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RESUMO

Helicobacter pylori (H. pylori) é um dos fatores etiológicos relevantes associados ao câncer

gástrico, entretanto o mecanismo pelo qual essa bactéria atua ainda é pouco conhecido sendo

sugerido o seu envolvimento na promoção da metilação do DNA. De fato, o silenciamento

gênico, através da metilação de regiões promotoras, é altamente frequente no câncer gástrico.

Dessa maneira, o presente estudo objetivou avaliar a inativação dos genes COX-2, CDKN2A e

HMLH1 por metilação e sua relação com a infecção por H. pylori, associando com os achados

clínicos e histopatológicos. Esse estudo observacional do tipo transversal foi realizado a partir

de 82 adenocarcinomas gástricos. A detecção de H. pylori foi feita pela amplificação do gene

ureaseC, utilizando a técnica de PCR, bem como a detecção dos genes cagA., cagïL, virQ\\,

y?aA e os subtipos de vacA. O padrão de expressão e metilação dos genes COX-2, HMLH1 e

CDKN2A foram determinados por Imuno-Histoquímica e MS-PCR, respectivamente. As

análises estatísticas foram realizadas utilizando os testes do 72 e teste exato de Fisher sendo

considerados significativos resultados comp<0,05. O gene mais metilado foi COX-2 (51,2%)

seguido do CDKN2A (46,3%), sendo HMLH1 o menos frequente (32,9%). A positividade de

COX-2, HMLH1 e pl6INK4A foi observada em 26%, 58,4% e 40,3% dos casos. Uma forte

correlação negativa foi encontrada entre negatividade desses marcadores e presença de

metilação nos promotores dos seus genes. Nos tumores localizados na cárdia, a negatividade

de p 16 foi um achado significante (p=0,031), assim como a metilação no promotor de

COX-2 nos tumores intestinais de estágios avançados (p=0,037). Por outro lado, nos tumores

de localização não-cárdia, os tumores subtipo intestinal, apresentaram uma significante

(p=0,006) inativação de HMLH1 por metilação enquanto que os tumores subtipo difuso, um

achado significante (p=0,022) foi a negatividade de CDKN2A por metilação. A infecção por

H. pylori foi observada em 95,1% dos tumores. Considerando o genótipo bacteriano estudado,

os genes vacA s 1ml (70,5%) eflaA (61,9%) foram os mais frequentes. Foi observado que os

tumores metilados para os genes COX-2 e HMLH1 foram associados com as cepas de H.

pylori vacA sl (p= 0,028 e 0,047, respectivamente) e os tumores não metilados foram

associados com a presença do geneflaA (p=0,OÏ7). Não foi observada nenhuma correlação

entre os genes de H. pylori e ausência de expressão dos marcadores estudados. Esses dados

sugerem que a inativação dos genes COX-2, HMLH1 e CDKN2A por metilação ocorre por

vias distintas de acordo com o subtipo histológico e localização do tumor e depende do

genótipo bacteriano.

Palavras-chave: Câncer gástrico; Metilação; COX-2; HMLH1; CDKN2A; Genótipos de

Helicobacter pylori; Subtipo histológico; Localização 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

metiiylation of promoter regions is highly frequent in gastric cancer. Thus, the present study

aimed to evaluate the inactivation of the genes COX-2, CDKN2A and HMLH1 by methylation

and its relationship with infection by H. pylori, in a series of gastric adenocarcinomas, in

association with clinical and histopathological findmgs. 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, virBlï,flaA genes and the subtypes of the vacA gene. The pattern of expression

and methylation of the COX-2, HMLH1 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 ^-values were less than 0.05. The most

methylated gene was COX-2 (51.2%), followed by CDKN2A (46.3%) and HMLH1 (32.9%).

The positivity ofCOX-2, HMLH1 and pl6INK4A 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 cárdia tumors, negativity of

pl6IN was a significant finding (p=0.031), as well as the methylation in the promoter of

COX-2 in intestinal tiunors 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

HMLH1 by methylation, while in the diffuse subtype tumors, a significant finding (p=0.022)

was the negativity of CDKN2A by methylation. The infection by H. pylori was observed m

95.1% of the tumors. Considering the bacterial genotype, the genes vocA slml (70.5%) and

flaA. (61.9%) were the most frequent. It was observed that the tumors with methylated COX-2

and HMLH1 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, HMLH1 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; HMLH1; CDKN2A; Helicobacter pylori

genotypes; Histological subtype; Tumor location.
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l-INTRODUÇÃO

1.1- CÂNCER GÁSTRICO

1.1.1- EPIDEMIOLOGIA

As primeiras descrições de câncer gástrico datam de cerca de 1.500 a.C e foram

encontradas em papiros médicos egípcios tais como o papiro de Ebers, um dos tratados

médicos mais antigos e importantes escritos no Antigo Egito. Atualmente, apesar de uma

diminuição acentuada na sua incidência em vários países, o câncer gástrico continua a ser uma

doença muito comum em todo o mundo, sendo o quarto câncer mais frequente, depois dos

cânceres de pulmão, mama e cólon/reto (PARKD^f et al., 2005). Essa neoplasia é mais

frequente 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 incidência de câncer gástrico varia de acordo com a região analisada (Figura l).

Basicamente, existem regiões de alta, intennediária e baixa incidência. Países do nordeste da

Asia, como Japão, Coreia e China, são considerados de alta incidência, apresentando acima de

20 casos por 100.000 homens/ano. Já os países da América do Norte, sul da Ásia e Oceania,

incluindo Austrália e Nova Zelândia, são de baixa incidência, com taxas abaixo de 10 casos

por 100.000 homens/ano. Alguns países da América do Sul, entre eles o Brasil, são

considerados de incidência intermediária (HAMILTON; AALTONEN, 2000; PARKIN et al.,

2005; INÇA, 2009).

O câncer gástrico é considerado a segunda causa de morte por câncer, depois do

câncer de puhnão, afetando em tomo de um milhão de pessoas por ano e com luna média de

700.000 mortes anualmente (PARKIN et al., 2005; KAMANGAR et al., 2006). Das 880.000

pessoas diagnosticadas com esse câncer no ano 2000, em tomo de 650.000 (74%) morreram

dessa doença (PARKIN, 2001).
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Figura l- Taxas de incidência padronizadas por idade para o câncer gástrico. Os dados são mostrados por 100.000
habitantes/sexo. Fonte: Adaptado de Parkin et al., 2005.

No Brasil, o câncer gástrico é a quinta neoplasia mais incidente, depois do câncer de

próstata, mama, cólon/reto e puhnão com estimativas para o ano de 2010, válidas para o ano

de 2011, de 13.820 casos novos enü-e os homens e de 7.680 nas mulheres (Tabela l) (D<CA,

2009). Na região Nordeste, sem considerar os tumores de pele não melanoma, ele é o segundo

mais frequente entre os homens e quarto entre as mulheres. No estado do Ceará, essa

neoplasia também é a segunda mais frequente entre homens, atrás apenas do câncer de

próstata e é a terceira entre as mulheres. Na capital Fortaleza, é observada a mesma tendência

entre homens, porém é a quinta mais incidente entre as mulheres (INÇA, 2009). A

distribuição dos casos novos de câncer gástrico por sexo e região é mostrada na tabela l.
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Em estudo realizado por Lourenço e Hamada (2001), e de acordo com estimativas do

INÇA (2009), o câncer de estômago é uma das causas mais frequentes de morte por câncer no

Brasil e ao comparar as taxas de mortalidade do Brasil, representado pelo estado de São

Paulo, com a de outros países, como Argentina, EUA, Japão, Itália e Inglaterra, pode-se

observar que São Paulo apresenta mortalidade por câncer de estômago menor que o Japão,

contudo maior que os outros países analisados, e, portanto se constitui em uma área de risco

de alta a intermediária para essa neoplasia.

1.1.2- ANATOMIA E PATOLOGIA

1.1.2.1- Anatomia do estômago

a) Macroscópica

O estômago é a primeira divisão da porção abdominal do trato alimentar, começando

com a junção gastroesofágica e se estendendo até o piloro (Figura 2). A porção proximal do

estômago é chamada de cárdia. As porções seguintes são fundo, corpo e antro, esta sendo

considerada a porção distai. O piloro é um anel muscular que controla o fluxo do conteúdo

alimentar do estômago para a primeira porção do duodeno. As curvaturas medianas e laterais

do estômago são também denominadas de curvatura menor e maior, respectivamente (AJCC,

2002).

FUNDO

CÁRDIA

PILORO

CORPO^

B

Grande curvatura
ANTRO

Pequena curvatura

Figura 2 - Representação esquemática simplificada das principais regiões anatómicas do estômago. Fonte:
http://www.cancerquest.org/images/CancerByType/pics/stomachAnatomy.jpg.
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b) Microscópica

A parede do estômago, assün como o resto do trato gastrintestinal, possui quatro

camadas. Da camada mais externa para a mais interna, a primeira corresponde à mucosa,

composta do epitélio e lâmina própria, com a muscularis mucosa na base. Essa camada tem

dois compartimentos, foveolar (superficial) e glandular profundo. As camadas seguintes da

parede do estômago são submucosa, muscular própria e serosa (Figura 3) (LEWIN;

APPELMAN, 1996).

g

Mucosa

Muscular da

mucosa

;í

«..*»<
-<••?=

rfï.^

.! /

»;

r

V<A<tífí
^

/
t'D

»

Subinucosa
l!
i!

Muscular

'»^

Sn'osa

Figura 03 - Camadas da parede do estômago. Fonte: www.portalsaofirancisco.com.br/.../gastrite.php.

1.1.2.2- Classificação histopatológica dos tumores gástricos

a) Classificação da Organização Mundial de Saúde (OMS)

De acordo com análise microscópica, e segundo Hamilton e Aaltonen (2000), os

tumores gástricos podem ser de origem não-epitelial ou epitelial (Tabela 2). Os tumores

epiteliais são divididos em adenomas (benignos), carcinóides e carcinomas, estes últimos,

representados principalmente pêlos adenocarcinomas, são a fonna mais frequente,

correspondendo a mais de 95% dos cânceres gástricos. A classificação desses tumores está

representada na tabela 2.
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Tabela 2 - Classificação histopatológica dos tumores gástricos, segundo OMS.

.7;.Q^mBiS&sss^sisaeew

TUMORES EPITELIAIS
L

adenoma - neoplasia intraepitelial
carcinoma

Adenocarcínoma

Tipo intestinal
Tipo difuso

Adenocarcinoma papilífero
Adenocarcinoma tubular

Adenocarcmoma mucinoso

Carcinoma de células de anel de sinete

Carcmoma adenoescamoso

Carcinoma de células pequenas
Carcinoma indiferenciado

Oufa-os

^arcinóide

s"Ea

ICD-0* TUMORES NÃO-EPITELIAIS

8140/0 Leiomioma

Schwannoma

8140/3 Tumor de células granulares
8144/3 Tumor glômico
8145/3 Leiomiossarcoma
8260/3 Tumor estromal do TGI

8211/3 Benigno
8480/3 Potencial de malignidade incerto
8490/3 Maligno
8560/3 Sarcoma de Kaposi
8070/3 Outros

8041/3 Linfomas malignos
Linfoma de células B de zona

marginal do tipo MALT
8240/3 Linfoma de células do manto

Lmfoma difuso de grandes células B
Outros

ICD-0*

8890/0
9560/0

9580/0
8711/0
8890/3
8936/1

8936/0
8936/1

8936/3
9140/3

9699/3

9673/3
9680/3

,:!

* ICD-0 - Código morfológico da Classificação Internacional de Doenças para Oncologia. O - tumores com comportamento
benigno; 3 - tumores malignos; l - comportamento inespecífíco, borderline ou incerto.

b) Classificação de Lauren

A classificação de Lauren é aplicada aos tumores gástricos do tipo carcinoma e é uma

das mais utilizadas atualmente. Segundo Lauren (1965), esses tumores são classificados em

dois tipos principais: intestinal e difuso. Os tumores que contêm aproximadamente

quantidades equivalentes de componentes intestinal e difuso são chamados de carcinomas

mistos.

Os tumores do subtipo intestinal (Figura 4a) são mais diferenciados, com uma

tendência a formar estruturas tubulares do tipo glandular, semelhantes às presentes no

adenocarcinoma primário do intestino. Esses tumores apresentam estruturas ductais bem

definidas, cercadas por uma reação estromal desmoplástica contendo quantidades diferentes

de infiltrados inflamatórios mistos. As células tumorais são grandes e os núcleos são

polimórficos, anisocromáticos, têm um padrão de cromatina grosseira, e as figuras mitóticas

são facilmente detectadas. Por outro lado, os tiunores subtipo difuso (Figura 4b) exibem uma

coesão celular baixa e são caracterizados pela presença de gmpos pequenos e solitários de

células tumorais sem formação de estmturas glandulares. Algumas vezes vacúolos

1
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citoplasmáticos ricos em muco podem ser observados. Essas células contendo muco

empurram o núcleo para periferia da célula e são denominadas de células em anel de sinete,

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

Figura 4 — Características histopatológicas dos adenocarcinomas gástricos 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) Clínico

Esse estadiamento é baseado nas evidências de extensão da doença adquiridas através

de história clmica, exame físico e exames complementares antes que o tratamento definitivo

seja instituído (AJCC, 2002). São avaliados tumor primário (T), linfonodos regionais (N) e

metástases à distância (M).

b) Patológico

Estadiamento patológico depende tanto de dados clínicos como de achados

patológicos obtidos do exame de espécime tumoral. Nesse estadiamento é avaliado o tumor

primário (T), o comprometimento de linfonodos regionais (N) e a presença de metástase à

distância (Tabela 3) (AJCC, 2002).

Após a avaliação desses parâmetros, esses são agmpados e definem um único

estadiamento, que incluem IA, IB, II, IIIA, IIIB e IV, como representado na tabela 4. Essa

classificação tem implicações terapêuticas e prognosticas.
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F- Tumor primário
TX
TO
Tis
Tl
T2
T3
T4

V- Linfonodos regionais
NX
NO
N1
N2
N3

\f- Metástase à distância
MX
MO
Ml

Tabela 3 — Estadiamento do adenocarcinoma gástrico.

TNM
ÍK-l

Tumor primário não pode ser avaliado
Nenhuma evidência de tumor primário
Carcinoma in situ: Tumor intraepitelial sem invasão da lâmina própria
Tumor invade a lâmina própria e submucosa
Tumor invade a muscular própria ou subserosa
Tumor penetra a serosa (peritôneo visceral) sem invasão de estruturas adjacentes
Tumor invade estruturas adjacentes

Linfonodos regionais não podem ser avaliados
Ausência de metástase para linfonodos regionais
Metástase em 1-6 linfonodos regionais
Metástase em 7-15 linfonodos regionais
Metástase em acima de 15 linfonodos regionais

Metástase a distância não pode ser avaliada
Ausência de metástase à distância
Presença de metástase à distância

SBï-'.' ÏS7^'^^

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

Estádio

Tabela 4 — Agrupamento do TNM para definição do estadiamento.

•)yl:^::^!±:^:^íï:^ ^y^

Estadiamento patológico
T N

o
IA
IB

H

IIIA

IIEB
ÏV

Tis
Tl
Tl

T2a/b
Tl

T2a/b
T3

T2a/b
T3
T4
T3
T4
Tl-3

Qualquer T

NO
NO
N1
NO
N2
N1
NO
N2
N1
NO
N2

N1-3
N3

Qualquer N

M

MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
MO
Ml

5raSï=c s^.-s^ssass-iisssas'^". •'"; / "-'.':'~^;'"

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

35



^jC' S MTÇS. Çenótipo cie JfeRco6acter pylori na etio&giadb câncer gástrico: correíaçSo com inetiíafSo e eyressao gênica. 2010

1.1.3- DIAGNÓSTICO

1.1.3.1- Sinais e sintomas

A principal razão para o diagnóstico tardio de câncer gástrico é o fato de os pacientes

apresentarem sinais e sintomas inespecíficos e vagos. Até o momento, nenhum sinal típico

sugestivo de câncer gástrico precoce foi documentado. Em doença avançada, dor na região

epigástrica, massa palpável no andar superior do abdome, anemia, perda de peso, sinais de

obstmção (síndrome pilórica), sangramento, perfuração, ascite e sinais de acometimento

secundário de outros órgãos podem surgir (CATALANO et al., 2009). Baseado na dificuldade

de diagnóstico clínico, as técnicas endoscópicas e radiológicas se constituem atualmente nos

principais indicadores para definição do diagnóstico dessa doença.

1.1.3.2- Técnicas radiológicas

A seriografia esofagogastroduodenal, utilizando técnicas de duplo contraste (bário e

ar), é a mais utilizada entre as técnicas radiológicas para o diagnóstico de câncer gástrico e é

utilizada atualmente de modo complementar aos estudos endoscópicos. Destaca-se na

capacidade de avaliar o subtipo infiltrativo difuso em que a endoscopia tem sensibilidade

reduzida. Contudo, devido à dificuldade em diferenciar um tumor benigno de uma úlcera

maligna ou mesmo de um linfoma, essa técnica de forma isolada é insuficiente para o

diagnóstico de câncer gástrico, pois, ao contrário da endoscopia, não possibilita a obtenção de

amostra tecidual para análise histopatológica. A tomografia computadorizada, a ressonância

magnética e a ultrassonografía podem evidenciar sinais inespecíficos de acometimento

neoplásico do estômago, frequentemente o espessamento parietal. No entanto, possuem

destacado papel no estadiamento da doença, tanto na detecção de extensão locorregional

como na pesquisa de metástases à distância (LOW et al., 1994; CATALANO et al., 2009).

1.1.3.3- Endoscopia

A endoscopia gastrointestinal alta é o procedimento de escoUia para o diagnóstico de

câncer gástrico sintomático (HALVORSEN et al., 1996). Embora mais invasiva e cara que a

seriografia esofagogastroduodenal, a endoscopia é mais sensível e pode evitar procedimentos

múltiplos, com custos adicionais. Adicionalmente, a endoscopia além de permitir a avaliação

macroscópica da mucosa gástrica, possibilita a posterior confirmação histopatológica do tipo

de lesão (DOOLEY et al-, 1984; CATALANO et al., 2009).
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1.1.3.4- Marcadores biológicos

Atualmente, existe uma busca constante por marcadores tanto tumorais como

sorológicos que permitam a detecção e diagnóstico precoce de câncer gástrico. Os avanços

nas pesquisas em patologia molecular têm esclarecido anomialidades genéticas e epigenéticas

relacionadas ao desenvolvimento e progressão de câncer gástrico (BECKER et al., 2000;

YASUI et al., 2001). Antígenos no tumor, no soro (CEA, CA19.9, CA72.4, CA50) ou no suco

gástrico (CEA, CAI 9.9, sulfoglicoproteína) têm sido úteis no monitoramento e diagnóstico

complementar dessa neoplasia (PECTASIDES et al., 1997; CATALANO et al., 2009).

1.1.4- HISTOGÊNESE DO ADENOCARCINOMA GÁSTMCO

Adenocarcinomas gástricos não surgem de novo do epitélio normal, mas ocorrem

através de mudanças sucessivas, que são bem caracterizadas para o carcinoma gástrico tipo

intestinal, contudo as lesões que predispõem ao desenvolvimento do tipo difuso ainda são

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

Corrêa et al. (1975) descreveram um modelo, que foi denominado "CASCATA DE

CORRÊA", sobre o processo de carcinogênese gástrica. Segundo esse modelo, a

carcinogênese gástrica é um processo de etapas múltiplas e multifatorial, que envolvem tanto

fatores ambientais como relacionados ao hospedeiro. O resultado dessa cascata de eventos é

um espectro progressivo de etapas histopatológicas, variando de um epitélio gástrico nonnal a

um adenocarcinoma tipo intestinal, como representado na figura 5.

H. pylori

/
Defeitos genéticos e

epigenèticos

Mucosa normal

\
Gastrite crónica

\
Gastrite atrófica

\
Metaplasia intestinal

Displasia

\-
Adenocarcinoma gástrico (Tipo difuso) Adenocarcinoma gástrico (Tipo intestinal)

Figura 5 - Representação esquemática da "CASCATA DE CORRÊA". Fonte: Adaptado de Corrêa, 1992.

Fatores
genéticos

Sal, nitrosaminas,i.vit.C
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Atualmente, diversos autores têm demonstrado que os adenocarcinomas gástricos

subtipos intestinal e difuso são tumores distintos diferindo não apenas em características

histopatológicas e clínicas, mas em suas vias tumorigênicas, com alterações genéticas e

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

1.1.5- ETIOLOGIA

O câncer gástrico é uma doença de etiologia multifatorial, cujos fatores genéticos,

epigenéticos e ambientais interagem e contribuem para a origem e progressão desse tumor

(CORRÊA; SCHNEIDER, 2005).

1.1.5.1- Fatores genéticos

Alguns fatores de risco de natureza genética têm sido identificados e associados ao

desenvolvimento de câncer gástnco. Entre eles, os principais são: tipo sanguíneo A, anemia

perniciosa, história familiar, câncer gástrico difuso hereditário, câncer de cólon não polipóide

hereditário e a síndrome 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 interações causais entre genes e seus produtos, que modificam o fenótipo

(WADDINGTON, 1939). Subsequentemente, Arthur Riggs e colaboradores definiram

epigenética como o estudo de mudanças herdáveis mitoticamente e/ou meioticamente em

função do gene que não podem ser explicadas por mudanças na sequência do DNA (RUSSO

et al., 1996). Atualmente, epigenética é definida como o estudo de mudanças herdáveis na

expressão de um gene que ocorrem independentemente de mudanças na sequência primária

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

Os mecanismos epigenéticos podem ser divididos em quatro categorias principais

(SRARMA; KELLY; JONES, 2009), que são: l)- metilação do DNA; 2)- modificações

covalentes de histonas; 3)- mecanismos não-co valentes, como a incorporação de variantes de

histonas e remodelagem de cromatina; e 4)- RNAs não-codificantes, como os microRNAs.

Entre essas modificações, a metilação do DNA é amplamente estudada e merece destaque

devido ao seu papel importante no processo carcinogênico de vários tumores.
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1.1.5.2.1- Metilação do DNA

a) Processo de metilação do DNA

A metilação do DNA consiste em uma modificação química na estrutura do DNA

catalisada por uma família de enzimas denominadas de DNA metiltransferases (DNMTs).

Nesta reação, um grupo metil (-CHs) é covalentemente adicionado ao carbono 5 da citosina

em dinucleotídeos CpG (citosinas próximas a guaninas), em regiões do DNA de 0,5 a 2 kb de

comprimento, ricas em conteúdo CpG, conhecidas como ilhas CpG. Estas regiões são

presentes principalmente em regiões promotoras de aproximadamente 40-50% de genes

(LAIRD, 2003). O grupo metil utilizado nessa reação é transferido da S-adenosilmetionina

(SAM) pela família de enzima DNA Metil-Transferase (DNMT) convertendo-a em S-

adenosilhomocisteína (SAH) ao final da reação (WAJED et al., 2001) (Figura 6).

N.HS

H4

3

Citosina

2 6

SAM-CHa--^

SAH -^
DNMT

NHa

^Y'CH3
5-Msti

0^\^
5-Mstilcitosina

Figura 6- Representação esquemática da conversão da citosina em 5-metilcitosina catalisada pela DNA Metil-
Transferase (DNMT). SAM - S-adenosilmetionina; SAH - S-adenosilhomocisteína; DNMT - DNA metiltransferase.
Fonte - Adaptado de Strathdee; Brown, 2002.

Três membros da família das DNMTs foram descritos em células de mamíferos. O

primeiro a ser identificado foi DNMT1, o qual exibe uma atividade maior no DNA

hemimetilado do que no DNA não metilado, o que explica a sua função primária de manter o

padrão de metilação do DNA depois da síntese do DNA novo durante a divisão celular.

Diferentemente do DNMT1, os dois outros membros pertencentes a essa família, DNMTSa e

DNMT3b, não têm preferência pelo DNA hemimetilado e tem função principalmente de

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

A metilação do DNA em região promotora em ilhas CpG pode bloquear a transcrição

de genes por interferir diretamente com a ligação de fatores de transcrição aos seus sítios

alvos de ligação. Outro mecanismo proposto e atualmente mais aceito é que a metilação do

DNA leva à ligação de uma família de proteínas denominadas de proteínas com domínio de

ligação ao metil (MBD- Methyl-Binding Domain), permitindo a ligação especificamente ao

DNA contendo sítios CpG metilados, como mostrado na figura 7. Essa família contém cinco

membros dos quais três são conhecidos, MeCP2, MBD2 e MBD3, que possuem a capacidade

de associar-se com complexos de proteínas 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 produção de uma cromatina mais

compacta, refratária à transcrição (TYLER; KADONAGA, 1999).
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Figura 7 — Mecanismo de repressão transcricional mediado por metilação do DNA. Fonte: Adaptado de Strathdee;
Brown, 2002.
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c) Papel da metilação do DNA

Em células normais, a metilação do DNA tem um papel essencial no controle de

processos celulares incluindo transcrição de genes, inativação do cromossomo X e imprinting

genômico (ROBERTSON, 2005). Contudo, desregulação desse processo tem sido descrita na

tumorigênese de várias neoplasias sendo apontadas duas mudanças no padrão de metilação do

DNA em células tumorais: a diminuição global na metilação do DNA (hipometilação) e

metilação aumentada em ilhas CpG de regiões promotoras de genes (hipermetilação)

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

Apesar da hipometilação global em tumores humanos ter sido descrita anteriormente

que a hipermetilação de ilhas CpG, o papel desse processo na carcinogênese ainda é pouco

conhecido. Contudo, alguns mecanismos potenciais para desenvolvimento de tumores devido

à hipometilação vêm sendo estudados, tais como a alterações na estabilidade cromossômica e

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

A hipermetilação de ilhas CpG em regiões promotoras de genes de células de tumores

humanos foi primeiro descrita em 1986 (BAYLIN et al., 1986) e desde então a inativação de

muitos genes supressores de tumor, bem como a inativação de genes de reparo do DNA,

resultando no aumento de dano genético e proliferação celular vêm sendo identificadas.

Adicionalmente, o estômago é um dos órgãos que frequentemente sofrem metilação do DNA

de ilhas CpG no epitélio gástrico, provavelmente devido à fácil acessibilidade do tecido aos

agentes exógenos (KIM et al., 2004).

A figura 8 sumariza o envolvimento de dois processos opostos de metilação do DNA,

hipometilação e hipermetilação, que resultam na evolução de um tecido normal para um

neoplásico.
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Figura 8 - A: Hipometilação global do genoma levando à ativação de oncogenes silenciados. B: Hipermetilação de
ilhas CpG em regiões promotoras de genes supressores de tumor bloqueia a transcrição desses genes. Fonte: Adaptado
deWajedetal.,2001.

1.1.5.2.2 - Genes inativados pela hipermetilação em regiões promotoras em

adenocarcinomas gástricos.

Muitos genes têm sido estudados quanto à presença de metilação em regiões

promotoras em adenocarcinomas gástricos tais como COX-2, CDH1, CDKN2A, RUNX3,

DAPK, MGMT e HMLHI (KIM et al., 2004; USHUIMA et al., 2006; ZOU et al., 2009). A

seguir serão abordados com maiores detalhes os genes CDKN2A, HMLH1 e COX-2.

a) CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A~)

O gene supressor tumoral CDKN2A, cujo produto é denominado p 16 , é

localizado no braço curto do cromossomo 9 humano e é o protótipo de uma família de

inibidores de quinases dependentes de ciclina 4 do ciclo celular (INK4 - inhibitors ofCdk4).

Ele se encontra no locus INK4a/ARF/INK4b, um fragmento pequeno de 35 kb do genoma

humano, que contêm mais dois genes, o ARF, também conhecido de pl9ARF e pl4ARF, e o
pl51NK4b, todos codificando proteínas supressoras tumorais (KIM; SHARPLESS et al., 2006).

Na figura 9 é possível observar que o gene CDKN2A possui três exons, dos quais dois são

compartilhados com ARF.
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Figura 9 - Representação esquemática do locus INK4a/ARF/INK4b. Fonte: Adaptado de Kim; Sharpless et al., 2006.

A proteína p 16 atua na fase Gl (Gap 7) do ciclo celular, inibindo a progressão

para a fase seguinte do ciclo, através da inibição seletiva da formação dos complexos ciclina

D/quinase dependente de ciclina 4 ou 6 (CDK4 ou CDK6). Como consequência, a proteína

retinoblastoma (pRB) não é fosforilada e retém os fatores de transcrição da família E2F, uma

vez que a sua fosforilação promove a liberação desses fatores. As proteínas E2F ativam a

transcrição de vários genes cujos produtos são essenciais para a progressão das células para a

fase S (ALBERTS et al., 2004) (Figura 10).
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Figura 10 - Representação simplificada do ciclo celular, mostrando a atuação da pl6 . M - Fase de mitose e
citocinese; Gl - Fase de intervalo entre a fase M e a fase S; S - Fase de replicaçao do DNA; G2 - Fase de intervalo
entre » fase S )e a M do ciclo celular.

-INK4AA inativação de pl61"IV'tA tem sido documentada em vários 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 câncer gástrico, a hipermetilação de regiões promotoras do

gene CDKN2A é considerada seu principal mecanismo de inativação (SHIM et al., 2000;

ZHAO et al., 2003).

b) HMLH1 (human mutL homolos 7)

O gene HMLH1 é um homólogo humano do gene mutL da bactéria Escherichia coli,

localizado no braço curto do cromossomo 3 (3 p21.3) e foi identificado como um locus

frequentemente mutado em câncer de cólon não-polipóide hereditário (HNPCC). Esse gene

codifica uma proteína de mesmo nome que é uma das enzimas pertencentes ao sistema de

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

A figura 11 mostra de forma simplificada a atuação de HMLH1 no reparo pós-

replicação do DNA. As proteínas MSH2 e MSH6, proteínas homólogas de MutS, reconhecem

e se ligam ao erro de pareamento no DNA e recmtam outras proteínas, entre elas a HMLH1.

As interações entre as proteínas e o DNA são 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 ativação

do PCNA-RFC, estas últimas responsáveis pela quebra descontínua na fita de DNA. Esse

processo gera pontos de entrada 5' na fita e possibilita a atuação da exonuclease EX01, que

promove a excisão do DNA. Esta excisão leva a formação de um intervalo de fita única

coberto com proteína de replicação A (RPA), que se liga e protege a fita simples.

Posteriormente, ocorre a ressíntese da fita de DNA pela polimerase ô e ligação catalisada pela

ligase, restaurando assim a fita de DNA (HSIEH; YAMANE, 2008).
I
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Figura 11 - Representação esquemática do processo de reparo por erro de pareamento. Fonte: Adaptado de Hsieh;
Yamane, 2008.

Grady e Markowitz (2002) sugerem que, em câncer de cólon, o silenciamento

epigenético de HMLH1 via hipermetilação do seu promotor possui um forte efeito inibidor do

sistema de reparo por erro de pareamento. Adicionalmente, evidências diretas que a

hipermetilação do promotor de HMLH1 diminui a expressão desse gene foi obtida por

tratamento de células com 5-azacitídína, que reverteu a hipermetilação do promotor e

restaurou a expressão do gene HMLH1 e capacidade de MMR normal (VEIGL et al., 1998;

HERMAN et al., 1998). Em câncer gástrico, a mativação de HMLH1, bem como dos genes

CDKN2A, CDH1 e RUNX3 devido à hipermetilação de promotor é mais frequentemente

observada do que sua inativação devido a mutações (USHIJIMA; SASAKO, 2004).

c) COX-2 (cyclooxygenase 2)

O gene COX-2, oficiaünente chamado de PTGS-2 (prostaglandin-endoperoxide

synthase 2), é localizado no braço longo do cromossomo l (lq25.2-q25.3). Esse gene codifica

uma enzima induzível de mesmo nome, regulada por eventos estimulatórios específicos e

envolvida na síntese de prostaglandinas (PGs), as quais medeiam a sinalização celular (Figura

l
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13). São derivadas principalmente do ácido araquídônico liberado da membrana celular por

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

Membrana celular

FosfolipaseA2

^

COOHv< /\

Acido araquidônico

I COX-2 induzível

Prostaglandinas(PGl2, PGEz)

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

A COX-2 é relacionada ao processo carcinogênico gástrico, principalmente via

prostaglandinas E2, atuando em mecanismos tumorigênicos tais como proliferação e migração

celular, angiogênese, apoptose e invasibilidade (KONTUREK et al., 2005), como mostrado na

figura 13. As prostaglandinas E2 (PGE2) se ligam aos seus receptores acoplados a proteína G

e agem ativando vias de transdução de sinal, por promover a liberação de AMPc e Ca

(Figura 13). Estes por sua vez atuani: ativando a liberação de metaloproteinases de matriz

(MMPs), que degradam a matriz extracelular e facilitam a invasão e migração celular;

reduzindo a taxa de apoptose via inibição da via apoptótica mitocondrial, caracterizada por

redução da liberação do citocromo c, diminuição da atividade das caspases 9 e 3 e imi

aumento da proteína anti-apoptótica Bcl-2; estimulando a angiogênese via o fator de

transcrição HIF-la (Fator induzível por hipóxia l alfa), levando a ativação da transcrição do

VEGF (Fator de crescimento do endotélio vascular); ativando a transcrição de genes

envolvidos na proliferação e migração celular; e ativando a sinalização do EGFR, com

consequente aumento da proliferação celular (KONTUREK et al., 2005; KONTUREK et al.,

2006).

I
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Figura 13 - Mecanismos pêlos quais a enzima COX-2, via prostaglandinas, induzem o processo carcinogênico
gástrico. Fonte: Adaptado de Konturek et al., 2005.

No câncer gástrico, a superexpressão de COX-2 vem sendo relacionada à intensa

resposta mflamatória e progressão tumoral (KONTUREK et al., 2005; YAMAC et al., 2008).

Contudo, estudo conduzido por Huang et al. (2006) encontrou uma baixa expressão de COX-2

em câncer gástrico associada a uma hipennetilação em promotor desse gene. Song et al.

(2001) mostraram que linhagens de células de carcinoma gástrico sem expressão de COX-2

apresentavam hipemietilação em regiões promotoras desse gene e que medicamentos

inibidores de metilação restauravam a expressão de COX-2, sugerindo que a não expressão

desse gene estava relacionada à metilação de seu promotor.

Apesar de alguns estudos apontarem a hipermetilação em regiões promotoras dos

genes CDKN2A, COX-2 e HMLH1 como um importante mecanismo de silenciamento gênico

em câncer gástrico e, portanto de perda de função desses genes na carcinogênese gástrica,

ainda existem muitas lacunas a serem consideradas, tais como a importância desse processo

em cada subtipo histológico, localização do tumor e adicionalmente são incertos os fatores

que promovem esse 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 revisão rebuscada da literatura de um

painel de 722 publicações sobre dieta, atividade física e prevenção de câncer, concluiu que:

> Existem fortes evidências que vegetais sem amido, bem como ínitas protegem contra

câncer gástrico. Inversamente, o sal e também alimentos conservados com sal são

relacionados a esse câncer;

> Existem evidências limitadas sugerindo que legumes incluindo soja ou produtos de

soja, e também comidas contendo selênio protegem contra o câncer gástrico. Em

oposição, pimenta, came processada, alimentos defumados, grelhados e churrasco são

produtos associados ao câncer gástrico.

b) Álcool e fumo

O consumo crónico de álcool e tabagismo intenso são fatores de risco importantes para

o desenvolvimento de câncer gastrointestinal, entre eles o câncer gástrico. A carcinogênese

associada ao álcool é principalmente relacionada ao acetaldeído, produto de degradação do

álcool. Este composto liga-se ao DNA sendo, portanto mutagêmco e carcinogênico.

Adicionalmente, o álcool indiiz as enzimas citocromo P-450, levando a geração de espécies

reativas do oxigénio, e ativação pró-carcinogênica aumentada (POSCHL; SEITZ, 2004).

O projeto da European Prospective Investigation Into Cancer and Nutrition (EPIC)

encontrou uma relação direta entre presença de fumo e desenvolvimento de câncer gástrico.

Em seu estudo, uma associação significante entre o uso de cigarros e risco de câncer gástrico

foi encontrado (pONZALEZ et al., 2003).

c) Agentes infecciosos

Infecções bacterianas e virais têm sido apontadas como ünportantes fatores ambientais

na indução e progressão de câncer gástrico. Entre esses agentes infecciosos, o vírus Epstein-

Ban- (EB V) e a bactéria Helicobacter pylori ,(H. pylori) merecem destaque, principalmente

esta última, devido à sua associação com diversas doenças gástricas, principalmente o câncer
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gástrico e seu merecido reconhecimento como agente carcinógeno do grupo I, pela IARC, em

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

1.2- Helicobacter pylori

1.2.1- HISTÓRICO

Por volta de 1889, W. Jaworski (Figura 14a), professor de Medicina da Universidade

Jagiellonski da Cracóvia, Polónia, descreveu pela primeira vez organismos espiralados no

sedimento de lavados gástricos obtidos de humanos (KONTUREK et al., 1996). Ele notificou

entre outros bacilos, uma bactéria com uma aparência espiralada e denominou-a de Vibrio

rugula, sugerindo pela primeira vez seu possível papel patogênico em doenças gástricas.

Na segunda metade do século XIX, Bizzozero (1892) reportou a presença de tais

organismos no trato gastrointestinal de animais, mas esses achados foram considerados mera

curiosidade microbiológica. Em 1900, Salomon mostrou que bactérias espiraladas infectando

cães 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 presença de espiroquetas em tomo de

40% de estômagos humanos em examinação postmortem e em espécimes cirúrgicos frescos

(KONTUREK, 2003).

O principal obstáculo no reconhecünento do papel dessa bactéria na patologia gástrica

humana foi inicialmente a falha persistente em cultivar a bactéria a partir de amostras de

estômago. Em 1975, Steer encontrou bactérias espiraladas intimamente aderidas às células do

epitélio superficial gástrico, mas cultivou somente Pseudomonas aeruginosa.

Em 1982, iniciava-se uma nova era na gastroenterologia básica e clínica marcada pela

cultura bem sucedida de bactérias espiraladas por Warren e Marshall (Figura 14b) em um

laboratório de microbiologia do Hospital Royal Perth durante um fim de semana de um

feriado prolongado de Páscoa. A primeira cultura foi realizada a partir de biópsias gástricas de ,

um paciente com úlcera duodenal e as bacténas isoladas foram inicialmente chamadas de um

Campylobacter-Like Organism (CLO) achando que ele fosse uma espécie do género

Campylobacter, mas tomou-se um género diferente agora denominado de Helicobacter,
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espécie Helicobacter pylori (MARSHALL, 1984). Atualmente, são vastos os estudos

envolvendo esse microrganismo, porém ainda são pouco entendidos seus mecanismos

carcinogênicos gástricos.
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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 está presente no estômago de, pelo menos, metade

da população do mundo. A infecção frequentemente permanece ao longo da vida e pode

evoluir com manifestações clínicas e histológicas diversas, variando de indivíduos

assmtomáticos a indivíduos sintomáticos (MARSHALL, 2000).

A prevalência da infecção por H. pylori e o modo de transmissão variam entre gmpos

populacionais. Com relação à prevalência, entre adultos de meia idade, nos países em

desenvolvimento, ela é em média de 80 a 90% e em países desenvolvidos é menor que 40%.

Essa variação nas taxas de prevalência pode ser explicada pela grande variabilidade de

métodos diagnósticos, espécimes clínicos utilizados e condições sócio-econômicas e

educacionais da população (AHMED et al., 2006; AZEVEDO et al., 2009). A transmissão

ocorre normalmente em pessoas com idade mais jovem e muitos estudos destacam a

importância da transmissão intrafamiliar e da má condição socioeconômica na aquisição de H.

pylori. Em países desenvolvidos a transmissão direta pessoa-pessoa parece predominar,

enquanto em países em desenvolvimento a rota fecal-oral e a água contaminada têm maior

impacto (GOODMAN; CORRÊA, 1995; KIVI; TINDBERG, 2006; MAGALHÃES

QUEIROZ; LUZZA, 2006). O estômago é o principal habitat de H. pylori, com extensão para

duodeno proximal ou esôfago distai (DUNN et al., 1997).
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1.2.3- CARACTERÍSTICAS MICROBIOLÓGICAS

1.2.3.1- Classificação taxonômica

A espécie Helicobacter pylori pertence à seguinte classificação taxonômica

(KONEMAN et al., 2008):

- Domínio: Bactéria;

- Reino: Eubacteria;

- Filo: Proteobacteria;

- Classe: Epsilonproteobacteria;

- Ordem: Campylobacterales;

- Família: Helicobacteraceae;

- Género: Helicobacter.

1.2.3.2- Estrutura e nutrição

H. pylori é uma bactéria em forma de espiral, não espomlada, medindo de 2,5 a 5,0

fiM de comprimento e 0,5 a 1,0 |^M de largura. E lofotríquia, com quatro a seis flagelos

unipolares embamhados, com bulbo terminal, como representado na figura 15 e 16 (DUNN et

al., 1997).

Com relação à coloração de Gram, H. pylori é classificada como Gram negativa, e,

portanto, apresenta como tal uma membrana externa e outra membrana citoplasmática,

separadas por um espaço periplasmático de aproximadamente 30nm de espessura. Diferente

de outras bactérias gram-negativas, a camada fina de peptideoglicano, com composição de

muropeptídeo, é estmturalmente menos complexa (MOBLEY et al-, 2001).

Adicionalmente, é observada uma membrana polar, localizada 20mn abaixo da

membrana plasmática e próxima ao sítio de inserção do flagelo. Essa membrana contém um

conjunto de moléculas de ATPase e provavelmente é localizada neste sítio para gerar energia

para motilidade e síntese da parede celular. O citoplasma possui matenal nucleóide e

ribossomos. Tanto no citoplasma como próximo ao pólo do flagelo, existem grânulos

intracelulares, chamados de grânulos polifosfatos, que servem como fonte de energia, reserva
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de fósforo e possivelmente prover energia requerida para motilidade das células. A figura 16

mostra uma representação esquemática simplificada dessa bactéria. Nessa figura, é

interessante notar que aderidos à membrana e à parede celular estão os flagelos, que são

compostos pelo corpo basal (Anel L,P, S e Me Bastão), gancho e filamento (MOBLEY et

al., 2001).

2,5 a 5,0 \im f 0,5 a 1 ,0 \im

4 a 6 flagelos
embainhados,;

Esplratada

Figura 15 - Representação estrutural externa
http://dooktor.pVimage_ana/art/Ax5oQR10r26PS497b2yv6HrHt55002.jpg.

de H. pylori. Fonte:
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•cehriwR"•s^Espaço tó~•mEstatorL
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•'I T^-vl/-,; «D.

»
Anil MS
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Slïttmad*
tacreçao
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Figura 16 - Diagrama esquemático da camada externa da bactéria H. pylori. Fonte: Adaptado de gcat.davidson.edu.

Com base em suas necessidades nutricionais, H. pylori é uma bactéria fastidiosa,

heterotrófíca e microaerófíla apresentando, portanto um crescimento ótimo sob baixa tensão

de oxigénio (10% C02, 5% de Oi, 85% de N2) e na presença de compostos orgânicos, 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 único com

um tamanho de 1.667867 pares de base, apresentando 91% de região codificante e com um

conteúdo médio de G+C de 39%. Cinco regiões no genoma apresentam uma diferença

significante na composição de G+C, sendo que duas dessas regiões são importantes por

possuírem genes envolvidos no processamento do DNA (TOMB et al., 1997). Outra região de

destaque no genoma é a ilha de patogenicidade cag (cag-PAY), um elemento insercional de

aproximadamente 40 kb de DNA contendo em tomo de 31 genes, e embora seja desconhecida

sua origem é sugerido que ela foi adquirida de outras espécies bacterianas ou mesmo de outro

género desde que o conteúdo G+C dessa região é diferente do restante do genoma de H.

pylori (HACKER et al., 1997).

1.2.3.4- Fatores de virulência e patogênese da infecção por H. pylori

São diversos os fatores de virulência de H. pylori envolvidos na patogênese gástrica,

contudo basicamente eles são divididos, de acordo com as funções que apresentam, em

aqueles envolvidos na colonização, adesão do epitélio gástrico, no dano tecidual e na

sobrevivência da bactéria (MOBLEY et al., 2001). A seguir serão descritos os principais

fatores de vimlência de H. pylori citados na literatura.

1.2.3.4.1- Urease

A urease é uma enzima essencial tanto para metabolismo como para vimlência dessa

bactéria. Ela é necessária para colonização da mucosa gástrica, já que ela pemiite a

manutenção de pH neutro no microambiente ao redor da bactéria, necessário para

sobrevivência no estômago ácido, além de ser um imunógeno potente. Adicionalmente, a

urease é usada para identificação taxonômica e para o diagnóstico e seguimento depois do

tratamento (EATON et al., 1991; MICHETTI et al., 1994; FERRERO et al., 1994). A enzima

urease, também chamada de ureia amidohidrolase, é uma metaloenzima de alto peso

molecular, em tomo de 550 kDa, composta de três subunidades de 26,5 kDa (UreA), 61 kDa

CUreB), e 13kDa (UreC) (LABIGNE et al., 1991). Ela catalisa a hidrólise da ureia em amónia

e carbonato e este último espontaneamente se decompõe para fonnar outra molécula de

amónia e ácido carbónico, como representado abaixo, quê resulta em um aumento do pH:

H2N-CO-NH2 + H2Ü -> NHs + H2N-C(0)OH

H2N-C(0)OH+2H20-^NH3+H2C03 TpH
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l.2.3.4.2- Ilha de patogenicidade cag (cag pathogenicity island - cag-P AI)

A ilha cag-PAÏ está presente em 60-90% das cepas mundiais (COVACCI et al., 1999)

e sua integridade é essencial para infecção bem sucedida de células epiteliais gástricas por H.

pylori já que contêm genes envolvidos na patogênese gástonca. Estudos realizados por Blaser;
Berg (2001) e Ali et al. (2005) mostraram que cepas de H. pylori portadoras de cag-PAl eram

relacionadas à doenças gástricas tais como úlcera gástrica e carcinoma gástrico, sugerindo o

papel dessas cepas na patogênese gástrica.

Os principais genes pertencentes a cag-PAl codificam proteínas envolvidas no dano

tecidual gástrico e incluem genes de virulência (vir), distribuídos uniformemente por toda ilha

(Figura 17), além dos genes cagA e cagïL (também conhecido como v/rB4), localizados na

porção direita da ilha e considerados como marcadores de integridade dessa ilha (BLASER et
al., 1995; SOZZI et al., 2005).

^'/A^A-/A^^WWWWW'^WWW^^^^
Genoma da cepa ïe.S95 de H.pytoriGonofff*? tíd cepa 2Ç.Ç95 cte H. pytofi

^^^WWwwy^./A^WYA^yAyA^^^

W!^<
HP0524
(VjrD4)

HPOS2S
(VirBll)

HP0530
(VjrBS)

HP0527 HP0528
f/irBlO) (VirB9)

HP0530
(VjrB7)

HP0544
cagE

••;
^L>^^Q<=^

iHP0546.
i(Vjr82)

cagA

Muitos desses genes são
reponsá»eis pela formação
do sistema de secreção Iço
f^.

Translocaçao de
CagA para células
eptellais gáslicas
atr<wésdo sistwna
de secreção Ipo
IV

Figura 17 - Representação da ilha de patogenicidadeca^ do genoma da cepa 26.695 de H. pylori. Fonte: Adaptado de
Suerbaum; Josenhans, 2007.

a) Genes do sistema de secreção tipo IV

A maioria de seus genes vir, da família v?rB/D codificam os componentes do sistema

de secreção tipo IV, que consiste em uma seringa molecular, atuando na transferência de

produtos bacterianos, incluindo CagA, dentro das células epiteliais gástricas (TOMB et al.,

1997; WEN; MOSS, 2009). Entre esses genes, o virBll merece destaque devido ao seu papel

importante na codificação de proteína de mesmo nome envolvida na biogênese do sistema de
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secreção tipo IV e por essa proteína possuir atividade de ATPase (Figura 18), fornecendo

energia para formação do pilus desse sistema de secreção (BACKERT; SELBACH, 2008). A

figura 18 mostra as proteínas envolvidas na formação do sistema de secreção tipo P/ de H.

pylori. Por esta figura é possível observar que a proteína VirBll fonna um hexâmero (seta

vennelha) aderido a membrana interna. A proteína CagL do pilus fonnado adere aos

receptores de integrinas (05 e Pi) na membrana plasmática de células epiteliais gástricas e

permite a injeção de fatores de vimlência de H. pylori.
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•^ •r

f
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'Membrana
plasm awear

Meio externo

Membrana
externa
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Membrana
interna

[3 Slll>stiato(C.lijA)
Q Cli<ipetoii<>(C<iflF)
OCoiiipoiieirtesito plllis
[3 Ti<ii)syltcosllAse titica

Ql Piotehitisdo cote

Figura 18 - Modelo da maquinaria do sistema de secreção tipo IV de H. pylori. Fonte - Adaptado de Backert; Selbach,
2008.

b) Gene caj?A (Gene do antígeno A associado a citotoxina - Cytotoxm-associated

antisen A gene}

Cepas portadoras do gene cagA têm sido associadas às lesões gástricas mais graves,

incluindo câncer gástrico, sendo portanto um marcador de vimlência H. pylori reconhecido na

patogênese gástrica (HATAKEYAMA, 2004; WEN; MOSS, 2009). CagA é uma proteína de

120-145 KDa com uma região carboxiterminal variável, que apresenta motivos denominados
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EPIYA. Existem quatro tipos de sequência EPIYA, -A, -B, -C e -D, que variam de acordo

com a sequência de aminoácidos que apresentam e entre regiões geográficas, como

representado na figura 19 (HATAKEYAMA, 2004).

EPIYA
A B COO
"innrmr
AB CG

"ÏÏTTOTT
ABC

TiïTT ] J
ABO

li anil

CiiyA ocideiit.il

CagA asiáticd
^|Seqiiéncu especifica tie CagA otidental
t.;^ ISequéncia especfficíi <le C-agA AsiAtica

Li^= ^

Figura 19 - Esquema das sequências EPFVA A,B, C eD da proteína CagA nas cepas ocidentais e asiáticas. Fonte:
Adaptado de Hatakeyama, 2004.

A figura 20 ilustra o principal mecanismo de ação da proteína CagA. Quando a

proteína CagA é injetada nas células epiteliais gástricas através do sistema de secreção tipo

IV, ela fica integrada à membrana plasmática, onde sofre fosforilação em resíduos de tirosina

de sítios EPIYA por membros da família de quinases denominadas de SRC. Ao ser

fosforilada, esta interage com domínios da proteína homóloga 2 de SRC, a SH2, que uma vez

ativada induz a sinalização através de quinase regulada por sinais extracelulares (ERK), por

mecanismos dependentes ou independentes de RÃS. A desregulação sustentada dessa via leva

a apoptose em células epiteliais gástricas. Entre cepas ocidentais de H. pylori produtoras de

CagA, o número de sítios EPIYA-C correlaciona-se diretamente com os mveis de fosforilação

de tirosina, atividade ligante de SHP2 e transformação morfológica (HIGASHI et al., 2002).
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i 20 - Mecanismo de ação da proteína CagA. Fonte: Adaptado de Hatakeyama, 2004.
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Adicionalmente, CagA também promove um fenómeno chamado de hummingbird, ou

"beija-flor", devido ao desarranjo do citoesqueleto, dispersão e alongamento das células

infectadas (HIGASHI et al., 2004), como representado na figura 21.

^ ^ t-dcsi'iiasit^:: ^t^ ^*,:".<

?, f •^flft g t ï.-"^^^. « á.^
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s"^^,.
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BS Si ^i!

.*

i €;
«

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

c) Gene casE (Gene do antígeno E associado a citotoxina - Cytotoxm-associated

antigen E sene}

A proteína CagE é outro fator de vimlência de H. pylori, codificado pelo gene ca^E,

localizado na extremidade direita da cag-PAÏ, acima de cagA. Além de possuir uma função

estrutural na formação do sistema de secreção tipo IV, ela atua também como uma citotoxina

envolvida no aumento de expressão de interleucina 8 em células epiteliais gástricas

(AUDIBERT et al., 2001). Mais recentemente, Sozzi et al. (2005) considerou-a como um

melhor marcador de integridade de cag-PAÏ do que cagA.

1.2.3.4.3- Outros fator es de virulência
i

a) Citotoxina Vacuolizante A (VacA)

Os estudos que levaram à descoberta da proteína VacA derivaram das pesquisas de

Leunk e colaboradores, em 1988, onde observaram que sobrenadantes de cultura em caldo de

H. pylori induziam degeneração vacuolar intensa em várias linhagens de células cultivadas

(LEUNK et al., 1988). Em 1992, a proteína mediadora do efeito foi purificada e nomeada de

citotoxina vacuolizante devido à sua ação vacuolizante (COVER; BLASER, 1992). Contudo,

foi apenas em 1994, com a determinação da sequência aminoterminal da proteína, que a

clonagem e sequenciamento do gene da toxina foi possível, sendo designada vacA (COVER

et al., 1994; SCHMITT; HAAS, 1994; TELFORD et al., 1994).
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Todas as cepas de H. pylori contêm uma cópia do gene cromossomal vacA, contudo,

existe um alto nível de diversidade entre os alelos de vacA entre as cepas. Essa diversidade

alélica é particularmente notável próximo a região terminal 5' de vacA (região sinal - s) e na

região do meio do gene (região m), que se combinam em mosaico via recombinação homóloga.

Duas famílias principais de sequências da região s (si e s2) e da região m (ml e m2) têm sido

descritas, além de outros subtipos de alelos de vacA, como sla, slb, slc, mia, mlb, m2a e m2b

(ATHERTON et al., 1995; VAN DOORN et al., 1998). A região sinal afeta a atividade
vacuolizante da toxina, enquanto a região do meio determina a especificidade da ligação entre a

toxina e a célula do hospedeiro, afetando, portanto a ligação às células epiteliais gástricas

(LETLEY; ATHERTON, 2000; JI et al., 2000). A figura 22a mostra de forma esquemática a

representação do gene vacA e sua variação alélica.
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Figura 22 — a) Representação esquemática da região sinal e do meio do gene vacA de H. pylori e seus subtipos de
alelos. b) Esquema da proteína VacA e processamento proteolítica para formação de proteína ativa. Fonte: Adaptado
de Cover; Blanke, 2005.

Mais recente, Rhead et al. (2007) descreveram uma terceira região polimórfica no gene

vacA, localizada entre a região sinal e do meio, denominada de região intemiediária, que

apresenta duas variações alélicas, i l e i2, ambas comuns entre isolados clínicos de H. pylori e
também associada à atividade vacuolizante da toxina.

