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Resumo



O cancer gastrico (CG) permanece entre as principais causas de morte por cancer no
Brasil. E fundamental a identificacio de fatores etioldgicos e de alteragcBes moleculares que
possam ser utilizados como biomarcadores para a deteccao precoce, como alvos terapéuticos
e fatores progndsticos. O presente estudo investigou a presenca de infeccao por Helicobacter
pylori (H. pylori) e pelo virus de Epstein-Barr em casos de cancer gastrico, bem como distingui-
los pela identificacdo de biomarcadores moleculares, tais como instabilidade de microsatélites
(MSI) pelo BAT-26 e hipermetilacdo de regides promotoras dos genes da caderina-E e hMLH1
no CG. Foram estudados 42 casos de CG, pareados com tumor e respectivo tecido normal,
obtidos de tecido fixado em formalina e incluidos em parafina. Cortes histolégicos foram
realizados para o diagnéstico histopatolégico e para extragdo do DNA. A identificagcdo do H.
pylori foi realizada por dois métodos: visualizacdo direta ao microscopio Optico e pela reagao
em cadeia da polimerase (PCR), utilizando oligonucleotideos especificos para os genes da
ureaseC, cagA, vacA regides m e s. Para deteccdo do EBV, foram utilizadas as técnicas de
PCR amplificando EBNA-1 e por hibridizacao in situ (HIS). A analise de MSI foi feita por PCR
com oligonucleotideos (sendo um deles marcado por FAM) para BAT-26 usando seqiienciador
automatico ABI 3100 com andlise pelo software GeneScan 3.1 (Perkin-Elmer). O padrdo de
metilacdo de regifes promotoras dos genes da caderina-E e hMLH1 foi investigado por MSP-
PCR. Os resultados para as 42 amostras de CG foram: 95% das amostras positivas para H.
pylori, sendo 54,7% e 66,6% positivas para cagA e vacA respectivamente a cepa mais
comumente encontrada foi cagA mlsl com 45,2%. Para EBV pelas técnicas de HIS e PCR
foram positivas 2,3%. 71,4% das amostras foram metiladas para caderina-E e 33,3% metiladas
para hMLH-1. Para MSI foram consideradas positivas as amostras que apresentaram alteracao
de quatro ou mais pares de bases. Dessa forma obtivemos 16,6% de positividade para MSI. Os
resultado encontrados por este trabalho nos permitem concluir que a presenca do agente
Helicobacter pylori e principalmente das cepas cagA+ ml/sl na tumorigénese gastrica é de alta
relevancia para a progressao da mesma. A baixa deteccdo do agente EBV nesta casuistica

guando comparada a literatura nos sugere um papel pouco ou ndo relevante deste agente na
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carcinogénese gastrica. Foi possivel estabelecer uma relacdo entre a hipermetilacdo do
promotor do gene da caderina-E e infeccdo pelo H. pylori, nesta casuistica estudada. Tal
metilacdo correlaciona-se com casos metastaticos, assim é de vital importdncia um maior
aprofundamento nesses estudos com a analise a nivel protéico para assim se comprovar o real
impacto desta metilacdo na biologia do tumor. E possivel ainda inferir a relagdo entre infeccdo
por cepas de cagA+ do Helicobacter pylori e instabilidade de microsatélites nessas amostras
tumorais. O trabalho com material de arquivo é de grande valia no sentido em que as amostras
estdo presentes na instituicdo e dados relacionados a sobrevida do paciente podem ser

acessados com maior facilidade.



Summary



Gastric cancer remains as one of the most common causes of cancer death in many
countries including Brazil. The identification of etiologic factors and molecular biomarkers is very
important for early detection and prognosis of this tumor. The aim of the present study was to
investigate the rates of infection by Helicobacter pylori (H. pylori) and Epstein-Barr virus (EBV)
and their relationships with molecular biomarkers, such as microsatellite instability (MSI) and
hypermethylation of E-cadherin and hMLH1 gene promoters in patients with gastric cancer.

Forty-two patients with gastric cancer were studied. H. pylori infection was evaluated by
histology and PCR for cagA and vacA genotypes in samples from paraffin-embedded tissues
obtained from the tumor and the non-neoplastic surrounding mucosa. EBV genome was
assessed by in situ hybridization and PCR. MSI was performed by PCR. The methylation status
of E-cadherin and hMLH1 gene promoters were investigated by MSP-PCR. The presence of H.
pylori was detected in 95% cases by PCR, being 57,7% and 66,6% positive for cagA and vacA
respectively. EBV genome was found in only one patient (2,3%) by in situ hybridization. MSI
was detected in 16,6% patients. Hypermethylation of E-cadherin and hMLH1 gene promoters
were detected in 71,4% and 33,3% cases respectively. A relationship between H. pylori
infection and Hypermethylation of E-cadherin was found. We conclude that H. pylori infection is
frequent in patients with gastric cancer. H. pylori strains harboring simultaneously cagA and
vacA sl1l/ml genotypes correlated well with hypermethylation of E-cadherin gene promoter in

the present series of gastric cancer patients.

Key words — Gastric cancer, Helicobacter pylori, Epstein-Barr virus, methylation, E-cadherin,

hMLH1, microsatellite instability,
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Epidemiologia
O céancer gastrico (CG) representa a segunda causa de 6bito mais freqliente no

mundo, apresentando marcada variacdo geografica em sua incidéncia. As maiores taxas sao
encontradas no Jap&o, Asia Oriental, Europa Oriental e partes da América Latina, enquanto
que as menores taxas estdo na América do Norte, Austrélia, Nova Zelandia e india (Correa,
1992; Miller et al., 1996; Roder, 2002).

Em todo o mundo tem se observado uma diminuicdo nas taxas de mortalidade por CG
nos ultimos anos. No Brasil essa redugdo é mais significativa entre os homens, onde em 1979
a taxa era de 9,69/100.000 e em 2000 passou a ser 8,61/100.000, tendo, portanto, uma
variacao percentual relativa de -11,2%. Entre as mulheres, a redu¢éo neste mesmo periodo foi
de 4,79/100.000 para 4,38/100.000, variando -8,5%. Acredita-se que essa diminui¢cdo nas taxas
de mortalidade possa estar associada principalmente a uma mudanca dos habitos alimentares
da populacédo e também a melhora na qualidade do diagnéstico precoce dessa doencga (Boletim
Inca, 2005).

Este tipo de neoplasia é mais prevalente entre os homens em relacdo as mulheres
numa propor¢ao 2:1, sendo mais comum em negros do que em brancos (Craanen et al.,1992 ;
Correa, 1992).

Mais de 60% dos pacientes com cancer de estbmago possuem idade superior a 65
anos de idade. A incidéncia por idade aumenta de 1,5 por 100.000/ano em individuos com
menos de 30 anos de idade para 40 por 100.000/ano na faixa de 45 a 64 anos e,
posteriormente aumenta para 140 por 100.000/ano em pessoas com mais de 75 anos de idade
(Ferlay et al.,1999).

O adenocarcinoma € responsavel por mais de 90% das neoplasias malignas do
estdmago e esta subdividido em 2 tipos: intestinal e difuso (Lauren, 1965). Esta classificacéo
estd baseada na histologia do tumor, caracterizando duas variedades de adenocarcinomas
gastricos, que possuem diferencas: patolégicas, epidemiolégicas, etiolégicas e
comportamentais (Hermanek & Wittekind , 1995).

Uma hipétese sobre a carcinogénese gastrica foi proposta em 1992 por Correa

(Correa, 1992). De acordo com essa hipétese, a carcinogénese gastrica € um processo

multifatorial e de multiestdgios que envolvem fatores ambientais e outros fatores, como:
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secrecao acida, crescimento de bactérias, producdo de compostos de nitritos e nitratos
derivados da dieta. Como resultado na cascata de eventos havera um epitélio gastrico normal
sendo transformado ao longo do tempo em um adenocarcinoma do tipo intestinal (Correa,
1992).

O tipo intestinal ou bem diferenciado, (Japanese Gastric Cancer Association, 1998)
cuja tendéncia € formar glandulas, inclui a transformacdo da mucosa normal numa mucosa
semelhante ao epitélio intestinal, conhecido como metaplasia intestinal (MI), a qual aumenta o
risco para CG. Subseqlentemente, a MI pode progredir para displasia e terminar no
desenvolvimento de um carcinoma (Stemmermann, 1994). O tipo intestinal ocorre
principalmente em individuos com idade mais avancada, € predominante entre os homens
localiza-se principalmente no estbmago distal e apresenta associacdo com a infeccdo por
Helicobacter pylori.

Em contraste, o CG do tipo difuso é caracterizado por uma diminuicdo da coesao
celular e grande producdo de muco, que tende a substituir a mucosa gastrica pela formacao
das células em anel de sinete. O cancer do tipo difuso atinge principalmente individuos mais
jovens e numa mesma propor¢do homens e mulheres, sua incidéncia tem apresentado ligeira
elevacdo ao longo do tempo. Esta associado a um pior prognostico comparado com o tipo
intestinal (Sipponen & Marshall, 2000).

O diagnéstico do CG ocorre em geral nos estagios avancados da doenca o que
dificulta o tratamento. Nas Ultimas décadas, muitos estudos sugerem que alteragdes genéticas
bem como a presenca de agentes tumorigénicos estariam envolvidos no desenvolvimento e na
progressdo do CG. Alguns exemplos dessas alteracfes genéticas sdo: a instabilidade genética,
polimorfismos génicos, reativacdo de telomerases, transcritos anormais de CD44 incluindo o
intron 9 e a insercdo de grupos metil nas ilhas CpG, levando a metilagcdo de genes e de seus
promotores (Leung et al., 2001; Kang et al.,2003a).

Dessa forma a patologia molecular pode ser atil ndo s6 no entendimento da
patogénese do CG, mas também na busca por marcadores moleculares de progndstico e

diagnéstico para esta neoplasia (Becker et al.,2000).
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Metilagdo no Cancer Gastrico

Muitas modificacdes genéticas tém sido identificadas no aparecimento e na progressao
do CG, e essas se caracterizam por mudancas nas fungfes dos genes supressores de tumor,
nos genes do sistema de reparo, juntamente com a instabilidade genética constituindo fatores
primordiais para o desenvolvimento e a progressao desta neoplasia (Myung et al., 2000; Chen-
Wun et al., 2002).

Estudos recentes tém demonstrado que alteracdes epigenéticas, que ndo afetam a
seqliéncia primaria do DNA, desempenham papel importante na tumorigénese. Como exemplo
temos a metilacdo do DNA, que se caracteriza pela inser¢éo de radicais metil nas ilhas de CpG
do DNA.

Alguns trabalhos demonstraram que a metilacéo da regido promotora de um gene esta
ocorre desregulacao do ciclo celular que contribui para o desenvolvimento do cancer (Delgado
et al., 1998; Jones & Wolffe, 1999; Jones, 1999). A metilagdo do promotor do gene CDKN2A
gue codifica para a proteina P16 foi detectada em 42% dos casos de CG (Shim et al., 2000).
Outros genes que sdo metilados no CG sdo: APC (adenomatous polyposis coli) em 77,5% dos
casos, caderina-E de 67,5% (Zivny et al.,2003) a 80,8% (Leung et al., 2001). O gene pl6
encontra-se metilado de 43,8% (Kang et al.,2003b) a 65,4% (Leung et al., 2001) dos casos de
CG. A metilacdo do gene hMLH1 de 20% (Kang et al.,2003a) a 34,6%,dos casos de cancer de
estdmago (Leung et al., 2001). Kang e colaboradores (2003b) em estudo utilizando um painel
de genes definiram que a metilacdo em genes supressores de tumores como o APC e a perda
da adesao celular pela inativagdo do gene caderina-E, estao envolvidos em eventos precoces
da oncogénese, enquanto que a metilacdo em pl4 e pl6 esta associada aos estagios
intermediarios e avancados do CG.

Embora muitas alteracdes genéticas sejam comuns aos diferentes tipos de CG,
algumas sao caracteristicas de determinados tipos histoldgicos. A inativacdo do gene APC é
peculiar ao CG tipo intestinal, presente em até 60% dos tumores intestinais e 25% dos
adenomas apresentam LOH ou metilagdo neste gene (Tahara,1995). A perda alélica do lécus
do gene DCC (deletion in colorectal cancer) é encontrada em aproximadamente 50% dos

casos de CG intestinal (Tahara, 1997). Com relacdo ao CG do tipo difuso as alteragcbes
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genéticas mais freqlientes sao: a baixa expressédo da proteina P16 (Becker et al.,2000) e a
perda funcional do complexo caderinas/cateninas.

