2
(preferencialmente) ou com HMLH]I.
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Figura 47 — Freqiiéncia do nimero de genes metilados (0, 1, 2, 3) de acordo com a faixa etiria.

E interessante relatar que os tumores pertencentes & faixa etéria entre 15-44 anos
foram predominantemente do subtipo histologico difuso (4/5; 80%) e de .estégios mais

avancados (4/5; 80% IIIB e IV).

A distribuicio dos genes de acordo com o tumor primirio e comprometimento
linfonodal é mostrada na figura 48. Observa-se que o estadio T2 do tumor primario foi
associado significantemente (p=0,017) com a presencga de apenas um gene meti\lado, enquanto

que o estadio T3 foi relacionado com dois genes metilados (p=0,005).
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Figura 48 — Distribuicio do nimero de genes metilados de acordo com o tamanho do tumeor primério (T) e
comprometimento de linfonodos (N). *p=0,017; **p=0,005.

A andlise dos casos de acordo com o estadiamento tumoral permitiu verificar que
(Figura 49), exceto o estadiamento A, que possui apenas dois casos, em cada estadio existe
uma representatividade de todos os grupos de metilagdo de genes estudados (0, 1, 2, 3). Em
todos os estadios a freqiiéncia de dois genes metilados foi mais freqiiente, com excego do
estadiamento II. E interessante notar que a presenca de trés genes metilados é mais freqiiente
nos estadios inicias e diminui nos estadios mais avangados (IIIA-IV). Vale lembrar que, dos
trés genes estudados, o gene HMLHI foi o que apresentou maior freqiiéncia de casos

metilados nos estadios IB a II.
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Figura 49 — Freqgiiéncia de nimero de genes metilados de acordo com o estadiamento tumoral.

Com relagfio a localizagdo do tumor, a presenca de trés genes metilados foi mais
freqiiente no antro, porém ausente na cardia (Figura 50). Pelas andlises especificas de cada
gene, verificou-se que apesar do gene HMLH] apresentar a menor freqiiéncia de metilagéo,
ele foi significativamente mais metilado nos tumores do antro, sendo também

significativamente menos freqiiente na cardia (Figura 40B).
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Figura 50 — Freqiiéncia do nimero de genes metilados de acordo com a localizacdo do tumor.

De acordo com o subtipo histolégico, € possivel observar pela figura 51 que a

presenga de trés genes metilados foi discretamente mais freqiiente nos tumores difusos. Por

outro lado, a auséncia de genes metilados, a presenca de apenas um ou dois genes metilados

apresentaram freqiiéncias similares entre os tumores intestinais e difusos.
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Figura 51 - Distribui¢io do niimero de genes metilados segundo o subtipo histolégico.

A tabela 23 mostra as freqiiéncias das combina¢des dos genes metilados de acordo

com os pardmetros clinicopatologicos. Nela € possivel observar que a combinagiio COX-2 e

CDKN2A metilados foi mais freqiiente em pessoas mais velhas e em tumores T3. E

importante lembrar que, como observado anteriormente, o gene COX-2 metilado foi mais

freqiiente nos tumores T3 e, portanto o achado na tabela reflete com qual gene COX-2

metilado esta associado. Adicionalmente, a presenga

CDKN2A/HMLH]I metilados foram mais

freqiientes (p=0,002) no estadiamento II, contudo apenas dois casos pertencem a esse grupo.

Quando agrupamos os estadiamentos em iniciais e avangados foi observado,que os genes

CDKN2A/HMLHI metilados foram relacionados aos

estadios iniciais (I+1I) (p=0,025).
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Tabela 23 — Distribui¢io das combinagdes dos dois genes metilados de acordo com parimetros clinicos e patolégicos.

COX-2/ p-valor COX-2/ p-valor CDKN24/ p-valor TOTAL
CDKN2A HMLH]1 HMLHI
<60 7 0,226 4 0,667 2 0,192 13
>60 13 3 0 16
1
1 0 - 0 - 0 - 0
2 2 1,000 1 1,000 0 1,000 3
3 17 0,633 5 0,569 2 1,000 24
4 1 0,532 1 0,431 0 1,000 2
N
0 2 0,287 2 0.569 1 0,320 5
1 5 0,675 2 1,000 1 0,483 8
9 8 0,431 2 1,000 0 0,532 10
3 4 1,000 1 1,000 0 1,000 5
X 1 - 0 - 0 - 1
Estadiamento
1A 0 = 0 - 0 . 0
1B 2 1,000 1 1,000 0 1,000 3
I 0 0,089 0 1,000 2 0,002 2
HIA 5 1,000 2 1,000 0 1,000 7
1B 9 0,107 1 0,367 0 0,532 10
v 4 0,642 3 0,311 0 1,000 7
Lauren
Intestinal 13 1,000 4 0,665 2 0,532 19
Difuso 7 3 0 10
Sitio
Cardia 6 0,382 1 0,646 0 1,000 7
Corpo 6 0,382 1 0,646 0 1,000 7
Antro 8 0,109 5 0,390 2 0,483 15
TOTAL 20 - 7 = 2 - 29

Quando analisamos a relagfio da densidade de metilagdo em promotor dos trés genes
estudados de acordo com os genes de H. pylori verificou-se que (Tabela 24) a presenga do
alelo s1 de vacA foi mais freqiiente nos grupos de genes metilados 1, 2 e 3, quando
comparado a 0 genes metilados, com significancia estatistica (p=0,010). Adicionalmente, a
presenca do gene flaA foi relacionada com um gene metilado (p=0,018) e com a auséncia de
dois metilados (p=0,033). A falta de associagfio com trés genes pode ser explicada pela baixa
freqiiéncia de trés genes metilados concomitantemente. Os dois genes metilados relacionados
com auséncia de flaA consiste na combinagiio COX-2 e CDKN24 metilados (p= 0,041), como

mostrado na tabela 25.




4

ALVES MKS. Gen6tipo de Helicobacter pyloni na etiologia do cancer gdstrico: correlagdo com metilagio e expressdo génica. 2010 _

L— - |

Tabela 24 — Distribuicio dos casos considerando o niimero de genes metilados (0, 1, 2 e 3) de acordo com os genes de
H. pylori estudados.

0 p-valor 1 p-valor 2 p-valor 3 p-valor
caghA
+ 15 0,787 14 0,104 13 0,191 5 0,478
- 9 4 13 5
vacA
slml 14 0,063 14 0,369 19 0,620 8 0,717
slm2/s2ml 6 0,434 2 0,498 5 1,000 2 1,000
s2m2 4 0,075 1 1,000 1 0,657 0 1,000
S/A 0 - 1 - 1 - 0 -
sl
+ 18 0,010* 16 0,675 24 0,259 10 0,244
- 6 1 1 0
S/A 0 - 1 - 1 - 0 -
ml
+ 16 0,254 14 0,537 19 0,888 8 1,000
- 8 3 6 2
S/A 0 - 1 - 1 - 0 -
Total 24 - 18 - 26 - 10 -
cagE
+ 9 0,721 8 0,721 7 0,336 S 0,233
- 12 8 12 2
virB11
+ 10 0,475 10 0,428 9 0,490 5 0,437
- 11 6 10 2
flaA
+ 13 1,000 14 0,018 8 0,033 4 1,000
- 8 2 11 3
Todos genes**
+ 6 0,841 6 0,273 3 0,230 2 1,000
- 15 10 16 5
Total 21 - 16 - 19 - 7 -
S/A - Sem amplificagio; *0 genes metilados ws 1+2+3  genes metilados (18/6 vs  50/2);

**yagcAslml+cagA+cagE+virB11+flaA.
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Tabela 25 — Distribuicio da combinagio dos dois genes metilados de acordo com os genes de H. pylori.

COX-2+CDKN2A  p-valor COX-2+tHMLHI  p-valor CDKN2A+HMLH]1  p-valor

cagh
+ 10 0,411 3 1,000 0 0,480
- 7 4 2
vacA
slml 14 0,344 5 1,000 0 0,240
slm2/s2ml 2 0,283 2 0,597 1 0,200
s2m?2 1 1,000 0 1,000 0 1,000
S/A 0 - 0 - 1 =
sl
+ 16 1,000 7 1,000 1 1,000
- 1 0 0
S/A 0 - 0 - 1 =
ml
+ 14 0,344 5 1,000 0 0,240
- 3 2 1
S/A 0 - 0 - 1 &
Total 17 - 7 - 2 =
cagE
+ 4 0,617 3 0,305 0 1,000
- 9 2 1
virB11
+ 5 0,350 3 0,628 1 0,474
- 8 2 0
flaA
+ 3 0,041 4 0,111 1 0,421
- 10 1 0
Todos genes*
+ 1 0,222 2 0,155 0 1,000
- 12 3 1
Total 13 - S - 1 B

S/A — Sem amplificagio. *vacAslml+cagA+cagE+virB1 14flaA.
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7 — DISCUSSAO

