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Resumo

O carcinoma gastrico é a segunda causa de morte por cancer no mundo. No Ceara
€ 0 segundo mais freqlente entre os homens e o terceiro entre as mulheres. Dos
canceres gastricos os adenocarcinomas representam em torno de 95%. A doenca tem
sido associada a fatores genéticos e ambientais sendo demonstrada intima relagédo com a
infeccao por Helicobacter pylori, principalmente associada a presenga do gene cagA e
gendtipos vacAs1m1. Entretanto, apesar dos mecanismos pelos quais a bactéria promove
a carcinogénese gastrica ainda nao estarem esclarecidos, uma das hipéteses seria
através da inativacdo de supressores tumorais. O objetivo do presente trabalho foi
verificar, em adenocarcinomas gastricos, se a presenca de H. pylori, e de seus genes
cagA e vacA, esta relacionada com a mutacao e/ou alteragao na expressao protéica dos
supressores tumorais p53 e p27. Neste estudo, 74 amostras de pacientes foram
analisadas quanto a presenca de H. pylori, cagA+ e 0s genétipos de vacA, pela reagao
em cadeia da polimerase (PCR). A analise mutacional do gene p53 foi realizada por PCR-
SSCP e a deteccao da mutagao/superexpressao do p53 e expressao da proteina p27 pelo
método imunohistoquimico. A bactéria foi detectada em 95% das amostras, das quais
63% eram cagA(+). Dentre os alelos de vacA, observou-se predominio de s1 (74%) e m1
(82%), associados em 69% dos casos. Na andlise mutacional do p53 verificou-se que
72% dos casos exibiram alteragdo no padrdao de mobilidade eletroforética, sendo esta
associada significativamente a presenca do gene cagA. Por outro lado, apenas 29% dos
casos apresentaram detecgdo pelo método imunohistoquimico, ndo sendo encontrada
associagao com a H. pylori. A proteina p27 demonstrou acentuada redugdo em sua
expressdo (detectada em apenas 19% dos casos), ndao demonstrando atividade
compensatoria em relagao a proteina p53 mutada e sem associacao estatistica dos casos
negativos com a presencga da H. pylori. Finalmente, os resultados sugerem que estes
supressores simultaneamente inativados podem ser o ponto chave da desregulacdo do
ciclo celular que, associados a outros fatores, favorecam o desenvolvimento e progressao
dos adenocarcinomas gastricos. Ha indicios de que a presenca bacteriana, e dos seus
genes cagA(+) e vacA/s1m1, possam influenciar, de forma n&o esclarecida, as alteracoes
moleculares ocorridas nos supressores tumorais p53 e p27.

Palavras-chave: Helicobacter pylori, Adenocarcinoma gastrico, Supressores tumorais,
Carcinogénese gastrica.



Abstract

Gastric carcinoma is the second cause of death by cancer in the world. On State
of Ceara-Brazil is the second most frequent type of cancer in men and third in women.
Adenocarcinomas account for approximately 95% of all malignant gastric neoplasms. It
has been associated to genetic and environmental factors and a intimate relationship
between the infection by the bacteria Helicobacter pylori and the gastric carcinoma have
been related. The presence of the cagA gene and specific genotypes (s7m7) of the gene
vacA have been detected in more pathogenic strains. Although the precise molecular
mechanisms by which H. pylori could promote the process of gastric carcinogenesis are
under investigation, one hypothesized mechanism involves the tumor supressor genes
inactivation. The aim of the present study was to verify if the presence of Helicobacter
pylori, cagA and vacA genes is related to mutations in the tumor supressor gene p53 and
altered expression of p53 and p27 proteins in gastric adenocarcinomas. Seventy-four
(74) samples were analyzed to detect the presence of H. pylori, cagA and genotypes of
vacA by Polymerization Chain Reaction (PCR). The mutational analysis of p53 gene was
performed by PCR-SSCP (Polymerization Chain Reaction for analysis of the Single-
strand Conformation Polymorphism). Analysis of mutation or overexpression of p53
protein and p27 expression was detected by the immunohistochemical method. The
bacteria was detected in 95% of the samples, 63% was cagA(+). Among the vacA allele
it was observed prevalence of s1 (74%) and m1 (82%), associated in 69% of the cases.
Mutation analysis of p53 demonstrated 72% of the cases with altered electrophoretic
mobility; The alterations were significatively more frequent in the presence of the cagA
gene. Immunohistochemical analysis detected only 29% of cases with the expression of
p53 protein. The protein p27 showed accentuated reduction in its expression (detected in
only 19% of the cases), it has not demonstrated compensatory activity in relation to the
p53 altered protein, neither association to H. pylori presence. Finally, these data suggest
that simultaneous inactivation of these tumor suppressors genes may be the key point of
deregulation of the cellular cycle that, associated to the other factors, favor the
development and progression of the gastric cancer. There is some evidence that the
bacterial presence, cagA and vacA/sim1 genes, may influence, in a not understood
way, the alterations observed in the tumor suppressors p53 and p27.

Key words: Helicobacter pylori, Gastric adenocarcinoma, Tumor suppressors, Gastric

carcinogenesis
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INTRODUCAO

1.1- Epidemiologia

Dados estatisticos demonstram que o cancer atinge mais de 20 milhées
de pessoas no mundo. No ano de 2002 foram estimados 10,9 milhdes de novos
casos e 6,7 milhdes de mortes por cancer (PARKIN et al., 2005). Dados sobre a
mortalidade no Brasil demonstram que, no ano de 2004, o cancer foi a segunda
causa de morte entre as mulheres e a terceira entre os homens, representando
13,7% de todos os oébitos registrados no pais (INCA, 2006). Dentre as doencas
cronico-degenerativas as neoplasias malignas exigem uma abordagem diferenciada
pois, além de representar um grande 6nus social e institucional, apresentam
crescente relevancia como causa de morte (KLIGERMAN, 2001).

O cancer gastrico € o quarto tumor maligno mais freqliiente no mundo,
responde pelo segundo lugar em mortalidade por cancer e apresenta maior
incidéncia, cerca de duas a trés vezes, nos paises em desenvolvimento (INCA,
2007). Segundo a International Agency for Research on Cancer — IARC (2005), as
areas com maior incidéncia (superior a 20/100. 000 habitante) localizam-se na Asia,
especialmente Japao e China, Europa Oriental e partes da América Central e do Sul,
incluindo Chile, Costa Rica e Brasil (Figura 1). O Japao detém a maior incidéncia de
cancer de estbmago no mundo, com indice de 44,1 por 100 mil habitantes (PARKIN
et al., 2005), sendo esta a segunda maior causa de morte por cancer naquele pais;
na China tem sido reportada prevaléncia similar (PRINZ et al., 2006). Estudos
realizados nos Estados Unidos (EUA) revelaram indices elevados em homens
negros (STADTLANDER et al., 1999). Populacdes de baixo risco sdo encontradas
entre brancos na América do Norte, india, Filipinas, maioria dos paises da Africa,
alguns paises na Europa ocidental e Australia (PLUMMER et al., 2004).
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Figura 1- Incidéncia* de Cancer Gastrico em varias regiées** do mundo, distribuido quanto ao
sexo, 2002.

Fonte: International Agency for Research on Cancer — IARC, 2005.
* Incidéncia calculada por 100.000 habitantes.

**Regides estabelecidas pela IARC

No Brasil, para o ano de 2008 ¢é estimada a ocorréncia de 21800 casos de
cancer gastrico, em um total de 466.730 novos casos de cancer, sendo este o 6° tipo
mais incidente. A taxa de incidéncia estimada entre os homens é de 15/100.000,
enquanto nas mulheres de 8/100.000, exibindo uma relacao homem: mulher de 1,88:
1,0. Na regido Nordeste estima-se 3840 novos casos, sendo o0 segundo tipo mais
frequente de cancer entre os homens e o quarto entre as mulheres, ndo se
considerando os tumores de pele ndo-melanoma (INCA, 2007).

Dentre os estados brasileiros o Ceara ocupa o sétimo lugar em numero de
casos, atras de Parana, Sao Paulo, Santa Catarina, Espirito Santo, Rio Grande do
Sul e Rio de Janeiro, correspondendo a uma taxa de 25,93/100.000, superior a taxa
de incidéncia bruta nacional de 22,85/100.000 (Figura 2). Estima-se para o estado,
em 2008, 1090 novos casos, sendo 290 na capital Fortaleza. (INCA, 2007). Vale
observar que as altas Taxas Brutas de Incidéncia (TBI), observadas nas regides sul
e sudeste do Brasil (Figura 2), talvez se deva ao maior numero de relatos da doenca
naquelas regides, tendo em vista o grande numero de estudos ali desenvolvidos.
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Figura 2— Taxa bruta de incidéncia de Cancer Gastrico em regides do Brasil.
Fonte dados: Instituto Nacional do Céancer — INCA, 2007.

Fonte figura: Modificado de www.unirio.br/mapa_brasil.jpg

* Incidéncia calculada por 100.000 Homens/Mulheres.

Ha relatos nas ultimas décadas de que a incidéncia do cancer gastrico tem
diminuido no mundo (PARKIN et al., 1993, 2002; MUNOZ e FRANCESCHI, 1997).
Apesar das causas exatas nao estarem esclarecidas € possivel que este fato se
deva especialmente a melhora nos habitos alimentares da populagdo, na
conservacao dos alimentos e também ao declinio na prevaléncia da infec¢ao pela
bactéria Helicobacter pylori (H. pylori), tanto por meios indiretos, como a melhora nas
condigbes sanitarias, quanto pela acdo direta no diagnostico e erradicagao
bacteriana (NARDONE, 2003). No Brasil se constata uma diminuicdo temporal das
taxas de mortalidade por este tumor. No periodo entre 1979 e 2004 foi observada

reducao de 29,4% entre os homens e uma reducédo consideravelmente maior, de
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72,8%, entre as mulheres (INCA, 2006). Entretanto, apesar do declinio, o cancer
gastrico continua dentre as localizagdes primarias mais incidentes e representa um
desafio clinico pelo prognéstico geralmente ruim.

Um dos grandes problemas relacionados ao céncer gastrico é que, na
maioria dos pacientes, o diagnostico ocorre em estagios avancados (KONTUREK et
al., 2006), restringindo as opgoes terapéuticas. Soma-se o fato de ser, o cancer
gastrico, amplamente resistente a radioterapia e quimioterapia sendo a intervencao
cirirgica, na maior parte dos casos, 0 Unico tratamento com potencial curativo
(NARDONE, 2003). Nestes tumores observa-se alta incidéncia de metastases e
recorréncia tumoral (WANG et al., 2004). As metastases mais comuns sao para
figado, superficies peritoneal e linfonodos ndo adjacentes. Muitas vezes as lesdes
gastricas volumosas podem acometer, por continuidade, o eséfago, figado, intestino,
pancreas e diafragma. As células tumorais podem também desprender-se da serosa
e, por meio da cavidade abdominal, envolver o peritbnio ou implantar-se em érgaos
intra-abdominais. Apesar da profundidade de invasdo da parede gastrica se
relacionar com menor sobrevida, o comprometimento linfatico regional parece ser
mais fidedigno como fator prognéstico (GREENE/AJCC, 2002).

A taxa de sobrevida média, apés 5 anos, varia de 18% a 28% entre os
paises em desenvolvimento e desenvolvidos, respectivamente, sendo a média
mundial estimada em torno de 21% (INCA, 2006). Kim (2003) relata que entre
Coreanos residentes nos Estados Unidos (EUA), apenas 10 a 20% de todos os
casos de cancer gastrico sdo diagnosticados em estagios iniciais, reduzindo a
sobrevida para algo em torno de 10 a 20%. A autora ressalta ainda que nas regides
mundiais com alta prevaléncia da doenca, 10 a 40% dos casos sao detectados
precocemente, aumentando a sobrevida para taxas que variam de 10 a 50%. No
Japao a Fotofluoroscopia tem sido utilizada desde a década de 1960 para triagens
populacionais em massa, visando a deteccao precoce da doenca. Além disso, 0s
sistemas de diagnostico e tratamento sdo bem estruturados naquele Pais,
aumentando sua taxa de sobrevida para aproximadamente 52% em cinco anos
(PARKIN et al., 2002). Nos casos em que a doencga esta limitada ao estdbmago e sem
comprometimento linfonodal, a sobrevida pode aumentar para até 55%
(GREENE/AJCC, 2002).
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1.2- Cancer gastrico

Anatomicamente o estdmago se divide em cinco regides: cardia, fundo,
corpo, antro e piloro. A maior parte dos tumores (50 a 60%) se localiza na porcéo
distal do estémago, antro e piloro; cerca de 25% na cardia e de 15 a 25% no corpo e
fundo (COTRAN, 2000). Nas ultimas décadas tém se observado um aumento na
incidéncia de tumores na regiao proximal, cardia e fundo, sendo que estes possuem
um pior prognostico que os outros sitios anatémicos (WERNER, 2001;
GREENE/AJCC, 2002).

Esoéfago

16-25%

Duodeno 50-60%

Figura 3- Distribuicao anatémica dos tumores gastricos
(COTRAN, 2000).

Figura adaptada de www.sciencebob.com

Histopatologicamente o céancer gastrico se origina freqlientemente na
mucosa de revestimento do estdbmago, sendo o tipo mais comum o adenocarcinoma
gastrico (95% dos casos). Os outros tipos encontrados sédo os linfomas gastricos
(4%), os tumores carcindides (3%) e 0s mesenquimais (2%), que incluem o0s
leiomiossarcomas, schwanoma e os tumores estromais gastrointestinais (GIST) se
originando na parede do 6rgao (COTRAN, 2000; SMITH et al., 2006).

1.3- Estadiamento do Adenocarcinoma gastrico

O estadiamento de uma neoplasia maligna avalia o seu grau de
disseminacgao, refletindo sua taxa de crescimento e a extensao da doenga, além do
tipo de tumor. O estadiamento clinico é estabelecido a partir dos dados do exame
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fisico, exames complementares e da exploracdo cirurgica, sendo essencial na
selecdo e avaliacdo do tratamento. Entretanto, todos os casos devem ser
confirmados histologicamente, permitindo assim o estadiamento patolégico, o qual
se baseia nos achados cirlrgicos e no exame anatomopatolégico da peca
operatéria. O estadiamento patolégico pode ou nao coincidir com o estadiamento
clinico e ndo é aplicavel a todos os tumores, contudo € a base para se estabelecer o
estadiamento  tumoral, sendo diretamente relacionado ao prognéstico
(GREENE/AJCC, 2002).

O denominado Sistema TNM de Classificacdo dos Tumores Malignos,
preconizado pelo AJCC (American Joint Committe on Cancer, 2002), baseia-se na
extensdo anatébmica da doenca, levando em conta as caracteristicas do tumor
primario (T), as caracteristicas dos linfonodos das cadeias de drenagem linfatica do
o6rgao em que o tumor se localiza (N) e a presenga ou auséncia de metastases a
distancia (M). Estes parametros recebem graduacoes, geralmente de TO a T4, de NO
a N3 e de M0 a M1, respectivamente, indicando a extensao da doenca (Tabela 1).
Além das graduagdes numéricas, as categorias T e N podem ser subclassificadas
em graduagdes alfabéticas (a, b, c).

Tabela 1 - Definicado do TNM patol6gico para Cancer de Estémago

Tumor Primario (pT)

X Tumor primario ndo pode ser avaliado

TO Sem evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor invade a lamina prépria ou submucosa

T2 Tumor invade a muscular propria ou subserosa

T2a Tumor invade a muscular propria

Tumor Primario (pT)

T2b Tumor invade subserosa

T3 Tumor invade a serosa sem invadir estruturas adjacentes
T4 Tumor invade estruturas adjacentes

Linfonodos Regionais (pN)

NX Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

NO Sem metastase para linfonodos regionais

N1 Metastase em 1 a 6 linfonodos regionais

N2 Metastase em 7 a 15 linfonodos regionais

N3 Metastase em mais de 15 linfonodos regionais
Metastase a distancia (pM)

MX Presenca de metastase a distancia ndo pode ser avaliada
MO Sem metastase a distancia

M1 Com metéstase a distancia

Adaptado do Cancer Staging Handbook (AJCC, 2002).
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Tanto as graduag¢des numéricas como as alfabéticas expressam o nivel de
evolucao do tumor e dos linfonodos comprometidos. O simbolo "X" é utilizado
quando uma categoria nao pode ser devidamente avaliada (GREENE/AJCC, 2002;
INCA, 2005).

Quando as categorias T, N e M sdo agrupadas em combinacoes pré-
estabelecidas, ficam distribuidas em estadios que variam de | a IV, podendo ainda
ser subclassificados em A e B (Tabela 2). O estadiamento agrupa tumores com uma
mesma classificacdo histopatoldégica e extensdo, os quais apresentam evolugcao
clinica, resposta terapéutica e prognéstico semelhante (GREENE/AJCC, 2002;
INCA, 2005).

Tabela 2 - Agrupamento por Estadiamento para Cancer de Estdmago

Estadiamento Combinacées TNM
0 Tis NO MO
IA T1 NO MO
IB T1 N1 MO
T2a/b NO MO
! T1 N2 MO
T2a/b N1 MO
T3 NO MO
A T2a/b N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO MO
B T3 N2 MO
v T4 N1-3 MO
T1-3 N3 MO

Qualquer  Qualquer M1
Adaptado do Cancer Staging Handbook (AJCC, 2002).

1.3.1- Classificacao dos Adenocarcinomas

Diferentes classificac6es histopatolégicas foram propostas para os tumores
gastricos, devido a grande diversidade de arranjos histolégicos e arquitetbnicos
descritos (ESPINOZA et al., 1999). Dessa forma, o adenocarcinoma pode ser
classificado em subtipos com caracteristicas morfolégicas distintas. Uma das
sistematizacoes propostas é a da Organizacdo Mundial de Saude (OMS/WHO), a
qual contém cinco categorias: Tubular, Papilar, Mucinoso, Anel-de-Sinete e
Indiferenciado (ESPEJO e NAVARRETE, 2003). A classificacdo fregientemente
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utilizada pelos patologistas ocidentais é a de Laurén (1965) a qual divide o cancer
gastrico em dois tipos histomorfolégicos bem distintos: Tipo intestinal e tipo difuso,
diferentes quanto a epidemiologia, patogénese, evolucao clinica e perfil genético.

O tipo intestinal é mais diferenciado, composto por células com nucleos
grandes e irregulares que ainda apresentam coesao celular, permitindo a formacéao
de estruturas tubulares do tipo glandular. E geralmente associado com lesdes
precursoras como a gastrite crénica e a metaplasia intestinal. Geralmente afetam a
porcao distal do estdbmago sendo mais freqlente em pacientes de maior idade,
especialmente homens (STADTLANDER et al., 1999; BRESCIANI et al., 2003).

O tipo difuso, ou indiferenciado, apresenta pequenas células nao coesas que
sdo difusamente dispersas e ndo formam estruturas glandulares, se arranjando em
um padrdao nao-polarizado. Podem apresentar o0 nucleo periférico, aspecto
denominado de células em “anel-de-sinete” devido a uma alta producdo de mucina,
com consequente descentralizacdo nuclear. Normalmente origina-se sem lesdes
precursoras identificadas histologicamente, sendo pouco mais freqliente em
mulheres e jovens (CESAR et al., 2002). Ocorre normalmente em pacientes com
menos de 50 anos, podendo apresentar um padrdo de crescimento infiltrativo, com
progndéstico menos favoravel que o tipo intestinal. (BRESCIANI et al., 2003). Tem
sido demonstrado que a hereditariedade é um fator importante para este tipo
histolégico (WERNER, 2001; BROWN, 2002; NARDONE, 2003), especialmente na
Sindrome do cancer gastrico familiar do tipo difuso (CALDAS et al., 1999;
BRESCIANI et al., 2003). Em alguns casos observa-se a apresentacao de um
padrao histolégico com caracteristicas intermediarias entre os tipos intestinal e
difuso, sendo os mesmos denominados como “padrdo misto” (ESPEJO e
NAVARRETE, 2003; STADTLANDER et al., 1999).

1.4- Sinais e Sintomas

Durante o desenvolvimento do carcinoma gastrico, 0os sinais e sintomas
observados sao inespecificos. Observa-se perda de peso, anorexia, fadiga,
sensacao de plenitude gastrica, vomitos, nauseas e desconforto abdominal
persistentes, sendo normalmente confundidos com manifestacbes dispépticas
comuns. A presenca de massa palpavel na parte superior do abdome, aumento do
tamanho do figado, de linfonodos na regido supraclavicular esquerda e nédulos
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periumbilicais, podem indicar estagio avancado da doenca. A hematémese (vémito
com sangue) ocorre em cerca de 10 a 15% dos casos de cancer de estébmago.
Dentre os métodos atualmente empregados para o diagnostico do cancer gastrico, a
endoscopia digestiva alta tem se mostrado o mais pratico e eficiente, pois além da
visualizagdo direta da lesdo, permite a realizacdo de bidpsias para a avaliacdo
citologica e histopatolégica da mesma (INCA, 2005).

1.5- Etiologia

Dentre os fatores de risco para o desenvolvimento do céncer gastrico,
destacam-se a predisposicao genética (CALDAS et al.,, 1999; BRESCIANI et al.,
2003; LYNCH et al., 2005; TAMURA et al., 2006, CHAN, 2006) e os fatores
ambientais (CORREA, 2003; ENGEL et al., 2003; KATO et al., 2004a; QIU et al.,
2005).

Fatores genéticos

Estudos recentes tém associado a presenca de alteragdes genéticas
germinativas no gene CDH-1/caderina-E, com o desenvolvimento da Sindrome do
cancer gastrico familiar do tipo difuso. Este gene codifica a proteina caderina-E, a
qual se relaciona a adesao celular (CALDAS et al., 1999; BRESCIANI et al., 2003;
LYNCH et al., 2005; TAMURA, 2006; CHAN, 2006). Observa-se também o
desenvolvimento do cancer gastrico como parte de um amplo espectro tumoral
associado a algumas Sindromes hereditarias, caracterizadas pela ocorréncia de
carcinomas em outros 6rgaos; dentre elas, o Cancer Colorretal Hereditario nao
Polipéide (HNPCC) ou Sindrome de Lynch, a Sindrome de Li-Fraumeni (LFS),
causada por mutacdes germinativas no gene p53, a Polipose adenomatosa familiar
(FAP) e a sindrome de Peutz-Jeghers (WERNER et al., 2001; CALDAS et al., 1999).

Ha ainda relatos de polimorfismos em genes relacionados a producao de
algumas citocinas inflamatérias, como as Interleucinas 10 e 18 (IL-10, IL- 1B), Fator
de Necrose tumoral (TNF-a), Interferon (INF-y) e prostaglandinas (PGE). Tais
polimorfismos podem alterar a transcricdo génica com consequente alteragédo na
resposta imunoldgica individual a doencas infecciosas (PRINZ et al., 2006;
KONTUREK et al., 2003), especialmente a infeccdo por H. pylori. Polimorfismos



24

relacionados a producao da Interleucina 8 (IL-8) tém sido relacionados ao aumento
do risco de Ulcera e cancer gastrico (LAMARQUE e PEEK, 2003; PERMIN et al.,
2005; KAMALI-SARVESTANI et al, 2006). Os individuos geneticamente
predispostos a maior producdo dessa citocina apresentam risco mais alto para o
desenvolvimento da doenca, pois apresentam uma resposta inflamatéria mais
acentuada a exposicao a bactéria H. pylori, levando a inducédo de gastrite cronica,
gastrite atréfica e finalmente cancer gastrico (KAMALI-SARVESTANI et al., 2006;
OHYAUCHI et al., 2005). Ha ainda, dentre os fatores genéticos, relatos de maior
frequéncia de cancer gastrico entre individuos do grupo sanguineo tipo A,
especialmente entre os homens, sobressaindo-se o tipo difuso (STADTLANDER et
al., 1999). Estima-se que 5-10% dos adenocarcinomas gastricos se devam a fatores
hereditarios (PARK et al., 2000). Além disso, dentre os fatores do hospedeiro sdo
observadas também alteragcbes na secrecdo gastrica acida e hormonal
(hipergastrinemia), além do aumento da proliferacdo celular pela ativacdo de
protooncogenes (KONTUREK, 2003; EVERS, 2005; TAHARA, 2004).

Fatores ambientais

Os fatores ambientais incluem o tabagismo, ja identificado como um fator de
risco (CESAR et al., 2002; YOU et al., 2000); o refluxo biliar crénico, o qual tem sido
associado a metaplasia intestinal da céardia, podendo apresentar um importante
papel na carcinogénese nesse sitio gastrico (DIXON et al., 2002); o uso do alcool,
com estudos controversos e nao conclusivos para o carcinoma gastrico (BRITO,
1997; HAMADA et al., 2002; MAYNE e NAVARRO, 2002; ENGEL et al., 2003 );
cirurgia gastrica anterior e histéria de lesdes, ainda que benignas (CESAR et al.,
2002).

O tipo de dieta pode também influenciar no risco do desenvolvimento do
cancer gastrico. Dieta rica em sal, a qual pode lesar a mucosa gastrica tornando-a
mais suscetivel a acao de agentes genotéxicos, ingestdo de alimentos em conserva,
defumados, carnes curadas, peixes secos e outros alimentos conservados em sal
sao fatores fortemente associados ao risco (BRITO, 1997); enquanto que dietas
ricas em frutas, legumes frescos, acido ascérbico ou vitamina C podem reduzir o
risco de displasias e cancer gastrico (YOU et al., 2000; TEIXEIRA e NOGUEIRA,
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2003). Os compostos N-nitrosos, como nitrosaminas, nitrosamidas e nitrosouréias,
também apresentam atividade carcinogénica e podem ser formados endogenamente
a partir da ingestao de nitritos e nitratos. Estes, além de encontrados na natureza
sao também amplamente utilizados na preservagao de alimentos e como fertilizantes
na agricultura. Os nitratos formados endogenamente tém sua sintese modulada por
alteracoes funcionais do estdbmago, como hipocloridia ou acloridia, as quais podem
permitir a colonizacdo por bactérias redutoras de nitrato a nitrito (GOMES-
CARNEIRO et al., 1997; RAJ et al., 2003).