A expressao aumentada do gene K-SAM foi detectada em aproximadamente metade
dos casos de canceres de estdmago do tipo difuso (Chan et al., 2003; Shirin et al., 2003) e a
expressdo aumentada de c-met (Becker et al., 2000) em até 45% dos casos de CG tipo difuso
(Zivny et al.,2003). Essas evidéncias suportam a hipétese de que vias genéticas distintas
estejam envolvidas no desenvolvimento dos diferentes tipos histolégicos de CG (Chen-Wun et

al., 2002).
Caderina-E

Dentre muitos genes metilados no CG a caderina-E desempenha um papel importante
por apresentar uma alta freqiéncia de hipermetilagdo em tumores com metéastase (Tamura et
al.,2000). O gene caderina-E (Epithelial) pertence a lista de outros genes supressores tumorais,
esta localizado no cromossomo 16g22.1 e codifica para uma glicoproteina transmembranica de
mesmo nome. Este se trata de uma molécula de adesao celular que realiza ligagdo homofilica
célcio — dependente. A caderina-E conecta e complexa filamentos de actina com cateninas-a, -
B e -y (Tamura, 2004). Esta proteina pertence a familia de proteinas responsaveis pela
manutencdo da integridade normal tecidual (Tamura, 2002). A perda de expressao da
caderina-E ocorre em diferentes tumores humanos e parece estar relacionada com a
progressdo de um tumor primario para invasdo e metastase. Muitas pesquisas vém
demonstrando que mecanismos envolvendo hipermetilagdo do gene caderina-E podem estar
vinculados a perda de fungdo do mesmo. A expressao anormal dessa molécula, devido a
perda e reducdo da funcdo, estd freqluentemente associado a uma diferenciagcdo em
carcinomas e/ou invasao tumoral (Tamura, 2004). Outros autores dizem que a inativacdo da
caderina-E por hipermetilacdo € comum nos dois tipos histologicos (Kim et al., 2004). Em mais
de 75% dos casos a mutacdo alélica resulta na completa inativagdo desta proteina. A mutacéo
do gene caderina-E é tipicamente do tipo delec¢des in frame, removendo seqiiéncias completas
ou parciais do RNA mensageiro ou pontos de mutacdo que resultam numa simples mudanca

de aminoacido. Experimentos com cultura de células demonstraram que mutacdao em caderina-
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E resulta na reducao de adesao celular, alteracdo morfoldgica e aumento da motilidade celular

(Handschuh et al., 1999).

hMLH-1 e Instabilidade de Microsatélites

Sequéncias especificas compostas por 1 ou até 5 nucleotideos que se repetem,
apresentando uma média de tamanho de 25 a 60 bases distribuidas ao longo do genoma
humano sdo denominadas de microsatélites (Czopek et al., 2002).

Em alguns tumores essas sequéncias sao instaveis, geradas por deslizamento da fita
no processo de replicacdo do DNA e/ou na recombinacao desigual dos cromossomos. Tal
fendtipo é denominado instabilidade de microsatélites (MSI), e alguns estudos mostram sua
presenca em 25-40% dos casos de CG (Lindal, 1996; Zivny et al., 2003).

MSI é estudada em muitos casos de cancer, incluindo CG (Mironov et al.,1994; Rhyu et
al.,1994; Zelada-Hedman et al.,, 1994). A maior parte dos casos de CG s&do tumores
esporadicos e desta forma apresentam alta freqiiéncia de instabilidade, a qual esta associada a
defeitos no sistema de reparo do DNA das células epiteliais (Lindal, 1996; Lee et al., 2002).
Uma alta freqliéncia de erros de reparo do DNA leva ao silenciamento de genes criticos cuja
inativacdo pode promover o desenvolvimento tumoral. Provavelmente, essa alta freqiiéncia de
MSI no CG esporadico deva estar relacionada a inativacao epigenética do gene hMLH-1 em
associacdo com a metilacdo de seu promotor e a perda da proteina hMLH1 (Leung et al.,
1999).

Leung et al. demonstraram que a hipermetilacdo do gene hMLH-1 esta exclusivamente
presente em alta freqiiéncia no cancer gastrico tipo esporadico e que este conseqiientemente
apresenta alta frequéncia para MSI (Leung et al., 1999).

A sindrome HNPCC tem como principal causa a instabilidade de microsatélites devido
a mutacdo em genes do sistema de reparo tais como MLH1 e MSH2. Muitos estudos
relacionaram mutacdes nesses genes a um maior risco para o CG (Lynch & Smyrk, 1996;
Watson & Lynch, 1993).

A frequéncia de MSI no CG é de 10%, 20% em adenomas gastricos e 30% em

adenomas associados a carcinomas (Kim et al., 2001). A presenca de MSI em estagios
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precoces da oncogénese gastrica sugere que esta alteracdo possa ser Util como marcador de
risco para CG (Becker et al., 2000).

Otini e colaboradores (1997) mostraram que a frequiéncia de MSI esta associada de
forma significante com tumores distais no estdbmago. Palli e colaboradores (2001)
demonstraram a relacdo entre o risco de habitos alimentares, tais como consumo de carne
vermelha e a presenca de MSI.

A metilagdo do promotor de hMLH-1 é observada na maioria dos CG esporadicos e
apresentam alta freqiiéncia de MSI (Kang et al., 2002).

Em 1997 foi realizado um workshop em Bethesda onde foram discutidas a
nomenclatura e definicdo (entre outros aspectos) da instabilidade de microsatélites, visto que,
existiam naquela época muitas definicbes e nomenclaturas para MSI, fazendo-se necessario
um encontro de pesquisadores para que o termo fosse universalizado. Cinco microsatélites
foram recomendados como painel de referéncia no estudo de HNPCC: BAT25, BAT26,
D5S346, D2S123 e D17S250. Ainda neste workshop foram definidos os termos MSI-H (alta
MSI = MSI em mais de 2 locus ou em 2 locus), MSI-L (baixa MSI= MSI em 1 locus) e MSS

(microsatélite estavel = MSI em nenhum dos l6cus estudados) (Boland et al., 1998).

Um marcador altamente sensivel a MSI é o BAT-26, que possui uma extensado de 26
adeninas. Por apresentar pouca variagdo entre os individuos é denominado monomoérfico
(Chapelle, 1999).

O BAT-26 poliA dentro do gene hMSH2 é suficiente para estabelecer o padréo de erros
de replicacao dos tumores, possuindo uma eficiéncia maior que 99% na identificacdo dessas

regides (lacopetta & Hamelin., 1998).

Agentes Tumorigénicos

Estudos recentes tém demonstrado correlagdo entre CG e a presenca de agentes
infecciosos como Helicobacter pylori (Go, 2002; Takeuchi et al., 2003) e o virus Epstein-Barr

(Chan et al.,2003).
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Helicobacter pylori

Em 1994 o Helicobacter pylori (H. pylori) foi classificado pela Organizacao Mundial da
Salde como agente carcinogénico do grupo | para a ocorréncia de neoplasias gastricas (IARC,
1994). Esse microorganismo esta presente em 50% da populacdo mundial, e apresenta mais
gue 70% de prevaléncia entre os paises em desenvolvimento (Rivas-Traverso et al., 2000).

A infeccdo por H. pylori estd associada com diferentes processos patoldgicos
gastroduodenais e com mais da metade dos casos de cancer de estdbmago (O Connor et al.,
1996; GO, 2002). De modo geral, o H. pylori esta associado com risco duas a seis vezes
maiores para cancer de antro e corpo gastrico. Além disto, esta associado ao desenvolvimento
do linfoma gastrico do tipo MALT (mucosa-associated lymphoid tissue). Uma doenca
linfoproliferativa que resulta da estimulacdo continua de antigenos provenientes da infecgéo
cronica pelo H. pylori. A erradicacdo da bactéria leva a regressdo do linfoma (Wotherspoon et
al., 1993).

Forman e colaboradores, em 1990, descreveram a presenca de anticorpos contra
essas bactérias no soro de individuos que posteriormente apresentaram CG. Outro trabalho
demonstrou associagdo entre a prevaléncia de infec¢éo por H. pylori e mortalidade por cancer
de estbmago (Forman, 1991).

O H. pylori coloniza locais inéspitos como a mucosa gastrica, mas para sobreviver num
pH acido este microorganismo desenvolveu a capacidade de neutralizar esse pH através da
producéo da enzima urease. Uma proteina que atua promovendo a hidrélise da uréia, presente
em condic¢bes fisiolégicas no suco gastrico, levando a producdo de amonia. Esta atua como
receptor de ions H+, gerando pH neutro ao redor da bactéria, o que confere ao H. pylori
resisténcia a acidez gastrica (Weeks & Sachs, 2001).

Diferentemente da producdo de urease, a qual é essencial para a sobrevivéncia da
bactéria na mucosa gastrica, outros fatores de viruléncia conferem uma ampla diversidade
genética as cepas de H. pylori, entre eles, os expressos por dois genes principais: cagA e vacA
capazes de determinar diversos tipos de lesdo no hospedeiro (Zambon et al., 2003; Van Doorn
et al., 1998).

O gene cagA localiza-se numa ilha de patogenicidade, no cromossomo bacteriano, na

qual foram identificados mais de trinta genes possivelmente associados a viruléncia bacteriana.
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O gene cagA é responsavel pela expressdo de uma citotoxina (cag — cytotoxin associated gen)
e também considerado como marcador da ilha de patogenicidade (Peek & Blaser, 2002;
Bjokholm et al., 2003). Esta ilha contém genes homodlogos aos de outras bactérias que
codificam componentes do sistema de secrec¢do tipo IV, que atua como “agulha” ao injetar a
molécula efetora da bactéria na célula hospedeira, permitindo que a bactéria module vias do
metabolismo celular da célula hospedeira, incluindo a expressao de proto-oncogenes (Covacci
et al., 1999; Covacci & Rappuoli, 2000).

Ao comparar-se cepas de H. pylori cagA- e cepas cagA+, essas Ultimas possuem
maior capacidade de desenvolver determinadas doencas como o CG distal. Além disso,
observou-se que cepas que apresentam esse gene produzem inflamagéo cinco vezes mais
intensa do que a induzida por cepas que nao o possuem (Queiroz et al., 1998 e Peek & Blaser,
2002). Parsonnet e colaboradores (1997) mostraram que pacientes infectados por cepas que
expressam cagA tem probabilidade 3 vezes maior de desenvolver o CG.

Outro gene, presente em todas as cepas de H. pylori € o vacA. Este é capaz de induzir
a formacéo de canais seletivos de anions nas células epiteliais, levando a exudacao da urease
e dessa forma pode contribuir para inducdo de danos ao DNA celular (Salama et al., 2001;
Tombola et al., 2001).

O gene vacA compreende 2 por¢cOes varidaveis; s e m. A regido s codifica o sinal
peptidico e esta localizada no final da cadeia 5, possui 2 alelos sl e s2 ;e a regido média (m)
possui os alelos m1 e m2. A combinacdo em mosaico dos alelos das regides s e m determinam
a producdo de citotoxinas, responsaveis pelo grau de viruléncia da bactéria. As cepas
portadoras do genétipo vacA s1/ml produzem grande quantidade de toxina, enquanto as
cepas s1/m2 produzem quantidade moderada, e as cepas s2/m2 e s2/m1 pouca ou nenhuma
toxina (van Doorn et al., 1998).

A presenca do gene vacA é mais comum nos pacientes com CG do que entre
pacientes com gastrite leve (Atherton, 1998).

Além do H. pylori outros agentes infecciosos, principalmente os virus, estdo associados
com mecanismos de desregulacgdo do ciclo celular e como conseqiiéncia o desenvolvimento do

cancer (Gulley, 2001; Verma, 2003).
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Virus de Epstein Barr

O virus de Epstein-Barr (EBV) € um virus DNA pertencente a familia Herpesviridade
gue compreende o virus do herpes simples (HHV-1), o virus da varicela zoster (HHV-2), o
citomegalovirus (HHV-7) e o virus associado ao sarcoma de Kaposi (HHv-8).

E considerado um dos virus mais comuns em humanos, estima-se que mais de 95%
dos adultos entre 35 e 40 anos apresentam evidéncias sorologicas de exposicdo prévia ao
virus (Trabulsi et al., 1999).

A principal via de transmissdo do EBV é a respiratéria, através da dispersao do contato
com a saliva contaminada e muito raramente ocorre em transfusdes de sangue (White et al.,
1994).

O EBV esta associado a inimeros tumores tanto linféides quanto epiteliéide, como o
linfoma de Burkitt's (zur Hausen et al., 1970; Shiramizu et al.,1991), doenca de Hodgkin's
(Weiss et al., 1987; Weiss et al., 1989), linfomas de células T (Jones,et al., 1988), carcinoma de
nasofaringe (zur Hausen et al., 1970) e linfoepitelioma semelhante a carcinomas de muitos
orgdos incluindo glandulas salivares (Krishnamurthy et al., 1987), timo (Leyvraz et al., 1985) e
pulméo (Butler et al., 1989).

A partir dos anos 90, muitos artigos descreveram a associagdo entre carcinoma
gastrico e infeccdo pelo EBV. Em 1991, Shibata e colaboradores (1991) descreveram o
primeiro caso de EBV em CG. Posteriormente, muitos autores tém pesquisado a prevaléncia
do EBV nesta neoplasia em diferentes populacdes em todo mundo, entretanto ainda ndo se
sabe qual o papel deste virus no cancer de estdbmago (Karim & Pallesen, 2003; Corvalan et al.,
2005).