No estado do Ceard, o céncer gastrico ¢ uma das neoplasias mais frequentes. As
estimativas do INCA para o ano de 2010 apontam uma incidéncia de 21 mil casos novos para
essa neoplasia no Brasil, e destes 1.170 e 300 ocorrerdo apenas no estado do Ceard e na
capital Fortaleza, respectivamente. Essa neoplasia ¢ uma doenca complexa e de etiologia
multifatorial, cujo fator etiolégico ambiental mais importante ¢ a bactéria H. pylori.
Entretanto, apesar de intimeros estudos apontarem a importincia dessa bactéria na etiologia
do céncer gastrico, os mecanismos pelos quais ela contribui para o desenvolvimento dessa
neoplasia sdo ainda pouco conhecidos. No céncer gastrico uma das alteragdes mais freqiientes
¢ a hipermetilagdo em promotor de genes supressores tumorais ¢ de reparo (SHIM et al,,
2000; ESTELLER et al., 2002; KIM et al., 2003; ZHANG et al., 2008; KSIAA et al., 2009),
contudo s3o poucos os estudos que associam a metilagdo no promotor desses genes com a
presenca de infec¢dio por H. pylori. Por essa razdo, o presente estudo abordou as alteragdes na
expressdo e padriio de metilagdo nos promotores dos genes CDKN24, HMLHI ¢ COX-2 em
amostras de pacientes com adenocarcinomas gastricos em associa¢éo com a presencga de cepas
de H. pylori. O estudo da expressgo e metilagéo no promotor do gene COX-2 foi incluido, por
este ser um potente indutor da resposta inflamatoria, & qual ¢ atribuida papel importante na
carcinogénese gastrica. Os dados obtidos foram analisados considerando a amostra total, mas
também foram analisados de acordo com aspectos histopatolégicos tendo em vista a natureza
distinta dos adenocarcinomas subtipos intestinal e difuso (TAHARA, 2004), bem como as
regides anatdmicas em que esses tumores foram encontrados (DRIESSEN et al., 2003;

DRIESSEN et al., 2004; KIM et al., 2005).
7.1- ANALISE DA CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

No presente estudo, a maioria dos pacientes foi procedente da regifio metropolitana e
do interior do estado do Ceara. Considerando a inclusfo aleatéria dos casos, esses dados
refletem a procedéncia de atendimento no Hospital Universitario Walter Cantideo e na Santa
Casa de Misericordia de Fortaleza e mostram a importincia e representatividade desses dois
servicos como hospitais de referéncia do Estado. Uma menor parcela dos pacientes
procedentes da regifio sudeste do pais foram do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina em Botucatu/SP ¢ do Hospital Amaral Carvalho, em Jai/SP, também considerados

hospitais de referéncia na regido.
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Ao avaliar a amostra estudada de acordo com o sexo dos pacientes, foi observado um
predominio de acometimento de céncer gastrico no sexo masculino sobre o feminino, com
uma razdo masculino/feminino de 1,73. A maior freqii€éncia de céncer gastrico nos pacientes
do sexo masculino é concordante com a literatura mundial, inclusive no Brasil, onde na
maioria dos estados € encontrada uma freqii€éncia maior de homens acometidos com essa
neoplasia (CESAR et al., 2002; PARKIN et al., 2005; INCA, 2009). A alta freqiiéncia de
pacientes com idade avancada também € concordante com estudos que mostram o
acometimento de céncer gastrico em pacientes de idade mais avancada, com um aumento

gradativo com a idade (CESAR et al., 2002; CARL-MCGRATH et al., 2007).

A analise histopatologica dos adenocarcinomas gastricos estudados mostrou uma
freqiiéncia maior de tumores do subtipo intestinal de Lauren e localizados na regifio do antro.
O predominio de adenocarcinomas géstricos subtipo intestinal € uma constante em varios
estudos, principalmente em regides geograficas de alto risco para essa neoplasia.
Adicionalmente, estudos apontam o antro como a localizagdo mais freqiiente desses tumores,
apesar de atualmente existir um aumento no nimero de tumores proximais (RODER et al.,
2002; FIGUEIREDO et al., 2002; LOPES et al., 2004; SHANG; PENA, 2005; CARL-
MCGRATH et al., 2007; LOCHHEAD; EL-OMAR, 2008).

A alta freqiiéncia de adenocarcinomas géstricos diagnosticados em estadiamentos mais
avancados € relatada na literatura (ALBERTS et al., 2003; CORREA, 2004; CUNNINGHAM
et al., 2005). A presenga de uma maior freqiiéncia de tumores mais avangados (IIIA, IIIB e
IV) em nossa amostra, principalmente III (IIIA e IIIB) e menor freqiiéncia de tumores nos
estagios IV, provavelmente reflete o diagndstico tardio desses tumores. E interessante relatar
que muitos pacientes encaminhados para cirurgia ndo foram submetidos a esse procedimento
devido ao estigio bastante avangado dessa neoplasia, com comprometimento de diversas
estruturas anatdmicas. Isso certamente levou a uma subestimativa das freqiiéncias dos graus
avancados, denotando o déficit para o rastreamento e o diagnostico do céncer géstrico no

sistema publico de saide do Estado.

72- ANALISE DA DETECCAO DE H. pylori E GENES DE
PATOGENICIDADE

Como era esperado, pelo fato da amostra ser procedente de pacientes de um pais

subdesenvolvido, além de ser de uma regifio do pais com uma grande par’cela da populacdo
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em condi¢Oes sdcio-econdmicas baixas, no presente estudo uma alta freqii€ncia de infecgéo
por H. pylori foi observada. Esses dados séo consistentes com outros estudos realizados no
Brasil, como os de Thomazini et al. (2006) e Ferrasi et al. (2010), ambos realizados no
sudeste do Brasil, utilizando também a técnica de PCR para deteccdo de H. pylori em
amostras de cancer gastrico. Essa alta freqii€ncia de infec¢@io por H. pylori ndo € justificada
pela alta sensibilidade da técnica de PCR, ja que Queiroz et al. (1999), também no Brasil,
detectaram H. pylori, através de sorologia, cultura e histologia, em 95,3% dos casos de
adenocarcinoma gastrico. De forma semelhante, Nomura et al. (1991), no Hawaii, utilizando

sorologia, encontraram H. pylori em alta freqiiéncia (94%) em céncer gastrico.

Outro fator importante que deve ser levado em consideragéo na carcinogénese gastrica
associada a infecgfio por H. pylori é a grande variabilidade genética dessa bactéria. Varios sdo
os estudos que indicam a natureza patogénica de certos tipos de cepas de H. pylori (PEEK;
BLASER, 2002; SOZZI et al., 2005; ATHERTON, 2006; KAMALI-SARVESTANI et al.,
2006), levantando a hipotese que a viruléncia da bactéria é relacionada a presenca de
determinados fatores relacionados a patogenicidade. Neste estudo, a combinagéo alélica sim1
de vacA e os genes cagA e flaA foram mais freqiientes. Como conseqgiiéncia, a associagdo de
cagA e vacA slml foi também elevada. A alta freqiiéncia de cepas portadores dos genes
cagA e vacA slml de H. pylori em céncer géstrico ou em lesGes mais agressivas € descrita na
literatura (SUGIMOTO et al., 2009; WEN; MOSS, 2009; JANG et al., 2010). Em céncer
gastrico, Lin et al. (2004) detectaram o gene cagA em 76% dos casos e Chomvarin et al.
(2008), estudando pacientes da Taildndia, com diversas doengas gastrointestinais,
encontraram uma freqiiéncia de 100% de H. pylori cagA(+) em céncer gastrico, 96,8% em
doencas gastrointestinais nfio ulcerosas ¢ 100% em dlceras gastricas e duodenais. Kamali-
Sarvestani et al. (2006), no Ird, detectaram uma freqiiéncia significante do genétipo vacA
slml associado com pacientes com céncer gastrico quando comparados com aqueles com
gastrite ou tlcera péptica. Em estudo de Douraghi et al. (2009), as cepas de H. pylori cagA
positivas e portadoras dos alelos de vacA sl e vacA il foram associadas com risco de céncer
gastrico. Esses achados sdo consistentes com o aspecto patogénico desses genes corroborando

com os diversos estudos que apontam esses genes como importantes fatores de viruléncia.

Por outro lado, a analise do gene flaA associado a lesdes gastricas foi realizada em
apenas um estudo de Wu et al. (2005), que detectaram flaA em 89,2% de amostras de cancer

gastrico e ulcera péptica. A maioria dos estudos abordando esse gene € restrita a determinag&o
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da funcdo desse gene. No presente estudo, a detec¢do de uma freqiiéncia significativa de

cepas portadoras do gene flaA se mostra relevante, desde que ele € responsavel pela
codificagdo de proteina envolvida na formagdo do flagelo, que vem sendo associado néo

somente com a colonizagio bem sucedida, mas também com os processos de infecgdo e
persisténcia na mucosa gastrica (EATON et al., 1996; OTTEMANN; LOWENTHAL, 2002).
Adicionalmente a funcdio de motilidade, a qual é bem caracterizada, o flagelo tem sido
associado com outras fung¢des, como a de atuar como um aparato exportador de fatores de
viruléncia (YOUNG et al., 1999), na sensibilidade da viscosidade do meio (MCCARTER;
SILVERMAN, 1990) e como uma importante proteina imunogénica (YAN et al., 2003).