Dentre os agentes infecciosos, a infeccao pela bactéria Helicobacter pylori
(H. pylori), considerada agente carcinogénico do grupo | pela International Agency
for Research on Céancer (IARC, 1994), tem sido destacada nas ultimas décadas visto
sua relagdo com a gastrite crbnica ativa, com o desenvolvimento de Ulceras
gastricas e duodenais e aumento do risco de cancer gastrico (PARSONNET, 1995;
YAMAOKA et al., 1999a; MARSHALL, 2002; SUGIYAMA, 2004; PRINZ et al., 2006;
CREW e NEUGUT, 2006). Ha também evidéncias de associacao entre a infeccao
pelo virus Epstein-Barr, considerado um agente carcinogénico do grupo | (IARC,
1997), com o cancer gastrico (LIMA, 2006; STADTLANDER et al., 1999).

1.6- Carcinogénese Gastrica

A carcinogénese resulta de um processo com multiplas etapas, as quais
envolve uma transformacao clonal e um desregulado crescimento de células que
adquiriram mutacdes genéticas (TAHARA, 2004). O processo de transformacao da
mucosa normal até o estdgio do cancer gastrico é influenciado por fatores
ambientais como a alimentacao, infec¢ao por diferentes cepas de H. pylori e também
por fatores do hospedeiro.

A carcinogénese gastrica é proposta ser iniciada por uma gastrite crénica a
qual progride com atrofia gastrica, metaplasia intestinal e displasia (WERNER et al.,
2001). Estas condicbes costumam ser seqlenciais e ocorrer através de anos, como
resultado da exposicao aos varios fatores endégenos e exdgenos (Figura 4), como
esquematizado por Konturek et al. (2003). A metaplasia intestinal decorre da
transformacao do epitélio gastrico, glandular e de revestimento, ap6s um processo

inflamatério crénico, em células colunares e caliciformes de morfologia intestinal.
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Essa alteracdo é comumente associada a presenca da bactéria H. pylori
(PARSONNET, 1995; CESAR et al., 2002).
Mucosa normal

A

Gastrite Cronica

Reagdo inflamatéria cronica (IL-1 ¢ IL8)
Alteragies na secrecao gastrica

" AN
Perslstenma & Sal + Nitrosaminas +
reagao Tabagismo +
i Mutagio de Alimentos em conserva+
/ p53 1 p27 Danos celulares oxidativos +

Gastrite atrofica
Vitamina C -

/ / Antioxidantes -

Metaplasia intestinal

Displasia
Alteragdes na supressao tumoral (p53/p27)
\ Desregulagéo no ciclo celular

Alteragdes relacionadas a apoptose

Cancer gastrico- Difuso
Cancer gastrico- Intestinal

Figura 4-Base molecular da carcinogénese gastrica.
Adaptado de Konturek et al., 2003 (Cascata de Correa modificada-1992).

Para o adenocarcinoma gastrico tipo intestinal foi proposto por Correa (1975,
1992) um modelo da carcinogénese gastrica denominado “Cascata de Correa”. Esse
modelo é descrito como uma série de eventos sequienciais, onde se verifica padroes
histopatolégicos nos diferentes estagios pré-cancerosos, sendo 0s passos basicos:

gastrite ativa crénica — gastrite atrofica (atrofia glandular) — metaplasia intestinal
— displasia e finalmente o cancer gastrico (CORREA, 2003; KONTUREK et al.,
2003). Este processo é precedido e acompanhado de diversas mudangcas na
biologia molecular das células mucosas, particularmente na area de regeneracao
das glandulas gastricas, de onde normalmente se origina o cancer. Identificam-se
nesse processo diversas alteracbes em genes especificos que desempenham
papéis importantes nas diversas fungdes celulares, os quais incluem os genes
supressores tumorais p53 e p27 (CORDON-CARDO, 1995; SANDHU e
SLINGERLAND, 2000; WERNER et al., 2001). A presenca bacteriana também tem

se mostrado um fator significativo nesse processo visto que, sua erradicacdo em
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pacientes com cancer gastrico, em estagio inicial, € acompanhada por melhora na
secrecdo acida gastrica, remissdo da gastrite localizada no corpo gastrico e
decréscimo dos compostos nitrosos associados com a carcinogénese gastrica
(UEMURA e OKAMOTO, 2000).

As alterac6es genéticas (na seqiéncia do DNA) e epigenéticas (no padrao de
expressdao génica sem que haja mudanca na sequéncia do DNA) observadas no
cancer gastrico sdo comuns a outros tipos de cancer e envolvem genes reguladores
do ciclo celular (oncogenes), genes reguladores da apoptose, moléculas de adesao
celular, genes supressores tumorais € genes envolvidos no reparo do DNA, sendo
muitas vezes associadas a presenca de H. pylori (TAHARA, 1993; YASUI et al.,
2000; YOKOZAKI et al., 2001).

Dentre as alteracdes génicas envolvidas no complexo processo tumorigénico,
possuem destaque, pela sua funcdo, os supressores tumorais. Os genes
supressores tumorais codificam proteinas que inibem e/ou controlam a divisdo
celular, entretanto, as células em sua transformagcéo maligna encontram meios de
evasao a esses sinais supressores, bem como, a aqueles enviados pelas células
vizinhas (WEINBERG, 1996). Além disso, mutacdes observadas nesses genes
levam subsequentemente a alteragées na expressdo de proteinas envolvidas na
proliferacao celular. A conseqiiéncia é a selecao clonal dessas alteracdes, as quais
conferem as células vantagens seletivas de proliferacdo e sobrevivéncia,

favorecendo o crescimento tumoral.

1.6.1 - p53

O gene p53 (TP53) é um supressor tumoral freqientemente mutado em
diversos tipos de cancer humano. Localiza-se no brago curto do cromossomo
17p13.1, abrange 20 Kb e contém 11 exons os quais codificam, principalmente, uma
proteina de 53 kD, regulatéria na replicacdo do DNA, proliferagao celular e apoptose
(HUSSAIN e HARRIS, 1998). O exon 1 é nao codificante, se relacionando com o
controle dos niveis da proteina p53 na célula (MOSNER et al.,1995). O exon 2
codifica a extremidade protéica N-terminal enquanto o exon 11 codifica a
extremidade C-terminal. Os exons 4-9 codificam o dominio protéico de ligacdo ao
DNA, nessa regiao se encontram os denominados pontos quentes (hotspots) para as
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mutacdes detectadas em quase todos os tipos de cancer (GUIMARAES e HAINAUT,
2002).

O papel protetor do gene p53 é claramente ilustrado na Sindrome Familiar
de Li-Fraumeni, na qual a transmissdo de um alelo mutante predispbe ao
desenvolvimento de multiplas formas de céncer, dentre as quais predominam os
sarcomas, cancer de mama e cérebro (GUIMARAES e HAINAUT, 2002; OLIVIER et
al., 2003). Mutagdes nesse gene levam a inativacao da proteina p53 e estao
presentes na maioria dos canceres invasivos. As mais observadas incluem perda de
alelos, mutagcdes de ponto (em torno de 75% “missense”, resultando na substituicao
de um aminoacido por outro) e inativacdo da proteina por sequestramento por
antigenos virais ou proteinas celulares (HAINAUT et al., 1998; GUIMARAES e
HAINAUT, 2002; SHIBATA et al., 2002; OLIVIER et al., 2003).

A fosfoproteina nuclear p53 é composta por 393 aminoacidos e funciona
como um fator de transcricdo. E sintetizada continuamente e nas células normais
esta presente em baixas concentragcdes, ndo se acumulando em niveis significativos,
por possuir meia vida curta, em torno de 5 a 20 minutos (FENOGLIO-PREISER et
al., 2003).

A regulacao dos niveis da proteina p53 é mantida pela interagdo desta com
a proteina Mdm2 em um mecanismo de “feedback” auto-regulatério. A Mdm2 é
transcripcionalmente ativada por p53 e inibe a sua atividade de trés formas: Atuando
como ubiquitina-ligase, o que leva a ubiquitinacdo de p53 com conseqlente
degradacao pelos proteossomos; bloqueiando a transativacdo mediada por p53, por
ligacdo a seu dominio de transativacdo e induzindo seu transporte para o
citoplasma, por conter um sinal de exportagdo nuclear, com consequente inativacdo
funcional (CHENE, 2003, 2004). Danos ao DNA levam a uma fosforilacdo de p53, o
que reduz sua ligacdo a Mdm2, com consequente diminuicdo de sua degradacéao e
aumento na concentracao intracelular. Dessa forma, a menor ligagdo com a Mdm2
resulta em maior atividade de p53 no estimulo da transcricdo génica (ALBERTS et
al., 2004). A forma mutada de p53 possui maior estabilidade e meia-vida superior a
da proteina selvagem, isso resulta em uma acumulagdo nuclear da mesma
permitindo assim sua deteccdo pela técnica imuno-histoquimica. O acumulo da
proteina p53 pode, por essa razao, ser considerada como um indicador da mutacao
do gene p53 (ROVIELLO et al., 1999).
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A organizacao estrutural da proteina p53, e a correlacdo dos dominios de
atividade com os exons, sdo esquematizadas na figura 5. Estudos comparativos,
entre diversas espécies, das sequéncias de aminoacidos da p53 identificaram 5
regides altamente conservadas, denominadas dominios |-V, os quais parecem ser
cruciais para o adequado desempenho de suas funcées (SOUSSI et al., 1990). Os
residuos dentro desses dominios apresentam diferentes freqiéncias de mutacées; A
maioria delas resulta em alteracées nos residuos de contato com o DNA (mutacdes
nos codons 245, 248 e 273) ou de conformacao da proteina (cédons 175, 249 e
282), representando aproximadamente 30% das mutac¢des detectadas em quase
todos os tipos de cancer (GUIMARAES e HAINAUT, 2002).

Organizagéao estrutural da proteina p53

Dominio de
ativagao
transcricional

Dominio de ligagao sequéncia Dominhio de
especifica ao DNA tetramerizagao

Exon
Regido evolucionar. conservada

Figura 5. Modelo esquematico da Organizacao estrutural da proteina p53.

(Adaptado de www.genome.ad.jp).

A p53 se apresenta com a arquitetura classica de um fator de transcricao
sequéncia-especifico. Sua forma ativa, com conformagcao em tetramero, possui uma
regiao N-terminal (a.a. 1-100. exons 2-4), a qual contém o dominio transativador da
transcricdo; uma regiao central (a.a. 100-300. exons 5-8), hidrofébica, a qual se liga
a seqliéncias especificas do DNA; uma regiao C-terminal (a.a. 300-393. exons 9-11),
altamente basica, dominio regulatério, transcricional e de tetramerizacao
(GUIMARAES e HAINAUT, 2002; LOKSHIN et al., 2007).

Na regido N-terminal, encontra-se uma regido rica em prolina (a.a 60-90)
que possui papel seletivo na transativacdo e apoptose (LOKSHIN et al., 2007).
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Nesse ponto verifica-se uma alta flexibilidade intramolecular, a qual permite a
interacado, de alta afinidade, com uma grande variedade de proteinas celulares. Além
disso, como regiao transativadora da proteina, a regidao N-terminal se liga um grande
namero de proteinas celulares e virais, sendo alvo de inUmeras modificacbes pos-
traducionais, que vao regular a atividade da p53 (SOUSSI e MAY, 1996). Esta regiao
contém o sitio de ligagdo para a mdmz2, principal regulador da estabilidade da
proteina p53 (GUIMARAES e HAINAUT, 2002).

O dominio de ligacdo ao DNA, localizado na regiao central, é ligado ao
dominio de tetramerizacdo (aa 325-355) por um conjunto de 25 aminoacidos, os
quais contém um sinal de localizagdo nuclear. Sua estrutura consiste de 2 folhas B
antiparalelas formando um suporte em “sanduiche” para os outros trés elementos
estruturais: um motivo alga-folha-hélice (LSH), que se liga ao sulco maior do DNA;
alca L2, associada a alca L3 promovendo a estabilizacdo da proteina; alga L3, que
vai interagir com o sulco menor do DNA. As algcas L2 e L3 sdo mantidas juntas por
um atomo de zinco tetracoordenado com a Cys176 e Hys179, na alca L2, e Cys238
e Cys242, na alga L3 (Fig. 6). Estes trés residuos de cisteina sdo essenciais para
ligacdo ao DNA e transativagdo, se encontrando mutados em uma grande
diversidade de tumores. A grande maioria das mutacdes ja mapeadas no p53 se
concentra nesta regido (CHO et al., 1994; GUIMARAES e HAINAUT, 2002;
LOKSHIN et al., 2007).

Figura 6— Interacdo de p53 com a molécula de DNA (Reproduzido de CHO et al., 1994)

Observa-se a estrutura do dominio central de p53 (verde) ligando-se ao DNA (azul). Em amarelo,
aminodcidos mutados relacionados a ligagdo ao DNA. Em vermelho o atomo de Zinco.

Na regiao C-terminal, basica, encontram-se trés sinais de localizagdo nuclear,
que possibilitam a migracao da proteina do citoplasma para o nucleo: um dominio de
oligomerizacao, associado a tetramerizagdo da p53; uma sequiéncia que reconhece

o dano primario no DNA; um dominio regulatério da transcri¢cdo, o qual desempenha
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um importante papel regulatério na ligagcdo de p53 a sequéncias especificas do
DNA. Esta regido pode se associar, de maneira sequéncia-independente, com varias
formas de DNA e RNA (LOKSHIN et al., 2007).

Ciclo celular

O ciclo celular é controlado por diversos mecanismos os quais visam garantir
a correta divisdo celular. Esta divisdo consiste em dois processos consecutivos,
caracterizados pela replicacdo do DNA e pela segregacdo dos cromossomos
duplicados nas duas células formadas. O ciclo € composto por quatro estagios: G1
(gap 1) onde a célula aumenta de tamanho e prepara-se para copiar seu DNA. A
replicacdo ocorre na fase seguinte e € denominada fase S (sintese), ela permite que
a célula duplique precisamente seus cromossomos. Apds a replicacao inicia-se a
fase G2 (gap 2), durante a qual a célula prepara-se para a fase M (mitose), na qual a
célula-mae se divide para produzir duas novas células, com igual numero de
cromossomos. As células-filhas podem reentrar imediatamente em fase G1, e
reiniciar o ciclo celular, ou podem para-lo temporaria ou definitivamente, entrando na
fase GO (quiescéncia ou repouso).

Entre as fases G1-S e G2-M estédo os principais pontos de checagem celular
(checkpoints), eles ocorrem entre as diferentes fases do ciclo e consistem na
verificacdo, pela célula, da sua prépria integridade funcional. O ponto G1/S é
controlado pela via do pRB (proteina do retinoblastoma); Caso a célula ultrapasse
este ponto, ela é compelida a replicar seu DNA. Na ocorréncia de copia incorreta ou
lesbes no DNA durante a fase S, a célula ndo ultrapassara o outro ponto de
checagem G2/M, acarretando entdo a parada do ciclo ou apoptose (morte celular). A
célula para o processo de divisdo para que a maquinaria de reparo — proteinas
especificas capazes de corrigir os variados danos celulares — seja acionada e, apds
o0 reparo, possa dar continuidade ao ciclo. Por outro lado, quando o dano nao puder
ser corrigido, a eliminacao da célula danificada ocorrera por apoptose. Ambos os
processos sao dirigidos pela proteina p53, importante elo de conexao entre o ciclo
celular e a apoptose, e também conhecida como “Guardido universal” do genoma
(VERMEULEN et al., 2003; LOKSHIN et al., 2007).

Estudos sugerem que o inicio do reparo do DNA ou da apoptose,
dependentes da p53 é determinado pelo nivel de dano acumulado no DNA: baixos
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niveis ativariam o reparo do DNA enquanto que altos niveis o suprimiriam,
induzindo a apoptose celular (EL-DEIRY, 1998; OFFER et al., 2002; BARCINSKI,
2004).

Funcoes da proteina p53

A ocorréncia do estresse celular, com conseqientes lesdes do DNA,
provoca uma fosforilacdo de p53 com consequiente alteracdo de sua conformacao,
tornando a mais estavel e levando ao seu rapido acumulo nuclear. A proteina,
atuando como um fator de transcricao, induz a sintese de uma cdkl (Inibidor de
quinases dependentes de ciclinas) da familia Cip/Kip denominada p21 (Wafi,
Cip1), a qual inibe a atividade de complexos ciclinas/cdk (quinases dependentes de
ciclinas) especificos das fases G1/S e S (A/cdk2 e E; D1/cdk4), impedindo a célula
de prosseguir seu ciclo normal (Figura 7). Com o aumento de p21, os complexos
ciclina-cdk por ela inibidos perdem a capacidade de fosforilar seu principal
substrato, a Proteina Retinoblastoma (pRB). A pRB na sua forma hipofosforilada
sequestra entdo o fator de transcricdo E2F, necessario para a sintese de DNA
celular. O bloqueio na progressao do ciclo celular se da entdo antes da fase S,
viabilizando o reparo do DNA. Essa cdkl atua também, em menor extensao,
bloqueando a acao dos complexos B/cdk1, os quais possuem acao especifica na
fase M do ciclo (CORDON-CARDO, 1995; VERMEULEN et al., 2003).
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Figura 7- Agcao bloqueadora (fase G1/S) da proteina p53 no ciclo celular.

A ilustracdo acima esquematiza as vias pelas quais a transativagdo do p21 pelo p53 ocasiona a
parada do ciclo celular.

(Adaptado de CORDON-CARDO,1995).

Além de inibir a atividade do complexo ciclina-cdk a proteina p53 também
pode se ligar ao PCNA (Antigeno nuclear de proliferacao celular), fator essencial
para a replicacdo do DNA. Apés essa etapa, caso ocorra a persisténcia do dano, a
célula pode ser induzida a apoptose (CORDON-CARDO, 1995; ALBERTS et al.,
2004). Os mecanismos pelos quais a p53 induz a apoptose ainda nao estao
totalmente esclarecidos, entretanto, sua forma ativa pode induzir também a
expressao de varios outros genes envolvidos com esse processo (EL-DEIRY, 1998;
LACROIX et al., 2006).

Os fatores determinantes da resposta da célula a ativacdo da p53 ainda
nao estao totalmente esclarecidos. A combinagdo exata dos efetores ativados pela
p53 pode diferir de uma célula para outra dependendo da natureza do sinal indutor,
sua intensidade, o tecido considerado e o grau de diferenciagdo celular. Além
disso, a ativacado simultanea de diferentes vias bioquimicas na célula contribui de
forma importante na determinacao da resposta final da célula a um determinado
estimulo, explicando, assim, a extrema heterogeneidade de respostas dependentes
da p53 (PLUQUET e HAINAUT, 2001; GUIMARAES e HAINAUT, 2002).
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Quanto a inativagdo da p53 observam-se diferentes mecanismos: Inibicao
pela proteina celular Mdm2 (Fig. 8), pela ligacdo ao dominio N-terminal;
modificacées bioquimicas pos-traducionais; mutagdes génicas; Inativacdo por
oncoproteinas virais como a proteina E6 do Virus do papiloma Humano (HPV);
alteracdes nos reguladores da p53 e/ou nos seus genes alvos (LACROIX et al.,
2006).

Stress
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degradagio
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regressao do
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Figura 8- Mecanismo basico de inducao controle de p53 via Mdm2.

A presenca de quebra de na cadeia de DNA induz a expressado/ativagdo de p53 ocasionando o
bloqueio do ciclo celular. A associacdo com a proteina Mdm2 com a proteina p53 induz a degradacéo
da mesma via ubiquinina, inativando-a e restabelecendo a progresséo do ciclo.

(Adaptado de www.emdbiosciences.com/sharedimages)

bloqueio
ciclo celular

O desempenho da atividade supressora da p53 depende de sua integridade
estrutural e funcional, que permita sua associacdo com as diversas proteinas co-
regulatérias envolvidas no ciclo celular ou apoptose. Contudo, observa-se que a
maior parte dos tumores humanos € acompanhada de alteragdes no gene p53. Em
relacdo ao adenocarcinoma gastrico, Fenoglio-Preiser et al. (2003), em artigo de
revisao, relata que as mutagdes de p53 ocorrem numa freqiéncia de 0% a 77% dos
casos. Ha relatos de detec¢do da mutacédo ou perda de heterozigosidade (LOH) de
p53 em cerca de 30% dos casos, independente do subtipo histologico (WERNER et
al., 2001). Ja Cho et al. (1999) verificou alteracdes nesse gene em 40%-60% dos

carcinomas gastricos avancados, do tipo intestinal, e 20% dos carcinomas gastricos
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precoces. Postula-se que a presenca de H. pylori possa induzir a ocorréncia de
mutagoes no gene p53.

Vale ressaltar que a diversidade de alteragbes associadas a proteina p53
pode muitas vezes nao se refletir na sua deteccao imuno-histoquimica, ou mesmo,
essa deteccdo pode ndo estar necessariamente associada a mutagdo genética
(LOUIS et al., 1993; CHO et al., 1999). Assim sendo, torna-se necessaria a utilizagao
de técnicas complementares no estudo da analise mutacional do p53. Para esse fim,
uma técnica largamente utilizada é a PCR-SSCP (Técnica de Polimorfismo de
Conformacédo de Fita Simples), que tem como base o fato de que, apés a
desnaturacao do DNA, em condi¢cées que inibam a renaturacédo, as fitas simples
formadas se reestruturam tridimensionalmente pela complementariedade entre suas
bases. As fitas simples com diferentes seqiiéncias de bases apresentam estruturas
tridimensionalmente diferenciadas, o que se reflete em sua mobilidade eletroforética
quando analisadas em gel de poliacrilamida. Neste caso, as moléculas sao
fracionadas pela resisténcia que sua conformacao oferece a migracao eletroforética
e nao pelo seu tamanho. A variacao no padrdo de bandas observadas no gel indica
a presenca de mutacées ou polimorfismos génicos. O método envolve trés etapas:
amplificagdo por PCR da regido do gene de interesse, desnaturacdo do produto de
PCR, eletroforese da fita simples de DNA através de um gel de pH neutro
(SEUANEZ et al., 2004).

1.6.2- p27

O gene p27, localizado no cromossomo 12p13, codifica a proteina p27 ¥*', a
qual pertence a classe das proteinas inibidoras das cdk (cdkl). Sua familia CIP/KIP é
constituida pelas proteinas p27 KP' p21 “P' e p57 KP2 as quais apresentam um
dominio N-terminal inibidor. Atuam no ciclo celular como supressores tumorais,
inibindo uma variedade de complexos ciclina-cdk. Ao contrario da familia de
inibidores denominada INK4, constituida pelas proteinas p15 "8 p16 NK*A p1g
INK4C & p19 K9P cuja acdo inibitdria é restrita as quinases cdk4 e cdk6, as proteinas
da familia CIP/KIP sado consideradas cdkl universais por interagir com varios
complexos ciclinas-cdk em resposta a sinais antiproliferativos, promovendo assim a
parada no ciclo celular em sua fase G1 (SANDHU e SLINGERLAND, 2000;

CHETTY, 2003; VERMEULEN et al., 2003).
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A transicao pelas fases G1/S do ciclo celular determina a sintese protéica e
replicacdo do DNA para a subsequente divisdo celular (fase M), sendo um passo
critico no mecanismo de proliferacao das células, dependente da atividade de cdk2 e
ciclinas D1/E (SANDHU e SLINGERLAND, 2000). Na célula quiescente, estimulada
por fatores de crescimento, ocorre um aumento nas concentragdes das ciclinask/D,
resultando na ativacdo dos complexos ciclina D/cdk4 e ciclina E/cdk2 no ponto de
restricdo G1/S. A atividade ciclina E/cdk2 é maior no final de G1 e essencial para o
inicio da fase S, em conjunto com outras cdks. A proteina p27 € um importante
elemento regulador dessa fase e atua inibindo esse complexo impedindo assim que
a célula atravesse o ponto de restricdo no final da fase G1 (Fig. 9). Durante a
proliferacdo celular, a proteina p27 permanece inativa (p27i), ligada ao complexo
ciclinaD/cdk4 ou cdk6. A presenca de sinais antiproliferativos provoca a liberacéao e
ativacdo de p27, com consequente bloqueio do complexo ativo ciclina E/cdk2
(BOUCHARD et al., 1999; PEREZ-ROGER et al., 1999; SANDHU e SLINGERLAND,
2000).

/ ative inativo

p53ip21

" inativo
—a Agiac bloqueadora Agiio efetora

Figura 9- Acao bloqueadora (fase G1/S) da proteina p27 no ciclo celular.

A ilustracdo esquematiza o mecanismo pelo qual a proteina p27 atua bloqueando o complexo ativo
cdk2/E e inibe a passagem pelo ponto de restricdo G1-S do ciclo celular.

(Adaptado de CORDON-CARDO,1995).
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A p27 é fortemente expressa em células ndo proliferativas desempenhando
também importante papel na regulacdo da progressao GO a G1 (CHETTY et al.,
2003). Além disso, esta relacionada a regulacdo da apoptose, diferenciacdo e
migracao celular e resposta a estimulos inflamatérios, tornando-se uma proteina
chave no controle da entrada do ciclo celular (EGUCHI et al., 2004).

O gene p27 raramente se encontra mutado em neoplasias humanas (LEI et
al., 2005), entretanto, sua expressdao se encontra alterada em diversos tumores
primarios, incluindo os do trato gastrointestinal e figado (CHETTY, 2003). Como
ocorre com 0s outros supressores, a perda da atividade ou diminuicdo da expressao
de p27 confere a célula displasica vantagens associadas a uma maior proliferacao
tumoral (BLAIN e MASSAGUE, 2002).