Embora para alguns autores a relacdo entre EBV e CG seja controversa, Geradts e
colaboradores (2002) demonstraram associacao de EBV com carcinoma gastrico em 16% dos
casos de CG, em 67 a 100% dos casos de CG com estroma linféide e 35% dos casos de
céancer de coto gastrico.

Geradts e colaboradores (2002) observaram auséncia de expresséo da proteina P16
por imunohistoquimica em 90% dos casos de cancer gastrico associados ao EBV. Verificaram
gue esta alteracdo estava relacionada a inativagdo do gene CDKN2A, devido a metilacdo da

regido promotora desse gene.
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Certos genes do EBV codificam proteinas homélogas a proteinas normais das células
hospedeiras, como por exemplo, o gene BRFH-1 cujo produto é uma proteina similar a bcl-2,
cuja funcéo é a inibicao da apoptose. Outros produtos virais com importante papel oncogénico
incluem o EBNA1 envolvido no rearranjo dos genes de imunoglobulina e na ativagdo de c-myc
e EBNAS5, que inibe a agdo de proteinas codificadas por genes supressores como pRb e p53,
sendo esse um dos provaveis mecanismos relacionados a patogénese de neoplasias (Yanai et

al., 1999; Soussi, 2000).
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Objetivos
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Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho foi investigar o possivel envolvimento de diferentes agentes
infecciosos na patogénese do Céancer Gastrico, e avaliar a presenca da hipermetilagéo de
regibes promotoras de genes alvos, como possiveis marcadores moleculares para diagndstico

de pacientes portadores desta neoplasia.

Objetivos Especificos

Os objetivos especificos desse trabalho foram:

1.Deteccdo dos genes ureaseC, cagA, vacA, alelos m e s do Helicobacter pylori em
amostras de cancer gastrico;

2.Deteccao da presenca do Virus Epstein Barr pela amplificacéo de seqiiéncias do gene
EBNA-1 e hibridacdo do mRNA para EBER-1, em amostras de cancer gastrico;

3.Deteccao da freqiiéncia de instabilidade em microsatélites, utilizando como marcador
BAT-26;

4.Determinacdo do padrao de metilacdo da regido promotora do gene codificante da
caderina-E e do gene hMLH-1;

5.Verificar correlacdes dos atributos estudados com os parametros anatomopatoldgicos,

com a agressividade bioldgica e evolugao da doenca.
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RESUMO

Introducdo: Apesar da alta freqiéncia de infeccdo por Helicobacter pylori na
populacdo, somente uma minoria de individuos desenvolve cancer gastrico. E provavel que a
colonizacdo da mucosa por cepas patogénicas, levando a maior agressao e inflamacdo da
mucosa seja um dos elos da cadeia de eventos da oncogénese gastrica.

Objetivos: Investigar a freqtiéncia de cepas patogénicas cagA e vacA do H. pylori na
mucosa gastrica de pacientes com cancer gastrico.

Material e Métodos: A pesquisa de cagA e dos alelos (s e m) do vacA foi feita por
PCR em amostras de mucosa gastrica obtidas de material fixado em formalina e incluido em
parafina, procedentes de 42 casos de cancer gastrico.

Resultados: O gene cagA foi detectado em amostras de 23 pacientes (54.7%) com
céancer gastrico. O alelo s1 do gene vacA foi identificado em amostras de 24 pacientes (57.1%)
o alelo m1 em amostras de 26 pacientes (61.9%) e m2 em 3 amostras de cancer gastrico . Os
alelos s1 e ml foram identificados simultaneamente em 24 pacientes (45.2%) com cancer
gastrico. O alelo s2 foi identificado em amostras obtidas de 4 pacientes (9.5%) com cancer
gastrico. A frequéncia de infeccdo pelo Helicobacter pylori foi similar em ambos os tipos
histolégicos de cancer gastrico, intestinal e difuso.

Conclusdes: Os resultados confirmam a relevancia dos gendétipos patogénicos cagA e
vacA do H. pylori para les6es organicas significativas tais como o cancer gastrico, sugerindo a

participacédo desta bactéria na cadeia de eventos da oncogénese gastrica.

Unitermos: Helicobacter pylori, cancer gastrico, cagA, vacA.
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ABSTRACT

Background — The rates of Helicobacter pylori infection are very high worldwide, but
only a minority of infected patients develops gastric carcinoma. This might be related, among
several factors, to the colonization of the human stomach with pathogenic Helicobacter pylori
strains.

Objective: To investigate the distribution of cagA and vacA genotypes of Helicobacter
pylori in paraffin-embedded gastric samples from patients with gastric cancer.

Material and Methods: Paraffin- embedded samples from 42 patients with gastric
cancer were histologically examined and evaluated by PCR for H. pylori cagA and vacA (s and
m regions) genotypes.

Results: The presence of cagA gene was detected in 23 (54.7%) patients with gastric
cancer. The sl allele from vacA gene was found in samples from 24 (57.1%) patients and the
m1 allele in 26 (61.9%) patients. The slm1 genotype was detected in 24 (45.2%) patients with
gastric cancer. The s2 allele was found in samples from 4 patients (9.5%) patients. The
distribution of H.pylori genotypes was similar in both intestinal and diffuse types of gastric
carcinoma.

Conclusion: Our results confirm the relevance of the pathogenic cagA, vacA H.pylori
genotypes for significant organic lesions, such as gastric cancer, suggesting a possible role for

H. pylori in the pathogenesis of gastric carcinoma.

Key Words — Helicobacter pylori, gastric cancer, cagA, vacA.
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INTRODUCAO

O cancer gastrico permanece entre os problemas mais sérios de salde em varios
paises, incluindo o Brasil (Fuchs & Mayer, 1995, Minist Salde 2002). O diagnostico geralmente
é feito na fase avancada de progressao da doencga, o que dificulta a eficacia dos procedimentos
terapéuticos e o prognostico dos pacientes (Chen-Wun et al, 2002). Torna-se, portanto,
relevante a identificacdo de fatores que possam ser utilizados como biomarcadores de risco

para esta doenca.

Os fatores etioldgicos envolvidos na génese do céncer gastrico ndo sao inteiramente
conhecidos. Estudos epidemiolégicos demonstram a importéncia de fatores ambientais,
notadamente alimentares, na patogenia do cancer gastrico (Forman 1991; Correa 1992; Roder
2002). Recentemente um novo fator tem sido investigado na oncogénese gastrica. Postula-se
qgue a infeccdo pelo Helicobacter pylori levando a gastrite crbnica, a atrofia da mucosa e a
metaplasia intestinal, tenha participacdo na cadeia de eventos da génese do céncer gastrico
(IARC 1994; O’Connor et al 1996; Peek & Blaser, 2002, Ladeira 2003). A presenca da bactéria
H. pylori tem sido fortemente relacionada a incidéncia de cancer gastrico, dessa forma, em
1994 essa bactéria foi classificada pela Organizacdo Mundial da Salde como agente
carcinogénico do grupo | para a ocorréncia de neoplasias gastricas (IARC, 1994). Muitos
estudos mostram o possivel envolvimento do H. pylori no processo carcinogénico do epitélio
gastrico. A inflamacéo persistente provocada pela presenca da bactéria pode levar ao aumento
da proliferacdo celular e ao processo oxidativo, desencadeando alteracGes na conformacéo de
proteinas e também danos no DNA (Jang, 2003). Como 0 processo carcinogénico envolve
acumulo de alteragGes genéticas o H. pylori poderia atuar na fase inicial da cadeia de
alteracdes que leva ao cancer gastrico (Correa P, 1992). O H. pylori esta presente em grande
ndmero da populacdo mundial, no entanto, infima parcela dessa populacdo desenvolve cancer
gastrico. O risco é de apenas 1% entre os individuos infectados (César , 2002). Assim, as

diferentes cepas da bactéria com padrdes de viruléncia distintos poderiam atuar de forma
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singular no hospedeiro, levando a diferentes graus de inflamacdo da mucosa gastrica. A
viruléncia do H. pylori tem sido relacionada a diferentes fatores, incluindo a producdo de

urease, a presenca de flagelos e citotoxina vacuolizante (Covacci , 1993).

Em estudos recentes observamos que pacientes com infecgcdo por Helicobacter pylori
apresentaram danos no DNA das células epiteliais da mucosa gastrica (Ladeira et al 2004a),
gue se correlacionaram com a intensidade da resposta inflamatdria na mucosa e com 0s
gendtipos patogénicos cagA e vacA do H. pylori (Ladeira 2004b). Estes resultados abrem a
perspectiva de se investigar a possivel correlacéo entre os diferentes genétipos da bactéria e
as caracteristicas clinico-patolégicas do cancer gastrico.

A presente investigacdo visa avaliar a freqliéncia de infeccdo por Helicobacter pylori
em amostras de mucosa gastrica, a partir de material fixado em formalina e incluido em
parafina, procedentes de pacientes com céncer gastrico, bem como caracterizar pela PCR
(reacdo em cadeia da polimerase), com oligonucleotideos especificos, os genoétipos
patogénicos cagA, vacA da bactéria, e verificar se ha correlagdo com os parametros clinico-

patolégicos da doenca.

MATERIAL E METODOS

Casuistica

Quarenta e dois casos de cancer gastrico diagnosticados e arquivados do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu — Unesp, no periodo de
1998 a 2004, foram analisados neste estudo. As informagdes clinicas foram pesquisadas nos
prontuarios dos pacientes.

Selecdo das Amostras e Estudo histopatolégico

Amostras de tumor e respectivo tecido normal, foram obtidas a partir de tecidos fixados
em formalina e incluidos em parafina. Cortes histolégicos de 5um corados por Hematoxilina-
eosina foram submetidos a exame histopatolégico para caracterizagdo do tipo histolégico,
contaminacdo com tecido normal e do estadiamento das neoplasias. Os tumores foram
classificados como intestinal ou difuso, de acordo com a classificacdo de Lauren (1965).

Tumores com expressdo morfolégica combinada, intestinal e difusa, foram designados como
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mistos. A gastrite foi classificada de acordo com a classificacdo de Sydney (Dixon, 1996). A
pesquisa de Helicobacter pylori foi feita pelo exame histolégico, na mucosa gastrica adjacente
a neoplasia, em cortes corados pelo método de Giemsa. A confirmacdo e caracterizacdo dos
gendtipos do Helicobacter pylori foi feita por PCR. O estudo foi analisado e aprovado pelo

Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu — Unesp.

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para deteccao dos genétipos do H.
pylori

Amostras do tumor e da mucosa adjacente a neoplasia foram obtidas de cortes
histolégicos do material fixado em formalina, incluido em parafina. A extracdo do DNA
genbmico dos tumores e respectivos tecidos normais de cada paciente foi feita através de
tratamento com proteinase K e pelo Kit Wizard DNA purification (Promega) de acordo com os

procedimentos recomendados pelo fabricante.

Deteccao da presenca do H. pylori através da amplificacdo por PCR dos genes:
ureaseC e cagA

A integridade e qualidade das amostras extraidas foram verificadas através de PCR
com os oligonucleotideos iniciadores para gene o constitutivo GAPDH (Gliceraldeido 3 —
fosfato). A composicéo de bases dos oligonucleotideos iniciadores, o tamanho das sequéncias,
as referéncias e a temperatura de anelamento utilizadas séo apresentados na Tabela 1.

Foram investigadas seqiiéncias especificas para o gene UreaseC, gene espécie-
especifica presente em todas as amostras de H. pylori, que codifica a enzima urease, bem
como para o gene de viruléncia cagA (cytotoxin associated gen A) do H. pylori. A mistura de
reacao da PCR para deteccdo do gene GAPDH constou de: Tampao de rea¢do 10x [200mM
Tris-HCI, 500mM KCI (pH 8.4)], 1,5mM MgCl,(50mM), 0,4mM de cada dNTP(10mM), 1lu de
Platinum Tag DNA Recombinante (5u/ul) (Invitrogen Life Technologies), S5pmoles de cada
oligonucleotideos (sense e anti-sense), 1ul de DNA molde (concentrado) e agua g.s.p. para
25.0 pl. Para a deteccdo dos genes UreaseC e cagA foi utilizado: Tampdo de reacdo 10x
[200mM Tris-HCI, 500mM KCI (pH 8.4)], 3,0mM MgCl,(50mM), 0,2mM de cada dNTP(10mM),

1lu de Platinum Tag DNA Platinum (5u/ul) (Invitrogen Life Technologies), 5pmoles de cada
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oligonucleotideo (sense e anti-sense), 1ul de DNA molde (concentrado) e agua g.s.p. para
25.0 ul.

A eletroforese do DNA amplificado foi realizada em gel de poliacrilamida 6% nao

desnaturante (Sambrook , 2001) corado com corado pelo nitrato de prata.