O gene vacA codifica inicialmente uma protoxina inativa de aproximadamente 140 kDa

(Figura 22b). Posteriormente, uma sequência sinal aminoterminal e um fragmento

carboxitenninal são clivados proteoliticamente, gerando uma toxina madura de

aproximadamente 88 kDa, denominada VacA. As moléculas de toxina madura são secretadas

no espaço extracelular via um mecanismo de autotransporte ou podem ser retidas na superfície

da bactéria. A toxina madura sofre clivagem proteolítica em dois fragmentos, p33 e p55. O
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primeiro fragmento é responsável pela atividade vacuolizante da toxina e o segundo pela

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

Após a ligação de VacA à superfície das células epiteliais gástricas, essa toxina é

intemalizada e forma canais ânion-seletivos na membrana de compartimentos endocíticos

(Figura 23). A penneabilidade do cloreto através desses canais resulta em um aumento da

concentração de cloreto intraluminal e para compensar este aumento, a atividade ATPase

vacuolar aumenta, resultando no aumento do influxo de protons e redução de pH intraluminal.

Posterionnente, bases fracas penneantes de membrana como a amónia se difunde para os

compartimentos endocíticos e toma-se protonada nesse compartimento (MORBIATO et al.,

2001). O edema osmótico desses compartimentos, pela entrada de HzO, resulta em

vacuolização celular, como representada na figura 23.
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Figura 23 - Vacuolização celular induzida por VacA. Fonte: Adaptado de Cover; Blanke, 2005.
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Em células epiteliais gástricas, além da ação de vacuolização celular, a toxina VacA

atua também alterando a pemieabilidade da membrana mitocondrial, levando ao aumento da

liberação do citocromo c e portanto induzindo a apoptose (COVER et al., 2003).

Adicionalmente, ela estimula a sinalização pró-inflamatória, através do estímulo da produção

de citocinas pró-mflamatórias, tais como TNFa e IL-6 (SUPAJATURA. et al., 2002).

Também, a ativação por VacA da via de sinalização de proteínas quinases ativadas por

mitógenos e do fator de transcrição ativado 2 leva ao aumento de proliferação celular

(NAKAYAMA et al., 2004). Em células T do sistema imune, VacA atua inibindo a ativação e

proliferação desses linfócitos através da mibição da produção de IL-2, que é essencial para
viabilidade e proliferação de células T. Como consequência, ocorre um comprometimento da

resposta imune celular (GEBERT et al., 2003) (Figura 24).
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Figura 24 - Mecanismo de ação de VacA em células epiteliais gástricas e linfócitos T. Fonte: Adaptado de Cover;
Blanke, 2005.

Cepas de H. pylori portadoras de alelos de vacA do tipo si foram associadas com um

risco aumentado para desenvolvimento de úlcera péptica e câncer gástiico quando comparado

com cepas portadoras de alelos s2 (FIGUEIREDO et al., 2002), o que pode ser explicado pela

incapacidade de cepas vffcA s2 em produzir citotoxicidade detectável in vitro (ATHERTON

et al., 1995). Também, cepas vacA ml positivas foram associadas com risco aumentado para

desenvolvimento de câncer gástrico quando comparadas às cepas vacA tipo m2

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

A colonização bem sucedida da mucosa gástrica por H. pylori é dependente da

presença do flagelo. O flagelo de H. pylori basicamente é composto de um corpo basal, que é

embebido na parede celular e contém proteínas necessárias para rotação e quimiotaxia; um

filamento que age como uma hélice quando é rotacionado à sua base; e um gancho que serve

como uma junção entre o corpo basal e o filamento flagelar (MOBLEY et al-, 2001) (Figura

25). Pelo menos 20 proteínas constituem os componentes estmturais do flagelo, contudo

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

O filamento é um copolímero de subunidades de flagelinas FlaA e FlaB. FlaA é o

subtipo predominante e FlaB o subtipo menor, localizado na base do flagelo. Ambos os

subtipos de flagelinas apresentam massas moleculares similares (53kDa) e compartilham

considerável homologia quanto à composição de ammoácidos, mas os genes não possuem

ligação cromossômica (MOBLEY et al., 2001).

Em um estudo realizado por Josenhans et al. (1995), utilizando mutantes isogênicos de

fla\ ouflaB, revelou-se que ambos os genes são necessários para motilidade de H. pylori,

contudo derivados mutantes que não apresentam apenas flaB possuem um flagelo normal,

mas apenas com motilidade diminuída, indicando um papel relevante deflaA para o sucesso

da colonização.

Gancho

Fil.imeirto

Haste Anel L

Anel P
Corpo
basal

H- mMm
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1>

!|

Figura 25 - Representação da estrutura do flagelo, mostrando a composição proteica distinta na região do filamento,
gancho e corpo basal. Fonte: Adaptado de Mobley et al., 2001.
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1.2.4- DIAGNÓSTICO DA INFECÇÃO POR H. pylori

A infecção por H. pylori pode ser diagnosticada por métodos invasivos (endoscopia

com biopsia para histologia, cultura, teste rápido da urease e PCR) e técnicas não invasivas

(sorologia, teste respiratório de C-uréia e teste de antígeno nas fezes). A escolha do método
é baseada na prevalência da infecção na população; nos sintomas apresentados; na

disponibilidade e nos custos dos testes fVAIRA; VAKIL, 2001; RICCI et al., 2007).

1.2.4.1- Testes invasivos

1.2.4.1.1- Endoscopia

A endoscopia gastrointestinal alta é o procedimento invasivo utilizado para avaliação

macroscópica da mucosa gástrica e obtenção das biópsias de tecido gástrico para posterior

identificação da infecção por H. pylori, utilizando os métodos abaixo descritos. Segundo

Malfertheiner et al. (2007), esse procedimento é 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 pennite a detecção da bactéria no tecido bem como da presença de

inflamação. A coloração de Giemsa é a coloração de escolha para detecção de H. pylori ]a que

esta técnica é simples, apresenta sensibilidade alta. quando comparada a outras colorações e

baixo custo (ROTIMI et al., 2000).

No tecido, H. pylori é reconhecida pela sua aparência como bacilo curvo, curto ou em

forma de espiral na superfície do epitélio ou na camada de muco ou na profundidade das

glândulas (RICCI et al., 2007).

Essa técnica varia em tomo 53-90% tanto na sensibilidade quanto na especificidade

devido à dependência do número de biópsias obtidas, sítio clínico avaliado, densidade de

bactéria presente, uso de antimicrobianos e experiência do patologista (EL-ZIMAITY et al.,

1996;ROTIMIetal.,2000).

b) Cultura

O método padrão ouro para detecção da infecção por H. pylori é a cultura, devido à

sua alta especificidade (100%) e por possibilitar a detecção da sensibilidade de H. pylori aos

r~~62



r
^IL^ES 'WS. Çenótipo cie JíèGcoBacter pylori na etiologia do câncer gástrico: convlação com metiiação e esfpressão gênica. 2010 IrNr SyD'ÜÇft.O

antimicrobianos. Contudo, a sensibilidade desse método é baixa, devido a dificuldades no

cultivo in vitro dessa bactéria, visto ser um microrganismo bastante frágil. Por esse motivo, a

falha no cultivo decorre das seguintes impropriedades: número de biópsias, transporte dos

espécimes clínicos, meios de cultura utilizados, tempo de processamento da amostra, uso

prévio de antimicrobianos, inibidores da bomba de protons, além de inexperiência do
microbiologista (RICCI et al., 2007).

c) Teste rápido da urease

Esse teste é baseado na atividade da enzima urease produzida por H. pylori que

degrada a ureia em amónia, e esta por sua vez aumenta o pH da solução do teste. A alteração
do pH é detectada pelo indicador vennelho fenol que muda da cor amarela para vermelha. Em

comparação a histologia e cultura, os testes rápidos da urease são mais ágeis, baratos e com
sensibilidade semelhante (MONTEIRO et al., 2001; TSENG et al., 2005).

d) Testes moleculares

Entre os testes moleculares utilizados para detecção da infecção por H. pylori, a

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) tem sido amplamente utilizada. Para identificação

dessa bactéria normahnente são utilizados os genes RNAr 16S, ureA e/ou ureC (DUNN et al.,

1997). Além de possibilitar a detecção com alta especificidade e sensibilidade, PCR também

possibilita a detecção de resistência 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 rápido da urease e cultura, para detecção da infecção por H. pylori,

mostrou que a PCR, através da pesquisa do gene ureC, apresentou alta sensibilidade quando

comparada aos outros métodos e especificidade equivalente à cultura, demonstrando a
excelente utilidade desse método no diagnóstico de H. pylori.

1.2.4.2- Testes não-invasivos

Segundo Ricci et al. (2007), os testes não-invasivos para detecção de H. pylori podem
ser divididos em ativos, quando detectam antígenos bacterianos, ou passivos, quando
detectam anticorpos produzidos contra essa bactéria.
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1.2,4.2.1-Testesativos

a) Teste respiratório da ureia

Esse teste é baseado no princípio que a atividade da urease é presente no estômago de

indivíduos infectados por H. pylori. Pacientes ingerem ureia marcada com carbono I3C ou 14C

e a hidrólise da ureia ocorre na camada de muco e resulta na produção de COi marcado. O

COz marcado difünde-se no epitélio dos vasos sanguíneos e é detectado na respiração dos

pacientes. Ele apresenta alta sensibilidade e especificidade, e é utilizado para confirmação de

erradicação de H. pylori; contudo, o teste respiratório da ureia pode não ser confíável na

avaliação de pacientes que fizeram cimrgia gástrica ou naqueles que usaram inibidores de

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

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

O teste para pesquisa de antígeno de H. pylori nas fezes é um tipo de imunoensaio

enzimático 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, após

terapia de erradicação. Vaira et al. (2002) sugere que o teste respiratório da ureia e teste de

pesquisa de HpSA são equivalentes para confirmação de erradicação de H. pylori.

1.2.4.2.2- Testes passivos

a) Detecção de anticorpos específicos

Os testes sorológicos são baseados na detecção de anticorpos do tipo IgG anti-H.

pylori no soro dos pacientes. Esses testes apresentam as vantagens de serem de baixo custo e

não necessitarem de equipamentos específicos para sua realização. Contudo, eles não

distinguem entre uma mfecção por H. pylori ativa e uma exposição prévia (STERNBERG et

al., 1997; CIRAK et al., 2007).

1.2.5. POSSÍVEIS MECANISMOS CARCINOGËNICOS

A relação entre presença de infecção por H. pylori e desenvolvimento e progressão de

câncer gástncojá é bem estabelecida, contudo ainda é pouco entendido por quais mecanismos

carcinogênicos essa bactéria atua. Adicionaünente, apesar de mais de 50% da população

possuírem H. pylori, menos de 1% desenvolvem o adenocarcinoma gástrico (LADEIRA et al.,
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2003), levantando a hipótese de que existem cepas de H. pylori mais patogênicas, além de

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

E proposto que H. pylori pode induzir o carcinoma gástrico por efeitos de dois tipos

principais de eventos, que são o dano indireto de produtos da inflamação causando eventos

mutacionais em células epiteliais gástricas e/ou efeitos diretos nas células epiteliais gástricas

por H. pylori ou por liberação de produtos dessa bactéria em diferentes níveis. Neste último

caso, esse efeito direto consiste em: efeitos tóxicos diretos em células epiteliais (GRISHAM

et al., 2000); alteração no balanço proliferação-apoptose (KONTUREK et al., 1999); estresse

oxidativo celular (LI et al-, 2000); desregulação do sistema de reparo por erro de pareamento

do DNA (MMR) (KIM et al., 2002; MIRZAEE et al., 2008); alterações na adesão celular

(TERRES et al., 1998); e efeitos nas vias de transdução e expressão de genes, tais como de

genes supressores tumorais, como p53,p27KIPlepl6INK4A (GAO et al., 2000; EGUCHI et al.,

2003; LI et al., 2005; LIMA et al., 2008), além de genes que codificam enzimas pró-

inflamatórias (COX-2) (KONTUREK et al., 2006).

Atualmente, a presença de H. pylori vem sendo associada à indução de hipermetilação

em regiões promotoras de genes importantes para a progressão tumoral gástrica. Perri et al.

(2007) mostraram que após a erradicação de H. pylori, o status de metilação dos genes CDH1

e CDKN2A diminuíram significantemente e a metilação no gene COX-2 desapareceu

completamente. Chan et al. (2006) também observaram que a incidência de metilação em

regiões promotoras de CDH1 diminui depois da erradicação de H. pylori. Mais recentemente,

Kitajima et al. (2008), em estudo in vitro, demonstraram a existência de uma relação entre

presença de H. pylori e metilação do supressor de tumor RUNX3. Adicionalmente, Dong et al.

(2009), in vivo, mostraram que a frequência de metilação do promotor de CDKN2A em lesões

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

Neste contexto, é evidente a relevância de estudos que possibilitem a elucidação de

mecanismos pêlos quais H. pylori pode promover a carcinogênese gástrica. Frente à

diversidade genética apresentada pela H. pylori toma-se importante verificar a relação

existente entre seus genótipos específicos e os possíveis mecanismos carcinogênicos.
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2- PERGUNTA DE PARTIDA

Cepas de H. pylori mais patogênicas estão associadas à inativação de genes

importantes na carcinogênese gástrica, como CDKN2A, HMLH1 e COX-2, via hipermetilação

de seus promotores?

3- HIPÓTESE

A inativação dos genes estudados é dependente do genótipo H. pylori.

^

('
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4- OBJETIVOS

4.1- GERAL

Avaliar a relação de cepas de H. pylori corn a expressão e metilação em regiões

promotoras dos genes CDKN2A, HMLH1 e COX-2, em uma série de adenocarcinomas

gástricos, associando com os achados clínicos e histopatológicos.

4.2- ESPECÍFICOS

> Detectar a frequência de infecção por H. pylori e dos genes de patogenicidade, cagA,

subtipos de vacA, cagE, virBÍ l eflaA;

> Determinar a expressão e o padrão de metilação em regiões promotoras dos genes

CDKN2A, HMLH1 e COX-2, em amostras de adenocarcinomas gástricos,

correlacionando o status da metilação com a expressão dos mesmos;

> Correlacionar todos os dados relativos à expressão e metilação em regiões promotoras

dos genes CDKN2A, HMLH1 e COX-2 com os achados clímco-epidemiológicos e

histopatológicos, com ênfase na relevância desses eventos na tumorigênese gástrica;

> Associar os genótipos de H. pylori corn a expressão e o status da metilação em regiões

promotoras dos genes CDKN2A, HMLH-1 e COX-2;

> Verificar as associações de cepas de H. pylori com a expressão e o status da metilação

em regiões promotoras dos genes CDKN2A, HMLH1 e COX-2, considerando os achados

clínico-epidemiológicos e histopatológicos e sua significância na tumorigênese gástrica.
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5-METODOLOGIA

5.1- ASPECTOS ÉTICOS

O presente trabalho faz parte de um projeto multidisciplinar denominado "Alterações

moleculares no câncer gástrico: associação com fatores epidemiológicos", o qual foi aprovado

pelo Comité de Ética em Pesquisa do Hospital Universitário Walter Cantídeo (HUWC) em
reunião no dia 30/11/2004, número do ofício: 712/04, sob protocolo 199/04 (Anexo I), dentro

das normas que regulamentam as pesquisas em seres humanos segundo as Resoluções 196/96
e 251/97 do Conselho Nacional de Saúde — Ministério da Saúde/Brasil.

Os pacientes participantes da pesquisa foram inicialmente esclarecidos sobre de que se

constituía a pesquisa, os objetivos do trabalho e informados de sua aprovação pelo Comité de

Ética em Pesquisa da Universidade Federal do Ceará (UFC). Após os devidos

esclarecimentos, foi apresentado aos pacientes e respectivos responsáveis, 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 epidemiológicos, clínicos e material biológico (tecido tumoral gástrico), com o intuito

de avaliar os possíveis mecanismos envolvidos na carcinogênese gástrica relacionados com

genótipo de H. pylori.

5.3- POPULAÇÃO DE INVESTIGAÇÃO

A população de investigação foi composta de 82 pacientes atendidos no Serviço de
Cirurgia do Hospital Universitário Walter Cantídeo (HUWC) da Universidade Federal do
Ceará CUFC), na Santa Casa de Misericórdia de Fortaleza-CE, no Hospital das Clínicas da

Faculdade de Medicina em Botucatu/SP e no Hospital Amaral Carvalho, em Jaú/SP, com

diagnóstico de adenocarcinoma gástrico, e submetidos a gastrectomia parcial ou total.

5.4- CRITÉRIOS DE INCLUSÃO

> Pacientes com diagnóstico histopatológico de adenocarcinoma gástrico feito a partir de

biópsias gástricas 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);

> Presença tanto de material tumoral fresco para extração de DNA como de blocos em
parafina para análise histopatológica e imuno-histoquímica.

5.5- COLETA DOS DADOS CLÍNICOS E EPIDEMIOLÒGICOS

Os dados clínicos e epidemiológicos foram coletados a partir do prontuário do
paciente, de infonnações 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 gástrico foram coletadas no centro cirúrgico dos
hospitais previamente citados. Durante a gastrectomia, quando a peça foi retirada, um
fragmento de tecido timoral fresco de tamanho representativo foi obtido, em condições de
assepsia, com auxílio de bisturi estéril.

As amostras tumorais frescas coletadas foram armazenadas imediatamente em freezer

a menos 70°C até o momento da extração de DNA. Antes de cada extração, foram realizados
cortes histológicos do material, ainda congelado, para avaliação da porcentagem de células
tumorais no fragmento, estimada através da coloração por Hematoxilina/Eosina. A extração
de DNA foi realizada apenas quando o fragmento se constituiu predominantemente de células

tumorais, ou seja, possuía no mínimo 80% dessas células.

Os laudos e os blocos representativos (>80%) de tecido tumoral necessários para
pesquisa foram fornecidos pêlos laboratórios com os quais os hospitais citados são
conveniados (Laboratório do Departamento de Patologia e Medicina Legal - UFC e o

laboratório de patologia PATHUS).

5.6.2- EXTRAÇÃO 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 Cetiltrimetilamônio (CTAB - Cetyl Trimethyl
Ammonium Bromide) para tecidos, já em uso rotineiro no Laboratório de Genética Molecular
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(LABGEM), adaptado do protocolo descrito por Foster; Twell (1996). Seguem abaixo as

etapas desse processo:

> Iniciahnente, fragmentos de tecido tumoral de aproximadamente 0,5g foram

macerados com auxílio de bastão de vidro estéril, em tubo Falcon de 15 mL;

> Ao macerado, foi adicionado o tampão de extração (2% CTAB, 1,4M de NaCl, 20mM

de EDTA, lOOmM de Tris-HCl pH 8,0, 0,2% de 2-Mercaptoetanol) na proporção de 6

mL para cada 0,5g de tecido tumoral. A mistura foi incubada sob agitação a 60°C, por

16 horas;

> Após as 16 horas de incubação, para purificação do DNA, foi adicionada uma mistura

de clorofórmio-álcool isoamílico (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 centrifügada a 2000 rpm

por 5 mmutos, o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em NaCl l

M;

> O DNA foi, em seguida, precipitado com o etanol PA gelado, centrifügado 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 água 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 etídeo, sendo considerado satisfatório 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 mn.

5.6.3- REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

5.6.3.1- Detecção de H. pylori j

A presença de infecção por H. pylori foi detectada pela amplificação do gene

bacteriano glmM (ureaseC), utilizando protocolo descrito por Lage et al. (1995) e

oligonucleotídeos iniciadores mostrados na tabela 6.

anwEsssBAm FESESAI ®® essss
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A mistura de PCR foi preparada para um volume final de 25|j.L e foi composta de 2,5

yiL de tampão lOx (Invitrogen; Tris-HCl 20mM, pH 8,4, KC1 50mM), 1% de Tween 20, 1U
de Platinum Taq DNA Polimerase® da Invitrogen, 200^iM da mistura de

deoxiribonucleotídeos trifosfatos (dNTPs), 1,5 mM de MgCl2, 0,4 |J,M de cada

oligonucleotídeo üúciador e Ip.L de DNA. Depois de preparada a mistura, ela foi submetida,

em termociclador Eppendorf, a uma desnaturação inicial a 94°C por 5 minutos, seguida de 35

ciclos (desnaturação a 94°C por l minuto, anelamento a 55°C por l minuto e extensão a 72°C

por l minuto) e extensão fínal 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 etídeo, utilizando um transluminador de luz ultravioleta e identificado através de

comparação com marcador de peso molecular de 100 pares de base. Como controle positivo

da reação, foi utilizada amostra de câncer gástrico ou gastrite sabidamente positiva para H.

pylori pela histologia. O controle negativo consistiu de todos os reagentes com água no lugar

do DNA.

Para confirmação da especificidade da reação, 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 Sequencmg® (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 si, s2, ml, m2, cagA, cagE, vírBll e

flaA)

Todos os subtipos de vacA estudados foram amplificados de acordo com protocolo e

oligonucleotídeos iniciadores descritos por Atherton et al. (1995) (Tabela 5). Para os subtipos

si e s2, a mistura de PCR foi preparada para um volume final de 25 ^iL e foi composta de

tampão lx (Invitrogen; Tris-HCl 20mM, pH 8,4, KC1 50mM), 1U de Platinum Tag DNA

Polimerase® (Invitrogen), 1% de Tween 20, 200|iM da mistura de dNTPs, 1,5 mM de MgCl2,
0,4 |^M de cada oligonucleotídeo iniciador e l ^iL de DNA. Os subtipos ml e m2 foram

detectados através de reações de PCR individuais. Tanto para ml como m2, a mistura da PCR

foi equivalente a utilizada na PCR dos subtipos si e s2, diferenciando apenas nas

concentrações dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados, 0,4|j,M para o subtipo ml e 0,3 p.M

para m2.
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O gene cagA foi amplificado utilizando protocolo e oligonucleotídeos iniciadores

descritos por Domingo et al., 1999 (Tabela 5). A mistura para PCR foi composta de tampão

Ix (Invitrogen; Tris-HCl 20mM, pH 8,4, KC1 50mM), 1% de Tween 20, 1U de Platinum Taq

DNA Polimerase® (Invitrogen), 200^M da mistura de dNTPs, 1,5 mM de MgCli, 0,4^M de
cada oligonucleotídeo iniciador e l p.L de DNA, para um volume final de 25 ^iL.

Os genes cagE e virBll foram ainplificados em reações individuais, segundo

protocolo de Sozzi et al., 2005 (Tabela 5). As misturas das reações foram preparadas para um

volume final de 20|j,L usando MasterMix , Promega (Taq DNA Polimerase, dNTPs e MgC^)
de acordo com instruções do fabricante, adicionado de 0,8% de Tween 20, 0,3 p.M ÇvirBll'),

l [iM (cagE) de cada oligonucleotídeo iniciador e l p.L de DNA.

Para amplificação do gene flaP^, o protocolo de Gõttke et al. (2000) e os

oligonucleotídeos iniciadores descritos por ele foram utilizados (Tabela 5). A mistura de PCR

foi preparada para um volume final de 20|j,L, usando Green MasterMix® (Promega; Taq DNA
Polimerase, dNTPs e MgCl2) de acordo com instruções do fabricante, com adição de 0,8% de

Tween 20, 0,3 |^M de cada oligonucleotídeo iniciador e l ^iL de DNA.

As misturas preparadas para amplificação dos referidos genes foram submetidas, em

tennociclador Eppendorf, a variações cíclicas de temperatura, consistindo de uma etapa de

desnaturação inicial, seguida de ciclos de desnaturação, anelamento, extensão e uma última

etapa de extensão final, variando de acordo com o gene a ser amplificado, como mostrado na

tabela 6.

Para detecção dos produtos de amplificação da PCR dos genes cagA., cagE, v/rBl l e

y7aA, uma eletroforese em gel de agarose a 2% foi realizada. Já para os subtipos de vacA, uma

eletroforese em gel de poliacrilamida a 6%, corado com nitrato de prata, foi usada. A presença

dos genes vacA, cffgA, ca^E, virBl 1 eflaA genes foi considerada positiva quando fragmentos

de tamanhos específicos (Tabela 5) foram detectados.
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Tabela 5 - Sequências de oligonucleotídeos iniciadores utilizados e tamanho de fragmento gerado após término da
PCR.

^í™

Gene Sequência dos oligonucleotídeos iniciadores Referência Tamanho (pb)

ureC

vocA

cagA

cagE

VÍ/-BII

fla\

F-5'AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT3'

R-5 'AAGCTTACTTTCTAACACTAACGCS'

sl/s2 F-5'ATGGAAATACAACAAACACAC3'

/?-5'CTGCTTGAATGCGCCAAAC3'

ml /'--5'GGTCAAAATGCGGTCATGG3'

^-5'CCATTGGTACCTGTAGAAAC3'

m2 F-5'GGAGCCCCAGGAAACATTG3'

/?-5 'CATAACTAGCGCCTTGCAC3'

Lageetal.(1995)

F-5 'ATAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGA3' Domingo et al.(1999)

R-5 'TTAGAATAATCAACAAACATAACGCCAT3'

F-5 TTGAAAACTTCAAGGATAGGATAGAGC3' Sozzi et al. (2005)

R-5 'GCCTAGCGTAATATCACCATTACCC3'

F-5 TTAAATCCTCTAAGGCATGCTAC3'

^-5 'GATATAAGTCGTTTTACCGCTTC3'

',

F-5 'TTCTATCGGCTCTACCAC3'

7?-5'CTGACCGCCATTGACCAT3'

294

Atherton et al. (1995) 259/286

Athertonetal.(1995) 290

Athertonetal.(1995) 192

297

509

Sozzi et al. (2005) 491

Gõttke et al. (2000) 508

F - Forward; R - Reverse

1)
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Tabela 6 - Condições das reações de PCR para os genes ureC, subtipos de vacA, cag\, ca^E, wrBll eyZaA de H.
pylori.

Desnaturação Ciclo Desnaturação Andamento Extensão Extensão final
inicial

TOC Tempo   TOC Tempo TOC Tempo TOC Tempo T<>C Tempo

•eC
,cAsl/s2
(cAml/m2
(gA
>gB
rBll
ïA

95
95
95
94
95
95
95

5min
5min
5min
5müi
5min
5min
5min

35
40
40
40
40
35
45

95
94
94
94
95
95
95

l min
50seg
Imin
l min
l min
l min
Imin

57
55
55
53
56
53
49

l min

45seg
l min
l min
1mm
l min
l min

72
68
68
72
72
72
72

Imin
1 mm
2min
2min
l min
2min
2min

72
68
68
72
72
72
72

5min
7min
7min
7min
7min
7min
7min

^~:7^^^i ^^S!33~S^SÍÏÍ^S

5.6.4- TRATAMENTO DO DNA COM BISSULFITO DE SÓDIO E PCR ESPECÍFICA

PARA METILAÇÃO (MS-PCR - Methylation Specific PCR)

A pesquisa de metilação em regiões promotoras dos genes CDKN2A, HMLH1 e COX-

2 compreendeu duas etapas principais: tratamento do DNA com solução de bissulfito de sódio

e a realização da MS-PCR.

A primeira etapa consistiu na modificação química do DNA, baseada na conversão de

citosinas não 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 são a desnaturação do DNA, tratamento com bissulfito de sódio,

purificação, precipitação e ressuspensão do DNA, como descrito abaixo:

> Inicialmente, 2pg de DNA foi desnaturado através de tratamento com 2|j,L NaOH 3M

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

> Para tratamento do DNA, 500|j,L da solução de bissulfíto de sódio e hidroquinona foi

adicionada a solução de DNA previamente desnaturada, seguido de incubação em

banho-maria a 70°C por 3 horas;

> A purificação do DNA foi realizada utilizando o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-

Up System (Promega), segundo instruções do fabricante;

> O DNA purificado foi precipitado utilizando etanol PA gelado seguido de incubação 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 água Milli-Q estéril e armazenado em freezer a -

70°C.

A segunda etapa desse processo correspondeu à realização, após o tratamento do

DNA, da MS-PCR. Como após o tratamento é desconhecido se o gene estudado é metilado ou

não metilado, para cada amostra tratada, duas PCR foram realizadas, uma para pesquisa do

gene metilado e outra para o não-metilado, utilizando oligonucleotídeos distintos.

Para o gene CDKN2A, o protocolo e os oligonucleotídeos iniciadores utilizados foram

descritos por Herman et al. (1996). A mistura da PCR para pesquisa do CDKN2A metilado ou

não-metilado foi a mesma, com diferença apenas nos oligonucleotídeos iniciadores utilizados,

como descrito na tabela 8. Ela foi perfomiada em um volume de reação final de 25p,L,

contendo l x do tampão da Taq Platinum (Invitrogen), 3,0 mM de MgCl2, 0,4 mM da mistura

de dNTPs, 0,64|j,M de cada oligonucleotídeo iniciador, l U de Platinum Taq DNA

Polimerase (Invitrogen), e l fiL de DNA tratado.

As reações para pesquisa do gene HMLH1 metilado e não metilado foram realizadas

segundo o protocolo e os oligonucleotídeos iniciadores descritos por Kang et al. (1999)

(Tabela 7). A mistura foi composta de l x do tampão da Taq Platinum (Invitrogen), 1,5 mM
de MgCk, 0,4 mM da mistura de dNTPs, 0,24 p.M de cada oligonucleotídeo iniciador, l U de

Platinum Taq DNA Polimerase® (Invitrogen), e l i^L de DNA tratado, para um volume final

de 25^L.

A pesquisa do gene COX-2 metilado e não-metilado foi realizada segundo Akhtar et

al. (2001) (Tabela 7). Para um volume de 25 [iL, a mistura da PCR foi composta de l x do

tampão da Taq Platinum (Invitrogen), 1,5 mM de MgCl2, 0,4 mM da mistura de dNTPs, 0,4
[iM. de cada oligonucleotídeo iniciador, l U de Platinum Taq DNA Polimerase (Invitrogen), e
l [iL de DNA tratado.

i
A tabela 8 descreve as condições das reações de PCR realizadas, considerando as

variações de temperatura e tempo utilizadas para amplificação 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 água e/ou DNA dos leucócitos periféricos dos doadores

saudáveis foram utilizados como controles-negativos.

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

de poliacrilamida 6% não desnaturante corado pelo nitrato de prata.

Tabela 7 - Sequência de oligonucleotídeos iniciadores e tamanho dos fragmentos gerados na PCR dos genes CDKN2A,
HMLH1 e COX-2 metilados e não-metilados.

Gene

9KN2A

MLH1

r)X-2

Oligonucleotídeo iniciador
Forward Reverse

^^ï?.^.

Fragmento
(Pb)

M TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC

U TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT
M TATATCGTTCGTAGTATTCGTGT
U TTTTGATGTAGATGTTTTATTAGGGTTGT
M TTAGATACGGCGGCGGCGGC
U ATAGATTAGATATGGTGGTGGTGGT

GACCCCGAACCGCGACCGTAA

CAACCCCAAACCACAACCATAA
TCCGACCCGAATAAACCCAA
ACCACCTCATCATAACTACCCACA
TCTTTACCCGAACGCTTCCG
CACAATCTTTACCCAAACACTTCCA

150

151

153

124
161
171

Referência

Herman et al., 1996

Kangetal., 1999

Akhtar et al., 2001

^ra;:'-. ' ..'•.'";' •/ •'"•'. "• ^.::"' '•'•'•:'\'\"- ';'" '. "'.:'." .^^^"^.^^^^KSSE'^;'
M - Metilado; U - Não-metilado; pb - pares de bases.

^"5^5^

p-
«•

Tabela 8 - Condições da reaçao de PCR dos genes CDKN2A, HMLH1 e COX-2 metilados e não-metilados.

fs^^,. "" ---—-••••••••-•

Desnaturação
inicial

TBC Tempo

DKN2A M
DKN2A V
MLH1 M
MLH1 U
OX-2 M
OX-2 U

95
95
95
95
95
95

7min
7min
7min
7min
7min
7min

Ciclo

 

35
35
35
35
38
35

Desnaturação

T°C Tempo

Anelamento Extensão Extensão
final

T°C Tempo T-C Tempo T'C^JTempo

95
95
95
95
95
95

l min
l min

IminSOseg
lmin30seg
lmin30seg
lmin30seg

70
70
66
64
59
65

l min
l min
l min
l min

50seg
l min

72
72
72
72
72
72

2min
2min
2min
2min
2min
2min

72
72
72
72
72
72

7mm
7min
7min
7mm
7min
7min

•B^sïïf-'^''.";" "'• ' ' '..:^':-:/:~.'-"^Z'."~"':"^.'..^^T^

M - Metilado; U - Não-metilado.
íS^íÏs^^SS^- ^^ïíïïtmi^^ïs^^ï^'^^-'' ïïï-^.^^-^^^ii^as ïÍ^ÏS7^;ÏÏïKB^j^ffiïí

A confirmação da especificidade da reação foi realizada através de clonagem dos

produtos de MS-PCR de cada gene com uso do kit TOPO TA Cloning® (Invitrogen) e
posterior seqüenciamento usando o kit ABI PRISM BigDye Terminator v.3.0 Cycle

Sequencing® (Applied Biosystems) e o seqüenciador de DNA ABI Prism 3100 (Applied
Biosystems). Tanto os produtos da PCR metilados como não metilados foram seqüenciados.

I
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5.6.5- MÉTODO IMUNO-HISTOQUÍMICO PARA DETECÇÃO DE pl6INK4A,

HMLH1 E COX-2.

A detecção da proteína pl6INK4A foi realizada utilizando o kit comercial CINtec
Histology®, segundo recomendações do fabricante. Para as proteínas HMLH1 e COX-2, foi

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

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

> As lâminas foram limpas em acetona e tratadas com silano a 4% e cortes histológicos

a 5pm foram realizados, a partir de blocos previamente selecionados;

> As lâminas 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 desparafinização e em gradientes de álcool-água para hidratação do

tecido;

> Incubação das lâminas por 10 minutos com peróxido de hidrogénio a 3% para

bloqueio da peroxidase endógena;

> Recuperação antigênica em forno de microondas utilizando tampão citrato lOmM

pH=6,0 (± 99°C) por 15 minutos;

> Incubação com o anticorpo primário [diluição para HMLH1 (SC-581, Santa Cruz

Biotechnology) 1:100 e COX-2 (SC-1746; Santa Cmz Biotechnology) 1:50 ] na

geladeira (± 4°C) por 16 horas;

> Detecção pelo sistema LSAB+ (DakoCytomation), conforme instmções do fabricante;

> Revelação da reação através do sistema DAB+ (3,3'- diaminobenzidina)

(DakoCytomation), segundo orientações do fabricante;

> Contra-coloração com hematoxilina de Carrazi a 40%;

> Desidratação em gradiente de água-álcool-xileno;

> Montagem com lamínula e bálsamo do Canadá.
i

Para cada reação realizada foram incluídos controles positivos, recomendados pelo

fabricante e previamente testados.
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5.6.5.1- Análise Imuno-Histoquímica

A marcação Imuno-Histoquünica foi definida como uma coloração marrom, em sítios

específicos das células tumorais, dependendo do antígeno pesquisa (Tabela 9), em

contraposição ao azul/violeta provido pela hematoxilina utilizada na contra-coloração.

Tabela 9 - Sítios celulares de expressão das proteínas pl6 , HMLH1 e COX-2 detectados na reaçao Imuno-
Histoquímica.

s

Proteína

pl6INK4A
HMLH1
COX-2

rÏ^ï

Sítio celular de marcação^^j

Núcleo e citoplasma
Núcleo e citoplasma

Citoplasma

A quantificação de células tumorais marcadas foi realizada, segundo Landberg; Roos

(1993), através da contagem manual, utilizando microscópio óptico com magniiïcação de

400X, de no mínimo 1.000 (mil) células tumorais gástricas, em diferentes campos

representativos. A partir de então foi estimado o índice de marcação LI (Labelling Index), de

acordo com a fórmula abaixo:

LI (%) = [(n° de células imimo-positivas) / (n0 total de células contadas)] X 100

A positividade foi considerada quando existiam no muúmo 5% de células tumorais

marcadas (LI > 5%). A intensidade de marcação também foi avaliada. Para isto, foram

atribuídos os valores O (ausente), 1+ (fraca), 2+ (moderada) e 3+ (intensa) de acordo com a

intensidade observada e esses valores foram multiplicados pêlos valores percentuais (%) da

fração 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 l] + [(% 2+) x 2] + [(% 3+) x 3]

Adicionalmente, foi avaliado o padrão de marcação no tecido tumoral. No padrão

difuso, a marcação em células tumorais ocorreu unifonnemente, distribuída em todo tecido.

No padrão focal, a marcação foi restrita em alguma região, apresentando de um a cinco focos.
l

Já o padrão multifocal, mais de cinco focos de marcação foram observados, distribuídos não-

uniformemente.
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5.7- ANÁLISE ESTATÍSTICA

Todos os dados obtidos, tanto clírúco-epidemiológicos como histopatológicos, imuno-

histoquímicos e moleculares, foram tabulados com auxílio do programa Microsoft Excel

2000 (Microsoft, EUA) e foram demonstrados em tabelas e gráficos. A análise estatística foi

realizada utilizando o programa SPSS versão 15.0 (Chicago, IL, USA). As diferenças
significantes estatisticamente foram avaliadas pêlos testes do Qui-Quadrado (5^) e Exato de

Fisher. Correlações entre expressão, metilação dos genes estudados e genótipos de H. pylori

foram analisadas pelo coeficiente de correlação 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- CARACTEMZAÇÃO DA AMOSTRA

Dos 82 pacientes portadores de adenocarcmoma gástrico que compuseram este estudo,

66 eram da região Nordeste e 16 da região Sudeste. Na primeira região, 42,4% dos pacientes

eram procedentes da capital Fortaleza e os demais da região metropolitana e interior do

estado. Os pacientes da região Sudeste eram do ulterior do estado de São Paulo, representado

por Botucatu e Jaú.

A tabela 10 sumariza as principais características clínicas, epidemiológicas e

histopatológicas dos pacientes e tumores estudados. Por esta tabela é possível observar que o

sexo masculino (63,4%) predominou sobre o sexo feminino (36,6%), com uma razão

masculino/feminino de 1,73. Com relação à idade dos pacientes, esta foi distribuída em faixas

etárias de acordo com a padronização da IARC, já que melhor representou a amostra estudada

e variou de 23-98 anos. Neiihum caso foi observado na faixa de 0-14 anos e houve um

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

Os adenocarcinomas gástricos estudados eram predominantemente (63,4%)

pertencentes ao subtipo histológico intestinal, estavam localizados no antro em 61,0% dos

casos, apresentavam diferenciação moderada (52,4%) e eram de estádios mais avançados

(59/82; 71,95%), como representado na tabela 10.

c
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Tabela 10 - Dados gerais da amostra estudada.

^SSi^^ï
ï^. Variável

Sexo
Masculino
Feminino

Faixa etária
0-14
15-44
45-54
55-64
>65

Subtipo histológico
Intestinal
Difuso

Localização
Cárdia
Corpo
Antro

Diferenciação
Bem
Moderado
Pouco

TNM
Tumor
l
2
3
4
Linfonodos
o
l
2
3
x*
Metástase

o
l
x*

Estadiamento
IA
IB
II
niA
IIIB
IV

N(%)

52 (63,4)
30 (36,6)

0(0)
5 (6,1)

14(17,1)
17(20,7)
46 (56,1)

52 (63,4)
30 (36,6)

18(21,9)
14(17,1)
50 (61,0)

2 (2,4)
43 (52,4)
37 (45,2)

2 (2,4)
15(18,3)
51 (62,2)
14(17,1)

17 (20,7)
31 (37,8)
24 (29,3)
8 (9,8)
2 (2,4)

13 (15,8)
9(11,0)
60 (73,2)

2(2,5)
6 (7,3)

15(18,3)
21 (25,6)
16(19,5)
22 (26,8)

LTOTAL
*X - Não foi possível avaliar.

82 (100) 3]
.^^BBKB

\
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6.2- DETECÇÃO DA INFECÇÃO POR H. pylori E GENES DE

pATOGENICIDADE

A infecção pela bactéria H. pylori foi observada em 95,1% (78/82) dos casos. Entre os

genes bacterianos estudados, o mais frequente foi vacA s l m l (70,5%), seguido do flaA

(61,9%) e cagA (60,3%) (Tabela 11). Em duas amostras, não foi possível amplificar o gene
vacA. Para os genes cagE, virQll eflaA, não foi possível a análise em 15 amostras devido à

insuficiência de amostra de DNA.

As figuras 26 a 27 [a-c] são exemplos de géis de poliacrilamida a 6% mostrando

fragmentos específicos gerados a partir da reação de PCR para amplificação dos genes ureC

(Figura 26), cagA (Figura 27a) e os subtipos de vacA (Figura 27b-c). A figura 28 [a-c]

exemplifica a detecção dos genes cagE (Figura 28a), virBl 1 (Figura 28b) eflaA (Figura 28c)

em géis de agarose 2%.

2i>4pb

lOOpb U C+

tfM'^'y

*Wt

Figura 26 - Gel de poliacrilamida a 6% corado com nitrato de prata, mostrando a detecção de fragmento específico de
294pb (seta) a partir da reação de amplificação do gene ureC.

lOOpb tOOfk •I ml C-rnl

290 pb

192 pb
297pb

E
SitA

n
ffl

C-al C-ail iloo»k ú «ï C+«ï C-t-al C. »1 C-•»

286 pb
2S9pbj.

[a] ca^A. [b] vacA m l /tn2 [c]v<2<?Asl/s2

Figura 27 - Géis de poliacrilamida a 6% detectando fragmentos específicos de 297pb para gene cag\ [a], 290pb e
192pb para os alelos ml e m2 de vacA [b] e 259pb e 286pb para os alelos si e s2 de vacA, respectivamentó [c].
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C+ C- •l.ltíb + + C+ - C- c+ c-

509 pb 491pb
.{.

SOSpb

^»^^%

[a] cagE fb]virBH [c] Jlaf^

Figura 28 - Géis de agarose a 2% detectando fragmentos de 509 pb gerados a partir de amplificação do gene cagE [a],
de 491pb para vfrBIl [b], e 508pb paraflaA [c]. O marcador de peso molecular utilizado nos géis de agarose a 2% foi
1kb para cagE, wrBll (Invitrogen) e para/7aA (Ludwig).

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

N(%) JGenes de H. pylori
vacA

slml
slm2/s2ml
s2m2
S/A*

cagA
Positivo
Negativo

vacAslmÍ/cagA
Positivo

Negativo
S/A*

[]';JTOTAL
fla^.

Positivo
Negativo

cflgE
Positivo

Negativo
wrBll

Positivo

Negativo
Todos genes**

Positivo

Negativo

TOTAL

55 (70,5)
15 (19,2)

6 (7,7)
2 (2,6)

47 (60,3)
31 (39,7)

36(46,1)
40(51,3)
2 (2,6)

78(1003

39(61,9)
24 (38,1)

29 (46,0)
34 (54,0)

34 (54,0)
29 (46,0)

17 (27,0)
46 (73,0)

63 (100)

*S/A - Sem amplificação. **vacA slm\+cagA+flaA+cagE+virBll+

6.3- DETECÇÃO POR IMUNO-HISTOQUÍMICA DOS MARCADORES COX-

2, pl6INK4A E HMLH1. }

Exemplos de imunomarcação para os marcadores estudados são mostrados na figura

29 [A-F]. A positividade de COX-2 foi detectada no citoplasma de células tumorais e em

células inflamatórias, enquanto que HMLH1 e pl6INK4A foram encontrados tanto no núcleo
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a

como no citoplasma de células tumorais. Eventuais células não neoplásicas imunomarcadas

foram observadas, contudo não foram consideradas para as estimativas de LI e HS. A proteína

pl6IN apresentou um padrão de marcação predominantemente difusa (67,7%) e em menor
proporção focal (19,4%) e multifocal (12,9%). A HMLH1 mostrou uma distribuição difusa
em 86,7% dos casos e igual proporção de marcação focal (6,7%) e multifocal (6,7%). A

COX-2 apresentou 50% de marcação difusa e 45% e 5% de multifocal e focal,

respectivamente.
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Figura 29 - Imunomarcação das proteínas COX-2 (A, B), pl6INK'lA (C, D) e HMLH1 (E, F) (400X). A,B-
Imunomarcaçao em marrom no citoplasma de células tumorais gástricas para proteína COX-2. C,D- Marcação
intensa e difusa em marrom no núcleo e citoplasma de células tumorais para proteína pl6INK4A. E,F- Marcação
intensa e difusa em núcleo e citoplasma de células tumorais para proteína HMLH1. A,C, E) Adenocarcinoma gástrico
subtipo difuso; B, D, F) Adenocarcinoma gástrico subtipo intestinal.
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A figura 30 mostra a frequência de positividade dos marcadores estudados. Observa-se

que uma fração significativa dos tumores foi positiva para a enzima de reparo HMLH1
(45/77; 58,4%) e para o supressor tumoral pl61NK4A (31/77; 40,2%) enquanto que uma baixa
frequência foi observada para enzima COX-2 (20/77; 26,0%).
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Figura 30 - Frequência de imunomarcaçâo das proteíi
gástricos.

COX-2, pl6INK4A e HMLH1 em 77 adenocarcinomas

O índice de marcação (LI) para COX-2 variou de 16-74%, com mediana de 40,5%
INK4A

e(Figura 31). Uma maior variação de marcação foi observada para os marcadores pi 6
HMLH1 os quais apresentaram LI nuclear com variação de 8-99% (mediana 55%) e 5-81%

(mediana 25,5%), respectivamente. Também para estes marcadores foi observada marcação
INK4Acitoplasmática apresentando uma variação de 5,3-99% (mediana 68%) para pl6"NIV'+A e 8-91%

(mediana 61%) para HMLH1. Considerando o valor de HS citoplasmática, o maior valor
:INK4Aobservado foi parapl61NK4A (183; 5,5-294) seguido de HMLH1 (86; 8-262) e COX-2 (52; 19-

191), como mostrado na figura 31.
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Figura 31 - Mediana do LI citoplasmático (LI C), nuclear (LI N) e do HS citoplasmático (HS C) para as proteínas
COX-2, pl6INK4A e HMLH1.

85



r
^ICI^ES MKS- Qenótipo íteMeKco6acterpy(ori na etiologia tia câncer gástrico: correlação com metiíação e ejyiressão gênica. 2010 'LWSOS

6.4- DETECÇÃO DO STATUS DE METILAÇÂO EM REGIÕES

PROMOTORAS DOS GENES COX-2, CDKN2A E HMLH1.

A figura 32 [a-c] mostra exemplos de géis de políacrilamida 6% corado com nitrato de

prata, onde foram detectados íragmentos específicos gerados a partir da amplificação dos

genes COX-2 (Figura 32a), HMLH1 (Figura 32b) e CDKN2A (Figura 32c) metilados e não-
metilados utilizando a técnica de MS-PCR.

...X. M» ;.:.:.•;• •.•:••. -u'
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*-^1»
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[b] HMLB1
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151pb
150pb~
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M. l I • ( .M (l\1 M

-•NI

^à
uv^í '."';—'. "•'^í<.:?1^:1'; •'^ '?:^i':l';^?asê"ai:";ïw%"1..

^, ^^: ^-^^;^|g^.:.^^;:,^g:^^^j

[c]pl6

Figura 32 - Géis de poliacrilamida a 6% detectando fragmentos específicos de lólpb e 171pb para o gene COX-2
metilado e não metilado (a); 153pb e 124pb para HMLH1 metilado e não metilado (b); ISOpb e 151pb para pl6
metilado e não-metilado, respectivamente (c). M - Metilado; U - Não-metilado.

A análise do status de metilação em regiões promotoras dos genes estudados mostrou

que o gene COX-2 foi o mais metilado (51,2%), seguido dos genes CDKN2A (46,3%) e

HMLH1 (32,9%), como representado na figura 33.
\
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Figura 33 - Frequência de metilaçâo em regiões promotoras dos genes COX-2, CDKN2A e HMLH1 em 82
adenocarcinomas gástricos. M - Metilado; U - Não-metilado.

6.5- CORRELAÇÃO ENTRE EXPRESSÃO E STATUS DE METILAÇÃO EM

REGIÕES PROMOTORAS DOS GENES COX-2, CDKN2A E HMLH1

A análise de correlação feita entre status de metilação em regiões promotoras e a

expressão dos genes COX-2, CDKN2A e HMLH1 mostrou uma correlação negativa

significante entre esses parâmetros para todos os três genes estudados, como mostrado na

tabela 12. Por esse análise foi possível verificar também que uma fração de casos, 33,3%

(19/57) para COX-2, 30,4% (14/46) para CDKN2A e 31,2% (10/32) para HMLH1

apresentaram ausência de expressão na ausência de metilação em suas regiões promotoras. A

tabela 12 mostra a distribuição dos casos de acordo com a expressão dessas proteínas e

metilação em regiões promotoras dos seus genes.

Tabela 12 - Correlação entre expressão e status de metilaçao em regiões promotoras dos genes COX-2, CDKN2A e
HMLHL

s^^^'^!s^s:ss^i^^

IMUNOMARCAÇÃO
'^•^S^t^

+

COX-2

Total

CDKN2A

Total

HMLH1

M
u

M
u

M
u

Total

2 (5%)
18 (49%)

20

4(11%)
27 (66%)

31

4 (15,4%)
41(80,4%)

45

38 (95%)
19(51%)

57

32 (89%)
14 (34%)

46

22 (84,6%)
10 (19,6%)

32

N
40
37
77

36
41

77

26
51

77

p-yalor J?
<0,001 -0,497

<0,001 . -0,557

<0,Ç01 -0,624

l

Í;Ï:  fHÍ^^^.^

M - Metilado; U - Não-metilado.
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Dos quatro casos H. pylori negativos todos foram pl6INK4A e COX-2 negativos e três
foram HMLH1 positivos. Com relação ao status de metilação, três e quatro foram CDKN2A e
COX-2 metilados, respectivamente e todos foram HMLH1 não-metilados.

6.6- ANÁLISE INDIVIDUAL DOS MARCADORES

6.6.1- COX-2

6.6.1.1- Relação entre imunomarcação e metilação em regiões promotoras do gene COX-

2 e parâmetros clinicopatológicos

A distribuição dos casos positivos e negativos de COX-2 e status de metilação desse
gene de acordo com as faixas etárias é mostrada na figura 34[A-B]. Apesar da baixa
positividade de COX-2, os casos positivos foram distribuídos em todas as faixas etárias, não
havendo diferenças de expressão de COX-2 (p>0,05) entre elas, com aproximadamente 50%
dos casos positivos em cada faixa. Com relação ao status de metilação de COX-2 (Figura
34B) nenhuma diferença também foi observada entre os casos metilados e não-metilados de
acordo com a faixa etária. Adicionahnente, cortes considerando a idade dos pacientes foram
realizados (50, 60 e 65 anos), contudo, em nenhum desses cortes foram observadas diferenças
na expressão ou metilação do promotor de COX-2.

i]

%
100

s»o
80
70
<so -I
50 -I
40
30
20
10
o

5556^

55^
•n /

15-44 45-54 55-<S4 ><i5

i %

100

90

62,570

so

40 -
1S,1

30 nn20 7^

!i910

[A] J 55-64 X515-44 45-54

^

i!

B

ICOX-2(^)|
COX-2(-)

"M
•u

[B]

Figura 34 - Frequências dos casos positivos e negativos de COX-2 [A] e metilados e não metilados [B] de acordo com a
faixa etária. M - Metilado; U - Não-metilado.

De acordo com o tamanho do tumor primário é possível observar pela figura 35A que
diferente dos tumores T1-T3, nos tumores T4, a positividade de COX-2 foi mais frequente,

I

apesar de não ser estatisticamente significante (p=0,069). Quando se observa a distribuição
dos casos considerando o status de metilação desse gene (Figura 35B) é notado que uma
frequência estaticamente significativa (p= 0,026) de casos metilados de COX-2 foi detectada
nos tumores T3. Ao avaliar o comprometimento de linfonodos regionais, é possível verificar

^8L_
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que (Figura 3 5A e B) os tumores NO e N1 apresentaram maior frequência de casos COX-2

positivos e também maior frequência de casos não-metilados para esse gene, contudo, os

tumores N2 e N3 foram predominantemente negativos para a expressão de COX-2 e

apresentaram similar frequência de casos metilados.
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Figura 35 - Distribuição dos casos positivos e negativos de COX-2 e metilados e não-metilados de acordo com o tumor
primário e comprometimento de linfonodos regionais. ap==0,069, *p = 0,026. M - Metilado; U - Não-metilado.

Considerando a distribuição dos casos de COX-2 de acordo com o estadiamento

tumoral é possível 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 disseminação do

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

A tabela 13 mostra a distribuição dos casos de acordo com o sexo, subtipo histológico

e localização do tumor, e os parâmetros clinicopatológicos agmpados. Nenhuma relação foi

observada entre a expressão de COX-2 e sexo, subtipo histológico e localização do tumor.

Também não se observou nenhuma diferença na expressão de COX-2 quando os

estadiamentos foram agrupados em estádios iniciais e avançados e os tumores divididos em

duas categorias de acordo com a extensão local do tumor e comprometimento linfonodal.
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Assim como a expressão, a metilação em regiões promotoras do gene COX-2 também não foi

associada com os parâmetros citados (Tabela 13).

Tabela 13 - Distribuição dos casos de imunomarcação e metílação do gene COX-2 de acordo com parâmetros clínicos
e histopatológicos.

^!^^^^^^cíli^ ..-^^
:i®

(+)
Sexo
Masculino 12
Feminino 8

Estadiamento
I e II 5
Ill e IV 15
T
1+2 3
3+4 17
N
O 5
1-3 15
x

Subtípo histológico
Intestinal 13
Difuso 7

Localização
Cárdia 4
Não-cárdia 16
TOTAL 20

COX-2
Imunomarcação
(-) /»-valor

:l£s?w,

37
20

15
42

11
46

11
46

37
20

13
44

57

0,694

0,908

1,000

0,589

0,994

1,000

Total

49
28

20
57

14
63

16
61

50
27

17
60
77

M

26
16

8
34

7
35

7
34
l

24
18

9
33
42

Metilação
U p-valor

26
14

15
25

10
30

10
29
l

28
12

9
31
40

0,771

0,063

0,352

0,352

0,227

0,907

Total

52
30

23
59

17
65

17
63
2

52
30

18
64
82

X - Não foi possível avaliar. M - Metilado; U - Não-metilado.
•ï^E

Quando os dados foram analisados de acordo com o subtipo histológico foi observado

que nos tumores intestinais uma frequência estatisticamente significante (83%; 20/24)

(p=0,037) dos casos de COX-2 metilados foram encontrados nos tumores de estadiamento III

e IV. Nos tumores difusos essa associação não foi observada.

6.6.1.2- Relação entre expressão e metilação em regiões promotoras de COX-2 e genes de

H. pylori

A tabela 14 mostra a distribuição dos casos de expressão e metilação em promotor de

COX-2 de acordo com os genes de H. pylori estudados. Nenhuma diferença entre

imunomarcação de COX-2 e os genes de H. pylori estudados, isolados ou combinados, foi

observada. Com relação ao status de metilação de COX-2, as cepas de H. pylori portadoras de

vacA si foram significantemente (p=0,028) associadas com tumores metilados (Tabela 14),
apesar de o alelo vacAslmï não ter sido relacionado com metilação de COX-2.
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Tabela 14 - Relação entre expressão e metilação do promotor do gene COX-2 e genes de patogenicidade de H. pylori
estudados.