Outra alteracdo encontrada refere-se a sua localizagdo; A proteina
normalmente possui localizacdo nuclear, entretanto, tém-se observado em alguns
carcinomas de mama, eséfago e colon, sua localizacao citoplasmatica, o que sugere
a hipétese de sua inativacdo por sequestramento citoplasmatico. Trés estudos
recentes (LIANG et al., 2002; SHIN et al., 2002; VIGLIETTO et al., 2002), relatam
que a fosforilacdo da proteina p27 pela proteina-quinase B ativada (Akt/PKB),
componente central da via Fosfatidil inositol quinase (PI3K), impossibilita a
importacao nuclear de p27, a qual fica aprisionada no citoplasma celular. O
aprisionamento citoplasmatico de p27 impossibilita sua atividade funcional, sendo
que a cdk2 permanece ativa no nucleo mesmo na presenca de sinais anti-
mitogénicos.

A diminuicdo nos niveis de p27 pode se dever a um aumento de sua
degradacgdo proteossomal, seu principal mecanismo de regulacdo durante o ciclo
celular, ou a outros mecanismos, incluindo a regulagao transcricional (EGUCHI et al.,
2004). Por outro lado, no caso das doencgas gastricas, diversos estudos tém
associado essas alteracées com a presenca da bactéria H. pylori. Shirin et al (2000)
relata que a exposicao cronica de células epiteliais gastricas a H. pylori pode induzir
um fendtipo resistente a apoptose, sendo que a inibicdo ocorreria na fase de
transicdo G1/S. Um dos possiveis mecanismos dessa agao bacteriana seria através
da reducao nos niveis da proteina p27.

Em diversas neoplasias a p27 tem sido focalizada como um fator
progndstico potencialmente relevante, o qual pode estar relacionado a tumorigénese
e progressdo tumoral (KUDO et al., 1998; HAN et al., 1999; SANDHU e
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SLINGERLAND, 2000; CHETTY, 2003). Dentre os principais tumores com alteracao
do p27 encontram-se o de mama, préstata, célon, figado, estbmago, pulméao,
esb6fago e mucosa oral (TSIHLIAS et al.,, 1999; ITO et al., 1999; HO e DOWDY,
2002; CHETTY, 20083; LEI et al., 2005).

1.6.3- Helicobacter pylori

A bactéria H. pylori é um bacilo gram-negativo, microaeréfilo, movel, nédo-
esporulado, medindo aproximadamente 0,1 a 0,5 um de largura e 3 uym de
comprimento. Possui forma helicoidal ou espiralada, superficie lisa e extremidades
arrendondadas com 5 a 7 flagelos unipolares embainhados, cuja regulacao,
secrecao e montagem sao controladas por pelo menos 40 proteinas (MARSHALL,
2002; LADEIRA et al., 2003; MARAIS et al., 1999). Assim como as demais bactérias
do género Helicobacter, H. pylori possui a capacidade de colonizar a mucosa
gastrica sendo associada a gastrite, Ulcera péptica, Linfoma MALT e carcinoma
gastrico. A infeccao é normalmente assintomatica sendo na maioria das vezes nao
tratada, propiciando assim uma resposta inflamatéria crénica, a qual pode se
estender por décadas (PASSARO, 2002; MARAIS et al., 1999).

A bactéria apresenta uma distribuicdo cosmopolita sendo que a baixa
condicao sécio-econdmica, ma-nutricao, inadequadas condicbes sanitarias, dentre
outros fatores relacionados, tém sido associados a sua alta prevaléncia mundial
(BROWN, 2000; CORREA, 2003, 2004). Nos paises em desenvolvimento a taxa de
infeccdo € em torno de 50-90%, sendo geralmente adquirida na infancia; ja nos
paises desenvolvidos observam-se taxas de prevaléncia bem menores (5-20%) em
jovens e individuos de até 40 anos (MARSHALL, 2002).

O mecanismo de transmissdao mais provavel é o contato pessoa-a-pessoa,
inclusive entre familiares, especialmente mée-filho. Essa evidéncia é reforcada pela
observacédo de que em individuos de areas com baixa condicao socio-econbémica e
educacional, condicbes sanitarias inadequadas e habitagbes aglomeradas ou
superlotadas observam-se maiores taxas de infeccdo (ESCOBAR e KAWAKAMI,
2004; AHMED et al., 2006). Aléem da via fecal-oral, as vias oral-oral e gastro-oral séo
também sugeridas, pois a bactéria ja foi detectada em placa dentaria, inclusive de
criancas (NGUYEN et al., 1993; ALLAKER et al., 2002). Outras secre¢des vem
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sendo pesquisadas, entretanto, as fontes mais provaveis de infeccéo incluem saliva,
placa dentaria, fezes, refluxos gastricos ou vémitos, agua néo tratada e alimentos
preparados em condicdes nao-higiénicas (HULTEN , 1996; BROWN, 2000; AHMED
et al., 2006).

Apesar da alta prevaléncia da infeccao nos paises em desenvolvimento e na
populacdo mundial (PLUMMER, 2004), apenas uma pequena proporcao de 1-2%
dos pacientes infectados desenvolve o cancer gastrico (KONTUREK et al., 2003).
Esse fato sugere que outros fatores, ambientais e/ou do hospedeiro, devem atuar de
forma importante se somando a acdo bacteriana.

Sao diversos os fatores bacterianos associados a sua patogenicidade. Sua
sobrevivéncia no ambiente acido do estbmago é possibilitada pela produgcdo da
enzima urease, a qual apresenta papel central na infeccdo bacteriana por viabilizar
sua colonizacdo na mucosa gastrica (LADEIRA et al., 2003). A bactéria localiza-se
no interior ou sob a camada de muco que recobre o epitélio gastrico, aderida ou em
contato intimo com a membrana luminal das células da mucosa (MARSHALL, 2002;
SCHREIBER et al., 2004). A urease produzida por H. pylori promove a hidrélise da
uréia, fisiologicamente presente no suco gastrico, em aménia (NH3z) e dioxido de
carbono (CO,), com conseqlente alcalinizacdo do ambiente gastrico (MOBLEY et
al., 1995; BAUERFEIND et al., 1997). Sua produgdo € controlada por um grupo
(cluster) de 7 genes, localizado no genoma bacteriano, os quais codificam as

subunidades estruturais da enzima e outros elementos acessoérios (Fig. 10).

ureA ureg uref urefF ureF ez ureH

60,3 "7 19,5 28,6 "7 29,6 (KDa)

Genes estruturais Genes acessorios

Figura 10- Organizacao genética do cluster de genes relacionados a producao da urease de H.

pylori.
(Reproduzido de MOBLEY et al., 1995).

A urease possui massa molecular em torno de 550 kDa (quilodaltons). E
constituida por seis copias de cada uma das duas subunidades estruturais, ureA e
ureB, codificadas pelos genes ureA, ureB. Em adicdo a esses genes estruturais, 0s

genes acessorios ureE, ureF, ureG e ureH codificam proteinas necessdarias a
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incorporacdo do niquel para a produgdo da metaloenzima cataliticamente ativa
(MOBLEY et al., 1995; BAUERFEIND et al., 1997; SCOTT et al., 2000), enquanto o
gene urel codifica uma proteina sensivel ao pH, relacionada ao canal de uréia, o
qual se localiza na membrana interna da parede celular bacteriana (VOLAND et al.,
2003; LAMARQUE e PEEK, 2003). Como a maior parte da urease sintetizada situa-
se no citoplasma e superficie bacteriana (MARAIS et al.,1999), a entrada de uréia no
seu interior é controlada por essa proteina, em condi¢gdes em que se faca necessaria
a alcalinizacdo do meio (LADEIRA et al., 2003; WEN et al., 2003).

O gene ureC, atualmente denominado g7mM (DE REUSE et al., 1997)
codifica uma proteina altamente conservada denominada UreC ou gimM, uma
fosfoglicosamina mutase que parece nao possuir papel especifico na producdo da
urease; entretanto, relata-se que assim como em outras bactérias, esse gene é
essencial para o desenvolvimento celular bacteriano (DE REUSE et al., 1997;
MOBLEY et al., 1995), sendo uma ferramenta especifica utilizada na deteccao
molecular de H. pylori (LU et al., 1999). Além da urease, ha indicios de que a
bactéria desenvolva outras defesas intrinsecas especializadas no mecanismo de
acido-resisténcia (MARAIS et al., 1999).

A presenca dos flagelos, producdo de adesinas (genes babA1, babA2, napA)
e diversas enzimas como hemaglutininas (gene hpaA), lipases e proteases permitem
a adesao epitelial e degradacdo da camada de muco, facilitando a progressao
bacteriana (MARAIS et al.,1999; LADEIRA et al., 2003; OLIVARES e GISBERT,
2006), além de apresentarem importante potencial imunogénico. A bactéria produz
também enzimas como a superoxido dismutase, catalase e arginase, as quais
conferem protecao bacteriana a resposta imune celular do hospedeiro (HAZELL et
al., 1991). A resposta imune humoral, representada por anticorpos IgG e IgA
direcionados as proteinas de membrana, flagelinas (FlaA/FlaB), adesinas, urease e
lipopolissacarideos (LPS) também é verificada nos individuos infectados (SUAREZ
et al., 2006).

A bactéria apresenta duas outras citotoxinas amplamente estudadas e
relacionadas a sua patogenicidade, codificadas respectivamente pelos genes vacA e
cagA, detalhadas abaixo. Além destes, outros genes vem sendo associados a
patogenicidade bacteriana, destes, os mais recentemente estudados sdo 0s genes
iceA e babA. O gene iceA (induzido por contato epitelial), apresenta duas variantes

alélicas, iceA1 e iceA2, e tem sido sugerido como um fator associado a Ulceras
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pépticas e gastrite cronica (YAMAOKA et al., 1999b; WU et al., 2005). O gene BabA
(fator de aderéncia associado ao grupo sanguineo) codifica uma proteina externa de
membrana (OMP), uma adesina bacteriana, que se liga ao fator B do grupo
sanglineo Lewis, nas células do epitélio gastrico. Essa OMP pode ser um
importante produto de patogenicidade ao promover o contato entre a bactéria e o
epitélio gastrico, facilitando assim a liberacao de fatores de viruléncia como cagA e
vacA (GATTI et al., 2006; COLBECK et al., 2006).

1.6.3.1- Gene cagA

Algumas cepas bacterianas possuem a denominada ilha de patogenicidade
(PAIl), um fragmento de DNA de 35-40 KDa, cepa especifico, contendo um conjunto
de 31 genes associados a estimulacdo de citocinas, alteracées na sinalizacédo
celular e a um virulento aparato secretério extracelular tipo IV. Dentre estes,
destaca-se o0 gene cagA, o qual codifica uma proteina com 120-140 kDa, altamente
imunogénica, denominada cagA (citotoxin- associated gene product A). Esta
proteina apresenta diversidade em sua seqUéncia de aminoacidos entre as
diferentes cepas de H. pylori (STEIN et al.,, 2000; HIGASHI et al.,, 20023a;
ODENBREIT et al., 2000; OLIVARES e GISBERT, 2006). As cepas cagA(+) séo
associadas com maior risco de Ulcera péptica e adenocarcinoma, especialmente o
tipo intestinal afetando o estémago distal (BLASER et al.,1995; ATHERTON, 1998;
SHIBATA et al., 2002).

A provavel base molecular para a agao patolégica de cagA na interacao
entre H. pylori e a célula do hospedeiro € descrita por alguns autores: O sistema de
secrecao tipo IV é formado por uma estrutura cilindrica que se conecta as células
epiteliais. Ap6s a adesdo bacteriana a célula epitelial e formagéo desse sistema
secretério, diversos elementos bacterianos virulentos, incluindo a proteina cagA,
podem ser translocados para o interior das células do hospedeiro. Quando cagA é
injetada para o interior da célula, ela é ativada por fosforilacao por tirosinas celulares
(SEGAL et al.,1999; STEIN et al., 2000; ASAHI et al., 2000; SUGIYAMA, 2004) e se
liga especificamente a fosfatase SHP-2 ativando-a e induzindo transformacgdes
morfoldgicas nas células (HIGASHI et al., 2002b; YAMAZAKI et al., 2003). SHP-2 é
uma proteina tirosina-fosfatase citosélica que, junto a proteina SHP-1, desempenha

diversas funcdes regulatérias e estruturais, possuindo um importante papel positivo
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na transducao do sinal mitogénico (FENG et al.,1993; FREEMAN et al., 1992; TSUJI
et al.,, 2003). Além disso, a SHP-2 é ativamente envolvida na regulacdo da
propagacao, migracao e adesao celular, sendo expressa de forma ubiqua em varios
tipos celulares, incluindo as células epiteliais; ja a SHP-1 é expressa especialmente
em células hematopoiéticas (YU et al.,1998; TSUJI et al., 2003). A desregulacado da
SHP-2 por cagA pode induzir movimentos e proliferacdo anormal das células
epiteliais gastricas (HIGASHI et al., 2002a) o que poderia, em parte, explicar a maior
viruléncia das cepas H. pylori cagA(+) nas desordens gastricas.

1.6.3.2- Gene vacA

O gene vacA é constitutivo, codifica uma citotoxina vacuolizante, de 87 kDa,
a qual induz vacuolizagcdes nas células epiteliais gastricas. Entretanto, apesar do
gene estar presente em todas as cepas de H. pylori, apenas 50-65% delas
produzem a citotoxina (OLIVARES e GISBERT, 2006). O gene vacA possui duas
regides polimorficas, uma localizada na seqiiéncia sinalizadora (s) e outra na regiao
média ou central (m). A regido s codifica o sinal peptidico e possui os alelos s1 e s2,
sendo que os subtipos s1a/ s1b/ s1c podem ser identificados dentre as cepas s7. A
regiao média m possui os alelos m7 e m2 (ATHERTON, 1995). A producédo de
citocinas em cada cepa resulta das diferentes combinacdes entre os alelos da regiao
s e m, determinando diferentes graus de viruléncia.

O mecanismo de agao dessa proteina é parcialmente compreendido; apo6s
translocacdo para o citosol, sua agao se da pela interferéncia com o transito e
formacgao dos endossomos, induzindo, de alguma forma, o processo de vacuolizacédo
celular (FIGUEIREDO et al., 2005; OLIVARES e GISBERT, 2006). Estudos in vitro
sugerem que vacA, apoés inclusdo celular, localiza-se na mitocondria e modula a
permeabilidade de sua membrana, sendo que este mecanismo pode estar associado
a regulacdo mitocondrial da apoptose (WILLHITE e BLANKE, 2004 ). A acao de
vacA no interior das células gastricas pode induzir multiplas alteragdes fisioldgicas.
Além disso, a proteina pode promover um estimulo na ativagdo de mastocitos, com
conseqlente resposta imune inflamatéria, contribuindo para o aumento do risco da
carcinogénese gastrica (SUPAJATURA et al., 2002).
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1.7- Helicobacter pylori e cancer gastrico

Ainda nao estdo estabelecidos os mecanismos moleculares pelos quais a
bactéria, ou os seus genes considerados patogénicos, se relaciona com a
carcinogénese gastrica. E relatado por Zhang et al. (2004) que a presenca de H.
pylori pode promover um aumento na expressao de genes associados a apoptose
(Bcl-2, Bid e Bax) tanto no adenocarcinoma gastrico quanto nos tecidos adjacentes
das margens de resseccao tumoral, sendo mais evidente o aumento nos niveis de
Bax, proteina pro-apoptética, no grupo H. pylori cagA(+) do que no grupo cagA(-). A
expressdao anormal dessas proteinas pode alterar o mecanismo de apoptose e
desempenhar importante papel na carcinogénese gastrica.

A superexpressao de c-erbB-2, uma glicoproteina de superficie celular com
atividade tirosina-quinase (GHADERI et al., 2002) também tem sido relacionada a
infeccdo por H. pylori (JORGE et al., 2003). Essa proteina é freqlentemente
superexpressa no carcinoma gastrico tipo intestinal, podendo ser usada como um
marcador prognostico de invasdo tumoral e metéstase linfonodal (NARDONE, 2003).

Ha relatos da infecgao por H. pylori contribuindo para o desenvolvimento do
Adenoma gastrico, especialmente em pacientes com uma mutagao truncada do
gene supressor tumoral APC (NAKAMURA et al., 2002). Mutacbes nesse gene
resultam na Polipose Adenomatosa de Célon (APC), um tumor colénico resultante
da progressdo de pdlipos, inicialmente benignos, que se desenvolvem apo6s sua
inativacao. Mais de 60% dos tumores gastrico tipo-intestinal possuem mutagdes ou
perda de heterozigosidade (LOH) do gene APC (TAHARA, 1995; WEINBERG,
1996).

A presenca bacteriana parece interferir com os supressores tumorais p27 e
p53. Shirin et al (2000) relatam que a presenca de H. pylori reduz a expressao de
p27 em células epiteliais gastricas cultivadas, cronicamente infectadas e também em
células provenientes de amostras de biépsia gastrica. Em relacdo a p53, Wang et al
(2002) observou uma superexpressao imuno-histoquimica associada a infecgéo por
H. pylori, sugerindo que a bactéria possa induzir a mutagcao desse gene no processo
inicial da carcinogénese gastrica.

Apesar das relagdes pontuais ja estabelecidas entre a bactéria e o cancer

gastrico, o modelo definitivo do seu mecanismo de a¢do no processo carcinogénico
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ndo esta ainda desenhado. E clara a necessidade de maiores estudos que possam
elucidar essas relacées, objetivando estabelecer novas ferramentas prognésticas e
diagnésticas nesse tipo de cancer. Informacdes sobre a relacdo bacteriana, mais
especificamente de suas toxinas cagA e vacA, com a mutacdo de p53 e p27, dois
supressores relevantes na tumorigénese gastrica, podem ser uteis no
estabelecimento de uma possivel via carcinogénica das neoplasias gastricas

mediada por H. pylori.
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1. OBJETIVOS

2.1- Geral

e Detectar a presenca da bactéria Helicobacter pylori, do gene cagA e
variagdes alélicas do gene vacA, em amostras de adenocarcinoma gastrico,
relacionando-as com a presenca de alteracbées no gene supressor tumoral
p53 e expressdo da proteina p27.

2.2- Especificos

e Detectar a freqléncia da bactéria Helicobacter pylori em amostras de
adenocarcinoma gastrico em Fortaleza-CE;

e Detectar a freqiéncia das cepas de Helicobacter pylori cagA(+) e a variacao
alélica do gene vacA nestas amostras;

e Realizar a triagem mutacional do gene p53 pela técnica PCR-SSCP;

e Detectar a expressao imuno-histoquimica da proteina p53;

e Detectar a expressao imuno-histoquimica da proteina p27;

e Correlacionar a expressao imuno-histoquimica da proteina p53 com o0s
achados da triagem mutacional pela técnica de SSCP;

e Correlacionar a presenca da bactéria Helicobacter pylori, e seus respectivos
genes, com as alteragdes encontradas para o gene p53;

e Correlacionar a presenca da bactéria Helicobacter pylori, e seus respectivos
genes, com a expressao imuno-histoquimica do gene p27.
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3.0- MATERIAIS e METODOS

3.1- Aspectos éticos

O presente trabalho foi aprovado, conforme recomendacdes das Resolugdes
196/96 e 251/97 do Conselho Nacional de Saude/ Ministério da Saude, pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Cear4 em reunido datada de
25/11/2004, protocolo n® 199/04 Of. N° 712/04 (Anexo |), como parte do projeto
“ALTERACOES MOLECULARES NO CANCER GASTRICO: ASSOCIACAO COM
FATORES EPIDEMIOLOGICOS”.

Os pacientes incluidos neste estudo pertenciam ao Servico de Cirurgia da
Santa Casa de Misericérdia de Fortaleza-CE (SCMF) e do Hospital Universitario
Walter Cantideo/ Universidade Federal do Ceara (HUWC-UFC), e foram submetidos
a gastrectomias, parcial ou total. Os mesmos foram inicialmente esclarecidos quanto
aos objetivos do projeto e informados de sua aprovacdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Ceara (UFC). Apdés os devidos
esclarecimentos sobre o projeto de pesquisa, foi apresentado aos pacientes que se
voluntariaram como participantes, e respectivos responsaveis, o Termo de
Consentimento livre e esclarecido (anexo IlI) para preenchimento e assinatura. Em
seguida os pacientes foram indagados conforme questionario do “Cadastro de
pacientes” (anexo lll).

3.2-Coleta e armazenamento

Foram obtidos tumores gastricos de 100 pacientes conforme protocolo de
coleta (Anexo V). Imediatamente apds a retirada da peca cirurgica foram coletados,
de acordo com tamanho macroscopico da lesdo tumoral, um minimo de 2 e maximo
de 4 fragmentos tumorais. O numero de fragmentos obtidos dependia do tamanho
do tumor, garantindo o ndo comprometimento da peca na posterior analise
patolégica. As amostras foram identificadas e armazenadas em tubo de
polipropileno, proprios para congelamento, sendo em seguida rapidamente
transportadas [tempo médio de uma hora (1h)] ao Laboratério de Genética Molecular

(LABGEM) em recipiente com gelo e estocadas em nitrogénio liquido, até o
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momento de sua analise para extracao de DNA. As demais partes da peca cirurgica
eram enviadas aos servicos de patologia associados aos referidos hospitais, como
parte da rotina dos mesmos. De todos os casos foram obtidos, junto ao Servico de
Diagnéstico Histopatoloégico responsavel, o laudo histopatoldgico para a inclusdo dos
casos no estudo. Os critérios de inclusdo observados foram:

e Diagnéstico histopatolégico de adenocarcinoma gastrico;

e Confirmacgado da presenca de tumor em um dos fragmentos colhidos

para extracao;
e Existéncia de, no minimo, dois blocos contendo amostra tumoral

representativa;

Das 100 amostras coletadas apenas 70 casos preencheram os critérios de
inclusdo no trabalho e puderam ser pareadas (bloco e fragmento congelado). Em
quatro casos, a extracdao de DNA foi satisfatoriamente realizada, nao sendo possivel
a obtencdo do material emblocado em parafina. Decidiu-se pela inclusdao das
mesmas nas analises moleculares, com o objetivo de se avaliar um maior nimero de
amostras. Assim sendo, analisou-se o0 DNA de um total de 74 amostras, das quais

70 foram também analisadas imunohistoquimicamente.

3.3- Coleta de dados clinico-epidemioldgicos e histopatoldgicos.

Os dados clinico-epidemiolégicos foram obtidos através de entrevista aos
pacientes, ao médico-cirurgiao responsavel e também por consulta aos prontuarios
(Anexo Ill). Em analise consensual com o entrevistado os grupos étnicos foram
classificados conforme a cor da pele em brancos, negros e pardos. Os dados
histopatolégicos tais como subtipo tumoral, grau de diferenciacao, profundidade da
invasao, acometimento de linfonodos e/ou metastases a distancia foram extraidos
dos laudos patoldgicos, presentes nos respectivos prontuarios. A classificacao
utilizada foi a de Laurén (1965), em que sao classificados os dois tipos histolégicos,

intestinal e difuso.
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3.4- Extracao de DNA

As amostras de tecido congeladas foram analisadas apds serem submetidas
a cortes de aproximadamente 5um em micrétomo criostato, seguido de coloracao
com Hematoxilina-Eosina. As amostras avaliadas, com constituicdo minima de 70%
de células tumorais, foram submetidas a extracao de DNA gendmico. Utilizou-se a
Técnica de extracdo com uso do detergente CTAB (Brometo de Cetil Trimetil
Amonio) adaptado do protocolo descrito por Foster e Twell (1996), cujos principais
passos sao descrito a seguir:

1. Fragmentos de aproximadamente 0,3 a 0,5g foram macerados em tubo tipo
Falcon de 15mL com auxilio de bastao de vidro esterilizado;

2. Adicionou-se tampao de extracao (2% CTAB, 1,4M de NaCl, 20mM EDTA,
100mM Tris-HCI pH 8,0 , 0,2% 2-Mercaptoetanol), na propor¢do de 6mL para
cada 0,5¢, seguido de incubacgao a temperatura ambiente por 16 horas;

3. Seguiu-se etapa de purificacdo com cloroférmio-alcool isoamilico (24/1) e
precipitacdo do DNA com isopropanol a 100%;

4. Adicionou-se NaCl 1M, para a liberacdo do complexo DNA-CTAB;

5. O DNA foi precipitado com etanol 100%; seguido de lavagem com etanol 70%
e ressuspensao em agua Milli-Q estéril/DEPC 0,1%,

6. Armazenado em freezer a -14°C.

Para assegurar a qualidade do material extraido, 2uL de cada amostra de
DNA foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 1% corado por brometo de
etideo, em tampéo TAE, em seguida visualizados em transiluminador de luz UV
(ultravioleta). As amostras de DNA foram utilizadas para: a) - amplificacdao (PCR) dos
exons 5,6,7,8 do gene p53, seguido da triagem mutacional por SSCP; b) - deteccéo
por amplificacdo dos genes bacterianos UreC/gmM1, cagA e alelos de vacA.