Os outros dois genes de H. pylori analisados neste estudo foram cagE e virB11. Ainda
existem poucos estudos abordando esses dois genes em cancer gastrico. O gene cagE tem sido
sugerido como um melhor marcador para integridade da ilba cag-PAI que cagA (SOZZI et
al., 2005; MODENA et al., 2007). Ali et al. (2005), na india, detectaram cagE em 100% dos
adenocarcinomas gastricos. Erzin et al. (2000) e Chomvarin et al. (2008), também
encontraram esse gene em alta freqiiéncia (81,8% e 93,8%, respectivamente) em tumores
géstricos de pacientes da Turquia e Tailéndia. Por outro lado, o gene virB11, localizado na
porgio esquerda da ilha de patogenicidade cag, ¢ bastante relevante pois além de apresentar
funciio essencial na formagdo do sistema de secrecdio tipo IV, pode ser utilizado como
marcador do lado esquerdo da ilha cag-PAI. Tomasini et al. (2003) e Sozzi et al. (2005),
estudando pacientes dispépticos italianos, encontraram o gene virB11 em 90% e 94,7% dos
casos, respectivamente. Adicionalmente, a importancia desses dois genes na patogenicidade
das cepas de H. pylori foi verificada no estudo de Lima et al. (2010) realizado no Laboratdrio
de Genética Molecular (LABGEM) onde foram observadas freqiiéncias elevadas tanto do
gene cagE como do virBll em amostras de adenocarcinomas .gastricos, justificando a

introdugfio desses genes no presente estudo.

7.3- ANALISE INDIVIDUAL DA DETECCAO DA EXPRESSAO E
METILACAO NO PROMOTOR DOS GENES COX-2, HMLHI1 E CDKN2A

O padrfio de imunomarcagdo predominantemente nﬁclear/citoplasmética das proteinas
pl6lNK4A e HMLH1 observado neste estudo é semelhante ao encontrado por outros estudos
(KISHIMOTO et al., 2008; LI et al., 2008; FALCHETTI et al., 2008). De acordo com Liang
et al. (2002), marcagdio citoplasmatica indica a acurnulacdio dessa proteina no citoplasma,

devido a sua fosforilagdo mediada pela proteina quinase B, oncogenicamente ativada,
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bloqueando o reconhecimento de seus sitios por fatores de importagdo nuclear. Contudo, o
acordo entre imunomarcagfo nuclear e citoplasmatica encontrado neste estudo sugere que a

presenga de marcag8o dessas proteinas no citoplasma reflete sua expresséo nuclear.

7.3.1 - COX-2

A COX-2 tem sido considerada uma enzima chave na indugéo e progressdo do cancer
gastrico j& que a sua expressdo aumentada é relacionada a carcinogénese géstrica através da
promogdo de proliferagdo, migragdo celular, angiogénese e inibicdo de apoptose
(KONTUREK et al., 2006). Por essa razﬁo, estratégias terapéuticas tendo como alvo a COX-2
foram desenvolvidas para prevengdo desse tipo de neoplasia (FITZGERALD et al., 2003). A
freqiiéncia da expressdo do gene COX-2 ¢é descrita de forma variavel na literatura (20,4%—
74%) (LEUNG et al., 2001; KAWABE et al., 2002; JOO et al., 2006; HUANG et al., 2006;
KOLEYV et al., 2007; YAMAC et al., 2008). No presente estudo, apenas uma pequena fragdo
(26%) das amostras de céncer gastrico apresentou imunomarcagdo de COX-2. Apesar da
maioria dos estudos relatarem uma freqiiéncia de imunomarcagéio para COX-2 superior a
apreseﬁtada neste estudo, outros estudos mostram freqiiéncia de expresséo um pouco superior
(36,7%) (KOLEYV et al., 2007) ou mesmo inferior (20,4%) (HUANG et al., 2006). A grande
variabilidade nas freqiiéncias de expressdo do gene COX-2 pode ser explicada pela
diversidade de metodologia utilizada, j4 que ha diversos anticorpos usados, com variagdes na
sensibilidade e especificidade dos mesmos, somados aos critérios utilizados na avaliagéo da

imunomarcacao.

Assim como neste estudo, Huang et al. (2006), em estudo conduzido em Dalian, na
China, no qual avaliou a expressdo do gene COX-2 e o padréio de seus fatores regulatérios,
observou uma freqiiéncia similar de expressdo de COX-2 (20,4%) em cancer géstrico, sendo
essa freqiiéncia um pouco superior 4 expressdo em metaplasia intestinal (18,2%) e em gastrite
cronica (10%). E interessante salientar que neste estudo os autores realizaram o método
Imuno-Histoquimico utilizando o anticorpo policlonal do mesmo fabricante do estudo aqui

apresentado e validaram os seus resultados utilizando a técnica de Western blotting.

Outra explicagio compativel com a complexidade dessa neoplasia seria ©
envolvimento de forma variavel da COX-2 na patogénese géstrica. Assim, apesar da
existéncia de uma via dependente da expressdo de COX-2 em céncer gastrico, essa via nem
sempre seria a predominante. Dentro deste contexto, a baixa expressdo do gene COX-2

encontrada neste estudo € em outros pode ser parcialmente explicada pela falta de ativadores
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transcricionais para COX-2, como verificado por Huang et al. (2006). Entretanto, esses
autores verificaram neste mesmo estudo que mesmo na presenca de ativadores transcricionais
havia a auséncia de expressio de COX-2, justificado pela presenga de silenciamento

transcricional devido a hipermetilag8io em promotor do gene COX-2.

De fato, no presente estudo uma alta freqiiéncia (51,2%) de metilagédo no promotor do
gene COX-2 foi detectada com uma correlagdo negativa significante entre a presenca de
metilacdio e expressdo, confirmando o envolvimento desse evento na inativagdo do gene COX-
2. A auséncia de expresséo de COX-2 p(_)r metilagdo em regidio promotora ja foi observada por
outros autores. Hur et al. (2003) em estudo realizado na Coréia encontraram uma associa¢éo
entre diminuicio da expressdo de COX-2 e metilagio aumentada de suas ilhas CpG. Em
pacientes de Hong Kong, o silenciamento transcricional do gene COX-2 devido a
hipermetilagiio do promotor foi encontrado em 43,1% das amostras de cancer gastrico (YU et
al., 2003). Adicionalmente, o silenciamento génico via metilagio pode ser comprovado pelos
estudos onde a expressdo do gene COX-2 foi restaurada pelo tratamento, irn vitro, com agentes
demetilantes (SONG et al., 2001; KIKUCHI et al., 2002). Embora a hipermetilagdo do
promotor de COX-2 tenha sido reportada em cancer géstrico com freqiiéncia de 13,3% a
63,5% (YU et al., 2003; HUR et al., 2003; DE MAAT et al., 2007; FERRASI et al., 2010), a
freqiiéncia de metilagio em promotor encontrada neste estudo foi ligeiramente elevada, mas
concordante com os estudos de Huang et al. (2006) e Ferrasi et al. (2010). No estudo de
Huang et al. (2006), ao analisarem as taxas de expressdo da enzima DNMT1, uma DNA
metiltransferase envolvida no processo de metilagdio, observaram que, em 69,0% dos casos,
essa enzima estava relacionada  negatividade de COX-2, adicionando dados que associam a
negatividade de COX-2 com a hipermetilagdo do promotor devido a superexpressdo de
DNMT]1 e justificando a auséncia de expressdo nos casos onde os ativadores de transcrigéo

para o gene COX-2 estavam presentes.

7.3.2 - HMLHI

A inativagfio de genes do reparo por erro de pareamento do DNA, mais comumente o
gene HMLHI, é uma via alternativa descrita no desenvolvimentlo e progressdo de varios
canceres (CHIARAVALLI et al., 2001; PLEVOVA et al., 2005; HAYASHI et al., 2006;
CHOUAYEKH et al., 2009). A instabilidade genética gerada pela inativagio desses genes ¢
caracterizada por mutagdes somaticas no DNA tumoral observadas através da instabilidade de

regides de repetices de 4 a 6 pares de bases denominadas de regides de microssatélite.
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Embora a instabilidade de microssatélite tenha sido descrita primeiramente e
predominantemente em carcinomas colorretais, ela também ¢ um achado freqiiente e
importante em outros tumores malignos, entre eles o adenocarcinoma gastrico (TOYOTA et
al., 1999; JUNG et al., 2001; YAO et al., 2004; MIZOSHITA et al., 2005). Kang et al. (1999)
detectaram que 100% dos carcinomas géstricos com alta instabilidade de microssatélite ndo
apresentavam expressio de HMLHI e 95% destes mostravam hipermetilagdo em promotor
desse gene. De forma semelhante, em estudo conduzido por Jung et al. (2001), todos os
tumores gastricos com alta instabilidade de microssatélite nfo apresentavam expressdo de
HMLH]. Estudo conduzido por Kim et al. (2003), estudando o padrdo de metilagéo dos genes
HMLHI, CDKN2A e CDHI, mostraram que a hipermetilacgio em promotor de HMLHI
correlacionou-se com perda de expressdo desse gene, resultando em instabilidade de
microssatélite em céincer gastrico. Outros estudos realizados com intuito de avaliar
mecanismos de inativa¢io do gene HMLHI indicam que a hipermetilagdo ¢ um mecanismo
relevante de silenciamento desse gene (BEVILACQUA; SIMPSON, 2000; ENDOH et al.,
2000; FLEISHER et al., 2001; KANG et al., 2002). Neste estudo, a perda da expressdo do
gene HMLHI foi observada em 41,6% dos casos e a metilagdo no promotor em‘ 32,9%. De
forma semelhante, Leung et al. (1999) detectaram uma freqiiéncia de metilagdo em promotor
de HMLHI de 31%, entretanto os autores observaram uma freqiiéncia menor (28,6%) de
perda da expressdo. Fleisher et al. (1999) também observaram uma freqiiéncia (32%) de
metilagio no promotor de HMLHI semelhante a do presente estudo. A forte correlagdo
negativa observada entre perda de expressdo de HMLHI e presenga de metilagdo corrobora
com os estudos que apontam a metilagio da regifio promotora de HMLHI como um
importante mecanismo de inativagio génica (LEUNG et al., 1999; FLEISHER et al., 1999;
KANG et al., 2002). |