Genotipagem das cepas de H. pylori, amplificando seus principais genes de
viruléncia: vacA (s1/s2, m1/m2)

Para a amplificacao do gene vacA foram utilizados 1ul de DNA e oligonucleotideos
especificos para cada regidao descritos na Tabela 1, onde também esta descrito o tamanho do
produto amplificado, a referéncia e a temperatura de anelamento utilizada. Na reacdo de PCR
para os alelos m1 e m2 utilizou-se solucdo contendo: 1.5u de AmpliTaq Gold (5u/ml Applied
Biosystems), Tampé&o 10x para PCR [100mM Tris-HCI pH 8.3, 500mM KClI, 3,0mM de MgCl,
0.01% de gelatina] (Applied-Biosystems), 0,4mM de oligonucleotideos iniciadores sense e anti-
sense, 1 ul de DNA molde ( concentrado), 0,4 mM de dNTP’s e agua g.s.p. para 25 ml.

Na reacdo de PCR para a regido s do gene vacA utilizou-se solugdo contendo: 1.0u de
Accu Primer (Invitrogen Life Technologies), Tampao 10x para PCR [100mM Tris-HCI pH 8.3,
500mM KCI, 0,4mM de dNTP’s] 3,0mM de MgCl,, 0,4mM de oligonucleotideos iniciadores
sense e anti-sense, 1 ul de DNA molde ( concentrado) e 4gua g.s.p. para 25 ml.

As reacOes foram realizadas em termociclador do tipo MJ Research, (Waretown, MA,
USA). A visualizagdo do produto da PCR foi realizada através de gel de poliacrilamida 6% néo

desnaturante e corado com nitrato de prata.

Como controles positivos e negativos para vacA (s1/s2 e m1/m2), cagA e ureaseC
foram utilizadas amostras previamente genotipadas como positivas ou negativas e submetidas
ao seglienciamento em sequenciador automatico ABI Prism 377 (Applied Biosystems) e

comparadas as seqliéncias depositadas nos bancos de dados gendémicos publicos.
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Produto *TA/
Genes Oligonucleotideos Seqliéncia Referéncia
(pb) Tempo
GAPDH GAPDH F 5'- TGGTATCGTGCAAGGACTCATGAC -3 Desenhados no
GAPDH R 5’- ATGCCAGTCAGCTTCCCGTTCAGC -3’ 197 590/1° | laboratério
HpgmMF 5'- AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT-3’
ureaseC Lage , 1995
HpgmMR 5-AAGCTTACTTTCTAACACTAACGC-3’ 204 550 /30"
D008 5'- ATA-ATG-CTA-AAT-TAG-ACA-ACT-TGA-GCG-A-3’ Covacci & Rappuoli,
cagA
RO08 5'- TTA-GAA-TAA-TCA-ACA-AAC-ATC-ACG-CCA-T-3 297 549/ 45" | 1996
VA3F 5" -GGT-CAA-AAT-GCG-GTC-ATG-G- 3
mil Atherton JC. , 1999
VA3R 5'-CCA-TTG-GTA-CCT-GTA-GAA-AC-3’ 290 520/1°
VALE 5= ATG CTT TAA TAT CGT TGA GA-3’ _ | Desenhados no
m2 5- GAA CAT GTT TTA GTG AAA GC-3° 198 51°/1
VA4R laboratério
VALF 5’ — ATG-GAA-ATA-CAA-CAA-ACA-CAC-3’ 259¢e
sles2 Atherton JC. , 1999
VALR 5'- CTG-CTT-GAA-TGC-GCC-AAA-C-3’ 286 560/1

Tabela 1- Oligonucleotideos iniciadores, tamanho das seqliéncias amplificadas e ref

temperatura de anelamento (TA°C/Tempo) *todos os genes foram amplificados com 40 ciclos.

RESULTADOS

eréncias e

Os atributos demograficos e anatomopatoldgicos sdo apresentados na Tabela 1. A

idade dos pacientes variou de 27 a 78 anos, sendo a média 62,2 anos. 57,1% pacientes eram

do sexo masculino e 42,9% do sexo feminino. O exame anatomopatolégico demonstrou que a

maioria das lesdes (61,9%) eram situadas no antro gastrico e (38,1%) eram de localizacao

proximal,

no corpo gastrico ou na cardia. O tipo histolégico mais freqiente foi o

adenocarcinoma intestinal, identificado em 34 pacientes (80,9%). O tipo difuso foi observado

em 6 casos (14,2%) de cancer gastrico. Neoplasias com fendtipo morfolégico misto,
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constituidas por areas de padréo intestinal e areas de padréo difuso foram identificadas em 2

casos (4,7%).

A andlise histoldgica da mucosa gastrica adjacente as neoplasias demonstrou em
todos os casos a presenca de infiltrado inflamatério linfoplasmocitario com neutrofilos no corio
da mucosa, cuja intensidade variou de leve a grave. Metaplasia intestinal foi observada em 22
casos (52,3%). A pesquisa de Helicobacter pylori pelo método de Giemsa foi positiva em 36
casos (85,7%), Figura 1. A freqiiéncia de infeccdo pelo Helicobacter pylori foi similar em ambos

os tipos histolégicos de cancer gastrico, intestinal e difuso.

Figura 1. Helicobacter pylori: bacilos curvos no
muco, junto a superficie epitelial (seta), em corte

histolégico de mucosa gastrica. Giemsa 400X.

Deteccao e Distribuicdo dos alelos dos gendtipos do H. pylori por PCR

A Tabela 2 demonstra a distribuicdo dos genes ureaseC, cag A e de gendtipos do vacA
em amostras da mucosa gastrica de 42 pacientes com cancer gastrico.

O gene ureaseC, espécie- especifico para o H. pylori foi identificado em amostras
obtidas de 40 pacientes (95%) com cancer gastrico (Figura 2). O gene cagA foi detectado em
amostras de 23 pacientes (54,7%) com cancer gastrico (Figura 3). O alelo s1 do gene vacA foi
identificado em amostras de 24 pacientes (57.1%) e o alelo s2 foi identificado em amostras
obtidas de 6 pacientes (14.2%) com cancer gastrico (Figura 4). Trés amostras apresentaram
simultaneamente os alelos s1/s2. O alelo ml foi detectado em amostras de 26 pacientes
(61.9%) (Figura 5) e o alelo m2 foi encontrado em 3 amostras Figura 6. Duas amostras
apresentaram os dois alelos m1/m2. A combinacao alélica s1 e ml foi identificada em 24

pacientes (57.1%) com cancer gastrico.
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Variavel Categoria NUmero de casos (%)

Sexo Masculino 24 (57.1)
Feminino 18 (42.8)

Local Proximal 16 (38)
Distal 26 (61.9)
Tipo histoldgico Intestinal 34 (80.9)
Difuso 6 (14.2)

Misto 2(4.7)

Estadio lell 8 (19)
lelv 34 (80.9)

Tabela 2 — Atributos demograficos e patolégicos dos casos de cancer gastrico

Pacientes (%)

Gendtipo

ureaseC 40 (95)
CagA 23 (54,7)
VacA sl 24 (57.1)
VacA ml 26 (61,9)
VacA s2 4 (9,5)
VacA s1 ml 24 (57.1)

Tabela 3 - Distribuic@o dos genes ureaseC, cagA e de gendétipos do vacA em amostras da

mucosa gastrica de 42 pacientes com cancer gastrico
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MM 1 2345 6 7 89 10 11 12 13

Figura 2. Amplificacdo de ureaseC (produto de 294

294pb  pb). Foto de gel de poliacrilamida 6% ndo desnaturante,
corado por nitrato de prata. 1-6 e 8-10, amostras positivas
para ureaseC. 7, amostra negativa para ureaseC. 11,
controle positivo para ureaseC. 12, controle negativo. 13,
amostra sem DNA. MM, marcador de peso molecular de
100pb. (Invitrogen).

300pb

100pb

MM 1 2 3 4567 8 9 1011

300pb 297pb  Figura 3. Amplificacdo de cagA (produto de 297 pb).
Foto de gel de poliacrilamida 6% ndo desnaturante, corado
por nitrato de prata. 2 e 5, amostras positivas para cagA. 1;
3; 4; 6-8, amostras negativas para cagA. 9, controle positivo
para cagA. 10, controle negativo. 11, amostra sem DNA.

MM, marcador de peso molecular 100 pb (Invitrogen).

100pb

MM 123 4 56 7 8 9 C+s2 Ctsl C- NO
Figura 4. Amplificac&o do gene de vacA s1/s2 (produtos de
259 pb 259pb e 286pb). Foto de gel de poliacrilamida 6% nédo
286 pb desnaturante, corado por nitrato de prata. 1; 2 e 3, amostras
que ndo amplificaram e foram repetidas. 4; 5; 7 e 8, amostras
positivas para vacA s1. 6 e 9, amostras positivas para vacA s2.
C+s2, controle positivo para vacA s2. C+ s1, controle positivo
para vacA sl. C-, controle negativo. No, amostra sem DNA.

M, marcador de peso molecular de 100pb (Invitrogen).

300pb

100pb

MM 1 2 3 4 56 7 8 9 C+ C-NO

300pb € 290pb  Figura 5. Amplifica¢do do gene de vacA ml (produto de
290pb). Foto de gel de poliacrilamida 6% néo desnaturante,
corado por nitrato de prata. 1; 2; 4; 6 e 8, amostras negativas
para vacA ml. 3; 5; 7 e 9, amostras positivas para vacA m1.
C+, controle positivo para vacA m1. C-, controle negativo.
No, amostra sem DNA. M, marcador de peso molecular de

100pb (Invitrogen).

100pb

MM 1 2 3 4 5 67 8 910 11 C-NOC+ Figura 6. Amplificagdo do gene de vacA m2 (produto
de 182pb). Foto de gel de poliacrilamida 6% n&o

182pb desnaturante, corado por nitrato de prata. 1,2,3,4,9,10 e
11, amostras negativas para vacA m2. 5-8, amostras
positivas para vacA m2. C+, controle positivo para vacA
m2. C-, controle negativo. No, amostra sem DNA. M,
marcador de peso molecular de 100pb (Invitrogen).

300pb

100pb
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DISCUSSAO

No presente estudo, descrevemos a andlise de cepas do H. pylori por PCR na mucosa
gastrica de 42 pacientes com cancer gastrico. A investigacao foi retrospectiva, em amostras de
tecido fixado em formalina e incluido em parafina. Tal abordagem foi oportuna, porque permitiu
detectar in situ a presenca de DNA do H. pylori e estimar a possivel relagdo de cepas
patogénicas desta bactéria com parametros clinico-patologicos do cancer gastrico.

No presente estudo a detec¢éo do H. pylori foi avaliada por dois métodos: pela analise
histolégica, que permitiu a visualizacao direta da bactéria em 85,7% dos casos e pelo PCR,
para o gene ureaseC, que demonstrou a presenca de DNA da bactéria em 95% dos casos. O
método de visualiza¢do direta ao microscopio é eficiente e de baixo custo, entretanto, requer
habilidade diagnéstica do analista para identificar a bactéria (Fallone, 1995). J4& 0 método de
PCR, apesar do custo, € uma técnica que apresenta maior sensibilidade, como pode ser
documentado por nossos resultados, visto que foi capaz de identificar o genétipo do H. pylori
em 5 amostras que haviam sido negativas ao exame histologico.

O gene cagA, que é marcador da ilha de patogenicidade cagPAl, codificadora de
componentes do sistema de secre¢cdo da bactéria (Censini , 1995; Odenbreit , 2000), foi
identificado em 54,7% dos casos de cancer gastrico analisados no presente estudo. Estes
dados estdo de acordo com investigacdes prévias, que demonstraram que pacientes infectados
por cepas de H. pylori que expressam o gene cagA tem maior probabilidade de desenvolver
gastrico do que aqueles infectados por cepas que nao expressam cagA (Blaser , 1995;
Parsonnet , 1997). No Brasil, Queiroz e colaboradores (1998) demonstraram em estudo de
casos controle desenvolvido em Belo Horizonte, Minas Gerais, que o status cagA tem alto
impacto no risco para desenvolvimento de cancer gastrico distal .

Os alelos s1 e ml do gene vacA, que codifica a produgédo da citotoxina vacuolizante
(Szabo ,1999; Salama ,2001), foram detectados em 57.1% e 61.9% dos casos,
respectivamente na presente investigacdo. A citotoxina vacA é considerada importante fator de
viruléncia, visto que contribui para a producao de alcaléides pela urease, que podem induzir
danos no DNA das células epiteliais (Tombola 2001; Szabo , 1999, Salama , 2001). Em estudo

recente observamos que a colonizagdo da mucosa gastrica por cepas cagA/ vacA s1/ ml do H.
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pylori associou-se a resposta inflamatéria mais intensa e a maiores niveis de danos no DNA
das células epiteliais (Ladeira , 2004). Estes dados referendam a correlagcdo dos genotipos
patogénicos cagA e vacA do H. pylori com a agressdo cronica a mucosa expressa a hivel
morfoldgico por infiltrado inflamatdrio rico em enzimas e radicais livres capazes de lesar as
células epiteliais. A reparacdo inadequada de lesdes no DNA das células pode levar a
mutacfes e a instabilidade genbmica, constituindo a etapa de iniciacdo do processo de
carcinogénese.