,gS3SKiS^^::
K:

cagA
+

vacA
slml
slm2/s2ml
s2m2
S/A

si
+

S/A

ml
+

S/A

^ Total? 1
cagE
+

WrBll
+

flafi.
+

Todos genes*
+

Total

Imunomarcação
(+) (-)

11 31
9 22

13 40
4 10
2 2
l l

16 49
3 3
l l

14 41
5 11
l l

B

p-vaïor

0,788

0,542
0,864
0,289

0,332

0,645

.•Ï;Ï&

8
9

12
5

11
6

5
12
17

20
21

20
21

27
14

11
30
41

0,905

0,128

0,933

0,841

COX-2

Total

42
31

53
14
4
2

65
6
2

55
16
2

;<.iy:^/.BiLA^^ ^.^^^'^^^^"Ï

M

21
17

30
7
l
o

37
l
o

30
8
o

28
30

32
26

38
20

16
42
58

15
14

15
14

15
14

6
23
29

Metilação
U /»-valor

26
14

25
8
5
2

31
7
2

27
11
2

S73B»38gÍRp40;

14
20

19
15

24
10

11
23
34

M- Metilado; U - Não-metilado; S/A- Sem amplificação; *vacAsïmï+cagA+cagE+virQ} ï+flaA.

0,380

0,200
0,773
0,200

0,028

0,427

•yw^ys:

0,402

0,741

0,124

0,299

•^^ffS^;r'^

Total

47
31

55
15
6
2

68
8
2

57
19
2

78'"B

29
34

34
29

39
24

17
46
63 's

^

Adicionalmente, ao avaliar a associação dos casos com concomitância entre presença

de metilação e ausência de expressão de COX-2 com os genes de H. pylori foi observado que

todos esses casos eram significantemente associados (p=0,026) às cepas de H. pylori

portadoras do alelo vacAsl (34/34).

(

s'
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^aaa

6.6.2- HMLH1

6.6.2.1- Relação entre imunomarcação e metilação em regiões promotoras do gene

HMLH1 e parâmetros clinicopatológicos

A distribuição dos casos de expressão e metilação no promotor de HMLH1 de acordo

com a faixa etária (Figura 37 A e B) foi similar ao observado para os casos de COX-2. Houve

um aumento da negatívidade de HMLH1 e dos casos metilados com a progressão da idade dos

pacientes, o que reflete a distribuição da amostra estudada.
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Figura 37 - Frequência dos casos de positivos e negativos de HMLH1 [A] e metilados e nâo-metilados [B] de acordo
com a faixa etária. M - Metilado; U - Nao-metilado.

Não houve diferença quanto à frequência de expressão da enzima HMLH1 de acordo

com a extensão local do tumor primário ou presença de comprometimento de linfonodos

regionais. O mesmo ocorreu quando os dados do status de metilação em região promotora de

HMLH1 foram distribuídos considerando esses dois parâmetros (Figura 38 A e B).
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Figura 38 - Frequência dos casos positivos e negativos de HMLH1 [A] e metilados e não-metilados [B] de acordo com
tamanho do tumor primário e comprometimento de linfonodos regionais. M - Metilado; U - Nao-metilado.

Quando os dados de expressão e metilação em região promotora de HMLH1 ïoïsm.
distribuídos de acordo com o estadiamento (Figura 39 A e B) observou-se que os casos de

HMLH1 negativos e metilados foram mais frequentes nos estádios iniciais (IB-II) do tumor
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quando comparado com os casos positivos e não-metilados e constantes nos estádios mais

avançados (IIIA-IV).
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Figura 39 - Frequência dos casos positivos e negativos de HMLH1 [A] e metilados e não metilados [B] de acordo com
o estadiamento tumoral. M - Metilado; U - Nao-metilado.

Agrupando os tumores de acordo com a sua localização, apesar de nenhuma diferença

de expressão de HMLH1 ter sido observada entre os três sítios (cárdia, corpo e antro) (Figura

40A), nos tumores da cárdia, os casos de HMLH1 não-metilados foram mais frequentes, com

diferença estatística (p=0,044) e, inversamente, os tumores do antro foram significantemente

(77,8%;7?=0,029) metilados, como mostrado na figura 40B.
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Figura 40 - Frequência de detecção de HMLH1 [A] e metilação em regiões promotoras [B] de acordo com a
localização do tumor. *p=0,044; *p=0,029. M - Metilado; U - Não-metilado.

È possível observar, pela tabela 15, que não houve diferença entre a expressão de

HMLH1 quanto ao sexo, estadiamentos agrupados em iniciais e avançados, extensão local do

tumor primário, comprometimento de linfonodos regionais agrupados, além de subtipo

histológico. O mesmo foi observado quando o status de metilação em região promotora do

gene HMLH1 foi avaliado de acordo com os parâmetros acima. Contudo, entre, os casos

HMLH1 metilados, HMLH1 metilado foi mais frequente (92,6%; 25/27; ^=0,044) enfre os

tumores não-cárdia (Corpo e antro) quando comparado aos tumores da região da cárdia.
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Tabela 15 - Relação entre expressão e metílação em regiões promotoras de HMLH1 e parâmetros clínicos e
histopatológicos.

ss^ï.ãïss Síi^WSi-

it)

HMLH1
Imunomarcação
(-) p-valor

Metilaçâo

sxo
Masculino
Feminino

stadiamento
i+n
III+IV

1+2
3+4

o
1-3

ubtipo histológico
Intestinal
Difuso

ocaliwção do tumor
Cárdia
Não-cárdia

OTAL

29
16

10
35

8
37

8
37

29
16

9
36
45

20
12

10
22

6
26

8
24

21
11

8
24
32

0,861

0,373

0,913

0,441

0,915

0,602

Total

49
28

20
57

14
63

16
61

50
27

17
60
77 .:«„.

M

16
11

10
17

7
20

7
20

17
10

2
25
27; sfSSS

~:sxs^'^^-s^r~^": '^•:~~'^^^^

M - Metilado; U - Não-metilado.
^^^^ri^^^^^i^.Sës^^SSf^SSi

u

36
19

13
42

10
45

10
45

35
20

16
39

ï^S^S^S:^

p-valor

0,584

0,204

0,416

0,416

0,953

0,044

Total I

52
30

23
59

17
65

17
65

52
30

18
64
82

Ao analisar os tumores de acordo com o subtipo histológico e localização do tumor

(Tabela 16), foi observado que nos tumores subtipo intestinal, uma frequência maior

signifícante de casos HMLH1 metilados foi encontrada nos tumores não-cárdia, apesar de

nenhuma diferença ter sido observado quanto à expressão desse marcador.

Tabela 16 — Relação entre expressão e metilação no promotor de HMLH1 de acordo com subtipo histológico e
localização do tumor.

'ï.s,;

!
í-^:

OTAL
ositivo

egativo
OTAL

. ^^i^s^aËS^sxSifffiíss^-fih

-3Ï.Ï

Cárdia
l
12
13
7
6
13

INTESTINAL

Não-cárdia /»-valor
16
23
39
22
15
37

0,039

0,724

M - Metilado; U - Não-metilado.

DIFUSO
TOTAL Cárdia Não-cárdia />-valor TOTAL
17 l 9 0,640 10
35 4 16 20
52 5 25 - 30
29 2 14 1,000 16
21 2 9 11
50 4 23 - 27
^^•.^EÍ^?;^^-:^'^.:". ':':^ ^^^^^^ÍÏiffi^^Ë^^Í^Í^^'.'

Quando apenas os casos HMLH1 negativos foram considerados de acordo com o

subtipo histológico e localização do tumor (Tabela 17), foi observado que nos tumores

intestinais, não cárdia, a via de inativação do gene HMLH1 foi predominantemente por

metilação. O mesmo não foi observado nos tumores subtipo difuso.
I
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Tabela 17 - Relação entre inativação de HMLH1 e subtipo histológico e localização do tumor.

í^^^:'^

M
Cárdia l
Não-cárdia 13
TOTAL 14

M - Metilado; U - Não-metilado

INTESTINAL

HMLH1 negativo
u
5
2
7

p-valor TOTAL M
0,006 6 1

15 7
21 8

DIFUSO

U jï-valor TOTAL
l 0,491 2
2 9
3 - 11

•^:^^^-.

6.6.2.2- Relação entre expressão e metilação em regiões promotoras de HMLH1 e genes

de H. pylori.

Ao avaliar a distribuição dos casos de acordo com os genes de H. pylori, foi observado

uma associação significante (^=0,047), assim como encontrado para o gene COX-2, entre

presença do alelo s 1 de vacA e tumores HMLH1 metilados. Também, é interessante notar que

todos os seis casos vacAs2m2 foram encontrados nos tumores não-metilados (Tabela 18),

contudo sem significância estatística (p=0,087).

Ill
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Tabela 18 -Relação entre imunomarcação e metilação do promotor de HMLHl e genes de H. pylori.

!tó^

ii.

cagA
+

vacA.
slml
slm2/s2ml
s2m2
S/A

si
+

S/A

ml
+

S/A

Total
cagE
+

virBU
+

y7aA

Todos genes*
+

"Total
'::S3::~^:

(+)

24
18

32
8
2
o

38
4
o

34
8
o

42

16
18

17
17

24
10

9
25
34

Imunomarcação
(-) /»-valor

18
13

21
6
2
2

27
2
2

21
8
2

31

12
12

15
9

14
10

7
17
24

0,937

0,785
0,864
1,000

1,000

0,397

0,825

0,346

0,334

0,821

HMLHl

Total

42
31

53
14
4
2

65
6
2

55
16
2

73

28
30

32
26

38
20

16
42
58

M

15
12

20
5
o
2

25
o
2

20
5
2

27

12
8

14
6

15
5

8
12
20

Metilação
U /»-valor

32
19

35
10
6
o

43
8
o

37
14
o

51

17
26

20
23

24
19

9
34
43

0,537

0,616
0,908
0,087

0,047

0,481

•;ï^ ^'^;^^' "^^

0,129

0,082

0,144

0,112

íï^;

Total

47
31

55
15
6
2

68
8
2

57
19
2

78''a

29
34

34
29

39
24

17

J63LSI
M- Metilado; U - Não-metilado; S/A- Sem amplificação; *vacAslml+cagA+cagE+virBÏÏ+flaA.

6.6.3- CDKN2A (pl6INK4A)

6.6.3.1- Relação entre imunomarcação e metilação no promotor do gene CDKN2A e

parâmetros clinicopatológicos.

A distribuição dos casos de imunomarcação de pl6INK4A de acordo com a faixa etária
mostrou que a negatividade de pl6INK4 foi predominante em todas as faixas etárias, com
exceção da faixa de pacientes maiores de 65 anos de idade, que apresentou maior frequência

de casos positivos (Figura 41A). Os casos metilados de CDKN2A foram ligeiramente mais

frequentes nas faixas etárias 15-44 e 45-54 anos e nas demais faixas uma frequência similar

de casos metilados e não-metilados foi observada (Figura 41 B). 1
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WK4A[A] e metilados e não-metilados [B] de acordo comFigura 41 - Frequência dos casos positivos e negativos de pl6

a faixa etária. M - Metilado; U - Não-metilado.

A análise de expressão de p 16 de acordo com a infiltração local na parede

gástrica mostrou que (Figura 42A) a negatividade de pl6INK4A foi ligeiramente mais frequente

nos tumores T2 e T3. Nos tumores Tl apenas a positividade foi observada, contudo somente

dois casos pertencem ao tamanho Tl. Nos casos com ausência de comprometimento de

linfonodos regionais (NO) e nos tumores N3 a positividade de pi 6 foi predominante,

enquanto que em tumores N1 e N2 a negatividade foi mais frequente, contudo sem diferença

estatística. Essa mesma distribuição não foi observada quando se analisou o status de

metilação de CDKN2A de acordo com esses parâmetros, como mostrado na figura 42B.
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Figura 42 - Frequência de casos positivos e negativos de pl6I"IV'IA [A] e metilados e não metílados [B] de acordo com o
tamanho do tumor primário e comprometimento de linfonodos regionais. M - Metilado; U - Não-metilado.

> foram distribuídos de acordo com o estadiacnento
;INK4A

Quando os dados de p 16'

tumoral, observou-se que as frequências de casos positivos e negativos de p 16 (Figura

43A) e metilados e não-metilados de CDKN2A (Figura 43B) foram semelhantes nos estádios

iniciais mas os padrões variaram de acordo com o alimento da malignidade.
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Figura 43 - Frequências dos casos positivos e negativos de pl6]
o estadiamento tumoral. M — Metilado; U — Nao-metilado.

INK4A [A] e metilados e não metilados [B] de acordo com

A tabela 19 mosti-a a distribuição dos casos de p 16 de acordo com os parâmetros
clinicopatológicos agmpados. Por essa tabela é possível observar que existe imia frequência

INK4Asignificantemente maior (82%; p=0,03l) de casos pl6u'"v'trt negativos nos tumores da cárdia

quando comparado aos tumores não-cárdia, apesar da existência de frequências similares de
metilação de pl6[NK4A em ambos os sítios dos tumores.

Tabela 19 - Relação entre imunomarcaçao e metilaçao de CDKN2A de acordo com parâmetros clinicopatológicos.

CDKN2A (pl6'NK4A)
Imunomarcação
(-) p-valor

exo
Masculino
Feminino

'stadiamento
I+II
III+IV

1+2
3+4
/
o
1-3
x

'ubtípo histológico
Intestinal
Difuso

•octilização do tumor
Cárdia
Não-cárdia

^OTAL

18
13

10
21

5
23

9
22

19
12

3
28
31

31
15

10
36

9
40

7
39

31
15

14
32
46

0,404

0,302

0,955

0,143

0,582

0,031

Total

49
28

20
57

14
63

16
61

50
27

17
60
77

X - Não foi possível avaliar; M - Metilado; U - Não-metilado.

M

23
15

11
27

6
32

8
29
l

25
13

9
29
38

Metilação
U_p-valor

29
15

12
32

11
33

9
34
l

27
17

9
35
44

0,614

0,866

0,305

0,940

0,678

0,725

Total

52
30

23
59

17
65

17
63
2

52
30

18
64
82

Apesar de nenhuma diferença ter sido observada (Tabela 19) entre os tumores subtipo
INK4Aintestinal e difuso com relação à frequência de casos pl611Nr''tA negativos e o sta,tus de

metilação em promotor de CDKN2A, quando os casos foram analisados concomitantemente
de acordo com o subtipo histológico e localização do tumor foi observado que a associação de

ggwi^BÃBt w"^^^ w
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^súsísass&

negatividade de pl6IN com os tumores da cárdia é característica dos tumores subtipo
intestinal, uma vez que nestes tumores houve uma forte tendência (85%; 11/13; p=0,05ï) dos

:INK4Acasos pl611'-MA negativos serem localizados na cárdia (Tabela 20).

Tabela 20 - Relação entre expressão e metílação de CDKN2A de acordo com o subtipo histológico e localização do
tumor.

M
u
TOTAL
Positivo

Cárdia
8
5
13
2

BNTESTINAL
Não-cárdia /»-valor

Negativo 11
TOTAL 13

17
22
39
17
20
37

0,262

0,051

TOTAL

25
27
52
19
31
50

Cárdia
l
4
5
l
3
4

DIFUSO
Não-cárdia p-valor

12
13
25
11
12
23

0,355

0,605

^ss"

TOTAL
13
17
30
12
15
27

-j

/''tíï^;Ï^KS-^

M- Metilado; U- Não-metilado.
^^SíSï^:

A tabela 21 sumariza a distribuição dos casos p 16 negativos nos tumores subtipo

intestinal e difuso, considerando a localização do tumor e status de metilação no promotor de

CDKN2A. Esta tabela mostra que nos tumores subtipo difuso, a metilação no promotor de

CDKN2A foi uma alteração epigenética relevante (p=0,022) para inativação de p 16 nos
tumores de localização não-cárdia, embora nenhuma diferença significativa tenha sido

observada nos casos pl6INK4A negativos de acordo com a localização (Tabela 20). Por outro
lado, nos tumores intestinais, nenhuma diferença foi encontrada com relação ao padrão de

metilação no promotor de CDKN2A.

Tabela 21 - Distribuição dos casos pl6
localização do tumor.

INK4A negativos de acordo com subtipo histológico, status de metilação e

^S^f^S :<:::^ÍS.-'y!.^-

Cárdia
Não-cárdia
TOTAL

M
8
14
22

INTESTINAL
pl6

p-valor TOTAL

INK4A

u
3
6
9

0,873 11
20
31

(-)
M
o
10
10

DIFUSO

U />-valor TOTAL
3 0,022 3
2 12
5 - 15

ÏKÍ3 • '^^SÏ^ëSï^^ÏÏï^^J^^^^^^

M - Metilado; U - Não-metilado.

6.6.3.2- Relação entre expressão e metilação no promotor de CDKN2A e genes de H.

pylori.

A distribuição dos casos considerando a expressão de p 16 e status de metilação
no promotor de CDKN2A, de acordo com genes de H. pylori estudados, é mostrada na tabela

22. Nenhuma relação foi observada entre genes de H. pylori, isolados ou em associação, com

a negatividade de p 16 INK4A. Por outro lado, considerando o status de metilação no promotor
de CDKN2A, foi observada uma frequência significante (p=0,017) de tumores não-metilados
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d

associados às cepas de H. pylori flaA(+). Adicionalmente, cepas de H. pylori cagA(+) ou
wcAslml(+) mas sem.flaA foram associadas com tumores metilados (p=0,022 e p=0,003,
respectivamente) (Figura 44).

Tabela 22 - Distribuição dos casos de imunomarcação e metilação em promotor de CDKN2A de acordo com os genes
de H. pylori estudados.

cagA
+

vacA
slml
slm2/s2ml
s2m2
S/A

's^^^.

(+)

18
13

22
5
3
l

(-)

24
18

31
9
l
l

pl61NK4A
Total

42
31

53
14
4
2

jï-valor

0,937

0,828
0,580
0,304

M

19
16

26
6
2
l

CDKN2A
U Total

28
15

29
9
4
l

47
31

55
15
6
2

p-valor

0,331

0,472
0,680
0,686

si
+

S/A

25
5
l

40
l
l

65
6
2

0,076 32
2
l

36
6
l

68
8
2

0,285

ml
+

S/A

Total

cagE
+

Vi-rBll
+

flaA
+

Todos genes'
+

§ Total

*

24
6

31

12
14

14
12

19
7

8
18

^^•:ss^ss^

31
10
l

42

16
16

18
14

21
11

9
23
32

55
16
2

73

28
30

32
26

40
18

17
41
58

0,662

0,771

0,855

0,393

0,826

26
8
l

.A^35__

10
16

14
12

12
14

4
22
26

31
11
l

43

19
18

20
17

28
9

13
24
37

57
19
2

78

29
34

34
29

40
23

17
46
63

0,790

0,312

0,987

0,017

^:T'^^^^^^^ SEZ^.

0,082

_-—^a

M- Metilado; U - Nâo-metilado; S/A- Sem amplificação; *vacAsïml+cagA+cagE+virBll+flaA.
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Figura 44 - Distribuição dos casos de metilação em promotor de CDKN2A de acordo com genes combinados de H.
pylori. *p<0,05; **p<0,01; ap=0,052. M- metilado; U- Não-metilado.

O estudo da expressão e status de metilação no promotor de CDKN2A associado com

genótipo de H. pylori, de acordo com parâmetros clinicopatológicos, gerou uma publicação,

que se encontra em anexo (Anexo TV).

6.7- ANÁLISE COMBINADA DOS MARCADORES

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

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

com o número de genes metilados (Gmpo 0, 1,2, e 3). A figura 45 mostra a frequência dos

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

frequente, sendo a combinação COX-2/CDKN2A a predominante (Figiu-a 46) e o grupo com

todos os três genes metilados foi menos frequente.
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Figura 45 - Frequência dos grupos de genes metilados (0, l, 2 e 3).

101



r
^U.I^ES M'KS. (jenótipo de JfelicoBacter pylori na etiologia do câncer gástrico: corrslhçao com metilaçSo e expressão gênica. 2010 ^[^ESWC,<Ï^S)ÕS]

!^

%
100 ;

90j

ft» -I

70 -I

ou -t

50

40

E i
Kl l
o -

• (-V\-:*< 7W V;,| • f •0\-:f-ll.\íl.lll <. 7W.\-^ *1 IMLIll

Figura 46 — Distribuição da combinação dos dois genes metilados.

Como a metilação é um fenómeno epigenético que tem relação com a idade, os casos

foram distribuídos de acordo com a faixa etária. Observa-se pela figura 47 [A e B] que nos

indivíduos mais jovens existe uma frequência relevante de dois genes metilados, como

também a ausência de metilação no promotor dos genes estudados. Nas outras faixas etárias

todos os gmpos estão representados. Quando foi analisada a combinação dos dois genes

estudados de acordo com a faixa etária verifícou-se que o gene CDKN2A foi o mais

frequentemente metilado na faixa etária entre 15-44 anos, associado com a COX-2

(preferencialmente) ou com HMLH1.
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Figura 47 - Frequência do número de genes metílados (0, l, 2, 3) de acordo com a faixa etária.

È interessante relatar que os tumores pertencentes à faixa etária entre 15-44 anos

foram predominantemente do subtipo histológico difuso (4/5; 80%) e de estágios mais

avançados (4/5; 80% IIIB e IV).

A distribuição dos genes de acordo com o tumor primário e comprometimento

linfonodal é mostrada na figura 48. Observa-se que o estádio T2 do tumor primário foi

associado significantemente (p=0,OÏ7) com a presença de apenas um gene metilado, enquanto
que o estádio T3 foi relacionado com dois genes metilados (p=0,005).
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Figura 48 - Distribuição do número de genes metilados de acordo com o tamanho do tumor primário (T) e
comprometimento de linfonodos (N). *p=0,017; **p=0,005.

A análise dos casos de acordo com o estadiamento tumoral permitiu verificar que

(Figura 49), exceto o estadiamento IA, que possui apenas dois casos, em cada estádio existe

uma representatividade de todos os grupos de metilação de genes estudados (0, l, 2, 3). Em

todos os estádios a frequência de dois genes metilados foi mais frequente, com exceção do

estadiamento II. Ê interessante notar que a presença de três genes metilados é mais frequente

nos estádios inicias e diminui nos estádios mais avançados (IIIA-IV). Vale lembrar que, dos

três genes estudados, o gene HMLH1 foi o que apresentou maior frequência de casos

metilados nos estádios IB a II.
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Figura 49 - Frequência de número de genes metilados de acordo com o estadiamento tumoral.

Com relação à localização do tumor, a presença de três genes metilados foi mais

fi-eqüente no antro, porém ausente na cárdia (Figura 50). Pelas análises específicas de cada

gene, verificou-se que apesar do gene HMLH1 apresentar a menor frequência de metilação,

ele foi sigmficativamente mais metilado nos tumores do antro, sendo também
significativamente menos fi'equente na cárdia (Figura 40B).
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Figura 50 - Frequência do número de genes metilados de acordo com a localização do tumor.

De acordo com o subtipo histológico, é possível observar pela figura 51 que a

presença de três genes metilados foi discretamente mais frequente nos tumores difusos. Por

outro lado, a ausência de genes metilados, a presença de apenas um ou dois genes metilados

apresentaram frequências similares entre os tmiores intestinais e difusos.
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Figura 51 - Distribuição do número de genes metílados segundo o subtipo histológico.

A tabela 23 mostra as frequências das combinações dos genes metilados de acordo

com os parâmetros clinicopatológicos. Nela é possível observar que a combinação COX-2 e

CDKN2A metilados foi mais frequente em pessoas mais velhas e em tumores T3. È

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

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

metilado está associado. Adicionalmente, a presença CDKN2AIHMLH1 metilados foram mais

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

Quando agmpamos os estadiamentos em imciais e avançados foi observado i que os genes

CDKN2AIHMLH1 metilados foram relacionados aos estádios iniciais (I+II) (p=0,025).
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Tabela 23 - Distribuição das combinações dos dois genes metilados de acordo com parâmetros clínicos e patológicos.
R

ESS"
COX-2/ p-valor

CDKN2A

<60
>60
T
l
2
3
4
N
o
l
2
3
x

Estadiamento
IA
IB
n
IRA
IIIB
IV

Lauren

Intestinal
Difuso

Sítio
Cárdia
Corpo
Antro

TOTAL

7
13

o
2
17
l

2
5
8
4
l

o
2
o
5
9
4

13
7

6
6
8

20
-S^S^^K'^'^^W

0,226

1,000
0,633
0,532

0,287
0,675
0,431
1,000

1,000
0,089
1,000
0,107
0,642

1,000

0,382
0,382
0,109

COX-2/
HMLHl

4
3

o
l
5
l

2
2
2
l
o

o
l
o
2
l
3

4
3

l
l
5

p-valor

0,667

1,000
0,569
0,431

0,569
1,000
1,000
1,000

1,000
1,000
1,000
0,367
0,311

0,665

0,646
0,646
0,390

CDKN2A/ p-valor TOTAL
HMLH1

V3f3ss3^e:ss-:-:y.

2
o

o
o
2
o

l
l
o
o
o

o
o
2
o
o
o

2
o

o
o
2

2
^^S^s^ë^Sí'.

0,192

1,000
1,000
1,000

0,320
0,483
0,532
1,000

1,000
0,002
1,000
0,532
1,000

0,532

1,000
1,000
0,483

'^sÏãsSifssssssïS^y^^

13
16

o
3
24
2

5
8
10
5
l

o
3
2
7
10
7

19
10

7
7
15

29

Quando analisamos a relação da densidade de metilação em promotor dos três genes

estudados de acordo com os genes de H. pylori verificou-se que (Tabela 24) a presença do

alelo si de vacA foi mais frequente nos grupos de genes metilados l, 2 e 3, quando

comparado a O genes metilados, com significância estatística (p=0,010). Adicionalmente, a

presença do geneflaA foi relacionada com um gene metilado (p=0,OlS) e com a ausência de

dois metilados (p=0,033). A falta de associação com três genes pode ser explicada pela baixa

frequência de três genes metilados concomitantemente. Os dois genes metilados relacionados

com ausência deflaA consiste na combinação COX-2 e CDKN2A metilados (p= 0,041), como

mostrado na tabela 25.
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Tabela 24 -Distribuição dos casos considerando o número de genes metiïados (0, l, 2 e 3) de acordo com os genes de
H. pylori estudados.

^:^:^í)SíssïSãStëtíi/stë^ 3ssasyíc'^_'^ï'

o p-valor l

cagA
+

vacA
slml
slm2/s2ml
s2m2
S/A

si
+

S/A

ml
+

S/A
Total
cagE
+

virBll

+

flah

Todos genes**
+

Total

15
9

14
6
4
o

18
6
o

16
8
o
24

9
12

10
11

13
8

6
15
21

0,787

0,063
0,434
0,075

0,010*

0,254

18
SXsS'SSSS

0,721

0,475

1,000

0,841

'^•^WSE^S^3'^^'':y^ï~^.

10
6

14
2

6
10
16

p-valor

14
4

14
2
l
l

16
l
l

14
3
l

B'l'18:;s'l

8
8

0,104

0,369
0,498
1,000

0,675

"ass

0,721

0,428

0,018

0,273

2

13
13

19
5
l
l

24
l
l

0,537 19
6
l

7
12

9
10

8
11

3
16
19

p-valor

0,191

0,620
1,000
0,657

0,259

0,888

0,336

0,490

0,033

0,230

3

5
5

8
2
o
o

10
o
o

8
2
o
10

5
2

5
2

4
3

2
5
7

S/A - Sem amplificação; *0 genes metilados vs
* *vacAs l m l +cagA+cagE+virB 11 +flaA.

^.^•'^^•FCT^^ '"""'""'^•^

1+2+3 genes metilados (18/6

^.ã^s

p-valor_|

0,478

0,717
1,000
1,000

0,244

1,000

0,233

0,437

1,000

1,000

vs 50/2);

l
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Tabela 25 — Distribuição da combinação dos dois genes metilados de acordo com os genes de H. pylori.

^1,3,—.

cagA
+

.:;^ÍSK^i

COX-2+CDKN2A p-valor COX-2+HMLH1 p-valor CDKN2A+HMLH1 p-valor

vacA.
slml
slm2/s2ml
s2m2
S/A

si
+

S/A

ml
+

S/A

Total «
cagE
+

virBH

+

y?aA
+

Todos genes*
+

Total

10
7

14
2
l
o

16
l
o

14
3
o

17

4
9

5
8

3
10

l
12
13

0,411

0,344
0,283
1,000

1,000

0,344

-:m

0,617

0,350

0,041

0,222

3
4

5
2
o
o

7
o
o

5
2
o

Íffi

3
2

3
2

4
l

2
3
5

1,000

1,000
0,597
1,000

1,000

1,000

0,305

0,628

0,111

0,155

o
2

o
l
o
l

l
o
l

o
l
l

2

o
l

l
o

l
o

o
l
l

S/A- Sem amplificação. *vacAslml+cagA+cagE+virBlï+flaA.

0,480

0,240
0,200
1,000

1,000

0,240

^^^'•';1

1,000

0,474

0,421
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7-DISCUSSÃO

No estado do Ceará, o câncer gástrico é uma das neoplasias mais frequentes. As

estimativas do INÇA para o ano de 2010 apontam uma incidência de 21 mil casos novos para

essa neoplasia no Brasil, e destes 1.170 e 300 ocorrerão apenas no estado do Ceará e na

capital Fortaleza, respectivamente. Essa neoplasia é uma doença complexa e de etiologia

multifatorial, cujo fator etiológico ambiental mais importante é a bactéria H. pylori.

Entretanto, apesar de inúmeros estudos apontarem a importância dessa bactéria na etiologia

do câncer gástrico, os mecanismos pêlos quais ela contribui para o desenvolvimento dessa

neoplasia são ainda pouco conhecidos. No câncer gástrico uma das alterações mais frequentes

é a hipermetilação em promotor de genes supressores tumorais e de reparo (SHIM et al.,

2000; ESTELLER et al., 2002; KIM et al., 2003; ZHANG et al., 2008; KSIAA et al., 2009),

contudo são poucos os estudos que associam a metilação no promotor desses genes com a

presença de infecção por H. pylori. Por essa razão, o presente estado abordou as alterações na

expressão e padrão de metilação nos promotores dos genes CDKN2A, HMLH1 e COX-2 em

amostras de pacientes com adenocarcinomas gástricos em associação com a presença de cepas

de H. pylori. O estudo da expressão e metilação no promotor do gene COX-2 foi incluído, por

este ser um potente indutor da resposta inflamatória, à qual é atribuída papel importante na

carcinogênese gástrica. Os dados obtidos foram analisados considerando a amostra total, mas

também foram analisados de acordo com aspectos histopatológicos tendo em vista a natureza

distinta dos adenocarcinomas subtipos intestinal e difuso (TARARA., 2004), bem como as

regiões anatómicas em que esses tumores foram enconüados (DRIESSEN et al., 2003;

DRIESSEN et al., 2004; KIM et al., 2005).

7.1- ANÁLISE DA CARACTERIZAÇÃO DA AMOSTRA

No presente estudo, a maioria dos pacientes foi procedente da região metropolitana e
do interior do estado do Ceará. Considerando a inclusão aleatória dos casos, esses dados

refletem a procedência de atendimento no Hospital Universitário Walter Cantídeo e na Santa

Casa de Misericórdia de Fortaleza e mostrain a importância e representatividade desses dois

serviços como hospitais de referência do Estado. Uma menor parcela dos pacientes

procedentes da região sudeste do país foram do Hospital das Clínicas da Faculdade de

Medicina em BotucaWSP e do Hospital Amaral Carvalho, em Jaú/SP, também considerados

hospitais de referência na região.
/
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Ao avaliar a amostra estudada de acordo com o sexo dos pacientes, foi observado um

predomínio de acometimento de câncer gástrico no sexo masculino sobre o feminino, com

uma razão masculino/femiiúno de 1,73. A maior frequência de câncer gástrico nos pacientes

do sexo masculino é concordante com a literatura mundial, mclusive no Brasil, onde na

maioria dos estados é encontrada uma frequência maior de homens acometidos com essa

neoplasia (CÉSAR et al., 2002; PARKIN et al., 2005; INÇA, 2009). A alta frequência de

pacientes com idade avançada também é concordante com estudos que mostram o

acometimento de câncer gástrico em pacientes de idade mais avançada, com um aumento

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

A análise histopatológica dos adenocarcinomas gástricos estudados mostrou uma

frequência maior de tumores do subtipo intestinal de Lauren e localizados na região do antro.

O predomínio de adenocarcinomas gástricos subtipo intestinal é uma constante em vários

estudos, principalmente em regiões geográficas de alto risco para essa neoplasia.

Adicionalmente, estudos apontam o antro como à localização mais frequente desses tumores,

apesar de atualmente existir um aumento no número 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 frequência de adenocarcinomas gástricos diagnosticados em estadiamentos mais

avançados é relatada na literatura (ALBERTS et al., 2003; CORRÊA, 2004; CUNNINGHAM

et al., 2005). A presença de uma maior frequência de tumores mais avançados (IIIA, IIIB e

IV) em nossa amostra, principalmente III (IIIA e IIIB) e menor frequência de tumores nos

estágios IV, provavelmente reflete o diagnóstico tardio desses tumores. E interessante relatar

que muitos pacientes encaminhados para cirurgia não foram submetidos a esse procedimento

devido ao estágio bastante avançado dessa neoplasia, com comprometimento de diversas

estruturas anatómicas. Isso certamente levou a uma subestimativa das frequências dos graus

avançados, denotando o déficit para o rastreamento e o diagnóstico do câncer gástrico no

sistema público de saúde do Estado.

7.2- ANÁLISE DA DETECÇÃO DE H. pylori E GENES DE

PATOGENICIDADE

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

subdesenvolvido, além de ser de uma região do país com uma grande parcela da população
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em condições sócio-econômicas baixas, no presente estudo uma alta frequência de infecção

por H. pylori foi observada. Esses dados são 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 detecção de H. pylori em

amostras de câncer gástrico. Essa alta frequência de infecção por H. pylori não é justificada

pela alta sensibilidade da técnica de PCR, já que Queiroz et al. (1999), também no Brasil,

detectaram H. pylori, através de sorologia, cultura e histologia, em 95,3% dos casos de

adenocarcinoma gástrico. De forma semelhante, Nomura et al. (1991), no Hawaii, utilizando

sorologia, encontraram H. pylori em alta frequência (94%) em câncer gástrico.

Outro fator importante que deve ser levado em consideração na carcinogênese gástrica

associada à infecção por H. pylori é a grande variabilidade genética dessa bactéria. Vários são

os estudos que indicam a natureza patogênica de certos tipos de cepas de H. pylori (PEEK;

BLASER, 2002; SOZZI et al., 2005; ATHERTON, 2006; KAMALI-SARVESTANI et al.,

2006), levantando a hipótese que a virulência da bactéria é relacionada a presença de

determinados fatores relacionados à patogenicidade. Neste estudo, a combinação alélica slml

de vacA e os genes ca^A eflaA. foram mais frequentes. Como consequência, a associação de

cagA. e vacA s l m l foi também elevada. A alta frequência de cepas portadores dos genes

cagA. e vtícA s l m l de Jï pylori em câncer gástrico ou em lesões mais agressivas é descrita na

literatura (SUGIMOTO et al., 2009; WEN; MOSS, 2009; JANG et al., 2010). Em câncer

gástrico, Lin et al. (2004) detectaram o gene ca^A em 76% dos casos e Chomvarin et al.

(2008), estudando pacientes da Tailândia, com diversas doenças gastrointestinais,

encontraram uma frequência de 100% de H. pylori cagA(+) em câncer gástrico, 96,8% em

doenças gastrointestinais não ulcerosas e 100% em úlceras gástricas e duodenais. Kamali-

Sarvestam et al. (2006), no Ira, detectaram uma frequência significante do genótipo vach.

s 1 m l associado com pacientes com câncer gástrico quando comparados com aqueles com

gastrite ou úlcera péptica. Em estudo de Douraghi et al. (2009), as cepas de H. pylori cagA

positivas e portadoras dos alelos de vacA. si e vacA i l foram associadas com risco de câncer
gástrico. Esses achados são consistentes com o aspecto patogênico desses genes corroborando

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

Por outro lado, a análise do gene flaA. associado a lesões gástricas foi realizada em

apenas um estudo de Wu et al. (2005), que detectaram y?aA em 89,2% de amostras de câncer
gásti-ico e úlcera péptica. A maioria dos estudos abordando esse gene é restrita à determinação
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da função desse gene. No presente estudo, a detecção de uma frequência significativa de
cepas portadoras do gene flaK se mostra relevante, desde que ele é responsável pela
codificação de proteína envolvida na formação do flagelo, que vem sendo associado não
somente com a colonização bem sucedida, mas também com os processos de infecção e
persistência na mucosa gástrica (EATON et al., 1996; OTTEMANN; LOWENTHAL, 2002).
Adicionalmente à função de motilidade, a qual é bem caracterizada, o flagelo tem sido
associado com outras funções, como a de atuar como um aparato exportador de fatores de
vimlência (YOUNG et al., 1999), na sensibilidade da viscosidade do meio (MCCARTER;
SILVERMAN, 1990) e como uma importante proteína imunogênica (YAN et al., 2003).

Os outi-os dois genes de H. pylori analisados neste estudo foram cagE e vírBl l. Ainda
existem poucos estudos abordando esses dois genes em câncer gástrico. O gene cagE tem sido
sugerido como um melhor marcador para integridade da ilha cag-PAl que cagA (SOZZI et
al., 2005; MODENA et al., 2007). Ali et al. (2005), na índia, detectaram cagE em 100% dos
adenocarcinomas gástricos. Erzin et al. (2006) e Chomvarin et al. (2008), também
encontraram esse gene em alta frequência (81,8% e 93,8%, respectivamente) em tumores
gástricos de pacientes da Turquia e Tailândia. Por outro lado, o gene vzrBll, localizado na
porção esquerda da ilha de patogenicidade cag, é bastante relevante pois além de apresentar
função essencial na formação do sistema de secreção tipo TV, pode ser utilizado como
marcador do lado esquerdo da ilha cag-PAÏ. Tomasini et al. (2003) e Sozzi et al. (2005),
estudando pacientes dispépticos italianos, encontraram o gene virBïl em 90% e 94,7% dos
casos, respectivamente. Adicionalmente, a importância desses dois genes na patogenicidade
das cepas de H. pylori foi verificada no estudo de Lima et al. (2010) realizado no Laboratório
de Genética Molecular (LABGEM) onde foram observadas frequências elevadas tanto do
gene cagE como do virBÏÏ em amostras de adenocarcinomas gástricos, justificando a
introdução desses genes no presente estudo.

7.3- ANÁLISE INDIVIDUAL DA DETECÇÃO DA EXPRESSÃO E
METILAÇÃO NO PROMOTOR DOS GENES COX-2, HMLH1 E CDKN2A

O padrão de imunomarcação predominantemente nuclear/citoplasmática das proteínas
pl6INK4A 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), marcação citoplasmática indica a acumulação dessa proteína no citoplasma,
devido à sua fosforilação mediada pela proteína quinase B, oncogenicamente ativada,
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bloqueando o reconhecimento de seus sítios por fatores de importação nuclear. Contudo, o
acordo entre imunomarcação nuclear e citoplasmática encontrado neste estudo sugere que a
presença de marcação dessas proteínas no citoplasma reflete sua expressão nuclear.

7.3.1 - COX-2

A COX-2 tem sido considerada uma enzima chave na indução e progressão do câncer

gástrico já que a sua expressão aumentada é relacionada à carcinogênese gástrica através da
promoção de proliferação, migração celular, angiogênese e inibição de apoptose
(KONTUREK et al., 2006). Por essa razão, estratégias terapêuticas tendo como alvo a COX-2
foram desenvolvidas para prevenção desse tipo de neoplasia (FITZGERALD et al., 2003). A

frequência da expressão do gene COX-2 é descrita de forma variável na literatura (20,4%-
74%) (LEUNG et al., 2001; KAWABE et al., 2002; JOO et al., 2006; HUANG et al., 2006;
KOLEV et al., 2007; YAMAC et al-, 2008). No presente estudo, apenas uma pequena fração
(26%) das amostras de câncer gástrico apresentou imunomarcação de COX-2. Apesar da
maioria dos estudos relatarem uma frequência de imunomarcação 'para COX-2 superior à

apresentada neste estudo, outros estudos mostram frequência de expressão um pouco superior
(36,7%) (KOLEV et al., 2007) ou mesmo inferior (20,4%) (HUANG et al., 2006). A grande
variabilidade nas frequências de expressão do gene COX-2 pode ser explicada pela
diversidade de metodologia utilizada, já que há diversos anticorpos usados, com variações na
sensibilidade e especificidade dos mesmos, somados aos critérios utilizados na avaliação da

ímunomarcação.

Assim como neste estudo, Huang et al. (2006), em estudo conduzido em Dalian, na
China, no qual avaliou a expressão do gene COX-2 e o padrão de seus fatores regulatórios,
observou uma frequência similar de expressão de COX-2 (20,4%) em câncer gástrico, sendo
essa frequência um pouco superior à expressão em metaplasia intestinal (18,2%) e em gastrite
crónica (10%). È interessante salientar que neste estudo os autores realizaram o método
Imuno-Histoquímico utilizando o anticoqïo policlonal do mesmo fabricante do estudo aqui
apresentado e validaram os seus resultados utilizando a técnica de Western blotting.

Outra explicação compatível com a complexidade dessa neoplasia seria o
envolvimento de forma variável da COX-2 na patogênese gástrica. Assim, apesar da
existência de uma via dependente da expressão de COX-2 em câncer gástrico, essa via nem
sempre seria a predominante. Dentro deste contexto, a baixa expressão do gene COX-2
encontrada neste estudo e 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 presença de ativadores transcricionais

havia a ausência de expressão de COX-2, justificado pela presença de silenciamento

transcricional devido à hipermetilação em promotor do gene COX-2.

De fato, no presente estudo uma alta frequência (51,2%) de metilação no promotor do

gene COX-2 foi detectada com uma correlação negativa significante entre a presença de
metilação e expressão, confirmando o envolvimento desse evento na inativação do gene COX-

2. A ausência de expressão de COX-2 por metilação em região promotora já foi observada por

outros autores. Hur et al. (2003) em estudo realizado na Coreia encontraram uma associação

entre diminuição da expressão de COX-2 e metilação aumentada de suas ilhas CpG. Em

pacientes de Hong Kong, o silenciamento transcricional do gene COX-2 devido à
hipennetilação do promotor foi encontrado em 43,1% das amostras de câncer gástrico (YU et
al., 2003). Adicionalmente, o silenciamento gênico via metilação pode ser comprovado pêlos

estudos onde a expressão do gene COX-2 foi restaurada pelo tratamento, in vitro, com agentes
demetilantes (SONG et al-, 2001; KIKUCHI et al., 2002). Embora a hipemietilação do

promotor de COX-2 tenha sido reportada em câncer gástrico com frequência de 13,3% a
63,5% (YU et al., 2003; HUR et al., 2003; DE MAAT et al., 2007; FERRASI et al., 2010), a

frequência de metilação em promotor encontrada neste estudo foi ligeu'amente 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 expressão da enzima DNMT1, uma DNA
metiltransferase envolvida no processo de metilação, observaram que, em 69,0% dos casos,

essa enzima estava relacionada à negatividade de COX-2, adicionando dados que associam a

negatividade de COX-2 com a hipermetilação do promotor devido à superexpressão de
DNMT1 e justificando a ausência de expressão nos casos onde os ativadores de transcrição

para o gene COX-2 estavam presentes.

1.3.1-HMLH1

A inativação de genes do reparo por erro de pareamento do DNA, mais comumente o

gene HMLH1, é uma via alternativa descrita no desenvolvimento e progressão de vários

cânceres (CHIARAVALLI et al., 2001; PLEVOVÁ et al., 2005; HAYASHI et al., 2006;
CHOUAYEKH et al., 2009). A instabilidade genética gerada pela inativação desses genes é

caracterizada por mutações somáticas no DNA tumoral observadas através da mstabilidade de
regiões de repetições de 4 a 6 pares de bases denominadas de regiões de microssatélite.
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Embora a instabilidade de microssatélite tenha sido descrita primeiramente e

predominantemente em carcinomas colorretais, ela também é um achado frequente e
importante em outros tumores malignos, entre eles o adenocarcinoma gástrico (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 gástricos com alta mstabilidade de microssatélite não

apresentavam expressão de HMLH1 e 95% destes mostravam hipermetilação em promotor

desse gene. De forma semelhante, em estudo conduzido por Jung et al. (2001), todos os

tumores gástricos com alta instabilidade de microssatélite não apresentavam expressão de

HMLH1. Estudo conduzido por Kim et al. (2003), estudando o padrão de metilação dos genes

HMLH1, CDKN2A e CDH1, mostraram que a hipennetilação em promotor de HMLH1

correlacionou-se com perda de expressão desse gene, resultando em instabilidade de

microssatélite em câncer gástrico. Outros estudos realizados com intuito de avaliar

mecamsmos de inativação do gene HMLH1 indicam que a hipermetilação é 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 expressão do

gene HMLH1 foi observada em 41,6% dos casos e a metilação no promotor em 32,9%. De

forma semelhante, Leung et al. (1999) detectaram uma frequência de metilação em promotor

de HMLH1 de 31%, entretanto os autores observaram uma frequência menor (28,6%) de

perda da expressão. Fleisher et al. (1999) também observaram uma frequência (32%) de

metilação no promotor de HMLH1 semelhante à do presente estudo. A forte correlação

negativa observada entre perda de expressão de HMLH1 e presença de metilação corrobora
com os estudos que apontam a metilação da região promotora de HMLH1 como um

importante mecanismo de inativação gênica (LEUNG et al., 1999; FLEISHER et al., 1999;

KANG et al., 2002).

7.3.3 - CDKN2A

INK4AA importância da perda do supressor tumoral pl6UN^'trt no processo carcinogêmco tem

sido apontado em muitos cânceres (HENGST et al., 1994; ZHOU et al., 2000;
VIDAURRETA et al-, 2008; GOTO et al., 2009). Em câncer gástrico, perda de expressão de

p 16 é comum e a hipermetilação de regiões promotoras desse gene é considerado como

seu principal mecanismo de inativação (SHIM et al., 2000; DING et al., 2003; ZHAO et al.,
2003). Neste estudo, a frequência de positividade de pl6UNK'tA (40,3%) e status de metilação

no promotor de CDKN2A (46,3%) são 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 frequências de metilação em promotor de CDKN2A em 42% e 45% dos
casos de câncer gástrico. Adicionalmente, no presente estudo, uma forte correlação negativa
entre negatividade de pl6IN e metilação no promotor de CDKN2A 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 Coreia,
analisando a expressão por imuno-histoquímica e o padrão de metilação do gene CDKN2A,
por MS-PCR, em oitenta e oito amostras de carcinomas gástricos, encontraram que 86,4% dos
casos p 16 negativos apresentavam metilação em promotor desse gene. Zhao et al. (2007)
e Abbaszadegan et al. (2008) detectaram uma forte correlação negativa entre presença de
metilação em promotor de CDKN2A e ausência de expressão, confirmando o envolvimento da
hipermetilação no promotor de CDKN2A na inativação do supressor tumoral pl6INK4A em
câncer gâstnco.

7.4 - ANÁLISE DA CORRELAÇÃO ENTRE IMUNOMARCAÇÃO E STATUS
DE METILAÇÃO NO PROMOTOR DOS GENES COX-2, HMLH1 E CDKN2A

No presente estudo, uma alta concordância (38/40; 95%) entre presença de metilação e
ausência de expressão foi observada para os três genes estudados, COX-2, HMLH1 e
CDKN2A. Contudo, apesar da indicação que a hipermetilação em promotor desses genes é o
principal mecanismo implicado na inativação deles, ele não é o único, desde que 33,3%,
31,2% e 30,4% dos casos de COX-2, HMLH1 e p 16mK4A negativos, respectivamente, não
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 concordância
com outros estudos e a representativa frequência encontrada neste estudo e nos outros citados
mdica que esses dados não são decorrentes de falhas metodológicas, mas provavelmente são
consequentes tanto da ausência de ativadores transcricionais, previamente observada no
estudo de Huang et al. (2006) para o gene COX-2, como de mecanismos alternativos de
inativação desses genes como mutações, deleções ou microRNAs.

Adicionalmente, uma pequena fi-ação dos casos metilados em promotor de COX-2
(2/40), HMLH1 (4/26) e CDKN2A (4/36) foi positiva. Esta situação pode ser justificada por
três possibilidades. A primeira possibilidade consiste na alta sensibilidade do método MS-
PCR, que é capaz de detectar DNA metilado em um nível de 0,1% (HERMAN et al., 1996).
Então, se células tumorais tiverem ambos DNA metilado e não-metilado, e a proporção de
DNA metilado for tão baixa quanto 0,1% do DNA total, esta amostra seria classificada como
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tendo um padrão de metilação positivo, mas ela mostraria imunoreatividade positiva em

99,9% de células tumorais não-metiladas. A segunda explicação seria uma metilação parcial

dos genes cuja metilação imcompleta pode reduzir o nível de repressão transcricional,

resultando na perda parcial da expressão desses genes. Já a terceira possibilidade consiste na

hemimetilação dos genes, cujo alelo não-metilado seria responsável pela imunoreatividade.

Independente das possibilidades expostas observa-se a importância da análise conjunta dos

resultados de MS-PCR e Imuno-Histoquímica

A 7.5- ANÁLISE INDIVIDUAL DOS MARCADORES COX-2, HMLH1 E

pl6INK4ADE ACORDO COM OS PARÂMETROS CLINICOPATOLÒGICOS

7.5.1- COX-2

Na maioria dos estudos, correlações entre expressão do gene COX-2 e características

clinicopatológicas bem-conhecidas do câncer gástrico foram investigadas, porém com

resultados divergentes.

Estudo conduzido por Kolev et al. (2007) mostrou uma associação significante entre

sexo masculino e positividade de COX-2. Neste mesmo estudo a expressão do gene COX-2

foi relacionada com a idade avançada dos pacientes. No presente estudo essas associações não

foram encontradas, mesmo considerando vários cortes de idade, o que está de acordo com

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

Analisando as características do tumor de acordo com a expressão do gene COX-2,

autores de alguns estudos verificaram que a positividade de COX-2 foi correlacionada com a

presença de metástase para linfonodos regionais (MURATA et al., 1999; GAO et al., 2000;

UEFUJI et al., 2001; HAN et al., 2003) e estadiamento mais avançado (GAO et al., 2000;

UEFUJI et al., 2001; HAN et al., 2003; XUE et al., 2003). No presente estudo, nenhuma

relação significante entre expressão e metástase 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 invasão tumoral (UEFUJI et al., 2001; RAN et al.,
2003; JOO et al., 2006). Apesar de não significativo, na amostra estudada uma tendência de
positividade de COX-2 foi associada com os tumores T4. Esse achado está de acordo com

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

frequência predominante de expressão de COX-2 nos tumores T3/T4.
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Quando a expressão de COX-2 foi analisada de acordo com os subtipos histológicos,

intestinal e difuso, alguns autores encontraram uma associação signifícante da expressão de

COX-2 com os tumores do subtipo intestinal de adenocarcinoma gástrico (SAUKKONEN et

al-, 2001; HAN et al., 2003). Entretanto, essa observação não é um consenso na literatura,

onde alguns estudos, incluindo o aqui apresentado, não observaram essa relação (GAO et al.

2000; UEFUJI et al., 2001; YU et al., 2004; YAMAC et al., 2008).
-3

Com relação ao status de metilação do gene COX-2, ainda são escassos os estudos que

fazem a análise considerando esse aspecto e parâmetros clmicopatológicos, com apenas dois

estudos, até o momento da redação dessa dissertação, abordando esse assunto (DE MAAT et

al., 2007; FERRASI et al., 2010). No presente trabalho nenhuma relação foi observada entre

presença de metilação no promotor de COX-2 e sexo, idade, subtipo histológico e localização

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

associação entre metilação no promotor de COX-2 e os tumores T3, De Maat et al. (2007)

encontraram uma correlação significante entre tumores COX-2 metilados e baixo TNM e

ausência de comprometimento de linfonodos. A discordância 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 expressão do gene COX-

2.

Os dados de expressão e metilação em promotor de COX-2 foram analisados de

acordo com cada subtipo histológico separadamente, baseado em estudos que demonstram

que mudanças genéticas e epigenéticas em adenocarcinomas gástricos diferem, dependendo

do subtipo histológico (TAHARA et al., 1994; TAHARA, 2004). Nos tumores subtipo difuso,

nenhuma diferença significativa, quanto à expressão ou metilação em promotor de COX-2 de

acordo com os parâmetros clinicopatológicos foi observada. Entretanto, nos hmiores subtipo

intestinal houve um predomínio significativo de casos COX-2 metilados nos estádios mais

avançados. Essas diferenças observadas conroboram a existência de vias distintas entre os

tumores subtipos intestinais e difusos, onde a inflamação, característica da indução inicial

desse tipo de neoplasia, nos tumores subtipo intestinal geraria um ambiente propício para a

ativação de enzimas envolvidas no processo de metilação que, copi a progressão do tumor,

pode ter levado à inativação de genes susceptíveis à metilação, incluindo o gene COX-2. Até o
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momento, ainda não há na literatura estudos que analisam os subtipos histológicos
separadamente de acordo com esses parâmetros, assim, este é o primeiro trabalho realizado
considerando esses aspectos. Por outro lado, quando os tumores foram analisados
considerando a sua localização anatómica, não foi observada nenhuma associação entre
expressão ou metilação do promotor de COX-2 e a localização tumoral.

7.5.2- HMLH1

^

Apesar de alguns estudos prévios encontrarem uma frequência significante de
negatividade de HMLH1 e metilação da região promotora desse gene em pessoas de idade
avançada (NAKAJIMA et al., 2001; WAKI et al., 2002; HONDA et al., 2005; KIM et al.,
2010), no presente estudo, nenhuma associação entre expressão de HMLH1 e metilação em
promotor desse gene com a idade foi observada, como também com o sexo. A falta de
associação da presença de metilação 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 à idade devem. estar mfluenciando o padrão de metilação desse gene, nas
diferentes populações estudadas.

Estudos anteriores foram realizados avaliando a expressão e metilação em promotor de
HMLH1 de acordo com as características do tumor. Nakajima et al. (2001) e Honda et al.