7.3.3 — CDKN2A

A importancia da perda do supressor tumoral pl g

sido apontado em muitos cénceres (HENGST et al., 1994; ZHOU et al., 2000;
VIDAURRETA et al., 2008; GOTO et al., 2009). Em céncer géastrico, perda de expressdo de

no processo carcinogénico tem

pl6™¥44 ¢ comum e a hipermetilagfo de regides promotoras desse gene € considerado como
seu principal mecanismo de inativa¢éo (SHIM et al., 2000; DING et al., 2003; ZHAO et al.,
2003). Neste estudo, a freqiiéncia de positividade de p16INK4,A (40,3%) e status de metilagdio
no promotor de CDKN2A4 (46,3%) sdo concordantes com outros estudos (HE et al., 2005;
NAPIERALSKI et al., 2007; ABBASZADEGAN et al., 2008). Shim et al. (2000) e Ding et
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al. (2003) reportaram freqiiéncias de metilagéio em promotor de CDKN24 em 42% e 45% dos
casos de cancer gastrico. Adicionalmente, no presente estudo, uma forte correlagdo negativa
entre negatividade de p16INK4A e metilagdio no promotor de CDKN24 foi encontrada. Esse
achado é concordante com estudos prévios (SHIM et al., 2000; ZHAO et al., 2007;
ABBASZADEGAN et al., 2008). Shim et al. (2000) em estudo realizado na Cor¢ia,
analisando a expressdo por imuno-histoquimica e o padrdo de metilagdo do gene CDKN2A4,
por MS-PCR, em oitenta e oito amostras de carcinomas gastricos, encontraram que 86,4% dos
casos p16INK4A negativos apresentavam metilagdo em promotor desse gene. Zhao et al. (2007)
¢ Abbaszadegan et al. (2008) detectaram uma forte correlagdo negativa entre presenca de
metilagiio em promotor de CDKN24 e auséncia de expressdo, confirmando o envolvimento da

INK:
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hipermetilagdo no promotor de CDKN24 na inativacdo do supressor tumoral pl em

cancer gastrico.

7.4 — ANALISE DA CORRELACAO ENTRE IMUNOMARCACAO E STATUS
DE METILACAO NO PROMOTOR DOS GENES COX-2, HMLHI E CDKN2A

No presente estudo, uma alta concordancia (38/40; 95%) entre presenga de metilagdo e
auséncia de expressdo foi observada para os trés genes estudados, COX-2, HMLHI e
CDKN2A. Contudo, apesar da indicagfo que a hipermetilagdo em promotor desses genes € 0
principal mecanismo implicado na inativagéio deles, ele ndo é o unico, desde que 33,3%,
31,2% e 30,4% dos casos de COX-2, HMLHI e p16INK4A negativos, respectivamente, néo
foram metilados. Outros estudos também encontraram resultados semelhantes (SHIM et al.,
2000; KIM et al., 2003; YU et al., 2003; ABBASZADEGAN et al., 2008). A concordancia
com outros estudos € a representativa freqiiéncia encontrada neste estudo € nos outros citados
indica que esses dados nfio sdio decorrentes de falhas metodoldgicas, mas provavelmente séo
conseqiientes tanto da auséncia de ativadores transcricionais, previamente observada no
estudo de Huang et al. (2006) para o gene COX-2, como de mecanismos alternativos de

inativacio desses genes como mutagdes, delegSes ou microRNAs.

Adicionalmente, uma pequena fragdio dos casos metilados ém promotor de COX-2
(2/40), HMLHI (4/26) e CDKN2A (4/36) foi positiva. Esta situagdio pode ser justificada por
trés possibilidades. A primeira possibilidade consiste na alta sensibilidade do método MS-
PCR, que é capaz de detectar DNA metilado em um nivel de 0,1% (HERMAN et al., 1996).
Entdio, se células tumorais tiverem ambos DNA metilado e lnﬁo-metilado, e a proporgdo de

DNA metilado for tdo baixa quanto 0,1% do DNA total, esta amostra seria classificada como
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tendo um padrio de metilagio positivo, mas ela mostraria imunoreatividade positiva em
99,9% de células tumorais ndo-metiladas. A segunda explicagéio seria uma metilag&io parcial
dos genes cuja metilagdo imcompleta pode reduzir o nivel de repressdio transcricional,
resultando na perda parcial da expressdo desses genes. Ja a terceira possibilidade consiste na
hemimetilagdo dos genes, cujo alelo nfo-metilado seria responsavel pela imunoreatividade.
Independente das possibilidades expostas observa-se a importincia da anélise conjunta dos

resultados de MS-PCR e Imuno-Histoquimica

" 7.5~ ANALISE INDIVIDUAL DOS MARCADORES COX-2, HMLHI E
p16™<“A DE ACORDO COM OS PARAMETROS CLINICOPATOLOGICOS

7.5.1- COX-2

Na maioria dos estudos, correlagdes entre expressdo do gene COX-2 e caracteristicas
clinicopatolégicas bem-conhecidas do céncer gastrico foram investigadas, porém com

resultados divergentes.

Estudo conduzido por Kolev et al. (2007) mostrou uma associagéo significante entre
sexo masculino e positividade de COX-2. Neste mesmo estudo a expressdo do gene COX-2
foi relacionada com a idade avangada dos pacientes. No presente estudo essas associagdes ndo
foram encontradas, mesmo considerando vérios cortes de idade, o que estd de acordo com

outros trabalhos conduzidos por Shi et al. (2003), Joo et al. (2006) e Yamac et al. (2008).

Analisando as caracteristicas do tumor de acordo com a expressdo do gene COX-2,
autores de alguns estudos verificaram que a positividade de COX-2 foi correlacionada com a
presenca de metéstase para linfonodos regionais (MURATA et al., 1999; GAO et al., 2000;
UEFUII et al., 2001; HAN et al., 2003) e estadiamento mais avangado (GAO et al., 2000;
UEFUJI et al., 2001; HAN et al., 2003; XUE et al., 2003). No presente estudo, nenhuma
relagdo significante entre expressdo e metastase para linfonodos regionais e estadiamento foi
observada, concordando com os estudos de Lim et al. (2000), Son et al. (2001) e Kawabe et
al. (2002). Adicionalmente, em estudos prévios, a positividade de COX-2 foi associada
significantemente com profundidade de invasdo tumoral (UEFUJI et al., 2001; HAN et al.,
2003; JOO et al., 2006). Apesar de nfo significativo, na amostra estudada uma tendéncia de
positividade de COX-2 foi associada com os tumores T4; Esse achado esta de acordo com

estudo de Han et al. (2003), e os trabalhos acima mencionados, que detectaram uma

freqiiéncia predominante de expressdo de COX-2 nos tumores T3/T4.
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Quando a expresséo de COX-2 foi analisada de acordo com os subtipos histologicos,
intestinal e difuso, alguns autores encontraram uma associacdo significante da expressio de
COX-2 com os tumores do subtipo intestinal de adenocarcinoma gastrico (SAUKKONEN et
al., 2001; HAN et al., 2003). Entretanto, essa observag@o néo € um consenso na literatura,
onde alguns estudos, incluindo o aqui apresentado, ndo observaram essa relagido (GAO et al.,

2000; UEFUll et al., 2001; YU et al., 2004; YAMAC et al., 2008).

Com relagfo ao status de metilagio do gene COX-2, ainda sdo escassos os estudos que

" fazem a andlise considerando esse aspecto € pardmetros clinicopatolégicos, com apenas dois
estudos, até o momento da redagfo dessa dissertagéo, abordando esse assunto (DE MAAT et
al., 2007; FERRASI et al., 2010). No presente trabalho nenhuma relagéo foi observada entre
presenga de metilagiio no promotor de COX-2 e sexo, idade, subtipo histologico e localizagéo
do tumor, concordando com estudo de De Maat et al. (2007), realizado na Alemanha e Ferrasi
et al. (2010), no sudeste do Brasil. Contudo, diferente do presente estudo, que observou uma
associa¢do entre metilagéio no promotor de COX-2 e os tumores T3, De Maat et al. (2007)
encontraram uma correlagio significante entre tumores COX-2 metilados e baixo TNM e
auséncia de comprometimento de linfonodos. A discordancia entre os estudos pode ser devido
ao fato de que no estudo de De Maat et al. (2007), as amostras eram provenientes de pacientes
em tratamento ou previamente tratados com os medicamentos fluorouracil, doxorrubicina e
metotrexato, os quais potencialmente poderiam modificar o perfil de expresséo do gene COX-