Com relacdo a combinacdo dos diferentes alelos do Helicobacter pylori, verificamos
gue cepas cagA+siml foram encontradas em maior nimero de casos de cancer gastrico . Na
literatura observamos que cepas cagA+ s1/ml sdo mais virulentas (Atherton , 1997). Bactérias
com o gendtipo ml estdo relacionadas com maior liberacdo de citotoxinas (Ashour, 2002).
Dessa forma, a presenca de cepas cagA+ s1/ml pode estar relacionada a maior agressao e
inflamacao na mucosa, contribuindo para a génese do cancer gastrico.

N&o encontramos diferencas quanto a distribuicdo dos gendétipos cagA e vacA do H.
pylori em relagdo ao sexo e a idade dos pacientes, bem como quanto aos tipos histologicos,
intestinal ou difuso do cancer gastrico. Apesar da presente casuistica ser pequena, nossos
resultados estdo de acordo com os relatados pelos estudos de Queiroz e colaboradores (1998),
gue também nao observaram correlagéo dos genétipos da bactéria com atributos demogréficos
e com parametros histopatolégicos do cancer gastrico.

Em sintese, a presenca de infecgdo por Helicobacter pylori avaliada em nosso estudo
pela andlise histolégica, permitiu a visualizacdo direta da bactéria em 85,7% dos casos e pelo
PCR, para o gene ureaseC, demonstrou a presenca de DNA da bactéria em 95% dos casos,
sendo a combinacgdo alélica mais frequiente cagA+ vacA s1/ml. Estes resultados destacam a
alta prevaléncia de infeccdo por Helicobacter pylori no estbmago de pacientes com cancer
gastrico desta regiao estudada e confirmam a relevancia do genétipo cagA ml/s1 do H. pylori

na patogénese do cancer gastrico.

45



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. CHEN-WUN W, CHIN-WEN C, WEN-CHANG L. Gastric cancer: prognostic and diagnostic
advance. Exp. Rev. Mol. Med, 21: 110-115, 2002.

2. CORREA P. Human Gastric Carcinogenesis: a multistep and multifactorial Process- First
American cancer Society Award lecture on cancer epidemiology and prevention. Cancer Research, 52:
6735-6740,1992.

3. D" AQUINO A. Prevaléncia de infeccdo por Helicobacter pylori em pacientes com céancer
gastrico. J Bras Patol 39(1):130, 2003.

4. FORMAN D. The etiology of gastric cancer. IARC Sci Publ.(105):22-32, 1991.

5. FUCHS CS, MAYER RJ. Gastric carcinoma. N Engl J Med. 333(1):32-41, 1995.

6. IARC Working Group on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans. Schistosomes, liver
flukes and Helicobacter pylori. Lyon, IARC Monogr Eval Carcinog Risks Hum, 61:1-241, 1994.

7. LADEIRA, M.S.P et al. Biopatologia do Helicobacter pylori. J Bras Patol, v. 39, p. 275 -82, 2003 .

8. LADEIRA, M.S.P et al. DNA damage in patients infected by Helicobacter pylori. Cancer
Epidemiol Biomarkers Prev , v.13, p. 631-37, 2004.

9. LADEIRA, M.S.P et al. Relationships between cagA, vacA, and iceA genotypes of Helicobacter
pylori and DNA damage in the gastric mucosa. Environmental and Molecular Mutagenesis, v.44, p. 91-98,
2004.

10. O'CONNOR F, BUCKELEY, M O"MORAIN, C. Helicobacter pylori: the cancer link. JR Soc Méd;
86:674-8, 1996.

11. PEEK RM, Blaser MJ. Pathophysiology of Helicobacter pylori- induced Gastritis and Peptic Ulcer
Disease. Am J Med 102:200-205, 1997

12. PEEK, R.M. Jr, BLASER, M.J. Helicobacter pylori and gastrointestinal tract adenocarcinomas.
Nat Rev Cancer, v. 2, p. 28-37, 2002.

13. RODER, DM. The epidemiology of gastric cancer. Gastric Cancer 5:5-11, 2002.

14. SANGUINETTI CJ, DIAS Neto E, SIMPSON AJ. Rapid silver staining and recovery of PCR
products separated on polyacrylamide gels. Biotechniques. 17(5):914-21,1994.

15. CENSINI, S. et al. Cag, a patogenicity island of Helicobacter pylori, encodes type |-specific and
disease-associated virulence factors. Proc Nat Acad Sci, v. 93, p. 14648-14653, 1996.

16. ODENBREIT, S. et al. Translocation of Helicobacter pylori cagA into gastric epithelial cells by
type IV secretion. Science, v. 287, p.1497- 500, 2000.

17. BLASER, M.J. et al. Infection with Helicobacter pylori strains possessing cagA is associated with

an increased risk of developing adenocarcinoma of the stomach. Cancer Res, v. 55, p. 2111-2115, 1995.

46



18. PARSONNET, J. et al. Risk for gastric cancer in people with cagA positive and cagA negative
Helicobacter pylori infection. Gut, v. 40, p. 297-301, 1997.

19. QUEIROZ, D.M.M. et al. CagA-positive Helicobacter pylori and risk for developing gastric
carcinoma in Brazil. Int J Cancer, v. 78, p.135-39, 1998.

20. SZABO, | et al. Formation of anion-selective channels in the cell plasma membrane by the toxin
vacA of Helicobacter pylori is required for its biological activity. EMBO J, v. 18, p.5517-27, 1999.

21. SALAMA, N. R. et al. Vacuolating cytotoxin of Helicobacter pylori plays a role during colonization
in a mouse model of infection. Infect Immun, v. 69, p. 730 — 36, 2001.

22. MINISTERIO DA SAUDE. Secretaria Nacional de Assisténcia a Salde. Instituto Nacional do
Cancer. Estimativa da incidéncia e mortalidade por cancer no Brasil. Rio de Janeiro: INCA 2002.

23. LAUREN, P. The two histological main types of gastric carcinoma. Diffuse and so-called intestinal
type carcinoma: an attempt at histoclinical classification. Acta Pathol Microbil Scand, v.64, p. 31-49, 1965.

24. DIXON, M.F et al. Classification and grading of gastritis: the updated Sydney System -
International Workshop on the Histopathology of Gastritis, Houston 1994. Am J Surg Pathol, v. 20, p.

1161- 81, 1994.

47



Trabalho 2

48



Fatores etiol6gicos e marcadores moleculares no cancer géstrico

Cristiane Melissa Thomazini?, Nidia Alice Pinheiro?, Adriana de Camargo
Ferrasi?, Fabricio de Carvalho®, Otavia Caballero®, Maria Inés de Moura
Campos Pardini?, Luis Eduardo Naresse!, Maria Aparecida Marchesan

Rodrigues’,

1Departamento de Patologia; Faculdade de Medicina, Unesp- Botucatu, 18618-000, SP, Brasil
2 aboratério. de Biologia Molecular -Hemocentro; Unesp- Botucatu, 18618-000, SP, Brasil
3Instituto Ludwig de Pesquisa sobre o cancer. Sao Paulo, SP, Brasil

4 Departamento de Cirurgia e Ortopedia/UNESP —Botucatu; 18618-000, SP, Brasil

Endereco para correspondéncia: Maria Aparecida Marchesan Rodrigues
Departamento de Patologia, Faculdade de Medicina de Botucatu, Unesp.
Distrito de Rubi&o Junior s/n. CEP 18 618 000 - Botucatu — SP

e-mail: mariar@fmb.unesp.br

49



RESUMO

Introducédo - O cancer gastrico permanece entre as principais causas de morte por cancer em
varios paises, incluindo o Brasil. A identificacdo de fatores etiol6gicos e de marcadores
moleculares é fundamental para a detecg¢éo precoce e para 0 prognostico desta neoplasia.
Objetivos — Investigar a presenca de infec¢éo por Helicobacter pylori (H. pylori) e pelo virus de
Epstein-Barr (EBV) em pacientes com céancer gastrico e sua possivel correlagdo com
marcadores moleculares, tais como instabilidade de microsatélites (MSI) e hipermetilagdo de
promotores dos genes da caderina-E e hMLH1.

Material e Métodos — Foram estudados retrospectivamente 42 pacientes com cancer gastrico.
A infeccao por H. pylori foi avaliada por exame histologico e pela PCR para identificagdo dos
gendtipos cagA e vacA, em amostras do tumor e da mucosa gastrica adjacente, obtidas de
material fixado em formalina e incluido em parafina. O genoma do EBV foi pesquisado por
hibridizacao in situ e por PCR. A freqiiéncia de MSI foi investigada por PCR e o padrdo de
metilacdo dos promotores dos genes da caderina-E e hMLH1 foi analisado por MSP-PCR.
Resultados — A presenca de infeccdo por H. pylori foi identificada por PCR em 40 (95%)
pacientes, sendo 57,7% e 66,6% positivos para cagA e vacA respectivamente. O genoma do
EBV foi detectado em um paciente (2,3%) por hibridizacao in situ. 16,6% dos tumores foram
positivos para MSI. Verificou-se hipermetilagdo dos promotores dos genes da caderina-E e
hMLH1 em 71,4% e 33,3% casos respectivamente. A alta freqiiéncia de hipermetilacao do
gene da caderina-E correlacionou-se com a infecgdo por H. pylori.

Conclusédo — A frequiéncia de infec¢éo por H. pylori é alta em pacientes com cancer gastrico.
A combinacao alélica mais freqiiente cagA+ vacA s1/ml correlacionou-se com hipermetilacéo

do gene da caderina-E, na presente série de casos de cancer gastrico.

Unitermos — Cancer gastrico, Helicobacter pylori, virus de Epstein-Barr, metilacdo, caderina—E,

hMLH1, instabilidade de microsatélites.
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ABSTRACT

Introduction - Gastric cancer remains as one of the most common causes of cancer death in
many countries including Brazil. The identification of etiologic factors and molecular biomarkers
is very important for early detection and prognosis of this tumor.

Objective - The aim of the present study was to investigate the rates of infection by
Helicobacter pylori (H. pylori) and Epstein-Barr virus (EBV) and their relationships with
molecular biomarkers, such as microsatellite instability (MSI) and hypermethylation of E-
cadherin and hMLH1 gene promoters in patients with gastric cancer.

Material and Methods — Forty-two patients with gastric cancer were studied. H. pylori infection
was evaluated by histology and PCR for cagA and vacA genotypes in samples from paraffin-
embedded tissues obtained from the tumor and the non-neoplastic surrounding mucosa. EBV
genome was assessed by in situ hybridization and PCR. MSI was performed by PCR. The
methylation status of E-cadherin and hMLH1 gene promoters were investigated by MSP-PCR.
Results - The presence of H. pylori was detected in 95% cases by PCR, being 57,7% and
66,6% positive for cagA and vacA respectively. EBV genome was found in only one patient
(2,3%) by in situ hybridization. MSI was detected in 16,6% patients. Hypermethylation of E-
cadherin and hMLH1 gene promoters were detected in 71,4% and 33,3% cases respectively. A
relationship between H. pylori infection and Hypermethylation of E-cadherin was found.
Conclusion - H. pylori infection is frequent in patients with gastric cancer. H. pylori strains
harboring simultaneously cagA and vacA sl-ml genotypes correlated well with
hypermethylation of E-cadherin gene promoter in the present series of gastric cancer patients.
Key words — Gastric cancer, Helicobacter pylori, Epstein-Barr virus, methylation, E-cadherin,

hMLH1, microsatellite instability,
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INTRODUCAO

Embora em todo o mundo tenha se observado uma diminuicdo nas taxas de
mortalidade o cancer gastrico (CG) ainda representa a segunda causa de 0bito mais freqiiente
no mundo.

O adenocarcinoma € responsavel por mais de 90% das neoplasias malignas do
estdmago e esta subdividido em 2 tipos: intestinal e difuso (Lauren, 1965). O tipo intestinal ou
bem diferenciado, (Japanese Gastric Cancer Association, 1998) ocorre principalmente em
individuos com idade mais avancada, é predominante entre os homens localiza-se
principalmente no estdmago distal e apresenta associacdo com a infeccdo por Helicobacter
pylori. Em contraste, o CG do tipo difuso esta associado a um pior progndstico comparado com
o tipo intestinal (Sipponen & Marshall, 2000) e atinge principalmente individuos mais jovens e
numa mesma propor¢édo homens e mulheres, sua incidéncia tem apresentado ligeira elevacdo
ao longo do tempo.

Estudos recentes tém demonstrado que alteracdes epigenéticas, que ndo afetam a
seqliéncia primaria do DNA, desempenham papel importante na tumorigénese. Como exemplo
temos a metilacdo do DNA, que se caracteriza pela insergéo de radicais metil nas ilhas de CpG
do DNA.