3.5 -PCR-SSCP-Analise do Gene p53

Os exons 5 a 8 do gene p53 foram amplificados pela PCR com a utilizacao de
primers especificos descritos na Tabela 3. O volume final da solugédo de reacao foi
de 25 pL, contendo 50 ng de DNA da amostra em: Tampao (200mM Tris-HCI,
500mM KCI- pH 8,4); 0,2 mM de deoxinucleotideos trifosfato (dNTP), 1,5 mM MgCl..
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1U Taqg DNA polimerase (Invitrogen Life Technologies) e 0,1 upM de
oligonucleotideos iniciadores. As amostras foram submetidas a desnaturagéo inicial
a 94°C por 7 minutos, seguido de 40 ciclos de: desnaturagdo a 94°C por 1 minuto,
anelamento a 55°C por 1 minuto para exons 5 e 8, 63°C por 30 segundos para
exons 6 e 7, extensdo a 72°C por 1 minuto e extensao final a 72°C por 10 minutos. A
cada reacao foi acrescentado um tubo controle negativo (DNA sustituido por agua).
Os produtos da amplificacao foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1% em tampdo TAE, corados com brometo de etideo e visualizados em luz
ultravioleta. Padrdo de 100pb foi utilizado em cada corrida para confirmagcdo da
posicao do fragmento. Os produtos esperados foram 196 pb (exon 5), 165 pb (exon
6), 159 pb (exon 7) e 290 pb (exon 8).

Os produtos de amplificacdo foram em seguida submetidos a técnica de
SSCP. Para a corrida eletroforética foram utilizados 6uL das amostras diluidas em
solugéo desnaturante (Formamida 95%, 20 mM EDTA, azul de bromofenol 0.05% e
0.05% de xileno cianol). A proporgao utilizada (1:1 ou 2:1) foi relativa a intensidade
do produto de amplificacdo obtido. As amostras foram submetidas a desnaturagao a
97°C por 10 minutos, sendo imediatamente mergulhadas em banho de gelo
triturado. Em seguida, 4uL das amostras foram rapidamente aplicados em gel de
poliacrilamida a 12,5%, prontos para uso (GeneGel Excel 12.5/24 GE Healthcare®),
sendo submetidas a uma corrente elétrica de 4W, a 4°C por 4 horas, na Unidade
para eletroforese GENEPHOR®, conforme estabelecido em ensaios prévios.
Utilizou-se padrdao de peso molecular de 50/100 pb. A visualizagdo dos padrbes de
bandas foi realizada por meio de coloragdo pela prata, com a utilizacdo do Kit

PlusOne DNA Silver Staining® (Amershambiosciences/GE Healthcare).

3.6- Amplificacao do gene ureC/gimM

A presenca de H. pylori foi detectada pela amplificacdo, por PCR, do gene
ureC/ gimM com a utilizacdo dos oligonucleotideos (Tabela 3) que amplificam
especificamente uma regiao de 294 pb (LAGE et al., 1995). Utilizou-se 100 ng de
DNA total em 25 uL de solugao de reagéo a qual continha: Tampéao de PCR 1x (Tris-
HCI 20 mM (pH 8,4), KCI 50 mM), 1,5 U de Platinum Taq DNA Polimerase
Invitrogen, 0,2 mM deoxinucleotideos trifosfato (dNTP), 1,5 mM de MgClI2, 0,4 uM de
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cada oligonucleotideo iniciador. A mistura foi submetida a uma desnaturacao inicial a
94°C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos de: desnaturacao a 94°C por 30 segundos,
anelamento a 58°C por 30 segundos, extensdo a 72°C por 2 minutos e extensao
final a 72°C por 5 minutos.

Como controle positivo foram utilizadas amostras cuja reacdo de PCR ja havia
sido positiva para este gene e as quais foram, no Laboratério de Biologia Molecular
do Hemocentro/FM-UNESP Botucatu, submetidas ao seqtienciamento de seu DNA
em sequenciador automdtico ABI Prism 377 e comparadas as sequéncias
depositadas nos bancos de dados gendémicos publicos para verificar sua
autenticidade .

O produto de amplificacdo foi visualizado, com padrdo de peso molecular 100
pb, em gel de poliacrilamida ndo desnaturante 6% (SAMBROOK et al., 2001), corado
pelo nitrato de prata (SANGUINETTI et al., 1994).

3.6.1- Genotipagem das cepas de H. pylori - Amplificacao do gene
cagA

O gene cagA foi amplificado com os oligonucleotideos especificos listados na
Tabela 3. Utilizou-se 100 ng de DNA total em 25 uL de solugéo de reacao a qual
continha: Tampao (200mM Tris-HCI [pH 8,4], 500 mM KCI); 0,2 mM de cada dNTP, 3
mM MgCl,, 1,5U de Platinum Tag DNA polimerase (Invitrogen Life Technologies) e
0,4 puM dos oligonucleotideos especificos. A mistura foi submetida a uma
desnaturagdo inicial a 95°C por 3 minutos, seguido de 40 ciclos (95°C por 30
segundos, anelamento a 57°C por 45 segundos, 72°C por 2 minutos) e extens&o
final a 72°C por 5 minutos.

Como controle positivo foram utilizadas amostras previamente testadas e
positivas para essa reacgdo, cedidas pelo Laboratério de Biologia Molecular do
Hemocentro-FM-UNESP Botucatu.

! Informagoes fornecidas pela Dra Adriana Camargo Ferrasi / Universidade Estadual Paulista-
Instituto de Biociéncias- Rio Claro, conforme dados utilizados em sua Tese de Doutorado em Ciéncias
Biologicas: Biologia celular e molecular, no trabalho “Andlise das alteragdes genéticas e epigenéticas
em tumores gastricos infectados pelos agentes tumorigénicos Helicobacter pylori e Virus Epstein-
Barr” (2007). Conforme www.ncbi.nim.nih.gov/genbank.



51

O produto de amplificagdo foi visualizado em gel de poliacrilamida néo
desnaturante 6% (SAMBROOK et al.,, 2001), corado pelo nitrato de prata
(SANGUINETTI et al., 1994). Utilizou-se padrao de peso molecular 100 pb.

3.6.2- Genotipagem das cepas de H. pylori - Amplificacao do gene
vacA (alelos s1/s2e m1/m2)

Sitios do gene vacA (alelos s1/s2 e m1) foram amplificado com o uso dos
oligonucleotideos especificos descritos na Tabela 3. Utilizou-se 100 ng de DNA total,
em 25 uL de solucdo de reacao contendo: Tampéao de reacdo 1X (500mM KCI, 150mM
Tris/HCI pH 8.0); 0,2 mM de cada dNTP, 1,5 mM MgCl,, 1U de AmpliTag Gold DNA
Polymerase (Applied Biosystems) e 0,4 uM dos oligonucleotideos especificos. A
mistura foi submetida a uma desnaturagéo inicial a 95°C por 5 minutos, seguido de
35 ciclos (94°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por 1 minuto, extensdo a 68°C
por 2 minutos) e extensao final a 68°C por 7 minutos.

A reacdo de PCR para o alelo m2 de vacA foi realizada com o uso de
oligonucleotideos especificos, desenhados em laboratério (Informacdo verbal)'.
Utilizou-se 100 ng de DNA total em 25 puL de solugédo de reacédo a qual continha:
Tampao de reacdo (500mM KCI, 150mM Tris/HCI pH 8.0); 0,2 mM de cada dNTP, 1,5 mM
MgCl,, 1U de AmpliTaq Gold DNA Polymerase (Applied Biosystems)) e 0,4 uM dos
oligonucleotideos iniciadores. A mistura foi submetida a desnaturagéo inicial a 94°C
por 5 minutos, seguido de 35 ciclos (94°C por 30 segundos, anelamento a 51°C por
1 minuto, extenséo a 72°C por 2 minutos) e extensao final a 72°C por 07 minutos.

Como controle positivo foram utilizadas amostras previamente testadas e
positivas para essa reacgdo, cedidas pelo Laboratério de Biologia Molecular do
Hemocentro-FM-UNESP Botucatu.

O produto de amplificagdo foi visualizado em gel de poliacrilamida nao
desnaturante 6% (SAMBROOK et al.,, 2001), corado pelo nitrato de prata
(SANGUINETTI et al., 1994). Utilizou-se padrao de peso molecular 50 e 100 pb.
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Tabela 3. Referéncias dos Primers utilizados no presente estudo.

Genes Sequiéncia do primer Produto | Referéncia
(pb)

p53/E5 5-TAC TCC CCT GCC CTC AAC AA-3’ 196 MURAKAMI et al., 1992;
5-CAC CAT CGC TAT CTG AGC A-3’ LOGULLO et al., 2000

p53/E6 5-CAG GGC TGG TTT CCC AGG GTC CCC A- 165 MURAKAMI et al., 1992;
3 LOGULLO et al., 2000
5-CAG GCG GCT CAT AGG GCA -3

p53/E7 5-TCT GAC TGT ACC ACC ATC -3’ 159 MURAKAMI et al., 1992;
5-GAG GCT GGG GCA CAG CAG GCC AGT LOGULLO et al., 2000
G-3

p53/E8 5-AGT GGT AAT CTA CTG GGA CGG -3’ 290 MURAKAMI et al., 1992;

5'- TAT CTC CAT CCA GTG GTT TC-3' HOGULLO et al., 2000

ureC 5-AAG CTT TTAGGG GTG TTAGGG GTT T-3 294 LAGE et al., 1995
5-AAG CTT ACT TTC TAA CAC TAA CGC -3’

cagA 5-ATAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGA-3’ 297 COVACCI e RAPPUOLI,
5"-TTAGAATAATCAACAAACATAACGCCAT-3’ 1996; DOMINGO et al.,

1999

vacA/m1 | 5- GGT CAA AAT GCG GTC ATG G -3 290 ATHERTON et al., 1995
5- CCATTG GTA CCT GTAGAAAC -3

vacA/m2 | 5-GAA CAT GTT TTA GTG AAA GC -3’ 192 GENBANK'
5-ATG CTT TAA TAT CGT TGA GA -3

vacA/s1 5- ATG GAA ATA CAA CAA ACACAC -3 259 (s1) | ATHERTON et al., 1995

vacA/s2 | 5-CTG CTT GAATGC GCC AAAC -3 286 (s2)

3.7- Método Imunohistoquimico

Para a andlise imuno-histoquimica das proteinas p53 e p27, foram
preparados cortes histolégicos de 5 um, fixados em laminas de vidro limpas e
tratadas com silano a 4%. Uma lamina de cada bloco foi destinada a coloragéo pela
Hematoxilina/Eosina para reavaliagdo histopatolégica, no intuito de verificar a
representatividade de células tumorais no bloco de escolha. Em seguida, as demais
laminas foram submetidas a técnica imuno-histoquimica, com utilizacdo de
anticorpos monoclonais (DakoCytomation®, EUA). O método utilizado foi o da
estreptoavidina-biotina—peroxidase, adaptado de HSU et al. (1981) conforme

descrito a seguir:
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Desparafinizacdo em estufa a 60°C por 120 minutos;
Passagem em xilol aquecido a 60°C por 30 minutos;

Desparafinizacao e hidratacdo em gradientes xileno-alcool-agua;

> 0 bh -

Recuperacao antigénica em forno de microondas utilizando tampao citrato
10mM pH=6,0 (+ 99°C), por 15 minutos;
5. Per6xido de hidrogénio a 3%, por 15 min para bloqueio da peroxidase
endogena;
6. Incubacao das laminas com o anticorpo primario em geladeira (4-8°C) por 16
horas sendo:
p27kip1 -clone SX53G8- diluigao utilizada: 1:150
p53 - clone DO-7 — diluigdo utilizada: 1:80
7. Detecgao pelo sistema LSAB+ (DakoCytomation®), conforme recomendagdes do
fabricante;
8. Revelacdo pelo sistema DAB+ (3,3-diaminobenzidina) (DakoCytomation®),
conforme recomendacgdes do fabricante;
9. Contra-coloracao com Hematoxilina de Harris a 40%;
10.Desidratacao em gradiente de agua-alcool-xileno;

11.Montagem com laminulas e Balsamo do Canada.

Foram incluidos espécimes clinicos, recomendados pelo fabricante, obtidas
do arquivo de patologia do DPML/UFC, previamente testados como controles
positivos: para a p53 utilizou-se trés casos de cancer gastrico e para p27 dois casos
de adenocarcinoma de colon, incluidos em cada bateria de testes.

3.7.1- Analise Imuno-histoquimica

As laminas foram examinadas em microscépio 6tico e quantificadas quanto a
marcacao nuclear para p53 e p27. Foram consideradas positivas as marcacdes de
cor marron/castanho, evidenciadas pelo fundo azul-violaceo contracorado da
Hematoxilina de Harris. Foram contadas 1000 (mil) células tumorais (objetiva de
40x), a partir das quais se estabeleceu o célculo do indice de marcacédo LI (de
labelling index) (LANDBERG e ROSS, 1993), segundo a férmula:
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LI (%) = (numero de células imuno-positivas) X 100

(numero total de células contadas)

Foram considerados positivos 0os casos com minimo de 5% das células
analisadas positivas, ou seja, LI > 5 (KUDO et al., 1998). Avaliou-se também o perfil
de marcacéo no tecido tumoral, considerando como marcacgao focal a presenca de
ilha(s) de células tumorais marcadas e marcacao difusa a presenca dessas células
dispersas no tecido analisado.

3.8- Analise Estatistica

Os dados clinico-patologicos, assim como os resultados das técnicas
utilizadas, foram tabulados e demonstrados através de graficos e tabelas como
auxilio do programa Microsoft Excel 2000 (Microsoft®, EUA).

O programa utilizado para correlacao e analise das variaveis categorizadas foi
0 SPSS® 13.0. O teste de normalidade na distribuicdo das variaveis quantitativas foi
realizado pelo Teste de Shapiro-Wilk. As andlises de correlacao foram realizadas
pelo Teste Exato de Fisher. A comparacao entre os grupos, em relacao a média das
variaveis quantitativas foi realizada através do Teste t de Student, para os dados
com hipétese de distribuicdo normal, e Mann-Whitney, no caso de ndo normalidade
dos dados. Na analise das incidéncias foi construido o IC (intervalo de confiancga)
com coeficiente de confianca igual a 95%. As analises descritivas das variaveis
categéricas foram feitas com utilizacdo de tabelas e graficos; nas analises
quantitativas, pela utilizacdo de quadros compostos de média, desvio padréo,
minima, mediana e maximo. Para a analise de variavel qualitativa em relagdo a uma
qualitativa ordinal, utilizou-se o Teste de associagdo Linear-linear. Foram
considerados estatisticamente significantes valores de p < 0,05.
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4.0. RESULTADOS

4.1. Analise Clinico-epidemioldgica

Dentre os 74 casos estudados observou-se que 38% dos pacientes foram
procedentes da cidade de Fortaleza, sendo os demais provenientes de municipios
da regiao metropolitana de Fortaleza, destacando-se Caucaia (4%) e Maracanal
(4%); e municipios do interior do Estado (Figura 11), destacando-se Aracati (2,7%) e
Acarape (2,7%).

50%

12%

O Fortaleza m Reg.Metropolitana® 0O Municipios do interior

Figura 11- Percentual de casos de carcinoma gastrico estudados, distribuidos segundo a
procedéncia dos pacientes (n=74).

*Regiao definida pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE).

A atividade profissional predominante dos pacientes foi constituida de
agricultores (16/61 [26%]) e individuos aposentados (15/61 [24,6%]), seguido das
atividades do lar e pedreiro com 16,4% e 8,2%, respectivamente (Fig. 12). A maior
parte dos individuos nao possuia o ensino médio completo; apenas um individuo
(1,6%) possuia nivel superior, denotando a baixa escolaridade do grupo. Em treze,
dos setenta e quatro casos estudados (17,6%), ndo foi possivel a obtencdo dessa

informacao.
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Figura 12- Percentual de casos distribuidos segundo a profissao dos pacientes (n=61).

Em relacdo ao sexo (Fig. 13), verificou-se que 51 (69%) pacientes eram do
sexo masculino e 23 (31%) do sexo feminino. A razao observada foi de 2,2 homens
para cada mulher (2,2: 1).

69% .

@ Feminino 0O Masculino
Figura 13- Percentual de casos distribuidos segundo o sexo dos pacientes (n=74).

A estratificacdo dos dados quanto a etnia dos pacientes demonstrou
predominio da pele parda, onde 50 (67%) individuos eram pardos, 14 (19%) brancos
e 10 (14%) eram negros (Figura 14).
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Figura 14- Percentual de casos distribuidos segundo a cor da pele dos pacientes (n=74).

A distribuicdo dos pacientes pela idade foi realizada acordo com a
padronizacado da IARC, por ser a que mais se adequou a amostragem em estudo.
N&ao houve registro de casos no intervalo de 0-14 anos; em contrapartida, 50% deles
(37/74) se distribuiram nos pacientes com idade superior a 65 anos. A idade do
grupo estudado variou entre 23 e 90 anos, sendo que apenas 5,4%, 2 homens e 2
mulheres, possuia idade inferior a 40 anos. A idade média (xdp) do grupo de
pacientes do sexo feminino foi 57,96 (£13,52) anos, e do sexo masculino 63,12
(x12,29) anos, as quais nao diferiram significativamente entre si (Teste t-Student p=
0,190). Observou-se que entre a populacdo mais jovem, intervalo 15-44 anos, a
incidéncia foi idéntica para ambos os sexos. A partir dos 45 anos a proporcao se
altera gradativamente, atingindo nos pacientes com idade = 65 anos a razao
masculino:feminino de 3,6:1 (Figura 15). Ao se avaliar os grupos isolados por faixa
etaria, observa-se que a maioria dos pacientes, seja do sexo masculino (78,4%) ou

feminino (69,6%), se concentram nas faixas etarias = 55 anos.
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Figura 15- Percentual de casos distribuidos segundo o sexo e faixa etaria* dos pacientes
(n=74)

Teste t-Student; p=0,190

*Faixa etaria padronizada pela IARC.

Na anadlise de fatores de risco, 45 (67,2%) pacientes relataram histéria de
tabagismo (consumo de mais de 15 cigarros por dia) por mais de 15 anos, destes,
31% do sexo feminino e 69% do sexo masculino. Ao se avaliar a incidéncia de
fumantes por sexo, nao se detectou diferenca significativa entre o grupo masculino
(70,5%) e feminino (60,8%) (Teste exato de Fisher; p= 0,584). Trinta e oito pacientes
(57,5%) relataram histéria de etilismo (uso diario do alcool), dos quais 89,5% do
sexo masculino. Quando verificado a incidéncia da ingestdo de alcool por sexo
(Figura 16), observa-se uma diferenga estatisticamente significante entre o consumo
no sexo masculino (34/44) e no feminino (4/22) (p<0,001). Em 30 pacientes (45,5%)
foi verificada a concomitancia desses fatores de risco, sendo a maioria deles (90%)
do sexo masculino. Em sete casos nédo se obteve as informagdes quanto ao

tabagismo, e oito, quanto ao etilismo.
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Figura 16— Percentual de casos de carcinoma gastrico estudados, distribuidos quanto a
presenca dos fatores de risco por sexo (tabagismo [n=67], etilismo [66] e ambos [66}).

Teste Exato de Fisher; Tabagismo p = 0,584 / Etilismo p < 0,001

Quanto ao histérico familiar, 26/74 pacientes (35%) apresentaram histéria de
algum tipo de cancer em parentes de até segundo grau (Figura 17); em 08 casos
nao foi possivel a obtencado dessa informacdo. Em 10 casos houve associagdo do
histérico familiar com tabagismo e etilismo; a média de idade desse grupo foi de 61,9

anos, sendo 90% do sexo masculino.

g

@ Nao O Sim O Nao informado

Figura 17- Percentual de casos de carcinoma gastrico estudados, distribuidos quanto a
presenca de historico familiar de cancer (n=74) .

A localizagao anatémica mais freqliente na amostra estudada foi na regidao do
antro (57%); os demais casos situaram-se na cardia (27%), corpo (15%) e
distribuicao mista (1%), como mostrado na Figura 18.
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Figura 18- Percentual de casos distribuidos quanto a localizacao anatomica dos tumores
(n=74).

4.2. Analise Histopatoldgica

A Classificacdo de Laurén dos tumores revelou uma freqiéncia um pouco
superior do adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal (59%), em relacao ao tipo
difuso (41%). No tipo intestinal, um maior aumento da freqtiéncia foi observado em
funcdo da idade com aumento evidente na faixa etaria acima de 65 anos (Fig. 19).
Essa relacdo foi confirmada ao se utilizar o Teste de associacéo linear, o qual
demonstrou existir aumento linear na incidéncia dos tumores tipo intestinal com o
aumento da faixa etaria p= 0,007. O tipo difuso, apesar da freqiéncia relativamente
estavel em todas as faixas, se sobreps ao tipo intestinal no grupo mais jovem (15-
44 anos). Comparando-se a idade média dos pacientes distribuidos quanto aos 2
subtipos histopatoldgicos, verificou-se diferenca estatistica significativa entre a idade
de incidéncia do tipo intestinal (64,59[+13,46]), que se mostrou superior a idade
média de incidéncia do tipo difuso (57[+ 11,53]) (Teste t-Student p= 0,011). Dentre
os tumores estudados a presenca de metaplasia intestinal foi relatada em apenas
23% do total de casos.
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Figura 19— Percentual de casos distribuidos segundo a classificacao de Laurén e a faixa etaria
dos pacientes (n=74).

Teste t-Student p= 0,011

Quando se considera a Classificacdo de Laurén por sexo (Figura 20),
observa-se que ha diferenca significativa (p= 0,022) na distribuicdo destes tumores.
No sexo masculino ocorre maior frequiéncia de casos do tipo intestinal (35/51),
enquanto entre as mulheres a maior freqiéncia € do tipo difuso (14/23).

@ Masculino

O Feminino

Intestinal Difuso

Figura 20- Percentual de casos distribuidos segundo a classificacdo de Laurén e sexo dos
pacientes (n=74).

Teste Exato de Fisher; p = 0,022

Em relacdo ao estadiamento tumoral (Figura 21), observou-se maior
freqiéncia de tumores nos estagios Il, IlIA e, IV representando 77,1% dos casos;
enquanto que os tumores em estagio inicial (IA e IB) representaram apenas 14,8%

dos casos.
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Figura 21- Percentual de casos distribuidos quanto ao estadiamento tumoral (n=74).

Distribuindo-se a idade da amostra estudada de acordo com o grau de
malignidade, verificou-se um aumento progressivo de casos em funcédo da faixa
etaria, a excecao do estadiamento IB e 1lIB, nos quais houve redugéo percentual
(Figura 22). A populacdo na faixa etaria de 15 a 44 anos apresentou frequéncia
similar de tumores nos estadios mais avancados Il, llIB e IV. Nao foram detectados
casos no estadio IA/IB dentre os individuos com idade inferior a 45 anos. Na
populacdo com idade superior a 45 anos, observou-se uma freqtiéncia variavel, com
predominio do estadio IV. Os tumores no estadio IV demonstraram aumento
progressivo na freqtiéncia em funcado da idade. Por nao ser possivel a analise
estatistica destes dados por faixa etaria, devido ao baixo nimero de casos em
alguns estadios, avaliou-se segundo a idade média, ndo se observando diferenca
estatistica significativa (ANOVA; p= 0,607).
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Figura 22— Percentual de casos distribuidos quanto ao estadiamento tumoral e a faixa etaria
dos pacientes (n=74).

ANOVA P = 0,607

Ao se avaliar o estadiamento em relacéo a classificacéo de Laurén, observou-
se que 93% dos tumores do tipo intestinal e 83,3% dos tumores do tipo difuso se
distribuiram entre os estadios II-IV, mais avancados, que sdo os tumores
denominados tardios nos estudos japoneses. Dentre os tumores tipo intestinal,
observou-se maior distribuicdo nos estadios I, IlIA e IV, enquanto que os do tipo
difuso, em sua maioria, se distribuiram nos estadios Il e IV (Fig. 23). Os dois Unicos

casos no estadio |A eram, ambos, do tipo intestinal.
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Figura 23— Percentual de casos distribuidos segundo a classificacdo de Laurén e o
estadiamento tumoral (n=74).
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Quanto ao grau de diferenciacao tumoral, 94% (69) dos casos foram definidos
como pouco ou moderadamente diferenciados (Fig. 24). Dentre os casos pouco
diferenciados, 78,6% eram do tipo difuso (22/28). Relacédo inversa foi observada
dentre os moderadamente diferenciados, onde 83% (34/41) eram do tipo intestinal.
Os quatro (4) casos bem diferenciados pertenciam ao tipo intestinal, € o unico (1)
indiferenciado do estudo ao tipo difuso.

O baixo numero de casos em algumas faixas etarias ndao permitiu analise
estatistica dos dados de diferenciagdo por faixa, sendo a analise realizada em
relagdo a idade média. Quanto a média ndo foi observada diferenga estatistica
significativa nessa correlacdo (ANOVA; p= 0,265).

O Indiferenciado B Pouco diferenciado
O Moderadamente diferenciado O Bem diferenciado

Figura 24- Percentual de casos distribuidos quanto ao grau de diferenciacdo dos tumores
(n=74).

Os dados relacionados a profundidade de invasdao, acometimento de
linfonodos periféricos e metastases dos tumores estudados estdao apresentados na
Tabela 4. Observa-se que em 54% dos casos a neoplasia invade a serosa (pT3) e
em 8,7% invade estruturas adjacentes (pT4). A metastase para linfonodos regionais
(N) foi detectada em 68% dos casos, entretanto, a metastase a distancia nao pdde
ser analisada na maioria dos casos amostrados, por ser uma analise clinica nao
constante nos prontuarios, sendo detectada em somente 4,4% dos casos estudados.
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Tabela 4— Casos de carcinoma gastrico distribuidos segundo a definicdo da profundidade da invaséo
tumoral (pT), comprometimento de linfonodos regionais (pN) e presenca de metastases a distancia
(pM) (n=69).

INVASAO (pT) LINFONODOS (pN) METASTASE (pM)

N de casos % N¢ de casos % Nede casos %
T1 3 4,3 NO 22 32 MX 57 82,6
T2 23 33 N1 28 40,5 MO 09 13,0
T3 37 54 N2 16 23,2 M1 03 4.4
T4 6 8,7 N3 3 4,3
Total 69,0 100,0  Total 69 100,0  Total 69 100,0

4.3. Helicobacter pylori e Cancer gastrico

A figura abaixo (Fig. 25) exemplifica um gel de poliacrilamida utilizado na
detecgéo do gene ureC/gMm1 de H. pylori.