2

Os dados de expressdo e metilagio em promotor de COX-2 foram analisados de
acordo com cada subtipo histologico separadamente, baseado em estudos que demonstram
que mudangas genéticas e epigenéticas em adenocarcinomas gastricos diferem, dependendo
do subtipo histologico (TAHARA et al., 1994; TAHARA, 2004). Nos tumores subtipo difuso,
nenhuma diferenca significativa, quanto a expresséo ou metilagéo em promotor de COX-2 de
acordo com os pardmetros clinicopatolégicos foi observada. Entretanto, nos tumores subtipo
intestinal houve um predominio significativo de casos COX-2 metilados nos estaddios mais
avancados. Essas diferengas observadas corroboram a existéncia de vias distintas entre os
tumores subtipos intestinais e difusos, onde a inflamacéo, caracteristica da indug#o inicial
desse tipo de neoplasia, nos tumores subtipo intestinal geraria um ambiente propicio para a
ativagfio de enzimas envolvidas no processo de metilagdo que, com a progressdo do tumor,

pode ter levado a inativagfio de genes susceptiveis a metilagéo, incluindo o gene COX-2. Até o
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momento, ainda nfio ha na literatura estudos que analisam os subtipos histolégicos
separadamente de acordo com esses parametros, assim, este € o primeiro trabalho realizado
considerando esses aspectos. Por outro lado, quando os tumores foram analisados
considerando a sua localizagdo anatdmica, ndo foi observada nenhuma associagéio entre

expressio ou metilagdio do promotor de COX-2 e a localizac@o tumoral.
7.5.2- HMLH1

Apesar de alguns ::studos prévios encontrarem uma freqiiéncia significante de
negatividade d¢ HMLH1 e metilagdo da regido promotora desse gene em pessoas de idade
avangada (NAKAJIMA et al., 2001; WAKI et al., 2002; HONDA et al., 2005; KIM et al.,
2010), no presente estudo, nenhuma associag¢do entre expressdo de HMLHI e metilagdio em
promotor desse gene com a idade foi observada, como também com o sexo. A falta de
associacdo da presenca de metilagiio com a idade também foi observada em outros estudos
(MOTOSHITA et al., 2005; PERRI et al., 2007; FERRASI et al., 2010), indicando que outros
fatores associados & idade devem estar influenciando o padrio de metilagéio desse gene, nas

diferentes populacdes estudadas.

Estudos anteriores foram realizados avaliando a expressdo e metilagdo em promotor de
HMILHI de acordo com as caracteristicas do tumor. Nakajima et al. (2001) e Honda et al.
(2005) mostraram que a negatividade de HMLHI ¢ mais freqiiente significantemente em
tumores maiores. Em contraste, Geddert et al. (2004) encontraram uma freqiiéncia
significante de hipermetilagdo em promotor de HMLHI em tumores T1/T2 e NO. Entretanto,
neste estudo nenhuma associagdo significante entre expressdo ¢ metilagdo em promotor de
HMLHI e extensio do tumor e comprometimento de linfonodos regionais foi observada,
concordando com estudo de Ferrasi et al. (2010). Por outro lado, foi observado que, apesar de
ndo significante, tanto a negatividade dc HMLHI como a presenga de metilacdo no promotor
foram ligeiramente mais elevadas nos estadios iniciais quando comparado com o0s casos
HMLH]1 positivos e nio-metilados, indo de encontro aos achados de Kitajima et al. (2003)
que observaram uma freqiiéncia relevante de perda de expressdo de HMLHI nos estadios
iniciais do tumor, sugerindo um papel importante desse processo na inicia¢do do tumor. A
perda de expressdio de HMLHI na fase inicial do tumor possibilitarié é fixac3o de mutacdes
importantes no DNA ocorridas devido a exposi¢do da mucosa géstrica a agentes mutagénicos,

resultando na progressdo tumoral.
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Considerando os tumores de acordo com o subtipo histoldgico, freqiiéncias similares

de expressio e metilagio em promotor de HMLHI foram encontradas entre os tumores
subtipo intestinal e difuso, corroborando com estudos de Geddert et al. (2004) e Ferrasi et al.
(2010). Contudo, de acordo com a localizagio do tumor, apesar de nenhuma diferenca de
expressdo do gene HMLH] ter sido encontrada, € notado que os tumores HMLHI metilados
foram predominantemente localizados no antro, concordando com estudo realizado por
Nakajima et al. (2001) que encontrou uma freqiiéncia maior de tumores metilados localizados
no terco inferior do estdmago. Kim et al. (2003) observaram que adenocarcinomas gastricos
com alta instabilidade de microssatélite, associados com 89% de metilagdo em promotor de
HMLH]I, eram significantemente localizados na por¢do distal do estdbmago. Assim, esses
dados em conjunto indicam que a susceptibilidade a metilagdo depende da localizagéo do

tumor.

Quando os tumores foram avaliados de acordo com o subtipo histoldgico e localizagéio
concomitantemente, diferencas foram observadas. Nos tumores intestinais, a inativagdo do
gene HMLH] foi predominantemente significante por metilagéio nos tumores com localizagéo
ndo-cardia. Contudo, nos tumores subtipo difuso, apesar de haver um nimero representativo
de casos metilados nos tumores com localizacdo ndo-cardia, nenhuma diferenga significativa
foi observada. Estudos conduzidos por Falchetti et al. (2008) e Seo et al. (2009) mostraram
que os tumores com alta instabilidade de microssatélite eram significantemente distais, do
subtipo intestinal e predominantemente HMLH1 negativos, contudo, o padrdo de metilagdo
em promotor do gene HMLHI n#o foi avaliado nesse estudo. Dessa maneira, parece que a
maior freqiiéncia dos tumores HMLH]I metilados encontrados no antro sio caracteristicos dos
tumores subtipo intestinal, € provavelmente devem determinar uma via tumorigénica

especifica.
7.5.3- p16™rA

A relacdio de metilag8io do promotor de CDKN24 e pessoas mais velhas € encontrada
em alguns estudos (WAKI et al., 2002; FERRASI et al., 2010), entretanto no presente estudo,
como no de Mino et al. (2006) e Kishimoto et al. (2008) essa associagio ndo foi observada.
Em estudos anteriores, a positividade de pl6INK4A foi associada com a auséncia de
comprometimento dos linfonodos regionais (HE et al., 2005; HONDA et al., 2005) e a
metilagio desse gene foi significantemente mais baixa em tumores bem-diferenciados

(ABBASZADEGAN et al., 2008), mas nenhuma correlagdo foi encontrada entre esses
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parametros clinicopatologicos e expressdo e metilagdo no promotor de CDKN24 no presente

estudo.

Quando os dados foram analisados considerando os subtipos de adenocarcinomas

INK4A
6

separadamente, nenhuma diferenca na expressdo de pl e metilacdo no promotor de

CDKN24 foi observada entre os tumores intestinais e difusos. E interessante notar que, com

K4A
6IN

relagdo a localizagdo do tumor, houve uma diferenca na expresséo de pl , mas nfo no

padréio de metilagdo em promotor de CDKN24, ja que os tumores da cardia tiveram um

6™ negativos. A localizagiio dos tumores géstricos parece

namero significante de casos pl
ser um aspecto relevante para tumorigénese desses tumores. Driessen et al. (2003) e (2004)
reportaram que as caracteristicas dos adenocarcinomas gastricos da cardia, incluindo dados
clinicos e padrdes de expressdo de citoqueratina, foram intimamente ligadas ao
adenocarcinoma proximal que ao adenocarcinoma gastrico distal, sugerindo a natureza
distinta daqueles tumores na determinacfo de vias tumorigénicas. A freqiiéncia mais alta de
negatividade de p16™** nos tumores da cérdia foi também observado por Kim et al. (2005),
em estudo comparando a expresséo de varias proteinas entre pacientes com adenocarcinomas

da cardia e ndo-cardia, tais como p53, E-caderina, MGMT e p16INK4A. Contudo, os autores

ndo avaliaram esta expressdo considerando os subtipos histologicos.

INK4A
6

Para elucidar melhor as diferengas na expressdo de pl entre os tumores da

cardia e nfo-cardia, os dados foram analisados considerando os subtipos histologicos e

6™k negativos

localizagdo do tumor concomitantemente. O nimero maior de casos pl
localizados na cardia foi caracteristico dos tumores subtipo intestinal, embora essas lesdes nédo
difiram com relagdo ao status de metilagdo de CDKN2A de acordo com a localizagio. Como
neste estudo, Abbaszadegan et al. (2008) também nfo encontrou relagio entre metilagdo no
promotor de CDKN2A e localizagdo do tumor ou entre metilacio de CDKN2A4 e subtipo
histolégico.

4 . ~
6™K4A na metilagio no

Conseqiientemente, baseado na auséncia de expresséo de pl
promotor de CDKN24 e na localizagdio do tumor, foi possivel identificar vias distintas nos
tumores subtipos intestinal e difuso. Embora o nimero de casos dos tumores ndo-metilados
seja pequeno para ambos os subtipos histologicos, nos tumores difiisos néo-cardia a metilagéo

4A
6INK

no promotor de CDKN24 foi a tinica via pela qual a inativagdo de pl ocorreu. Por outro

lado, nos tumores intestinais este processo ocorreu por duas rotas diferentes independente da
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localizag@io do tumor. Este estudo € o primeiro trabalho na literatura que reporta a inativagéo

K4A
6IN

de pl por metilagdo de acordo com subtipo histologico e localiza¢éo do tumor.

A figura 52 sumariza as possiveis vias tumorigénicas identificadas neste estudo de
acordo com a localizagfo do tumor e subtipo histolégico. Nos tumores localizados na céardia, a
inativacdo de p16INK4A foi um achado predominante nos tumores subtipo intestinal, assim
como a metilagio no promotor de COX-2 em estagios avangados. Como a combinagiio COX-
2/CDKN24 de genes metilados foi mais freqiiente, isso indica que os eventos anteriormente
citados sdo relevantes na progressdo destes tumores. Por outro lado, nos tumores de
localizacdio ndo-cardia, dois eventos importantes séo observados de acordo com o subtipo
histolégico, um envolvido com os tumores subtipo intestinal, que consiste na inativagdo de
HMLH]I por metilagio, e outro com os tumores subtipo difuso, onde a inativagdo de CDKN24
por metilagdio é um achado significante. Nos tumores localizados na nﬁo—cérd;ia, a metilagdo
no promotor de HMLHI é um achado importante, independente do subtipo histolégico e

parece ser um evento relevante na iniciagédo destes tumores.