(2005) mostraram que a negatividade de HMLH1 é mais frequente significantemente em
tumores maiores. Em contraste, Geddert et al. (2004) encontraram uma frequência
significante de hipennetilação em promotor de HMLH1 em tumores T1/T2 e NO. Entretanto,
neste estudo nenhuma associação significante entre expressão e metilação em promotor de
HMLH1 e extensão 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
não significante, tanto a negatividade de HMLH1 como a presença de metilação no promotor
foram ligeiramente mais elevadas nos estádios iniciais quando comparado com os casos
HMLH1 positivos e não-metilados, indo de encontro aos achados de Kitajima et al. (2003)
que observaram uma fireqüência relevante de perda de expressão de HMLH1 nos estádios
iniciais do tumor, sugerindo um papel importante desse processo na iniciação do tumor. A
perda de expressão de HMLH1 na fase inicial do tumor possibilitaria a fixação de mutações
importantes no DNA ocorridas devido à exposição da mucosa gástrica a agentes mutagênicos,
resultando na progressão tumoral.
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Considerando os tumores de acordo com o subtipo histológico, frequências similares

de expressão e metilação em promotor de HMLH1 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 localização do tumor, apesar de nenhuma diferença de

expressão do gene HMLH1 ter sido encontrada, é notado que os tumores HMLH1 metilados

foram predominantemente localizados no antro, concordando com eshido realizado por

Nakajima et al. (2001) que encontrou lima frequência maior de tumores metilados localizados

no terço inferior do estômago. Kím et al. (2003) observaram que adenocarcinomas gástricos

com alta instabilidade de microssatélite, associados com 89% de metilação em promotor de

HMLH1, eram significantemente localizados na porção distai do estômago. Assim, esses

dados em conjunto indicam que a susceptibilidade à metilação depende da localização do

tumor.

Quando os timores foram avaliados de acordo com o subtipo histológico e localização

concomitantemente, diferenças foram observadas. Nos tumores intestinais, a inativação do

gene HMLHÏ foi predominantemente significante por metilação nos tumores com localização
não-cárdia. Contudo, nos tumores subtipo difuso, apesar de haver um número representativo

de casos metilados nos tumores com localização não-cárdia, nenhuma diferença 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 padrão de metilação

em promotor do gene HMLH1 não foi avaliado nesse estudo. Dessa maneira, parece que a

maior fi'equencia dos tumores HMLH1 metilados encontrados no antro são característicos dos

tumores subtipo intestinal, e provaveknente devem determinar uma via tumorigênica

específica.

7.5.3- pl6INK4A

A relação de metilação do promotor de CDKN2A e pessoas mais velhas é 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 associação não foi observada.

Em estudos anteriores, a positividade de pl6IN foi associada com a ausência de

comprometimento dos linfonodos regionais (HE et al., 2005; HONDA et al., 2005) e a
metilação desse gene foi significantemente mais baixa etn tumores bem-diferenciados
(ABBASZADEGAN et al., 2008), mas nenhuma correlação foi encontrada entre esses
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parâmetros clinicopatológicos e expressão e metilação no promotor de CDKN2A no presente

estudo.

Quando os dados foram analisados considerando os subtipos de adenocarcinomas

separadamente, nenhuma diferença na expressão de pl6INK4A e metilação no promotor de

CDKN2A foi observada entre os tumores intestinais e difusos. E interessante notar que, com

relação à localização do tumor, houve uma diferença na expressão de p 16 , mas não no

padrão de metilação em promotor de CDKN2A, já que os tumores da cárdia tiveram um

número significante de casos p 16IN negativos. A localização dos tumores gástricos parece

ser um aspecto relevante para tumorigênese desses tumores. Driessen et al.(2003) e (2004)

reportaram que as características dos adenocarcinomas gástricos da cárdia, incluindo dados

clínicos e padrões de expressão de citoqueratina, foram intimamente ligadas ao

adenocarcinoma proximal que ao adenocarcinoma gástrico distai, sugerindo a natureza

distinta daqueles tumores na determinação de vias tumorigênicas. A frequência mais alta de

negatividade de pl6IN nos tiunores da cárdia foi também observado por Kim et al. (2005),

em estudo comparando a expressão de várias proteínas entre pacientes com adenocarcinomas

da cárdia e não-cárdia, tais como p53, E-caderina, MGMT e pl6IN . Contudo, os autores

não avaliaram esta expressão considerando os subtipos histológicos.

INK4APara elucidar melhor as diferenças na expressão de p 16 entre os tumores da

cárdia e não-cárdia, os dados foram analisados considerando os subtipos histológicos e

localização do tumor concomitantemente. Q número maior de casos p 16 negativos

localizados na cárdia foi característico dos tumores subtipo intestinal, embora essas lesões não

difiram com relação ao status de metilação de CDKN2A de acordo com a localização. Como

neste estudo, Abbaszadegan et al. (2008) também não encontrou relação entre metilação no

promotor de CDKN2A e localização do tumor ou entre metilação de CDKN2A e subtipo

histológico.

Conseqüentemente, baseado na ausência de expressão de pl6INK4A, na metilação no
promotor de CDKN2A e na localização do tumor, foi possível identificar vias distintas nos

tumores subtipos intestinal e difuso. Embora o número de casos dos tumores não-metilados

seja pequeno para ambos os subtipos histológicos, nos tumores difusos não-cárdia a metilação

no promotor de CDKN2A foi a única via pela qual a inativação de pl6INK4A ocorreu. Por outro
lado, nos tumores intestinais este processo ocorreu por duas rotas diferentes independente da
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localização do tumor. Este estudo é o primeiro trabalho na literatura que reporta a inativação

de p 16 por metilação de acordo com subtipo histológico e localização do tumor.

A figura 52 sumariza as possíveis vias tumorigênicas identificadas neste estudo de

acordo com a localização do tumor e subtipo histológico. Nos tumores localizados na cárdia, a

inativação de pl6INK4A foi um achado predominante nos tumores subtipo intestinal, assim
como a metilação no promotor de COX-2 em estágios avançados. Como a combinação COX-

2/CDKN2A de genes metilados foi mais frequente, isso indica que os eventos anteriormente

citados são relevantes na progressão destes tumores. Por outro lado, nos tumores de

localização não-cárdia, dois eventos importantes são observados de acordo com o subtipo

histológico, um envolvido com os tumores subtipo intestinal, que consiste na inativação de

HMLH1 por metilação, e outro com os tumores subtipo difuso, onde a inativação de CDKN2A

por metilação é um achado significante. Nos tumores localizados na não-cárdia, a metilação

no promotor de HMLH1 é um achado importante, independente do subtipo histológico e

parece ser um evento relevante na iniciação destes tumores.

TtonaorcsuitestMiais -* CÔA'.; M
<m cs<ágio,s «n-.uiçiulos

.f.

/

Tnmoresüitestütais ->pl6(-) Tnunoresmteámals -> HMLHl (-) CM)
^ItonaoKS difusos -> CDKN2.4 (-) (M)

HMLH1 (-) (M) -* Estáglosinldius -1

Figura 52 - Representação esquemática das possíveis vias tumorigênicas identificadas de acordo com a localização do
tumor e subtipo histológico.
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7.6- ANÁLISE INDIVIDUAL DOS MARCADORES COX-2, HMLH1 E

pl6INK4A DE ACORDO COM A INFECÇÃO POR H. pylori E GENES DE
PATOGENICIDADE

7.6.1 - COX-2

Alguns estudos in vitro e in vivo têm encontrado uma associação significativa entre

presença de infecção por H. pylori e aumento da expressão 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 redução na expressão do gene COX-2 após a

erradicação de H. pylori (MCCARTHY et al., 1999; KIMURA et al., 2000). Contudo,

Kawabe et al. (2002) não encontrou correlação entre expressão de COX-2 e infecção por H.

pylori em câncer gástrico, assim como também Yamac et al. (2008) em estudo conduzido na

Turquia em pacientes com adenocarcinoma gástrico e 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 análise considerando a ausência de H.

pylori, devido ao número insuficiente de casos H. pylori negativos, é 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 alteração da

expressão de COX-2. Apesar de numerosos os estudos que avaliam o envolvimento de H.

pylori com a alteração da expressão de COX-2, os resultados são controversos, provavehnente

por estes não considerarem o genótipo bacteriano e status de metilação 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 genótipo bacteriano mostram também resultados divergentes. Em

nosso estudo, nenhuma relação 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 virulência de H. pylori, incluindo iceA.,

vacA, babA. e cagA não foram associados com a superexpressão de COX-2. Adicionalmente,

Romano et al. (1998), em estudo in vitro, mostraram que o aumento do RNAm de COX-2 e

PGE2 em células gástricas MKN28 mediada por H. pylori independe da presença das

proteínas VacA e CagA. Entretanto, Bartchewsky et al. (2009) detectaram níveis altos de

COX-2 na mucosa gástrica de pacientes infectados com gastrite crónica e foram associados

com a infecção por cepas H. pylori cagA e vacA slml positivas. Guo et al. (2003) reportaram
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que os níveis da proteína COX-2 em câncer gástrico infectados por cepas de H. pylori cagA
(+) foram maiores que naqueles espécimes sem infecção por essas cepas.

Por outro lado, quando foi avaliado o envolvimento de H. pylori na indução de
metilação em promotor de COX-2, foi observado que cepas vacA si positivas foram

significantemente relacionadas com tumores COX-2 metilados. Aktar et al. (2001), em estudo
in vitro, mostraram que células gástricas expostas por duas semanas H. pylori não

apresentavam alteração no status de metilação de COX-2, contudo os autores não avaliaram o
genótipo dessas cepas. Da mesma forma que a expressão de COX-2, são raros os estudos que
avaliam o status de metilação desse gene de acordo com o genótipo bacteriano, o que pode
gerar resultados divergentes. Estudo de Ferrasi et al. (2010) não encontrou associação
significante entre metilação do promotor de COX-2 e presença de infecção por cepas H. pylori
cagK (+), entretanto os autores não avaliaram o envolvimento do gene vacA de H. pylori

neste processo.

7.6.2 - HMLH1

A relação entre presença de H. pylori e alteração na expressão de HMLH1 vem sendo

apontada em alguns estudos in vitro, m vivo e de erradicação dessa bactéria. In vitro, Kim et
al. (2002) mostraram que a cocultura de linhagens de células epiteliais gástricas com cepas de
H. pylori resultavam em níveis diminuídos de proteínas do sistema MMR, entre elas a
HMLH1 e sugeriu que a deficiência de MMR causada por H. pylori pode levar a uma alta

instabilidade de microssatélite no epitélio gástrico e isto pode resultar em um mecanismo

importante de acumulação de mutações na mucosa gástrica durante os estágios mais iniciais

da tumorigênese gástrica. Também, no mesmo estudo, a presença de ambas as cepas de H.

pylori cagA(+) e cagAÇ-) causaram uma redução nos níveis das proteínas de MMR do DNA,

sugerindo que esse processo ocorre independente de cagÁ.. In vivo, Park et al. (2005),
examinando a expressão de HMLH1 e HMSH2 em amostras de pacientes com gastrite e úlcera

péptica H. pylori positivas, observaram que a positividade de HMLH1 aumentou
significantemente depois da erradicação de H. pylori. No presente estudo, como já
anterionnente mencionado, não foi possível comparar a influência da infecção por H. pylori

na expressão de HMLH1, mas vale salientar que dos quatro casos H. pylori negativos três
eram HMLH1 positivo. Quando a expressão de HMLH1 foi analisada com foco no genótipo

de H. pylori, não se observou nenhuma associação entre eles, indicando que da mesma forma
que Kim et al. (2002), em estudo anteriormente citado avaliando a influência de cagA na
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expressão de HMLH1, os outros genes de patogenicidade de H. pylori estudados no estudo

aqui apresentado também não devem influenciar esse processo.

Com relação ao status de metilação em promotor de HMLH1, até o momento são

poucos os estudos que abordam o envolvimento de H. pylori na inativação de HMLH1 via

metilação. Neste estudo, as cepas de H. pylori vac K si foram relacionadas significantemente

com os tumores HMLH1 metilados. Estudo conduzido por Ferrasi et al. (2010) não encontrou

uma relação significante entre cepas H. pylori cagA (+) e presença de metilação em promotor

de HMLH1, contudo os autores não avaliaram esse processo considerando o alelo si de vacA.

Perri et al. (2007) observaram que depois da erradicação de H. pylori de pacientes com

metaplasia intestinal, a frequência de metilação em promotor de HMLH1 não sofreu mudança

significante, apesar dos genes CDKN2A, CDH1 e COX-2 terem apresentado diminuição

significativa no status de metilação.

7.6.3-pl6INK4A

Embora a inativação de p 16 seja aceita como parte da tumorigênese do câncer

gástrico, o mecanismo que leva a este processo é 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 inativação de pl6INK4A, associada à infecção por H.
pylori, via metilação ou não-metilação, depende do genótipo bacteriano. Uma frequência alta

significante do geneyZaA associada aos tumores não-metilados foi observada. Contudo, cepas

com genótipo cagA ou vacA slml semy7aA foram relacionadas com a metilação do promotor

de CDKN2A. Apesar da ausência de estudos relacionando genótipo bacteriano com inativação

de pl6INK4A e metilação do promotor, alguns estudos têm correlacionado infecção por H.

pylori com metilação de CDKN2A, mas com resultados controversos (ABBASZADEGAN et

al., 2008; KSIAA et al., 2009; DONO et al-, 2009; TAHARA et al., 2009). Da mesma forma

que para os genes COX-2 e HMLHl, isto pode ser explicado pela variação no genótipo das

cepas de H. pylori estudadas. Infelizmente, não é possível justificar a presença deflaA como

um ponto de corte para o status de metilação de CDKN2A. O geneflaA codifica a principal

proteína da flagelina do filamento do flagelo, responsável pela motilidade de H. pylori no

muco gástrico e pela colonização bem sucedida da mucosa gástrica (SUERBAU1S4, 1995).

Estudos futuros são necessários para explicar o envolvimento desse gene com o processo de

metilação no promotor de CDKN2A utilizando um número maior de casos.
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expressão de HMLH1, os outros genes de patogenicidade de H. pylori estudados no estudo

aqui apresentado também não devem influenciar esse processo.

Com relação ao status de metilação em promotor de HMLH1, até o momento são

poucos os estudos que abordam o envolvimento de H. pylori na inativação de HMLH1 via

metilação. Neste estudo, as cepas de H. pylori vacA si foram relacionadas significantemente

com os tumores HMLH1 metilados. Estudo conduzido por Ferrasi et al. (2010) não encontrou

uma relação significante entre cepas H. pylori cagA (+) e presença de metilação em promotor

de HMLH1, contudo os autores não avaliaram esse processo considerando o alelo si de vacA.

Perri et al. (2007) observaram que depois da erradicação de H. pylori de pacientes com

metaplasia intestinal, a frequência de metilação em promotor de HMLH1 não sofreu mudança

significante, apesar dos genes CDKN2A, CDH1 e COX-2 terem apresentado diminuição

significativa no status de metilação.

7.6.3 - pl6INK4A

-INK4AEmbora a inativação de pl61INf"'tA seja aceita como parte da tumorigênese do câncer

gástrico, o mecanismo que leva a este processo é 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 inativação de pl6INK4A, associada à infecção por H.

pylori, via metilação ou não-metilação, depende do genótipo bacteriano. Uma frequência alta

significante do geneflaA associada aos tumores não-metilados foi observada. Contudo, cepas

com genótipo cagh. ou vacA s l m l semflaA foram relacionadas com a metilação do promotor

de CDKN2A. Apesar da ausência de estudos relacionando genótipo bacteriano com inativação

de p 16 e metilação do promotor, alguns estudos têm correlacionado infecção por H.

pylori com metilação 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 HMLH1, isto pode ser explicado pela variação no genótipo das

cepas de H. pylori estudadas. Infelizmente, não é possível justificar a presença deflaA como

um ponto de corte para o status de metilação de CDKN2A. O geneflaA codifica a principal

proteína da flagelina do filamento do flagelo, responsável pela motilidade de H. pylori no

muco gástrico e pela colonização bem sucedida da mucosa gástrica (SUERBAUM, 1995).

Estudos futuros são necessários para explicar o envolvimento desse gene com o processo de

metilação no promotor de CDKN2A utilizando um número maior de casos.
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Dentro deste contexto, inicialmente, foram avaliados os grupos de genes metilados de
acordo com a idade, já que tem sido sugerido, como anteriormente mencionado, que o
processo de metilação é relacionado com a idade. O fato de o câncer gástrico normahnente
ocorrer em pessoas mais idosas e ter uma frequência maior de ilhas CpG metiladas, sugere a
ligação da idade e câncer via aumento na metilação de ilhas CpG. No presente estudo,
similarmente aos estudos de Que et al. (2006) e Zhang et al. (2008) os quais estudaram vários
genes, incluindo os genes CDKN2A e HMLH1 aqui analisados, nenhuma associação
significante foi observada entre o número genes metilados e a idade dos pacientes. Contudo, é
interessante apontar que nos pacientes mais jovens, apesar de não significante, a inativação do
gene CDKN2A foi relevante quando comparada com os outros genes estudados, embora
alguns estudos não encontrem nenhuma associação (KSIAA et al., 2009) ou relacionem a
metilação desse gene com pessoas mais velhas (FERRASI et al., 2010). Naqueles indivíduos

I
7.7- ANÁLISE COMBINADA DOS MARCADORES COX-2, HMLH1 E
pl 6

Baseado no fato de que a metilação em ilhas CpG em promotores de genes raramente

ocorre em um único gene, mas em um conjunto deles (TOYOTA et al., 1999; KANG et al.,

2003; USHIJIMA et al., 2006), e que o câncer gástrico é um dos tumores com maior

frequência de metilação em promotores de genes (KANG et al., 2001; WAKI et al., 2002), o

presente trabalho avaliou a densidade de metilação considerando os três genes estudados
baseado no número de genes metilados, sendo agmpados de acordo com esse critério. Neste
estudo, a presença do gmpo com dois genes metilados foi mais frequente, sendo a
combinação COX-2/CDKN2A a predominante e a combinação CDKN2AIHMLH1 a menos
frequente. E importante salientar que os genes estudados possuem funções diversas, porém
todos relevantes na tumorigênese gástrica. O gene COX-2 é associado à inflamação, por
codificar enzima de mesmo nome envolvida neste processo, e, a inflamação é apontada como
um evento na iniciação e progressão do câncer gástrico. Por outro lado, o gene HLMH1,
responsável pelo reparo por erro de pareamento, foi escolhido para estudo aqui neste trabalho
devido ao fato de que o tecido gástrico está em constante renovação celular e exposto a
agentes exógenos, necessitando, portanto de uma enzima de reparo com função plena e ideal.
Já o gene supressor tumoral CDKN2A é um dos genes mais metilados em câncer gástrico,
sendo relevante seu estudo nestes tumores. Como os genes CDKN2A e HMLH1, são

provavelmente comprometidos com vias tumorigênicas exclusivas, isso justificaria a baixa
combinação dos três genes metilados.
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mais jovens, quando foi verificada a associação de CDKN2A com os outros genes estudados,

a combinação predominante foi com COX-1. Adicionalmente, esses tumores foram

predominantemente do subtipo difuso e de estágios mais avançados, sugerindo que nestes

tumores gástricos de pessoas mais jovens, a inativação do gene CDKN2A, por metilação, é

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

Os gmpos de genes metilados foram também avaliados levando em consideração as

características histopatológicas dos tumores. A ausência ou a presença de apenas um gene

metilado nos tumores Tl, a significante presença de um gene metilado nos tumores T2 e a

frequência significativa de dois genes metilados {COX-2 e CDKN2A) nos tumores T3, sugere

que o aumento de genes metilados está relacionado com o aumento de extensão do tumor

provavelmente pela presença de pelo menos um gene com papel importante no controle de

proliferação celular, como o supressor tumoral CDKN2A. E razoável supor que as células sem

essa proteína supressora de timor podem ter um descontrole na proliferação celular e/ou ter

mais chance de aberrações genéticas adicionais.

Contudo, considerando o estadiamento tumoral, a presença de todos os três genes

metilados foi mais frequente nos estádios iniciais e diminui nos estádios mais avançados. Esse

dado na realidade não pode ser interpretado como uma diminuição do grau de metilação com

a progressão do tumor, mas como uma consequência dos genes estudados, cujo gene HMLH1

foi mais metilado nos estádios iniciais. O fato de esse gene ter sido o com a menor frequência

de metilação e estar nos tumores de estádios iniciais sugere o envolvimento dele na iniciação

da tumorigênese gástrica, uma vez que a inativação, via metilação, de uma enzima de reparo

leva a um acúmulo de erros por pareamento no DNA e mutações e conseqüentemente a uma

instabilidade genética. Adicionalmente, a combinação CDKN2A/HMLH1 metilada foi mais
frequente no estádio II, mostrando que nos estádios iniciais, tanto o gene HMLH1 como o

CDKN2A têm papéis relevantes na iniciação do tumor, entretanto, o número de casos

observados foi pequeno, indicando a necessidade de outros estudos com um maior número de

casos que abordem esse aspecto.

Neste estudo nenhuma diferença no número de genes metilados de acordo com o

subtipo histológico foi observada. Estudos conduzidos por Oue et al. (2006) e Zhang et al.
(2008), avaliando o status de metilação de múltiplos genes, entre eles CDKN2A, HMLH1,
MINT 1, MINT2, CDH1, MGMT, também não observaram diferenças entre os tumores subtipo
intestinal e difuso.
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Considerando a localização do tumor, é mteressante notar que a presença de todos os

três genes metilados foi mais fi'equente nos tumores do antro. Esse achado provavelmente

reflete a associação do gene HMLH1 metilado com os tumores deste sítio, como

anteriormente discutido. Assim é possível que a inativação de HMLH1 no antro por metilação

seja uma via relevante nestes tumores, diferente dos tumores da cárdia, onde houve um

predomínio significante de tumores HMLH1 não-metilados, resultando na ausência dos três

genes metilados. Esses achados somam dados para a influência do sítio anatómica

determinando vias tumorigênicas distintas.

Alguns estudos sugerem o envolvimento de H. pylori na indução da metilação. Esses

estudos foram realizados tanto avaliando esse processo em genes isolados, como em tumores

com alto fenótipo metilador de ilhas CpG de diversos genes envolvidos na carcinogênese

gástrica. Tahara et al. (2009) enconti-aram uma forte associação entre o número aumentado de

ilhas CpG metiladas e infecção por H. pylori. Maekita et al. (2006) estimaram

quantitativamente os níveis de metilação de oito ilhas CpG na mucosa gástrica e observaram

que o nível de metilação de todas as oitos regiões de ilhas CpG analisadas foram

significantemente maiores na mucosa infectada com H. pylori que na não infectada por esta

bactéria. Leung et al. (2006) observaram uma diminuição na densidade de metilação em

promotor de E-caderina depois da erradicação de H. pylori. Entretanto, nestes estudos não

foram avaliados o genótipo bacteriano. No presente estudo, o padrão de metilação foi

analisado considerando as cepas de H. pylori, sendo observado que as cepas de H. pylori

vacA si foram relacionadas com a presença de algum gene metilado. Tendo em vista que

recentes estudos apontam o papel da inflamação na mdução da metilação através da ativação

das DNA metiltransferases, enzimas responsáveis pelas reações de metilação (HMADCHA et

al., 1999; OBST et al., 2000), é possível que a toxina vacuolizante de H. pylori mais ativa

(vacA si) exacerbe a resposta inflamatória via ativação da liberação de radicais livres,

potencializando o envolvimento da inflamação no processo de metilação. Essa hipótese pode

ser corroborada pelo estudo in vitro realizado por Katayama et al. (2009), que identificaram a

associação da H. pylori com o processo de metilação, tendo como gene alvo o RUNX3. Esses

autores demonstraram que a presença de H. pylori induziu a produção de óxido nítrico em

macrófagos, e o óxido nítrico foi associado com a metilação de RUNX3 em células gástricas.

Adicionalmente, alguns estudos têm sugerido que H. pylori pode indiizir proliferação celular,

e a própria proliferação tem sido sugerida como um fator que promove a metilação do DNA

0/ELICESCU 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 ausência do gene flaA foram mais frequentes em tumores com dois genes
metilados, entre eles o gene CDKN2A. De forma complementar, a presença de cepas de H.
pylori flaA (+) foram mais frequentes em tumores com um gene metilado, colocando a
presença do geneflaA de H. pylori como um ponto de corte na indução ou não de metilação
do gene CDKN2A. E plausível supor que cepas com ausência de flagelo permaneçam na
região antral do estômago, uma vez que elas não possuem flagelo para mover-se e fixar-se em
regiões superiores do estômago. Como nesta região existe uma maior predisposição à
metilação do gene CDKN2A, então as cepas flaA positivas estariam indiretamente associadas
a metilação.
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8-CONCLUSÕES

> H. pylori foi um fator etiológico frequente na amostra estudada e a variação da
frequência dos genes de patogenicidade sugere que as cepas genotipicamente diversas
possuem relevância diferencial na tumorigênese gástrica;

> A via de inativação dos genes COX-2, CDKN2A e HMLH1 foi predominante por
metilação em seus promotores, mas não foi a única via, desde que não foram detectados
os produtos proteicos independente da metilação;

> A expressão e metilação em promotor dos genes COX-2, HMLH1 e CDKN2A
independem de idade e sexo dos pacientes, porém em pessoas mais jovens, a metilação
no promotor de CDKN2A parece ser importante;

> A baixa expressão do gene COX-2, decorrente da metilação de seu promotor, indicou
que em somente uma pequena parcela dos tumores gástricos, a presença da enzima
COX-2 pode ser associada à tumorigênese gástrica;

> O padrão de metilação no promotor de COX-2 foi associado à progressão dos tumores
subtipo intestinal de localização da cárdia;

> A frequência da inativação do gene HMLH1 mostrou-se semelhante aos de estudos de
outras regiões do mundo, principalmente nos tumores de estádios iniciais;

> A metilação foi o principal mecanismo de inativação do gene HMLH1 nos tumores de
localização não-cárdia e subtipo intestinal;

> A ausência de expressão do gene supressor tumoral CDKN2A foi um evento frequente,
independente da infiltração local do tumor primário e estadiamento;

> Nos tumores subtipo difuso, a inativação de pl6IN por metilação no promotor de
CDKN2A ocorreu exclusivamente nos tumores não-cárdia. Por outro lado, nos tumores

subtipo intestmal, a inativação de p 16
cárdia e não-cárdia;

INK4Apor metilação ocorreu em ambos os tumores

> O aumento no número de genes metilados foi associado com o aumento de invasão local
do tumor primário da parede gástrica;
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> A metilação do promotor dos genes COX-2, HMLH1 e CDKN2A dependeu do genótipo

de H. pylori;

> Nos genes COX-2 e HMLH1, a metilação foi relacionada às cepas de H. pylori vacAsl e

provavelmente consequência da indução da resposta inflamatória à toxina VacA;

> O padrão de metilação no promotor do gene CDKN2A é influenciado, direta ou

i mdiretamente, pelo geneflaA de H. pylori.
Vh

130



r
fLCT^ES MTQl. Çenótipo de JfeGco6acter pylori na etiologia do câncer gástrico: corrtlaçao com metilaçâo e ejyressão gênica. 2010 ^^ffï-S^NCIJtS

SStS1-

9 - REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS

ABBASZADEGAN MR, MOAVEN O, SIMA HR, GHAFARZADEGAN K, A'RABI A,
FORGHANI MN, RAZIEE HR, MASHHADINEJAD A, JAFARZADEH M, ESMAILI-
SHANDIZ E, DADBMAH E. pi 6 promoter hypermethylation: a useful serum marker for
early detection of gastric cancer. World J Gastroenterol 2008;14:2055-60.

AHMED KS, KHAN AÃ, AHMED I, TIWARI SK, HABEEB MA, ALI SM, AHI JD, ABID
Z, ALVI A, HUSSAIN MA, AHMED N, HABIBULLAH CM. Prevalence study to elucidate
the transmission pathways of Helicobacter pylori at oral and gastroduodenal sites of a South
Indian population. Singapore Med J 2006; 47:291-296.

AJCC - American Joint Committee on Cancer. Cancer Staging Handbook. From the AJCC
Cancer Staging Manual. 6 ed. Springer, 2002.

AKHTAR M, CHENG Y, MAGNO RM, ASHKTORAB H, SMOOT DT, MELTZER SJ,
WILSON KT. Promoter methylation regulates Helicobacter 7?y/o/";-stimulated
cyclooxygenase-2 expression in gastric epithelial cells. Cancer Res 2001; 61(6):2399-403.

ALBERTS B, JOHNSON A, LEWIS J, RAFF M, ROBERTS K, WALTER P. Biologia
Molecular da Célula. Artmed Editora. Porto Alegre, 2004.

ALBERTS SR, CERVANTES A, VAN DE VELDE CJ. Gastric cancer: epidemiology,
pathology and treatment. Ann Oncol 2003; 14:31-36.

ALI M, KHAN AÃ, TIWARI SK, AHMED N, RAO LV, HABIBULLAH CM. Association
between cag-pathogenicity island in Helicobacter pylori isolates from peptic ulcer, gastric
carcinoma, and non-ulcer dyspepsia subjects with histological changes. World J
Gastroenterol 2005; 11(43):6815-22.

ATHERTON JC. The pathogenesis of Helicobacter pylori-máviceà gastro-duodenal diseases.
Annu Rev Pathol 2006; 1:63-96.

ATHERTON JC, CÃO P, PEEK RM, TUMMURU MK, BLASER MJ, COVER TL.
Mosaicism in vacuolating cytotoxin alleles of Helicobacter pylori. Association of specific
vacA types with cytotoxin production and peptic ulceration. J Biol Chem 1995; 270:17771-7.

AUDIBERT C, BURUCOA C, JANVIER B, FAUCHERE JL. Implication of the stmcture of
the Helicobacter pylori cag pathogenicity island in induction ofinterleukin-8 secretion. Infect
Immun 2001; 69(3): 1625-9.

AZEVEDO NF, HUNTINGTON J, GOODMAN KJ. The epidemiology of Helicobacter
pylori and public health implications. Helicobacter 2009; 14 Suppl 1:1-7.

BACKERT S, SELBACH M. Role of type IV secretion in Helicobacter pylori pathogenesis.
Cell Microbiol 2008; 10(8): 1573-81.

BARTCHEWSKY W JR, MARTINI MR, MASIERO M, SQUASSONI AC, ALVAREZ
MC, LADEIRA MS, SALVATORE D, TREVISAN M, PEDRAZZOLI J JR, RIBEIRO ML.
Effect of Helicobacter pylori infection on IL-8, IL-lbeta and COX-2 expression in patients
with chronic gastritis and gastric cancer. Scand J Gastroenterol 2009; 44(2): 153-61.

gBltEBSIBI.S,^ HÏSSK^l SS® BSSSJI
rtfBBfl tiff5ty»ffB.n era»* OTtgfc%5(paBfflit£i 8^ a e»j?ti»uaini



^Lt^ES MT^. Çenótipo dê JfeGco6acter pylori na etiologia lio câncer gástrico: cofrvelaçao com metiíação e ejyressâo gênica. 2010 '^ •^^•'^Sí^^^^^i

BAYLIN SB, HÕPPENER JW, DE BUSTROS A, STEENBERGH PH, LIPS CJ, NELK^
BD. DNA methylation patterns of the calcitonin gene m human lung cancers and lymphomas.
Cancer Res 1986; 46(6):2917-22.

BECKER KF, KELLER G, HOEFLER H. The use of molecular biology in diagnosis and
prognosis of gastric cancer. Surg Oncol 2000; 9:5-11.

BEVILACQUA RA, SIMPSON AJ. Methylation of the hMLHl promoter but no hMLHl
mutations in sporadic gastric carcinomas with high-level microsatellite instability. Int J
Cancer 2000; 87(2):200-3.

BIZZOZERO G. Sulle ghiandale tubulari del tube gastroenterico e sui rapporti deli'ero coll
epithelo de rivestimento delia mucosa. Atti d R Accad delle Sei di Torino 1892; 28:233-251.

BLASER MJ, BERG DE. Helicobacter pylori genetic diversity and risk of human disease. J
Clin Invest 2001; 107:767-773.

BLASER MJ, PEREZ-PEREZ GI, KLEANTHOUS H, COVER TL, PEEK RM, CHYOU
PH, STEMMERMANN GN, NOMURA A. Infection with Helicobacter pylori strains
possessing cagA is associated with an increased risk of developing adenocarcinoma of the
stomach. Cancer Res 1995; 55(10):2111-5.

BORRMANN R. Geschwulste dês magens and duodenums. In: Henke F, Lubarsch O, editors.
Handbuch der speziellen pathologischen anatomie and histologie. Berlin: Springer-Verlag
1926. p.865.

BRASIL. Ministério da Saúde. Instituto Nacional do Câncer. Coordenação de Prevenção e
Vigilância. Estimativas 2010: Incidência de Câncer no Brasil, Rio de Janeiro: WCA, 2009.
Disponível em:<http://www.inca.gov.br> Acesso em: 15 dez. 2009.

BRODER AC. The grading of carcinoma. Minn Med 1925; 8:726-30.

CAPUTO R, TUCCILLO C, MANZO BA, ZARRILLI R, TORTORA G, BLANCO CDEL
V, RICCI V, CIARDIELLO F, ROMANO M. Helicobacter pylori VacA toxin up-regulates
vascular endothelial growth factor expression in MKN 28 gastric cells through an epidermal
growth factor receptor-, cyclooxygenase-2-dependent mechanism. Clin Cancer Res 2003;
9(6):2015-21.

CARL-MCGRATH S, EBERT M, RÕCKEN C. Gastric adenocarcinoma: epidemiology,
pathology and pathogenesis. Cancer Therapy 2007; 5:877-894.

CATALANO V, LABIANCA R, BERETTA GD, GATTA G, DE BRAUD F, CUTSEM EV.
Gastric cancer. Critical Reviews in Oncology/HematoIogy 2009; 71:127-164.

CÉSAR ACG, SILVA AE, TAJARA EH. Fatores Genéticos e Ambientais Envolvidos na
Carcinogênese Gástrica. Arq Gastroenterol 2002; 39(4):253-259.

CHAN AO, PENG JZ, LAM SK, LAI KC, YUEN MF, CHEUNG HK, KWONG YL,
RASHID A, CHAN CK, WONG BC. Eradication of Helicobacter pylori infection reverses E-
cadherin promoter hypemiethylation. Gut 2006; 55(4):463-8.

CHANG YJ, WU MS, LIN JT, SHEU BS, MUTA T, INOUE H, CHEN CC. Induction of
cyclooxygenase-2 overexpression m human gastric epithelial cells by Helicobacter pylori

132



f

^U.f^ES MKS. (jenótipo de JfeKcoSacter pylori na etiologia do câncer gástrico: convlaçao com metiíação e ejyressão gênica. 2010

involves TLR2/TLR9 and c-Src-dependent nuclear factor-KB activation. Mol Pharmacol
2004; 66:1465-1477.

CHIARAVALLI AM, FURLAN D, FACCO C, TIBILETTI MG, DIONIGI A, CASATI B,
ALBARELLO L, RIVA C, CAPELLA C. Immunohistochemical pattern ofhMSH2/hMLHl
in familial and sporadic colorectal, gastric, endometrial and ovarian carcinomas with
instability in microsatellite sequences. Virchows Arch 2001; 438(1):39-48.

CHOMVARIN C, NAMWAT W, CHAICUMPAR K, MAIRIANG P, SANGCHAN A,
SRIPA B, TOR-UDOM S, VILAICHONE RK. Prevalence of Helicobacter pylori vacA,
cíigA, cagE, iceA and babA2 genotypes in Thai dyspeptic patients. Int J Infect Dis 2008;
12(1):30-6.

CHOUAYEKH SK, TRIFA F, KHABIR A, BOUJELBANE N, BOUDAWARA TS,
DAOUD J, FRIKHA M, GARGOURI A, GARGOURI R. Clmical significance ofepigenetic
inactivation of hMLHl and BRCA1 m Tunisian patients with invasive breast carcinoma. J
Biomed Biotechnol 2009; 2009:369129.

CIRAK MY, AKYÔN Y, MÉGRAUD F. Diagnosis of Helicobacter pylori. Helicobacter
2007;12Suppll:4-9.

CORRÊA P. Is gastric câncer preventable? Gut 2004; 53:1217-1219.

CORRÊA P. Human gastric carcinogenesis: a multistep and multifactorial process—First
American Cancer Society Award Lecture on Cancer Epidemiology and Prevention. Cancer
Res 1992; 52:6735-40.

CORRÊA P, HAENSZELW, CUELLO C, TANNENBAUM S, ARCHER M. A model for
gastric cancer epidemiology. Lancet 1975; 2:58-60.

CORRÊA P, SCHNEIDER BG. Etiology of gastric cancer: what is new? Cancer Epidemiol
Biomarkers Prev 2005; 14(8):1865-8.

COVACCI A, TELFORD JL, DEL GIUDICE G, PARSONNET J, RAPPUOLI R.
Helicobacter pylori virulence and genetic geography. Science 1999; 284:1328-1333.

COVER TL, BLANKE SR. Helicobacter pylori VacA, a paradigm for toxin
multiíünctionality. Nat Rev Microbiol 2005; 3(4):320-32.

COVER TL, BLASER MJ. Purification and characterization of the vacuolating toxin from
Helicobacter pylori. J Biol Chem 1992; 267(15):10570-5.

COVER TL, KRISHNA US, ISRAEL DA, PEEK RM JR. Induction of gastric epithelial cell
apoptosis by Helicobacter pylori vacuolating cytotoxin. Cancer Res 2003; 63(5):951-7.

COVER TL, TUMMURU MK, CÃO P, THOMPSON SÁ, BLASER MJ. Divergence of
genetic sequences for the vacuolating cytotoxin among Helicobacter pylori strains. J Biol
Chem 1994; 269(14):10566-73.

CUNNINGHAM SC, KAMANGAR F, KIM MP, HAMMOUD S, HAQUE R, MAITRA A,
MONTGOMERY E, HEITMILLER RE, CHOTI MA, LILLEMOE KD, CAMERON JL,
YEO CJ, SCHULICK RD. Survival after gastric adenocarcinoma resection: eighteen-year
experience at a single institution. J Gastrointest Surg 2005; 9:718-725.

133



^LCI^ES Miy. Çenótipo de '}{eSco6acterpy(ori na etiologia do câncer gástrico: correlação com metiíaçâo e ayiressão gênica. 2010

L

DE MAAT MF, VAN DE VELDE CJ, UMETANI N, DE HEER P, PUTTER H, VAN
HOESEL AQ, MEIJER GA, VAN GRIEKEN NC, KUPPEN PJ, BILCHIK AJ,
TOLLENAAR RA, HOON DS. Epigenetic silencing of cyclooxygenase-2 affects clinicai
outcome in gastric cancer. J Clin Oncol 2007; 25(31):4887-94.

DING Y, LÊ XP, ZHANG QX, DU P. Methylation and mutation analysis of p 16 gene in
gastric cancer. World J Gastroenterol 2003; 9(3):423-6.

DOMINGO D, ALARCON T, PIETRO N, SANCHEZ I, LOPEZ-BREA M. cagA and vacA
status of Spanish Helicobacter pylori clinical isolates. J Clin Microbiol 1999; 37:2113-4.

DONO CX, DENG DJ, PAN KF, ZHANG L, ZHANG Y, ZHOU J, YOU WC. Promoter
methylation of p 16 associated with Helicobacter pylori infection in precancerous gastric
lesions: apopulation-based study. Int J Cancer 2009; 124(2):434-9.

DOOLEY CP, LARSON AW, STACE NH, RENNER IG, VALENZUELA JE, ELIASOPH
J, COLLETTI PM, HALLS JM, WEINER JM. Double-contrast barium meal and upper
gastrointestinal endoscopy. A comparative study. Ann Intern Med 1984; 101:538-45.

DOURAGHI M, TALEBKHAN Y, ZERAATI H, EBRAHIMZADEH F, NAHVUOO A,
MORAKABATI A, GHAFARPOUR M, ESMAILI M, BABABEIK M, OGHALAIE A,
RAKHSHANI N, HOSSEINI ME, MOHAGHEGHI MA, MOHAMMADI M. Multiple gene
status in Helicobacter pylori strains and risk of gastric cancer development. Digestion 2009;
80(3):200-7.

DRIESSEN A, NAFTEUX P, LERUT T, VAN RAEMDONCK D, DE LEYN P, FILEZ L,
PENNINCKX F, GEBOES K, ECTORS N. Identical cytokeratin expression pattern
CK7+/CK20- in esophageal and cardiac cancer: etiopathological and clinical implications.
Mod Pathol 2004; 17:49-55.

DRIESSEN A, VAN RAEMDONCK D, DE LEYN P, FILEZ L, PEETERS M,
WINNEPENNINCKX V, PENNINCKX F, LERUT T, ECTORS N. Are carcinomas of the
cárdia oesophageal or gastric adenocarcinomas? Eur J Cancer 2003; 39:2487-94.

DUNN BE, COHEN H, BLASER MJ. Helicobacter pylori. Clin Microbiol Rev 1997;
10(4):720-41.

BATON KA, BROOKS CL, MORGAN DR, KRAKOWKA S. Essential role of urease m
pathogenesis of gastritis induced by Helicobacter pylori in gnotobiotic piglets. Infect Immun
1991;59(7):2470-5.

BATON KA, SUERBAUM S, JOSENHANS C, KRAKOWKA S. Colonization of
gnotobiotic piglets by Helicobacter pylori deficient in two flagellin genes. Infect Immun
1996; 64(7)-.2445-8.

EGUCHI H, HERSCHENHOUS N, KUZUSHITA N, MOSS SF. Helicobacter pylori
increases proteasome-mediated degradation of p27(kipl) in gastric epithelial cells. Cancer
Res 2003; 63:4739-4746.

EL-ZIMAITY HM, GRAHAM DY, AL-ASSI MT, MALATY H, KARTTUNEN TJ,
GRAHAM DP, HUBERMAN RM, GENTA RM. Interobserver variation in the
histopathological assessment of Helicobacter pylori gastritis. Hum Pathol 1996; 27(1):35-41.

134



r ftL'^ES MW- Çenótipo de JfeRcoBacter pylori na etiologia db câncer gástrico: correlação com metiCiçâo e ejçpressao gênica. 2010 | '^'RE^E^VCíX?

ENDOH Y, TAMURA G, AJIOKA Y, WATANABE H, MOTOYAMA T. Frequent
hypermethylation of the hMLHl gene promoter in differentiated-type tumors of the stomach
with the gastric foveolar phenotype. Am J Pathol 2000; 157(3):717-22.
ERZIN Y, KOKSAL V, ALTUN S, DOBRUCALI A, ASLAN M, ERDAMAR S, DIRICAN
A, KOCAZEYBEK B. Prevalence of Helicobacter pylori vacA, cagA, cagE, iceA, babAl
genotypes and correlation with clinical outcome in Turkish patients with dyspepsia.
Helicobacter 2006; 11(6):574-80.

ESTELLER M. CpG island hypermethylation and tumor suppressor genes: a booming
present, a brighter future. Oncogene 2002; 21:5427- 40.
FALCHETTI M, SAIEVA C, LUPI R, MASALA G, RIZZOLO P, ZANNA I,
CECCARELLI K, SERÁ F, MARIANI-COSTANTINI R, NESI G, PALLI D, OTTINI L.
Gastric cancer with high-level microsatellite instability: target gene mutations,
clinicopathologic features, and long-term survival. Hum Pathol 2008; 39(6):925-32.
FERRASI AC, PINHEIRO NA, RABENHORST SH, CABALLERO OL, RODRIGUES MA,
DE CARVALHO F, LEITE CV, FERREIRA MV, BARROS MA, PARDINI MI.
Helicobacter pylori and EBV in gastric carcinomas: methylation status and microsatellite
instability. World J Gastroenterol 2010; 16(3):312-9.

FERRERO RL, THIBERGE JM, HUERRE M, LABIGNE A. Recombinant antigens prepared
from the urease subunits of Helicobacter spp.: evidence of protection in a mouse model of
gastric infection. Infect Immun 1994; 62(11):4981-9.

FIGUEIREDO C, MACHADO JC, PHAROAH P, SERUCA R, SOUSA S, CARVALHO R,
CAPELINHA AF, QUINT W, CALDAS C, VAN DOORN LJ, CARNEIRO F, SOBRD^HO-
SIMÕES M. Helicobacter pylori and interleukin l genotyping: an opportunity to identify
high-risk individuals for gastric carcinoma. J Natl Cancer Inst 2002; 94(22): 1680-7.
FITZGERALD GA. COX-2 and beyond: approaches to prostaglandin inhibition in human
disease. Nat Rev Drug Discov 2003; 2:879 - 90.

FLEISHER AS, ESTELLER M, TAMURA G, RASHID A, STINE OC, YIN J, ZOU TT,
ABRAHAM JM, KONG D, NISHIZUKA S, JAMES SP, WILSON KT, HERMAN JG,
MELTZER SJ. Hypermethylation of the hMLHl gene promoter is associated with
microsatellite instability in early human gastric neoplasia. Oncogene 2001; 20(3):329-35.
FLEISHER AS, ESTELLER M, WANG S, TAMURA G, SUZUKI H, YIN J, ZOU TT,
ABRAHAM JM, KONG D, SMOLINSKI KN, SHI YQ, RHYU MG, POWELL SM, JAMES
SP, WILSON KT, HERMAN JG, MELTZER SJ. Hypermethylation of the hMLHl gene
promoter in human gastric cancers with microsatellite instability. Cancer Res 1999;
59(5):1090-5.

FOSTER GD, TWELL DJ. Plant Gene Isolation: Principles and Praties. Sons Ltd., England
1996, p.426.

GAO HJ, YU LZ, BAI JF, PENG YS, SUN G, ZHAO HL, MIU K, L XZ, ZHANG XY,
ZHAO ZQ. Multiple genetic alterations and behavior of cellular biology in gasti^c cancer and
other gastric mucosal lesions: H. pylori infection, histological types and staging. World J
Gastroenterol 2000; 6(6):848-854.

135



^ILT^ES {M'KS. Çenótipo de ffefíwKacter pylori na etiologia ú câncer gástrico: correlação com metiíaçSo e esyressão gênica. 2010

GEBERT B, FISCHER W, WEISS E, HOFFMANN R, HAAS R. Helicobacter pylori
vacuolating cytotoxin inhibits T lymphocyte activation. Science 2003; 301(5636):1099-102.

GEDDERT H, KIEL S, ISKENDER E, FLORL AR, KRIEG T, VOSSEN S, GABBERT HE,
SARBIA M. Correlation of hMLHl and HPP1 hypennethylation in gastric, but not in
esophageal and cardiac adenocarcinoma. Int J Cancer 2004; 110(2):208-11.

GONZÁLEZ CA, PÊRA G, AGUDO A, PALLI D, KROGH V, VINEIS P, TUMINO R,
PÂNICO S, BERGLUND G, SIMÁN H, NYRÉN O, AGREN A, MARTINEZ C,
DORRONSORO M, BARRICARTE A, TORMO MJ, QUIROS JR, ALLEN N, BINGHAM
S, DAY N, MILLER A, NAGEL G, BOEING H, OVERVAD K, TJONNELAND A,
BUENO-DE-MESQUITA HB, BOSHUIZEN HC, PEETERS P, NUMANS M, CLAVEL-
CHAPELON F, HELEN I, AGAPITOS E, LUND E, FAHEY M, SARACCI R, KAAKS R,
RIBOLI E. Smoking and the risk of gastric cancer in the European Prospective Investigation
Into Cancer and Nutrition (EPIC). Int J Cancer 2003; 107(4):629-34.

GOODMAN KJ, CORRÊA P. The transmission of Helicobacter pylori. A critical review of
the evidence. Int J Epidemiol 1995; 24(5):875-87.

GOTO T, MIZUKAMI H, SHIRAHATA A, SAKATA M, SAITO M, ISHIBASHI K,
KIGAWA G, NEMOTO H, SANADA Y, HIBI K Aberrant methylation of the ^7^ gene is
frequently detected in advanced colorectal cancer. Anticancer Res 2009; 29(1):275-7.

GÕTTKE MU, FALLONE CA, BARKUN AN, VOGT K, LOO V, TRAUTMANN M,
TONG JZ, NGUYEN TN, FAINSILBER T, HAHN HH, KÕRBER J, LOWE A, BEECH RN.
Genetic variability determinants of Helicobacter pylori: influence of clinical background and
geographic origin of isolates. J Infect Dis 2000; 181:1674-81.

GRADY WM, MARKOWITZ SD. Genetic and epigenetic alterations in colon cancer. Annu
Rev Genomics Hum Genet 2002; 3:101-28.

GRISHAM MB, JOURD'HEUIL D, WINK DA. Review article: chronic inflammation and
reactive oxygen and nitrogen metabolism—implications in DNA damage and mutagenesis.
Aliment Pharmacol Ther 2000; 14 Suppl 1:3-9.

GUO XL, WANG LE, DU SY, FAN CL, LI L, WANG P, YUAN Y. Association of
cyclooxygenase-2 expression with Hp-cagA infection in gastric cancer. World J
Gastroenterol 2003; 9(2):246-9.

GUZMAN LM, KORIYAMA C, AKIBA S, EIZURU Y, CASTILLO D, CORVALAN A,
AGUAYO FR. High frequency of pl6 promoter methylation in non-small cell lung
carcinomas from Chile. Biol Res 2007; 40(3):365-72.

HACKER J, BLUM-OEHLER G, MÜHLDORFER I, TSCHAPE H. Pathogenicity islands of
virulent bacteria: structure, function and impact on microbial evolution. Mol Microbiol 1997;
23(6): 1089-97.

HALVORSEN JR RA, YEE J, MCCORMICK YD. Diagnosis and staging of gastric cancer.
Semin Oncol 1996; 23:325-35.

HAMILTON S R, AALTONEN L. A. Pathology and Genetics of Tumours of the Digestive
System. IARC Press Lyon, 2000, p. 38-52.

136



jlCt^ES M'KS. Çenótipo <{éJfeGco6acterpylbri na etiologia lio câncer gástrico: correCafão com metiCação e ejyressâo gênica. 2010

HAN SL, TANG HJ, HUA YW, JI SQ, LIN DX. Expression of COX-2 in stomach cancers
and its relation to their biological features. Dig Surg 2003; 20(2):107-14.

HATAKEYAMA M. Oncogenic mechanisms of the Helicobacter pylori CagA protein. Nat
Rev Cancer 2004; 4(9):688-94.

HAYASHI T, ARAI M, UENO M, KINOSHITA H, TADA Y, KOIZUMI K, MIKI Y,
YAMAGUCHI T, KATO Y, UTSUNOMIYA J, MUTO T, SUGIHARA K. Frequency of
immunohistochemical loss of mismatch repair protein in double primary cancers of the
colorectum and stomach in Japan. Dis Colon Rectum 2006; 49(10 Suppl):S23-9.

HE XS, RONG YH, SU Q, LUO Q, HE DM, LI YL, CHEN Y. Expression of pl 6 gene and
Rb protein in gastric carcinoma and their clinicopathological significance. World J
Gastroenterol 2005; 11:2218-23.

HENGST L, DULIC V, SLINGERLAND JM, LEES E, REED SI. A cell cycle-regulated
mhibitor ofcyclin-dependent kinases. Proc Natl Acad Sei U S A 1994; 91(12):5291-5.

HERMAN JG, GRAFF JR, MYÕHÃNEN S, NELÏÜN BD, BAYLIN SB. Methylation-
specific PCR: a novel PCR assay for methylation status of CpG islands. Proc Natl Acad Sci
U S A 1996; 93:9821-6.

HERMAN JG, UMAR A, POLYAK K, GRAFF JR, AHUJA N, ISSA JP, MARKOWITZ S,
WILLSON JK, HAMILTON SR, KINZLER KW, KANE MF, KOLODNER RD,
VOGELSTEIN B, KUNKEL TA, BAYLIN SB. Incidence and functional consequences of
hMLHl prometer hypemiethylation in colorectal carcinoma. Proc Natl Acad Sei U S A
1998; 95(12):6870-5.

HIGASHI H, NAKAYA A, TSUTSUMI R, YOKOYAMA K, FUJII Y, ISHIKAWA S,
HIGUCHI M, TAKAHASHI A, KURASHIMA Y, TEISHIKATA Y, TANAKA S, AZUMA
T, HATAKEYAMA M. Helicobacter pylori CagA induces Ras-independent morphogenetic
response through SHP-2 recmitment and activation. J Biol Chem 2004; 279(17):17205-16.

HIGASHI H, TSUTSUMI R, MUTO S, SUGIYAMA T, AZUMA T, ASAKA M,
HATAKEYAMA M. SHP-2 tyrosine phosphatase as an intracellular target of Helicobacter
pylori CagA protein. Science 2002; 295(5555):683-6.

HMADCHA A, BEDOYA FJ, SOBRINO F, PINTADO E. Methylation-dependent gene
silencing induced by interleukin 1 beta via nitric oxide production. J Exp Med 1999;
190:1595-604.

HONDA T, TAMURA G, ENDOH Y, NISHIZUKA S, KAWATA S, MOTOYAMA T.
Expression of tumor suppressor and tumor-related proteins in differentiated carcinoma,
undifferentiated carcinoma with tubular component and pure undifferentiated carcinoma of
the stomach. Jpn J Clin Oncol 2005; 35(10):580-6.

HSIEH P, YAMANE K. DNA mismatch repair: molecular mechanism, cancer, and ageing.
Mech Ageing Dev 2008; 129(7-8):391-407.

137



r

^iC.'^ES <M'KS. Çenótipo tfeJfeRco6acter pylori na etiologia da câncer gástrico: correlação com metilaçao e expressão genica. 2010 WPES^NCiySI
HSU SM, RAINE L, FANGER H. Use of avidin-biotin peroxidase complex (ABC) in
iiiununoperoxidade techniques: a comparison between ABC and imlabled antibody (PAP)
procedures. J Histochem Cytochem 1981; 29:577-580.

HUANG L, ZHANG KL, LI H, CHEN XY, KONG QY, SUN Y, GAO X, GUAN HW, LIU
J. Infrequent COX-2 expression due to promoter hypennethylation in gastric cancers in
Dalian, China. Hum Pathol 2006; 37(12): 1557-67.

HUR K, SONG SH, LEE HS, HO KIM W, BANG YJ, YANG HK. Aberrant methylation of
the specific CpG island portion regulates cyclooxygenase-2 gene expression in human gastric
carcinomas. Biochem Biophys Res Commun 2003;310:844-51.

IARC - International Agency of Research on Cancer. Global Cancer, 2002.

INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER: Schistosomes, liver flukes
and Helicobacter pylori. IARC Monographs on the evaluation of carcinogenic risk to humans.
No61.IARC,Lyon,1994.

JANG S, JONES KR, OLSEN CH, JOO YM, YOO YJ, CHUNG IS, CRA JH, MERRELL
DS. Epidemiological link between gastric disease and polymorphisms in VacA and CagA. J
Clin Microbiol 2010; 48(2):559-67.

JI X, FERNANDEZ T, BURRONI D, PAGLIACCIA C, ATHERTON JC, REYRAT JM,
RAPPUOLI R, TELFORD JL. Cell specificity of Helicobacter pylori cytotoxin is determined
by a short region in the polymorphic midregion. Infect Immun 2000; 68(6):3754-7.