100pb H,O (+) 2 3 4 5 6 7 8

400 pb
300 pb

200 pb

100 pb

Figura 25- Deteccao do Gene ureC em gel de poliacrilamida

Observa-se fragmento de 294 pb (seta azul) no controle positivo (+). Casos positivos representados

N

nas amostras 2, 7 e 8. Casos negativos estdo representados pelas demais amostras (3, 4, 5e 6). A
esquerda padréo 100 pb e agua (controle negativo).

A bactéria H. pylori foi detectada em 95% (70/74) das amostras analisadas,
em tumores localizados principalmente no antro gastrico (Fig. 26). Dentre os casos
relatados com metaplasia intestinal, verificou-se associagao com H. pylori em 88%
(15/17) deles.
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Figura 26-Distribuicao da bactéria Helicobacter pylori nas diferentes regiées gastricas (n=70).

Na distribuicdo por sexo dos casos H. pylori(+)(Fig. 27), observou-se que 71%
(50/70) dos casos H. pylori(+) eram homens, enquanto que 29% (20/70) eram
mulheres. Embora essa diferenca nao seja significativa dentro do limite de p<0,05
pode-se observar, pelo teste exato de Fischer, uma tendéncia de predominio da
bactéria no sexo masculino (p =0,086).
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Figura 27-Distribuicao bacteriana por sexo (n=70).
Teste Exato de Fisher; p = 0,086

Em relagdo a idade, foi observado aumento gradativo na freqiéncia
bacteriana com o aumento da faixa etaria (Fig. 28). Nao foi possivel verificar
diferencas estatisticas pelas faixas etarias.
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Figura 28—Freqiiéncia de deteccdo de H. pylori em relacao a faixa etaria (n=74).

O gene cagA foi detectado em 63% das amostras (44/70) analisadas (Fig.
29), enquanto que o gene vacA foi detectado em 87% destas (61/70).

C

m cagA+ 0O cagA-

Figura 29-Distribuicao do gene cagA (n=70).

Dentre os alelos da regido peptidica (s), o alelo s7 foi 0 mais freqlente, sendo
detectado em 73,8% (45/61) das amostras, enquanto s2 em 8,2% (5/61). Na analise
dos alelos da regiao média (m), detectou-se m7 em 82% (50/61) dos casos e m2 em
18% (11/61).
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Analisando-se a associagao alélica (Fig. 30), verificou-se o predominio de
s1m1, presente em 69% dos casos vacA(+).

3%
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Figura 30-Distribuicao alélica do gene vacA e alelos m (m1 e m2) (n=61).

A associagao entre o gene cagA e os alelos sTmi/vacA foi observada em
46% (32/70) dos casos H. pylori(+). Em 7,1% dos casos apenas o gene cagA foi
detectado; em 4 casos (5,7%) nao se detectou a presenca de ambos os genes (Fig.
31).
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Figura 31-Distribuicao alélica do gene vacA em relacao a presenca do gene cagA (n=70).
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4.3.1- Aspectos clinico-patolégicos associados a presenca de H. pylori

Dentre os casos H. pylori positivos, 59% (41/70) eram adenocarcinomas do
tipo intestinal e 41% (29/70) do tipo difuso (Fig. 32).

m Intestinal [ Difuso

Figura 32- Freqliéncia de detecc¢éo de H. pylori em relagéo a Classificacao de Laurén (n=70).

A alta freqUéncia de infeccdo bacteriana pode ser observada dentro dos tipos
histoldgicos, onde dentre os tumores tipo intestinal 93,2% eram H. pylori positivos e
dentre os difusos 96,7% (Fig. 33).
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Figura 33- Freqiiéncia de deteccao de H. pylori nos tumores tipo intestinal e difuso (n=74)
Teste exato de Fisher (p= 0,642)

Verificou-se uma maior freqiéncia de infeccao H. pylori cagA(+) (61,4%) entre
os tumores do tipo intestinal (Fig. 34), apesar de nao ter havido diferenca estatistica
significativa entre ambos os grupos (Teste exato de Fisher p= 0,810). Quanto a
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distribuicao dos alelos vacA/s1m1, nao houve predominio para um determinado tipo
histoldégico; sendo em ambos o0s tipos observada uma alta freqiéncia dessa

associacao (67,6% no tipo intestinal e 71% no tipo difuso) .

| Intestinal

O Difuso

CagA+

Figura 34- Distribuicao de casos quanto a presenca de cagA e a Classificacdo de Laurén
(n=44).

Teste exato de Fisher p= 0,810

A presenca de H. pylori foi mais predominante nos tumores com perda da
diferenciacdo (94,3%). Os mais freqlentes foram os tumores moderadamente
diferenciados, seguido dos pouco diferenciados (Fig. 35). As cepas cagA(+) foram
também predominantes nos tumores moderadamente diferenciados (Fig. 36); O

mesmo ocorrendo com a distribuicdo dos alelos vacA/s1m1.

H pylori +

I Indiferenciado m Pouco diferenciado
O Moderadamente diferenciado O Bem diferenciado

Figura 35— Distribuicdo dos casos quanto ao grau de diferenciacdo tumoral e a presenca de
H. pylori (n=70).
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Figura 36- Percentual de casos distribuidos quanto a presenca de cagA e a Diferenciacao
tumoral (n=44).

Ao se avaliar a presencga bacteriana em relacdo ao estadiamento (Fig. 37),
observou-se que a maior parte dos casos H. pylori+) mostrou um padrdao de
distribuicao de freqiéncias semelhante a da amostra, distribuindo-se nos estadios
mais avang¢ados, principalmente entre os estadios IV (34,3%) e Il (27,1%). Essa
distribuicdo né&o foi significativamente alterada pela presenca do gene cagA (Fig. 38).
Quanto a distribuicao alélica do gene vacA, verificou-se a presenca do alelo s1m1
em todos os estadios tumorais, com predominancia também nos estagios IV (21,3%)
e ll (16,4%).

Nao foi possivel andlise estatistica para esses parametros, devido ao baixo

namero de casos em alguns estadios.

H pylori +

‘ @A olB ol o A =B mIV

Figura 37- Percentual de casos distribuidos quanto ao estadiamento tumoral e a presenca de
H. pylori (n=70).
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Figura 38— Percentual de casos distribuidos quanto a presenca de cagA e estadiamento
tumoral (n=44).

Apesar dos tumores amostrados serem em maior freqiéncia no estagio IV, ao
se relacionar o estadiamento e a Classificacdo de Laurén com a presenga do gene
cagA (Fig. 39), destacou-se dentre o grupo dos tumores intestinais com H. pylori
cagA(+), uma maior freqiiéncia dos tumores no estadio Il (22,7%), seguido dos
tumores em estagios IV (18,2%) e IlIA (11,3). Entretanto, na analise do grupo dos
tumores difusos, verifica-se a ocorréncia de uma mudanca nesse padrdo de
distribuicao; a maior freqiiéncia € de tumores no estagio IV (16%), seguido dos
tumores IB (9%) e Il (9%).
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Figura 39- Percentual de casos cagA(+) distribuidos quanto a Classificacdo de Laurén e
estadiamento tumoral (n=44).
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4.4. Analise imuno-histoquimica

Casos de cancer gastrico imuno-positivo para as proteinas p53 e p27 sao

ilustrados abaixo.
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Figura 40- Deteccdao imuno-histoquimica das proteinas p53 [a,b] e p27 [c,d]. As células
positivas apresentam coloracao nuclear castanho-marron [aumento 100x (a), 400x (b/c) e 1000x

()]

[a, b] Caso n° 25- Adenocarcinoma do tipo intestinal, moderadamente diferenciado, apresentando
marcacgao nuclear intensa para p53. [c] e [d] Caso n° 52- Adenocarcinoma do tipo difuso, pouco
diferenciado, com marcagéo nuclear moderada e intensa para p27.

Na analise imuno-histoquimica detectou-se a proteina p53 em 29% (20/70)
dos casos analisados. A proteina p27 foi detectada em 19% (13/70) destes (Fig. 41).

Nos 50 casos p53 (-), apenas 18% (9) foram p27(+). O contrario foi observado
nos casos p53 positivos, dos 20 casos p53 (+) 80% (16) foram p27(-). Verificou-se
nao haver associacao negativa ou positiva significativa entre esses marcadores
(Teste exato de Fisher; p= 1,000). Entretanto, observa-se que a freqiéncia da nao
expressao da proteina p27 é alta nos tumores estudados.
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Figura 41- Percentual de positividade da expressao nuclear das proteinas p53 e p27 por imuno-
histoquimica (n=70).

A imunodeteccdo das proteinas p53 e p27 demonstrou que estas foram
predominantes nos tumores localizados no antro gastrico. A segunda localizacao
mais freqlente foi na cardia para a imunodeteccao do p53(+) € no corpo para p27
(Figura 42). Dentre os casos p27(-) 52% se localizaram no antro e 30% na cardia.
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Figura 42 - Percentual de positividade imuno-histoquimica de p53 e p27 distribuido quanto a
localizagao tumoral (p53 n= 20; p27 n= 13).

A freqiéncia de imunomarcacao da proteina p53 e da proteina p27 (Figura
43) foi semelhante entre os tipos intestinal e difuso (p= 1,000), sendo que em ambos
os tipos histolégicos a freqiiéncia da imunomarcacao da proteina p53 foi superior ao
da p27.
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Figura 43- Percentual de positividade imuno-histoquimica de p53 e p27 distribuido quanto a
Classificacao de Laurén (p53 n= 20; p27 n= 13)

A analise quanto a diferenciacdo tumoral demonstrou que a distribuicao da
freqiéncia de imunomarcacgao, de ambos 0s supressores tumorais, seguiu o0 padrao
de distribuicdo dos tumores géastricos (Fig. 44).
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Figura 44- Percentual de positividade imuno-histoquimica de p53 e p27 distribuido quanto a
diferenciacao tumoral (p53 n=20; p27 n=13)

Com relacao ao estadiamento, observou-se a imunomarcacgéao para a proteina
p53 em todos os estagios da doenca de forma semelhante a da amostragem desses
tumores.

Com relacdo a proteina p27, uma expressiva e semelhante freqiéncia foi
observada nos tumores grau I, lIlIA e IV (Fig. 45). Dentre os casos p27(-), observou-
se que 38,3% eram tumores no estagio 1V, 23% no estagio Il e 14% no estagio llIA.
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Figura 45- Percentual de positividade imuno-histoquimica de p53 e p27 distribuido quanto ao
estadiamento tumoral (p53 n=20; p27 n=13)

4.4.1. Imuno-histoquimica e Helicobacter pylori

Ao se avaliar a expressao imuno-histoquimica dos supressores tumorais, p53
(mutado) e p27, em relacdo a presenca de H. pylori cagA(+), observou-se que as
freqiéncias de imunoexpressdao de ambas as proteinas ndo foi modificada pela
presenca do gene cagA (Fig. 46). Nos tumores onde a imunoexpressao de p53 foi
observada, 95% dos casos eram H. pylori (+), sendo 60% dos casos cepas cagA(+) .
Por outro lado, cepas H. pylori cagA(+) também foram observadas em cerca de 60%
dos tumores negativos para a imunoexpressao do p53 (Fig. 46).

| cagA +
O CagA -

Figura 46— Percentual de positividade imuno-histoquimica de p53 e p27 distribuido quanto a
presenca de cagA (n= 70).

Teste Exato de Fisher p= 1,000
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Dentre os casos p27(+), a freqléncia bacteriana foi de 100%, sendo 69% das
cepas cagA(+). Ja dentre os casos p27(-), 93% eram H. pylori(+) com 58% deles
cagA(+).

Avaliando-se o comportamento da proteina p27 em relacao ao cagA, observa-
se alteragdes na sua expressao (Fig. 47) tanto na presenca do gene (47,1%), quanto
em sua auséncia (34,3%). Nao houve diferenca estatistica significante na analise
destes dados (Teste exato de Fisher; p = 1,000).
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Figura 47- Relacdao entre a presenca do gene cagA e a deteccdo imuno-histoquimica da
proteina p27 (n=70).

Teste exato de Fisher; p = 1,000

Quanto a distribuicdo alélica de vacA, observou-se o0 predominio s1mft,
independentemente da imunoexpressao de p53 e p27 (Fig. 48). Verifica-se que,
dentre os casos p27(-), a freqiéncia desses alelos é maior (52,5%) que nos casos
onde esse supressor € normalmente expresso (15,3%). J& em relacdo a proteina
p53 0 mesmo nao foi observado, a freqiiéncia dos alelos s7m1 foi maior (47,5%) nos

casos p53(-) do que nos casos mutados p53(+), cuja freqiéncia foi de apenas 20%.
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Figura 48- Percentual de positividade imuno-histoquimica de p53 e p27 distribuido quanto a
variacao alélica de vacA (n=70)

4.5- Analise Molecular de p53

Na triagem mutacional do gene p53 por PCR-SSCP, detectou-se alteracdes
no padrdo de mobilidade eletroforética de 72% (53/74) dos casos (Figura 49).
Categorizando por exons, em 35% (26) dos casos apenas um exon foi encontrado
alterado, em 26% (19) dois exons possuiam mobilidade alterada e em 9,5% (7)
foram detectadas alteragdes simultaneas em trés exons, dos quais o exon 5 foi o
mais frequentemente atingido. Nestes ultimos, os exons mutados foram 5,6 e 7.

Nenhum caso apresentou alteracdo simultanea nos quatro exons estudados.

= MEA*
o MEP*

MEA* MEP*

Figura 49- Percentual de alteracdes no padrao de mobilidade eletroforética do gene p53,
detectadas por PCR-SSCP (n=74).

*MEA: Mobilidade eletroforética alterada *MEP: Mobilidade eletroforética padréao
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A Figura 50 mostra a freqiéncia de alteracdes eletroforéticas encontradas em
cada exon. Neste estudo o exon 5 foi o que apresentou maior nimero de alteracdes
no padrao de bandeamento (36/74), seguido do exon 6 (24/73) e exon 7 (26/74). O
exon 8/9 apresentou mobilidade eletroforética alterada apenas em dois casos (3%).
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Figura 50- Percentual de amostras com padrao de migracao eletroforética alterado (MEA)* na
analise por PCR-SSCP .

Casos de alteragbes na mobilidade eletroforética de p53, exons 5 e 7, sdo
ilustrados abaixo.

(a) (b)

Figura 51- Gel de poliacrilamida a 12%, corados pela prata, apéos PCR-SSCP.
Analise dos exons 5 (a) e 7 (b), onde se observa a Mobilidade eletroforética padrdo (em azul) e
alterada (vermelho).
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Ao se comparar as alteracbes detectadas no gene p53 com sua
imunoexpressado, observa-se que apenas em 21,4% das amostras houve
concordancia, na deteccao de alteracdes, entre ambas as técnicas (Fig 52). Foram
detectados, por PCR-SSCP, 37 casos (52,9%) com mobilidade eletroforética
alterada, os quais nao exibiram alteragdo na expressao imuno-histoquimica. Ja pela
técnica imuno-histoquimica, cinco casos (7,1%) foram detectados positivos sem
apresentarem alteracbes em sua mobilidade eletroforética por PCR-SSCP. A analise
pelo indice Kappa {k= 0,007 (+0,078)}, demonstra ndo haver boa concordancia entre
ambas as técnicas. O indice de discordancia observado foi de 60%.
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Figura 52— Analise comparativa do percentual de positividade imuno-histoquimica de p53 em
relacdo a analise mutacional por PCR-SSCP (n=70).

Nao se observou alteracbes significativas no padrdo eletroforético
apresentado, por exon, influenciadas pela presenca de H. pylori (Teste exato de
Fisher p 20,594 < 1,000) ou alelos sTm71 do gene vacA (p 20,703 < 1,000).
Entretanto, ao se avaliar a presenca do gene cagA, observa-se que ha associacao
estatistica (Teste exato de Fisher; p= 0,034) desta com as alteracdes eletroforéticas
verificadas no gene p53 (Fig 53).
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Figura 53- Analise mutacional de p53 (PCR-SSCP) em relacdo a presenca de cagA (n= 74)
Teste exato de Fisher; p= 0,034

A distribuicdo das frequéncias das alteracbes eletroforéticas do gene p53
(p53+), associadas a presenca de cagA, estdo apresentadas na Figura 54. Observa-
se que em 51,4% dos casos detectou-se a presenca de mutagdes de p53(+)
associadas a presenca do gene. Além disso, somente em 21,5% do total dos casos

estudados, verificou-se a presenca dessas mutacoes em sua auséncia.
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Figura 54— Associacao entre a presenca do gene cagA e mutacoes do gene p53/PCR-SSCP
(n=70).

Considerando a alteragdo eletroforética do p53 como indicagdo de mutacgéo,
observou-se que em 60% dos casos a atividade de ambos os supressores tumorais,
p53 e p27, se encontrou comprometida, tanto pela mutacdo no caso do p53 quanto
pela auséncia no caso do p27. Em apenas 14,3% houve a mutagdo do p53 com
possivel compensacdo pela presengca de p27. Em 21,4% os tumores néo
apresentaram a mutacao do p53 e nao houve expressao do p27. Assim em 35,7%
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dos casos verifica-se a possibilidade de acgédo individual de pelo menos um dos
supressores tumorais. Em 4,3% das amostras ha indicacdo de atividade de ambos
os supressores (Fig 55).
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Figura 55— Percentual de mutacoes do gene p53 (PCR-SSCP) em relacao a deteccao imuno-
histoquimica de p27. (n=70)

A figura 56 mostra a distribuicdo das alteracbes eletroforéticas do gene p53
associada a expressao de p27 frente a presenga do gene cagA.
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Figura 56— Percentual de MEA do gene p53 (PCR-SSCP) e expressao imuno-histoquimica de
p27 em relacado a presenca do gene cagA. (n= 42)

Ao se avaliar estes parametros observa-se que os tumores cagA(+)
apresentam uma alta freqiéncia (66,6%) de alteracbes de ambos 0s supressores
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tumorais. Em 95,3% dos casos pelo menos um dos supressores tumorais esta
alterado (p53+ e p27-). Apenas em 4,7% dos casos o0s dois supressores estao
potencialmente ativos (p53- e p27+). Entretanto, ndo foi verificado diferenca
estatistica significativa entre estas diferentes distribuigdes (p = 1,000).



84

5.0- DISCUSSAO

O céancer gastrico, devido a alta freqiiéncia mundial, prognéstico ruim e alta
taxa de mortalidade, tém nas Ultimas décadas, sido foco de varios estudos
objetivando um maior conhecimento dos processos carcinogénicos desencadeantes
desses tumores, bem como dos fatores a eles relacionados.

No Brasil, as taxas de incidéncia desse tumor o colocam na sexta posi¢ao
entre os demais tipos, sendo que Fortaleza ocupa, dentre as capitais brasileiras, a
quinta colocacao ap6és Sao Paulo, Rio de Janeiro, Belo Horizonte e Belém (INCA,
2007). Apesar disso, nao se verifica a divulgacéo, no estado ou capital, de trabalhos
delineando o perfil dessa doenca no Ceara. No presente estudo, foram focalizados
aspectos clinico-epidemiolégicos, histopatolégicos e moleculares, com o intuito de
tracar os aspectos gerais da doencga, em pacientes atendidos em dois hospitais
publicos de Fortaleza-CE, analisando o impacto da presenca de Helicobacter pylori e
alguns de seus genes na carcinogénese gastrica e no comportamento dos
supressores tumorais p53 e p27.

5.1. Aspectos clinico-epidemiologicos

Nesse estudo observou-se que, apesar da coleta ter sido realizada em dois
Hospitais situados na Capital Fortaleza, pertencentes a Rede Publica de Saude,
62% dos casos eram provenientes da Regidao metropolitana e interior do Estado do
Ceara e apenas 38% dos casos eram oriundos de Fortaleza. Esse fato demonstra,
como ocorre em outros estados do pais, a grande migracao de pacientes para as
capitais a procura de atendimento médico-hospitalar, onde os hospitais da Rede
publica prestam servicos a uma populacao bastante heterogénea.

Foi verificado que a maior parte dos pacientes eram agricultores,
aposentados rurais, profissionais do lar e outras atividades nédo qualificadas,
sugerindo baixa classe sécio-econémica da populacdao analisada. Este dado é
compativel com o de outros estudos, inclusive no Brasil, de que o cancer gastrico é
mais freqiente em populagcdes com situagdo sbcio-econbmica mais baixa
(NISHIMOTO et al., 2002; ALBERTS et al., 2003).
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Ao se analisar a incidéncia da doenga por sexo observa-se uma razdo de
2,2 homens para cada mulher, corroborando com dados estatisticos mundiais
(PARKIN et al., 2005; LEMES et al., 2003, ALBERTS et al., 2003). Observou-se que
entre a populagdo mais jovem, intervalo 15-44 anos, a incidéncia foi idéntica para
ambos o0s sexos. A partir dos 45 anos a proporcdo se altera gradativamente,
atingindo nos pacientes com idade 265 anos a razdo masculino:feminino de 3,6:1
(Figura 15). Na amostra estudada esta diferenga pode ser devida a maior incidéncia
de casos nas idades mais avangadas, especialmente do sexo masculino.

A faixa etaria encontrada neste estudo foi bastante variavel, de 23 a 90
anos, sendo que para fins de analise foi calculada a idade média. Esta [57,96
(£183,52)], apesar de compativel com a de Lemes et al. (2003), os quais encontraram
idade média de 64,8 (+- 13,4) anos em estudo na cidade de Belo Horizonte- Minas
Gerais, indica uma tendéncia, na populacdo estudada, de incidéncia tumoral em
idade inferior a do estudo mineiro. De acordo com a revisao de César et al. (2003) a
freqUéncia desses tumores € baixa aos 40 anos, aumentando progressivamente com
a idade até atingir valores maximos, em torno dos 70 anos. Na amostra em estudo
foi possivel verificar o aumento gradativo da freqiéncia em funcao da idade. O maior
namero de casos ocorreu acima dos 55 anos com aumento marcante da frequéncia
a partir dos 65 anos, especialmente entre os individuos do sexo masculino. Estes
dados corroboram com aqueles relatados por varios outros autores (RIES et al.,
2006; CREW e NEUGUT, 2006; STADTLANDER e WATERBOR, 1999).

Alguns estudos com populacdo americana relatam contrastes marcantes
quanto a incidéncia do cancer gastrico entre diferentes grupos raciais onde,
individuos negros, do sexo masculino, apresentam taxas de incidéncia e mortalidade
quase duas vezes maior que os individuos brancos e mulheres negras (CORREA,
2003; STADTLANDER e WATERBOR et al., 1999). No presente estudo tal fato nao
foi observado, sendo a maior parte dos individuos portadores da doenca de cor
parda, com uma minoria negra e branca, possivelmente refletindo a heterogénea
constituicao da populacao do estado do Ceara.

O tabagismo é um fator de risco na progressdo da displasia e cancer
gastrico, ja sendo demonstrado que o consumo de ao menos 20 cigarros/dia pode
aumentar o risco de cancer em torno de 50% (YOU et al., 2000). Kato et al. (2004a),
em estudo na Venezuela, relata que em fumantes com consumo superior a 10

cigarros/dia, pode haver um aumento de 1,8 vezes no risco de metaplasia intestinal
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e 3,6 vezes no risco de displasias quando comparados a nao-fumantes. Relata-se
que o tabagismo pode estar associado com 56% dos casos de adenocarcinomas da
cardia gastrica e com 59% dos casos nado-cardia (ENGEL et al., 2003). Os dados
referentes ao tabagismo no presente estudo (67,2% de fumantes usuarios por um
minimo de 15 anos) corroboram esses achados e sdo similares aos de Teixeira e
Nogueira (2003), em estudo realizado no interior do estado de S&o Paulo, onde a
freqUéncia foi de 66,7% em pacientes que referiam o habito por um periodo entre 30
e 50 anos.

A frequéncia verificada neste estudo quanto ao etilismo foi alta (57,5%),
apesar de inferior a descrita por Teixeira e Nogueira (70,8%), indicando que este
pode ser também um fator de risco relevante no desenvolvimento desta neoplasia.
Mayne e Navarro (2002) relatam forte associacao da ingestdo de alcool com o
desenvolvimento de Carcinoma de células escamosas do esbéfago, ndo sendo o
mesmo observado em relacdo ao Adenocarcinoma de esbéfago e cardia gastrica.
Apesar de ndo haver evidéncias conclusivas sobre o aumento do risco de cancer
gastrico associado ao etilismo ha indicios de que sua acao seja sinérgica a do fumo
(YOU et al., 2000; CREW e NEUGUT, 2006; KATO et al., 2004a). A acao do alcool
se daria ao nivel dos tecidos diretamente expostos, alterando o metabolismo celular,
com acao imunossupressora e aumento da susceptibilidade celular aos
carcinégenos (TEIXEIRA e NOGUEIRA, 2003).

Engel et al. (2003) ressalta que os riscos relacionados a estilo de vida, como
etilismo e tabagismo, tendem a ser mais baixo entre as mulheres. Este fato foi
também observado no presente estudo, onde se verificou que a maioria dos
fumantes e etilistas eram do sexo masculino. A freqiiéncia em relagao ao etilismo foi
significativamente maior (89,5%) entre os homens e talvez seja uma das explicagdes
da menor freqiiéncia de cancer gastrico encontrada entre as mulheres.