. Tumoresintestinais — COX-2 M
| em estigios avangados

| ST 3

7

Tamoresintestinais — p16(-)

Tamoresintestinais — HMLHI (-) (M)
./.,'I\unorcs difusos — CDKN2A (-) (M)

HMLHI1 (-) (M) — Estagiosiniciais

Figura 52 — Representaciio esquematica das possiveis vias tumorigénicas identificadas de acordo com a localizacgfio do
tumor e subtipo histolégico.
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7.6- ANALISE INDIVIDUAL DOS MARCADORES COX-2, HMLH1 E
p16™*** DE ACORDO COM A INFECCAO POR H. pylori E GENES DE
PATOGENICIDADE

7.6.1 — COX-2

Alguns estudos in vitro e in vivo t€m encontrado uma associagfo significativa entre
presenca de infec¢@io por H. pylori e aumento da expressdo do gene COX-2 (SHEU et al.,
2003; CAPUTO et al., 2003; CHANG et al., 2004; YU et al., 2004; KONTUREK et al.,
2006). Adicionalmente, foi observada uma reducfio na expressdo do gene COX-2 ap0s a
erradicagdo de H. pylori (MCCARTHY et al., 1999; KIMURA et al., 2000). Contudo,
Kawabe et al. (2002) ndo encontrou correlagéio entre expressdo de COX-2 e infecgéo por H.
pylori em clncer géstrico, assim como também Yamac et al. (2008) em estudo conduzido na
Turquia em pacientes com adenocarcinoma géstrico ¢ Huang et al. (2006) em Dalian na
China. Neste estudo, a maioria dos tumores (95,1%) foram H. pylori positivos, com apenas
quatro casos negativos. Apesar da impossibilidade de anélise considerando a auséncia de H.
pylori, devido ao numero insuficiente de casos H. pylori negativos, € interessante salientar
que os quatro casos H. pylori negativos foram COX-2 negativos e metilados, concordando
com os estudos anteriormente citados, mostrando o envolvimento de H. pylori na alteragdo da
expressdo de COX-2. Apesar de numerosos os estudos que avaliam o envolvimento de H.
pylori com a alteragfo da expressdo de COX-2, os resultados s@o controversos, provavelmente
por estes nfo considerarem o gendtipo bacteriano e status de metilagdo de COX-2 (GUO et
al., 2003; HUANG et al., 2006; KONTUREK et al., 2006; YAMAC et al., 2008). Os poucos
estudos que avaliam o genétipo bacteriano mostram também resultados divergentes. Em
nosso estudo, nenhuma relagfo significante foi observada entre positividade de COX-2 e os
genes de patogenicidade de H. pylori estudados. Esses achados concordam com o estudo de
Chang et al. (2004), o qual mostrou que os genes de viruléncia de H. pylori, incluindo iceA,
vacA, babA e cagA ndo foram associados com a superexpressdo de COX-2. Adicionalmente,
Romano et al. (1998), em estudo in vitro, mostraram que o aumento do RNAm de COX-2e
PGE2 em células gastricas MKN28 mediada por H. pylori independe da presenca das
proteinas VacA e CagA. Entretanto, Bartchewsky et al. (2009) detectaram niveis altos de
COX-2 na mucosa gastrica de pacientes infectados com gastrite cronica e foram associados

com a infecgfo por cepas H. pylori cagA e vacA slml positivas. Guo et al. (2003) reportaram
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que os niveis da proteina COX-2 em céncer gastrico infectados por cepas de H. pylori cagA

(+) foram maiores que naqueles espécimes sem infecgdo por essas cepas.

Por outro lado, quando foi avaliado o envolvimento de H. pylori na induciio de
metilacio em promotor de COX-2, foi observado que cepas vacA sl positivas foram
significantemente relacionadas com tumores COX-2 metilados. Aktar et al. (2001), em estudo
in vitro, mostraram que células gastricas expostas por duas semanas H. pylori nio
apresentavam alterag@io no status de metilagéio de COX-2, contudo os autores ndo avaliaram o
gen6tipo dessas cepas. Da mesma forma que a expressdo de COX-2, séo raros os estudos que
avaliam o status de metilagdo desse gene de acordo com o gendtipo bacteriano, o que pode
gerar resultados divergentes. Estudo de Ferrasi et al. (2010) nfio encontrou associacfo
significante entre metilagéo do promotor de COX-2 e presenca de infecgéio por cepas H. pylori
cagA (+), entretanto os autores nfo avaliaram o envolvimento do gene vacA de H. pylori

neste processo.

7.6.2 - HMLH1

A relagfio entre presenca de H. pylori e alteragdo na expressdo de HMLHI vem sendo
apontada em alguns estudos in vitro, in vivo e de erradicacéio dessa bactéria. In vitro, Kim et
al. (2002) mostraram que a cocultura de linhagens de células epiteliais gastricas com cepas de
H. pylori resultavam em niveis diminuidos de proteinas do sistema MMR, entre elas a
HMLH]1 e sugeriu que a deficiéncia de MMR causada por H. pylori pode levar a uma alta
instabilidade de microssatélite no epitélio gastrico e isto pode resultar em um mecanismo
importante de acumulagéo de mutagdes na mucosa gastrica durante os estagios mais iniciais
da tumorigénese gastrica. Também, no mesmo estudo, a presenca de ambas as cepas de H.
pylori cagA(+) e cagA(-) causaram uma reducéio nos niveis das proteinas de MMR do DNA,
sugerindo que esse processo ocorre independente de cagA. In vivo, Park et al. (2005),
examinando a expressdo de HMLH!I e HMSH2 em amostras de pacientes com gastrite e tilcera
péptica H. pylori positivas, observaram que a positividade de HMLH1 aumentou
significantemente depois da erradicagdo de H. pylori. No presente estudo, como j4
anteriormente mencionado, ndo foi possivel comparar a influéncia da infec¢éio por H. pylori
na expressio de HMLHI, mas vale salientar que dos quatro casos H pylori negativos trés
eram HMLHI1 positivo. Quando a expressdo de HMLH] foi analisada com foco no genétipo
de H. pylori, ndo se observou nenhuma associag#o entre eles, indicando que da mesma forma

que Kim et al. (2002), em estudo anteriormente citado avaliando a influéncia de cagA na
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expressio de HMLHI, os outros genes de patogenicidade de H. pylori estudados no estudo

aqui apresentado também néo devem influenciar esse processo.

Com relagdo ao status de metilagdo em promotor de HMLHI, at¢é o momento sdo
poucos os estudos que abordam o envolvimento de H. pylori na inativagdo de HMLHI via
metilagdo. Neste estudo, as cepas de H. pylori vacA sl foram relacionadas significantemente
com os tumores HMLH]I metilados. Estudo conduzido por Ferrasi et al. (2010) nfo encontrou
uma relagdo significante entre cepas H. pylori cagA (+) e presencga de metilagdo em promotor
de HMLH], contudo os autores ndo avaliaram esse processo considerando o alelo sl de vacA.
Perri et al. (2007) observaram que depois da erradicagdo de H. pylori de pacientes com
metaplasia intestinal, a freqiiéncia de metilagdo em promotor de HMLHI néo sofreu mudanga
significante, apesar dos genes CDKN24, CDHI e COX-2 terem apresentado diminuicéo

significativa no status de metilag&o.

7.6.3 — p16™ KA

Embora a inativacdo de p16™<** seja aceita como parte da tumorigénese do céncer
gastrico, 0 mecanismo que leva a este processo ¢ desconhecido. Tem sido sugerido que H.
pylori tem um papel importante neste processo (DONG et al., 2009; TAHARA et al., 2009).

INK4A g 5 s 5
6 , associada a infecgéo por H.

No presente estudo, foi observado que a inativagéo de pl
pylori, via metilagdo ou nfo-metilagiio, depende do genétipo bacteriano. Uma frequéncia alta
significante do gene flaA associada aos tumores ndo-metilados foi observada. Contudo, cepas
com genotipo cagA ou vacA slml sem flaA foram relacionadas com a metilagdo do promotor‘
de CDKN2A. Apesar da auséncia de estudos relacionando genétipo bacteriano com inativagéo
de p16INK4A e metilagdo do promotor, alguns estudos tém correlacionado infecgio por H.
pylori com metilagdo de CDKN2A, mas com resultados controversos (ABBASZADEGAN et
al., 2008; KSIAA et al., 2009; DONG et al., 2009; TAHARA et al., 2009). Da mesma forma
que para os genes COX-2 e HMLHI, isto pode ser explicado pela variagéio no genétipo das
cepas de H. pylori estudadas. Infelizmente, nfo € possivel justificar a‘preseng:a de flaA como
um ponto de corte para o status de metilagio de CDKN2A. O gene flaA codifica a principal
proteina da flagelina do filamento do flagelo, responsavel pela motilidade de H. pylori no
muco gastrico e pela colonizagdo bem sucedida da mucosa gastrica (SUERBAUM, 1995).