JOO YE, CHÜNG U, PARK YK, KOH YS, LEE JH, PARK CH, LEE WS, KIM HS, CHOI
SK, REW JS, PARK CS, KIM SJ. Expression of cyclooxygenase-2, p53 and Ki-67 in gastric
cancer. J Korean Med Sei 2006; 21(5):871-6.

JOSENR^NS C, LABIGNE A, SUERBAUM S. Comparative ultrastructural and functional
studies of Helicobacter pylori and Helicobacter mustelae flagellin mutants: both flagellin
subunits, FlaA and FlaB, are necessary for full motility in Helicobacter species. J Bacteriol
1995; 177(11):3010-20.

JUNO HY, JUNG KC, SHIM YH, RO JY, KANG GH. Methylation of the hMLHl promoter
in multiple gastric carcinomas with microsatellite instability. Pathol Int 2001; 51(6):445-51.

KAMALI-SARVESTANI E, BAZARGANI A, MASOUDIAN M, LANKARANI K,
TAGHAVI AR, SABERIFIROOZI M. Association of H. pylori cagA and vacA genotypes
and IL-8 gene polymorphisms with clinical outcome of infection in Iranian patients with
gastrointestinal diseases. World J Gastroenterol 2006; 12(32):5205-10.

KAMANGAR F, DORES GM, ANDERSON WF. Patterns of cancer incidence, mortality,
and prevalence across five continents: defining priorities to reduce cancer disparities in
different geographic regions of the world. J Clin Oncol 2006; 24(14):2137-50.

KANG GH, LEE HJ, HWANG KS, LEE S, KIM JH, KIM JS. Aberrant CpG island
hypermethylation of chronic gastritis, in relation to aging, gender, intestinal metaplasia, and
chronic inflammation. Am J Pathol 2003; 163:1551-1556.

KANG GH, SHIM YH, JUNO HY, KIM WH, RO JY, RHYU MG. CpG island methylation
in premalignant stages of gastric carcinoma. Cancer Res 2001; 61(7):2847-51.

138



r }U^ES yWS- Çenótipo de JfefícoBacter pylori na etiologia do câncer gástrico: correlação com metilação e expressão gênica. 2010 •^^fíPESSSNCIjtS

KANG GH, SHIM YH, RO JY. Correlation ofmethylation of the HMLH1 promoter with lack
of expression of HMLH1 in sporadic gastric carcinomas with replication error. Lab Invest
1999; 79(7):903-9.

KANG YH, BAE SI, KIM WH. Comprehensive analysis of promoter methylation and altered
expression ofhMLHl in gastric cancer cell lines with microsatellite instability. J Cancer Res
din Oncol 2002; 128(3):l 19-24.

KATAYAMA Y, TAKAHASHI M, KUWAYAMA H. Helicobacter pylori causes runx3 gene
methylation and its loss of expression in gastric epithelial cells, which is mediated by nitric
oxide produced by macrophages. Biochem Biophys Res Commun 2009; 388(3):496-500.

KAWABE A, SHIMADA Y, UCHIDA S, MAEDA M, YAMASAKI S, KATO M,
HASHIMOTO Y, OHSHIO G, MATSUMOTO M, IMAMURA M. Expression of
cyclooxygenase-2 in primary and remnant gastric carcinoma: comparing it with p53
accumulation, Helicobacter pylori infection, and vascular endothelial growth factor
expression. J Surg Oncol 2002; 80(2):79-88.

KIKUCHI T, ITOH F, TOYOTA M, SUZUKI H, YAMAMOTO H, FUJITA M,
HOSOKAWA M, IMAI K. Aberrant methylation and histone deacetylation of
cyclooxygenase 2 in gastric cancer. Int J Cancer 2002; 97:272- 7.

KIM H, KIM YH, KIM SE, KIM NG, NOH SH, KIM H. Concerted promoter
hypermethylation of hMLHl, pl6INK4A, and E-cadherin m gastric carcinomas with
microsatellite instability. J Pathol 2003; 200(1):23-31.

KIM HG, LEE S, KIM DY, RYU SY, JOO JK, KIM JC, LEE KH, LEE JH. Aberrant
methylation of DNA mismatch repair genes in elderly patients with sporadic gastric
carcinoma: A comparison with younger patients. J Surg Oncol 2010; 101(1):28-35.

KIM JJ, TÃO H, CARLONI E, LEUNG WK, GRAHAM DY, SEPULVEDA AR.
Helicobacter pylori impairs DNA mismatch repair in gastric epithelial cells.
Gastroenterology 2002; 123(2):542-53.

KIM MA, LEE HS, YANG HK, KIM WH. Clinicopathologic and protein expression
differences between cárdia carcinoma and noncardia carcinoma of the stomach. Cancer
2005;103:1439-46.

KIM TY, JONG HS, JUNG Y, KIM TY, KANG GH, BANG YJ. DNA hypermethylation in
gastric cancer. Aliment Pharmacol Ther 2004; 20 Suppl 1:131-42.

KIM WY, SHARPLESS NE. The regulation of INK4/ARF in cancer and aging. Cell 2006;
127(2):265-75.

KIMURA A, TSUJI S, TSUJII M, SAWAOKA H, IIJIMA H, KAWAI N, YASUMARU M,
KAKIUCHI Y, OKUDA Y, ALI Z, NISHIMURA Y, SASAKI Y, KAWANO S, HORI M.
Expression of cyclooxygenase-2 and nitrotyrosine in human gastric mucosa before and after
Helicobacter pylori eradication. Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids 2000;
63(5):315-22.

KISHIMOTO I, MITOMI H, OHKURA Y, KANAZAWA H, FUKUI N, WATANABE M.
Abnormal expression of pl6(DSÍK4a), cyclin Dl, cyclin-dependent kinase 4 and
retinoblastoma protein in gastric carcinomas. J Surg Oncol 2008; 98(1):60-6.

139



ftLt^ES MIV- Qenótyo de 'ffeGcoBacter pylori na etíolbgia ao câncer gástrico: comlaçâo com metilaçâo e ayressâo gênica. 2010 |i^S<ïtES^MÏt|^EgII%ïiBI

KITAJIMA Y, MIYAZAKI K, MATSUKURA S, TANAKA M, SEKIGUCHI M. Loss of
expression ofDNA repair enzymes MGMT, hMLHl, and hMSH2 during tumor progression
in gastric cancer. Gastric Cancer 2003; 6(2):86-95.
KITAJIMA Y, OHTAKA K, MITSUNO M, TANAKA M, SATO S, NAKAFUSA Y,
MIYAZAKI K. Helicobacter pylori infection is an independent nsk factor for Runx3
methylation in gastric cancer Oncol Rep 2008; 19(1): 197-202.
KIVI M, TINDBERG Y. Helicobacter pylori occurrence and ti-ansmission: a family affair?
Scand J Infect Dis 2006; 3 8(6-7) :407-17.
KOLEV Y, UETAKE H, IIDA S, ISHIKAWA T, KAWANO T, SUGIHARA K. Prognostic
significance of VEGF expression in correlation with COX-2, microvessel density, and
clinicopathological characteristics in human gastric carcinoma. Ann Surg Oncol 2007;
14(10):2738-47.
KONEMAN EW, ALLEN SD, JANDA WM, SCHRECKENBERGER PC, JR WINN WC.
Diagnóstico Microbiológico: Texto e atlas colorido. Guanabara Koogan. 6ed., 2008.
KONTUREK JW. Discovery by Jaworski of Helicobacter pylori and its pathogenetic role in
peptic ulcer, gastritis and gastric cancer. J Physiol Pharmacol 2003; 54 Suppl 3:23-41.
KONTUREK PC, KANIA J, BURNAT G, HAHN EG, KONTUREK SJ. Prostaglandins as
mediators of COX-2 derived carcinogenesis in gastrointestinal tract. J Physiol Pharmacol
2005; 56 Suppl 5:57-73.
KONTUREK PC, KONTUREK JW, KONTUREK SJ. Gastric secretion and the pathogenesis
of peptic ulcer in Helicobacter pylori iiifection: Historical Bacground - Polish link to
discovery of spiral bacteria in the stomach. J Physiol Pharmacol 1996; 47:5-19.
KONTUREK PC, KONTUREK SJ, BRZOZOWSKI T. Gastric cancer and Helicobacter
pylori infection. J Physiol Pharmacol 2006; 57 Suppl 3:51-65.
KONTUREK PC, PmRZCHALSKI P, KONTUREK SJ, MEDCNER H, FALLER G,
KIRCHNER T, HAHN EG. Hehcobacter pylori induces apoptosis in gastric mucosa through
an upregulation ofBax expression in humans. Scand J Gastroenterol 1999; 34(4):375-83.
KSIAA F, ZIADI S, AMARA K, KORBI S, TRIMECHE M. Biological significance of
promoter hypermethylation of tumor-related genes m patients with gastric carcinoma. Clin
Chim Acta 2009; 404(2): 128-3 3.
KWOK T, ZABLER D, URMAN S, ROHDE M, HARTIG R, WESSLER S, MISSELWITZ
R, BERGER J, SEWALD N, KÕNIG W, BACKERT S. Helicobacter exploits integrin for
type IV secretion and kinase activation. Nature 2007; 449(7164):862-6.
LABIGNE A, CUSSAC V, COURCOUX P. Shuttle cloning and nucleotide sequences of
Helicobacter pylori genes responsible for urease activity. J Bacteriol 1991; 173(6):1920-31.
LADEIRA MSP, SALVADORI DMF, RODRIGUES MAM. Biopatologia do Helicobacter
pylori. Jornal Brasileiro de Patologia e Medicina Laboratorial 2003; 39:335-342.
LAGE AP, GODFROID E, FAUCONNIER A, BURETTE A, BUTZLER JP, BOLLEN A, et
al. Diagnosis of Helicobacter pylori infection by PCR: comparison with other invasive

-l40~L



í ft£,1tES M'KS. Qenótipo de JfelicoSacter pylori na etiolbgia do câncer gástrico: corretaçSo com metííaçdo e expressão gênica. 2010 ^FK^WCI^I
techniques and detection of cagA gene in gastric biopsy specimens. J Clin Microbiol 1995;
33:2752-6.

LAIRD PW. The power and the promise of DNA methylation markers. Nat Rev Cancer
2003; 3(4):253-66.

LANDBERG G, ROOS G. Proliferating cell nuclear antigen and Ki-67 antigen expression in
human haematopoietic cells during growth stimulation and differentiation. Cell Prolif 1993;
26:427-437.

LAUREN P. The two histological main types of gastric carcinoma: diffused and so-called
intestinal-type carcinoma. An attempt at a histo-climcal classification. Acta Pathol Microbiol
Scandl965;64:31-49.

LETLEY DP, ATHERTON JC. Natural diversity in the N terminus of the mature vacuolating
cytotoxin of Helicobacter pylori determines cytotoxin activity. J Bacteriol 2000;
182(11):3278-80.

LEUNG SY, YUEN ST, CHUNG LP, CHU KM, CHAN AS, HO JC. hMLHl promoter
methylation and lack of hMLHl expression in sporadic gastric carcinomas with high-
frequency microsatellite instability. Cancer Res 1999; 59(1):159-64.

LEUNG WK, MAN EP, YU J, GO MY, TO KF, YAMAOKA Y, CHENG VY, NG EK,
SUNG JJ. Effects of Helicobacter pylori eradication on methylation status of E-cadherin
gene in noncancerous stomach. CIin Cancer Res 2006; 12(10):3216-21.
LEUNG WK, TO KF, NG YP, LEE TL, LAU JY, CHAN FK, NG EK, CHUNG SC, SUNG
JJ. Association between cyclo-oxygenase-2 overexpression and missense p53 mutations in
gastric cancer. Br J Câncer 2001; 84(3):335-9.

LEUNK RD, JOHNSON PT, DAVID BC, KRAFT WG, MORGAN DR. Cytotoxic activity
in broth-culture filtrates of Campylobacter pylori. S Med Microbiol 1988; 26(2):93-9.

LEWIN KJ, APPELMAN HD. Atlas of Tumor Pathology: Tumors of the Esophagus and
Stomach. Armed Forces Institute of Pathology. Washington, D.C. 1996.

LI CQ, PIGNATELLI B, OHSHIMA H. Coexpression of interleukin-8 and inducible nitric
oxide synthase in gastric mucosa infected with cagA+ Helicobacter pylori. Dig Dis Sci 2000;
45(1)155-62.

LI GM. Mechanisms and functions ofDNA mismatch repair. Cell Res 2008; 18(1):85-98.

LI JH, SHI XZ, LV S, LIU M, XU GW. Effect of Helicobacter pylori infection on p53
expression of gastric mucosa and adenocarcinoma with microsatellite instability. World J
Gastroenterol 2005; 11(28):4363-6.

LI M, LRJ L, WANG Z, WANG L, LRJ Z, XU G, LU S. Overexpression of hMSH2 and
hMLHl protein in certain gastric cancers and their surrounding mucosae. Oncol Rep 2008;
19(2):401-6.
LIANG J, ZUBOVITZ J, PETROCELLI T, KOTCHETKOV R, CONNOR MK, HAN K,
LEE JH, CIARALLO S, CATZAVELOS C, BENISTON R, FRANSSEN E,
SLINGERLAND JM. PKB/Akt phosphorylates p27, impairs nuclear import of p27 and
opposes p27-mediated Gl arrest. Nat Med 2002; 8:1153-1160.

JÏ4\



K

flL^ES WKS. Çenótipo ífeJfedcoSacter pylori na etiotbgia iCo câncer gástrico: corvíação com metiCaçao e ejyiressão genica. 2010 •SSEfPE^NCtM
•^

.<••' I
LIM HY, JOO HJ, CHOI JH, YI JW, YANG MS, CHO DY, KIM HS, NAM DK, LEE KB,
KIM HC. Increased expression of cyclooxygenase-2 protein in human gastric carcinoma. Clin
Cancer Res 2000; 6(2):519-25.

LIMA VP, DE LIMA MA, ANDRÉ AR, FERREIRA MV, BARROS MA, RABENHORST
SH. H pylori (CagA) and Epstein-Barr vims infection in gastric carcinomas: correlation with
p53 mutation and c-Myc, Bcl-2 and Bax expression. World J Gastroenterol 2008;
14(6):884-91.

LIMA VP, LIMA MA, FERREIRA MV, BARROS MA, RABENHORST SH. The
relationship between Helicobacter pylori genes cagïL and v/rBll and gastric cancer. Int J
Infect Dis 2010; 14(7):e613-7.

LIN HJ, PERNG CL, LO WC, WU CW, TSENG GY, LI AF, SUN 1C, OU YH. Helicobacter
pylori cagA, iceA and vacA genotypes in patients with gastric cancer in Taiwan. World J
Gastroenterol 2004; 10(17):2493-7.

LOCHHEAD P, EL-OMAR EM. Gastnc câncer. Br Med Buli 2008; 85:87-100.

LOPES LF, BACCHI MM, ELGUI-DE-OLIVEIRA D, ZANATI SG, ALVARENGA M,
BACCHI CE. Epstein-Barr vims infection and gastric carcinoma in São Paulo State, Brazil.
Braz J Med Biol Rés 2004; 37:1707-1712.

LOURENÇO LG, HAMADA GS. Gastric câncer in Brazil. Gastric Cancer 2001; 4:103-
105.

LOW VH, LEVINE MS, RUBESIN SE, LAUFER I, HERLINGER H. Diagnosis of gastric
carcinoma: sensitivity of double-contrast barium studies. AJR Am J Roentgenol 1994;
162:329-34.

MAEKITA T, NAKAZAWA K, MIHARA M, NAKAJIMA T, YANAOKA K, IGUCHI M,
ARII K, KANEDA A, TSUKAMOTO T, TATEMATSU M, TAMURA G, SAITO D,
SUGIMURA T, ICHINOSE M, USHUIMA T. High levels of aberrant DNA methylation m
Helicobacter ^Zorf-infected gastric mucosae and its possible association with gastric cancer
risk. CIin Cancer Res 2006; 12(3 Pt 1):989-95.

MAGALHÃES QUEIROZ DM, LUZZA F. Epidemiology oí Helicobacter pylori infection.
Helicobacter 2006; 11:1-5.

MALFERTHEINER P, MEGRAUD F, 0'MORAIN C, BAZZOLI F, EL-OMAR E,
GRAHAM D, HUNT R, ROKKAS T, VAKIL N, KUIPERS EJ. Current concepts in the
management of Helicobacter pylori infection: the Maastricht III Consensus Report. Gut
2007;56(6):772-81.

MANES G, BALZANO A, IAQUINTO G, RICCI C, PICCIRILLO MM, GIARDULLO N,
TODISCO A, LIONIELLO M, VAIRA D. Accuracy of stool antigen test in posteradication
assessment oi Helicobacter pylori infection. Dig Dis Sci 2001; 46(11):2440-4.

MARSHALL BJ. Helicobacter pylori in the year 2000. Helicobacter pylori Foundation, p.1-
9,2000.

MARSHALL BJ, ROYCE H, ANNEAR DI. Original isolation of Campylobacter pyloridis
from human gastric mucosa. Microbiol Lett 1984; 25:83-88.

142



r
^^XÏ .' ,' ' ; •' '' • M'

^tC.'^ES M'KS. Çenõtipo lie JfeGco6acte f pylori na etiologia do câncer gástrico: correlação com metilaçao e ejyressao genica. 2010 ^l^VE'S'ENCI^iS

11

MCCARTHY CJ, CROFFORD LJ, GREENSON J, SCHEIMAN JM. Cyclooxygenase-2
expression in gastric antral mucosa before and after eradication of Helicobacter pylori
infection. Am J Gastroenterol 1999; 94(5) :1218-23.

MCCARTY KS JR, MILLER LS, COX EB, KONRATH J, MCCARTY KS SR. Estrogen
receptor analyses. Correlation of biochemical and immunohistochemical methods using
monoclonal antireceptor antibodies. Arch Pathol Lab Med 1985; 109:716-21.

MCCARTER L, SILVERMAN M. Surface-induced swarmer cell diíFerentiation of Vibrio
parahaemolyticus. Mói Microbiol 1990; 4(7): 1057-62.

MICHETTI P, CORTHÉSY-THEULAZ I, DAVIN C, HAAS R, VANEY AC, HEITZ M,
BILLE J, KRAEHENBUHL JP, SARAGA E, BLUM AL. Immunization of BALB/c mice
against Helicobacter felis infection with Helicobacter pylori urease. Gastroenterology 1994;
107(4):1002-11.

MINO A, ONODA N, YASHIRO M, AYA M, FUJIWARA I, KUBO N, SAWADA T,
OHIRA M, KATO Y, HIRAKAWA K. Frequent pl 6 CpG island hypermethylation m
primary remnant gastric cancer suggesting an independent carcinogenic pathway. Oncol Rep
2006; 15(3):615-20.

MIRZAEE V, MOLAEI M, SHALMANI HM, ZALI MR. HeUcobacter pylori infection and
expression ofDNA mismatch repair proteins. World J Gastroenterol 2008; 14(43):6717-21.

MIZOSHITA T, TSUKAMOTO T, CÃO X, OTSUKA T, ITO S, TAKAHASHI E,
NAKAMURA S, NAKAMURA T, YAMAMURA Y, TATEMATSU M. Microsatellite
instability is linked to loss of hMLHl expression in advanced gastric cancers: lack of a
relationship with the histological type and phenotype. Gastric Cancer 2005; 8(3): 164-72.

MOBLEY HLT, MENDZ GL, RA.ZELL SL. Helicobacter pylori: Physiology and Genetics.
ASM Press, Washington, 2001.

MÓDENA JL, ACRANI GO, MIGAS AF, CASTRO M, SILVEIRA WD, MÔDENA JL,
OLFVEIRA RB, BROCCHI M. Correlation between Helicobacter pylori infection, gastric
diseases and life habits among patients treated at a university hospital in Southeast Brazil.
Braz J Infect Dis 2007; 11:89-95.

MONTEIRO L, DE MASCAREL A, SARRASQUETA AM, BERGEY B, BARBERIS C,
TALBY P, ROUX D, SHOULER L, GOLDFAD4 D, LAMOULIATTE H, MEGRAUD F.
Diagnosis of Helicobacter pylori infection: noninvasive methods compared to invasive
methods and evaluation of two new tests. Am J Gastroenterol 2001; 96(2):353-8.

MORBIATO L, TÔMBOLA F, CAMPELLO S, DEL GIUDICE G, RAPPUOLI R,
ZORATTI M, PAPINI E. Vacuolation induced by VacA toxin of Helicobacter pylori requires
the intracellular accumulation of membrane permeant bases, Cl(-) and water. FEBS Lett
2001;508(3):479-83.

MOTOSHITA J, OUE N, NAKAYAMA H, KURAOKA K, AUNG PP, TANIYAMA K,
MATSUSAKI K, YASUI W. DNA methylation profiles of differentiated-type gastric
carcinomas with distinct mucin phenotypes. Cancer Sci 2005; 96(8):474-9.

143



H
JU.'^ES MKf. Çenótipo de'JfeCicoSacterpyCciri na ettoíbgia do câncer gástrico: correlação com metiíaçao e ejgpressâo gwica. 2010 |;Í§ÍS®^^3®J

ï;

?
ï.-

?"

t

MURATA H, KAWANO S, TSUJI S, TSUJI M, SAWAOKA H, KIMURA Y, SHIOZAKI
H, HORI M. Cyclooxygenase-2 overexpression enhances lymphatic invasion and metastasis
in human gastric carcinoma. Am J Gastroenterol 1999; 94(2):451-5.
NAKAJIMA T, AKIYAMA Y, SHIRAISHI J, ARAI T, YANAGISAWA Y, ARA M,
FUKUDA Y, 8AWABE M, SAITOH K, KAMIYAMA R, HIROKAWA K, YUASA Y. Age-
related hypermethylation of the hMLHl promoter in gastric cancers. Int J Cancer 2001;
94(2):208-11.

NAKAYAMA M, KIMURA M, WADA A, YAHIRO K, OGUSHI K, NIIDOME T,
FUJIKAWA A, SHIRASAKA D, AOYAMA N, KURAZONO H, NODA M, MOSS J,
HIRAYAMA T. Helicobacter pylori VacA activates the p38/activating transcription factor 2-
mediated signal pathway in AZ-521 cells. J Biol Chem 2004; 279(8):7024-8.
NAPIERALSKI R, Ott K, Kremer M, Becker K, Boulesteix AL, Lordick F, Siewert JR,
Hõfler H, Keller G. Methylation oftumor-related genes m neoadjuvant-treated gastric câncer:
relation to therapy response and clinicopathologic and molecular features. Clin Cancer Res
2007; 13:5095-102.

NIEDOBITEK G. The Epstein-Barr vims: a group 1 carcinogen? Virchows Arch 1999;
435:79-86.

NOMURA A, STEMMERMANN GN, CHYOU PH, KATO I, PEREZ-PEREZ GI, BLASER
MJ. Helicobacter pylori infection and gastric carcinoma among Japanese Americans in
Hawaii. N Engl J Med 1991; 325(16):l 132-6.
OBST B, WAGNER S, SEWING KF, BEIL W. Helicobacter pylori causes DNA damage m
gastric epithelial cells. Carcinogenesis 2000; 21(6):l 111-5.

OKANO M, BELL DW, HABER DA, LI E. DNA methyltransferases Dnmt3a and Dnmt3b
are essential for de novo methylation and mammalian development. Cell 1999; 99(3):247-57.

OTTEMANN KM, LOWENTHAL AC. Helicobacter pylori uses motility for initial
colonization and to attain robust infection. Infect Immun 2002; 70(4): 1984-90.

OUE N, MITANI Y, MOTOSHITA J, MATSUMURA S, YOSfflDA K, KUNIYASU H,
NAKAYAMA H, YASUI W. Accumulation of DNA methylation is associated with tumor
stage in gastric cancer. Cancer 2006; 106(6): 1250-9.

PANANI AD. Cytogenetic and molecular aspects of gastric cancer: clinical implications.
Cancer Lett 2008; 266(2):99-115.

PARK DI, PARK SH, KIM SH, KIM JW, CHO YK, KIM HJ, SOHN Cl, JEON WK, KIM
BI, CHO EY, KIM EJ, CHAE SW, SOHN JH, SUNG IK, SEPULVEDA AR, KIM JJ. Effect
of Helicobacter pylori infection on the expression of DNA mismatch repair protein.
Helicobacter2005; 10(3):179-84.

PARKIN DM. Global cancer statistics in the year 2000. Lancet Oncol 2001; 2(9):533-43.
PARKIN DM, BRAY F, FERLAY J, PISANI P. Global Cancer Statistics, 2002. CA Cancer
J.Clin,v.55,p.74-108,2005.

Ï44l



^ICT^ES M'KS. Çenótyo de 'ffelicoSacterpyCjfi na etiologia db câncer gástrico: correlação aim metiíaçâo e expressão gênica. 2010 | l%E®E^ESyEÏ£%|^

PARSONNET J, VANDERSTEEN D, GOATES J, SIBLEY RK, PRITIKIN J, CHANG Y.
Helicobacter pylori infection in intestinal- and diffuse-type gastric adenocarcinomas. J Natl
Cancer Inst, v. 83, p. 640-643,1991.

PECTASIDES D, MYLONAKIS A, KOSTOPOULOU M, PAPADOPOULOU M,
TRIANTAFILLIS D, VARTHALITIS J, DIMITRIADES M, ATHANASSIOU A. CEA, CA
19-9, and CA-50 in monitoring gastric carcinoma. Am J CIin Oncol 1997; 20(4):348-53.
PEEK RM JR, BLASER MJ. Helicobacter pylori and gastrointestinal tract adenocarcinomas.
Nat Rev Cancer 2002; 2:28-37.

PERRI F, COTUGNO R, PIEPOLI A, MERLA A, QUITADAMO M, GENTILE A,
PILOTTO A, ANNESE V, ANDRIULLI A. Aberrant DNA methylation in non-neoplastic
gastric mucosa of H. pylori infected patients and effect of eradication. Am J Gastroenterol
2007; 102(7):1361-71.

PLEVOVÁ P, SEDLÁKOVÁ E, ZAPLETALOVÁ J, KREPELOVÁ A, SKYPALOVÁ P,
KOLAR Z. Expression of the hMLHl and hMSH2 proteins in nonnal tissues: relationship to
cancer predisposition in hereditary non-polyposis colon cancer. Virchows Arch 2005;
446(2):l 12-9.

PÕSCHL G, SEITZ HK. Alcohol and cancer. Alcohol Alcohol. 2004; 39(3): 155-65.
QUEIROZ DM, MENDES EN, ROCRA GA, OLIVEIRA AM, OLIVEIRA CA, CABRAL
MM, NOGUEIRA AM, SOUZA AF. Serological and direct diagnosis of Helicobacter pylori
in gastric carcinoma: a case-control study. J Med Microbiol 1999; 48(5):501-6.
RHEAD JL, LETLEY DP, MOHAMMADI M, HUSSEIN N, MOHAGHEGHI MA,
ESHAGH HOSSED^I M, ATHERTON JC. A new Helicobacter pylori vacuolating cytotoxin
determinant, the intermediate region, is associated with gastric cancer. Gastroenterology
2007; 133(3):926-36.

RICCI C, HOLTON J, VAIRA D. Diagnosis of Helicobacter pylori: invasive and non-
invasive tests. Best Pract Res Clin Gastroenterol 2007; 21(2):299-313.
ROBERTSON KD. DNA methylation and human disease. Nat Rev Genet 2005; 6(8):597-
610.

RODER DM. The epidemiology of gastric cancer. Gastric Cancer 2002; 5:5-11.
ROMANO M, RICCI V, MEMOLI A, TUCCILLO C, Dl POPOLO A, SOMMI P,
ACQUAVIVA AM, DEL VECCHIO BLANCO C, BRUNI CB, ZARRILLI R. Helicobacter
pylori up-regulates cyclooxygenase-2 mRNA expression and prostaglandin E2 synthesis in
MKN 28 gastric mucosal cells m vitro. J Biol Chem 1998; 273(44):28560-3.
ROTIMI O, CAIRNS A, GRAY S, MOAYYEDI P, DIXON MF. Histological identification
of Helicobacter pylori: comparison of staining methods. J Clin Pathol 2000; 53(10):756-9.
RUSSO VEA, MARTIENSSEN RA, RIGGS AD. Epigenetic mechanisms of gene regulation.
Woodbury: Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1996.
SAUKKONEN K, NIEMINEN O, VAN REES B, VILKKI S, HÀRKÕNEN M, JUHOLA M,
MECKLIN JP, SIPPONEN P, RISTIMÃKI A. Expression of cyclooxygenase-2 m dysplasia

L 145



flLt^ES MKS. Çenótipo tte MeKcoBacter pylori na etiologia tio câncer gástrico: correlação com metilaçâo e expressão gmica. 2010 ^^S^^^fâÍIS

of the stomach and in intestinal-type gastric adenocarcinoma. Clin Cancer Res 2001;
7(7): 1923-31.

SCHMITT W, HAAS R. Genetic analysis of the Helicobacter pylori vacuolating cytotoxin:
structural similarities with the IgA protease type of exported protein. Mol Microbiol 1994;
12(2):307-19.

SEO HM, CHANG YS, JOO SH, KIM YW, PARK YK, HONG SW, LEE SH.
Clinicopathologic characteristics and outcomes of gastric cancers with the MSI-H phenotype.
J Surg Oncol 2009; 99(3): 143-7.

SHANG J, PENA AS. Multidisciplinary approach to understand the pathogenesis of gastric
cancer. World J Gastroenterol 2005; 11:4131-4139.

SHARMA S, KELLY TK, JONES PA. Epigenetics in cancer. Carcinogenesis 2009;13.

SHEU BS, YANG HB, SHEU SM, HUANG AH, WU JJ. Higher gastric cycloxygenase-2
expression and precancerous change in Helicobacter pylori-infected relatives of gastric cancer
patients. Clin Cancer Res 2003; 9(14):5245-51

SHI H, XU JM, HU NZ, XIE HJ. Prognostic significance of expression of cyclooxygenase-2
and vascular endothelial growth factor in human gastric carcinoma. World J Gastroenterol
2003;9(7):1421-6.

SHIM YH, KANG GH, RO JY. Correlation o f pl 6 hypermethylation with p 16 protein loss m
sporadic gastric carcinomas. Lab Invest 2000; 80(5):689-95.

SON HJ, KIM YH, PARK DI, KIM JJ, RHEE PL, PAIK SW, CHOI KW, SONG SY, RHEE
JC. Interaction between cyclooxygenase-2 and inducible mtric oxide synthase in gastric
cancer. J Clin Gastroenterol 2001; 33(5):383-8.

SONG SH, JONG HS, CHOI HH, INOUE H, TANABE T, KIM NK, BANG YJ.
Transcriptional silencing of Cyclooxygenase-2 by hyper-methylation of the 5' CpG island in
human gastric carcinoma cells. Cancer Res 2001; 61(11) :4628-3 5.

SOZZI M, TOMASINI ML, VINDIGNI C, ZANUSSI S, TEDESCHI R, BASAGLIA G,
FIGURA N, DE PAOLI P. Heterogeneity of cag genotypes and clinical outcome of
Helicobacter pylori infection. J Lab CIin Med 2005; 146:262-70.

STEER HW. Ultrastucture of cell migration through the gastric epithelium and its relation to
bacteria. J Clin Pathol 1975; 28:639-646.

STERNBERG A, COSCAS D, WAGNER Y, AUSLANDER L, KAUFSHTEIN M,
FIREMAN Z. Comparison of various Helicobacter pylori detection methods: serology,
histology and bacteriology. Isr J Med Sci 1997; 33(3):160-3.

STRATHDEE G, BROWN R. Aberrant DNA methylation in cancer: potential clinicai
interventions. Expert Rev Mol Med 2002; 4(4): 1-17.

SUERBAUM S. The complex flagella of gastric Helicobacter species. Trends Microbiol
1995; 3:168-70.

146



^X.f^E.S M1^S. Çenótipo de MellcoSacter pylori na etiohgia t& câncer gástrico: correlação com metilaçâo e expressão genica. 2010 |^@%%ESVC'uU

SUERBAUM S, JOSENHANS C. Helicobacter pylori evolution and phenotypic
diversification in a changing host. Nat Rev Microbiol 2007; 5(6):441-52.

SUGIMOTO M, YAMAOKA Y. The association ofvacA genotype and Helicobacter pylorí-
related disease in Latin American and African populations. Clin Microbiol Infect 2009;
15(9):835-42.

SUPAJATURA V, USHIO H, WADA A, YAHIRO K, OKUMURA K, OGAWA H,
HIRAYAMA T, RA C. Cutting edge: VacA, a vacuolating cytotoxin of HeUcobacter pylori,
directly activates mast cells for migration and production of proinflammatory cytokines. J
Immunol2002; 168(6):2603-7.

SUZUKI H, HIBI T, MARSHALL BJ. Helicobacter pylori: present status and future
prospects in Japan. J Gastroenterol 2007; 42:1-15.

TARARA E. Genetic pathways of two types of gastric cancer. Genetic pathways of two types
of gastric cancer. IARC Sci Publ 2004; 157:327-49.

TARARA E, KUNIYASU H, YASUI W, YOKOZAKI H. Gene alterations in intestinal
metaplasia and gastric cancer. Eur J Gastroenterol Hepatol 1994; 6:897-102.

TAHARA T, ARISAWA T, SHIBATA T, NAKAMURA M, YOSHIOKA D, OKUBO M,
MARUYAMA N, KAMANO T, KAMIYA Y, FUJITA H, NAKAGAWA Y, NAGASAKA
M, IWATA M, TAKAHAMA K, WATANABE M, YAMASHITA H, HIRATA I. Increased
number of methylated CpG islands correlates with Helicobacter pylori infection, histological
and serological severity of chronic gastritis. Eur J Gastroenterol Hepatol 2009; 21:613-9.

TELFORD JL, CHIARA P, DELL'ORCO M, COMANDUCCI M, BURRONI D, BUGNOLI
M, TECCE MF, CENSINI S, COVACCI A, XIANG Z, PAPINI E, MONTECUCCO C,
PARENTE L, RAPPUOLI R. Gene stmcture of the Helicobacter pylori cytotoxin and
evidence of its key role in gastric disease. J Exp Med 1994; 179(5):1653-58.

TERRÉS AM, PAJARES JM, O'TOOLE D, AHERN S, KELLEHER D. H pylori infection is
associated with downregulation of E-cadherin, a molecule involved in epithelial cell adhesion
and proliferation control. J Clin Pathol 1998; 51(5):410-2.

THOMAZINI CM, PINHEIRO NA, PARDINI MI, NARESSE LÊ, RODRIGUES MAM.
Helicobacter pylori and gastric cancer: distribution of cagA and vacA genotypes in patients
with gastric carcinoma. J Bras Patol Med Lab 2006; 42:25-30.

TOMASINI ML, ZANUSSI S, SOZZI M, TEDESCHI R, BASAGLIA G, DE PAOLI P.
Heterogeneity of cag genotypes in Helicobacter pylori isolates from human biopsy
specimens. J CIin Microbiol 2003; 41:976-980.

TOMB JF, WHITE 0, KERLAVAGE AR, CLAYTON RA, SUTTON GG, FLEISCHMANN
RD, KETCHUM KA, KLENK HP, GILL S, DOUGHERTY BA, NELSON K,
QUACKENBUSH J, ZHOU L, KIRKNESS EF, PETERSON S, LOFTUS B, RICHARDSON
D, DODSON R, KHALAK HG, GLODEK A, MCKENNEY K, FITZEGERALD LM, LEE
N, ADAMS MD, HICICEY EK, BERG DE, GOCAYNE JD, UTTERBACK TR, PETERSON
JD, KELLEY JM, COTTON MD, WEIDMAN JM, FUJII C, BOWMAN C, WATTHEY L,
WALLIN E, HAYES WS, BORODOVSKY M, KARP PD, SMITH HO, FRASER CM,
VENTER JC. The complete genome sequence of the gastric pathogen Helicobacter pylori.
Nature 1997; 388(6642):539-47.

147



r ^L1ÏES Miy. Çenótipo de 'HeEcoBacfár pylori na etiolbgia do câncer gástrico: correlhção com metÜaçâo e uyressão gênica. 2010 ^^^SES^MeiJtSV^e
1

1 TOYOTA M, AHUJA N, OHE-TOYOTA M, HERMAN JG, BAYLIN SB, ISSA JP. CpG
island methylator phenotype in colorectal cancer. Proc Natl Acad Sci USA. 1999;
96(15):8681-6.

TSENG CA, WANG WM, WU DC. Comparison of the clinical feasibility of three rapid
urease tests in the diagnosis of Helicobacter pylori infection. Dig Dis Sci 2005; 50(3):449-52.

TYLER JK, KADONAGA JT. The "dark side" of chromatin remodeling: repressive effects
on transcription. Cell 1999; 99(5):443-6.

UEFUJI K, ICHIKURA T, MOCHIZUKI H. Expression of cyclooxygenase-2 in human
gastric adenomas and adenocarcinomas. J Surg Oncol 2001; 76(1):26-30.

USHUIMA T, NAKAJIMA T, MAEKITA T. DNA methylation as a marker for the past and
future. J Gastroenterol 2006; 41 (5):401-7.

USHUIMA T, SASAKO M. Focus on gastric cancer. Cancer Cell 2004; 5(2):121-5.

VAIRA D, VAKIL N. Blood, urine, stool, breath, money, and Helicobacter pylori. Gut 2001;
48(3):287-9.

VAIRA D, VAKIL N, MENEGATTI M, VAN'T HOFF B, RICCI C, GATTA L,
GASBARRINI G, QUINA M, PAJARES GARCIA JM, VAN DER ENDE A, VAN DER
HULST R, ANTI M, DUARTE C, GISBERT JP, MIGLIOLI M, TYTGAT G. The stool
antigen test for detection of Helicobacter pylori after eradication therapy. Ann Intern Med
2002; 136(4):280-7.

VAN DOORN LJ, FIGUEIREDO C, SANNA R, PENA S, MIDOLO P, NG EK,
ATHERTON JC, BLASER MJ, QUINT WG. Expanding allelic diversity of Helicobacter
pylori vacA. J Clin Microbiol 1998; 36(9):2597-603.

VAUHKONEN M, VAUHKONEN H, SIPPONEN P. Pathology and molecular biology of
gastric cancer. Best Pract Res Clin Gastroenterol 2006; 20(4):651-74.

VEIGL ML, KASTURI L, OLECHNOWICZ J, MA AH, LUTTERBAUGH JD,
PERIYASAMY S, LI GM, DRUMMOND J, MODRICH PL, SEDWICK WD,
MARKOWITZ SD. Biallelic inactivation of hMLHl by epigenetic gene silencing, a novel
mechanism causing human MSI cancers. Proc Natí Acad Sei U S A 1998; 95(15):8698-702.

VELICESCU M, WEISENBERGER DJ, GONZALES FA, TSAI YC, NGUYEN CT, JONES
PA. Cell division is required for de novo methylation of CpG islands in bladder cancer cells.
Cancer Res 2002; 62:2378-84.

VIDAURRETA M, MAESTRO ML, SANZ-CASLA MT, MAESTRO C, RAFAEL S,
VEGANZONES S, MORENO J, BLANCO J, SILMI A, ARROYO M. Inactivation of pl 6 by
CpG hypermethylation in renal cell carcinoma. Urol Oncol 2008; 26(3):239-45.

WADDDSÍGTON CH. Preliminary notes on the development of the wings in nomial and
mutant strains of drosophila. Proc Natl Acad Sci USA 1939; 25:299-307.

WAJED SÁ, LAIRD PW, DEMEESTER TR. DNA methylation: an alternative pathway to
cancer. Ann Surg 2001; 234(1):10-20.

148



í
JlCf^ES MTV. Çenótipo de 3fedco6acter pylori na etioíogvi da câncer gástrico: correlação com metiíiição e expressão genica. 2010 ^PES^.'Nef^

'K^^'-I
WAKI T, TAMURA G, TSUCHIYA T, SATO K, NISHIZUKA S, MOTOYAMA T.
Promoter methylation status of E-cadherin, hMLHl, ana p 16 genes in nonneoplastic gastric
epithelia. Am J Pathol 2002; 161(2):399-403.

WEN S, MOSS SF. Helicobacter pylori vimlence factors in gastric carcinogenesis. Cancer
Lett 2009; 282(1):1-8.

WORLD CANCER RESEARCH FUND / AMERICAN INSTITUTE FOR CANCER
RESEARCH. Food, Nutrition, Physical Activity, and the Prevention of Cancer: a Global
Perspective. Washington DC: AICR, 2007.

WU CC, CHOU PY, HU CT, LIU ZC, LIN CY, TSENG YH, LIN NT. Clinical Relevance of
the vacA, iceA, cagA, and flaA genes of Helicobacter pylori strains isolated in Eastern
Taiwan. J Clin Microbiol 2005; 43(6):2913-5.

YAMAC D, AYYILDIZ T, COÇKUN U, AKYÜREK N, DURSUN A, SECKIN S,
KOYBASIOGLU F. Cyclooxygenase-2 expression and its association with angiogenesis,
Helicobacter pylori, and clinicopathologic characteristics of gastric carcinoma. Pathol Res
Pract 2008; 204(8):527-36.

YAN J, LIANG SH, MÃO YF, LI LW, LI SP. Construction of expression systems forflaA
andyZaB genes of Helicobacter pylori and determination of immunoreactivity and antigenicity
ofrecombinant proteins. World J Gastroenterol 2003; 9(10):2240-2250

YAO Y, TÃO H, KIM JJ, BURKHEAD B, CARLONI E, GASBARRINI A, SEPULVEDA
AR. Alterations of DNA mismatch repair proteins and microsatellite instability levels in
gastric cancer cell lines. Lab Invest 2004; 84(7):915-22.

YASUI W, OUE N, KUNIYASU H, ITO R, TAHARA E, YOKOZAKI H. Molecular
diagnosis of gastric cancer: present and future. Gastric Cancer 2001; 4:113-21.

YOUNG GM, SCHMIEL DH, MILLER VL. A new pathway for the secretion of virulence
factors by bacteria: the flagellar export apparatus functions as a protein-secretion system.
Proc Natl Acad Sei USA. 1999; 96(11):6456-61.

YU LZ, GAO HJ, BAI JF, SUN G, ZHAO HL, SUN L, MIU K, ZHAO ZQ. Expression of
COX-2 proteins in gastric mucosal lesions. World J Gastroenterol 2004; 10(2):292-4.

YU J, LEUNG WK, LEE TL, TSE PC, TO KF, SUNG JJ. Promoter hypermethylation of
cyclooxygenase-2 in gastric carcinoma. Int J Oncol 2003; 22:1025- 31.

XUE YW, ZHANG QF, ZHU ZB, WANG Q, FU SB. Expression of cyclooxygenase-2 and
clinicopathologic features in human gastric adenocarcinoma. World J Gastroenterol 2003;
9(2):250-3.

ZHANG KL, SUN Y, LI Y, LIU M, QU B, CUI SH, KONG QY, CHEN XY, LI H, LIU J.
Increased frequency of CpG island methylator phenotype and CDH1 methylation in a gastric
cancer high-risk region of china. Transi Oncol 2008; 1(1):28-35.
ZHAO GH, LI TC, SHI LH, XIA YB, LU LM, HUANG WB, SUN HL, ZHANG YS.
Relationship between inactivation of pl 6 gene and gastric carcinoma. World J
Gastroenterol 2003; 9(5):905-9.

149



F

I ^LCI^ES MKS. Çenótipo de JfeCïcoSacter pylori na etiologia do câncer gástrico: correlação com metüaçSo e esyressSo gênica. 2010

ZHAO YF, ZHANG YG, TIAN XX, JUAN DU, ZHENG J. Aberrant methylation of multiple
genes in gastric carcinomas. Int J Surg Pathol 2007; 15:242-51.
ZHOU J, YANG D, ZHANG L, WANG J, YAO Q, SU Z, FAN Y. Study on the relationship
of alteration and expression of pl 6 gene to pancreatic carcinoma. Zhonghua Yi Xue Yi
Chuan Xue Za Zhi 2000; 17(6):399-403.

ZOU XP, ZHANG B, ZRANG XQ, CHEN M, CÃO J, LIU WJ. Promoter hypermethylation
of multiple genes m early gastric adenocarcinoma and precancerous lesions. Hum Pathol
2009; 40(11):1534-42.

ZSIKLA V, HAILEMARIAM S, BAUMANN M, MUND MT, SCHAUB N, MEIER R,
CATHOMAS G. Increased rate of Helicobacter pylori infection detected by PCR in biopsies
with chronic gastritis. Am J Surg Pathol 2006; 30(2):242-8.

150



ALICES Miy. Çenotipo de JfefícoBacter pylori m etiologia do câncer gástrico: convlaçao com metiíação e expressão gêniat. 2010 B M XOSJIWEXOS

10- ANEXOS

Anexo I

.*

%
^

Ã
vi»

Universidade Federal do Ceará
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Of. Nu 712/04 Fortaleza, 30 de novembro de 2004
Protocolo na 199/04
Pesquisador responsável: Silvia Helena Barem Rabenhorst
Depf./Serviço: Departamento de Patologia e Medicina Legal/UFC
Título d o Projeto: "Alteraçnçs Tnolec.ulflrRs nn câncer gástrico: associação
com fatores epidemiológicos"

Levamos ao conhecimento de Y.Sa. que o Comité de Ética em Pesquisa e
do Complexo Hospitalar da Universidade Federal do Ceará - COMEPE, dentro
das nomias que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Saúde - Ministério da Saúde, Resolução n° 196 de 10 de outubro de
1996 e Resolução n° 251 de 07 de agosto de 1997, publicadas no Diário Oficial,
em 16 de outubro de 1996 e 23 de setembro de 1997, respectivamente, aprovou o
projeto supracitado na reunião do dia 25 de novembro de 2004.

Outrossim, informamos, que o pesquisador deverá se comprometer a enviar
o relatório parcial e final do referido projeto.

Atenciosamente,
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Anexo II

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Instituição: DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL - UFC

LABORATÓRIO DE GENÉTICA MOLECULAR - LABGEM

Endereço: RUA Coronel Nunes de Melo, 1127, Porangabuçu

Investigadora: Responsável: Silvia Helena Barem Rabenhorst

Título: ALTERAÇÕES MOLECULARES NO CÂNCER GÁSTRICO: ASSOCIAÇÃO COM FATORES
EPIDEMIOLÔGICOS

Eu, por este meio, fui
informado (a), em detames sobre o estudo intitulado: ALTERAÇÕES MOLECULARES NO CÂNCER
GÁSTRICO: ASSOCIAÇÃO COM FATORES EPIDEMIOLÓGICOS. O estudo está sendo realizado pelo
Departamento de Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal do Ceará. O estudo em questão pretende
associar fatores genéticos e ambientais, que podem levar ao desenvolvimento do carcinoma gástrico, de modo a
identificar os fatores de risco, tais como a presença de uma bactéria denominada H. pylori e de um vírus
denominado EBV. Esses serão detectados através da presença do material genético destes agentes infectantes no
tumor. Serão também observadas as alterações genéticas das células tumorais. Estas alterações serão vistas pela
expressão de proteínas, ou pela análise do DNA/RNA do tumor.

Cerca de 100 pacientes serão mcluídos no presente estudo. Portanto, concordando em participar serei
um dos pacientes participantes deste estudo que envolve diversas instituições, permitindo coleta de material
necessário para o estudo. Não haverá mudança ou perdas em relação à análise pelo patologista do meu material.
Paralelamente, serão anotadas algumas questões referentes à minha pessoa, no que diz respeito a dados pessoais
como a data de nascimento e relativo a hábitos de vida e a minha doença. Estas infonnações serão retkadas do
meu prontuário ou na ausência delas, serão perguntadas pessoaünente a mim.

Minha participação não terá benefício direto imediato, em principio, mas que poderá estar contribuindo
para que se entendam melhor os fatores de risco e alterações que propiciem o aparecimento do câncer gástrico. A
identificação dos fatores de risco para câncer gástrico servirá para direcionar medidas preventivas. Por outro lado
as alterações dos materiais genéticos encontradas nas células tumorais poderão ser usadas como fatores que
aiixiliarão no diagnóstico, prognóstico e também como alvos das novas terapias que estão sendo agora
desenvolvidas.

Todos os dados da minha participação neste estudo serão documentados e mantidos confidencialmente,
sendo disponíveis apenas para as autoridades de saúde e profissionais envolvidos neste estudo, os quais, quando
necessário, terão acesso ao meu prontuário.

Como minha participação é voluntária, posso abandonar o estudo a qualquer momento, sem que isso
resulte em qualquer penalidade ou perda de meus direitos onde recebo atendimento médico. Se tiver qualquer
dúvida ou perguntas relativas a esse estudo ou aos meus direitos no que diz respeito a minha participação, posso
contactar a Dra. Silvia Helena Rabenhorst no telefone 3288 8206 ou 9994 5689.

Assinatura do paciente:
Endereço do paciente:
Telefone: Data: / /
Nome da testemunha:
Assinatura da testemunha:
Data: / /
Assinatura do investigador:
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Anexo III

Cadastro de Pacientes Submetidos à Coleta de Tecido de Peça Cirúrgica

Código: CG_ Data: / /

  Prontuário:
Depto Responsável:
Nome:

Endereço:
Contato:
Idade:

Data de admissão no serviço hospitalar:
Hospital:

/ /

Sexo F [ ] M [ ]

Nasc:

Naturalidade:
/ /

Procedência:
Cor: ABO:

Profissão:Grau de instrução:
História familiar:
[ ] Avô [ ]Avó [ ]Mãe [ ]Pai [ ]Irmão(ã) [ ]Tio(a) [ ]Filho(a)
Outros
Hábitos: [ ]Sal [ ]Frutas [ jVerduras [ JChurrasco [ ]Came seca [ ]geladeira
[ JTabagista Tipo_ Frequência_ Fum. passivo [ ]
[ ] Álcool Tipo_ Frequência
Dados relativos à neoplasia.
Data do primeiro diagnóstico: _I _I _ Exame:
H. pylori [ ]
Sítio anatómico: Est. Clínico: T N

Bormann:
M

Aspecto morfológico:
Exame anatomopatológico  :
Tratamento: [ JRadioterapia [ ]Quimioterapia [ ]Honnonioterapia [ jlmunoterapia
Protocolo

/ / CimrgiãoCirurgia: realizada em
Responsável pela Coleta
Tempo de ressecção da coleta: [ ]<lh []lh [ ]2h[ ]3h [ ]<ou=4h[ ] Outras

Observações
  de amostra Tumoral congelada [ ]   de amostra Normal [ ]
Local Armazenamento:
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CDKN2A promoter methylation is related to the tumor
location and histological subtype and associated with

I

Helicobacter pylori flaA( + ) strains in gastric
adenocarcinomas

MARKÊNIA KÉLIA SANTOS ALVES,' VALESKA PORTELA LIMA,' ADRIANA CAMARGO
FERRASI,2 MARIA APARECIDA RODRIGUES,2 MARIA INÊS DE MOURA CAMPOS PARDINI2

and SILVIA HELENA BAREM RABENHORST'

'Microbiology Section, Department of Pathology and Forensic Medicine, Federal University of Ceará,
Porangabussu Campus, Ceará; and 2Molecular Biology Laboratory, Botucatu Hemocenter, School of Medicine,

Paulista State University, Botucatu Campus, São Paulo, Brazil

Alves MKS, Lima VP, Ferrasi AC, Rodrigues MA, de Moura Campos Pardini MI, Rabenhorst SHB.
CDKN2A promoter methylation is related to the tumor location and histological subtype and associ-
ated with HelicobacterpyloriflaA(+) strains in gastric adenocarcinomas. APMIS 2010; 118: 297-307.
Promoter hypermethylation of CDKN2A (pl 6 protein) is the main mechanism of gene inactiva-
tion. However, its association with Helicobacter pylori infection is a controversial issue. Therefore, we
examined a series of gastric adenocarcinomas to assess the association between pl6IN inactivation
and H. pyhri genotype (vacA cagA, cagE, vw-Bl 1 and ^aA) according to the location and histological
subtype of the tumors. pl6lINK4A expression and CDKN2A promoter methylation were found in 77 gas-
trie adenocarcinoma samples by immunohistochemistry and methylation-specific PCR, respectively.
Helicobacter pylori infection and genotype were determined by PCR. A strong negative correlation
between immunostaining and CDKN2A promoter region methylation was found. In dififuse subtype
tumors, the inactivation of p 16 by promoter methylation was unique in noncardia tumors
(p = 0.022). In addition, H. pj'/ori-bearing flaf^ was associated with non-methylation tumors
(p = 0.008) and H. pylori strain bearing ctig\ or vacAslml genes but without ^aA was associated with
methylated tumors (p = 0.022 and 0.003, respectively). Iiïactivation of pl6INK4A in intestinal and
diffuse subtypes showed distinct carcinogenic pathways, depending on the tumor location. Moreover,
the process of methylation of the CDKN2A promoter seems to depend on the H. pylori genotype. The
present data suggest that there is a difTerential influence and relevance of H. pylori genotype in gastric
cancer development.

Key words: pl 6 4A; gastric cancer; histological subtypes; tumor location; methylation; Heticobacter
pylori genotypes.

Markênia Kélia Santos Alves, Rua Osvaldo Cruz, 3485, Dionisio Torres, Fortaleza, Ceará 60125-151,
Brazil, e-mail: markenialves@yahoo.com.br; markenia_alves@hotmail.com

Gastric cancer (GC) is an important world-
wide health problem because of its high
frequency, poor prognosis, advanced stage at

Received 22 November 2009. Accepted 14 January
2010

the time of diagnosis and limited treatment
options (1, 2).

There is much evidence that the carcinogene-
sis process involves abnormalities of cell cycle
regulators (3, 4). In GC, besides p53, pl6INK4A
(cyclin-dependent kinase inhibitor 2A-CDKN2A)
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is often inactivated (3, 5-9). The pl61NK4A
protein is a cell cycle regulator involved in the
inhibition ofGl (Gapl) phase progression, and
although the common mechanism of its inacti-
vation is through the hypermethylation of its
promoter, few studies have evaluated this pro-
cess in GC considering the distinct histological
subtypes, tumor location (10, 11) and possible
causes leading to this.