Além desses fatores, a predisposicdo genética ao cancer gastrico familial
tem sido descrita em diversos paises, especialmente casos de mutagées no gene
CDH1. Vérios tipos de mutacdes tém sido encontrados, as quais interferem com a
funcdo normal da proteina caderina-E e aumentam a susceptibilidade ao cancer
gastrico do tipo difuso (ROVIELLO et al., 2007; MORE et al., 2007; CALDAS et al.,
1999). Em um estudo envolvendo individuos de uma mesma familia, Rocco et al.
(2003) relata a observacao de alteracoes genéticas apenas na presenca da infeccao
por H. pylori, sugerindo que além do aspecto genético, o cancer gastrico familiar
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pode ser influenciado também pela distribuicao bacteriana intrafamiliar. No presente
estudo, as informacdes fornecidas sobre histérico familiar de cancer se referiam,
vagamente, a parentes de até segundo grau, os quais apresentaram freqiiéncia de
35% para algum tipo de cancer, sendo apenas quatro casos relatados como cancer
gastrico. Esse baixo numero de casos observados nao viabilizou a analise estatistica
desse parametro.

A associacado entre o tabagismo, etilismo e histérico familiar no presente
estudo foi observada em um pequeno grupo (13,5%) com idade média de 61,9 anos
e maioria do sexo masculino. Foi observado que as informagdes fornecidas pelos
pacientes ou responsaveis eram normalmente vagas e algumas vezes
inconsistentes, referindo casos de ébitos em familia por doenca crbnica, sem o
diagnoéstico especifico ou mesmo acompanhamento médico. Como as informagoes
nao foram obtidas de forma precisa nos casos estudados optou-se pela néo inclusao
das mesmas nas analises aqui realizadas.

A maior freqiiéncia dos tumores localizados no antro (57%), porcéao distal do
estbmago, seguido da cardia ou porcao proximal (27%), vem em encontro aos dados
de outros autores. Estudo de Lemes et al. (2003) relata que 59% dos casos
estudados possuiam localizacao distal. Figueiredo et al. (2002), em estudo de 222
casos em Portugal, verificou 53,6% dos carcinomas gastricos localizados no antro e
17,6% na cardia. O predominio no terco distal do estbmago também é descrito por
Shang e Pefa (2005). Em relacdo a cardia, Verdecchia et al. (2004) relata a
ocorréncia de variagdes na frequiéncia (2% a 30%) em diferentes paises da Europa.
Tem sido observado que os tumores localizados na cardia gastrica tém um pior
prognéstico, se comparados ao de localizacdo antral (CREW et al., 2006). Alberts et
al. (2003), em artigo de revisdo, caracteriza os tumores distais como mais
associados a baixa classe socio-econdmica e tipo histolégico intestinal, além de
fortemente associados a infeccao por H. pylori, esta triade foi também verificada no
presente estudo, onde 51% destes tumores apresentaram as trés caracteristicas.

Embora haja relatos recentes, nos EUA, de uma redugdo nos casos de
tumores distais e aumento dos proximais entre os homens (CREW et al., 2006;
ALBERTS et al., 2003), este fato ndo € ainda homogeneamente observado entre os
diversos estudos mundiais. Assim sendo, pode-se concluir que a amostragem aqui
utilizada apresenta resultados compativeis com os demais dados mundiais quanto
aos parametros clinico-epidemiologicos abordados.
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5.2. Aspectos Histopatoldgicos

Na amostra estudada houve representagcdo  significativa dos
adenocarcinomas difuso e intestinal, sendo este ultimo um pouco mais freqlente
(59%), fato também relatado por outros autores (MARIGO et al., 1997; PEREIRA et
al., 2001; CAPUTO et al., 2002; LEMES et al., 2003; ARAUJO-FILHO et al., 20086;
CREW e NEUGUT, 2006). Ao se avaliar o estadiamento dos tumores tipo difuso e
intestinal em relacéo a faixa etaria foi observado uma relacédo inversa e significativa
entre esses dois tipos histoldgicos. Os tumores intestinais apresentaram aumento
significativo em sua freqiéncia nos pacientes com idade superior a 65 anos. Nos
tumores do tipo difuso observou-se maior distribuicdo entre os adultos jovens, com
idade até 44 anos, a qual diminuiu com o aumento da idade. Por outro lado, a
frequéncia dos tumores intestinais aumentou com a idade. Essa relacdo inversa
entre os tumores intestinais e difusos com o aumento da idade é relatada em outros
estudos onde ha um consenso de que os tumores difusos acometem os individuos
mais jovens (STADTLANDER et al.,1999; WERNER et al., 2001; CESAR et al,
2002; LEMES et al., 2003). De forma interessante, observa-se que os tumores do
tipo intestinal foram predominantes no sexo masculino e os do tipo difuso no
feminino. Essa observacdo € consistente com dados estatisticos, de diferentes
regidbes mundiais, também relatados pelos autores supra citados. Tais observacoes
apontam a complexidade da tumorigénese gastrica e corroboram com as evidéncias
de vias diferenciadas para estes subtipos tumorais.

Na analise do estadiamento tumoral foi observado o predominio de tumores
mais avancados (estagios Il a IV). A invasao de serosa (pT3) foi observada em 54%
dos casos e a de estruturas adjacentes (pT4) em 8,7%, sendo que em 68% deles se
observou comprometimento linfonodal, demonstrando que o diagnéstico foi tardio em
grande parte dos casos de cancer gastrico analisados neste estudo. Resultados
similares sdo descritos em estudos de diversos paises (CUNNINGHAM et al., 2005;
ALBERTS et al., 2003), com excecao do Japao. Neste pais, apesar das altas taxas
de incidéncia, se observa uma maior freqiéncia na deteccdo de tumores em
estagios iniciais, grande parte com estadiamento |, e taxas de sobrevida muito

superiores as observadas mundialmente, conseqiéncias do amplo sistema de
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rastreamento e controle da doenca ha décadas ali implantado (TOMINAGA, 2001;
ALBERTS et al., 2003; INOUE e TSUGANE, 2005; HAMASHIMA et al., 2008).

A maior frequéncia de deteccado tumoral em estagios avancados se reflete
em uma menor sobrevida, ja que as opgdes terapéuticas para essa neoplasia sdo
restritas; explica-se assim a altas taxas de mortalidade encontradas para estes
tumores (CORREA, 2004). Nos casos de diagnostico precoce, com o tumor ainda
restrito a mucosa gastrica, a taxa de sobrevida em 5 anos pode atingir 95% dos
casos; por outro lado, o diagnostico tardio a reduz para 10 a 20%, sendo ainda
associado a piores prognosticos (CREW et al., 2006). Nos casos avangados, com
comprometimento de outros 6rgdos e estruturas adjacentes, a resseccao cirurgica
pode ndo ser indicada limitando radicalmente as possibilidades terapéuticas
(TAKENO et al., 2001). No presente estudo foi observado, durante o periodo de
coleta, a ocorréncia de casos nos quais a gastrectomia foi inviabilizada durante a
intervencdo da equipe cirurgica, devido ao alto grau de comprometimento das
estruturas adjacentes. E possivel, por esse motivo, que na amostra estudada os
tumores avangados (pT3 e pT4), mesmo sendo os mais freqientes, tenham sido
subestimados. Por outro lado, o numero reduzido de casos de tumores no estagio
IlIB, pode se dever ao fato de que este, diferindo dos demais estagios avancados,
refere-se a uma unica combinacdo (pT3, pN2, pM0). Os dados deste estudo
mostram que o0s tumores mais avancados nédo predominaram dentro de um tipo
histolégico, difuso e intestinal, pois em ambos os tipos, a distribuicdo quanto aos
estadiamento foi semelhante.

Apesar do cancer gastrico ser mais incidente em individuos com idade mais
avancada, nao foi observada na amostra estudada uma relagdo da faixa etaria com
a gravidade da doenca, pois, apesar de se observar um aumento da freqtiéncia da
malignidade tumoral com o aumento da idade, estes dados ndo foram
estatisticamente significantes.

Em relagéo a diferenciacao tumoral, os casos em estudo se distribuiram, em
sua maioria, entre pouco (38%) e moderadamente diferenciados (56%). Verificou-se
que dentre os casos pouco diferenciados e indiferenciados houve predominio do tipo
difuso, enquanto todos os casos bem diferenciados eram do tipo intestinal. Essas
observacdes sao concordantes com as de outros estudos, os quais também
ressaltam que o tipo difuso tem carater indiferenciado, com curso clinico mais

agressivo e com pior prognéstico que o intestinal (WERNER et al.,, 2001;
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STADTLANDER et al., 1999). Nao se verificou relacdo da diferenciacdo com a idade
média do grupo analisado. Lamentavelmente, a diferenciacdo tumoral ndo é um
aspecto comumente explorado na literatura e a caréncia de trabalhos com essa
abordagem limitou maiores discussoes.

A metéstase a distancia apresentou-se como um dado limitante na analise
histopatoldgica por ndo haver sido descrito na maior parte dos casos (82,6%). O
maior entrave verificado foi o de tal observacao depender de avaliagdo clinica-
laboratorial especializada e, posteriormente a essa analise, ndo constar nos laudos

e/ou prontudrios consultados.

5.3. Deteccao de Helicobacter pylori e o cancer gastrico

Dentre as 74 amostras analisadas no presente estudo, a grande maioria
(95%) apresentou amplificacdo do gene ureC/gimM de H. pylori. A maior parte
destes casos se situou no antro gastrico (56%), corroborando com os relatos de que
a bactéria é mais freqlentemente detectada no adenocarcinoma gastrico distal
(AKHTER et al., 2007; TRAJKOV et al., 2007). Altas taxas de infeccdo bacteriana
sao observadas nas populagdes acometidas pelo cancer gastrico (PRINZ et al.,
2006; KONTUREK et al., 2006). Kim (2003) relata que a bactéria é encontrada em
70 a 95% dos casos da doenca. Observa-se que a freqiéncia bacteriana € variavel
de acordo com as diferentes populacbes mundiais e metodologias diagndsticas

utilizadas. A tabela 5 ilustra essas variacoes.
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Tabela 5- Distribuicao da bactéria Helicobacter pyloriem casos de cancer géstrico, em diferentes
partes do mundo, incluindo o presente estudo.

Autor Ano Método Pais/Estado N Deteccao
deteccédo H. pylori
(%)
NOMURA et 1991 Sorologia Japao/Hawaii 109 94
al.
LEE et al. 1998 Teste urease Korea 175 78,9
EKSTROM et 2001 * Sorologia Suécia 298 *72%
al. ** Imunoblot (Estocolmo) ** 91%
KONTUREK et 2002 Sorologia Polbnia 337 90,8
al.
CAPUTO etal. | 2002 Histoldgico ltalia (Catania) 60 58
WANG et al. 2002 Histoldgico EUA 30 53
(Tennessee)
KATO et al. 2004b Sorologia Japéo 2503 82,8
SUN et al. 2004 Teste urease China 23 69,5
Histoldgico
PALESTRO et | 2005 Sorologia Italia 317 82,3
al. (Torino)
ARAUJO- 2006 Sorologia Brasil 56 60,7
FILHO et al. Histoldgico (Natal-RN)
Teste urease
THOMAZINI et | 2006 Histologico* Brasil 42 * 85,7
al. PCR** (Séo Paulo) ** 95
TRAJKOV et 2007 Sorologia Macedbnia 60 70
al.
MISRA et al. 2007 Histoldgico India 54 78
(Allahabad)
ARIF e SYED 2007 Histolégico Paquistao 50 70
(Karachi)
ANDRE et al. 2008 PCR Brasil 74 95
(ureC/gmM1) (Fortaleza-CE)

Observa-se que a freqUéncia bacteriana nos pacientes apresentando o CG é
alta em diferentes partes do mundo. Além disso, maiores taxas sdo verificadas
quando se utilizam técnicas moleculares, especialmente a PCR, para a deteccao
bacteriana. A associacdo entre a presenca bacteriana e o desenvolvimento do
cancer, além de outras desordens gastricas ja € um consenso, sendo amplamente
relatada na literatura mundial (UEMURA e OKAMOTO et al. 2000; MARSHALL,
2002; CORREA, 2003; HSU et al., 2007, MULLER et al., 2007).

A alta frequéncia de H. pylori, e seu aumento com a idade, verificados no
presente estudo € semelhante aos dados de diversos outros trabalhos, conduzidos
em populagdes heterogéneas de diferentes paises, em pacientes acometidos ou ndo
por desordens gastricas, inclusive o cancer (KONTUREK et al., 2006; SINGH e
GOSHAL, 2006; BROWN; 2000; PASSARO et al., 2002). Observa-se nestes estudos
que a prevaléncia da infeccao bacteriana é bastante variavel (15% a 92%) quanto a

area geografica, raca e idade das populacdes estudadas, sendo observadas taxas
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mais altas de infeccdo nos paises em desenvolvimento e estando relacionadas ao
baixo nivel sécio-econémico (SOUSA et al., 2001; MORAES e SILVA, 2003; AHMED
et al.,2006). Rodrigues et al. (2005), estudando uma populagao de baixa renda, em
Fortaleza- Ceara, também verificou aumento significativo na prevaléncia da infecgcao
bacteriana com a idade; individuos de até 10 anos apresentaram taxa de 47,5%, a
qual atingiu valores superiores a 87% nos adultos maiores de 60 anos.

No presente estudo, o predominio observado da infeccdo bacteriana em
homens é, possivelmente, reflexo da populagdo estudada, ja que a maior parte dos
individuos acometidos por essa neoplasia foram do sexo masculino.

Uma diminuicdo da prevaléncia bacteriana tem sido observada dentre os
brancos de classe média e alta, com idade até 50 anos, em paises como EUA,
Japao, China, Singapura (SINGH e GOSHAL, 2006). Apesar disso, Japao e China
ainda apresentam altas taxas, que variam de 60% na populagéo jovem (10-40 anos)
a 80-90% nos pacientes acima de 50 anos (PRINZ, 2006; WANG et al., 2003). E
provavel que, além da melhora nos habitos alimentares e higiénicos dessa
populacado, esta reducdo esteja também relacionada com o melhor preparo e
conservacao alimentar. Infelizmente, essa diminuigdo ainda nao se refletiu, de forma
impactante, na reducdo dos casos de cancer gastrico, apesar de demonstrado que a
erradicacao bacteriana bloqueia a progressdo da metaplasia e atrofia gastrica, além
de promover melhora na gastrite em curso, reduzindo a incidéncia da doenca
(UEMURA e OKAMOTO, 2000; VIETH e STOLTE, 2006; KATO et al., 2007).

Apesar da alta incidéncia de infecgdo por H. pylori, somente uma pequena
parcela da populacao infectada desenvolve o cancer gastrico (UEMURA et al., 2001;
VIETH e STOLTE, 2006; HSU et al., 2007). Essa complexa interacao, que determina
o aparecimento da doencga apenas em uma parte dos individuos infectados, é ainda
alvo de numerosos questionamentos e pesquisas. A presenca de fatores de
viruléncia bacterianos associados a fatores genéticos e ambientais, possivelmente
promove as condigdes necessarias ao desenvolvimento e evolugao da doenca.

A infeccdo pode induzir uma atrofia géstrica devido a agressao bacteriana
direta e a reacao inflamatéria local com apoptose das glandulas géastricas (TSUJI et
al., 2003). A maior producédo de citocinas inflamatérias, estimulada pela presenca
bacteriana, afeta a resposta imune celular, estimulando a producédo de radicais
livres, especialmente espécies oxigénio reativas (ROS) e cloramina, um agente
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oxidante téxico produzido na mucosa como consequiéncia da invasao pela bactéria
(OLIVARES e GISBERT, 2006).

A presenca bacteriana também estimula uma acgao pré-carcinogénica
mediada por prostaglandinas e ciclooxigenase (PGE/ COX-2), a qual inclui a
estimulacao da proliferacao celular, inibicdo da apoptose, indugcao de angiogénese e
efeito mutagénico direto nas células gastricas (KONTUREK, 2003). A inflamacéao
severa provocada por H. pylori é implicada no desenvolvimento de danos na mucosa
gastrica com intensa infiltracdo granulocitica e linfocitica, além de acentuada
resposta imune celular (mediada por Linfécitos T helper 1- LTh1). A hiperexpressao
das citocinas ja referidas (IL-10, TNF-a, IL-1B e INF-y) é associada a infecg¢ao por H.
pylori, mediando ou exacerbando a resposta imune celular (PRINZ et al., 2006).
Brandt et al. (2005) sugere que o gene cagA pode atuar de forma multifuncional,
tanto promovendo mudancas no citoesqueleto celular quanto ativando a producéo
do fator de transcricdo NF-kB e IL-8, fatores determinantes associados a resposta
inflamatéria cronica.

Alvares et al. (2006) relata que em pacientes com gastrite cronica associada a
infeccdo bacteriana, especialmente cepas cagA(+), a intensidade e atividade
inflamatéria, bem como atrofia e metaplasia intestinal sao significativamente maiores
que entre os pacientes ndo infectados ou infectados por cepas cagA(-). Brito et al.
(2003), em estudo no estado de Pernambuco-Brasil, verificou uma alta prevaléncia
do gene cagA associado a ulcera duodenal e gastrite, 0 mesmo nao sendo
observado para vac/s1. Figueiredo et al. (2002) verificou que cepas com os alelos
s1, m1 e cagA eram mais prevalentes em pacientes com carcinoma gastrico, sendo
associadas também com maior inflamacgao tecidual, dano epitelial, atrofia glandular e
metaplasia intestinal do que aquelas que nao os possuiam. A resposta individual a
esses genes é bastante variavel dentre diferentes populacdes, apesar do real motivo
nao estar ainda plenamente esclarecido. Sugere-se que caracteristicas do
hospedeiro ou da cepa infectante sejam o0s principais fatores envolvidos nessa
diversidade observada.

Neste estudo, o gene cagA foi detectado em 63% dos casos H. pylori (+). Em
relacdo aos alelos de vacA, s1 (73,8%) e mi1 (82%) foram os predominantes,
estando associados (vacA/simi1) em 69% dos casos. As cepas com 0 genoétipo
s1/m1 produzem grande quantidade de toxinas, cepas s7/m2 uma quantidade

moderada, enquanto que cepas s2/m2 produzem pouca ou nenhuma toxina
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(ATHERTON,1995; OLIVARES e GISBERT, 2006). A alta freqliéncia desses genes
verificada nesse estudo é semelhante a relatada por outros trabalhos os quais tem,
nos ultimos anos, relacionado a presenca do gene cagA e alelos de vacA a uma
diversidade de desordens gastricas.

Ashour et al. (2002a) em estudo no Brasil, envolvendo criangas com Ulcera
duodenal, verificou uma freqiiéncia semelhante ao do presente estudo para o gene
cagA (69,1%). Em todos os casos de ulcera duodenal estavam presentes os alelos
s1(100%) e m1 (84,2%), enquanto o alelo s2 foi encontrado somente em pacientes
que nao apresentavam Uulcera. O autor demonstrou haver associacao entre a
presenca de cagA e os alelos s1/m1 de vacA com Ulcera duodenal. Martins et al.
(2005), estudando pacientes com Ulcera péptica na regidao norte do Brasil, observou
frequéncia de 78% do gene cagA e do gendtipo vacA/sim1, os quais estiveram
significativamente associados. Thomazini et al. (2006), em estudo conduzido em 42
pacientes com adenocarcinoma gastrico no estado de S&o Paulo, verificou
freqléncia bacteriana idéntica a do presente estudo, entretanto, a freqiiéncia dos
genes cagA, s1, m1, bem como a associacao s7m1 se mostrou inferior; 0 gene cagA
foi detectado em 54,7% dos pacientes, os alelos s7 e m1 em 57,1% e 61,9%,
respectivamente e a associacao s7m1 foi observada em 57,1% dos casos. Menores
frequéncias do genoétipo vacA/sim1 sdo também relatadas em outras regides do
Brasil, para diferentes desordens gastricas inclusive o cancer, as quais variam de
35% em Belo Horizonte (ASHOUR et al., 2002b) a 59% no interior de Sao Paulo
(RIBEIRO et al., 2003; GATTI et al., 2005).

Higashi et al. (2002) sugere que diferencas estruturais na proteina cagA
estdo associadas com as diferencas funcionais observadas em diferentes regides
com altas taxas de incidéncia do cancer gastrico, como Japao e Coréia. Evans e
Evans (2001), ao examinar variacoes nos sitios de fosforilagdo de cagA, conclui que
devido ao polimorfismo nestes sitios as moléculas ndo séo igualmente ativas,
acarretando uma diversidade funcional da proteina, justificando talvez as diferencas
observadas nos diferentes individuos e populagdes. Verifica-se que nas regides
onde o cancer gastrico € mais freqlente ocorre a circulacdo endémica da proteina
biologicamente mais ativa. Segundo os autores acima citados, o potencial de cagA
para iniciar a resposta na célula hospedeira seria variavel, ndao se sabendo
entretanto, de que forma esse polimorfismo poderia influenciar os epitopos protéicos.
Ramelah et al. (2005), em estudo na Malasia, relata a heterogeneidade do gene
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cagA, tipos A, B e C, relacionada a diferentes grupos étnicos ali residentes. Uma das
variantes, o cagA tipo A, estaria mais associada a grupo étnico especifico (Chinés)
que apresenta maior risco para o desenvolvimento de Ulcera péptica e cancer
gastrico. A heterogeneidade do gene cagA é também relatada por Tomasini et al.
(2003) que observou que a infeccdo por uma unica cepa bacteriana pode incluir
variaveis proporcoes de coldnias com diferentes genétipos de cagA.

A diferente patogenicidade entre as cepas é também relatada quanto ao
gene vacA. Montecucco e Bernard (2003) comentam que vacA parece induzir
atividade tanto imunossupressora quanto pré-inflamatéria, dependente do tipo
celular a ela ligado. Sua acdo pré-inflamatéria seria mediada pela capacidade de
promover a expressao da enzima COX-2 nos linfécitos T, neutréfilos e macréfagos,
além de ativar a producao de outras citocinas como o Fator de Necrose Tumoral
(TNF) e Interleucina 6 (IL-6) pelos mastécitos. Martins et al. (2005), em estudo na
regiao Norte do Brasil, observou associacdo entre os gendétipos de vacA/simi e o
gene cagA. Tal associagdo seria mais relacionada a metaplasia intestinal, intensa
infiltracao tecidual de neutrofilos e linfcitos, e maior atividade inflamatéria do que as
cepas cagA(-) e vacA/s2 e m2.

Apesar da maior patogenicidade das cepas com o genétipo cagA(+) e
vacA/s1m1, a relacdo entre esses gendtipos € ainda desconhecida. Sabe-se que
nao ha uma ligagéao fisica entre ambos no cromossomo de H. pylori (ASHOUR et al.,
2001), entretanto, é possivel que ocorra uma acgao sinérgica entre esses genes, ou
seus produtos génicos, sendo os diferentes fenétipos talvez induzidos por fatores do
hospedeiro, resultando em resposta inflamatéria com diferentes proporgdes.
Confirmando essa maior patogenicidade, foi observada no presente estudo uma alta
frequéncia de cagA e vac/simi em tumores histologicamente avangados e
clinicamente agressivos.

A deteccao simultanea de alguns alelos de vacA foi verificada em um
pequeno numero de casos e provavelmente se deva a presenga de uma co-infeccao
bacteriana mista, fato também referido por Ashour et al. (2002). O pequeno namero
de casos (2) dessa provavel co-infeccdo ndo permitiu analises estatisticas para
demais observacgdes quanto ao seu significado.

A metaplasia intestinal foi relatada em pequena parte dos casos estudados,
possivelmente pelo estagio avancado da maioria destes. Vale ressaltar que, como
previamente abordada esta é uma alteragdo que ocorre nos estagios iniciais da
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carcinogénese gastrica. Observou-se que 0S casos estiveram, em sua maioria,
relacionados a presenca de H. pylori, discordando de Yamazaki et al. (2003), que
relata que a metaplasia intestinal e a atrofia glandular severa sdo acompanhadas do
desaparecimento da colonizagdo bacteriana. Ao contrario, Wang et al. (2002)
verificou uma freqiéncia bacteriana alta (100%) relacionada tanto a metaplasia
intestinal quanto ao carcinoma gastrico em estagio inicial.

Quando analisada a freqiiéncia bacteriana dentre os tumores do tipo intestinal
e difuso, verificou-se que esta foi similar entre ambos os tipos, fato também
observado por Thomazini et al. (2006). Entretanto, quando se observa a presenca de
cagA verifica-se que nos tumores tipo intestinal esse gene é mais freqiiente, apesar
de nao existir diferenca significativa, indicando apenas, como descrito na literatura,
uma relacdo de patogenicidade da bactéria com o tipo intestinal. Por outro lado,
verificou-se 0 encontro da combinacédo vacA/s1m1 na mesma proporcao entre estes
dois tipos histolégicos, o que pode representar que nos tumores do tipo difuso a
bactéria tenha participacdo na carcinogénese, mas por via diferente daquela
observada no tipo intestinal.

Na analise do estadiamento e diferenciagao tumoral, frente a presenca de H.
pylori e do gene cagA, verificou-se a maior freqléncia bacteriana/cagA(+) dentre os
tumores com estadiamento IV e Il, apresentando moderada e pouca diferenciagéo.
Essa distribuicdo dos tumores foi muito similar a observada na analise geral da
amostra estudada, independente da presencga bacteriana. O mesmo foi observado
ao se analisar a distribuicdo dos estadiamentos quanto a classificacdo de Laurén na
presenca do gene cagA, a qual mostrou predominio de casos no estagio IV e I, para
ambos os tipos tumorais. Ha caréncia na literatura de relatos com essa abordagem,
dificultando maiores discussdes.

5.4. Analise imuno-histoquimica e triagem mutacional

A deteccdo de mutacdes de p53, por imuno-histoquimica (IHQ) ou técnica
molecular (SSCP), é utilizada em diferentes tumores no acompanhamento de
recorréncias pés-tratamento ou como um marcador de clonalidade tumoral ja que, as
células carcinomatosas, quando separadas da massa tumoral principal, apresentam

0 mesmo padrdo de mutagdo e expressao de p53 (CHO et al., 1999; GUIMARAES e
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HAINAUT, 2002). Entretanto, apesar de sua utilizagdo como fator progndstico em
diversos tumores como os de mama, coélon e pulmao (LACROIX et al., 2006), seu
real papel no adenocarcinoma gastrico é ainda alvo de pesquisas.