Dentre muitos genes metilados no CG a caderina-E desempenha um papel importante
por apresentar uma alta freqiéncia de hipermetilagdo em tumores com metéastase (Tamura et
al.,2000). Esta proteina pertence a familia de proteinas responsaveis pela manutencdo da
integridade normal tecidual (Tamura, 2002). A perda de expressao da caderina-E ocorre em
diferentes tumores humanos e parece estar relacionada com a progressdo de um tumor
primario para invasdo e metastase. A expressdo anormal dessa molécula, devido a perda e
reducdo da funcao, esta freqiientemente associado a uma diferenciacdo em carcinomas e/ou
invasdo tumoral (Tamura, 2004). Experimentos com cultura de células demonstraram que
mutacdo em caderina-E resulta na reducéo de adeséo celular, alteracdo morfolégica e aumento

da moatilidade celular (Handschuh et al., 1999).
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Além da metilacdo do DNA a instabilidade de microsatélites, geradas por deslizamento
da fita no processo de replicacdo do DNA e/ou na recombinacéo desigual dos cromossomos
esta presente em varios tipos de cancer incluindo o CG em 25-40% dos casos (Lindal, 1996;
Zivny et al., 2003). Além disso, a metilagao do promotor de hMLH-1 é observada na maioria
dos CG esporadicos e apresentam alta frequiéncia de MSI (Kang et al., 2002).

Estudos recentes tém demonstrado correlacdo entre CG e a presenca de agentes
infecciosos como Helicobacter pylori (Go, 2002; Takeuchi et al., 2003) e o virus Epstein-Barr
(Chan et al.,2003).

Em 1994 o Helicobacter pylori (H. pylori) foi classificado pela Organizacao Mundial da
Salde como agente carcinogénico do grupo | para a ocorréncia de neoplasias gastricas (IARC,
1994). A infeccdo por H. pylori estd associado com risco duas a seis vezes maiores para
céancer de antro e corpo gastrico. O H. pylori possui genes importantes que estariam envolvidos
na carcinogénese gastrica como 0. cagA e vacA. O gene cagA localizado na ilha de
patogenicidade, é considerado como marcador da ilha de patogenicidade que codificam
componentes do sistema de secrecao tipo IV (Peek & Blaser, 2002; Bjokholm et al., 2003)
permitindo que a bactéria module vias do metabolismo celular da célula hospedeira, incluindo a
expressao de proto-oncogenes (Covacci et al., 1999; Covacci & Rappuoli, 2000). Ao comparar-
se cepas de H. pylori cagA- e cepas cagA+, essas Ultimas possuem maior capacidade de
desenvolver determinadas doencas como o CG distal (Queiroz et al., 1998 e Peek & Blaser,
2002).

O gene vacA.é capaz de induzir a formacgdo de canais seletivos de anions nas células
epiteliais, levando a exudacao da urease e dessa forma pode contribuir para inducao de danos
ao DNA celular (Salama et al., 2001; Tombola et al., 2001). Este gene possui 2 porgdes
variaveis: s e m. A combinacdo em mosaico dos alelos das regifes s e m determinam a
producéo de citotoxinas, responsaveis pelo grau de viruléncia da bactéria. As cepas portadoras
do gendtipo vacA s1/ml produzem grande quantidade de toxina, enquanto as cepas s1/m2
produzem quantidade moderada, e as cepas s2/m2 e s2/m1 pouca ou nenhuma toxina (van
Doorn et al., 1998).

Além do H. pylori acredita-se que o virus de Epstein-Barr (EBV) também possa estar

envolvido na patogénese do cancer gastrico em até 16% dos casos de CG (Geradts, et al.,
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2002). Neste mesmo trabalho Geradts e colaboradores (2002) observaram auséncia de
expressdo da proteina P16 por imunohistoquimica em 90% dos casos de cancer gastrico
associados ao EBV. Verificaram que esta alteracdo estava relacionada a inativagao do gene

CDKN2A, devido a metilagcao da regido promotora desse gene.

MATERIAL E METODOS

Casuistica

Para a realizacdo deste estudo, foram analisados 42 pacientes com cancer gastrico.
Amostras pareadas em tumor e respectivo tecido normal foram obtidas a partir de tecidos
fixados em formalina e incluidos em parafina. Tais amostras foram obtidas dos arquivos do
Departamento de Patologia, da Faculdade de Medicina de Botucatu-Unesp. As informac6es
clinicas foram pesquisadas nos prontuarios dos pacientes. O estudo foi analisado e aprovado
pelo Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu — Unesp (Parecer no
1039 / 2004-CONEP-MS).

Exame histopatolégico

Cortes histoldgicos corados pela Hematoxilina-eosina foram analisados a microscopia
optica (MAMR). Os tumores foram classificados como intestinal ou difuso, de acordo com a
classificacdo de Lauren (Lauren, 1965). Tumores com expressao morfolégica combinada,
intestinal e difusa, foram designados como mistos. A pesquisa de Helicobacter pylori foi feita
pelo exame histolégico, na mucosa gastrica adjacente a neoplasia, em cortes histolégicos
corados pelo método de Giemsa.

Preparacdo da amostra

Foram selecionados blocos contendo amostras de tumor livres da contaminacéo por
células normais e amostras de mucosa gastrica normal com auséncia de células neoplasicas.
Para a Hibridacao in situ foram feitos cortes histologicos de 5um para cada amostra de tumor e
respectivo tecido normal.

Extracdo do DNA

Para a extracao do DNA das amostras foram utilizados os kits para extracéo: Nucleon

Hard Tissue for DNA extraction from paraffin section Amersham Biosciences* (cat# RPN 8509)
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e Genomic DNA Purification Kit (promega) utilizados de acordo com os procedimentos
recomendados pelos fabricantes (maiores detalhes no apéndice).

Todas as amostras foram previamente avaliadas com relacdo a sua qualidade através
da amplificagdo de sequéncia especifica para o gene do GAPDH (Gliceraldeido 3 — fosfato).

A ciclagem utilazada esta descrita na Tabela 2 e os reagentes para amplificacdo do GAPDH
podem ser observados no apéndice. A sequéncia a ser amplificada e o seu tamanho
encontram-se na Tabela 1.

Deteccao do Helicobacter pylori e seus principais gene de viruléncia: ureaseC,
vacA (sl/s2, m1/m2) e cagA através da amplificacdo por PCR

Para a deteccdo da bactéria foi utilizada a técnica de PCR, amplificando-se as regifes
do gene ureaseC, cagA, vacA (regido s e m). A referéncia, seqiiéncia dos oligonucleotideos,
tamanho dos produtos a serem amplificados encontram-se na Tabela 1, a ciclagem na Tabela
2. A concentracao final dos reagentes utilizados nas reagcfes dos genes descritos acima estédo
detalhados no apéndice .

Como controles positivos e negativos para vacA (s1l/s2 e m1/m2), cagA e ureaseC foram

utilizadas amostras previamente genotipadas como positivas ou negativas e submetidas ao
seglienciamento em seqienciador automatico ABI Prism 377 (Applied Biosystems) e

comparadas as seqliéncias depositadas nos bancos de dados gendémicos publicos.

Andlise do Padréo de Metilagdo das ilhas CpG do promotor do gene caderina-E e
hMLH-1 por MSP- PCR

A analise do padrdo de metilacdo da regido promotora dos genes caderina-E e hMLH-1
foi realizada de acordo com os procedimentos descritos por Herman e colaboradores (1996),
onde o DNA extraido de cada amostra de cancer gastrico e respectivo tecido normal foram
tratadas com bissulfito de sddio (Sigma-Aldrich), seguido de purificagdo do Kit Wizard® SV Gel
e PCR Clean-Up System (Promega USA.), utilizado conforme recomendacdo do fabricante.

Maiores detalhes ver apéndice.

Para analise do padrdo de metilacdo dos promotores dos genes da caderina-E e

hMLH-1, foram realizadas duas reacdes de PCR com diferentes pares de oligonucleotideos
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iniciadores: um par que reconheceu as seqiéncias de DNA metiladas e outro par que
reconheceu as nao metiladas listados na Tabela 01 e ciclagem na Tabela 02.

Reacdo de Sequenciamento dos DNAs

Os fragmentos de DNAs amplificados foram seqiienciados através do Sequenciamento
Direto em sequenciador automatico tipo ABI 377-Applied Biosystem®, os oligonucleotideos
iniciadores utilizados sense e anti-sense estdo descritos nas Tabela 01 . Todo o procedimento
esta descrito no apéndice.

Anédlise da Presenca do Virus de Epstein Barr (EBV)

A presenca do EBV foi analisada pelo método de PCR, através da pesquisa do gene

EBNA-1 e de Hibridacao in situ.

Para a PCR todos o0s reagentes utilizados, a composicdo de bases dos
oligonucleotideos iniciadores e referencias estdo descritas na Tabela 01 e ciclagem na Tabela
02.

Como controle positivo da reacdo de deteccdo do gene EBNAL de EBYV foi utilizado o
plasmideo (p205MTCAT) carregando sequiéncias do gene clonado e DNA da linhagem Daudi
(James, 1999).

A Técnica de Hibridac&o in situ (HIS) utilizado foi o descrito por Weiss, 1987. A sonda
utilizada foi uma seqiiéncia de 30 pares de bases, complementar a seqiiéncia do gene EBER1
(5'AGA CAC CGT CCT CAC CAC CCG GGA CTT GTA -3') (Chang et al.,1992) que é
ativamente transcrita em células latentes infectadas. Detalahamento da metodologia no
apéndice.

Deteccao de Instabilidade de Microsatélites, utilizando como marcador BAT-26

A Instabilidade de Microsatélites (MSI) foi detectada por PCR para a repeticdo de
mononucleotideo BAT-26 localizada dentro do intron 5 do gene hMSH2. A técnica a ser usada
foi a descrita no artigo publicado por lacopeta e Hamelin, 1998.

As condicdes de PCR empregadas foram as mesmas utilizadas por lacopetta e
Hamelin, 1998 (Tabela 2). A sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores, o tamanho das
seqliéncias e referéncias estdo descritas na Tabela 1. Todo o detalhamento do experimento

esta no apéndice.
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Analise Estatistica

Para verificar a significancia de associagdo entre os dados obtidos foi utilizado o teste

do Qui-Quadrado. As diferencas foram consideradas significativas quando o p for menor que

0,05 (CURI, 1978).

PCR p/ Oligonucleotideos iniciadores (5° —3”) | Tamanho
Referéncias
(pb) _
GAPDH TGGTATCGTGCAAGGACTCATGAC 197 Desenhados no laboratério
ATGCCAGTCAGCTTCCCGTTCAGC
UreaseC AAG-CTT-TTA-GGG-GTG-TTA-GGG-GTT-T 204 Lage et al., 1995
GCA-ATG-CTT-CAA-TTC-CAA-ATC-TT
vacA s1/s2 ATG-GAA-ATA-CAA-CAA-ACA-CAC 259 Van Doorn et al., 1999
CTG-CTT-GAA-TGC-GCC-AAA-C 286
vacA ml GGT-CAA-AAT-GCG-GTC-ATG-G 290 Atherton JC. etal., 1999
CCA-TTG-GTA-CCT-GTA-GAA-AC
vacA m2 ATG CTT TAATAT CGT TGA GA 198 Desenhados no laboratério
GAA CAT GTT TTAGTG AAA GC
CagA ATA-ATG-CTA-AAT-TAG-ACA-ACT-TGA-GCG-A 297 Covacci & Rappuoli, 1996
TTA-GAA-TAA-TCA-ACA-AAC-ATC-ACG-CCA-T
BAT-26 TGA-CTA-CTT-TTG-ACT-TCA-GCC 122 Mukherjee et al., 2002
AAC-CAT-TCA-ACA-TTT-TTA-ACC
EBN1 GTC-ATC-ATC-ATC-CGG-GTC-TC 270 Baldanti et al. 2000.
TTC-GGG-TTG-GAA-CCT-CCT-TG
Caderina-E TTA-GGT-TAG-AGG-GTT-ATC-GCG-T 115 Chan et al., 2003
(Metilada) TAA-CTA-AAA-ATT-CAC-CTA-CCG-AC
Caderina-E TAA-TTT-TAG-GTT-AGA-GGG-TTA-TTG-T 97 Chan et al., 2003
(NéO Metilada) CAC-AAC-CAA-TCA-ACA-ACA-CA
hMLH-1 TAT-ATC-GTT-CGT-AGT-ATT-CGT-GT 153 Kang et al., 2003b
(Metilada) TCC-GAC-CCG-AAT-AAA-CCC-AA '
hMLH-1 TTT-TGA-TGT-AGA-TGT-TTT-ATT-AGG-GTT-GT 124 Kang et al., 2003b

(Nao Metilada)

CC-ACC-TCA-TCA-TAA-CTA-CCC-ACA

Tabela 1. oligonucleotideos iniciadores, tamanho em pares de base (pb) e referéncias para as

diferentes regides estudadas.
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Condicoes de amplificacao

Gene N° de ciclos
Desnaturacao Extensao
Inicial Desnaturacéo | Anelamento Extenséo Final
GAPDH
94°C 3’ 94°C 30” 59°C 1’ 72°C 2’ 72°C 7 40
UreaseC
94°C 3’ 94°C 30” 55°C 30” 72°C 2’ 72°C 5’ 40
vacA sl/s2 * *(1/4/35)
94°C 5’ 95°C 30” 69/58/56°C 1’ 72°C 1’ 72°C T’ 40
vacA ml
95°C 5’ 94°C 30” 52°C 1’ 68°C 2’ 68°C 5’ 40
vacA m2
95°C 5’ 94°C 30” 51°C 1’ 68°C 2’ 68°C 5’ 40
CagA
95°C 3’ 95°C 30” 54°C 45” 72°C 2’ 72°C 5’ 40
BAT-26
95°C 3 95°C 1’ 55°C 2’ 72°C ¥ 72°C & 30
EBN1
94°C 3 94°C 30” 55°C 1 72°C 2’ 72°C T’ 40
Caderina-E * *(10/10/15)
(Metilada) 94°C 5’ 94°C 30” 68/63/61°C 1’ 72°C 1’ 72°C T’ 35
Caderina-E * *(10/10/15)
(Nao Metilada) 94°C 5’ 94°C 30” 65/63/59°C 1’ 72°C 1’ 72°C T’ 35
hMLH-1
(Metilada) 95°C 5’ 94°C 1°30” 65°C 1’ 72°C 2’ 72°C T’ 40
hMLH-1
(Nao Metilada) 95°C &’ 94°C 1°30” 63°C 1’ 72°C 2’ 72°C T’ 40

Tabela 2. CondicGes de amplificacdo para os genes estudados. *Trés temperaturas de

anelamento foram utilizadas (Touch Down) com respectivas quantidade de ciclos.