Helicohacter pylori is a major environmental
factor associated with the development of GC
(12). Its high genetic variability has been related
to its virulence and consequently to disease
outcome (13-15). Two well-established viru-
lence factors are the presence of the cytotoxin-
associated antigen A (cagA) gene, located
within the right portion of the cag pathogenicity
island (cag-PAY), and vacuolating cytotoxin A
(vücA), mostly the vacAslml allele (16, 17).
cag-PAI also has cagï. and v/rBl 1 genes, located
in the right and left regions of the island, respec-
lively. These genes are thought to play a role in
constructing the type IV secretion system and
inducing proinflammatory, pro-proliferative
epithelial cell signaling (13, 18, 19). Another
important H. pylori virulence factor is the pres-
ence of flagella, codified by several genes, such
as y?aA and flaB, which are responsible for
successful colonization of its unusual habitat.
TheflaA gene is the main factor responsible for
codification of the flagellar filament protein,
flagellin (20),

Although the exact mechanism of H. pylori-
associated gastric carcinogenesis remains un-
known, H. pylori infection has been reported as
an important factor causing promoter hyperme-
thylation of tumor suppressor genes, such as the
E-cadherin and CDKN2A genes (21, 22). How-
ever, this is a controversial issue (23-25). More-
over, studies associating H. pylori infection
with CDKN2A methylation status have not
accounted for pl6IN expression, which pre-
eludes a more comprehensive assessment of the
involvement of this bacterium in the inactiva-
tion of pl6 N . Moreover, these studies are
restricted to cases of gastritis and precancerous
lesions (22, 23). So far, there are no studies
relating H. pylori genotypes to p 16
inactivation in GC.

In this context, the present investigation
aimed to evaluate the relationship between the
H. pylori genotype and pl6IN inactivation.

As intestinal and diffuse tumors are different
entities and there is evidence of different path-
ways according to the tumor location (cárdia
and noncardia tumors), the data were also ana-
lyzed considering the tumor histological subtype
and location.

MATERIALS AND METHODS

Clinical specimens

The present study was approved by the Hospital
Ethics Committee of Ceará Federal University and all
subjects signed the informed consent form before
inclusion. Samples from 77 patients with gastric ade-
nocarcinoma who had undergone gastrectomy were
collected from two hospitals in Ceará state, Brazil:
Walter Cantídeo Hospital (associated with Ceará
Federal University) and Santa Casa de Misericórdia
Hospital, both located in Fortaleza, the state capital.
The histological classification was carried out by the
team's pathologists according to the Lauren classifi-
cation. The clinical and histopathological features are
shown in Table 2.

DNA extraction

Genomic DNA was extracted from frozen tumor
tissue using the cetyltrimethyl ammonium bromide
(CTAB) technique, adapted from the method of
Foster and Twell (26). The DNA extraction was
performed only in fragments that showed more than
80% of tumor cells, and the quality was analyzed
by 1% agarose gel electrophoresis with ethidium
bromide staining. The amount of DNA was deter-
mined using a NanoDropTM 3300 Huorospectro-
meter (Wilmington, DE, USA).

Sodium bisulfite treatment and methylation-specific
PCR (MS-PCR)

The DNA of tumor tissue extracted was modified
by sodizim bisulfite to determine the methylation
status of the CDKN2A gene by MS-PCR, as
described previously by Herman et al. (27). The
primers targeted to the promoter CDKN2A region
were 5'-TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC-3'
(sense) and 5'- GACCCCGAACCGCGACCGTAA-
3' (antisense) for the methylated CDKN2A (150 bp),
and 5'-TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT-3/
(sense) and 5'-CAACCCCAAACCACAACCATAA-
3' (antisense) for the unmethylated CDKN2A
(151 bp). PCR was performed in 25 ^1 reaction vol-
ume, containing lx Platinum Taq buflfer, 1.5 mM
MgClz, 0.2 mM of each dNTPs, 0.4 ^iM of each
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Table 1. PCR primer sets used for genotyping Helicobacter pylori
Gene Primer sequence Reference

number
Annealing (°C) Size (bp)

of the PCR
product

ureC F5'-AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT-3' 28 55
R 5'-AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC-3'

vacA.
sl/s2 F 5'-ATGGAAATACAACAAACACAC-3' 29 55

R 5'-CTGCTTGAATGCGCCAAAC-3'
ml F 5'-GGTCAAAATGCGGTCATGG-3' 55

R 5'-CCATTGGTACCTGTAGAAAC-3'
m2 F 5'-GGAGCCCCAGGAAACATTG-3' 52

R 5'-CATAACTAGCGCCTTGCAC-3/

cagA F5'-ATAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGA-3' 30 56
R5'-TTAGAATAATCAACAAACATAACGCCAT-3'

cagE F5'-TTGAAAACTTCAAGGATAGGATAGAGC-3' 14 50
R ^'GCCTAGCGTAATATCACCATTACCCS'

vwBll F 5'-TTAAATCCTCTAAGGCATGCTAC-3' 14 49
R 5'-GATATAAGTCGTHTACCGCTTC-3'

flah F 5'-TTCTATCGGCTCTACCAC-3' 31 55
R 5'-CTGACCGCCATTGACCAT-3'

F, follow; R, reverse.

294

259/286

290

192

297

509

491

508

primer set, l U of Platinum Taq DNA Polymerase
(Invitrogen, Foster, CA, USA) and l \d of treated
DNA. DNA methylated in vitro by Sss-I Methylase®
(New England Biolabs, Beverly, MA, USA) was used
as a positive control, and water and DNA from
peripheral lymphocytes of healthy donors were used
as negative controls. The PCR products were sepa-
rated in 6% non-denaturing polyacrylamide gel and
subsequently submitted to silver staining.

Bisulfite sequencing analysis

For confirmation of the reaction specificity, MS-PCR
products from CDKN2A gene analyzed were cloned
using a TOPO TA Cloning Kit® (Invitrogen) and
sequenced using an ABI PRISM BigDye Terminator
v.3.0 Cycle Sequencing Kit® (Applied Biosystems,
Foster, CA, USA) and ABI Prism 3100 DNA Sequen-
cer (Applied Biosystems). Both the methylated and
unmethylated PCR products were sequenced.

Detection of H. pylori and the presence of vacA, ca^A,
cagE, virSlÏ andflaA genes

Helicobacter pylori infection was detected by amplifi-
cation of the «reC gene using primers for PCR, as
described by Lage et al. (28). For the H. pylori-posi-
tive samples, the presence of the vacA alleles, cagA,
cagE, vírBl l and /?aA genes, was identified using the
primer sets from the published literature (Table 1).

PCR mixtures, for amplification of ca^E and vf'rBll
genes, were prepared in a volume of 20 [d using Mas-
terMix® (Taq DNA Polymerase, dNTPs and MgCls)
according to the manufacturer's instructions (Pro-
mega, Madison, WI, USA), with addition of 0.8%
Tween 20, 0.3 |iM of each primer (WrBll and cagE)
and 1 |il of the DNA sample.

The ureC, cagA, vacA sl/s2, vacA ml genes were
amplified in a 25 ^1 volume containing the following:
2.5 |il of 10x PCR bufTer (Invitrogen, Cergy Pontoise,
France); 1% Tween 20; 1.5 mM ofMgCÍz® (Invitro-
gen); 200 yM (each) of dNTPs® (Invitrogen); l U of
Platinum Taq polymerase® (Invitrogen); 0.4 iiM of
each of the primers for wreC, cagA., vac'A sl/s2 and
vacA. ml; 0.3 ^M of primer for vacA m2; and 1 pl of
H. pylori DNA. The PCR mixtures, for amplification
of the flaA gene, were prepared in a 20 \A volume
using Green MasterMix (Taq DNA Polymerase,
dNTPs and MgClz) according to the manufacturer's
instructions (Promega), with addition of 0.8% Tween
20, 0.3 |xM of each primer and 1 \d of the DNA
sample.

The PCR products were analyzed by 1% agarose
gel electrophoresis with ethidium bromide staining.
The size of the amplification product was used to
confirm the identity of the PCR product. The sample
was considered H. pylori positive when an ureC frag-
ment of 294 bp was amplified. For confirmation of
the reaction specificity, PCR products from the ureC
gene were cloned using a TOPO TA Cloning Kit®
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and sequenced
using an ABI PRISM BigDye Terminator v.3.0 Cycle

© 2010 The Authors Journal Campilalion © 20/0 APMIS
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Table 2. Relationship between p 16 expression, CDKN2A methylation status and clinicopathological fea-
tures in 77 gastric adenocarcinomas
Variable n (%) pl6'NK4Adetection CDKN2A

_(+)(%)_ (-) (%) p-value M (%) U (%) p-value

Gender
Male
Female

Age
< 50
> 50

Pathological type
Intestinal
Diíïuse

Anatomical site
Cárdia
Noncardia

Histological stage
I + II
Ill + IV

Tumor status
l
2-^t

49 (63.6)
28 (36.4)

13 (16.9)
64(83.1)

50 (64.9)
27(35.1)

17(22.1)
60 (77.9)

20 (26.0)
57 (74.0)

2 (2.6)
75 (97.4)

Lymph node status
o
l^t

Total

16 (20.8)
61 (79.2)

18(36.7)
13(46.4)

4 (30.8)
27 (42.2)

19(38.0)
12 (44.4)

3(17.6)
28 (46.7)

10(50.0)
21 (36.8)

2(100)
29 (38.7)

9 (56.2)
22(3^.1)

31 (63.3)
15(53.6)

9 (69.2)
37 (57.8)

31(62.0)
15(55.6)

14 (82.4)
32(53.3)

10(50.0)
36 (63.2)

0(0)
46(61.3)

7 (43.8)
39 (63.9)

0.404

0.574

0.582

0.031

0.302

0.159

0.143

22 (44.9)
14 (50.0)

7(53.8)
29 (45.3)

25 (50.0)
11(40.7)

8 (47.0)
28 (46.7)

10 (50.0)
26 (45,6)

l (50.0)
35 (46.7)

7(43.7)
29 (47.5)

27(55.1)
14(50.0)

6 (46.2)
35 (55.7)

25 (50.0)
16(59.3)

9 (53.0)
32(53.3)

10 (50.0)
31 (54.4)

l (50.0)
40 (53.3)

9 (56.3)
32 (52.5)

0.666

0.574

0.437

0.977

0.735

1.000

0.787

77(100) 31(40.3) 46(59.7) 36 (46.8) 41 (53.2)

Sequencing Kit® (Applied Biosystems) and an ABI
Prism 3100 DNA Sequencer® (Applied Biosystems).
The vfffA, cagA, cagE, v;rBll and flaA genes were
considered positive when a specific fragment was
detected (Table 1). DNase-free water was used as a
negative control. DNA preservation has also been
confirmed by amplification of different genes using
other approaches, which are underway in our labora-
tory. Random samples were reanalyzed to confirm
the results,

Immunohistochemistry

Immunohistochemical staining was performed using
^CINtec^l6'NK4A Cytology Kit®~(K5340; Dako,
Glostrup, Denmark), according to the manufacturer's
instructions. A confirmed case of pl 6-positive human
breast carcinoma was used as a positive control.

Immunostaining analyses

The immunohistochemical evaluation was performed
by two experienced analysts independently, using
direct light microscopy. Any conflicting results were
jointly considered for a consensual determination.

The protein expression was quantified through
manual counting of at least 1000 tumor cells in 10
different fields at a magnification of 400x. The label-
ing index (LI) expresses the percentage of nuclear or
cytoplasmic positive cells in each tumor sample (32).
Only cases with LI equal to or greater than 5% were
considered positive. Also, the pattern of staining
(focal, multifocal and diíïuse) was observed and
H-scored. The H-score takes into account the inten-
sity of the cytoplasmic pl6INK4A stain, expressed in
values ranging from 0 to 3 (0 = no stain, 1 = weak,
2 = moderate and 3 = strong), following the meth-
ods described by McCarty et al.(33).

Statistical analyses

The statistical analyses were carried out using the
SPSS version 15.0 program (Chicago, IL, USA).
Statistically significant differences were evaluated by
the chi-square test or Fisher exact test. Correlations
between immunostaining and CDKN2A promoter
region methylation were analyzed by Spearman's
rank correlation coeflficient. The results were consid-
ered statistically significant when the p-values were
less than 0.05.
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Fig. 1. Immunohistochemical staining for pl61NK4A protein (A, C: lOOx; B, D: 400x) in formalin-fixed parafiin-
embedded gastric adenocarcinomas. The pÍ6 immunostaining is seen as brown counterstained with Harry's
hematoxylin. (A, B) Intestinal subtype gastric cancer and (C, D) diffuse subtype gastric cancer: diffuse and intense
cytoplasm and nuclear staining.

RESULTS

The p 16 expression was observed in
40.3% (31/77) of the tumors. Positive gastric
tumor cells showed both nuclear and cytoplas-
mie staining, mostly concomitantly (86.7%;
26/31), varying in intensity related to the cyto-
plasmic staining. Examples of immunostaining
for pl61NK4A are illustrated in Fig. 1. The
median nuclear/cytoplasmic labeling score was
71.8% and the cytoplasmic H-score (HS) ran-
ged from 12 to 294 (median = 213). The
medians attributed to LI and H scores for the
intestinal tumors (76.5%; 220, respectively)
were higher than those observed in diffuse
tumors (44.5%; 158). No statistical differences
were found between the clinicopathological
parameters analyzed, including gender, age,

histological stage, tumor invasion and lymph
node status (p > 0.05) (Table 2).

Relationship between inactivation of pl6INK4A,
CDKN2A methylation status, histological type and
tumor location

pl6INK4A was negative in 59.7% (46/77) of the
tumors and methylation of CDKN2A promoter
was detected in 46.8% (36/77) (Table 2).
Among the methylated tumors, 88.9% (32/36)
of them were pl 6 4A negative, showing strong
negative correlation between immunostaining
and CDKN2A promoter region methylation
(p = 0.000; r = -0.557).

No difference was observed between the intes-
tinal and diffuse subtypes regarding the
frequency of pl6 A-negative cases and the

Table 3. Relationship between inactivation ofpl6 and histological subtypes according to tumor location
(n = 46)
Variable

Cárdia
Noncardia

Total

n(%)

14 (30.4)
32 (69.6)

46(100)

Intestinal
pl6(-)

8
14

22

Diffuse
pl6(-)

Methylation Non- p-value Methylation Non- p-value
methylation methylation
3
6

9

0.873 o
10

10

3
2

5

0.022
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CDKN2A promoter methylation status. How-
ever, negative pl6 4A cases were significantly
more frequent in the cárdia tumors than in
the noncardia tumors (p = 0.031), despite the
similar frequency of CDKN2A promoter meth-
ylation at both tumor sites (Table 2). Based
on the histological subtype, it seems that this
association was characteristic of the intestinal
tiimors because in these tumors, there was a
strong tendency (85%; 11/13) for pl6ÍNK4A-
negative cases to be located in the cárdia.
However, this was not statistically significant
(p = 0.051). Table 3 summarizes the distribu-
tion of pl6TNK4A negativity in the intestinal
and diffuse tumors considering the CDKN2A
promoter methylation status and the tumor
location. This table shows that no difference
was found related to the CDKN2A promoter
methylation status in the intestinal tumors. On
the other hand, in diffuse tumors, CDKN2A
promoter methylation was a relevant epige-
netic alteration (p = 0.022) for the pl6INK4A
inactivation in noncardia tumors, although
no significant difference was found in the

pl6INK4A-negative cases according to the
region (Table 2).

Relationship between detection of pl6INK4A, CDKN2A
methylation status, H. pylori infection and racA, cag\,
ca^E, iwBll andflaA genes

Infection by H. pylori was detected in 94.8%
(73/77) of the cases. In 15 cases, it was not
possible to amplify the genes cagE, virBlÏ and
flah.. The most frequent H. pylori genes were
vacA s 1 m l and fta\ (Table 4). Among the
genotypes of H. pylori observed, the most
frequent was the H. pylori strain carrying all
the genes studied (flaf^. + cagA + vacAs l m l +
cagE+virBll+).

The distribution of the cases considering the
pl6INK4Aexpression and CDKN2A methylation
status according to the H. pylori genes is shown
in Table 4. No relationship was found between
H. pylori genes alone or in association with
pl6INK4A negativity. On the other hand, consid-
ering the promoter methylation status, a signifi-
cantly (p = 0.009) higher frequency offlaA. was

Table 4. Distribution of the pl6INK4A detection and CDKN2A methylation according to the Helicobacter pylori
genes
Variable n(%) pl6INK.4A CDKN2A

(+)(%)_ (-)(%) p-value M (%) U (%) p-value

cagA
Positive
Negative

vacA s 1 m l
Positive
Negative

Total

cagE
Positive
Negative

vi'rBll
Positive
Negative

flah
Positive
Negative

All genes
Positive
Negative

Total

42(57)
31 (43)

53 (73)
20(27)
73 (100)

28 (48.3)
30(51.7)

32 (55.2)
26 (44,8)

40 (69.0)
18(31,0)

17 (29.3)
41 (70.7)

58 (100)

18(42.9)
13(41.9)

22(41.5)
9 (45,0)

31 (42.5)

12(42.9)
14 (46.7)

14 (43.8)
12 (46.2)

19 (47.5)
7 (38.9)

8(47)
18(43.9)

26 (44.8)

24(57.1)
18(58.1)

31 (58.5)
11(55.0)

42(57.5)

16(57.1)
16 (53.3)

18 (56.2)
14(53.8)

21 (52.5)
11 (61.1)

9(53)
23 (56.1)

32 (55.2)

0.937

0.788

0.771

0.855

0.393

0.826

17 (40.5)
16(51.6)

25 (47.2)
8 (40.0)

10 (35.7)
14 (46.7)

14 (43.7)
10(38.5)

12(30.0)
12(66.7)

4 (23.5)
20 (48.8)

24(41.4)

25 (59.5)
15(48.4)

28 (52.8)
12 (60.0)

33 (45.2) 40 (54.8)

18 (64.3)
16 (53.3)

18(56.3)
16(61.5)

28 (70.0)
6(33.3)

13(76.5)
21 (51.2)

34 (58.6)

0.345

0.583

0.397

0.684

0.009

0.076
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Fig. 2. Distribution of the CDKN2A methylation status according to the Helicobacter pylori genes. *p < 0.05;
**p < 0.01; ap = 0.052. M, methylated; U, unmethylated.

found to be associated with non-methylated
tumors. Also, there was a tendency between
non-methylated tumors with the presence of
H. pylori carrying all studied genes; however,
this was not statistically significant (p = 0.076).
In addition, H. pylori strains bearing cagA. or
wcAslml genes but without ^A were associ-
ated with methylated tumors (p = 0.022 and
0.003, respectively) (Fig. 2).

According to the histológica! subtypes and
tumor location, no association was found
between the negativity of pl6INK4A and
H. pylori strains. However, in intestinal
tiimors, the presence of the y?aA gene, isolated
or in combination with all other H. pylori
genes studied, was related to a tendency of
non-methylation of CDKN2A, but was not
statistically significant (p = 0.071 and 0.071
respectively).

According to the location, in noncardia
tumors, non-methylated CDKN2A was signifi-
cantly more frequent in association with strains
of H. pylori carrying all genes studied
(p = 0.035) or/?aA alone (p = 0.036). This fact
seems characteristic of noncardia intestinal
tumors, because H. pylori strains carrying all the
genes studied were associated with non-methyla-
tion tumors in this histological subtype, though
without a statistical difference (p = 0.076).

To investigate the involvement of the
H. pylori strain in the pl6 inactivation
process, we analyzed the p 16IN -negative
cases considering the inactivation pathway

(methylation or non-methylation) and the pres-
ence of bacterial genes. From these analyses, we
found a significant association between the
inactivation of p 16 4A by a non-methylation
pathway and theflaA gene (p = 0.029). Analy-
sis of the inactivation of pl 6 4A, according to
histological subtype and location, considering
H. pylori strains, was not possible because of
the small number of cases.

DISCUSSION

The importance of loss of the tumor suppressor
pl6IN in the carcinogenic process has been
pointed out in many cancers (34-36). In GC,
loss of expression of pl6INK4A is common and
hypermethylation of promoter regions of this
gene is considered to be its main inactivation
mechanism (7-9). In this study, the pl6INK4A
positivity (40.3%) and CDKN2A methylation
promoter status (46.3%) are in accordance with
other reports (24, 37, 38). Moreover, the
predominantly nuclear/cytoplasmic staining
pattern observed was the same as that most
often described in the literature. According to
Liang et al. (39), cytoplasmic staining indicates
the accumulation of this protein in the cyto-
plasm, caused by its phosphorylation mediated
by protein kinase B, oncogenetically activated,
blocking the recognition of its sites by nuclear
importation factors. However, the agreement
between nuclear and cytoplasmic staining found
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in this study suggests that the presence of
pl6INK4A protein in the cytoplasm reflects its
nuclear expression.

In previous studies, pl6INK4A positivity was
associated with the absence of lymph node
invasion (38, 40) and CDKN2A promoter
methylation was related to older patients and
significantly lower in well-differentiated tumors
(24), but no correlation was found between these
clinicopathological parameters and p 16
expression and CDKN2A promoter methylation
in the present study. Kishimoto et al. (41) and
Mino et al. (42) did not find this association as
well.

The strong correlation found in this study
between p 16 negativity and promoter
methylation is in agreement with the other
studies (9, 24, 43). However, despite the indica-
tion that CDKN2A hypermethylatipn is the
main mechanism implicated in p 16 inacti-
vation, it is not the only one, because 30.4% of
the pl 6 -negative cases were not methylat-
ed. Other studies also have shown the same
results (9, 24). The frequency found in this and
the other studies cited was not so low and can-
not be justified by methodology standardiza-
tion error. Instead, it can be explained by
alternative mechanisms of p 16 inactiva-
tion, such as mutations and deletions. In GC,
the frequency of p 16 inactivation by homozy-
gous deletions reported in the literature ranges
from 0% to 9% and by mutation from 0% to
2% (9, 44, 45).

In light of studies demonstrating that genetic
and epigenetic changes in gastric carcinoma
differ, depending on the GC histological type
(46, 47), we analyzed the data considering the
adenocarcinoma subtypes separately. However,
no differences in pl6"N^n expression and
CDKN2A promoter methylation were observed
between intestinal and diffuse tumors. Interest-
ingly, regarding tumor location, there was a
difference in the pl 6IN expression, but not in
the CDKN2A promoter methylation status, as
the cárdia tumors had a significant number of
p 16 -negative cases. The location of the
tumors seems to be a relevant aspect for the
tumorigenic pathway. Driessen et al. (48, 49)
reported that the characteristics of cárdia carci-
noma, including clinical data and cytokeratin
expression patterns, were closer to esopha-
geal adenocarcinoma than to distal gastric

adenocarcinoma, suggesting the distinct nature
of those tumors in the determination of tumori-
genie pathways. The higher frequency of
pl6INK negativity in cárdia tumors was also
observed by Kim et al. (11), in a study compar-
ing the various protein expression profiles
between patients with cárdia and noncardia car-
cinqmas, such as p53, E-cadherin, MGMT and
pl61"'^'>n. However, the authors did not evalu-
ate this expression considering the histological
subtypes.

Thus, in light of the diiT&rences in pl6INK4A
expression between cárdia and noncardia
tumors, we analyzed the data considering histo-
logical subtypes and tumor location concomi-
tantly. The higher number of p 16 -negative
cases located in the cárdia was characteristic of
intestinal tumors, although these lesions did
not differ regarding the CDKN2A methylation
status according to the location. As in this
study, Abbaszadegan et al. (24) also fouüd no
relationship between CDKN2A promoter
inethylation and tumor location or between
CDKN2A promoter methylation and histologi-
cal subtypes.

Therefore, based on pl6INK4A negativity,
CDKN2A promoter methylation and tumor
location, it was possible to identify distinct
pathways in intestinal and diffuse tumors.
Although the number of cases of non-methy-
lated tumors was small for both histological
subtypes, in noncardia diffuse tumors, the meth-
ylation of CDKN2A promoter was the only way
by which the pl6IN inactivation occurred.
On the other hand, in intestinal tumors, this
process occurred by two different routes inde-
pendently of tumor location. This study is the
first report in the literature regarding pl6IN
inactivation by promoter methylation according
to histological subtypes and tumor location.

Although the pl6INK4A inactivation is
accepted as part of GC tumorigenesis, the mech-
anism that triggers this process remains
unknown. It is suggested that H. pylori has an
important role in this process (22, 23). In the
present study, we observed that the influence of
'H. pylori infection in pl6INK4A inactivation by
methylatioa or non-methylation pathways
depends on the genotype of the bacterium. A
significantly higher frequency of fla\ gene in
non-methylated tumors and a strong tendency
between these tumors and the presence of
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H. pylori carrying all the studied genes was
observed. In addition, inactivation of p 16
by a non-methylation pathway was associated
with the./?aA gene. However, strains with cagA
or vocA s 1ml without flaA genotype were
related to CDKN2A promoter methylation. It is
possible that the H. pylori strain carrying these
genes acts by releasing reactive oxygen species,
which can make DNA unstable, and nitric
oxide, which can activate DNA methyltransfe-
rases (50, 51). In addition, increasing evidence
has shown that H. pylori can induce cell prolif-
eration, and cell proliferation itself has been
suggested as a promoting factor for DNA meth-
ylation (52, 53). In spite of the lack of studies
relating bacterium genotype to p 16 inacti-
vation and promoter methylation, some studies
have correlated H. pylori infection with
pl6INK4A methylation, but with controversial
results. This can be explained by the variation in
the genotypes of the H. pylori strains studied.
Nevertheless, we cannot justify the presence of
the flafi^ as a cut-oif point for the CDKN2A
promoter methylation status. The flaA. gene
codifies the main flagellin protein of the flagella
filament, responsible for the motility of
H. pylori in the gastric mucus and for the suc-
cessful colonization in the gastric mucosa (20).
Therefore, future studies are needed to explain
the involvement of this gene associated with
p 16 promoter methylation status with a
larger number of cases.

In conclusion, inactivation of p 16 in
histológica! subtypes of GC occurs by different
routes depending on the location of the tumor.
In diflfuse subtype tumors, inactivation of
pl 6INK4Aby methylation of the CDKN2A pro-
moter occurs exclusively in noncardia tumors.
On the other hand, in intestinal tumors,
although promoter methylation is an important
route for inactivation of pl6IN , it occurs
both in cárdia and noncardia tumors. In addi-
tion, this process of methylation of the
CDKN2A promoter depends on the H. pylori
genotype.
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27K 1expression in gastric cancer: Differential pathways in the
istological subtypes associated with Helicobacter pylori infection
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ILVIA HELENA BAREM RABENHORST

department of Pathology and Forensic Medicine, Section of Microbiology, Federal University in Ceará, Fortaleza, Brazil

hstractobjective. Decreases in p27 and C-MYC expression have been associated with Helicobacter pylori infection. Furthermore,;-MYC seems to be a transcriptional repressor ofp27KJPl. Therefore, in a series of gastric adenocarcinomas we studied the
ssociationofp27 expression with íí.^y/ori genotype (vacA,cagA,cagEssidvirBll') and the involvement of C-M.YC in Üiisrocess. Material and methods. Expression ofp27 and C-MYC was determmed by mununohistochemistty in 84 gastric
denocarcinoma samples and H. pylori infection and genotype were detennined by polymerase chain reaction. Results. Most27KIPl-negative cases (94.0%) were H. ^yfori-positíve and 44.8% were C-MYC-positive. In the dif&ise gastric cancer subtype,
27-negative-C-MYC-positive was the most frequent combination (cluster H), and was associated wiui the more pathogenicï. pylori strains. Although an association with p27 and H. pyhri strain was foimd in the intestinal gastric cancer subtype,
legativity for p27KIPl and C-MYC markers was the most frequent cluster, followed by cluster II, and both were present,adependent of the H. pylori genotype. Conclusions. Reduced expression ofp27KIPl was closely linked to H. pylori infection,
nd was dependent on the more pathogenic strains. Moreover, mtestinal and diEEuse subtypes showed distinct carcinogenic
•athways influenced by H. pylori strains. These data add insight to the diflferential influence and relevance OÍH. pylori genotype
tl gastric cancer development.

Sey Words: C-MYC, gastric cancer, Helicobacter pylori genotypes, histological subtypes, p27'Pl

tntroduction

Sastric câncer is one of the most frequent malignan-
:ies worldwide and one of the leading causes of cancer
mortality in Brazil [1,2]. Adenocarcinoma, the mo'st
common type, has been classified by Lauren [3],
according to its clinical and histological features,
mto two main types, diffuse and intestinal, wife dis-
tinct carcinogeneüc pathways. Intestinal gastric ade-
nocarcinoma, which is well difFerendated, is the most
frequent type and has a more favorable prognosis. Its
edology depends on environmental factors. Difihise-
type adenocarcinoma is poorly difierentiated, has a
poor prognosis, and its relationship with environmen-
tal factors is controversial [4-6].

Helicobaaer pylori infecaon is the major environ-
mental factor that contributes to the development of
human gastric cancer [7,8]. The ability of H. pylori to
promote gastric carcmogenesis is related to the host's
geneüc suscepúbüity and to specific bacterial viru-
lence factors [9,10]. H. pylori is highly prevalent in
human populauons and has remarkable genetic diver-
sity [11,12]. This diversity has been found to affect the
bacterial virulence and consequently the disease out-
come [13-15]. Two well-established virulence factors
of H. pylori are vacuolating cytotoxin A (VacA) and
the cytotoxin-associated gene A (CagA) [16,17]. The
VacA protein has potential to influence gastric epi-
thelial cell cycling and epithelial cell-signal transduc-
don. The vacA. gene is present in all strains and
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mprises two variable regions: die signal sequence
' and i2) and the middle region (ml and m2), which
mbine mosaicism. Strains bearing sl and ml alicies
ve long been noted as being more virulent than
m2 strains [5,18,19]. The cagP^. gene is considered a
arker for the presence of the ca^pathogenicity island
ag-PAI). It is located within the right portion of the
^-PAI and induces intense inflaminatory responses
id alterations of the gastric epithelium [20,21].
ca^-PAI also includes Üie cagE and w'rB 11 genes,
cated in the right and left regions of ca^-PAI,
specúvely. The virBï.ï gene encodes the homony-
lous protein, which has a key role due to its structural
ssition in the formation of the type TV secreuon
retém, through which CagA is injected into host
ills, and because it exhibits adenosine triphosphate
^nthase activity [16,22,23]. ca^E is also considered to
lay a role in constructmg the type IV secredon
astern and some authors consider it to be a marker
f Üie integrity of cag-PAl, like the cagA gene
15,24,25].

Despite the associadon of H. pylori infecuon with
tie development and progression of gastric cancer,
h.e precise molecular mechanisms responsible for Úie
iromodon of gastric cancer by H. pylori remain poorly
inderstood. One of the proposed mechanisms is
nodulanon of gastric epithelial cell-cycle kinetics
)y alterations of cell-cycle regulators, like p27KIPl:KIP1

3

[26-29]. Although some
imdies have already described an association between
H. pylori and p53 mutauon [30-32], knowledge of the
-elationship between H. pylori and p27KIPl expression
is still limited. p27KIPl is a member of the Cip/Kip
Family of cyclin-dependent kinase mhibitors (CDKI).
tt bmds to a wide variety of cyclin/CDK complexes,
mcluding CDK2 and -4, mhibiüng kinase activity and
blocking the Gl/S transition necessary for cell-cyde
progression [33-36]. In addition, p27Iapl has been
implicated in the regulation of apoptosis and cell
differenüaúon, and in the response to inflam-
matory stimuli [37,38]. The p27KIPl protein level is
mainly regulated through degradauon by ubiquitin-
dependent proteolysis [38,39]. However, some
smdies have demonstrated a decreased expl-ession
of p27 due to transcripdonal repression by
C-MYC, a helbt-loop-helbí zipper transcriptional
factor [40,41]. The presence of the C-MYC protein
has also been shown to block the nuclear a-ansport of
p27KIPl fi-om the cytoplasm, mediated by increase in
synthesis ofcyclins Dl and D2 [40,42].

In gasttic cancer, decreased p27 protein expres-
sion is an indicator of poor prognosis, and is associ-
ated with more aggressive characterisdcs and tumor
proliferation [28,35,43]. "nic association between
H. pylori and reduced p27KIPl expression has been

indicated by some in vitro studies and others involving
eradicadon of this microorganism [39,44,45] . How-
ever, only a few papers have analyzed in vivo the
association between H. pylori infection and uie
expression of the p27 protein and they were
restricted to gastriüs and intestinal metaplasia
[27,44]. Moreover, there are no in vivo studies which
relate H. pylori genotypes with p27Iupl and C-MYC
expression in gastric cancer. Thus we examined, in a
series of gastric adenocarcinomas, the relationship
between the H. pylori genotype and p27KIPI protein
expression and also the involvement ofC-MYC in úüs
process. Since the intestinal and diffiise tumors are
different entiues, the data were also analyzed consid-
ering these histological subtypes.

Material and inethods

Clinical specimens

The study was approved by Uie Ethics Committee of
tfie Hospital Complex of die Federal University of
Ceará and all subjects signed an informed consent
fonn before inclusion. Samples from 84 patients with
gastric adenocardnoma who had undergone gastrec-
tomy were collected from two hospitals in Ceará
State, Brazil: Walter Cantideo Hospital at the Federal
University of Ceará and Santa Casa de Misericórdia
Hospital, both located in Fortaleza, the state capital.
The histological classification was made according
to the Laurèn classificadon [3] by the team's
paüiologists.

DNA extraction

Gen'omic DNA was extracted from frozen tumor
dssue using the cetyltrimethyl ammonium bromide
technique, adapted from the method of Foster and
Twell [46]. DNA extraction was done only in frag-
ments that showed > 80% tumor cells, and die quality
was assessed by 1% agarose gel electrophoresis
with etfaidium bromide staining. Also, the amount
of DNA was detemuned using a NanoDrop™ 3300
fluorospectrometer.

Detection of H. pylori and the presence of vacA, cagA,
cagE, and virBll genes

The H. pylori mfecdon was detected by amplificauon
of the ureC gene using primers for polymerase chain
reacdon (PCR), as described by Lage et al. [47]. For
the H. fyfon-positive samples, the presence of the
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;les vacA, and the cagA., cagE, and virBll genes
s idenúfied usmg primer sets shown in the pub-
led literature. These are shown in Table I. PCR
xtures, for amplification ofcagE and virSl 1 genes,
;re prepared in a volume of 20 \l\ using MasterMix
'aq DNA Polymerase, dNTPs and MgCl2) accord-
^ to the manufacturer's kistructions (Promega,
adison, WI), witfi addidon of 0.8% Tween 20,
3 |J,M (w'rBll) or 1 [J.M (ca^E) of each primer
.d 1 yd of the DNA sample.
The ca^A, wacA í 1/52, and wacA m 7 genes were
aplified in a 25-jJ.l volume containing 2.5 ^ll of lOx
3R buffer Çtnvitrogen, Cergy Pontoise, France), 1%
ween 20, 1.5 mM MgClz (Invitrogen), 200 |lM
ach) of dNTPs (Invitrogen), l U of Platinum Taq
)lymerase (Invitrogen), 0.4 |J,M (ureC, cagA, vacA.
ls2, and wacA m 2) or 0.3 |iM (wacA m2) for each
±ner and 1 p.1 of H. pylori. DNA.
The PCR products were analyzed by 1% agarose
;1 electrophoresis with ethidium bromide staining.
he size of the amplification product was used to
3nfirm the identity of the PCR product. The sample
'as considered H. pylori-posiúve when an ureC frag-
lent of 294 bp was amplified. For confirmation of die
pecificity of reaction, PCR products from ureC
ene were cloned with a TOPO TA Cloning® kit
[nvitrogen, Carlsbad, CA) and sequenced using
tie ABI PRISM® BigDye™ Terminator v.3.0 cycle-
equencing kit (Applied Biosystems, Foster City, CA)
nd ABI PMSM® 3100 DNA Sequencer
Applied Biosystems). vach., cagA., cage, and virBtl
;enes were considered positive when a specific

fragment was detected fTable I). DNAse-fi-ee water
was used as a negative control. DNA preservauon was
also confirmed by amplificadon of different genes by
other approaches under study in the laboratory. Ran-
dom samples were re-analyzed for confirmation of the
results.

Immunohistochemistry

Immunostaining was performed according to a pre-
viously described protocol of Hsu et al. [49]. For
antigen rettieval, deparaffinized sections were pre-
treated by heating m a microwave oven in 10 mM
citrate buffer, pH 6.0, for 20 min. After cooling,
sections were then immersed in 3% hydrogen perox-
ide for 10 min to block endogenous peroxidase activ-
ity. Secüons were then incubated in a moist chamber
overnight at 4°C wiui primary anubody. The primary
antibodies used were p271apl (clone SX53G8;
düution 1:50; DakoCytomaüon; Glostrup, Zealand,
Denmark) and C-MYC (clone 9E11; dilution 1:100;
Novocastra; Newcasüe upon Tyne, UK). After rins-
ing with phosphate-buffered saline (PBS), the slides
were incubated with secondary antibody followed by
streptavidin-biotin-peroxidase complex (LSAB+ sys-
tem; DakoCytomation), both for 30 min at room
temperature with a PB S wash between each step.
The reaction was revealed with diaininobenzidine-
HgOa (DAB+ system; DakoCytomauon), counter-
stamed with Harry's hematoxylm and mounted.
A confirmed case of nuclear C-MYC-posidve and

Fable I. PCR primer sets used for genotyping H. fylori.

jene Primer sequence Reference

Annealing
temperature (°C)

Size (bp) of
PCR product

ïreC

BOCA

i7/s2

ml

m2

ca.s'A

cagE

CT'rBll

F: -5'AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT3';
R: -5'AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC3'

F: -5'ATGGAAATACAACAAACACAC3/;
R: -5'CTGCTTGAATGCGCCAAAC3'
F: -5'GGTCAAAATGCGGTCATGG3';
R: -5'CCATTGGTACCTGTAGAAACy
F: -5'GGAGCCCCAGGAAACATTG3';
R: -5'CATAACTAGCGCCTTGCAC3'

F: -5'ATAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGA3';
R: -5TTAGAATAATCAACAAACATAACGCCAT3'
F: -5TTGAAAACTTCAAGGATAGGATAGAGC3';
R: -5'GCCTAGCGTAATATCACCATTACCCy
F: -5'TTAAATCCTCTAAGGCATGCTACy;
R: -5'GATATAAGTCGTTTTACCGCTTC3'

47

48

48

15

15

55

55

55

52

56

50

49

294

259/286

290

192

297

509

491

F = forward; R = reverse.
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27-positive human breast carcinoma was used as a
ositive control. Controls of primary antibody spec-
icity included omission or substimdon of primary
ntiserum by normal bovine serum.

mmunostaining analyses

"he immunohistochemical evaluation was performed
y two experienced analysts independentíy using
lirect light microscopy. Any conflicting results were
3indy considered to give a consensual determination.
•rotein expression was quantified by manual count-
ng of at least 1000 tumor cells in 10 different fields at
1 magnification of x 400. The labeling index CU) was
;xpressed as the percentage ofnunor-positive cells for
luclear or cytoplasinic staming in each sample [50].
3nly cases with scores > 5% were considered posiüve.
Uso, the pattern of staining (focal, mulrifocal, or
liffüse) was observed. In the diffuse pattern, the
itaining of tumor cells occurs uniformly, distributed
liroughout the whole sample. In the focal staining
lattem, staining is restricted to Uie same region and
here can be one to five staining foci. Finally, in the
nultifocal pattern, more than five foci are observed,
distributed non-uniformly.

Statistical analyses

The analyses were carried out using Uie statistical
software SPSS version 15.0 (SPSS Inc., Chicago,
IL). Statistically significant difierences were evaluated
by the chi-square test or Fisher's exact test. Correla-
dons between p271al>l expression and the H. pylori
genotype group were analyzed by Spearman's rank
correlation coefficient. The results were considered
statisdcally significant when P-values were < 0.05.

Results

Of the 84 analyzed cases, 59 were males and 25
were females. The median age was 64.5 years (range
23-90 years). The classification of the gastric tumors
was as follows: 2.4% (2/84) were stage IA, 10.7%
(9/84) were IB, 23.8% (20/84) were II, 19.0% (16/84)
were IHA, 10.7% (9/84) were mB, and 33.3%
(28/84) were TV.

Detection ofp27KIPlj H. pylori infection, and vacA,
cagA, cagE, and virBll genes

Of the analyzed casesi p27 expression was
detected in only 20.2% (17/84) and H. pylori infection

was present in 95.2% (80/84). All p27KJI>l-positive
cases were H. ^yfon-posidve, wiúi a difEuse stain
pattern observed in 76.5% of the cases (13/17), focal
in 17.6% (3/17) and multifocal in 5.9% (1/17). The
LI ranged from 5.6% to 41%. Three cases with
exclusive cytoplasmic p27KIPl staining and two cases
with concomitant nuclear and cytoplasmic p27Iapl
staining were also H. ^yíon-posiüve. On tíie other
hand, among the 79.8% (67/84) ofp27KIPl-negadve
cases, 94.0% (63/67) were H. ^yfon-posiave. All
H. ^yfon-negative cases were also p27 -negative.

The H. pylori vacA slml combinadon was the most
fi-equenüy observed (72.5%; 58/80), widi slm2, s2ml,
and s2m2 being detected in 15.0% (12/80), 5.0%
(4/80) and 7.5% (6/80) of the cases, respectively.
The H. pylori ca^-PAI genes studied had smular
fi-equencies: 65.0% (52/80) for cfl^A, 53.8% for
cagE (43/80), and 61.2% (49/80) for Üie virBl l gene.

Relationship between H. pylori vacA, cagA, cagE, and
virBll genes and p27Iapl detection

To investigate the relationship between H. pylori
ca^A, cagE, virBll, and wacA genes and p27Iüpl
expression in the pathogenesis of gastric cancer, the
cases were divided into groups according to the pres-
ence of the studied H. pylori genes. The division
criteria utilized were cag-PAL integrity and presence
of the üacA alicies, as described in Table II. This
Table also shows that the highest frequency of lack of
p27KIPl expression (76.7%; 23/30) occurred in cases
with H. pylori subgroup Al strain (wacA s 1ml, cagh.,
cagE, and virBÏ.1), followed by subgroup A2 strains
(wacA s 1 m l and virBll- as left-side marker of cag-
PAI and cag'E or cagA- as right-side marker of cag-
PAI). Statisdcal analysis was carried out only in the A
group due to insufficient numbers of cases in the B
and C groups. Although the Al subgroup had the
highest number of p27K^l-negative cases, a repre-
sentadve number of p27KIPl-positive cases were
observed in this subgroup. In subgroup A2, only
p271apl-negadve cases were found. However, this
was not statisdcally significant (P = 0.064). It is
interesting to note that in group B (wacA slm2 or
s2ml) and group C (wacA s2m2) the majority of
p27KIPX-negative cases were in strains with only one
or no cag-PM gene.

Association of p27KIPl negadvity with the Al sub-
group was observed only when the 63 p27KIPl-
negative cases were analyzed. From this analysis,
there was a stadstical difference between the Al
subgroup and the A2 and A3 subgroups (P = 0.006
and P= 0.022, respecdvely). Also, Spearman's rank
•correlation showed a negative correlation between

t
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ble II. Comparison between the results ofp27 nuclear expression in H. pylori genotype groups in the 80 cases of gastric adenocarcinoma
llyzed.

notype group
N p27(+) (n = 12) p27(-) (n = 46) p

oup A: vac fi s l m l
- ureC(+), ca^A(+), cagE(+) and oirBll(+) 30 7 23

! - ureC(+), cagAW and CT'rB 11 (+) or cagE(+) and virB 11 (+) 11 O 11
S - ureC(+), cagAW or ca^E(+) or OTrBl 1 (+) or ca^A(+) and ca^E(+) 11 3 8
l-«reC(+) 62 4
coup B: uacA slm2 or oacA s2ml n = 3 n = 13
!-ureC(+),ca^A(+),cagE(+) andwrBll(+) 2 O 2
2 - ureCW, cagAW and virWlW or cagEW and virBïïW I O l
3 - ureC(+), cagAW or cagEW or uirBll(+) or t;%A(+) and cagE.(+) 7 ï 6
4-ureC(+) 62 4
rroup C: uacA s2m2 n = 2 n = 4
;l-ureC(+),c^A(+),cagE(+) andCT'rBll(+) 00 O
;2-»r('C(+),ca^A(+) andmrBll(+) orca^E(+) andCT'rBll(+) l O l
:3 - ureC(+); ca^A(+) or cagEW or OTrBll(+) or ca^A(+) and cagE(+) 2 l l
;4-ureC(+) 3 l 2
'otal 80 17 63
Al versus other groups.
A2 versus other groups.
A3 versus other groups.
'A4 versus other groups.

0.724a

0.064b

0.427C

0.376d

?27KIP 1-negative cases of the Al subgroup with
the A2 (rs = -0.349; P = 0.005) and A3 subgroups
(rs = -0.289; P= 0.022). Addiaonally, as the A group

Relationship between H. pylori genotype group
and p27KIPl detection and histological type

was the most represent'adve, the 46 p27KII>l-negadve No statisdcal difference between mtesto^al and diffusehistological subtypes related to p27Iupl expressioncases belonging to this group were analyzed separately
(Figure 1) and there was also a stausucal difference
between the Al and A2 (P < 0.001) and between
the Al and A3 (P = 0.004) subgroups. Spearman's
rank correlation showed a negadve correlauon
between p27!apl-negative cases of the Al subgroup
with tíie A2 (rs = -0.561; P < 0.001) and A3
subgroups (rs = -0.459; P = 0.001).

p=0.004s
S 100-
u

r>-

^. 80-
p<0.001

s
4= 60-

40-
•s

ë,
20-s

o
s. A3A2A1

>P27(-)

A4

iKIPlFigure 1. Comparison of 46 p27°^'-negaüve cases among
H. pylori genotype groups Al, A2, A3, and A4.

was observed. However, when the cases were distrib-
uted according to the H. pylori genotype groups, a
statisücal difference between these histological sub-
types in the Al subgroup was found (P = 0.038)
CTable m). In the_A group, a tendency towards
reducúon of p27KIPl negativity could be observed
with loss of studied cag-PAI genes in both histological
types Cf able HI). This tendency was not observed in
cases from Úie B group. Most of the p27KIPl-positive
cases (13/17) were found in the intestinal subtype, but
without a statistical difference (P= 0.39).

Among the intestinal subtype CTable DT), the
majority of die p27KIPl-positive cases were observed
in the Al subgroup (53.8%; 7/13), besides a high
number of p27rapl-negaüve cases in this subgroup.
Süí of these p27KIPl-posiuve cases showed a predom-
inant high U and difEüse staining pattern. Two cases
had exclusive cytoplasmic p27 stainmg and two cases
had concomitant nuclear and cytoplasmic p27 stain-
ing, all belonging to the A group. On the other hand,
in the diffuse subtype tumors, despite the small num-
ber of cases, the p27KIPl-positive cases were present
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de IH. Comparison of p27 nuclear posiuvity among the H. pylori genotype groups according to the histológica! subtypes.

nolype group

Intestinal (I) Diffuse (D)

p27(+) p27(-) p P27(+) p27(-) p
IxD
p

oup A

btotal

oup B

I

t

ibtotal

roup C

l

2

3

4

jbtotal

otal; n (%)

7

o

l

l

9

o

o

o

2

2

o

o

l

2

13 (25)

13

8

7

3

31

l

o

5

2

8

o

o

o

o

o

39 (75)

0.188a

0.076b

0.375C

1.000d

o

o

2

l

3

o

o

l

o

l

o

o

o

o

o

4 (14.3)

10°

3°

l

l

15

l

l

l

2

5

o

l

l

2

4

24 (85.7)

0.107*

0.618"

0.045C

0.134d

0.038*

0.152

1.000

^1 versus other groups.
\2 versus other groups.
^3 versus other groups.
\4 versus other groups.
V1+A2 versus other groups (P = 0.067).
Histological subtype (intestinal, diffuse) versus p27 detecdon.

1 the less pathogenic A subgroups, with statisucal
ignificance (P = 0.045) for the A3 subgroup.
although all cases from the subgroups Al and A2
rcre p27-negative (13/28), considering both sub-
?-oups there was no statistical significance when
hey were compared to the other groups
P = 0.067). Only one case in this group had focal
:yroplasmic stainmg with low U.

Figure 2 shows the distribudon of the 46 p27Iapl-
legadve cases according to the H. pylori A group and
üstological subtypes. From this Figure it is possible to
observe that, in both intestinal and difiEuse subtypes,'3
here was a decrease in p27I<11"1 negativity according
:o the less pathogenic group. The intesdnal subtype
nunors showed statistical significance berween sub-
^roup Al versus subgroups A2 and A3 (P= 0.010 and
P= 0.025, respectively). Also, in the mtestinal tumors,
Spearman's rank correlation test showed that the
presence of p27KIPl-negative cases in the Al sub-
group was inversely correlated with the A2 (rs =
-0.501; P = 0.004) and A3 subgroups (rs = -0.459;

P= 0.009). In the diffuse subtype rumors, a stadsocal
significance was only observed between subgroup
Al versus subgroup A2 (P = 0.022) and Spearman's
rank correlation test showed that the presence
of p27 -negative cases in the Al subgroup
was inversely correlated with the A2 subgroup
(rs =-0.707; P =0.003).

Relationship between p27 and C-MYC expression
and association with H. pylori genotype group

To verify the involvement of C-MYC witíi p27Iapl
negativity, both markers were analyzed together.
C-fllYC positivity was detected in 40.5% (34/84)
of the cases, and 85.3% (29/34) of these were
p27-negative. Considering the p27KIPI-negative
cases, 44.8% (30/67) were C-MYC-positive, 14 of
which were intestinal and 16 diftüse subtype. Among
the p27 cytoplasmic staining cases, only one
was C-MYC-positive and it belonged to die diffuse
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p=0.022

100^

90-

p=0.02580-

r>- 70-'â
(U 60- p=0.010•ê.
g,

50-g
•s 40-
g>
s 30-
5
y 20
s.

10-

o

DA1

@A2

•A3

0A4

Intestinal Diffuse

igure 2. Comparison of 46 p27-negatíve cases among H. pylori genotype groups Al, A2, A3, and A4 according to histological type.

ubtype. In histological subtypes, no statistical differ-
nee was observed between p27KJPl and C-MYC
;xpression.
There was no stadstical difference between

>MYC expression and H. pylori genotype group.
iowever, when this association was examined con-
idering the histological subtypes, there was a signif-
cant difference in C-MYC expression between the
ntestinal and diffuse tumors in the H. pylori subgroup
M (P = 0.039), with a predominance of C-MYC
legativity in the mtestinal subtype.

For the combmed C-MYC and p27KIPl analysis,
considering die H. pylori genotype groups, the data
were divided into four clusters (I-IV), according to
the expression of these genes. This analysis showed
Üiat these clusters had different frequencies according
to the histological subtype (Figure 3). In diffuse

tumors, the most frequent cluster was the p27-
negaüve-C-MYC-posiüve (cluster V). It was pre-
dominant m H. pylori strains Al and A2, with a
significandy higher fi-equency (P= 0.002) when com-
pared to p27-negative-C-MYC-negaüve (IV). On the
other hand; in die intestinal tumors, the cluster H had
siiiiilar frequency among all subgroups, and there was
a stadstically significant difference between mtestinal
and diffiise tumors, related to the presence of tfais
cluster, in the H. pylori Al subgroup (P = 0.018).
Additonally, in difiFuse tumors, posidvity for both
markers (I) was more fi-equent in the A3 and A4
subgroups, especially m relaoon to the A3 subgroup
(P= 0.055). The opposite was observed in the intes-
anal tumors, where posidvity for both markers was
restricted to the Al H. pylori genotype. Negativity for
boüi markers CtV) was not so frequent in the diffuse

100-s
IB

90-%

u 80-
ü
>• b

70-2
60-

ï
40-(B

E3
40-Q.

•5
30-

â
S 20

I 101
ï 0^

s

5
a

•p27(+)C-MYC(+)(t)
ap27(-)C-MYC(+)(ll)
iap27(+)C-MYC(~)(lll)

Bp27(-)C-MYC(-)(IV)

Al A2 A3
Intestinal

A4 A1 A2 A3
Diffuse

A4

Figure 3. Percentage of clusters I (n = 4), H (n= 21), HI (n = 8), and IV (n = 25) according to the H. fylori genotype subgroup and histological
classification in 40 intestinal tumors and 18 diffuse tumors of group A (n = 58). **P= 0.002 (duster II versus cluster TV), P= 0.018 (histological
subtype versus cluster II). P = 0.055.
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imors. Conversely, it was Uie most frequent cluster
. the mtestinal tumors, followed by cluster II, which
as present regardless of uie H. pylori genotype. In
Idition, the p27-positive-C-MYC-negative cases
H) were only observed in the intestinal tumors.

dscussion

lie association of H. pylori mfection with the devel-
pment of gastric cancer is well accepted, but the
lechanisms by which this bacterium acts are still
nknown. Some evidence mdicates that it is involved
l altered expression of the tumor suppressor p27 .
hirin et al. [45] showed an inverse correlation
etween chrome H. pylori infection and p27 pro-
sin expression in gastric epithelial cell culture.
knother smdy conducted by Kuzushita et al. [51]
uggested that H. pylori mfection may contribute to
tie development of the gastric cancer p27KIPl patfa-
fay since H. ^y/on-infected rats with p27KIP
leficiency are more likely to develop gastric cancer.
n vivo, Yu et al. [44] observed reversion of p27KIPl
irotein expression after eradicadon of H. pylori in
latients with intesrinal metaplasia. Additionally, stud-
es indicate the pathogenic nature of certain types of
ï. pylori strains [9,15,18], raising the hypothesis that
he pathogenicity of bacteria is related to the presence
>f more virulent strains. In spite of die relevance of the
ibsence of p27 in gastric cancer pathogenesis
issociated with the presence of H. pylori infection,
'ew in vivo smdies to date have tried to elucidate die
nfluence of this bacterium in p27 expression.
Fherefore, in the present study, alteradons in the
ixpression ofp27 in samples fi-om gastric adeno-
:arcinoma padents were analyzed in associauon with
he presence of particular H. pylori strams, taking into
iccount the presence of genes considered as impor-
tant virulence factors. Also, we examined the
influence of C-MYC expression m this process, con-
sidering distinct subtypes of gastric adenocarcinoma.

Since a high frequency (95%) of H. pylori infecuon
was found in the study, with only four cases negative
for H. pylori, we decided to evaluate the data accord-
ing to the bacterial genotype. However, since we
identified different genotypes of H. pylori strains,
we divided the data into H. pylori genotype groups,
based on die presence of right (cagA and cagE) and
left (üírBll) ca^-PAI markers and the vacK mosai-
cism. Strains bearing cagh., vacA slml, and/or cagE
and virBll genes (Al and A2 subgroups) were the
most frequent and were considered more pathogenic
since these genes were already related in the other
studies to more aggressive lesions and to the integrity
ofúie pathogenicity island (ca^A, cagE, and wrBll),

another important virulence factor of if. pyk>ri strains
[7,14,15,52-54]. In the general analysis, the majority
of the p27KIPl-negative cases were found in die more
pathogenic H. pylori groups (Al and A2), but without
a staüsücal difference. In fact, when we canned out
Úie analysis considering only the p27 -negative
cases, there was a statisucal difference between uie
frequencies in the Al subgroup and the A2 and A3
subgroups. Also, there was a negadve correladon
between p27KIPl-negaúve cases in tfae Al versus
the A2 and A3 subgroups. These data indicate that
strains considered more pauiogenic could be respon-
sible for decreasing p27 protein, leading to devel-
opment/promoüon of gastric carcinoma. These
findings contradict the study by Eguchi et al. [39],
which demonstrated, in vitro, Uiat H. pylori virulence-
associated genes, including die ca^A, cagf., and vacA.
genes, may play a minor role in decreasing the level of
p27.KIP 1protein in gastric epithelial cells.