Estudos utilizando a detecg¢ao imuno-histoquimica da proteina p53 mostram
uma frequéncia variada nos tumores gastricos. Um consenso é a sua presenca nos
tumores mais avancados (WANG et al., 2002). Entretanto, no presente estudo,
apesar do grande numero de casos com essa caracteristica, foi observado uma
freqUéncia inferior aquelas relatadas na literatura (Tab. 6). Dois problemas técnicos
poderiam justificar uma subestimativa da marcacdo imuno-histoquimica:
padronizacdo inadequada do anticorpo utilizado e perda antigénica por fixacao
inadequada (excessiva ou mesmo causada por formalina ndo tamponada).
Considerando que foi encontrada alta positividade para outros marcadores
pesquisados neste mesmo material, evidenciando sua qualidade, acredita-se que a
reducdo encontrada, frente a observada na literatura, corresponda a freqtiéncia real
na amostra estudada. Além disso, o anticorpo utilizado neste estudo — DO7, o qual
reconhece os aminoacidos 19-26 (VOJTESEK et., 1992) — foi o comumente usado
em outros trabalhos, sendo também utilizado em diferentes materiais e

apresentando 6timos resultados.

Tabela 6- Distribuicdo quanto a freqiiéncia de expressao de p53 detectadas por IHQ em
adenocarcinomas gastricos, observada por diferentes autores, incluindo o presente estudo.

Autor Pais N Expressao de
p53(%)
ANDRE, 2008 Brasil 70 29
LEE et al., 2008 Korea 152 56,6
BANI-HANI et al., Jordania 89 51,7
2005
LIN et al. , 2005 China 46 43,5
MATTAR et al., Brasil 22 63,6
2004
LAN et al., 2003 China 64 76,2
LEE et al., 2003 Koréia 841 43
WANG et al., 2002 USA 30 60
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ZHANG et al., China 20 75
2001

Por outro lado, na triagem mutacional por SSCP verificou-se uma alta
frequéncia de alteragdes na mobilidade eletroforética (72%) do gene p53. A
frequéncia de mutagdes verificada se situa entre os indices normalmente relatados
para diversas neoplasias, em diferentes estudos (Tab. 7). Pela sua funcdo chave
como regulador do ciclo celular e reparo o gene p53 vem sendo estudado ha algum
tempo e apresenta um espectro mutacional bastante amplo. Em uma revisdo de
1994, Greenblatt et al., ja relatava que 87% das mutagdes de p53 se situam nos
exons 5-8, sendo que a maioria dos estudos se restringe a estuda-los (Tab. 7).
Fenoglio-Preiser et al. (2003) relata que dentre os sitios mutacionais mais comuns,
além destes exons, encontram-se também os codons 175, 248, 273, 282, 245 e 213.

Tabela 7- Deteccéo de alteragbées na mobilidade eletroforética do gene p53/PCR-SSCP em diferentes
neoplasias malignas, incluindo o presente estudo.

Autor Numero | SSCP Tipo de Pais/Exon
casos (+) (%) neoplasia
ANDRE, 2008 74 72 Cancer gastrico Brasil
Exons 5-8
VIDAURRETA et al., 353 19,7 Cancer Espanha
2008 colorretal Exons 5-8
MURTAZA et al., 2006 45 77,8 Carcinoma de India
esb6fago Exons 5-8
BAHNASSY et al., 50 30 Carcinoma de Egito
2005 esb6fago Exons 5-8
WANG et al., 2004 34 32,4 Cancer gastrico Taiwan
Exons 4-8
PHATAK et al., 2002 44 13,6 Glioma (India)
Exons 5-9
KLUMB et al., 2001 12 33,3 Linfoma Nao- (Brasil)
Hodgking Exons 5-8/9
PINHEIRO&VILLA, 122 3,3 Carcinoma Brasil
2001 cervical Exons 5-8
HIRANUMA et al., 45 40 Carcinoma oral Japéo
1998 Exons 5-8
NYLANDER et al., 80 48 Carcinoma oral (Suécia)
1996 Exons 5-9
MUNIRAJAN et al., 53 21 Carcinoma oral India
1996 Exons 5-8
NAGAI et al., 1995 47 49 Carcinoma Trato Brasil
respiratorio Exons 4-8
superior

Foi observada consideravel discordancia entre a analise do gene p53 por

SSCP e a deteccgao da proteina por IHQ. Em 52,9% dos casos as alteragdes génicas
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verificadas por SSCP nao se refletiram na detec¢do imuno-histoquimica da proteina
mutada. E possivel que, nestes casos, as alteragdes tenham resultado na delecédo
ou formacdo da proteina truncada, nao detectavel pela imuno-histoquimica
(HIRANUMA et al., 1998). Por outro lado, em uma pequena por¢cdo dos casos
(7,1%), a proteina foi detectada pela IHQ sem a deteccao de alteracées génicas por
SSCP. Possivelmente este fato se deve a deteccdo da proteina selvagem, e
fisiologicamente ativa, acumulada no nucleo como resultado de uma resposta a
danos no DNA. Outra hip6tese seria a presenca de outras alteracdes génicas,
situadas fora daqueles pontos analisados, as quais poderiam influenciar os
mecanismos de degradacao protéica. Segundo Hiranuma et al. (1998), a ligacédo de
proteinas virais ou mesmo celulares a proteina p53 selvagem, bem como danos ao
DNA por agentes genotoxicos fisicos ou quimicos, poderiam estabilizar a proteina,
levando a deteccdo IHQ, com resultados falso-positivos. Fenoglio-Preiser et al.
(2003) também observa que a correlacdo entre ambas as técnicas € geralmente
baixa no cancer gastrico. Como no presente estudo, diversos outros, utilizando
ambas as técnicas de anadlise, relatam certo grau de discordancia entre elas (Tab. 8).

Tabela 8- Analise comparativa entre a detecgcao imuno-histoquimica (IH) e analise mutacional do
gene p53 (SSCP) em diferentes neoplasias malignas, incluindo o presente estudo.

Andlise de p53 Concordancia entre
as técnicas
Autor N Gene p53 Proteina IH (+) SSCP (+) Observacoes
p53 e e
SSCP (+) H (+) SSCP (+) IH (+)
ANDRE, 2008 70 72% 29% 28,6% 21,4% Cancer gastrico
ASKMALM et | 266 28,2% 20% 38,9% 47,7% Cancer de mama
al., 2004
CHANG et al., 61 44% 46% 100% 89% Pulmao
2004
MATTAR etal.,, | 22 81,8% 63,6% * * Cancer gastrico
2004 (*41 % dos casos
discordantes)
PAN et al., 97 52,6% 62,9% 59% 70,6% Carcinoma retal
2004
HWANG et al., 23 17,4% 78,3% 22% 100% Astrocitoma
1999
ONO et al., 48 23% 39,6% 61% 100% Astrocitoma
1997
LOUIS et al., 34 32,4% 50% 41% 63,6% Tumor astrocitico
1993
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A técnica SSCP ¢ indicada para a triagem mutacional por sua alta
sensibilidade e especificidade. E capaz de detectar alteracées em amostras de DNA
com apenas 1% de DNA tumoral, enquanto sua especificidade é algo em torno de
90-100%, quando comparada ao seqiiénciamento do DNA (GAIDANO et al., 1991;
CONDIE et al., 1993). J4 a imuno-histoquimica é método amplamente utilizado como
ferramenta diagnéstica e progndstica nas rotinas dos laboratérios de patologia,
sendo mais aplicavel na detecgdo de marcadores relacionados ao cancer.
Entretanto, apresenta menor sensibilidade e especificidade em relagdo a deteccao
da mutacao do gene p53 (DUENAS GONZALEZ et al.,1996).

Louis et al. (1993) relata que alteragbes no gene p53 nao sao
necessariamente associadas a sua deteccdo protéica, fato também verificado por
Cho et al. (1999). Concluiu-se no presente trabalho que, conforme ja abordado por
estes autores, o procedimento ideal é a combinacdo de ambas as técnicas para a
determinacao das alteragdes de p53. Na impossibilidade desse procedimento,
sugere-se a utilizacdo de PCR-SSCP na triagem mutacional de p53, o qual se
mostrou bastante sensivel as diversas alteracbes desse gene observadas no
presente estudo.

Além da proteina p53, que tem como um dos principais mecanismos de
acao o bloqueio do ciclo celular pela interagcdo com complexos especificos, inclusive
o cdk2/E, a proteina p27 atua também impedindo que a célula atravesse o ponto de
restricdo G1/S, por meio da inativacao deste mesmo complexo. Considerando esse
ponto comum entre essas proteinas, ambas com atividade supressora no ciclo
celular, no presente estudo levantou-se a hipétese de que a p27 poderia atuar de
forma compensatoéria nos casos em que a p53 se encontrasse mutada.

Na maior parte dos casos (81%) em que se detectou a mutagcao de p53, por
PCR-SSCP, foi também observada a nao deteccao imuno-histoquimica de p27,
sugerindo a inativacao de ambas as proteinas no controle do ciclo celular via cdk2.
Nao se verificou indicio da existéncia de alguma via compensatéria entre estas
proteinas, ou seja, nos casos em que uma delas estivesse suprimida a outra
estivesse agindo como compensador na supressao tumoral. As alteracdes entre elas
pareceram ocorrer de forma independente jA que p27 apresentou expressao
reduzida também nos casos p53(-), ou ndo mutados. Liu et al. (2001) e Al-Moundhri
et al. (2005) também verificaram alteragcdes nessas proteinas no cancer gastrico,
sugerindo que a analise combinada de p53 e p27 possui adicional valor prognéstico.
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A capacidade funcional de p53 é freqlentemente alterada no cancer; a perda de sua
atividade transcricional e antiproliferativa representa importante papel no
desenvolvimento e evolucdo das neoplasias, inclusive gastrica; o mesmo podendo
ser observado quanto a proteina p27. As células expressando a proteina p53
mutada e reduzida expressao de p27 nao possuem a plena capacidade de controlar
a proliferacédo celular, o que resulta no reparo ineficiente do DNA e na instabilidade
genética (LACROIX et al., 2006).

A reducado da expressao do supressor tumoral p27 parece ser uma alteracao
relevante para o processo tumorigénico em diversos tumores, localizados tanto no
sistema digestivo como em outros érgdos. A reducdo, observada no presente
estudo, corrobora com dados relatados em diversos outros trabalhos com tumores
de esbfago, célon, reto e figado (CHETTY, 2003; LEI et al., 2005), carcinomas oral
de células escamosas (KUDO et al., 1998), mama, prostata e linfomas (LLOYD et
al., 1999; TSIHLIAS et al.,, 1999). A detec¢cdo imuno-histoquimica reduzida
(marcagdo inferior a 50%) dessa proteina tem sido relacionada a maior
estadiamento, invasao e progressao tumoral, além de associada com baixos indices
de sobrevivéncia e pior prognéstico nos diversos tumores.

Em relacdo ao cancer gastrico, Yasui et al. (2001) relata que a menor
expressao de p27 esta relacionada com o desenvolvimento e progressao da doenca,
estando correlacionada com a invasao tumoral e presenca de metastases
linfonodais. A avaliagdo do decréscimo, ou mesmo auséncia, da proteina pode ser
utilizada também na predicdo de faléncia do tratamento, além de fator progndstico
independente relacionado a sobrevida. Nitti et al. (2002) verificou associagdo da
expressao reduzida da proteina com adenocarcinomas gastricos avancados e pouco
diferenciados, considerando-a como um fator prognéstico negativo, com valor clinico
potencial. O mesmo é abordado por diversos autores, 0os quais sugerem sua
importancia na progressdo tumoral e metastase das células tumorais, além de
indica-la como util na instalacao de terapia adjuvante pés-cirurgica (KIM et al., 2000;
SGAMBATO et al., 2000; HAN et al., 1999). De acordo com a revisao de Lloyd et al.
(1999), a utilidade de p27 como um marcador prognostico e/ou diagnostico é
validada por diversos estudos. Vale ressaltar que a localizagdo citoplasmatica de
p27 também se relaciona a piores prognésticos (BLAIN e MASSAGUE, 2002). Ainda
assim, ha estudos que discordam dessa utilizacdo de p27 como um marcador no
carcinoma gastrico (FEAKINS et al., 2000; MULLER et al., 2000).
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Os reais mecanismos pelos quais a expressao de p27 é alterada ndo sao
ainda completamente estabelecidos. Mutacdes ou alteracdes no gene p27 sao raras
€ ao que parece 0 maior controle protéico se da por mecanismos pds-transcricionais,
0s quais variam desde o controle traducional, na célula quiescente, até aos
mecanismos proteoliticos intracelulares (KOFF, 2006). O mecanismo mais provavel
€ o0 aumento de sua degradagcdo, ou por alteracdes genéticas no sistema de
degradacao proteossomal, ou por acdo de fatores especificos de crescimento
tumoral, hormdnios, ou outros fatores sobre a proteina p27 e seus elementos
reguladores, como ja sugerido por Jacks e Weinberg (1998).

5.4.1- Alteracoes dos supressores tumorais p53 e p27 e H. pylori

Alguns autores tém encontrado relacdo entre a presenca de H. pylori e a
diminuicdo da expressao do supressor tumoral p27 e/ou mutacdo do p53. Neste
estudo, na analise conjunta de p53 e proteina p27, observou-se uma alta freqiéncia
(60%) de alteragbes ocorrendo simultaneamente, o que reforca a idéia de que a
acdo de ambos se encontra comprometida no cancer gastrico. A bactéria foi
detectada na maior parte (95%) destes casos, sendo que em 66,7% deles o gene
cagA estava presente. Tais dados sugerem que estas alteracées possam se dever a
uma influéncia bacteriana.

Foi verificada uma reduzida expressdao de p27, in vivo, relacionada a
presenca bacteriana; a grande maioria (93%) dos tumores p27(-) eram também H.
pylori (+). Entretanto, esses dados ndo foram estatisticamente significantes na
amostragem analisada pois a bactéria foi detectada na totalidade dos casos p27(+).
A reduzida expressao desse supressor relacionada a presenca bacteriana tem sido
descrito na literatura.

Shirin et al. (2000) observou, em cultivo de células, a supressdao de sua
expressdao associada a presenca de H. pylori, além disso, estas células
apresentaram resisténcia a apoptose, mesmo na presenca de agentes indutores
como bactérias entéricas, agentes quimioterapicos e radiagao.

O mesmo foi observado por Eguchi et al. (2003), o qual conclui que a
bactéria aumenta a degradacao proteossomal de p27, por via distinta da protedlise
fisiolégica (ubiquitina-independente), contribuindo assim para o aumento do risco de
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cancer gastrico associado a infecgdo bacteriana crénica. Eguchi et al. (2004) sugere
também possivel acdo regulatéria de p27 na resposta apoptética de células epiteliais
gastricas, cultivadas na presenca bacteriana. Adicionalmente, Yu et al. (2001)
observou reversao nas alteracdes de p27, verificadas na metaplasia gastrica, apés a
erradicacao de H. pylori. O mesmo foi relatado por Kim et al. (2006), que observou
também que a bactéria promove uma diminuicdo da expressdo epitelial de p27
através do aumento de sua degradacao in vivo, concluindo que esse pode ser o
mecanismo pelo qual ela media a hiperproliferacao celular e carcinogénese gastrica.
Kuzushita et al. (2005) observou que a colonizacdo por H. pylori em ratos p27-
deficientes colaborou com a carcinogénese gastrica. Finalmente, Lin et al. (2006)
observou, em cultivo de células, que uma das proteinas de H. pylori, a GroES, além
da inducado de citocinas pré-inflamatérias promove o aumento na expressido de
proteinas associadas a proliferacdo celular, além da diminuicdo na expressao de
p27.

Quando se observa a presenca do gene cagA,em relacdo a expressao do
p27, parece haver uma influéncia nao significante estatisticamente. Entretanto, foi
verificado neste estudo que em grande parte dos casos cagA(+) nao se detectou a
expressdao de p27, podendo se inferir que é possivel que esse gene possa
influenciar os mecanismos de degradacdo dessa proteina, como ja sugerido por
Eguchi et al. (2003). Contudo, outras alteracbes devem contribuir para a nao
expressdao de p27 ja que, mesmo na auséncia de cagA observou-se sua nao
deteccgéao.

Além da alteracao da expressao do supressor p27, outra alteracdo relatada,
principalmente em cancer de mama, € o seu aprisionamento citoplasmatico, causada
pela fosforilacdo dentro do residuo de localizagdo nuclear da proteina p27,
bloqueando o reconhecimento desse sitio pelos fatores de importagdo nuclear.
Dessa forma a observacdo da presenca desse supressor no citoplasma torna-se
relevante (CLARKE, 2003; LIANG et al., 2002; BLAIN e MASSAGUE, 2002; SHIN et
al., 2002; VIGLIETTO et al., 2002). Neste estudo nao foi observado o fenébmeno de
aprisionamento citoplasmatico do p27, sugerindo que esta alteragdo ndo seja fato
comum em adenocarcinomas gastricos.

Em relacdo a p53, Ahmed et al. (2000) observou, em estudo in vitro, a
inibicao da proliferacao celular epitelial gastrica na presenca de H. pylori. Os autores

sugerem que a bactéria exerca uma agdo de modulacdo sobre as proteinas
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regulatérias do ciclo celular por mecanismos diversos, dentre eles, pelo aumento na
expressao de p53 e consequentemente de p21, ou pela diminuicdo na expressao da
ciclina E. Lima et al. (2008) também observa uma alta frequéncia de mutagoes nesse
gene associada a presenca bacteriana. Shibata et al. (2002) relata que a mutacao
do p53 é mais freqiiente em pacientes infectados por cepas de H. pylori cagA (+)
que nos pacientes nao infectados ou infectados por cepas cagA (-), apesar dos
mecanismos nao estarem ainda esclarecidos. No presente estudo, a analise
realizada por exon ndo demonstrou associacao das alteragdes eletroforéticas com a
presenca de H. pylori, alelos vac/sim1 ou gene cagA. Entretanto, ao se analisar as
alteracées de uma forma geral, agrupando os quatro exons estudados, verificou-se
que elas eram realmente mais frequentes, de forma significativa, na presenca de
cagA. Possivelmente essas alteracoes estejam relacionadas ao fato de que a
inflamacéao crénica por H. pylori leva a producao de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, as quais podem, por meio do stress oxidativo, lesar diretamente o DNA
celular promovendo modificacdes génicas potencialmente carcinogénicas (CHANG
et al., 2004).

Apesar de ndo estar muito claro o papel de cagA, é relatado que a infeccao
por H. pylori promove a expressao da enzima 6xido-nitrico sintase induzida (iNOS),
além de sustentar a producao de 6xido nitrico (NO) pelos macréfagos e neutrofilos
envolvidos na resposta imune; o que pode promover danos as células epiteliais e ao
DNA do hospedeiro, com consequiiente aumento no risco para a carcinogénese
gastrica (SON et al., 2001; RIEDER et al., 2003). A relacéo é de tal importancia que
se observa uma menor expressdao da iINOS ap6s a erradicagdo bacteriana com
terapia antimicrobiana (MANNICK et al., 1996).

Fisiologicamente, uma pequena quantidade de 6xido nitrico é produzida, a
partir da arginina, pela enzima Oxido nitrico-sintase (NOS) constitutiva do
hospedeiro. Este, ao se difundir pela membrana celular, exerce diversas funcdes
bioregulatérias como vasodilatagéo, inibicao da agregacao plaquetaria, regulacao da
neurotransmissao, além da acgao citotéxica na resposta imune natural do hospedeiro,
inclusive com atividade anti-tumoral (XU et al., 2002; XIA e WONG, 2003).
Entretanto, por ser um radical livre, a molécula NO ¢é altamente reativa e
potencialmente tdxica, podendo participar da formacdo de compostos nitrosos
carcinogénicos, além de causar desaminacdo nas bases do DNA, perda da
integridade de suas fitas e inativacdo de suas enzimas de reparo (FELLEY-BOSCO,
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1998). Uma das consequéncias desses danos ao DNA & promover o aumento na
expressdao de p53 para reparo ou inducdo da apoptose (XU et al.,, 2002). Esse
aumento da proteina p53, segundo Forrester et al. (1996), poderia também atuar
promovendo o controle da sintese de NO, por meio da supressdo da expressao
génica da iINOS, desempenhando assim importante papel supressor na atividade
carcinogénica e potencialmente mutagénica do 6xido nitrico. Entretanto, a inativacéao
mutacional de p53 pode acontecer em diversos tumores nos quais os niveis da NOS
se encontre aumentado, inviabilizando sua acao e resultando no aumento do NO,
acarretando assim os danos ao DNA a ele relacionados (GREENBLATT et al;
1994). A acumulacdo de p53 e aumento na expressdao da iINOS, detectada por
imuno-histoquimica, € relatada por Feng et al. (2002), que conclui que estes podem
ser fatores responsaveis pela carcinogénese gastrica e agressividade tumoral. No
adenocarcinoma gastrico, Begnami et al. (2004) verificou um aumento da expressao
da iINOS nos casos mais avancados da doenca; também Wang et al. (2005) verificou
um aumento em torno de 75% na atividade da NOS quando comparado ao tecido
normal, reforcando a hipotese de que a producao excessiva de NO pode contribuir
para a progressao do cancer. Além disso, o autor relata que a alta expressao da
INOS foi significativamente associada a mutacdo de p53 e proliferacdo celular
tumoral, concluindo que a inativacdo de p53 e a superexpressdao de iINOS
desempenham um papel sinérgico na carcinogénese gastrica. O aumento no risco
de cancer induzido pela alta freqiéncia de mutacées de p53, devido a acao de
espécies reativas de oxigénio, nitrogénio e aldeidos é também abordada por
Hussein e Harris (2006).

O epitélio gastrico é também constantemente exposto a moléculas oxigénio-
reativas (ROS); no caso da infecgdo por H. pylori, ha um estimulo na producao
desses radicais livres pelas células inflamatérias envolvidas na resposta imune do
hospedeiro, promovendo danos a mucosa gastrica e aumentando o risco de
desenvolvimento do cancer gastrico (SMOOT et al., 2000). Baek et al. (2004) relata
que a presenca bacteriana induz alteragbes em diversas proteinas, demonstrando
assim a importancia do stress oxidativo relacionado a H. pylori, na patogénese das
diversas desordens gastricas, incluindo a carcinogénese.

No presente estudo verificou-se que na maior parte dos casos cagA(+) foi
detectada a mutacdo do gene p53, o que reforca a hipétese de sua relacdo com a

mutacdo desse supressor tumoral, possivelmente mediada pelo stress oxidativo.
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Entretanto, ha indicios de que outros fatores sejam relevantes ja que o p53 também
se encontrou mutado, porém em menor parcela, na auséncia de cagA.

Para as proteinas p53(+) e p27(-), observou-se maior freqiiéncia dentre os
tumores localizados no antro gastrico, tipo intestinal de Laurén, com pouca ou
moderada diferenciacdo e estadiamento IV e Il. Fica clara a importancia das
alteracdes simultaneas desses supressores nos tumores estudados; verificando-se
que na maior parte deles (60%) ambos estavam inativos, especialmente quando se
avalia a presenga do gene cagA.

Diante dos dados apresentados observa-se a relevancia de estudos
abordando as alteracbes de supressores tumorais em cancer gastrico de forma
independente e também associada a presenca de Helicobacter pylori e seus
respectivos componentes patogénicos. Esses dados devem se somar os outros
estudos que contribuirdo para a elucidacdo das possiveis vias tumorigénicas, as
quais concorrem para a formacdo desse tipo de neoplasia. Ao se entender a
carcinogénese gastrica, poderdo ser identificados marcadores de uso para
diagnéstico precoce bem como de valor prognéstico, com os quais se beneficiara a
populacado exposta aos diversos fatores de risco ja estabelecidos. Adicionalmente. a
ocorréncia de uma alta freqliéncia de tumores em estadiamentos avangados,
ressalta a necessidade da implantacdo de métodos de diagndstico precoce da
doenca em nosso Sistema de Saude (SUS), no intuito de viabilizar o tratamento e

aumentar a sobrevida dos individuos acometidos.
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6.0- CONCLUSOES

A freqliéncia da bactéria Helicobacter pylori foi alta nas amostras de
adenocarcinoma gastrico estudadas, situando-se entre o0s valores
normalmente relatados para diferentes populacées mundiais.

A freqUéncia de cepas de Helicobacter pylori apresentando o gene cagA(+) foi
alta. Quanto a variacao alélica de vacA, observou-se predominio dos alelos s7
e mi, considerados mais patogénicos, os quais estiveram associados na
maioria dos casos analisados.

A expressao da proteina p27 se encontrou reduzida na maior parte dos casos
estudados. Nao foi verificada acdo compensatéria dessa proteina nos casos
pPS3(+).

Na triagem mutacional do gene p53 foi detectado um alto numero de
alteragdes na mobilidade eletroforética das amostras analisadas, indicando a
presenca de mutacées nesse supressor tumoral. A imunodeteccdo da
proteina p53 apresentou resultados inferiores ao normalmente relatado na
literatura.

Nao se observou correlacao significativa entre a detecgao imuno-histoquimica
da proteina p53 com os achados da triagem mutacional do gene p53. A maior
parte das alteragdes detectadas na triagem mutacional ndo se refletiu na
deteccdo protéica pela imuno-histoquimica. Considerando-se a alta
sensibilidade e especificidade da técnica de PCR-SSCP, concluiu-se que a
triagem mutacional de p53 é a mais adequada na analise das alteragdes de
p53 relacionadas ao cancer gastrico.