RESULTADOS

Dados Demograficos

A idade dos pacientes variou de 27 a 78 anos, sendo em média 62,2 anos. Vinte e trés

pacientes (57,8%) apresentaram idade superior a 65 anos, 18 pacientes (42,9%) tinham entre

43-64 anos, somente um paciente apresentou idade inferior a 30 anos (Grafico 01).

58




Com relagao ao sexo vinte e quatro (24) pacientes eram do sexo masculino (58%) e 18
do sexo feminino (42%). N&o foram identificadas diferencas entre os pacientes quanto ao

género.

Dados Anatomopatoldgicos

O exame anatomopatolégico demonstrou que 30 casos (71,4%) encontravam-se nos
estadios Il e IV. Doze casos (28,6%) estavam nos estadios | e Il (Grafico 02).

A histologia feita segundo a classificagéo de Lauren demonstrou que o tipo histoldgico
mais frequente foi o adenocarcinoma intestinal, identificado em 34 casos (80,9%). O tipo difuso
foi diagnosticado em 6 casos (14,2%) (Figura 01). Adenocarcinomas com caracteristicas
morfoldgicas mistas, constituidas por areas de padrao intestinal e areas de padrao difuso foram
identificadas em 2 casos (4,7%) (Grafico 03).

As caracteristicas macroscoépicas das lesdes, segundo a classificacdo de Borrmann
revelaram lesBes Ulcero-infiltrativas (tipos 1l e 1V) em 34 casos (80,9%). LesGes exofiticas ou
polipdides (tipos | e 1) foram identificadas em 8 casos (10,1%). (Grafico 04) (Figura 02).

O exame anatomopatolégico demonstrou que o tumor estava localizado no antro em 26
casos (61,9%). Tumores em localizacdo proximal, situados no corpo gastrico ou na cardia,
foram observados em 16 casos (38,1%) (Grafico 05).

Dos 42 casos analisados, 27 (64,3%) apresentavam metastases em linfonodos. Nao
foram identificadas metastases em 15 casos (35,7%) (Grafico 06).

O exame anatomopatoldgico demonstrou que em 29 casos (69%) havia invasdo de
toda a parede gastrica pelo tumor, caracterizando as lesbes como em fase avancada de
evolucdo. LesBes superficiais, restritas a mucosa ou com infiltracdo da submucosa foram

identificadas em 13 casos (31%) (Grafico 07).

Pesquisa de Helicobacter pylori

A presenca de H. pylori foi avaliada por dois métodos: andlise histoldgica através de
visualizacdo direta ao microscopio e por PCR (reacdo em cadeia da polimerase) para o gene
ureaseC (Figura 03). A pesquisa de Helicobacter pylori feita em cortes histoldgicos corados

pelo método de Giemsa foi positiva em 36 (85,7%) dos 42 casos analisados. Para a analise por
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PCR com oligonucleotideos especificos obtivemos positividade para 40 (95%) dos 42 casos
analisados (Grafico 08).

Das 42 amostras analisadas 23 (54,7%) foram positivas para a presenca do gene cagA
(Figura 05). O gene vacA foi identificado em 28 amostras (66,6 %). A correlagdo entre a
presenca de cagA e a freqiiéncia dos alelos do gene vacA, demonstrou que das 23 amostras
positivas para o gene cagA, 15 apresentaram positividade para o alelo s1(62,5%). Em
contrapartida, o alelo s2 foi detectado em apenas 1 amostras (25%). Alelos mdultiplos foram
identificados em 2 amostras tanto para s1/s2 quanto para m1l e m2. Para a regido m, m1l foi
encontrado em 16 amostras (61,5%) e o alelo m2 nédo foi encontrado (Tabela 03).

Em todas as amostras analisadas, a combinacédo alélica mais frequiente foi ml/sl
identificada em 24 amostras (85,7%), seguido de s2/m2 com 3 amostras (10,7%) e s2/m1 em
uma amostra (3,5%) (Figura 06). Onze amostras (26,2%) foram negativas para a presenca do
gene vacA. Quatro amostras negativas para vacA foram positivas para cagA, enquanto que 7
amostras foram negativas para ambos os genes (Tabela 04).

A correlacdo entre a presenca de cagA e os tipos histoldgicos de céancer gastrico,
demonstrou que das 23 amostras positivas para CagA, 18 ( 78,2%) pertenciam a casos de
adenocarcinoma do tipo intestinal e 3 (13%) a casos do tipo difuso. Entretanto, as diferencas
nao foram estatisticamente significativas (Tabela 05).

Com relacdo a presenca de cagA e o estadiamento dos casos de cancer gastrico,
verificamos que das 23 amostras positivas para CagA, 18 (78,2%) foram identificadas em
casos em fase avancada de evolucdo, nos estadios Il e V. Cinco casos positivos para CagA
(21,7%) pertenciam aos estadios | e Il. (Tabela 06).

A correlacdo entre a presenca de cagA e a localizagcdo dos casos de cancer gastrico,
demonstrou que das 23 amostras positivas para CagA, 18 (78,2%) estavam localizados no
antro gastrico. Cinco casos positivos para CagA (21,7%) estavam situados no corpo gastrico ou
na céardia. (Tabela 07).

Entre a presenca de cagA e as formas macroscopicas dos casos de cancer gastrico,
demonstrou que das 23 amostras positivas para CagA, 19 (82,6%) pertenciam a casos do tipo

ulcerado, enquanto 4 amostras (17,4%) foram positivas em casos do tipo elevado (Tabela 08).
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Para a presenca de cagA e a invasao do tumor na parede gastrica, demonstrou que
das 23 amostras positivas para CagA, 20 (87%) estavam presentes em casos que invadiam
toda a parede gastrica, ou seja em fase avancada de evolugcdo da doenca. Trés amostras

(13%) foram positivas em lesdes em fase inicial de evolugédo, do tipo precoce (Tabela 09).

Virus de Epstein Barr

A presenca do EBV foi avaliada por reacdo de PCR, amplificando o gene EBNA-1 e por
Hibridacgédo in situ (HIS). Pela PCR (Figura 07), foi obtida uma positividade para 17 amostras
das 42 estudadas (40,5%). Pela técnica de HIS (Figura 08) para deteccdo de EBV no tecido

gastrico, apenas uma amostra foi confirmada ser positiva (2,3%) (Grafico 09).

Padrao de Metilacdo para os promotores dos genes da caderina-E e hMLH-1 no céncer
gastrico

Para o gene da caderina-E 30 (71,4%) das 42 amostras analisadas mostraram padrédo
de hipermetilacdo, enquanto que 12 (28,5%) amostras ndo foram metiladas para este gene
(Figura 09) (Grafico 10).

Para o gene hMLH-1 14 amostras (33,3%) foram hipermetiladas e 28 amostras (66,6%)
foram nao metiladas (Figura 10) (Gréafico 10).

A correlacdo entre metilacdo do gene da caderina-E e do gene hMLH-1, demonstrou
gue das 14 amostras positivas para hMLH-1, 13 (93%) apresentaram metilacdo para o gene

da caderina-E (p <0,02) (Tabela 10).

Caderina-E

A correlagdo entre a presenca de metilacdo do gene da caderina-E e a presenca de
cepas cagA do Helicobacter pylori, demonstrou que das 30 amostras com metilacdo do gene
da caderina-E, 18 (60%) foram positivas para o gene cagA do Helicobacter pylori. Cinco
amostras (41,6%) que apresentaram padrdo ndo metilado para o gene da caderina-E foram

positivas para o gene cagA (Tabela 11).
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Das 16 amostras positivas para cagA vacA sl/ml/, 12 (75%) foram positivas para
metilacao do gene da caderina-E (Tabela 12).

O tipo histoldgico de cancer gastrico que teve correlacdo com a presenca de metilacao
do gene da caderina-E foram adenocarcinomas do tipo intestinal (76,6%) e 5 amostras (16,6%)
foram carcinomas do tipo difuso (Tabela 13).

A correlacdo entre a presenca de metilacdo do gene da caderina-E e o estadiamento
dos casos de cancer gastrico demonstrou que das 30 amostras com metilacdo do gene da
caderina-E, 21 (70%) casos estavam em fase avancada de evolucdo, nos estadios Il e IV.
(Tabela 14).

Dos trinta casos de cancer gastrico vinte e cinco casos (73,5,%) estavam situados no
antro gastrico (Tabela 15).

Entre os 32 casos com metastases em linfonodos, 23 (71,8%) apresentaram metilacéo
do gene da caderina-E. Por outro lado, dos 10 casos com auséncia de metastases em
linfonodos, 7 (70%) apresentaram metilacdo do gene da caderina-E ( Tabela 16).
hMLH-1

A correlacdo entre metilacdo do gene hMLH-1 e a presenca de cepas cagA do
Helicobacter pylori , demonstrou que das 14 amostras positivas para hMLH-1, 9 (64%)
amostras eram positivas para cagA (Tabela 17).

A correlagdo entre metilacdo do gene hMLH-1 e os gendtipos do Helicobacter pylori,
demonstrou que das 14 amostras positivas para hMLH-1, 5 amostras( 31,2%) apresentavam
gendtipo cagA vacA sl/ml. Das 16 amostras de Helicobacter pylori com genotipo cagA vacA
s1l/m1, 11 amostras (68,7%) ndo apresentaram metilagdo para o gene hMLH-1 (Tabela 18).

N&o houve correlacédo entre os tipos histoldgicos de cancer gastrico e a metilacao de
hMLH-1 (Tabela 19).

A correlagcédo entre a presenca de metilacdo do gene hMLH-1 e o estadiamento dos
casos de cancer gastrico demonstrou que 9 (30%) dos 30 casos em estadio Ill e IV
apresentavam metilacéo do gene hMLH-1 (Tabela 20).

A maioria das amostra estudadas que foram metiladas para o gene hMLH-1 ao leséo

estava situada no antro (92,8%) (Tabela 21).
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A correlacdo entre metilagdo do gene hMLH-1 e a presenca de metastases em
linfonodos nos casos de cancer gastrico demonstrou que dos 32 casos com metastases, 10

(31,2%) casos apresentaram metilacdo do gene hMLH-1 (Tabela 22).

Instabilidade de Microsatélites (MSI)

As amostras foram consideradas positivas para o marcador de MSI, BAT-26, quando
apresentaram mais de 4 bases alteradas. Dessa forma, das 42 amostras de cancer gastrico
analisadas, 7 (16,6%) foram positivas para MSI por BAT-26.

Das 7 amostras positivas para MSI, 6 (85,7%), foram positivas para o gene cagA do
Helicobacter pylori (Tabela 23).

Com relacdo aos tipos histolégicos de cancer gastrico e a presenca de instabilidade de
microsatélites, observa-se que todas as mostras positivas para MSI (n=7) sdo do tipo
histoldgico intestinal (Tabela 24).

Quatro amostras (57,1%) foram identificadas em casos em fase avangada de evolucéo,
nos estadios Il e IV (Tabela 25).

Todas as amostras positivas para MSI (n=7), estavam situadas no antro gastrico
(Tabela 26).

A correlagédo entre a presenca de MSI e metastases em linfonodos nos casos de
céancer gastrico, demonstrou que das 7 amostras positivas para MSI, 5 (71,4%) apresentavam
auséncia de metastases em nédulos linfaticos (Tabela 27).