Estudos futuros sfio necessarios para explicar o envolvimento desse gene com o processo de

metilagdo no promotor de CDKN2A utilizando um niimero maior de casos.
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expressdo de HMLHI, os outros genes de patogenicidade de H. pylori estudados no estudo

aqui apresentado também nfo devem influenciar esse processo.

Com relagdo ao status de metilagdo em promotor de HMLHI, até o momento sfo
poucos os estudos que abordam o envolvimento de H. pylori na inativagdo de HMLHI via
metilacdo. Neste estudo, as cepas de H. pylori vacA sl foram relacionadas significantemente
com os tumores HMLH]I metilados. Estudo conduzido por Ferrasi et al. (2010) no encontrou
uma relagdo significante entre cepas H. pylori cagA (+) e presenga de metilagdo em promotor
de HMLH1, contudo os autores néo avaliaram esse processo considerando o alelo s1 de vacA.
Perri et al. (2007) observaram que depois da erradicagdo de H. pylori de pacientes com
metaplasia intestinal, a freqii€éncia de metilagéo em promotor de HMLHI néo sofreu mudanga
significante, apesar dos genes CDKN2A4, CDHI e COX-2 terem apresentado diminui¢do

significativa no status de metilagéo.

7.6.3 — p16™ KA

Embora a inativagdo de pl16"-** seja aceita como parte da tumorigénese do cancer
gastrico, 0 mecanismo que leva a este processo ¢ desconhecido. Tem sido sugerido que H.
pylori tem um papel importante neste processo (DONG et al., 2009; TAHARA et al., 2009).

No presente estudo, foi observado que a inativagéo de ple™Ka

, associada a infecgéo por H.
pylori, via metilagdo ou ndo-metilagdo, depende do genétipo bacteriano. Uma frequéncia alta
significante do gene flaA associada aos tumores néo-metilados foi observada. Contudo, cepas
com genotipo cagA ou vacA slml sem flaA foram relacionadas com a metilagdo do promotor
de CDKN2A. Apesar da auséncia de estudos relacionando genétipo bacteriano com inativagéo
de p16™*** ¢ metilagsio do promotor, alguns estudos tém correlacionado infec¢do por H.
pylori com metilagdo de CDKN2A, mas com resultados controversos (ABBASZADEGAN et
al., 2008; KSIAA et al., 2009; DONG et al., 2009; TAHARA et al., 2009). Da mesma forma
que para os genes COX-2 e HMLHI, isto pode ser explicado pela variagéio no genétipo das
cepas de H. pylori estudadas. Infelizmente, ndo € possivel justificar a presenga de flaA como
um ponto de corte para o status de metilagio de CDKN2A4. O gene flaA codifica a principal
proteina da flagelina do filamento do flagelo, responsavel pela motilidade de H. pylori no
muco gastrico e pela colonizagdo bem sucedida da mucosa gastrica (SUERBAUM, 1995).

Estudos futuros sfio necessarios para explicar o envolvimento désse gene com o processo de

metilagdo no promotor de CDKN24 utilizando um nimero maior de casos.
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7.7- ANALISE COMBINADA DOS MARCADORES COX-2, HMLHI E
INK4A
plé

Baseado no fato de que a metilagio em ilhas CpG em promotores de genes raramente
ocorre em um unico gene, mas em um conjunto deles (TOYOTA et al., 1999; KANG et al.,
2003; USHIJIMA et al.,, 2006), e que o céncer gastrico é um dos tumores com maior
freqiiéncia de metilagiio em promotores de genes (KANG et al., 2001; WAKI et al., 2002), o
presente trabalho avaliou a densidade de metilagdo considerando os trés genes estudados
baseado no niimero de genes metilados, sendo agrupados de acordo com esse critério. Neste
estudo, a presenga do grupo com dois genes metilados foi mais fregiiente, sendo a
combinagio COX-2/CDKN2A a predominante € a combinacdo CDKN2A/HMLHI a menos
freqiiente. E importante salientar que os genes estudados possuem fungdes diversas, porém
todos relevantes na tumorigénese géstrica. O gene COX-2 é associado & inflamagdo, por
codificar enzima de mesmo nome envolvida neste processo, €, a inflamacéo é apontada como
um evento na iniciagdo e progressdo do cancer gastrico. Por outro lado, o gene HLMHI,
responsavel pelo reparo por erro de péreamento, foi escolhido para estudo aqui neste trabalho
devido ao fato de que o tecido gastrico estd em constante renovagio celular e exposto a
agentes exdgenos, necessitando, portanto de uma enzima de reparo com fungfo plena e ideal.
Ja o gene supressor tumoral CDKN24 é um dos genes mais metilados em céncer gastrico,
sendo relevante seu estudo nestes tumores. Como os genes CDKN24 ¢ HMLHI, sio
provavelmente comprometidos com vias tumorigénicas exclusivas, isso justificaria a baixa

combinacdo dos trés genes metilados.

Dentro deste contexto, inicialmente, foram avaliados os grupos de genes metilados de
acordo com a idade, ji que tem sido sugerido, como anteriormente mencionado, que o
processo de metilagdo € relacionado com a idade. O fato de o clncer géstrico normalmente
ocorrer em pessoas mais idosas e ter uma freqii€ncia maior de ilhas CpG metiladas, sugere a
ligacdo da idade e céncer via aumento na metilagio de ilhas CpG. No presente estudo,
similarmente aos estudos de Oue et al. (2006) e Zhang et al. (2008) os quais estudaram vrios
genes, incluindo os genes CDKN24 e HMLHI aqui analisados, nenhuma associacio
significante foi observada entre o niumero genes metilados e a idade dos pacientes. Contudo, é
interessante apontar que nos pacientes mais jovens, apesar de no significante, a inativagio do
gene CDKNZ2A foi relevante quando comparada com os outros genes estudados, embora
alguns estudos nfio encontrem nenhuma associagio (KSIAA et al., 2009) ou relacionem a

metilagdo desse gene com pessoas mais velhas (FERRASI et al., 2010). Naqueles individuos
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mais jovens, quando foi verificada a associagdo de CDKN2A4 com os outros genes estudados,
a combinagio predominante foi com COX-2. Adicionalmente, esses tumores foram
predominantemente do subtipo difuso e de estigios mais avangados, sugerindo que nestes
tumores gastricos de pessoas mais jovens, a inativagdio do gene CDKN24, por metilagdo, €

uma importante via de desenvolvimento e progressdo tumoral nos pacientes estudados.

Os grupos de genes metilados foram também avaliados levando em consideracéo as
caracteristicas histopatolégicas dos tumores. A auséncia ou a presenga de apenas um gene
metilado nos tumores T1, a significante presenca de um gene metilado nos tumores T2 € a
freqiiéncia significativa de dois genes metilados (COX-2 e CDKN2A) nos tumores T3, sugere
que o aumento de genes metilados estd relacionado com o aumento de extensdo do tumor
provavelmente pela presenga de pelo menos um gene com papel importante no controle de
proliferagfo celular, como o supressor tumoral CDKN24. E razoavel supor que as células sem
essa proteina supressora de tumor podem ter um descontrole na proliferacdo celular e/ou ter

mais chance de aberragbes genéticas adicionais.

Contudo, considerando o estadiamento tumoral, a presenga de todos os trés genes
metilados foi mais freqgiiente nos estidios iniciais e diminui nos estadios mais avangados. Esse
dado na realidade n#o pode ser interpretado como uma diminuigéio do grau de metilagdo com
a progressio do tumor, mas como uma conseqiiéncia dos genes estudados, cujo gene HMLH1
foi mais metilado nos estadios iniciais. O fato de esse gene ter sido o com a menor freqiiéncia
de metilacgio e estar nos tumores de estadios iniciais sugere o envolvimento dele na iniciago
da tumorigénese géstrica, uma vez que a inativag#io, via metilagéo, de uma enzima de reparo
leva a um actimulo de erros por pareamento no DNA e mutagdes e conseqiientemente a uma
instabilidade genética. Adicionalmente, a combinagio CDKN24/HMLH]I metilada foi mais
freqiiente no estddio II, mostrando que nos estadios iniciais, tanto o gene HMLHI como o
CDKN2A4 tém papéis relevantes na iniciagdo do tumor, entretanto, o numero de casos
observados foi pequeno, indicando a necessidade de outros estudos com um maior numero de

casos que abordem esse aspecto.

Neste estudo nenhuma diferenca no numero de genes metilados de acordo com o
subtipo histolégico foi observada. Estudos conduzidos por Oue et al. (2006) e Zhang et al.
(2008), avaliando o status de metilagio de multiplos geneé, entre eles CDKN2A4, HMLH]I,
MINTI, MINT2, CDHI1, MGMT, também n2o observaram diferengas entre os tumores subtipo

intestinal e difuso.
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Considerando a localiza¢do do tumor, € interessante notar que a presenca de todos os
trés genes metilados foi mais freqiiente nos tumores do antro. Esse achado provavelmente
reflete a associagdio do gene HMLHI metilado com os tumores deste sitio, como
anteriormente discutido. Assim é possivel que a inativagio de HMLHI no antro por metilagio
seja uma via relevante nestes tumores, diferente dos tumores da cardia, onde houve um
predominio significante de tumores HMLHI nio-metilados, resultando na auséncia dos trés
genes metilados. Esses achados somam dados para a influéncia do sitio anatémica

determinando vias tumorigénicas distintas.