A presenca de Helicobacter pylori, cagA e vac/sim1 nao afetou de forma
significativa a expressdo imuno-histoquimica de p53. Por outro lado, a
ocorréncia de alteracoes detectadas por PCR-SSCP foi significativamente
maior nos casos cagA(+), sugerindo que cepas portadoras desse gene
possam colaborar para a inducdo da mutacdo de forma ainda nao

esclarecida.
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Apesar de uma menor expressao de p27 nos tumores cagA+, a presenca de
Helicobacter pylori, cagA e vac/simi1 néo afetou de forma significativa a
expressao imuno-histoquimica de p27.

Os supressores tumorais p53 e p27 podem ser um ponto chave de
desregulacdo do ciclo celular que, quando associados a outros fatores, 0s
quais incluem a infeccao por cepas patogénicas de H. pylori, podem favorecer
o desenvolvimento e progressao da neoplasia gastrica.
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Anexo |

Universidade Federal do Ceara
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N° 712/04 Fortaleza, 30 de novembro de 2004
Protocolo n°® 199/04

Pesquisador responsavel: Silvia Helena Barem Rabenhorst

Dept®./Servigo: Departamento de Patologia e Medicina Legal/UFC

Titulo do Projeto: “Alteragdes moleculares no cancer gastrico: associa¢do
com fatores epidemiologicos”

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

Outrossim, informamos, que o pesquisador devera se comprometer a enviar
o relatério parcial e final do referido projeto.

Atenciosamente,
’h/ WM/M " h//enifwaf_

Dru. Mirtan Parenie Montesiv
Coordenadora Adjunta do Comité
de Etica em Pesquisa
COMEPLHUWC LI



135

Anexo Il

TERMO DE CONSENTIMENTO DO PACIENTE

Instituicao: DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL - UFC
LABORATORIO DE GENETICA MOLECULAR — LABGEM

Endereco: Rua Coronel Nunes de Melo, 1127, Porangabucu, Fortaleza-CE.

Investigadora Responsavel: Prof. Dra. Silvia Helena Barem Rabenhorst.

Titulo: ALTERACOES MOLECULARES NO CANCER GASTRICO: ASSOCIAGAO COM
FATORES EPIDEMIOLOGICOS

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

Cerca de 100 pacientes serdo incluidos no presente estudo. Portanto, concordando em
participar serei um dos pacientes participantes deste estudo que envolve diversas institui¢des,
permitindo coleta de material necessdrio para o estudo. Nao haverd mudanga ou perdas em relacdo a
andlise pelo patologista do meu material. Paralelamente, serdo anotadas algumas questdes referentes a
minha pessoa, no que diz respeito a dados pessoais, como a data de nascimento, e relativo a hdbitos de
vida e a minha doenca. Estas informacdes serdo retiradas do meu prontudrio ou na auséncia delas,
serdo perguntadas pessoalmente a mim.

Minha participagcdo ndo terd beneficio direto imediato, em principio, mas que poderd estar
contribuindo para que se entenda melhor os fatores de risco e alteracdes que propiciem o aparecimento
do céncer gastrico. A identificacdo dos fatores de risco para cancer géstrico servird para direcionar
medidas preventivas. Por outro lado, as alteracdes do material genético encontradas nas células
tumorais, poderdo ser usadas como fatores que auxiliardo no diagndéstico, progndstico e também como
alvos das novas terapias que estdo sendo agora desenvolvidas.

Todos os dados da minha participacdo neste estudo serdo documentados e mantidos
confidencialmente, sendo disponiveis apenas para as autoridades de satide e profissionais envolvidos
neste estudo, os quais, quando necessdrio, terdo acesso a0 meu prontudrio.

Como minha participacdo € voluntdria, 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 divida ou perguntas relativas a esse estudo ou aos meus direitos no que diz respeito
a minha participacdo, posso contactar a Dra. Silvia Helena Rabenhorst no telefone 3288 8206 ou 9994
5689.

Assinatura do paciente:

Endereco do paciente:

Telefone: Nome da testemunha

Assinatura da testemunha:

Data: __/__/ __ Assinatura do investigador:
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Anexo Il

Cadastro de Pacientes Submetidos a Coleta de Tecido de Peca Cirtirgica

Cédigo: CG Data / /

N° Prontudrio Data de admissao no servico hospitalar ___/ /
Depto Responsavel Hospital

Nome Sexo F[ IM[ ]
Endereco

Contato Naturalidade Procedéncia

Idade Nasc / / Cor ABO

Grau de instrugdo Profissdo

Historia familiar:

[ TAvO [ JAv6 [ JMae [ ]Pai [ ]JIrmdo(d) [ ]Tio(a) [ ]Filho(a)

Outros

Habitos: [ ]Sal [ ]Frutas [ [Verduras [ ]Churrasco [ ]Carne seca[ ]geladeira

[ ]Tabagista Tipo Freqiiéncia Fum. passivo [ ]
[ 1 Alcool Tipo Freqiiéncia

Dados relativos a neoplasia.

Data do primeiro diagndstico / / Exam

H. pylori [ ]

Sitio anatdmico Est. Clinico T N_ M

Aspecto morfoldgico Bormann

Exame anatomopatologico N°:

Tratamento: [ |Radioterapia [ |Quimioterapia [ |JHormonioterapia [ ]Imunoterapia

Protocolo

Cirurgia: realizada em / / Cirurgiao

Responsavel pela Coleta
Tempo de ressec¢cao da coleta: [ ]<lh [ ]J1h [ ]2h[ ]3h [ ]<ou=4h[ ] Outras

Observacoes

N° de amostra Tumoral congelada [ ] N°de amostra Normal [ |
Local Armazenamento:
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Anexo IV
Protocolo de Coleta no Centro Cirirgico

Durante todo o procedimento utilizar mascara e luvas estéreis

1-Conferir o material a ser utilizado para coleta (Identificacio do paciente, maquina
fotografica, régua, caneta para tubo, criotubo estéril e protocolo a ser preenchido);
2-Identificar os tubos com o nimero da amostra, tipo de mucosa (tumoral ou normal) e a data
(Ex.: GC-001-N1/ D-M-2004);

3-Ap0s a retirada da peca, colocd-la em uma cuba estéril e lavd-la com soro fisioldgico estéril
(se necessdrio). Secd-la com uma compressa estéril;

4-Colocar a peca em um campo azul estéril, em seguida a régua e a identifica¢do logo abaixo
da peca, tirar uma foto panoramica e uma foto somente do tumor utilizando flash (total 2
fotos);

5- Com o auxilio de pinca e bisturi estéreis, coletar primeiramente quatro espécimes da
mucosa normal (o mais distante do tumor), em seguida quatro espécimes do tumor
(preferencialmente das bordas, evitando dreas de necrose e fibrose), colocar o material
colhido dentro do criotubo estéril e acondicioné-los imediatamente em recipiente com gelo.

6- Tirar uma foto da peca pds-coleta com flash e sem a régua;

7 — Preencher o cadastro do tecido da peca cirdrgica em duplicata e desenhar um esboco
marcando os locais dos quais foram coletados, bem como as margens cirurgicas e o tamanho
do tumor;

8 — Transportar imediatamente os tubos para armazenagem em nitrogénio liquido.
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LABGEM UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL
LABORATORIO DE GENETICA MOLECULAR

CADASTRO DO PESQUISADOR -2005

1. Dados Pessoais
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Nome: ANGELA ROSA ANDRE Sexo: FEM

Estado Civil: SOLTEIRA Data de nascimento:
23/02/1975

Naturalidade: PARACATU Estado: MG

Endereco: OSVALDO CRUZ 1415 AP 1002

Bairro: MEIRELES Cidade: FORTALEZA
Telefones: (85) 3248 5117 9997 0196 CEP: 60125150
e-mail: angelarandre @yahoo.com.br

RG: 1400227 SSPDF CPF: 96696745653

II. Formacao Académica (Graduacio)

Curso: FARMACIA-BIOQUIMICA

Instituicdo:  UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS- UFGO

Ano da diplomagdo: 1997

Monitoria: S(X ) N( )

Disciplina: ~ QUIMICA ANALITICA

Participacdo em outras atividades/programas
BOLSISTA DE INICIACAO CIENTIFICA- CNPq

II1. Atividades no LABGEM

Més/Ano de ingresso: MARCO/ 2004
Projeto(s) que participou: CANCER GASTRICO
Bolsista:  Sim( ) Nao(X ) voluntdrio ( )
Programa/Ano:

Projeto de Pesquisa

CANCER DE ESTOMAGO: ASSOCIACAO COM FATORES EPIDEMIOLOGICOS

Titulo: HELICOBACTER PYLORI E A EXPRESSAO DE p27 e p53 NO

EXPRESSAO DE P53 E P27 NO ADENOCARCINOMA GASTRICO.

Objetivo(s): RELACIONAR A PRESENCA BACTERIANA A MUTACAO E/OU

Metodologia: IMUNOHISTOQUIMICA/ PCR-SSCP

Fortaleza, 28 de maio 2005.

Assinatura do pesquisador
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IMUNO-HISTOQUIMICA

Reagentes e materiais Origem Qtd. Valor
Acido Citrico Sigma® 1 R$ 20,00
Agua oxigenada 10 vol Rioquimica® 5 R$ 30,00
Alcool etilico 95°GL Synth® 50 R$ 80,00
Anticorpo monoclonal de camundongo anti-p53 DakoCytomation® 1 R$1.050,00
Anticorpo monoclonal de camundongo anti-p27 DakoCytomation® 1 R$ 1.500,00
Albumina Bovina (BSA) Sigma® 1 R$ 1.800,00
Bélsamo do Canadd QEL® 1 R$50,00
Caneta hidrofébica DakoCytomation® 1 R$ 380,00
Cx. de Lamina Bioglass® 15 R$45,00
Cx. de Laminulas Bioglass® 15 R$45,00
Cloreto de s6dio Sigma® 1  R$50,00
DEPC (dietil-pirocarbonato) Sigma® 1 R$ 1.700,00
Hematoxilina Nuclear® 1 R$200,00
Kit de detec¢ao (Dako) LSAB+ DakoCytomation®” 1 R$2.260,00
Kit DAB+ liquido DakoCytomation® 1 R$ 305,00
Kit de deteccao (Dako) ABC DakoCytomation® 1 R$ 1.200,00
Ponteiras descartaveis (Diversas) Gilson® 2 R$ 60,00
Proteinase K Sigma® 1 R$ 350,00
Silano Sigma® 1 R$ 1.035,00
Xileno Synth® 50 R$ 350,00
SUBTOTAL R$12.510,00
TECNICAS DE PCR

Reagentes e materiais Origem Qtd. Valor
Agarose Gibco BRL® 1 R$ 1.665,00
Azul de Bromofenol Gibco BRL® 1 R$ 100,00
Brometo de etideo Sigma® 1  R$116,00
dNTP Invitrogen® 1 R$ 400,00
Marcador de PM 100pb Invitrogen® 1 R$ 500,00
Pacote de tubos do tipo Eppendorf (Diversos) Eppendorf® 4 R$ 112,00
Ponteiras descartaveis (Diversas) Gilson® 4 R$90,00
Primers Helicobacter pylori Invitrogen® 5  R$1600,00
Primers p53 Invitrogen® 4 R$1100,00
Taq polimerase/Reagentes para PCR Invitrogen® 1 R$ 350,00
Tampédo TBE Sigma® 1 R$ 450,00
Xileno Cianol Gibco BRL® 1 R$ 100,00
Kit GeneGel Excel 12.5/24 amershambiosciences/GE 3 R$ 1.500,00
Kit PlusOne DNA Silver Staining amershambiosciences/GE 1 R$ 500,00

SUBTOTAL

R$8.583,00
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COLETA DE ESPECIMES E EXTRACAO DE DNA

Reagentes e materiais Origem Qtd. Valor
Alcool Isopropilico Vetec® 3 R$15,00
Alcool Isoamilico Vetec® 1 R$7,00
Cloroférmio Vetec® 3 R$ 30,00
CTAB Gibco BRL® 1 R$ 150,00
EDTA Sigma® 1 R$553,00
Etanol P.A. Vetec® 1 R$105,00
Nitrogénio liquido White Martins®  160L R$ 1.600,00
Pacote de Criotubos Gilson® 2 R$40,00
SDS Sigma® 1 R$500,00
B-Mercaptoetanol Sigma® 1 R$ 600,00
Tris Ultrapuro Sigma® 1 R$ 382,00
SUBTOTAL R$ 3.982,00
INSUMOS DA INSTITUICAO

Equipamentos e materiais Origem Qtd. Valor
Agitador - 1 R$350,00
Balancga de precisao Celtac® 1 R$2.100,00
Banho-Maria Quimis® 1 R$ 300,00
Camara umida Erviegas® 1 R$ 20,00
Camera digital Nikon® 1 R$ 2.000,00
Capela de Fluxo Laminar Pachane® 1 R$ 4.000,00
Capela de exaustdo Quimis® 1 R$250,00
Centrifuga refrigerada Eppendorf® 1 R$10.000,00
Conjunto de Micropipeta Gilson® 1 R$2.500,00
Contador de células manual Herka® 1 R$ 115,00
Cuba de Eletroforese Gilson® 1 R$ 800,00
Cuba de vidro Duralex® 10 R$ 100,00
Destilador/ Agua Milli-Q Milli—Q® 1 R$ 1.050,00
Estufa Fanem® 1 R$ 800,00
Etiqueta para lamina Pimaco® 3 R$10,00
Folha de papel de filtro Ripax® 10 R$5,00
Fonte elétrica para eletroforese - 1 R$ 400,00
Forno Microondas Electrolux® 1 R$ 360,00
Freezer (-20°C) Prosdécimo® 1 R$1.200,00
Geladeira Electrolux® 1 R$ 800,00
Lamina para micrétomo Leica® 1 R$ 400,00
Cx. luvas de procedimento Blowtex® 20 R$ 80,00
Medidor de pH Digimed® 1 R$ 500,00
Microscépio 6ptico Olympus® 1 R$8.000,00
Micrétomo Quimis® 1 R$ 800,00
Micrétomo Criostato Quimis® 1 R$ 1.500,00
Transiluminador de luz Ultra-Violeta - 1 R$ 1.500,00
Vortex Quimis® 1 R$250,00
Termociclador Eppendorff® 1 R$20.000,00
Termometro BD® 1 R$15,00
SUBTOTAL R$ 60.205,00
TOTAL R$ 85.280,00
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Anexo VII

(Publicacao ISBN- Apresentacao congresso)
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Congresso
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| Medicina Laboratorial das Doengas Cron
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de Patologia
Clinica
Medicina
Laboratorial

setemb

R TR T T T

ISBN: 85-60167-00-5

Tema Livre

16

AVALTIACAO DA FREQUENCIA E DO PERFIL GENOTIPICO DA BACTERIA

HEL ICOBACTER PYI ORI EM ADENOCARCINOMAS GASTRICOS DO CEARA

ANDRE, A. R. ; PARDINI, M. I. M. C. ; FERREIRA, M. V. P. ; BARRQS, M. A. . P. ; FERRASI, A. C.
: RABENHORST, S. H. B. )

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS

Objetivos: Determinar a frequéncia da bactéria Helicobacter pylor], a presenca do gene cagh e
a variacdo alélica das regifes se /m do gene vacA em adenocarcinomas gastricos (ACG).

Casuisticas e Métodos: Foram coletadas amostras de 70 pacientes com ACG,
gastrectomizados na Santa Casa de Misericdrdia e no Hospital Universitario Walter Cantidio-
UFC, Fortaleza-CE. Extraiu-se o DNA gendmico de fragmentos com um minimo de 70% de
células tumorais. A presenca de H. pylori (gene da UreaseC) e dos genes cagh e vach (alelos
5/m) foi determinada pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando oligonucleotideos
especificos; os produtos de amplificacdo detectados em gel de poliacrilamida corado pela
prata.

Resultados e Conclusdo: A bactéria H. pyflori foi detectada em 66 (94,3%) casos; destes,
41% foram positivos para o gene cagh. Na analise dos alelos do vach, 43 casos foram si
(65,1%) e 05 casos s2 (7,6%). O alelo m foi detectado em 88% dos casos, sendo destes 73%
ml e 15% m2. A combinacdo alélica verificada foi: 57,6% sinmi, 4,5% sim2, 3% s2ml e 4,5%
s2m2. A associacdo entre cagh+ e a combinacio siml de vacA foi detectada em 33,3% das
amostras.

Detectou-se alta freqiéncia de H. pyvlorf nas amostras tumorais avaliadas, com menor deteccio
de caghA+ do que referido na literatura. Os alelos s1 e 771 do gene vacA, relacionados a maior
viruléncia bacteriana, foram os predominantes. A freqiente deteccdo de A, pylor cagh+ e vachA
s1/mi no adenocarcinoma gastrico sugere associacio entre a carcinogenicidade dessa bactéria
com gendtipos especificos.
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Anexo VIl

(Publicacao ISBN- Apresentacao congresso)
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ISBN: 85 - 60167 -00-5

Tema Livre

87

ASSOCIACAOQ HEIICOBACTER PYLORI COM MUTACAO DO TP53 NO CANCER
GASTRICO

ANDRE, A. R. ; PARDINI, M. I. M. C. ; FERREIRA, M. V. P. ; BARROS, M. A. P.; FERRASI, A. C.;
RABENHORST, S. H. B. )

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS

Objetivos: Investigar a associacdo entre a presenca de Moo cagh (+) com mutacdes do
gene TP53 em adenocarcinoma gastrico.

Casuisticas e Métodos: Analisou-se amostras obtidas de 70 pacientes com adenocarcinoma
gastrico, gastrectomizados em dois Hospitais de Fortaleza-CE. Amostras com minimo de 70%
de células tumorais foram submetidas & extracdo de DNA gendmico. Utilizou-se a técnica de
PCR-SSCP para investigacdo da presenca de mutagdes no gene TP53 (exons 5, 6, 7, 8/9).
Pesquisou-se a presenca de H. pylori (gene da UreaseC ) e do gene cagA pela Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR); os produtos de amplificacBo foram detectados em gel de
poliacrilamida, corados pela prata.

Resultados e Conclusdo: Dentre as amostras, 75,7% apresentaram padrdo eletroforético
alterado em pelo menos um dos exons analisados, sendo 66% no exon 5; 43,4% no exon 6;
47,2% no exon 7 & 3,8% no exon 8/9. A bactéria foi detectada em 94,3% dos casos, estando,
em 78% destes, associada a mutacdes de p53. O gene cagh foi detectado em 27 casos (41%),
estando, em 21 destes (89%), associado a mutac@es de p53.

Observou-se uma alta taxa de mutacdo do gene p53, principalmente nos exons 5, 6, & 7,
codificadores da regido de ligacdo protéica ao DNA. Essas regides sdo consideradas fot spot,
onde se observam a maioria das mutacfes de p53 no cancer humano. Foi verificada uma alta
frequéncia de Helicobacter pylori no tecido tumoral associada com mutacdes de p53, inclusive
entre as amostras cagA(+). Esta associacdo pode sugerir uma possivel via carcinogénica
mediada por H. pwors, contudo, este ndo parece ser um evento exclusivo, ja que as mutacies
ocorrem também em sua auséncia nestes tumores.
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Anexo IX

(Apresentacao em Congresso)

Vol 28, 2 - supplement

ISSN 1415-47 5
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June 2005
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Helicobacter pylori. =+~ LR e

Angela Rosa André!, Adriana Ferrasi?, Aiton Teles Fontenele Filho, Mércia Valéria Pitmbeira Ferreira !,

Maria Inés de M, Campos Pardini’ Sflvia Helena B. Rabenhorst', 1 Laboratério de Genética Molecular,

Depto. de Patologia e Medicina Legal-FM, Universidade Federal do Cear4 - UFC, Fortaleza, CE. 2

Laboratdrio de Biologia Molecular do Hemocentro — Depto. de Clinica Médica,Faculdade de Medicina,
UNESP, Botucatu, SP, Brasil.

O ciincer gstrico é a segunda doenga maligna fatal de ocorréncia no munda, sendo associado com estado
sécio-econdmico, fatores genéticos e ambientais. O adenc géstrico € dividido em dois tipos
histomorfol6gicos; “intestinal” e “difuso”, diferentes quanto & epidemiologia, patogénese, evolugdo clinicae
perfil genético. Diversas alteragdes genéticas tém sido associadas ao cincer. Uma das alteragGes mais
freqiientes € ado sup tumoral p53. MutagGes nesse gene levam a uma maior estabilidade da protefna
p53, resultando numa maior concentrag3o desta nos tecidos tumorais, permitindo assim sua detecgdo pelo
método imunohistoquimico. Dentre os fatores ambientais envolvidos destaca-se a fntima relagio entre a
infec¢do pela bactéria Helicobacter pylori (Hp) com o cincer géstrico, particularmente o tipo intestinal. O
objetivo do presente trabalho foi detectar a mutagfo do gene p53 e associd-la com a presenga de H. .Nin:,
em tecido gdstrico tumoral e normal; Para isto foram analisadas 23 obtidas apés g m
paci com i géstrico, realizadas na Santa Casa de Miseric6rdia de Fortaleza-CE e no Hospital
Universitdrio Walter Cantideo-UFC. DNA gendimico foi extraido de fragmentos contendo mais de 70% de
células tumorais e submetido a técnica de PCR-SSCP visando detectar a presenga de mutagio no gene p53
(exons 5, 6,7, 8/9), e a presenga de  pylori (primers especificos para gene da ureaseC) em tecidos normais
e tumorais. O material emblocado em parafina, rotineiramente processado, foi utilizado para detecgdo da
expressio tecidual de pS3, pela técnica de ir histoquimica, utilizando anticorpos monoclonais DAKO
(Mouse anti-human, clone DO-7,1: 80), em 21 amostras. Pela imunohistoquimica 47,6% dos casos foram
positivos para p53, e a mutagdo foi detectada pela técnica de SSCP em 43,5%. Discordancia entre 0 SSCP
¢ aimunohistoquimica foi verificada em 47,6% dos casos analisados. Destas, 50% eram p53 positivas na
imunohistequimica e negativas pela SSCP. A detecgdo de H. pylori em tecidos normais foi de 95,7% e em
tecidos tumorais 78,3%. Em 30% dos casos foi observada a presenga do H. pylori sem mutagio do p53,
por ambas as técnicas; mas todos os que apresentaram mutaggo por SSCP foram H. pylori positivos. Em
21,7% dos casos nao houve detecgdo bacteriana no tecido tumoral nio sendo também detectada mutagio
do p53 pelo SSCP. O trabalho sugere uma forte relagio entre a presenga de Helicobacter pylori e a
mutagio do p53, nio sendo este um evento exclusivo. A técnica de SSCP mostra-se necessdria e complementar
para a detecgio de mutagdo do p53.
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P119 CORRELACAO DA PRESENGA. DO &xcm DE EPSTEIN-BARR (EBV) EM _
: ADENOCARCINOMAS GASTRICO COM A EXPRESSAO DE BCL-2: —— =

Silvia Helena B. Rabenhorst 1, Marcos Antonio P. de Lima 1, Angela Rosa André 1, Adriana Ferrasi 2,
Luciana Gomes Rocha de Arruda 3, Carlos Henrique Paiva Granjeiro 1, Maria Inés de Moura Campos
Pardini 2. 1Departamento de Patologia e Medicina Legal - UFC ; 2Departamentode Clinica Médica- FM-
Unesp- Botucatu ; 3LaboRocha. :

Dentre os tumores malignos do estomago, os adenocarcinomas correspondem a aproximadamente 95% do
total, Diversos fatores estiio envolvidos na carcinogénese géstrica, tais como fatores ambientais, étnicose
genéticos. Dentre os fatores etiol6gicos o mais relevante parece ser a presenga do A. pilory, contudo,
estudos em vrias partes do mundo apontam para a participagéo do virus de Epstein-Barr (EBV), nesse
processo. Alguns autores correlacionam a presenga do EBV com a ativagéo da expressio de algumas
oncoproteinas, as quais poderiam explicar o seu papel na tumorigenese. Uma proteina comumente citada
como ativada pelo EBV é a protefna anti-apopt6tica Bel-2. No intuito de verificar a presenga do EBV em
tumores de estdmago, coletamos 20 casos de adenocarcinoma géstrico de pacientes submetidos & gastrectomia
no Hospital da Santa Casa de Fortaleza e Universitério Walter Cantideo da UFC. De cada paciente foram
obtidos espécimes tumorais e de mucosa normal, para extragdo de DNA gendmico e subseqiente detecgdo
viral através da técnica de PCR (utilizando primers especficos para o gene di protefna viral EBNA-1). A
expressdo de bel-2, foi verificada através da técnica de imuno-histoquimica Streptoavidina Biotina-Peroxidase
(SABP), utilizando anticorpo monoclonal na diluigdo 1:40 (Dako; clone 124) em 12 dos casos estudados.
Dentre 0s 20 casos analisados, 7 (35%) espécimes tumorais foram positivos para o EBY, sendo que 5 destes
foram positivos concomitantemente em espécimes normais e tumorais, 2 apenas em espécimes tumorais ¢ 10
casos positivos apenas em tecido normal. Dos 12 tumores analisados quanto & expressdo de Bcl-2, apenas
um caso foi positivo, sendo o mesmo, negativo para EBV. Nossos achados superam o percentual de
associagio do EBV com carcinoma géstrico, descrito na literatura usando a técnica de hibridizag3o in situ
(2-18%). Isso pode ser justificado pelo fato da técnica empregada ser diferente. No entanto, ademonstragio
do virus exclusivamente em tecido tumoral, aponta para o envolvimento deste no desenvolvimento dessas
neoplasias. Nesta amostra estudada niio foi verificada correlagdo entre a presenga do EBV e a expressdo de

" Bcl-2. :

Apoio Financeiro: CAPES, CNPq
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