A relevant aspect of this study is that the data were
analyzed considering the adenocarcmoma subtypes.
Currendy, based on the molecular changes involved,
intestinal and diffuse subtypes are considered distinct
tumors, having different tumorigeiuc pathways [6].
Most studies, especially those that consider the influ-
ence of H. pylori, do not make this distinction, instead
considering gasttic adenocarcinoma as a single dis-
ease. This may explain some conflicting data [39,45].
Wiksten et al. [55] and Sgambato et al. [56] carried
out studies involving p27Krpl expression in both his-
tological subtypes, but without considering H. pylori
infection and, Uke in the present study, they did not
observe a correlauon between p27KIFl expression and
intestinal and diflEüse tumors. On the other hand,
Saragoni et al. [57] showed a correlation between
decreased p27 expression and diffuse mixed his-
totype, but they did not evaluate Uie influence of
H. pylori strains in that process. Thus, the present
study is the first to explore tíie influence of different
strains of H. pylori in p27KIPl expression m both
histological subtypes. In this analysis, there was a
clear interference of H. pylori strain with p27
expression, since in the general analysis, without
.considering H. pylori groups, no difference relating
to p27 expression was found between intestinal
and diftuse subtypes. However, when these groups
were considered, some differences were observed.

In fact, in die present study, H. pylori strains
seemed to act in distinct ways, according to histolog-
icál subtype. Both subtypes had a common pathway
involvmg p27 inacüvation in association with the
more pathogenic strain (Al). p27KIPl posidvity in this
group was only observed in the intestinal subtype,
indicating the existence of two pathways in this his-
tological subtype, one where blockade of p27 1 is
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not involved, while in the other it is an important step.
On the other hand, in the diGEuse tumors, p27 neg-
ativity was stadsdcally related to more pathogenic
strains (Al and A2 subgroups) and, conversely,
despite die small number of cases in this group,
p27 positivity was related to the less pathogenic
strains, indicadng that; in these tumors, blockade of
the p27KIPl pathway, related to more pathogenic
strains, was unique and important.

The reduction in p27 expression in gastric
cancer, associated with H. pylori infection, can be
explained by the transcriptional and post-translational
mechanisms. In an acute exposure model, H. pylori
increased the degradation of p27KIPl protein via a
proteasome-dependent pathway [39]. On the other
hand, in a long-term co-culture model during which
H. pylori selects for apoptosis-resistant gastric epithe-
liai cells, the expression ofp27KIPl mRNA, detected
by Northern blotdng, was reduced by about 30%
[45]. Simüar results were obtained by cDNA micro-
array analysis [58]. Additionally, there are indications
that H. pylori increases C-MYC expression m paüents
with gastric cancer [59] and since there is evidence
that C-MYC decreases transcription and the nuclear
transport ofp27Iapl from the cytoplasm [40,42], or
sequestradon of p27 in cyclin D/cdk4 com-
plexes [60], the increase in C-MYC expression is
suggested to be another way of p27 macdvauon
by H. pylori [27].

In our sudy, a correlation between p27KIPl and
C-MYC was not found, although most (85.3%)
C-MYC positive cases were p27 -negative. How-
ever, most of the difEuse tumors were C-MYC-
posidve-p27-negative and statistically associated
witíi the more pathogenic H. pylori strains (Al and
A2). Addidonally, positivity for both markers was
observed in less pafhogemc strains, indicating that
in this histological subtype Uie mechanism by which

H. pylori causes the decrease in p27KIPl is C-MYC
acdvation, as suggested by Kim et al. [27], related to
die most pathogenic strains. C-MYC is a transcrip-
úonal factor of the helix-loop-helix/leucine zipper
family of proteins, involved in several cellular pro-
cesses, such as proliferauon and apoptosis [61]. In
Úiose mmors, it is plausible to suggest that cellular
proliferation and tumoral progression occur through
transcription blockade ofp27 by C-MYC. Inter-
estingly, in these tumors, only one of the cases with
p27 cytoplasmatic labeling was C-MYC-posiüve,
contradicting smdies of Yang et al. [40] and Perez-
Roger et al. [42].

In the intestinal subtype, in spite of a decrease in
p27KIPl expression associated with the presence of
C-MYC, the predominant finding was negativity for
both markers, and neither of them was associated with
a specific H. pylori group, which justifies the contra-
dietary data from Eguchi et al. [39]. Therefore, the
mfluence of more pathogenic H. pylori strains on the
decrease in p27 expression, which has been sta-
tisdcally confirmed, could be caused by protein deg-
radadon in these tumors, as demonstrated by Eguchi
et al. [39], instead of by C-MYC blocking p27Iapl
expression, as suggested by Khn et al. [27]. Further-
more, it seems that sequestration in the cytoplasm,
related to the most pathogenic H. pylori strains,
might be another alternative way to mactivate
p27 -associated inhibitory acdvity, since all cyto-
plasmic p27 cases were found to be associated
with strains of tíie A group in those tumors. The
cytoplasmic posidvity for p27KIPl protein corre-
sponds to the accumulaúon of this protein in die
cytoplasm, caused by its oncogenetically activated
protein-kinase B-mediated phosphorylaüon, which
blocks the recognition of its sites by nuclear impor-
taúon factors [62]. However, this study included a
fairly small number of cases with p27KIPl cytoplasmic

H. pylori

^
í p27KIP1 expression

Intestinal Diffuse

Degradation of p27K"'1<<-p27Kip1(-) <=3_ A1.A2 strains ,P27KIP1(-).
C-MYC(+)

Apoptosis • p27KIP1 (+) A3, A4 strains i=>
p27KIP1 (+)
C-MYC(+)

Transcription blockage
of p27MP1
'^

Cellular proliferation

Figure 4. Schematic presentation of the diiferent pathways for the two histological subtypes of gastric adenocarcinoma. For intestinal tumors, adecrease in p27Kn>l expression occurs independent of C-MYC and is associated with the most pathogenic strains of H. pylori, probably bydegradation of that protein. These strains are also related in some cases to p27 posirivity, leading to tumor cell apoptosis. In diffuse tumors,C-MYC blocks transcription ofp27KIPl, which occurs dependent on the most pathogenic strains, causing disordered cell proliferation and
mmor progression.
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spression, and this may have had an impact on our
onclusions.
Additionally, it was observed, exclusively in intes-

nal tumors, that there is an association of p27KIPl
ositivity with the absence of C-MYC. Wu et al. [63]
tiowed that inhibition of C-MYC leads to inducuon
f increased p27Iapl levels. The upregulated p27KIPl
;vel is caused by an increase in protein stabuity
aused by the reducúon of Skp2, a key molecule
elated to p27 ubiquitination and degradation,
nd de novo protein synthesis [64]. The overexpres-
ion of p27KIPl protem in mammalian cells induces
j 1 arrest of the cell cycle, leading to mhibition of
>roliferation and inducüon of apoptosis [65]. Lee
;t al. [43] demonstrated that posidve expression of
)27KIPlcorrelated significantíy with a favorable prog-
losis in gastric cancer.

Figure 4 simunarizes the distinct pathways for
ntestinal and diíïüse tumors.

In conclusion, our data indicate that reduced
:xpression of p27 is closely linked to H. pylori
nfection-associated gastric cancer and is dependent
m tfie most pathogenic strains. Besides this, it seems
hat the two gastric adenocarcinoma histological sub-
types have distinct carcinogenic pathways, with
iifferent influence of H. pylori strams. Eradication
af H. pylori reverses the decreased expression of
p27KJP1 ;m gastric cancer and may possibly halt the
gastric carcinogenesis cascade. Further understand-
mg of regulators of the cell cycle, such as p27Iapl, and
the role of H. pylori in gastric cancer pathogenesis may
provide not only valuable prognostic information but
perhaps also a new dimension regarding its treatment.
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stract MTHFR C677T and Helicobacter pylori infec-
n are believed to play critical roles in the DNA
thylation process, an epigenetic feature fi-equently found
gastric cancer. The aim of this study was to verify the
ociations between the MTHFR C677T polymoqihism
i the methylation status of three gastric cancer-related
lês. The influence of H. pylori strains was also assessed.
iA extracted from 71 gastric tumor samples was
lilable for MTHFR C677T genotyping by PCR-RFLP,
meter methylation identification by MS-PCR and H.
'ori detection and posterior subtyping (cagA and vacA.
ies) by PCR. In the distal tumors, a positive correlation
s found between the methylation of CDKN2A and the
ele T carriers (r=0.357; ^=0.009). Considering the eldest
tients (age>60 years old), this correlation was even
;her (r=0,417; p=0.0ï4). H. pylori infection by highly
thogenic strains (cagA+/vacAslml) was also found
rrelated to promoter methylation of CDKN2A and the
ele T carriers in distal tumors (r=0.484; ^=0.026). No
Snifícant correlation was verified between MTHFR
Í77T genotype and promoter methylation status when
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we analyzed tíie general sample. DNA methylation in
CDKN2A associated to the MTHFR 677T carrier is
suggested to be a distal tumor characteristic, especially in
those 60 years old or older, and it seems to depend on the
infection by H. pylori cagA/vacAslml strains.

Keywords MTHFR C677T. DNA methylation .
HeUcobacter pylori • Gastric cancer

Introduction

Gastric adenocarcinoma is one of the most frequent
malignancies worldwide and it is globally the second
leading cause of cancer-related deaths [1]. Brazil is one of
the countries with a higher incidence, mainly in the
Southeast and Northeast regions [2]. Gastric cancer has
multifactorial etiology, being caused by environmental,
genetic and epigenetic factors, which may interact to the
tumor promotion and progression [3]. Epidemiological
studies have shown an association between disturbances
of folate metabolism and increased risk of gastric cancer,
including low intake of folate, low levels of folate in blood
or genetic factors affecting folate metabolism, such as
polymoqihisms in folate-metabolizing genes [4-6].

Methylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR) acts
centrally in folate metabolism, catalyzing the 5-
methylenetetrahydrofolate synthesis reaction, the predomi-
nant circulatory form of folate and carbon donor for the
remethylation of homocysteine to methionine. This pathway
leads to the production of5'-adenosylmethionine, the univer-
sal donor of methyl radical in human, which is required for
DNA methylatíon [7]. Thus, polymorphisms that reduce the
MTHFR activity could influence the status of DNA

Springer

t



Virchows Arch

bylation and would explain individual susceptibility to
ric câncer [8]. A C/T nucleotide change at 677 position
the MTHFR gene (MTHFR C677T), resulting in an
line-to-valine substitiitíon in the MTHFR protein, was
id to produce a thermolabile variant of the MTHFR and
lificantly reduces the enzyme activity [9]. Furthermore, a
;nt meta-analysis carried out by Boccia et al. reported a
üficant positive correlation between gastric cancer and
MTHFR 677TT genotype [10].
3NA methylation is an important epigenetic feature of
A that plays critical roles in gene regulation and cellular
'erentiation mechanisms. Methylation of promoter,
ecially in the CpG islands, culminates in gene
mcing. Gastric cancer is one of the human tumors
h higher number of silenced genes by methylation of
ir CpG islands [11]. Currently, the available data about
role ofMTHFR C677T polymorphism in relation to the
srrant DNA methylation in gastric câncer is inconsistent
I incomplete. It has been suggested that this polymorphism
ys a dual role on the methylation status of promoter regions
)ending on the target gene [8, 12].
Another important etiological factor in gasto-ic cancer is
Ucobacter pylori infection. Bacterial vimlence factors
characteristics present in some bacteria which enable

m to cause disease. These are, mainly, vacuolating
:otoxin production associated to certain types of vacA
icuolating cytotoxin gene A) alleles and cagA (cytotoxin
lociated gene product A) [13]. //. pylori strains expressing
^A and more active forms of vacA, such as the s 1ml
notype, are more likely to cause disease [14].
Despite of some advances, the molecular mechanisms
iociated with H. pylori in gastric carcinogenesis remains
orly understood. One of the promoting efíscts has been
ributed to the induction of inflammation and aberrant
sthylation. It has been reported that frequencies or levels
CpG islands methylation of certain genes correlate with
pylori infection, histological or serological severity of

stritis, and gastric cancer occurrence [12]. The observation
it H. ^y/orí-induced methylation is reversed after H. pylori
idication therapy supports this hypothesis [14]. Thus, the
n of this study was to verify the associations between the
THFR C677T polymorphism genotype and the DNA
ethylation of three candidates genes (COX-2, CDKN2A,
id HMLH1), largely associated with gastric carcinogenesis,
id the influence of H. pylori strains in this process.

laterials and methods

linical specimens

he present study was approved by the Hospital Ethics
ommittee in the Federal University of Ceará and all

subjects signed the informed consent form before inclusion.
Samples from 71 patients with gastric adenocarcinoma who
had undergone gastrectomy were collected fi-om Walter
Cantídio University Hospital and Santa Casa de Misericórdia
Hospital, both located in Fortaleza, the Ceará state capital.
The histological classification was done according to Lauren's
classification by our team of pathologists.

DNA extraction

Genomic DNA was extracted from frozen tumor tissue
using the cetyltrimethyl ammonium bromide (CTAB)
technique, adapted from Foster and Twell [15]. The DNA
extraction was done only in fragments that showed more
than 80% of tumor cells. The DNA quality was analyzed by
1% agarose gel electrophoresis and the amount was
determined using the NanoDropTM® 3300 fluorospectrometer
CWilmington, DE, USA).

Sodium bisulfite treatment and methylation-specific PCR
(MS-PCR)

Extracted DNA of tumor tissue was modified by sodium
bisulfite to determine the methylation status of the
CDKN2A, HMLH1, and COX-2 genes by MS-PCR, as
previously described by Ferrasi et al. [16]. The primers
targeted to the studied promoter gene regions are described
in Table 1. PCR was performed in 25 p.L reaction volume,
containing 1 x Platinum Taq buffer, 3.0 mM MgClz
{CDKN2A) or 1.5 mM MgCl; (HMLH1 and COX-2),
0.4 mM of each dNTPs, 0.64 ^ (CDKN2A), 0.24 mM
(HMLH1) or 0.4 mM (COX-2) of each primer set, 1U of
Platinum Tag DNA Polymerase® (Invitrogen, Foster, CA,
USA), and 1 p.L of treated DNA. DNA methylated in vitro
by Sss-I methylase® (New England Biolabs, Beverly, MA,
USA) was used as a positive control. Water and DNA
from peripheral lymphocytes of healthy donors were used
as negative controls. The PCR products were separated in
6% non-denaturing polyacrylamide gel and subsequently
submitted to silver staining (Fig. 1).

For confirmation of the reaction specificity, MS-PCR
products from CDKN2A, HMLH1, and COX-2 genes
analyzed were cloned with a TOPO TA Cloning Kit®
(Invitrogen, California, USA) and both the methylated and
unmethylated PCR products were sequenced using an ABI
PRISM® BigDye Terminator v.3.0 Cycle Sequencing Kit®
(Applied Biosystems, Foster, CA, USA) and ABI Prism

,3100 DNA Sequencer® (Applied Biosystems).

Determination of MTHFR C677T genotypes

MTHFR C677T genetic polymorphism was detected by
PCR-RFLP as previously described by Frosst et al. [17].
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ile l PCR primer sets used for MS-PCR

e Primer sequences (S' - 3')

Forward Reverse

Annealing (°C) Size of PCR Ref.
product (bp)

KN2A M TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC
U TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT

'LH1 M TATATCGTTCGTAGTATTCGTGT
U TTTrGATGTAGATGTTTTATTAG

GGTTGT
X-2 M TTAGATACGGCGGCGGCGGC

U ATAGATTAGATATGGTGGTGGTGGT

GACCCCGAACCGCGACCGTAA 70
CAACCCCAAACCACAACCATAA 70

TCCGACCCGAATAAACCCAA 66
ACCACCTCATCATAACTACCCACA 64

TCTTTACCCGAACGCTTCCG 59
CACAATCm-ACCCAAACACTTCCA 65

150
151

153
124

161
171

[32]

[33]

[34]

nethylated; U unmethylated

e PCR products of 198 bp were digested with restriction
ionuclease Hinfl, producing a 1 75 and a 23 bp fragments
the polymorphism was present. The digestive products
re resolved by electrophoresis in 6% polyacrylamide gel
:h silver staming. Random samples were reanalyzed for
oratory procedures control (Fig. 2).

tection of H. pylori and vacA alleles and the presence
cagA gene

pylori infection was detected by PCR of the ureC gene.
e primers for the H. pylori studied genes and their
nealing temperature are described in Table 2. For
nfírmation of the reaction specificity, PCR products from
'C gene were cloned with TOPO TA Cloning Kit®
ivitrogen, California, USA) and sequenced using the ABI
LISM® BigDye Terminator v.3.0 Cycle Sequencing Kit®

(Applied Biosystems, Foster, CA, USA) and ABI Prism
3100 DNA Sequencer® (Applied Biosystems).

The ureC, cagA, vacA sl/s2, vacA ml/m2 genes were
amplified in a 25-|iL volume containing 2.5 |iL of IQx
PCR buffer® (Invitrogen, Cergy Pontoise, France); 1%
Tween 20, 1.5 mM ofMgdz (Invitrogen), 200 (iM (each)
of dNTPs (Invitrogen), 1U of Platinum Taq polymerase®
(Invitrogen); 0.4 |iM (ureC, cagA, vacA sl/s2, vacA ml),
0.3 pM (vacA m2) for each primer and 1 |iL of DNA.
DNAse-free water was used as negative control. The PCR
products were analyzed by 1% agarose gel electrophoresis
with ethidium bromide staining (Fig. 3). vacA and cagA.
genes were considered positive when a specific fragment
was detected (Table 2). Random samples were reanalyzed
to confirm the results. DNA preservation has been
confirmed by amplification of different genes in other
approaches under study in our laboratory.

CDKN2A M CDKN2A M CDKN2A ü
Marker M+ U M+ U+ M- ü+

^SVL

'«-Wf1

aobp

150 bp 150 bp 151 bp 151 bp

Obp

g. l Representative electrophoresis of the CDKN2A MS-PCR in
/a polyacrylamide gel with silver staining

ec TT MarkerCT

»iiS>

198 bp

175 bp Wf 200bp

 
fi

/

i'i'ii:-

100 bp

Fig. 2 Representative electrophoresis of the MTHFR C677T poly-
morphism in 6% polyacrylamide gel with silver staining
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3 Representative electro-
•esis of the iireC and cagA
is amplification in 6%
acrylamide gel with silver
ling

Marker weC + cagA +

(,

300 bp 294 bp 297 bp

S200bp

00 bp

tistical analyses

ise were carried out using the statistical program SPSS®
sion 15.0 (Chicago, IL, USA). Statistically significant
erences were evaluated by the chi-square test (\2).
rrelations were analyzed by Spearman's rank correlation
ifRcient. The results were considered statistically signif-
rt when p values were less than 0.05.

suits

;dy population

long the 71 cases analyzed, 45 (63.4%) were males and
(36.6%) females. The average age was 64.2, ranging

m 23 to 92 years old. The most frequent site was the
itric non cárdia [52/71 (73.2%)x 19/71 (26.8%)]. Intestínal
i diffuse subtypes presented 43 (60.5%) and 28 (39.5%)
quencies, respectively.

Frequency of promoter methylation of three CpG islands
and MTHFR genotypes

All 71 tumor samples were available for MS-PCR analysis
and for MTHFR genotyping. CpG island methylation was
found in 30 of the tumors samples (42.2%) for CDKN2A,
38 (53.5%) for COX-2 and 22 (30.9%) for HMLH1. The
MTHFR C677T genotype shows similar frequency for the
homozygous CC (34/71; 47.8%) and hetero2ygous CT (31/
71; 43.6%) carriers. Homozygous carries forMTHFR 677TT
was found in only 8.6% of the patients.

Association between MTHFR C677T, promoter
methylation and clinicopathological parameters

The association of each MTHFR C677T genotype to the
promoter CpG islands methylation status is shown in
Table 3. No significant correlation was found between the
promoter methylation for all the studied genes, age (cutoff
of 60 years old), histological subtypes (intestinal and
diffuse), and MTHFR genotype (Table 3).

When the tumors were analyzed according to its
localization, in the distal tumors a positive correlation was
found between the promoter methylation of CDKN2A
and the allele T carriers (CT and TT genotypes; r=0.357,
7?=0.009) (Table 4). Considering the patients age with
60 years old or older, this correlation was even higher
(r=OAÏ7,p=0.014).

Influence of H. pylori genotype in the methylation process

H. pylori infection was present in 68 of the patients
(95.8%). Among them, 31 (45.5%) were cagA+/vacAsïml.
As most of the patients were 77. pylori positive, we verify if
there was an association between the H. pylori strains and
the MTHFR genotype in gene methylation, considering
clinicopathological parameters. From these analysis, we

)le 2 PCR primer sets used for genotyping H. pylori

ie Primer sequence Annealing (°C) Size (bp) ofPCR product Reference number

c

•A

il

'A

F—5' AAGCmTAGGGGTGTTAGGGGTTT 3'
R—5' AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC 3'

F—5' ATGGAAATACAACAAACACAC 3'
R—5' CTGCTTGAATGCGCCAAAC 3'

F—5' GGTCAAAATGCGGTCATGG 3'
R—5' CCATTGGTACCTGTAGAAAC 3'

p_5' GGAGCCCCAGGAAACATTG 3'
R_5' CATAACTAGCGCCTTGCAC 3'

F_5' ATAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGA 3'
R_5' TTAGAATAATCAACAAACATAACGCCAT 3'

55

55

55

52

56

294

259/286

290

192

297

[35]

[36]

[37]

brward; R reverse
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»le 3 Association between the MTHFR C677T genotype, the
licopathological parameters, and the promoter methylation status
the three studied genes

iables MTHFR genotype Alelle T carriers

ec CT rr

t

lê

nale

e

3
)

iron's histotype
ïüse

estinal

atómica] site

)ximal

ital

)KN2A

rthylated

methylated
^IX-2

rthylated

[methylated
4LH1

sthylated

[methylated

22

12

13

21

13

21

9

25

23

11

17

17

24

10

18

13

7

24

13

18

8

23

15
16

13
18

21
10

5

l

2

4

2

4

2

4

3

3

3

3

4

2

23
14

9

28

15

22

10

27

18

19

16

21

25

12

und a high association between the promoter methylation
CDKN2A and the MTHFR 677T carrier (r=0.484, p=
026) in the distal tumors infected by H. pylori cagA+1
'cAsÏml.

ssociation between number of methylated CpG islands
id MTHFR genotype

) investigate whether tfie MTHFR genotype might be
sociated with methylation of multiple CpG sites we
•ouped all the 71 subjects according to the numbers of
ethylated genes: none, l, 2, and 3. No promoter
ethylated gene was present in 20 (28.2%) of the cases
hile the presence of 1, 2, and 3 was observed in 19
;6.8%), 25 (35.2%), and 7 (9.8%) of the cases,
ispectively. The mean number of methylated CpG sites
:cording to the MTHFR genotype was 1.12 for CC,
42 for CT, 1.33 for TT and 1.40 for T carrier. No
gnificant association was found between MTHFR
snotype and number of methylated CpG sites and no
atistical difference was verified between the number
lean of methylated CpG sites over the different MTHFR
snotypes.

Discussion

The relationship between the hypermethylation of tumor
suppressor genes or DNA repair genes with the gastric
carcinogenesis process has been pointed in many studies;
however, the factors involved in the induction of this
process are still unknown [18, 19]. Some studies indicate
that DNA methylation depends on environmental factors
such as H. pylori infection and may also vary according to
the presence of polymorphisms involved in this process as
those of enzymes involved in the folate cycle [8, 12, 13].
However, there are only few studies focusing these aspects
and they present controversial results. So that, in the present
study, the association between the methylation status of
CDKN2A, HMLH1, and COX-2, the MTHFR C677T
polymorphism and the influence of high pathogenic H.
pylori strains in gastric cancer were analyzed.

The first analysis focused the association between the
presence of promoter methylation and the MTHFR C677T
polymorphism. Some studies demonstrated that genetic and
epigenetic changes in gastric carcinoma differ depending
on the tumor localization and on its histological subtype
[20, 21]. Based on that, the data were analyzed according
to these aspects. Although no difference was observed
regarding to histological subtype, differences were identi-
fíed according to the tumor anatomic site. In the distal
tumors, an unexpected positive correlation was found
between the CpG island methylation of CDKN2A and the
allele T carriers. In fact, this correlation was even higher
when we considered the 60 years old or older patients.
Tahara et al. [12] also observed a similar correlation
between the hypermethylation of CDKN2A and the
MTHFR 677TT genotype, but these authors did not
associate it to the tumor anatomic site. Both ours and
Tahara et al.'s studies disagree with Weng et al. [22],

Table 4 Association between MTHFR polymoqihism and meuiylation
status of three promoter CpG islands on the distal tumors

Variables MTHFR genotype Alelle T carriers

ec CT TT

CDKN2A

Unmethylated

Methylated
COX-2

Unmethylated

Methylated
HMLH1

ünmethylated

Methylated

6

9

13

12

10

15

14

9

14

9

9

14

2

2

2

2

l

3

16

li*

16

11

10

17

*p=0.009
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lich found a promoter hypennethylation of CDKN2A in
tients with the MTHFR 677CC genotype. Various
idles have been associating the MTHFR C677T poly-
»rphism to gastric cancer risk in a specific anatomic
;alizatioa. Wang et al. [23], evaluating the association of
FHFR C677T and thymidylate synthase promoter poly-
>rphisms with genetic susceptibility found a gastric
•dia adenocarcinoma risk related to the MTHFR 677TT
d 2R2R genotypes. Likewise, Miao et al. [5] observed
it subjects with the MTHFR 677TT variant genotype had
wofold increased risk of gastric cárdia adenocarcinoma.
ese studies suggested that the common functionally
lymorphism MTHFR C677T plays a substantial influence
the gastric cárdia adenocarcinoma carcinogenesis. How-
er, both studies did not evaluate the methylation pattern of
scific genes associated to this polymorphism. Related to
rthylation status associated with tumor region there are
me controversy. Vo et al. [24] found no distinct methyl-
on status for CDKN2A regarded to the tumor localization,
úle recent studies carried out in Turkey [25] and Germany
S] correlate methylation of promoter CDKN2A to cardiac
Tiors, but the MTHFR C677T polymorphism influence
is not assessed. We suggest that in distal tumors, the
encing of tumor suppressor genes by their promoter CpG
ands methylation, especially when influenced by MTHFR
lymorphism, might be an important carcinogenic pathway.
It has been well established over the literature that, in
neral, the methylation status of promoter CpG islands
ids to increase with age [27]. From that standpoint, we
and that the correlation between methylation of CDKN2A
d MTHFR 677T carrier subjects in distal tumors is higher
an older generation (60 years old or older). It seems that
e MTHFR polymorphism may have a greater influence on
e methylation status as time goes by. Additionally, in the
esent study, MTHFR C677T polymorphism does not act
imogeneously over all the studied genes. MTHFR 677TT
notype seems to be related to the hypermethylation of
DKN2A; on the other hand, it does not show an
volvement regarding to HMLH1 and COX-2 methylation
itus. Some studies have been reporting this dual behavior
'MTHFR C677T polymorphism regarding to methylation
unmethylation of promoter regions depending on the
rget gene [8, 12]. Our data suggests that this differential
ethylation status influenced by MTHFR C677T genotype
spends on the tissue, specifically on the tumor localization.
•obably the induction of the methylation process of some
;nes, like HMLH1 and COX-2, is independent on the
THFR C677T polymorphism.
Although the hypermethylation of promoter regions in

;nes involved on gastric carcinogenesis has been well
;cepted and some studies associate it with MTHFR C677T
)lymorphism, the influence of H. pylori in this process is
ill not understood. In the present study, the infection by a

highly pathogenic H. pylori strain (cag^+and vacA slml
genotype) was associated to the methylation of CDKN2A in
the distal stomach in patients with MTHFR 677TT
genotype.

Recently, there have been reports showing that H. pylori
infection is the most predisposing factor for gene methyl-
ation in the stomach [28-30]. It is well known that H.
pylori induces chronic inflammation, resulting in down-
regulation of the some genes that maintain gastric mucosal
homeostasis [14]. Also, the inflammation induced by H.
pylori infection seems to promoter methylation of certain
genes [31], which could justify an increased risk of tumor
fomiation, mainly associated with the risk of noncardia
gastric cancer.

In conclusion, the DNA methylation in promoter regions
of CDKN2A associated to the MTHFR 677T carrier is
suggested to be a distal tumor characteristic, especially in
those 60 years old or older, and depends on the infection by
H. pylori cagA/vacAsIml strains. More studies with large
sample size involving the folate enzymes polymorphisms,
DNA methylation and H. pylori infection are needed to
extend our understanding of gastric carcinogenesis.

Conflict of interest statement We attest the inexistence of conflicts
of interest, corporate involvement, or patent holdings.
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ANEXO VII

Artigo submetido ao International Journal of Cancer intitulado: COX-2, HMLH1 and

CDKN2A gene promoter inactivation by methylation in gastric cancer: Relationship

with histologic subtype, tumor location and Helicobacter pylori genotypes.
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ABSTRACT

Helicobacter pylori (H. pylori) is a relevant etiological factor associated with gastric carcinoma
(GC), although the mechanism by which it acts is still not well known. It is suggested a role of
this microorganism in the promotion ofDNA methylation, a highly frequent alteration found in
GC. Thus, the present study aimed to evaluate the inactivation of the genes COX-2, HMLH1
and CDKN2A by methylation and its relationship with infection by H. pylori, in a series of GC,
in association with clinical and histopathological findings. This study analyzed a sample of 76
H. pylori infection-positive gastric adenocarcinomas. The detection of H. pylori was done by
amplification of the ureaseC gene, using the PCR technique, as well as the H. pylori genotypes.
The expression and methylation status of the COX-2, HMLH1 and CDKN2A genes was
determined by immunohistochemistry and MS-PCR techniques, respectively. Statistically
significant differences were evaluated by the chi-square test (5^) or Fisher exact test and the
results were considered statistically significant when the j9-values were < 0.05. The most
methylated gene was COX-2 (50.0%), followed by CDKN2A (44.7%) and HMLH1 (32.9%).
The immunopositivity of COX-2, pl6INK4A and HMLH1 was observed in 26.8%, 42.3% and
59.2% of the cases. A strong negative correlation was found between expression of these
markers and the presence of methylation in the promoters of their genes. In cárdia tumors,
negativity of pl6INK4A was a significant finding (p=0.044) independently of the methylation
status. On the other hand, in noncardia tumors, the intestinal and diffuse subtype tumors had a
different pattern of gene expression alteration. In intestinal subtype, a significant finding was
the HMLH1 inactivation by methylation (p=0.010), while in the diffuse subtype, was the
CDKN2A inactivation by methylation (p=0.021). Considering the bacterial genotype, the allele
combination vacA slml (72.4%) andyZaA (61.9%) and cagA (61.8%) genes were the most
frequent. Tumors with methylated COX-2 and HMLH1 genes were associated with the strains
of H. pylori vacA sl (p= 0.025 and 0.047, respectively) and the non-methylated tumors were
associated with the presence of the gene flah. (p=0.008). These data suggest that the
inactivation of the genes COX-2, HMLH1 and CDKN2A by methylation occiu- by distinct
pathways according to the histological subtype and tumor location and depends on the H. pylori
genotype.

Keywords: Gastric cancer; histological subtypes; tumor location; methylation; COX-2\
CDKN2A; HMLH1; Helicobacter pylori genotypes.
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INTRODUCTION

Gastric carcinoma (GC) is one of the most frequent malignancies in the world and a
leading cause of cancer death, representing therefore a major public health problem worldwide
(KAMANGAR et al-, 2006; PARKIN et al., 2005). This cancer is a multifactorial disease
whose genetic, epigenetic and environment factors interact and contribute to the origin and
progression of these tumors (CORRÊA, SCHNEIDER, 2005). DNA methylation m normally
unmethylated gene promoters is the most epigenetic change in GC, probably due to the easy
accessibility to exogenous agents (KIM et al., 2004), and it has been shown to be an important
mechanism in the transcriptional inactivation of certain tumor suppressor genes (KIM et al.,
2004; ESTELLER, 2002).

CDKN2A, located on the short arm of human chromosome 9, is one the most
methylated tumor suppressor gene in GC. Its product, pl6INK4A, acts during Gl phase of the cell
cycle by inhibiting the progression to the next cell cycle phase through the selective inhibition
of the formation of complexes cyclin D/cyclin-dependent kinase 4 or 6 (ZHAO et al., 2003).
The HM.LH1 gene is a human homologue gene mutL of the bacterium Escherichia coli, located
in chromosome 3p21.3. This gene codes a protein with the same name that belongs to the
system DNA mismatch repair (MMR) (LI, 2008). Inactivation of the CDKN2A and HMLH1
genes has been documented in several hunors such as colorectal, lung and kidney, including
GC (GOTO et al., 2009; VIDAURRETA et al, 2008; GUZMAN et al., 2007; ZHAO et al.,
2003; GRADY; MARKOWITZ, 2002; SHIM et al., 2000; VEIGL et al., 1998; HERMAN et
al., 1998). The restoration of expression of these genes by demethylating agents (KIKUCHI et
al., 2002; SONG et al-, 2001) indicates that these alterations may potentially be therapeutic
target.

Additionally, COX-2 overexpression has been related to the intense inflammatory
response and GC development (KONTUREK et al., 2005), but same studies had showed a low
expression of the COX-2 gene in GC associated with gene promoter hypermethylation
(HUANG et al, 2006; SONG et al., 2001). This gene, officially called PTGS-2 (
prostaglandin-endoperoxide synthase 2) is located in chromosome lq25.2-q25.3 and encodes
an enzyme by the same name involved in the synthesis of prostaglandins (PGs), which mediate
cell signaling and are involved in inflammation process (KONTUREK et al., 2005). Although
there are studies that indicate hypermethylation in promoter regions of genes COX-2, CDKN2A
and HMLH1 as an important mechanism of gene silencing and, therefore, loss of their function
in gastric carcinogenesis, there are still many gaps to be considered such as its importance in
each histological subtype, tumor location and the factors that promote this process.

Studies in vitro, in vivo and eradication have associated the presence of the bacterium
Helicobacter pylori {H. pylori) to induce hypennethylation in promoter regions of genes
important for GC progression, such as COX-2, CDH1, HMLH1, CDKN2A and RUNX3
(KATAYAMA et al., 2009; DQNG et al., 2009; KITAJIMA et al., 2008; PERRI et al., 2007;
CHAN et al., 2006; LEUNG et al., 2006), however, with controversial results (FERRASI et al.,
2010; ABBASZADEGAN et al., 2008; AKTAR et al-, 2001). H. pylori has a high genetic
variability, which has been related to virulence and clinical outcome of gastric diseases
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(ATHERTON, 2006; SOZZI et al-, 2005; PEEK; BLASER, 2002). Two well-established
virulence factors are the presence of the cytotoxin-associated antigen A (cagA) gene, located
within the right portion oftiie cag pathogenicity island (cag-PAI), and vacuolating cytotoxin A
(vacA), mostly the vacAslmï allelic combmation (WANG et al., 2005). The cag-PAÏ island
also has cagE and virQÏ 1 genes, located in the right and lefit regions of the island, respectively.
These genes are described to play a role in constmcting the type IV secretion system and
inducing proinflammatory, pro-proliferative epithelial cell signaling (ATHERTON, 2006;
KRAUSE et al., 2000) and showed an high frequency in GC (LIMA et al., 2010). Another
important H. pylori vimlence factor is the presence of flagella, codified by several genes, such
as flaA. and fla^, which has been associated with the successful colonization and with the
process of infection and persistence in the gastric mucosa (OTTEMANN; LOWENTHAL,
2002, BATON et al., 1996). In addition to the well characterized motility role, the flagella has
been associated with other functions such as acting as an export apparatus of vimlence factors
(YOUNG et al., 1999), the sensitivity of the medium viscosity (McCARTER; SILVERMAN,
1990) and as an important immunogenic protein (YAN et al., 2003). TheyZaA gene is the mam
factor responsible for codification of the flagella filament flagellin (SUERBAUM, 1995). So
far, few studies have assessed the involvement of the genotypes of H. pylori in the context of
inducing methylation of genes involved in gastric carcinogenesis.

In this context, it is clear the relevance of studies for the elucidation of the mechanisms
by which H. pylori may promote gastodc carcinogenesis. Facing the genetic diversity presented
by H. pylori, it is important to assess the relationship between specific genotypes and their
possible carcinogenic mechanisnis. Additionally, the intestinal and diffiise subtypes tumors
needs to be considered individually, since they are distinct tumors differ not only in clinical and
histopathologic features, but in their tumorigenic pathways, with distinct genetic and epigenetic
alterations (VAUHKONEN et al., 2006; TAHARA, 2004).
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MATERIALS AND METHODS

Clinical specimens

The present study was approved by the Hospital Ethics Committee in the Federal
University of Ceará, Brazil, and all subjects signed the informed consent form before inclusion.
Samples from 76 patients with gastric adenocarcinoma who had undergone gastrectomy were
collected from Walter Cantidio University Hospital and Santa Casa de Misericórdia Hospital,
both located in Fortaleza, the Ceará state capital. The histological classification was done
according to Lauren's classification.

DNA extraction

Genomic DNA was extracted from frozen tumor tissue using the cetyltrimethyl
ammonium bromide (CTAB) technique, adapted from Foster and Twell (1996). The DNA
extraction was done only in fragments that showed more than 80% of tumor cells. The DNA
quality was analyzed by 1% agarose gel electrophoresis and the amount was determined using
the NanoDropTM® 3300 nuorospectrometer (Wilmington, DE, USA).

Sodium Bisulfite Treatment and Methylation-Specific PCR (MS-PCR)

Extracted DNA of tumor tissue was modified by sodium bisulfite to determine the
methylation status of the CDKN2A, HMLH1 and COX-2 genes by MS-PCR, as previously
described by Ferrasi et al. (2010). The primers targeted to the studied promoter gene regions
and the anneling temperatures are described in Table 1. PCR was performed in 25 p,L reaction
volume, containing Ix Platinum Taq buffer, 3.0 mM MgC^ (ÇDKN2A) or 1.5mM MgCl2
(HMLH1 and COX-2}, 0.4 mM of each dNTPs, 0.64 \iM (ÇDKN2A), 0.24 mM (HMLH1) or 0.4
mM (COX-2) of each primer set, l U of Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen, Foster,
CA, USA), and 50 ng of treated DNA.

Table 1 - PCR primer sets used for MS-PCR.
Primer Reference Annealing Size (bp) of

(°C) PCR product

Forward Reverse

M: TTAGATACGGCGGCGGCGGC

U: ATAGATTAGATATGGTGGTGGTGGT

M: TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC

U: TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT

M: TATATCGTTCGTAGTATTCGTGT

TCTTTACCCGAACGCTTCCG

CACAATCTTTACCCAAACACTTCCA

GACCCCGAACCGCGACCGTAA

CAACCCCAAACCACAACCATAA

TCCGACCCGAATAAACCCAA

AKHTAR et al.,
2001

HERMAN et
al., 1996

KANG et al.,
1999

U: TTTTGATGTAGATGTTTTATTAGGGTTGT ACCACCTCATÇATAACTACCCACA

59

65

70

70

66

64

161

171

150

151

153

124

M - Methylated; U - Unmethylated.

DNA methylated in vitro by Sss-I methylase (New England Biolabs, Beverly, MA,
USA) was used as a positive control. Water and DNA from peripheral lymphocytes of healthy

SSJ^'SFPa^ ITBSI^l Bg
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donors were used as negative controls. The PCR products were resolved in 6% non-denaturing
polyacrylamide gel and subsequently submitted to silver staining.

For confirmation of the reaction specificity, MS-PCR products from COX-2, CDKN2A
and HMLH1 genes analyzed were cloned with a TOPO TA Cloning Kit® (Invitrogen,
California, USA) and both the methylated and unmethylated PCR products were sequenced
using an ABI PRISM® BigDye Terminator v.3.0 Cycle Sequencing Kit® (Applied Biosystems,
Foster, CA, USA) and ABI Prism 3100 DNA Sequencer® (Applied Biosystems).

Detection of H. pylori infection and vacA alleles and the presence of cagA, cagE, vir B 11 and
flaA genes

H. pylori infection was detected by amplification of the ureC gene using primers for
PCR, as described by Lage et al. (1995). For the H. jy/orz-positive samples, the presence of the
vücA alleles, ca^A, cagE, v?'rBll and^ZaA genes were identified using the primer sets showed
in Table 2. PCR mixtures, for amplification of cagE, virBïïandflaA genes, were prepared in a
volume of 20|j,L using Green MasterMix (Taq DNA Polymerase, dNTPs and MgCli)
according to the manufacturer's instmctions (Promega, Madison, USA), with addition of 0.8%
Tween 20, 0.3 [iM (wBll), 0.3 pM (cagE) and 0.3 [iM (flaA) of each primer and 50ng of the
DNA sample.

The ureC, cagA, vacA sl/s2, vacA ml genes were amplified in a 25|iL volume
containing 2.5 [iL of 10X PCR buffer (Invitrogen, Cergy Pontoise, France), 1% Tween 20, 1.5
mM of MgCh (Invitrogen), 200 [iM (each) of dNTPs (Invitrogen), 1U of Platinum Taq
polymerase® (Invitrogen), 0.4 [iM (ureC, cagA, vacA sl/s2, vacA ml), 0.3 i^M (yacA m2) for
each primer and 50ng ofDNA sample.

The PCR products were resolved by 1% agarose gel electrophoresis with ethidium
bromide staining. The sample was considered H. pylori positive when an ureC fragment of
294bp was amplified. For confimiation of the reaction specificity, PCR products fi-om the ureC
gene were cloned in TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen, California, USA) and sequenced
using an ABI PRISM BigDye Terminator v.3.0 Cycle Sequencing Kit® (Applied Biosystems,
California, USA) and an ABI Prism 3100 DNA Sequencer® (Applied Biosystems, California,
USA). The vacA, cagK, cagE, virBll andflaA genes were considered positive when a specific
fi:agment was detected (Table 2). DNAse-free water was used as a negative control. DNA
preservation has also been confimied by amplification of different genes in other approaches
under study in our laboratory. Random samples were reanalyzed to confirm the results.
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Table 2 - PCR primer sets used for genotyping H. pylori.

Primer sequence Reference Annealing (°C) Size (bp) ofPCR product
number

F- 5'AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT3'

R-5' AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC3'

LAGE et al.,
1995

55 294

sl/s2 F-5'ATGGAAATACAACAAACACAC3'

R - 5'CTGCTTGAATGCGCCAAAC3'

DOMINGO et
al, 1999

55 259/286

ml F-5'GGTCAAAATGCGGTCATGG3'

R -S'CCATTGGTACCTGTAGAAACS'

m2 F-5'GGAGCCCCAGGAAACATTG3'

R -5'CATAACTAGCGCCTTGCAC3'

DOMINGO et
al., 1999

DOMINGO et
al., 1999

55

52

290

192

l

^•-5'ATAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGA 3'

R -5'TTAGAATAATCAACAAACATAACGCCAT 3'

F -5 TTGAAAACTTCAAGGATAGGATAGAGC3'

R -S'GCCTAGCGTAATATCACCATTACCCS'

F -5 'TTAAATCCTCTAAGGCATGCTAC3'

R -5 'GATATAAGTCGTTTTACCGCTTC3'

F- 5'TTCTATCGGCTCTACCAC3'

R- 5'CTGACCGCCATTGACCAT3'

DOMINGO et
al., 1999

SOZZ1 et al.,
2005

SOZZI et al.,
2005

GOTTKE et al.,
2000

56 297

50

49

55

509

491

508

F- Forward; R- Reverse.

Immunohistochemistry

:INK4AThe detection of pl6"N^'tA protein was performed using a commercial kit CENTEC
Histology (K5340, Dako, Glostmp, Denmark), according to manufacturer's recommendations.
For the protein HMLH1 and COX-2 was used streptavidin peroxidase method, adapted from
the protocol of Hsu et al. (1981). Briefly, for antigen retrieval, deparaffinized sections were
pretreated by heating in a microwave oven in citrate buffer lOmM pH 6.0 for 20 minutes.
Endogenous peroxidase was blocked by H2Ü2 3%, fpr 10.minutes. Sections were incubated in a
humid chamber overnight at 4°C with the following primary antibodies: COX-2 (SC-1746;
dilution 1:50; Santa Cmz Biotechnology®, California, USA) and HMLH1 (SC-581; dilution
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,®1:100; Santa Cmz Biotechnology*", California, USA). The reaction was detected with the
LSAB+ system (DakoCytomation®, USA), according to the manufacturer's recommendation.
Confirmed cases ofpló-positive human breast carcinoma, COX-2-positive colon from patients
with Crohn disease and HMLH1-positive tonsil were used as a positive control

Immunostaining analyses

The immunohistochemical evaluation was perfomied by two experienced analysts
independently, using direct light microscopy. Any conflicting results were jointly considered
for a consensual determination. The protein expression was quantified through manual counting
of at least 1000 tumor cells in 10 different fields at a magnification of400x. The labeling index
(LI) expresses the percentage of nuclear or cytoplasmic positive cells in each tumor sample
(LANDBERG; ROOS, 1993). Only cases with LI equal to or greater than 5% were considered
positive.

Statistical analyses

The statistical analyses were carried out using the SPSS version 15.0 program (Chicago,
IL, USA). Statistically significant differences were evaluated by the chi-square test (^2) or
Fisher exact test. Correlations between immunostaining and COX-2, HMLH1 and CDKN2A
promoter region methylation were analyzed by Spearman's rank correlation coefficient. The
results were considered statistically significant when the ^-values were less than 0.05.
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RESULTS

Study Population

A total of 76 H. pylori infection-positive patients participated in this study. The
characteristics of the patients and tumors are shown in Table 3.

Table 3. Characteristics of 76 subjects.

Median age (year)
Sex (male/female)
Lauren classification (Intestinal/Diffuse)
Tumor location (Cardia/Noncardia)
pTNM stage" (I+lI/m+IV)

65.5
47/29
48/28
17/59
22/54

•IpTNM stage: pathologic Tumor-Lymph Node-Metastasis stage.

Frequency and correlation between methylation in promoter regions and expression of genes
COX-2, CDKN2A andHMLHl.

The presence of COX-2, CDKN2A and HMLHl promoter methylation was observed in
50.0% (38/76), 44.7% (34/76) and 32.9% (25/76) of the cases, respectively. In five cases not
were possible to detect the immunohistochemical expression due to large amount of necrosis in
the tumor material analyzed. Absence of immunodetection of the studied proteins in the tumors
was observed in 73.2% (52/71) for COX-2, 57.7% (41/71) for pl6INK4A and 40.8% (29/71) for
HMLH1. The frequencies of methylation associated with immunohistochemical expression of
each gene are shown in Table 4. A highly significant negative correlation between
immunopositivity and COX-2, CDKN2A and HMLH1 promoter region methylation was found.
However, a fraction of cases, 34.6% (18/52) for COX-2, 31.7% (13/41) for CDKN2A and
31.0% (9/29) for HMLH1 demonstrated absence of expression without gene promoter
methylation.

Table 4. Correlation between expression and methylation status in promoter regions of genes
COX-2, CDKN2A andHMLHl.

IMMUNODETECTION
(+J_ A± N p-valor R

COX-2

Total

CDKN2A

Total

HMLH1

Total

M
u

M
u

M
u

2
17
19

4
26
30

3
39
42

34
18
52

28
13
41

20
9
29

36
35
.71

32
39
71

23
48
71

< 0.001

< 0.001

< 0.001

-0.486

-0.546

-0.634

M: Methylated; U: Unmethylated; (+): Immunopositive (LI>5%); (-): Immunonegative (LI<5%).

,-
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Relationship between promoter methylation and expression of the COX-2, CDKN2A, HMLH1
genes andLauren histological type and tumor location.

No significant association was observed between sex, age and tumor staging with
promoter methylation and expression of genes COX-2, CDKN2A and HMLH1. Likewise, no
difference was observed between the intestinal and difïuse subtype tumors regarding to the
frequency of the promoter methylation of Uiese genes and the immunodetection of the COX-2,
pl6INK4A and HMLH1 proteins (Table 5). However, when the cases were analyzed according
to the tumor location, the cárdia tumors demonstrated a significant frequency of pl6INK4A
negative cases (p=0.044), even though, no significant difference was foxmd regarding to the
CDKN2A promoter methylation. On the other hand, the noncardia tumors were predominantly
HMLH1 methylated (p=0.042) when compared to cárdia tumors (Table 5).

Table 5 - Distribution of COX-2, CDKN2A and HMLH1 methylation status and expression
according to histological subtype and tumor location.

Intestinal Diffuse p-value Cárdia Noncardia p-value Total

COX-2

M
u

+

22
26

12
34

16
12

7
18

0.342

0.862

CDKN2A
(pl61NK4A)

HMLH1

M
u

+

22
26

18
28

12
16

12
13

0.801

0.470

M
u

+

15
33

27
19

10
18

15
10

0.689

0.915

8
9

4
12
9
8

3
13
2
15

9
7

30
29

15
40

0.783

1.000

38
38

19
52

25
34

27
28
23
36

33
22

0.440

0.044*

34
42

30
41

*0.042

0.788

25
51

42
29

M: Methylated; U: Unmethylated; (+): Immunopositive (LI>5%); (-): Immunonegative (LI<5%). * Significant results.

Considering both, the Lauren histological classification and the tumor location, in the
intestinal subtype tumors, all tumors, excepting one, with HMLH1 gene promoter methylated
(93.33%; 14/15; ^=0.040) were localized in the noncardia region (Figure 1A), while in the
cárdia's tumors the negativity ofpl6INIC4A was significantly more frequent (p=0.049) (Figure
1B).
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Figure 1 - [A] Frequency of promoter region methylation and [B] expression of the COX-2, CDKN2A
and HMLH1 genes according to histological subtype and tumor location. M- Methylated; U-
Unmethylated.

To observe the relationship among methylation status and the absence of expression of
the studied genes considering the histological subtypes and the tumor location, we analyzed only
the immunonegative cases (Table 6). From these analysis it was possible to observe that in the
intestinal tumors, the negativity of HMLH1 by promoter methylation of this gene was
predominant in noncardia tumors (p=0.010). On the other hand, in diffuse subtype tumors, all
pl6INK4A negative cases and methylated were in the group ofnoncardia tumors (p=0.021).

Table 6 - Distribution of the COX-2, pl6 and HMLH1 negative cases according to histological subtype
and location tumor and methylation status.

INTESTINAL DIFFUSE

Cárdia Noncardia p-value Total Cárdia Noncardia p-value Total

í-2(.)

li

(-)

li
LH1 (-)

il

M
u

M
u

M
u

6
5
11
8
3
11
l
5
6

14
9
23
11
6
17
11
2
13

0.726

1.000

0.010*

20
14
34
19
9
28
12
7
19

l
o
l

o
2
2
l
ò
l

13
4
17

9
2
11
7
2
9

1.000

0.021*

1.000

14
4
18
9
4
13
8
2
10

M: Methylated; U: Unmethylated; (-): Immunonegative; *Significant results. , .

Relationship between methylation status, expression of the COX-2, CDKN2A, HMLH1 genes
and H. pylori vacA subtypes, cagA, cagE, virBllandflaA genes.

Among the studied H. pylori genes, vacA slml was the most frequent one (72.4%;
55/76), followed by flaA. (61.9%; 39/63) and cagA (61.8%; 47/76), which had similar
frequencies. In 13 cases was not possible to amplify the genes cagE, virBÏÏ saiáflaA due of
insufficient amount of DNA. The table 7 summarizes the distribution of H. pylori genes
according to the promoter methylation status and expression of the COX-2, CDKN2A and
HMLH1 genes. From this table it is possible to observe that most, except one, of the tumors
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with COX-2 gene promoter methylated and all cases with HMLH1 gene promoter methylated
were significantly associated with H. pylori vacAsl allele. Additionally, a significant number
of non methylated CDKN2A cases were related with the H. pylori flaA gene (82.4%; 29/37;
p=0.008).

Table 7 - Distribution of the cases expression and status methylation of the genes COX-2, CDKN2A and
HMLH1 according to H. pylori genotypes.

vac \ sl vacA ml cagA cagE virVÏÏ fla^

p-
value

+ p-
value

+ p-
value

+ p-
value

+ p-
value

+ p-
value

M
u

Total

+

Total

37
31
68

16
49
65

l
7
8

3
3
6

0.025*

0.179

30 8
27 11
57 19

14 5
41 11
55 _ 16

0.427

0.645

21 17
26 12
47 29

11 8
31 21
42 29

0.238

0.896

15 14 0.402 15 14 0.741
14 20 19 15
29 34 - 34 29

15 14
24 10
39 24

8 9
20 21
28 30

0.905 12 5 0.128
20 21
32 26

11
27
38

6
14
20

0.124

0.933

M
u

32
36

2
6

0.285

Total 68 8

26
31
57

8 0.790
11
19

19
28
47

15
14
29

)
+

Total

25
40
65

5 0.076 24 6
31 10

6 __- 55 16

0.662 18 12
24 17
42 29

0.336

0.901

10
19

16
18

29 34

12 14
16 16
28 30

0.312

0.771

14
20

12
17

0.987

34 29

12
29
41

14
8
22

14 12 0.855
18 14
32 26

0.008*

19 7 0.542
21 11
40 18

M
u

Total

+

Total

25
43
68

38
27
65

o
8
8

4
2
6

0.047*

1.000

20 5
37 14
57 19

34
21
55

8
8
16

0.481

0.397

15 10
32 19
47 29

24 18
18 11
42 29

0.817

0.678

12 8
17 26
29 34

16 18
12 12
28 30

0.129

0.825

14 6
20 23
34 29

17 17
15 9
32 26

0.082

0.346

15 5 0.144
24 19
39 24

24
14
38

10
10
20

0.334

M- Methylated; U- Unmethylated; (+): Immunopositive (LI>5%); (-): Immunonegative (LI<5%).*Significant results.
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DISCUSSION

In this study, the data fi-om methylation and immunoexpression of the genes COX-2,
CDKN2A and HMLH1 were analyzed for GC histological subtypes, tumor region and the H.
pylori genotypes. To date, to our knowledge, there are no studies considering all these aspects
together. The analysis of COX-2 gene was included, since its protein, a potent inducer of
inflammatory response, has been assigned an important role in gastric carcinogenesis
associated with methylation process (OBST et al., 2000; HMADCHA et al., 1999).