Alguns estudos sugerem o envolvimento de H. pylori na indug¢@o da metilagio. Esses
estudos foram realizados tanto avaliando esse processo em genes isolados, como em tumores
com alto fendtipo metilador de ilhas CpG de diversos genes envolvidos na carcinogénese
géstrica. Tahara et al. (2009) encontraram uma forte associa¢do entre o numero aumentado de
ilhas CpG metiladas e infecgdo por H. pylori. Maekita et al. (2006) estimaram
quantitativamente os niveis de metilaggio de oito ilhas CpG na mucosa gastrica e observaram
que o nivel de metilagio de todas as oitos regides de ilhas CpG analisadas foram
significantemente maiores na mucosa infectada com H. pylori que na ndo infectada por esta
bactéria. Leung et al. (2006) observaram uma diminui¢do na densidade de metilagdio em
promotor de E-caderina depois da erradicagdo de H. pylori. Entretanto, nestes estudos nfo
foram avaliados o genotipo bacteriano. No presente estudo, o padrio de metilagdio foi
analisado considerando as cepas de H. pylori, sendo observado que as cepas de H. pylori
vacA sl foram relacionadas com a presenga de algum gene metilado. Tendo em vista que
recentes estudos apontam o papel da inflamagdo na indugfo da metilagdo através da ativacdo
das DNA metiltransferases, enzimas responsaveis pelas reagdes de metilagio (HMADCHA et
al., 1999; OBST et al., 2000), é possivel que a toxina vacuolizante de H. pylori mais ativa
(vacA sl) exacerbe a resposta inflamatéria via ativagdo da liberagdo de radicais livres,
potencializando o envolvimento da inflamag8o no processo de metilagdo. Essa hipétese pode
ser corroborada pelo estudo in vitro realizado por Katayama et al. (2009), que identificaram a
associacdo da H. pylori com o processo de metilagdo, tendo como gene alvo o RUNX3. Esses
autores demonstraram que a presenga de H. pylori induziu a produgfo de 6xido nitrico em
macr6fagos, € o 6xido nitrico foi associado com a metilagdo de RUNX3 em células géstricas.
Adicionalmente, alguns estudos tém sugerido que H. pylori pode induzir proliferagdo celular,
e a propria proliferagdo tem sido sugerida como um fator que promove a metilacdo do DNA

(VELICESCU et al., 2002; SUZUKI et al., 2007).
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Outro dado significante no presente estudo consiste no fato de que as cepas de H.
pylori com auséncia do gene flaA foram mais freqiientes em tumores com dois genes
metilados, entre eles o gene CDKN24. De forma complementar, a presenga de cepas de H.
pylori flaA (+) foram mais freqiientes em tumores com um gene metilado, colocando a
presenca do gene flaA de H. pylori como um ponto de corte na induggio ou nfo de metilacéo
do gene CDKNZ2A4. E plausivel supor que cepas com auséncia de flagelo permane¢am na
regifio antral do estdmago, uma vez que elas ndo possuem flagelo para mover-se e fixar-se em
regides superiores do estdmago. Como nesta regido existe uma maior predisposi¢io a
metilacsio do gene CDKN24, entdo as cepas flaA positivas estariam indiretamente associadas

a metilacdo.
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8 — CONCLUSOES

»

H. pylori foi um fator etiologico freqiiente na amostra estudada e a variagdo da
freqiiéncia dos genes de patogenicidade sugere que as cepas genotipicamente diversas

possuem relevancia diferencial na tumorigénese gastrica;

A via de inativagiio dos genes COX-2, CDKN24 ¢ HMLHI foi predominante por
metilagdo em seus promotores, mas néo foi a tnica via, desde que ndo foram detectados

os produtos protéicos independente da metilag&o;

A expressio e metilagio em promotor dos genes COX-2, HMLHI e¢ CDKNZ24
independem de idade e sexo dos pacientes, porém em pessoas mais jovens, a metilacéo

no promotor de CDKN2A parece ser importante;

A baixa expressdo do gene COX-2, decorrente da metilagdo de seu promotor, indicou
que em somente uma pequena parcela dos tumores gastricos, a presen¢a da enzima

COX-2 pode ser associada a tumorigénese gastrica;

O padrfio de metilagdio no promotor de COX-2 foi associado a progressdo dos tumores

subtipo intestinal de localizagdo da cardia;

A freqiiéncia da inativagsio do gene HMLHI mostrou-se semelhante aos de estudos de

outras regides do mundo, principalmente nos tumores de estadios iniciais;

A metilagio foi o principal mecanismo de inativa¢do do gene HMLHI nos tumores de

localizagdio nfio-cardia e subtipo intestinal;

A auséncia de expressio do gene supressor tumoral CDKN24 foi um evento freqiiente,

independente da infiltragdo local do tumor primario e estadiamento;

INK4A
6

Nos tumores subtipo difuso, a inativagdo de pl por metilagdo no promotor de

CDKN24 ocorreu exclusivamente nos tumores néo-cardia. Por outro lado, nos tumores

INK4A
6

subtipo intestinal, a inativagdo de pl por metilagdo ocorreu em ambos 0s tumores

cardia e nfo-cardia;

O aumento no niimero de genes metilados foi associado com o aumento de invasdo local

do tumor primério da parede gastrica;
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» A metila¢do do promotor dos genes COX-2, HMLHI ¢ CDKN2A dependeu do genétipo
de H. pylori;

» Nos genes COX-2 e HMLHI, a metilag#o foi relacionada as cepas de H. pylori vacAsl e

provavelmente conseqiiéncia da inducdo da resposta inflamatdria a toxina VacA;

» O padrio de metilagdo no promotor do gene CDKN2A4 € influenciado, direta ou

indiretamente, pelo gene flaA de H. pylori.
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10- ANEXOS
Anexo I
Universidade Federal do Ceara
Comité de Etica cm Pesqguisa
Of. N° 712/04 _ Fortaleza, 30 de novembro de 2004

Protocolo n® 199/04
Pesquisador responsavel: Silvia Helena Barem Rabenhorst

Dept®./Servico: Departamento de Patologia e Medicina Legal/UFC
Titulo d o0 Projeto: “Alteracdes molecnlares no cincer géstrico: associacio

mmamats

com fatores epidemiolégicos”

Levamos ao conhecimento de V.S que o Comité de Etica em Pesquisa e
do Complexo Hospitalar da Universidade Federal do Ceara — COMEPE, dentro
das normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Saiide — Ministério da Satde, Resolugdio n°196 de 10 de outubro de
1996 e Resolugiio n° 251 de 07 de agosto de 1997, publicadas no Diario Oficial,
em 16 de outubro de 1996 ¢ 23 de setembro de 1997, respectivamente, aprovou 0
projeto supracitado na reunido do dia 25 de novembro de 2004.

Outrossim, informamos, que o pesquisador devera se comprometer a enviar

o relatério parcial e final do referido projeto.

Atenciosamente,

Dra. Mirian Pareaie Monteio
Coordenadora Adjunta do Comitd
de Etica em Pesquisa
('().\ﬂ{l’l‘.‘m}\\'\':UFC'
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Anexo I1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Institui¢io: DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL — UFC
LABORATORIO DE GENETICA MOLECULAR — LABGEM

Endereco: RUA Coronel Nunes de Melo, 1127, Porangabucu

Investigadora: Responséavel: Silvia Helena Barem Rabenhorst

Titulo: ALTE’RACOES MOLECULARES NO CANCER GASTRICO: ASSOCIACAO COM FATORES
EPIDEMIOLOGICOS

Eu, por este meio, fui
informado (a), em detalhes sobre o estudo intitulado: ALTERACOES MOLECULARES NO CANCER
GASTRICO: ASSOCIACAO COM FATORES EPIDEMIOLOGICOS. O estudo esta sendo realizado pelo
Departamento de Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal do Ceard. O estudo em questfo pretende
associar fatores genéticos e ambientais, que podem levar ao desenvolvimento do carcinoma gastrico, de modo a
identificar os fatores de risco, tais como a presenca de uma bactéria denominada H. pylori e de um virus
denominado EBV. Esses serfio detectados através da presenga do material genético destes agentes infectantes no
tumor. Serdo também observadas as alteragGes genéticas das células tumorais. Estas alteracGes serfio vistas pela
expressdo de proteinas, ou pela analise do DNA/RNA do tumor.

Cerca de 100 pacientes serfo incluidos no presente estudo. Portanto, concordando em participar serei
um dos pacientes participantes deste estudo que envolve diversas instituicdes, permitindo coleta de material
necessario para o estudo. N&o haverd mudanca ou perdas em relagfio 4 andlise pelo patologista do meu material.
Paralelamente, serdo anotadas algumas questdes referentes & minha pessoa, no que diz respeito a dados pessoais
como a data de nascimento e relativo a habitos de vida e a minha doenca. Estas informacdes serdo retiradas do
meu prontudrio ou na auséncia delas, serdo perguntadas pessoalmente a mim.

Minha participa¢fio ndo tera beneficio direto imediato, em principio, mas que poder4 estar contribuindo
para que se entendam melhor os fatores de risco e alteragdes que propiciem o aparecimento do céncer géstrico. A
identificag@o dos fatores de risco para cancer gastrico serviréd para direcionar medidas preventivas. Por outro lado
as alterages dos materiais genéticos encontradas nas células tumorais poderdo ser usadas como fatores que
auxiliarfio no diagndstico, progndstico e também como alvos das novas terapias que estdo sendo agora
desenvolvidas.

Todos os dados da minha participacdo neste estudo serfdo documentados e mantidos confidencialmente,
sendo disponiveis apenas para as autoridades<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>