The literature shows variables frequencies of the immunoexpression of the genes COX-
2 (20.4% - 74%), HMLH1 (28.6% - 81%) and CDKN2A (46.8% - 65%) (LING et al., 2010;
KISHIMOTO et al., 2008; YAMAC et al., 2008, KOLEV et al., 2007; MATTIOLI et al., 2007;
JOO et al. , 2006; HUANG et al., 2006, KAWABE et al., 2002; CHIARAVALLI et al., 2001;
LEUNG et al. 2001; TSUJIE et al., 2000; LEUNG et al., 1999; FLEISHER et al., 1999). In this
study, only a small fraction (26.8%) of GC samples showed immunohistochemical expression
ofCOX-2, while high frequencies were observed for the pl6INK4A protein (42.3%) and HMLH1
(59.2%). Similarly to this study, Huang et al. (2006) observed a low frequency of COX-2
expression (20.4%) in GC, which was validated by Western blotting.

In the present study a relevant frequency (50.0%, 32.9% and 44.7%, respectively) of
methylation in the promoters of the COX-2, HMLH1 and CDKN2A genes was detected with a
significant negative correlation between the presence of methylation and immunoexpression,
confirming the involvement of this event in the inactivation of these genes, as observed by
other authors (FERRASI et al., 2010; ABBASZADEGAN et al., 2008; DE MAAT et al., 2007;
ZHAO et al., 2007; KANG et al., 2002; KIM et al., 2003; YU et al., 2003; FLEISHER et al.
2001; BEVILACQUA; SIMPSON, 2000, ENDOH et al., 2000; SHIM et al., 2000; LEUNG et
al. 1999; FLEISHER et al-, 1999). Additionally, gene silencing via methylation could be
proven by studies in which expression of COX-2 gene was restored by treatment in vitro with
demethylating agents (KIKUCHI et al., 2002; SONG et al., 2001).

However, despite the data pointing the promoter hypermethylation as the main
mechanism implicated in the inactivation of the studied genes, 33.3%, 31.2% and 30.4% of the
cases which demonstrated negative immunoexpression of COX- 2, pl61NK4A and HMLH1,
respectively, were not methylated. Other studies also found similar results (ABBASZADEGAN
et al., 2008; KIM et al., 2003; YU et al., 2003; SHIM et al., 2000). The agreement and the
representative frequency found in this and others studies indicate that these data are not due to
methodological flaws and may be partially explamed by the lack of transcriptional activators,
as observed by Huang et al. (2006) for COX-2 gene. In fact, in the study conducted by Huang et
al. (2006), COX-2 inactivation was observed both by methylation and by absence of activators
of transcription for the COX-2 gene. In the first process, in 69.0% of the cases, the expression
of the enzyme DNMT1, a DNA methyltransferase involved in the methylation process, was
related to the negativity ofCOX-2. In addition, alternative mechanisms of inactivation of these
genes such as mutations, deletions or microRNAs can contribute for their deregulated
expression.
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Based on studies which demonstrate that genetic and epigenetic changes in gastric
adenocarcinomas differ depending on the histological subtype (TAHARA, 2004;
VAUHKONEN et al., 2006), the data were analyzed according to each histological subtype
separately. In this study, similar frequency of expression and methylation in the promoters of
the genes COX-2, HMLH1 and CDKN2A were found between intestinal and diffuse subtype
tumors, corroborating studies by Ferrasi et al. (2010), Yamac et al. (2008), Yu et al. (2004)
and Geddert et al. (2004). However, it is interesting to note that, although no difference was
found related to immunodetection, tumors located in the noncardia region were predominantly
HMLH1 methylated. This data is according to a study by Nakajima et al. (2001), which found
a higher frequency of HMLH1 methylated tumors located in the lower third of the stomach.
Also, Kim et al. (2003) found that gastric carcinomas with high microsatellite instability,
associated with promoter methylation in HMLH1, were significantly localized in the distal
stomach. On the other hand, in cárdia region we find a significative frequency of the p 16
negative cases, however, this negativity was not related with the promoter methylation of this
gene. Thus, these data together indicate that susceptibility to methylation depends on the
location of the tumor.

When tumors were evaluated according to histological subtype and location
simultaneously, differences were observed. In intestinal tumors, inactivation of the HMLH1
gene by methylation was mostly significant for tumors located in noncardia region. In diffuse
subtype tumors, although there were a representative number ofHMLHl methylated cases in
tumors with noncardia location, no significant difference was observed. Studies conducted by
Seo et al. (2009) and Falchetti et al. (2008) showed that most of the tumors with high
microsatellite instability were located distally, belonged to the intestinal subtype and had
negative expression of HMLH1. However, the authors did not evaluate the pattern of
methylation of the promoter of HMLH1. Thus, it appears that the higher fi-equency of
methylated HMLH1 tumors found in the noncardia region is characteristic of intestinal
tumors, and probably should detennine a specific tumorigenic pathway. The greater number
of cases with negative expression of p 16 located in cárdia was typical of the tumors of
the intestinal subtype, although, the methylation status of CDKN2A was not. As in this study,
Abbaszadegan et al. (2008) also did not find relation between the methylation of the promoter
of CDKN2A and the location of the tumor nor histological subtype. The higher frequency of
negativity ofpl6IN in tumors of the cárdia was also observed by Kim et al. (2005), in a
study comparing the expression of several proteins in patients with cárdia and noncardia
adenocarcinoma, however, the authors did not evaluate this expression considering the
histological subtypes. So that, the data fonn ours analysis agree with Driessen et al. (2004)
and (2003) studies, in which they reported that the characteristics of the cárdia
adenocarcinomas, including clinical data and expression patterns of cytokeratin, were more
closely linked to proximal than to distal adenocarcinomas, suggesting the different nature of
those tumors in determining tumorigenic pathways.

Therefore, based on the absence of expression, methylation in promoter regions of
genes CDKN2A and HMLH1 and the location of the tumor, it was possible to identify distinct
tumorigenic pathways in intestinal and diffuse histologic subtypes. The figure 2 summarizes
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the possible tumorigenic pathways identified in this study according to tumor location and
histological subtype. In tumors located in the cárdia, the inactivation of pl6INK4A was a
predominant finding in tumors of the intestinal subtype. On the other hand, in noncardia
tumors, two major events were observed according to histological subtype, in diffuse tumors
the inactivation of CDKN2A by methylation was a significant finding, while in intestinal
subtype the pathway consists in HMLH1 inactivation by promoter methylation. Although no
significant, the methylation of this gene was also frequent in the diffuse tumors, indicating that
the JÏMZíjir7methylation is an important finding, regardless ofhistological subtype.

Intestinal subtyp? niroors • pl6INK'*A(-)
Intwtmd mbtype tiunors
Diffa s» mbtyp» tumors

-. míLHi (-) (M)
COJDVZ4(-)(M)

Figure 2 - Schematic representation of tumorigenic pathways identyfied in this study according
to histologic subtype, tumor location and immunoexpressipn and methylation in promoter
regions of the genes COX-2, HMLHl e CDKN2A. (-): Negative immunostaning; (M) -
Methylated tumors.

Another important factor in gastric carcinogenesis is its association with H. pylori
infection and the great genetic variability of this bacterium (ATHERTON, 2006; SOZZI et al,
2005; PEEK; BLASER, 2002). The relationship between the alteration expression of the COX-
2, CDKN2A and m&ffl genes and H. pylori infection is controversial (FERRASI et al., 2010;
KSIAA et al, 2009; KONTUREK et al., 2005; PARK et al., 2005; CHANG et al, 2004).
Additionally, there are few studies that consider the H. pylori genotypes (YAMAC et al., 2008;
GUO et al., 2003). In our study, no significant relationship was observed between positive
immunoexpression of the genes COX-2, CDKN2A and HMLH1 and the H. pylori pathogenicity
genes studied, corroborating to studies ofChang et al. (2004), Kirn et al. (2002) and Romano et
al. (1998).

Recent studies suggest the involvement of H. pylori in the inactivation of genes
implicated in gastric tumorigenesis via methylation in the promoter regions of these genes
(FERRASI et al., 2010; KATAYAMA et al, 2009; ABBASZADEGAN et al., 2008; AKTAR
et al., 2001). These studies evaluate this process considering both, each gene independently and
grouped according to the number of methylated genes as in tumors with high methylator
phenotype of CpG islands of several genes involved in gastric carcinogenesis. Tahara et al.
(2009) found a strong association between increased niunber of methylated CpG islands and
infection by H. pylori. Maekita et al. (2006) quantitatively estimated the levels of methylation
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of eight CpG islands in gastric mucosa and observed that the level of methylation of all eight
regions of CpG islands analyzed were significantly higher in the mucosa infected by H. pylori
than in noninfected one. Leung et al. (2006) observed a decrease in the density of methylation
in the promoter ofE-cadherin after eradication of H. pylori.

In this study, when H. pylori genotypes was considered according to the methylation
status in the promoter of genes COX-2, CDKN2A and HMLH1, it was observed that strains
carrying vacA sl allele were significantly associated with tumors with methylated COX-2 and
HMLH1 genes. Aktar et al. (2001), in an in vitro study, showed that gastric cells exposed for
two weeks to H. pylori showed no change in methylation status of COX-2, but the authors did
not evaluate the genotype of tíiese strains. As this study, the study by Ferrasi et al. (2010)
demonstrated no significant association between methylation of the promoter of COX-2 and
HMLH1 and infection by cagA. (+) H. pylori strains, but the authors did not evaluate the
involvement of the vacA gene ofJÏ pylori in this process. Perri et al. (2007) observed that after
eradication of H. pylori in patients with intestinal metaplasia, the frequency of methylation of
the promoter of HMLH1 suffered no significant change, although the genes CDKN2A, CDH1
and COX-2 had shown significant decrease in methylation status.

Given that recent studies indicate the role of inflammation in inducing methylation
through activation of DNA methyltransferases, enzymes which are responsible for methylation
reactions (OBST et al., 2000; HMADCHA et al., 1999), it is possible that the more active
vacuolizing toxin of H. pylori (yacA sl) would exacerbate the inflammatory response via
activation of 6'ee radicals, strengthening the involvement of inflammation in the process of
methylation. This hypothesis can be corroborated by in vitro study perfonned by Katayama et
al. (2009), which identified the association of H. pylori with the methylation process, having as
target the RUNX3 gene, one of the most methylated gene in gastric cancer. These authors
showed that the presence of H. pylori induced nitric oxide production in macrophages, and
nitric oxide was associated with methylation of RUNX3 in gastric cells. Additionally, some
studies have suggested that H. pylori can induce cell proliferation, and the proliferation itself
has been suggested as a factor that promotes the methylation of DNA (SUZUKI et al., 2007;
VELICESCU et al., 2002).Therefore, these data presented m this study join the evidences that
H. pylori contribute (directly or indirectly) to methylation process and this is dependent on the
bacterial genotype. The absence of these analyses could explain the controversial results.

Another significant data in this study consists in the fact that the strains of H. pylori
carrying the flaA. gene were significantly associated to tumors with methylated CDKN2A.
Despite the few studies correlating H. pylori genotype with inactivation of pl 6IN by
methylation of the promoter, some studies have correlated infection by H. pylori with
methylation of CDKN2A, but with controversial results (KSIA et al. 2009; DONG et al. 2009;
TAHARA et al. 2009; ABBASZADEGAN et al., 2008). It is plausible to assume that strains
with absence of flagellum would remain in the antral region of stomach, since they have no
flagellum to move and settle in the upper regions of the stomach. As this area has a greater
predisposition to methylation of the CDKN2A gene, then the.flaA positive strains would be
indirectly associated with methylation. However, further studies are necessary to explain the

203



M-^ES M'KS. Çenotipo (fe 'VelScoSacter pylori na etiologia (& câncer gástrico: correlação com metilaçâo e ejyressao gênica. 2010 ^wa51I

involvement of this gene associated with CDKN2A promoter methylation in a larger number of
cases.

In conclusion, the route of inactivation of genes COX-'2, CDKN2A and HMLH1 was
predominant by methylation in their promoters and depended on the histological subtype and
tumor location. Additionally, the methylation of the promoter of the genes COX-2, CDKN2A
and HMLH1 seems depended on the genotype of H. pylori, however this association is
independent of the histopathological parameters.
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SXO VIII
Kp<"moID: 851-1

congresso Brasileiro de Microbiologia

ÍI-COMUNICAÇÃO

ÍA: Genética e Biologia Molecular ( Divisão N ) - PAINEL: 017

[-AREA: N01 - Expressão gênica

ivação de pl6 em adenocarcinomas gástricos associado à infecção por cepas de H. pylori mais patogênicas

ores Alvesl;l;l; Ferrasi' ; Ferreira ; Pardini2; Rabenhorst1
ituição l. UFC; Universidade Federal do Ceará; Rua Mosenhor Furtado, SN. Bairro Rodolfo Teófílo. Departamento de

Patologia Leg
2. UNESP; Universidade Estadual Paulista; Hemocentro. Dist. Rubião

imo:

iciamento gênico, através da metilação de regiões promotoras, é altamente frequente no câncer gástrico, sendo

itetizado que aquele poderia ser induzido pela Helicobacter pylori (H. pylori). O presente estudo objetivou avaliar

ivação de CDKN2A (proteína pl6) por metilação e a relação desta com a infecção pela H. pylori. Esse estudo

rvacional do tipo transversal foi realizado a partir de 77 adenocarcinomas gástricos, coletados durante gastrectomia

l ou parcial, em dois hospitais de Fortaleza, Ceará. A detecção de H. pylori foi feita pela amplificação do gene da

'seC, utilizando a técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). Amostras H. pylori positivas foram genotipadas

l o gene vacA, cagA, cagV,, virQll efla\. O padrão de metilação do gene CDKN2A foi determinado por modificação

bissulfito de sódio e posterior realização da PCR Específica para Metilação e a detecção da proteína pi 6 por Imuno-

oquímica, utilizando o kit CINtec® Histology. As análises estatísticas foram realizadas utilizando os testes do x e teste

o de Fisher sendo considerados significativos resultados com /»<0,05. A metilação de CDKN2A foi detectada em 47%

77) dos casos e a expressão de pl6 em 36% (28/77). Dos casos pl6 negativos, 67% apresentaram CDKN2A metilados,

lo observada uma correlação negativa entre eles (p=0,000 e r= -0,546). A infecção por H. pylori foi observada em 95%

77) dos tumores. Considerando o genótipo bacteriano estudado, os genes vacA slml (72,6%; 53/73) eflaA (67,2%;

8) foram os mais frequentes, e os genes cag\ (57,5%; 42/73), wBll (55,2%; 32/58), cagE (48,3%; 28/58),

isentaram frequências similares. Não foi observada nenhuma correlação entre os genes de H. pylori estudados e

itívidade de pl6, porém os tumores não metilados foram associados com a presença de genótipo mais patogênico de H.

ri (flaA.+cagA+vacAslml+cagE+virBïl+) ou com a presença do gene flaA. isolado (p=0,052 e p=0,008,

lectivamente). Adicionalmente, considerando a inativação do pl6 por outra via que não a metilação, observou-se que

foi positivamente correlacionada (p=0,021; r=0,401) com cepas y?aA (+) e uma tendência foi detectada com as cepas

i patogênicas (p=0,063). Assim conclui-se que a inativação de pl6 ocorre predominantemente por metilação e

•pende da H. pylori, entretanto, existe uma associação da inativação do pl6 pela H. pylori, mas por outra via, sendo

cionada a cepas flaA (+) e mais patogênicas. Palavras-chaves: H. pylori, Câncer gástrico, Metilação, pl6.
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ANEXO IX

ResumoID: 851-2'ongresso Brasileiro de Microbiologia

I-COMUNICAÇÃO

;A: Genética e Biologia Molecular (Divisão N ) - PAINEL: 025
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cão entre expressão de COX-2 e mutação àep53 em câncer gástrico associado com infecção por H. pylori ca^A(+)

ïres
Alves, M.K.S.; Lima, V.P.; Silva-Femandes, I.J.L.; Diniz, R.V.; Fen-eira, M.V.P.; Barros, M.A.P.; Rabenhorst,
S.H.B.

tuição l. UFC; Departamento de Patologia e Medicina Legal; Rua Mosenhor Furtado SN. Rodolfo Teófílo.

imo:

clooxigenase tipo 2 (COX-2) vem sendo associada ao processo tumorigênico em alguns tipos de câncer, contudo o

ïnismo pelo qual ela promove o desenvolvimento desses tumores ainda não é conhecido. É sugerida uma inativação
ional de p53 por COX-2. O objetivo deste estudo foi determinar a relação entre expressão de COX-2 e mutação de

em adenocarcinomas gástricos avaliando a influência da infecção por Helicobacter pylori (H. pylori) cagA positivo,

iderado carcinógeno tipo l, neste processo. Esse estudo observacional do tipo transversal foi realizado a partir de 33

locarcinomas gástricos, coletados durante gastrectomia total ou parcial, em dois hospitais de Fortaleza, Ceará. A

•essão de COX-2 e mutação de p53 foram determinados por Imuno-Histoquímica e Polimorfismo de Conformação de

Simples (SSCP), respectivamente, e a infecção por H. pylori foi detectada pela Reação em Cadeia da Polimerase

R) através da amplificação do gene ureaseC com posterior genotipagem para o gene cagA.. A análise estatística foi

izada utilizando o teste do x2, de Fisher, e a correlação de Spearman, sendo considerada significativa quando obtida
p<0,05. Dos 33 tumores analisados, a expressão de COX-2 foi detectada 36,4% (12/33) dos casos, a mutação de p53 em

% (23/33) e a infecção por H. pylori cagA positivo em 57,6% (19/33). Dos casos COX-2 positivo, 83,3% (10/12) foram

matado, porém não foi encontrada correlação entre eles (p= 0,210; r= 0,224). Casos H. pylori cagA positivo foram

i frequente nos tumores com ausência de expressão de COX-2 (84%; 13/19 ) ep53 mutado (74%; 14/19). Os tumores

apresentaram a combinação COX-2 negativo e p53 mutado foram 69,2% (9/13) H. pylori cagA. positivo e dos casos

í-2 positivo e p53 matado, 50% (5/10) foram cagA positivo, contudo sem significância estatística. Esses dados

cam que a inativação funcional de p53 por COX-2 parece não ser uma via tumorigênica nós tumores gástricos e

•re sem influência da infecção por H. pylori cagA.

ivras-chaves: Câncer gástrico, COX-2, Helicobacter pylori, p53
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ANEXO X
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25° Congn«»o Brasileira de Microbiotogia ResumoID: 720-1

M1NI-COMUNTCAÇÃO

AREA: GeiK-tica c Bhilogia Molccular( Dhisao N ) - PAINEL: 014

SUB-AREA: N02 - Gene e estrutura do senoma

FREQUÊNCIA DOS GENES DE cag-PAI EM PACIENTES COM CANCER GÁSTRICO DO ESTADO DO CEARA

Autores LIMA, V.P.; ALVES, M-K.S ; DINIZ, R.V.; BARROS, M.A.P,; RABENHORST, S.H.B.
Instituição l. UFC; DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL; RUA ALEXANDRE

BARAÚNA. 949 PORANGABUSSU FORTALEZA-CE CEP:60183-630

Resumo:

del

O câncer gástrico cumaikiença multifatorial, na qual a infecção ftir Helicobacter pylori (H. pylori) tem um papel rekvantc.
Entretanto, apenas 3% dos indhiduos inlïctudos por H. pylori desenvohem câncer gástncn e as diferenças quimtn à
evohiçao clínica tia infecção estaria associado a presença de cepas genotipfcamente distmtas. Dentre os fatores (tc virulência
de H. pylori ilcstaca-se a ilha de patngenlcidade cag (cay-PAI), sendo seu principal representante o gene cag\. Além desse,
outros svnes de cag-PAI são imtcncialmente relevantes, como os genes cagE (localizado m laito direit» <le cug-PAI) c
H'rBll (localnado no htd<> csquenlo). Portanto, o objetno desse tnabalho fui verificar a presença desses genes
(indhidiwlmcntc e c<>ml)in;i<l<>») cm pacicntus ciim câncer gástrico. Amostras de 101 pacientes c<im câncer gástrico
sul)mft»Io-, a giistrectonaa foram incluídas neste cshiilo. Reaçan cm Cadeia da PoUmerasc (PCR) foi utUaada para a
detecção de H. pylori, utilr/.ando o Rcm! da urea.teC (urfC), e dos genes de cay-PAI: cagh., cagV. c wrBl l. H. pylori fm
dctectatla em 93% (94/101) dos casos analisados. As frequências dm genes cagA., cagE c wrBlI foram, resprcthamcnte:
64,9% (61/94), 53,2% (SO/94) c é0,6% (57/94). Vcririciiu-se until alta cum-laçau positha entn: cayA e rirBll (»= 0,728;
p<0,00t). Adicfonalmentc, correlaçnes positivas foram ohscnailas entre cagA e cagï. (r==0,248; p= 0,U16) e cntn: cagA e
rirBII (r= 0,229; p= 0,027). Quatro grupos foram gerados considerando a integridade de cag-PAI: grupol, todos os genes
estudado»; grupo2 |ca^A(+) e >'>'rBll(+) ou cagE(+) e n'rB11(+)|; grupo 3, apciuui um dos genes presentes ou os dois genes
Incalhado» no lado direito lia ilha e grui»» 4, twhis os genes de cag-fAl ncgathns. O grupo mais frequente foi o grupo l
rcprescnttuitlo 38,4% (36/94)» seguido do grupo 3, 25,6% (24/94), representado, principiilinentc pêlos genes localür.ad<ïs no
lado direito (cagA e/ou cagf.) de cag-PAI (S3,-t'>A; 20/24). Frequência semethante, 1S% (17/94) foi olwenada nos gmpos 2 e
4. A alta frequência tfc cepas portadoras do gene cagE c lírBl l, em associação com cayA ou de fonna isulada indicam sua
rokvância para u desenvohimcnto de câncer gástrico associado à infecção por ff. pylori.

Pttlavras-chavcs: CÂNCER GÁSTRICO. cag-PAI, GENÓTIPOS.HeUcohactcrpytori
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WK:.

48"<»^BQC—TuinïM'esdoT<'aïa6ástrotiïtes'titïal

13SES
^TlMI AVAl.lAtÀO Wí fAURÃÜ OE METILACÃt) E EXPRESSÃO UU GENE
f COKN2A EM AÜKNOCARt INOMAS CÂSrRICOSASSOCIAOOS A INFECÇÃO

POR IIELICOBACTER PV1.0RI CACA(+).
ALVES, M.K.S.'; LIMA. V.P.-; COSTA. D,M.:. FERRASI. A.C.'; FER.RE1RA. M.V.?.';
I'ARDiM. M.I.M.C .•: RABEMIORST. S.H.B.-
S.:.}.''.". i~WL:iiSn\WE FHIlilÏ.i! ÍW CF.IR.i. rOKT.-íl.KZ.t. Cf-:. HR.WIL: 4.6. LMÍER^lD.-íM
rsT.wi:,il. n-iujsT-i. snwc.in:. .w SIIISIL

A associação da Ínftícçâo por/Yr/íc(»/wc-i'L'f/n'/f«-í {H. fïi-/n)'f,( cntn o desenvolviincnto de
caiiceryáïtricoj.i e bt.'m fslabcli.-cida, cmbiiratK'i mccanismo-ícarcinogcnicos ainda não
sejam conhecidos. Ksludns apontam qu^ esta bactéria pode proinnver a hipcrm>;tiia<;ao
<Jc girntf*, supressores de tumor com consequente sitenciamenio dísstís genes. O objclivo
deste c.síudo íüt üvaliar a assuciuçau de.fCcpas de //. ^Wün í'<^rA(-) com o padrão di:
mctiiaçâo e e\pi"essa(i úu ut:nc CDf\.\2.l (pruteina pl6», cni uma sérití de adenocarcs-
tit.iinas yusiricos. lïsst; cstudii ubïcn.uciona! do tipi» iruns\er.sa) íoi realizadu a partir <!<;
S^ adtínocarcinnmas gystricns. L-oÍet.ido.s durünle üustri.-clotTiia lutat ou parcial. tí!r> dois
íiospitais de Fonaleza, Ceará, A detecção de/f.prJo)-f lm feita pela amphficaçào do gene

da ifi'c'iu-i.'C', ülilí/.aiitlo 'A róçnica Ut: Keaçáit cm l.'..uii:u da PolunerasL* <l\-'R) i: as air!^
ÏL pvlorí posiiivas fnram conoiip^das para o ucnc ró.cA- O padrão de mtíttiaçao dp ^ï--.-
CÜK^i^.l foi dciemiinado porniodificaçSo com bis-iiitfíto de ipdtp e posicnor rea1i?3^-L-.
lia PCK- Especifica paTS Míiilaçào. A iinunoisti^uiniica para pesquisa tia pTOttíín^ r; -
no tccidti lumural i«i realizada uiili?ando o kii ClNicc' IIisioiugy e a posiiividad:: :'--
considcr^tla quando iihiido um Índice de marcação > ou iguala 50<?. As análises cstatísü;!-
lorum rciili/;id;is Lttiliz.iiit.fo os lestes do ^2 c tc.stt; c\ato dc Fisher e os resutiados TC--=
considerados sii!níi1i;aii\os qLiando ohtiíio p<(L05. Dm <S2 Itimurcs anaii'iaiios, 5; er^
sublipü hi'iio!óiïi>:o iiuestinai e 3U eram difusos. H. pyhn [w tletcclíida em 95% (.",< '.;
dos casos c destes ^0% (47.7S) cram c'tj^A positi\-os. d)K\'2.-l metiiado e a presença ^i
pmicina pio foram observados ^ni 46" o (3í<'S2) e 42();> A}S tumorrs, re'.pccuvametiit;. -;•:-
do entíontrad.1 uma correlação neí;alt\ atiniri; eit;s (p=l().<}ü0; r^-0,557). Não tuí ubs^r..
35sociaç;Ki eniri; mctiiaçuo tlc CDK:\:2A c a pn;í>cnçy de cepas H. pyhïn ft^A positi\ o; ^
analistf gerai (p-Ü.^31) üu pur tipu hislt.ilóyico (p=0.'7J2). nau stíndo tambcm deirt:;—
Qsswiaçao entre expressap de p 16 i; prc.tt.'nca dc H. pyhrs (.'{I^A. Esse.s dadoA mo?:--.^
que a .ilta inativaçâo cio gene C!)K\2.-í. por mciil.içao. <:• indcpcndctitL' á-d pTC^n^ r.:
Cepas (ie tí. /n'J<;ri i.'ti^A(~).

1111 CARC1MOMA VERRLCOSO ANAL: RELATO BE CASO EM PACIENTE
INFECTADO POR IIIV
VISSUT10, H.l'.; FARIA. L.D.B.B., BERNARDES. J.M.G.; SILVA, V.R.; VASCON-
CELOS. M.C.S.
VWKIISID.IDi-fïDfli.il. Dtl m,l\CiUl UI\F.IRO. ÍSER.-IB.-I. .\iv. es.-isi.

lntro<tuç8o:0carcinomavcmicn;so anal (CTndilomiiacuminado gigante ou tumor de Buschkt:
Lowcnslcin) c uma variante rara do carcinoma de ccluia.s escamosas da regtao anal.c apn-'scnia
estreita fci.tçao rum o pupilüma virus humaiw (H1*V). Aprcsenta-sc ^onw «ma massa e\oíïtica

•a. tie carálcr ayrtfsíi\ y. poróm COETI baixo risro de dtísai\ o!v<.T irieuisíases.
Acxcisâo radica) c o tFdtatTiento mais uüíi-udü. L- pwÏv ser assüciado a nidintLTdpia c quimiote-
rapia, A iiK-idc-ncia decaiKx'r ana! vt;m uutntfntHTiJo nu<> iilliniüs anos. c poác estar relacionada
rum oauiiicntoda incideircia de pücitffites inft'clados pi;lo til V. Objelivos: Relararum casodc
wndÍÍuma aL-uminiitJo gicanie. e fazer Ufna revisão da iitenitura sobre ü as^tïciaçàü tio cânL-er
anal em yeral 1; cto liiinor de Busclikc Lo\\-enslcin com a iníecçao (-ieio H1V. Relato de caso:

Paciente do sexo masculino, 33 ano^ pnrtiidor d;i smdrnme da imiinodtítltíiênciu atjqL::
(Sida) há 7 anos. em leropia iDtirrciroviral regular. Apresentava lesões \'t;mici%as no -j;r^ ;
Hsiuias perianais há quaw anos. Í-'ni faiïo diaüLnóstico de carcinoma ^·cmla^so anal c cs^.i-j-
mtímo ciínico com ressonância inaeneïíca. OpÍuu-sc pt;la rcalróaçáü i.1c iiuimiokntpia t3 d,:^
durante dais mc.scs com milomicína C «; 5-fluorúuracïl) <; rutliOKHipia nc<,ydjiivanic cm rc^;2-
pcivicü c iintím^dos inyuinais, O p.icíenic rcciLwu ii pi-opAsu de anipuiaçao aiïüiTctal à Mi:^
c foi reaiizadii apenas y ressccçfiu uirürgicu das leïOró. N<» (uumcnliï csl.i e?n íicompatiliam--—..
ambulutonal. uiin b<ia evolução c!ink\i, 'eni t>\ulcnt:ia.s de rücidna. ÜÍSCUMÍÍO: hsiudo- A:-
monslram que ;> incidcncia di; cyiK-er ü«ai yumentati coniÍtkTUvcÍnicntc aiiii o suiïimenio ^
Aids. Mesmo com a inimdus'^ ^ ttfrapias amirretnn iraih, as lax.is i.le inciilàicia. au conlr^r!.7
dy rópcrado. alimentaram. SiiiiL-rv-sc que o aumento d3 sohrcvida aumcniou o tempo pan ;
n>w ac tlcsciivoh imento de câncer anal. Não encuniramos irabalhns relackwaiitlo 11 aumï"^'
áa incitjfncia do tumor de Btischkc Lo\v<;nstc!n cum iníccçuo por HIV. Nv cntantu, paTíí',3:
sigililicaEiva dos caiios relatados da doença são de homasscxuais inleclados peio vírus. ^;
lirasil. há t^cassez de dadüï cpidcminrógiccA snbre câncer iinal.

I

'[124] POLIMORI-IS.MO DA M1HFR(C(.7TT) E PADR.ÍOOEMETIt.At.-ÃO
EM CÂNt:l:R U ÁSI RIC O: ASS(»C:IA(: AO C:OM A INtEC CÃO POR
IIELICÜBACTER Pt LORI
NtVES FILHO. E.H.C.: ALVES. M.K.S.: LIMA. V.P.; SII.VA-FERNANDES. I.J.L..
RABENIIORST.S.H.B.

' i'\in-:RSin.-iDE FÏDER.iL 1KÏ CEARA. FORTALEZA. CE. BRASIL

(} prescnd; ustuili) visüu analisar a associação t:nirc 0 polimorfiscno da MTHFR {C677T^
c a inctiiaçao dos genes COX-1, CÜKN2A e hMLH-Í ii partir dc amosu-ys tie ttimoreij
yásiricos c vcritlcar a iníluencta de ficfiwhacíer pyhrí nesie processo. A popuiaçw tle
ii'i\'cstiyaçí1ociftisiituiu-se de tini númerfí (Íc ?S pRCieniei (li.iiítiosticiitlo^ cotn câncer yústricy
l;l)b>mctiil(tS a ya>itrt;cti>mia loïíil DU piircial provenientes do Serviço d<; Cirurriii du Hospital
tl.fi Clinicas.'l't:C e da Santa Casa de MiscrJrórdiadc Fonalc/a - CE. C) poljnuiríismd da
MTHFR CÓ77T foi dcttídado pela iécnica de PCR-RFLi1 a presenv-n de mciiiaçao por meio
da tcunicu dt: MS-PC.'R (modificação com bissulfito tie sudio com posterior ;miplÍfkação por
PCR) e a intecç;ui por H. pylnri tbi ilt;lcctada por PC'R do gene (ia ureaseC'. S.LS amo.sira;
H. pyiuripnsi(i\iisf'<ii veriticarfa a pre^e«catioi;eni:(^.-\i-ilosalc!«alc!o-> do Tt;<'A. As .iiialiscs

estatísticas Foram rcali/adas uti]i;taiitlo u ECÏIL' du/-c o tcsti; cxaKi <L* FishcT (SPSS' \e::.:-.
15.Üi.y<;!idü<.'>ïrcsi)itaJosconsidcr.iifo^Myiiiticatí\o'.qu?iutop''(t.(ï5-Og^n"tiptist;1\.i-.;'~

lCC} foi dcicciaüu rm 4<\5"i, (27, 5S) das nmosiras. enqi.unioos piiliniórficns hctcro/i^i-:.
e homozigotos campr'cenderam 4ï!,3°'n (2iS'5S) tí 5,3% (3'5>S). rcsptíclivumcnlt;. Aaui.er^:-
dc iiictiiação foi ohscn ada cm 27,0% (1 ô 5.S) doï caiiüs, íi presença tie metilaçao cm ape-.L.
um yene em 25.S";, ( 15'5K). cm dois scncs cm 34.5% (20-5S) e em trcs genes cm 12.1-
(7'58ï das amostras. A infecção por //. pylori tbi tictcciada cm tN.^:; q (55.'5íi) dos casos. r;;
quais a posili\ idade do gene CÍSRÁ foi verificada cm b9.fi11., (3íi'5?) c a presença de v^ -
slml übscrvada cm W.W-v \3^i55). Nyi* rói obscrvïKla ncnhunia asswiaçao sii:niíic^.::-
entre gcnóupü c prróvnçü de niclilaçâo na amostra wni\ 011 por lucíiliracâodc awmetimcr-:
dtï tumw (cárdia e nfio cárdiat. Entretanto, íio analisar i^ luniorcs fí./.ir/r»'/t.'íigA(-)li-,^."-.
aim I iocati/ados na cárdia, verificou-St: lima corrclaçyo síu:nííic;ili\aenlre ü lienólipü T
e a pre'icnca tie nicijliicio dc uni gcntí (p-<i,U35: r=U.h77}. cnquanio nos tuinores //. py~.:^
cYj^A(-)'i'at:'A si m I não cárdia ohscnou-se a presença de !Ttetita<;ào de dotí. oil mais y.sr
associada com gcnótipo C"Ï'ip-;0.ü33. r=0.4ïi9), Asiiim, evíslt; uma relação entre os genc::-
pus da MTHFRí; presença áünitítiiaçSnaitóoeiatios a jntccç;1opür//./»r/orífii^A(-)'v^\ -
s] ni i. a qual Sï; nui-stra Jcpt;ndi;ntc d;i Inc.ili/açao d<i tumnr.

^!311| PABKÀO UE ML'1 ILAÇÃO OIFEREMIAI- DOS GENES CÜX2, CI)KN2A E
11MI.H1 EM ÀDENOC,\RCINOM,\ ÜÀSTRICO PROXIMAL E DISTAI.
M.VIiS. VI.K.S.': NEVES FILIIO. E.II.C.'; FEkRASI.A.t-.': FERREIRA. M.V.P.'; PAR-
U\l'<l\\.l.M.C;.t<;\Bï.NHÜ8.ST,S.H.B:,
l.:.4.6.t'VI\ï:RSIDAt>EI:EDEKII.IWl'£Ali;l hOI{T.UJ:J.I.CE.BR.lSIL:S.S.L'WEHSID.iW.F-':TA-
Di'.-iLP.-lillST.t. íiííTi.CATi. SP. BR.-iSIL

Os tumores gástricos proxitnais e distais são morfologicamente )mltsiiniiui\eis,por<:m as
dilereilças L-pidcmiolóiikas obscn adas sáo intimanienic ligíitias às yi;is carcinogen) cãs dis-
litilaA. enihtir-a essas vias aind& nciam pobrt;nit;ntt; enieiïdidas t; avaliadas. Uma vij pro(h)sla
co silcnciatnento dc genes utf rcpam c iupressoftí dc minores. pi-irYi'ipcrmeu'ia^w á^ su^
reyiütís promotoras. O presente estudo tibjcíivou aeterminarc compantr o padnlode Tneli!aç5o

I dos genes CO.fí. CDKKA e h.\ILHI vm ama serie ilc ndcnocatcinamas rastncus humanns
dislats f.intrn c wrpoi c proximais fcárdiat. Esk-t: tístuilü observúciciti.il do t\\m r]-ans\-en;al

! lüi lïaliado ,1 partir tfc 8:! adcnocalïinom.B gástricos, cuidados iluranle gaslrceluinia lotai

•its piirrkti, cm dois hnspit^is ilf 1'oilalc/ïi. Ceará. O pndrârt de meïit^çâü dos ytínt'^ <'' .'.-
C'ÜK.VJ.1 c tiAÍifí^ iui dclcmiinado pt1f motií^açao cam bis~>iilino de sódtü e püïiir--
realizüçao íla R<;a<;3o cm Cütlcia da PoiimtfHlStí Espcciïica pra Mctiluçau. As an.ilis^. ^ -
taiíslicas íoram rcali?Adas utili-rando os tcsics du ~/.: e icsie exato de Fishcr u os reïulüá--
toranu'onsidcradiw yiiiniiii;.ili\ us quaitdo obúdo p<í'i.05. Dos iíï lumorcs analisados l ••_: ~~
eram proKtmais e distais, rcsptfctivamcnic. O g^ntí C0\2 íbi o mais mtíiiado (44 ^:: f-
seguido dc.rDQ'-^l-M'83:46°.)e/!lff.ff'l;7.S2:33%). pimm sem diferenc.ies'-i-i^--;
Aausüncia dc nictiiaçao nos genes e^iutlados foi obst.ïva<Jy <;m 2l^'n (24-'S^} dns ca-:;. Eï'.~
os casos que apresentaram dois dos genes metilados, aasswiaçyu cntrL- í-'a^'- tíí-^1--—'
a mais trequenu (Pl-.; :2'3I). seguida dammbimçaudc C'tM'2 cli.W.lll |22,6°,: ' :-. e
llMLI'l I e CUK.N2.1 \&A%; 1 S\V COX; t ft)K\'2.1 a'pKsinuram ftesuinuasdi; m:-^-i
siinitarcstíiilrc os lumore'iproximaui tf distais, porém J'ïAff-///fbi pretiominantemeflïen;^-.
nos lumnres disuis (25,271 (p-l).l);61. Esaïs n.-sullados indicam iiuc nos liimnres gss--?
distais, o reparo iiicliclenit;. dt:\ido a in^tivaçuo por in<:lilaçfto do h\íl.HL poils: ^ .:"^
imporuntc via para tlciicnvolviincnlo tf prngressâü dc.tsi:^ tuinorcs.
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|637| STATLS DE METtt.ÀÇAO DO CEM; C 0\2 F.M CÂNCER GÁSTRICO:
! RELAÇÃO COM 1DAÜE E ESTADIAMENTO TLMOR^VL
! DINIZ. R,V.'; ALVES. M.K.S.:; LIMA. V.P.-; FCRRASI. A.C.'; PARDIN]. M.I.M.C.';
i RABÈNIIORST.S.H.B.-

t.2.S.(>.i->,!\'íiRSIDADEFl-:nf-:RALD()CEAR..-í.l-'ORrALEZ.-\.CE,BR.-\SlL:4.5.l.:.\lfERS!DADEESTA'
DUALPM.l.KTA. liOTUCAJÍ. SP. BRASIS.

A meiilaçât) tie DNA, levandu aosiiünciameniode genes, tíassociada com " dcscnvnlvimento
c proyrtíssào tumoral gástrica c tf alrórada com a Íduiitf. contiidu c*;se procssso ainda não c
eiik'ndidd. 0 ohjutivo desttf trabalho fiii avsifcr 3 rclyçâo entre mtíUÍaçáo dtí ycne C0,\2
(ciclooxiycriast.* tipu 2) e o esütliamenio tumriral, de acordo com .t iúadï dus pacientL-s.
E-;sstf tísiiido ühservaciimül do ïipü transversal íoi realizado a partir de íi2 adcno^arcinomas
iíástricus, i.iïlctíitios durante iia'itrectomia toul üu parcia], t>in dois hospiiai<» de Fonaieza.

Ceara. As tináli^esesiatisf iças toramrtfali^jd.ïs utiii^andoos lcsicsdo y: co testtf cxatode
Fisher cujos resiiEiados ioranicon&iaeratiu'isiiiniliLali vos quando tihtidop-'~.ü.<)5. üpndrào
dc mcl!l;iç:Kï tin scnc COX2 foi determinado por niodillt.-uçâa wm bin-'uiEitu di; sódio c
posterior rcuii/açâo às. PCR Especifica para Mctilaçâo. Dos ÍÍ2 casos analisados, X2.9t;6
(6X.-ít.;)cram pacientes maioreiiíie 50 anos. ^Í.Wü (?<?,fí2) tTum tuiiiores deesladiamcnto
mais avançado (111 e ÍV) c 52.4"í) {43/S2» apresentaram C()\'2 nietikidn. Dus liimorcs
do ^stadiamcnio I e 11. 6!% (Í4''23l i;ram não mctiiadus, piir (iutn) ladn, w tumorL-s de
esiadianientos il! e 1\' torani m;ii<< trequtfiueinenie mfiiiíidos <58flo: ?4 59 i. porem sem
difercnç,iestatístiv.ilp;;(l.132). Dos pncicnlcscum kladc mcrsoroii íüuai a 50 anãs. 5$.6%
(5.i)) apresentaram COX2 mclilado ws ^tsdvdmcMo lil r i\r, cuinudo IreqiiC-nciii ->imi[ar
(58%> foi eftcontrada no*; pacientes maiores tie 50 .anLis. Connntn, cnnciiii-se qiie n presençíi
de mciilaçâo no gece COX2 não c-tá relacionada com .1 proi;ry';',uü liiinoral ntóscs tumores
esiLtdados e indeprfnde da itlade dos pacientes.
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i |222| PERFIL OE SEGt RANÇA CO BE'ACI/.LMABF. ASSOCIADO À
l QUIMIOTERAPIA DE PRIMEIRA LIM1A E^[ MCIENTES COM CANCKR
; COLORRETAL MF.TASTAT1CO E PRIMÁRIO NÃO OPER \no

OLIVEIRA. T.B.; [)[; MELLO. C.A.L.; DE 1'AI VA.IR. T.F.; E SILVA. M.J.B.: SANCHES,
! S.M.; CRL-/. M.R S.; MCOLAL. U.R.; REmNO. A.L.A.. FANELLI. M.F.

HOSrllT,U..Ï C C.lM.-ifitiO.S.ÏOPíC.f.O^WBfi^fL

Introiluçuo: O papel da rfssci-çao paliaiiva do tumor primário cm pacientes coin eancer
colonretai inctasdticn (CCRmt é inceno. O ohjetho do esiudti é avafiar o índice áe compti-
caçoes rciacionado.s ao tumor prim.irio não ressecado e clctcnninKr a seyuranca do usu de
bc\acini)-nab<; tiesta situação, Mattíritíís e métodin: •\nális<.' retrospeciiva ilc P pacientes
tratados coin quimiutcrjpiuiOT) associada a hi:^ aci/iimabe em primfira linha, semrcssccçílo
ilü tiimor primário, ciiïre janeiro dc 2(K)~ c agüslu dc 200S. Tiwios os pactenics apresentavam

pouco tiu n^nhtim sintoma relacionados ao liimor primúrio. Resultados: A idade tnédia aos
pacientes foi dt; 54,6 anos (entre 28-75). 5 homens e 7 mulhurtfs, uxfns cniD F.COG=0. A
locoliíl:aç5<' do tumor primáno era o mo fm 8 pacientes (66.6°o). cófoii siemoide em 3 (25%)
e o cnlofi ii'ansM.'rso eíïi l (8.3%). Oito paciente'; (óó.ófo) aprcsenravaiii sangraincnio retiil

ao diagnostico (leve a moderado). O intcnalo metiio entre o iiia;tnóstico e 0 inicio du QT
foi 40.8 dias (enirtí 6-125). O número lotai dc ciclos tie bevacizuinabtf fui i51 {mtídia: 12.5
ciclos: entre 4-37]. A QT de primeira linha LTJ FOLFOX-6 em 66°,, c FOLFIIi] em 33'.<.
dos pacientcs. Api:nas ? paciuntt-s l25'lu) apresentaram sangrámtfnlu diucstivo bai\t\ loiïos
uniu !. si:m ncctfssidadtf de iiitcmip^jn d» bcvaciztimabe. Nenhum apresentou perfuração
ou obsinsçao inle&tiiial. Dai-, pacit.-ntes (!6.6"oi aprtfsent.iram episiaxc srau I <; I (8,3%)
hipertensão grau !. Náo ionim ybscr^adas outras t'ompik-acncs num scyuiinfnto mt'-dio dc
^.3 mtfscï.. Conclusões; Recunk'mente o anticorpo monocitwia! bevacizumabc icm sidd r.'yitlo
no tratamento dc primeini linha de CCRm mostrando btíritífício de sobrcvida, piircni ci)rti UITI
mnjorrisL-o de Knnsramento c raramenttf perfuração intCKtÍnat. Fsses ctcitos tíolalc^rs Cíiusam
pnwciipacao em pacientes com ïumor pnniüri« não operado. NOSMU dadw mosímm que a
quiiïlioltïrapiüa.ssoL-iaáanbcvacizumabccniprinK-inlinliac secura pan pacicntL-s^omCCRm
c primário não nis.stfcado. Náo tnmni pbscn-adas complicações niaiorcs rtíiaci«nadas uo tiimar
priniarip. Embtira noNsos daiio? venham de- um núnicro iimitatio de pacientes, não h;i f.studüS
prospectivos coinroladps abordando esie [cina na Íitcraiura, Portanu'). cm casos ^-k-cionados.
uma abordaycm conscn-aáora de CCRm assinlomài)i;ti ou pouco sintnmáticti rm rf!aç;io ao
tumor primário pode ser considerada. mesmo se i; prs\ isto o uso de terapia antiangiogônicíi.

f |623| EFICÁCIA f. SEGURANÇA ÜO l SÓ DE BE\ACIZIMABE EM PACIENTES
; ACIMA BE 711 ANOS COM CAItCI^O^fA COLORETAL MF.TASTÁTICO

UE PAIVA JR.T.F.,ALEM. AR iL'MOR.A.M.:OLI\t:IR.\.T.B.';BENE\'IDES.C.F.l..-;
CI./.ARIO. L.L.A;'; CHINEN. L.T.D.-; CRL'Z. M.R.S.": LIMA. V.C.C.': MCOLAL. L'.R.-:

FANbLLI, M.F.'": Dl': MELLO. C.A.L.'
' 'i-li iiosriTSL ,1 rc.iMAsca S.SUKILLO. sp. SS.ISIL
i

I Objefivo: Avaliar^n eficácia e a seaurança do uso tie bifvacizumabe (Bev) associado à
; quiniiotcrapia (QT) eni pacientes portatiores dc carcinoma colürrctal (CCR) melastático

com mais dc 70 anos. Mvtodo: I:or;tm avaliados rctraspcctivamcnlc i 7 pa^ienies com CCR
maiores dc 7f) anos (ratados coni Be\ cancumitanlti a QT basL-íiáa eni 5-FIuorouracÍI (5-FU)
tf ou OxaSiplaiina ou Irirtotecano enire abril df ^007 a novembro dí ^008 no Hospital A.
C. Camaryt). Foram a^alíadíis variávfis clinicas e demotíráticas, conipliciif.ocs da lcrapia.
taxas de resposta < sohrcvida global (SG) e tempii para progressão (TPP). Para o cálculo

das Sü, foi empr^ado o mctodü de Kaplan-Meier. Resultados: A ptípulaçâu esiuáaáa
teve idade mcdiana de 72 anos (70 j 7X1 e ftii constituída em 70% por mulheres. Dozs

paL-ÍCTles upreseniavam comorbidades. denire os quais 23,5% tinham lupcrtcnsày anenal
si*>tCTnicü(HAS)c 11,8°o trombose venosa profunda (TVP). Três paciciilcs tinham tumor
primário não operado. O Bcv tbi adminisrradn na primeira linha áe traiafneniopani()4,7t'n
dos pacientes e na segunda linha para 29,4".;,. O esqii^raa de QT administnida cúncaini-
tante ao Be\ íbi FOLFOX-t» em 7ÜÜ-n dus p;ificiit(^. FüLFIRI em 17".> e outro'- regimes
baseados em 5-FL üin l f.^"H . RespiMa parcial foi aicançada cm ?2.tí"i> dos pacicnics,
tïnquanïoque 17,6üu aprcáesitaram ilo<;n<r:i está\ei e .ï.'ï.5"o pniercssanácikwiiça. Em um
aeguimeniú niL'dianode ^3 iTicscs.a sohrcvjdai;k'>bal (SG) nicdiana toi de 27,6 nitíscs t; o
TPP foi di; h mt;'.^, ücarrrram campiicaçôes relacionada.s ao uso de Bcv cm 5 p;)<;târites j
(sancranitfntt.1 em 2. hipertensão cm i e proieiniiria eni 2), nias süincnic l paeicnie teve i»
Rev ÍiKen-ompidu. Conclasao: A lerapia untiangioaenica com bc^aciziimabc L-ümbinudu
a quiniiotcrjpia para tratamcnio lio CCR mostrou stfr stígura em pacientes acinia de 7f)
anos. Os e\enlos adver-ios mais trL'quentt;mi;nte observadtis tarani saneramento c protei-
núria, cm ccral não ntícessiiaiido da fnti:rrupçí'iü da it-TLtpia. A sobrevida ohscr\'ada jiara !
esfò grupo foi suptirior à descrita n;i litcratiira para paciL-ntes coin CCR mctastáticn ini |
iratamcnlü com Bev. ;

i |188| SÍNBROME DE VEIA CAVA Sl-PERIOR CO.M CIRCUI.AÇÃO
; COLATERAL E.M ESCLAMNA - MAMFESTAÇÃO ATÍPICA DE RECIDIVA DE

ADENOCARCINOMA DE COLON
TAKAHASHI, T.K.; TESTA, l.,: SAR.-\G]OTTO, D.F.: CASTRO-JR. G.: HOFF. P.M.
i\STr{'Lro oo CÂNCER DO EST.WU ÜES.W P.ÍÍLÜ <SCEÍÍP) - FACLIJÏADE DE MF.D!CI\A n.i
i,.w s.-id riLïc). sf. as.-isii.

Introdução; Neupiasias são a principal causa de sÍndrome di: vtfia cava superior (SVCS)
(Wilson et a!.. 2W7), scndü câncer de piilmi'io n3o-pequcnas c^lula.s i5t)°Ji>), Cíinccrdcpiiim^o
pequenas células 122°ò}, Unfonia^ (1^"») <; nietustase-i (t?"o, fm lieral cânfcrdL* mama), as
principais ciiolügias. Nossf objctivo c descrever o caso de um pacienie paniidor de SVCS
decorrente de mctilsta.se de câncer dt; rólun. Relato de caso: Homem, A! anos, c admitido

com quadro de dorïor.icica t; cnuyrccimcnlo, stítitlu que ha tldiï anos tí meio Jbra submctidü
a htíniicolectomia direita cnm Íleo-iransvcrsi) anastomose por adtfnucnrcinnma de cóion
pT3pN2,0 rncsrno hiivjn sido submetido 3 quirnioitfrapiaadju\'ante (5-FU. IV. \fayuCli»Íc>.
Ciinicamcntc. era cvidcülc a circulai,a<? colaleral ioracica cm csci;i\Ína. quatlro haslaiiie |
típico dc SVCS, comprou aáo por imaczm. Durante 3 iii\ chlii;a<;;Iu. conciuiii-si; que til! liar ;
torácica era causada por iidcnomcsalias media.stinais <lc aspecto mcusuiKu. si.-ndu que
a biópsia revL'io» iraiar-se de adenocareint'ma com [miinoc t pressão ïle CDX-^. CfüO c
CK7. sendo TTF-1 neeaiivo. compalivcl com adenocarcinoma mL-íastatico cora pnn-.nL1!
sítio priinário ím cólon. Pacicnli; foi tmtado com 5 apiicíiçòcs de radiolcriipia tlf 40(t cdy, •
evoluindo com níílhora do quaíir». Conctusâo: Apesar dt: intrequente, adL-nocarcinoma de i
cólon pode se apreseniar cümu causa de SVCS. p<ir ctiniprcssâo desta jhir ademimegatias
mcdiastüiais. como nc.slc pacicntt;.
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|265| CARCINOMA DE CÓLON X ACTINOMICOSE DE COLON - RKI.ATO DE
CASO
MONTEIRO. T.N.L.; ROÜAS..]>.M.M., ROCHA. A.C.; FERRO. S.K.S.
L'\}S'KRS!!}.-ÍW: FEDERAL OK.ILlCjUAS.\t:lCE!0..íl..{l'ii.í';!L

O estudo aiialisa um c'dw tltí •iictiiifiiiiicust: íïtí coion, o qual sc üsscmeihava coin carcinoma
de cólon, cxailandoa importânciy do diagnóstico dift.-n.-ni.-ial. O paciente. 41 an«s. atendido
na Unidade dc Emcrgciicia Ur. Amiyndo Lai;<;s. Maceió - AL. encontrava-sc com quatlrp
cSinico dc Libdo'ne agudo inflamoíóno. tiisrória dc perda ponderai, mal-cstar geral e massa
palpável e endurecida cm Ranço direito e niidos htdroaeri.'us (litninuídos. Foi então sub-
mclido a proctfdimeiito cinirgico cam suspciia diagfiostica prtf-operatoria dc carcinoma dc
colou. O ato cirúrgico foi «ticiadu. com incisão para-mediana áireita, encontrando-si: uma

lumoraçáo com aspecto neoplásico apcndicutar envciivciido ïecu v: róiropt.Titünio uiljacuntc
ate o nuisculo p<.üas mauir direitu. foi realizada hiimicolectoiilía direita com unasttimosc
íleo transversA stfiiuida de omentectünïia, A <;\ títuçuo tio pacienie ibi satihfiitória, rfCL-hcndo
alta hospitalar no S0 dia de pus-operaióno- O examt: iiislopaioiuyicu (!iyünosiicou uctint>-
micose abtlüminal (dtf tfuton) com apL-ndiciiL- agutla piinilfnia e lin ['adenite :iyiida, DÍanii*
do exposto, conclui-sc que se deve atc»tar para os áiasiiósnuus dilfrvnciais de processos ;
tuniorais. pois os mesmos, muiuis vtf/rt, sau lie iliilcil uwilnniiçuu diutïnósliea, devido iis
senielhanças ciinlcyi, cumo perd:i ponderai. c\'ti!ii(;no insidiosa, dor abdorriinal. aileraçao
do Íiábito intóslin;il. mass;! :ibdomina! paipávei. pcrturaço.-s inïtíT»nais cym sinaia di; peri-
lonittí. A anamncsc cuidadosa tí funíianieniai, inchiiiltlo iiisrória fainiiiar. Dcvc-se suspeitar
de carcim>míi de cálün <ni todo paciunic que dtíscnvolva dor abdomiiiol, modiliyaça» dos
hábitos inlcstinais. cmagrï.-ciinento, anemia c massas palpáveis. I
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