Entre a presenca de MSI e o padrdo de metilacdo do gene da caderina-E, demonstrou
gue das 7 amostras positivas para MSI, 5 (71,4%) apresentavam presenca de metilagdo do
gene da caderina-E (Tabela 28).

Apenas 4 amostras das 7 amostras positivas para MSI, apresentaram metilagdo do
gene hMLH-1 (Tabela 29).

Resultado geral das analises das 42 amostras na Tabela 30 na pagina 64.
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Grafico 07. Freqiuiéncia dos tipos precoce e avangado de

cancer gastrico.

Gréfico 08. Freqguéncia de detecgdo do EBV pelo PCR e

por hibridizagao in situ (HIS) em casos de cancer géstrico.
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Tabela 03. Freqiiéncia dos alelos vacA relacionada com

a presenga ou ndo do gene cagA em amostras de cancer

casos de cancer gastrico.

cagA (%)
cagA (%)
Positivo Negativo Total __ -
Positivo Negativo | Total
sl 15 (62,5 9 (37,5 24
( ) ( ) sl/m1l 15 (62,5) 9 (37,5) 24
s2 1(25) 3(75) 4
s1l/m2 0 0 0
ml 16 (61,5) 10 (38,4) 26
< < | s2iml 1(100) 0 1
2 | m2 0 3 (100) 3 2
2 — IS T 2 > | s2/m2 0 3 (100) 3
sl/s -
(79 (25) Multiplos 2 (66,6) 1(33,3)
m1/m2 2 (100) 0 2 -
Negativo 4 (9,5) 7 (16,6) 11
negativo 4(36,3) 7 (63,6) 11

gastrico.
cagA (%) cagA (%)
Positivo Negativo PoSItivo Negativo

T Intestinal 18 (78,2) 16 (69,5) o Tel 5 (2L,7) 7 (36.,8)
% Difuso 3(13) 3(15,7) %

g Visto 7(8.6) - % e v 18 (78,2) 12 (63,1)
® Total 23 19

Total 23 19

tipos histolégicos de cancer gastrico.

Tabela 05. Correlagdo entre a presenca de cagA e 0s

Tabela 04. Frequéncia dos genétipos do H. pylori em

Tabela 06. Correlacdo entre a presenga de cagA e o

estadio do tumor.
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CagA (%)
Positivo Negativo
5 Antro 18 (78,2) 16 (84,2)
5
5 Corpo/ 5(21,7) 3(15,7)
S | cardia
Total 23 19

Tabela 07. Correlacdo entre a presenga do gene

cagA e a localizagéo do tumor.

cagA (%)
Positivo Negativo
_ | Avancado 20 (87) 15 (79)
=)
<
i Precoce 3(13) 4 (21)
o
Total 23 19

Tabela 09. Correlacdo entre a presenga de cagA e a

invasdo do tumor na parede gastrica.

cagA* (%)
Positivo Negativo
= Ulcerado | 19 (82,6) 19 (100)
8
o
§ Elevado 4(17,3) 0
=3
o]
Total 23 19

Tabela 08.Correlagdo entre a presenca de cagA e as formas

macroscopicas do tumor.

hMLH-1*(%)

Positivo Negativo
o | Positivo 13 (93) 17 (60,7)
8
@
g' Negativo 1(7,1) 11 (40)
m

Total 14 28

Tabela 10. Correlagéo entre metilagdo dos gene da

caderina-E e do gene hMLH-1 em casos de cancer

géstrico (p<0,02).

Caderina-E (%)
Positivo Negativo
Positivo 18 (60) 5 (41,6)
o
Q
‘§’> Negativo 12 (40) 7 (58,3)
Total 30 12

Tabela 11. Correlagdo entre metilagdo do gene

da caderina-E e a presenca do gene cagA do

Helicobacter pylori.

Caderina-E (%)

Positivo | Negativo | Total
sl/ml 12 (75) 4 (25) 16
sl/m2 0 0 0
cagA+ | s2/m1 1 0 1
€ s2/m2 0 0 0
vacA [ Multiplos 2 0 2
Negativo 3 1 4

Tabela 12. Correlacdo entre metilagdo do gene da caderina-

E e os genétipos do Helicobacter pylori em casos de cancer

gastrico.
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Caderina-E (%)

Positivo Negativo

T Intestinal 23 (76,6) 11 (91,6)

& |Difuso 5 (16,6) 1(8.9
%, Misto 2(6.6) 0
Total 30 12

Tabela 13. Correlag&o entre metilagdo do gene da

caderina-E e os tipos histolégicos do cancer

Caderina-E (%)

Positivo Negativo
o lell 9 (75) 3(25)
é, eV 21(70) 9 (30)
5 | Total 30 12

Tabela 14. Correlagdo entre metilacdo do gene da

caderina-E e o estadiamento do tumor em casos de

cancer gastrico.

gastrico.
Caderina-E (%) Caderina-E (%)
Positivo | Negativo Positivo | Negativo | Total

s Antro 25 (73,5) 9(26,4) Metéastase | Ausente 7 (70) 3 (30) 10
§ [ Corpolcardia | 5 (62,5 | 3(37,5) em Presente 23 9(282 | 32
N linfonodos (71,8)

‘% [ Total 30 12

o Total 30 12 42

Tabela 15. Correlagédo entre metilagdo do gene da

caderina-E e a localizagdo do tumor em casos de

cancer gastrico.

casos de cancer gastrico.

Tabela 16. Correlacdo entre metilagdo do gene da caderina-

E e a presenca de metéastases em linfonodos regionais em

hMLH-1 (%)

Positivo Negativo

Presente 9 (64) 14 (50)

8 [Negativo 5 (35) 14 (50)
> [Total 14 28

Tabela 17. Correlagdo entre metilacdo do gene

hMLH-1 e a presenca do gene cagA do

Helicobacter pylori em casos de cancer gastrico.

hMLH-1 (%)
Positivo | Negativo | Total
s1/ml 5(31,2) | 11 (68,7) 16
s1l/m2 0 0 0
cagA+ | s2/m1 1 (100) 0 1
e s2/m2 0 0 0
vacA [ Mdltiplos | 2 (100) 0 2
Negativo 1(25) 3 (75) 4

Tabela 18. Correlagédo entre metilagdo do gene hMLH-1

e gendtipos do Helicobacter pylori em casos de cancer

gastrico.
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hMLH-1(%)
Positivo Negativo
- Intestinal 10 (71,4) 24 (85,7)
% Difuso 2(14,2) 4 (14,2)
(g' Misto 2(14,2) 0
Q
Total 14 28

Tabela 19. Correlagdo entre metilacdo do gene

hMLH-1 e os tipos histol6gicos de cancer gastrico.

hMLH-1(%)

Positivo | Negativo

- lell 5(41,6) | 7(58,3)

g [MelV 9 (30) 21 (70)
o

5 | Total 14 28

Tabela 20. Correlagcdo entre o padrdo de metilagdo

de hMLH-1 e o estadiamento dos tumores em

amostras de cancer gastrico.

Tabela 21. Correlagdo entre o padrdo de metilagdo

de hMLH-1 e a localizagdo do tumor em amostras de

cancer gastrico.

MSI (%)

Positivo | Negativo

Presente | 6 (85,7) 17 (48,5)

8 [Ausente | 1(14.2) | 18 (514)
> [Total 7 35

Tabela 23. Correlagéo entre a presenca de MSI

e de cagA em casos de cancer gastrico.

MSI (%)
Positivo Negativo
m lell 3(42,8) 9(25,7)
& e v 4 (57,1) 26 (74,2)
(o}
o | Total 7 35

Tabela 25. Correlagdo entre a presenca de MSI

e o estadio de casos de cancer gastrico.

hMLH-1(%) hMLH-1 (%) Total
Positivo | Negativo Positivo | Negativo
Antro 13 21 (75) Metastase | Ausente 4 (40) 6 (60) 10
g (92,8) em Presente 10 22 (68,7) 32
%' Corpo/cardia 1(7,0 7 (25) linfonodos (31,2)
éz Total 14 28 Total 14 28 42

Tabela 22. Correlacdo entre o padrdo de metilagdo de

hMLH-1 e metastase em linfonodos regionais nos casos de

cancer gastrico.

MSI (%)
Positivo Negativo
- Intestinal 7 (100) 27 (17,2)
g Difuso 0 6 (17,1)
& | Misto 0 2(57)
o]
Total 7 35

Tabela 24. Correlagdo entre a presenca de MSI e os

tipos histolégicos de cancer gastrico.

MSI (%)
Positivo Negativo
= | Antro 7 (100) 27 (77,1)
g_{ Corpo/cardia 0 8(22,8)
% Total 7 %
o

Tabela 26. Correlagdo entre a presenca de MS| e a

localizagdo do tumor em casos de cancer gastrico.
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MST (%) MST (%)

Positivo | Negativo Positivo | Negativo

Metastase | Ausente | 5 (714) | 27 (77,0 § | Metilado 5(714) | 25(71.4)

em Presente | 2(28,5) | 8(22,8) 2 N&o metilado | 2(285) | 10(28)5)
linfonodos | Total 7 35 I:_pn Total 7 35

Tabela 28. Correlagdo entre a presenca de MSI e

Tabela 27. Correlagdo entre a presenca de MSI e
metilagdo do gene da caderina-E em casos de cancer

metéstases em linfonodos nos casos de cancer gastrico.

géstrico.
MSI (%)
Positivo Negativo
- Metilado 4 (75) 10(28,5)
= [ 'N&o metilado 3(25) 25 (71,4)
= [Total 7 35

Tabela 29. Correlagdo entre a presenca de MSI e
metilagdo do gene hMLH-1 em casos de cancer gastrico

NGV | S Sy
. - G N O S - !'_
!Fﬁ‘?\ﬁﬁa e S 3{"5.:. D

Figura 01. A: Adenocarcinoma gastrico tipo intestinal mostrando uma glandula maligna (a esquerda) com células
colunares com nucleos atipicos. B: Adenocarcinoma gastrico tipo difuso com células em anel de sinete mostrando o

deslocamento do nlcleo provocado pela producdo de mucina em excesso.

Figura 02. Cancer gastrico: leséo ulcerada de bordas elevadas e

infiltradas ( Borrmann Il1).
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Figura 03. Amplificacdo do gene constitutivo GAPDH
(190pb). Por reacdo de PCR resolvida em gel de
poliacrilamida 6% n&o desnaturante corado pela prata.
No- reagdo sem DNA; C+ controle positivo da reagcédo; M

marcador de peso molecular 100pb (Invitrogen).

9 10 11 12 13

Figura 04 A. Foto ilustrativa da pesquisa de Helicobacter pylori feita em cortes histolégicos da mucosa gastrica
corados pelo método de Giemsa na ponta da seta temos os bacilos curvos no muco junto a superficie epitelial.
Giemsa 400X.. B. Amplificacdo de sequiéncias do gene ureaseC (produto de 294 pb). Foto de gel de poliacrilamida
6% ndo desnaturante, corado por nitrato de prata. 1-6 e 8-10, amostras positivas para ureaseC. 7, amostra negativa
para ureaseC. 11, controle positivo para ureaseC. 12, controle negativo. 13, amostra sem DNA. MM, marcador de

peso molecular de 100pb. (Invitrogen).
MM 1 2 3 456 7 8 9 1011

300pb 297pb Figura 05. Amplificacdo de cagA (produto de 297pb). Foto
de gel de poliacrilamida 6% n&o desnaturante, corado por

100pb nitrato de prata. 2 e 5, amostras positivas para cagA. 1; 3; 4;

6-8, amostras negativas para cagA. 9, controle positivo para
cagA. 10, controle negativo. 11, amostra sem DNA. MM,

marcador de peso molecular 100 pb (Invitrogen).

MM 1 23 4 56 7 8 9 C+s2C+sl C- NO Figura 06 A. Amplificacédo do gene de vacA s1/s2 (produtos

286 pb de 259pb e 286pb). Foto de gel de poliacrilamida 6% nédo
300pb 259pb

desnaturante, corado por nitrato de prata. 1; 2 e 3, amostras

1000b que ndo amplificaram e foram repetidas. 4; 5; 7 e 8, amostras
p

positivas para vacA s1. 6 e 9, amostras positivas para vacA s2.
C+s2, controle positivo para vacA s2. C+ sl, controle positivo
para vacA sl. C-, controle negativo. No, amostra sem DNA.

MM, marcador de peso molecular de 100pb (Invitrogen).
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MM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 C+NOC-

300pb 290pb  Figura 06 B. Amplificagdo do gene de vacA m1 (produto

de 290pb). Foto de gel de poliacrilamida 6% ndo
100pb desnaturante, corado por nitrato de prata. 1; 2; 4; 6 e 8,
amostras negativas para vacA ml. 3; 5; 7 e 9, amostras
positivas para vacA ml. C+, controle positivo para vacA m1.
C-, controle negativo. No, amostra sem DNA. MM, marcador

de peso molecular de 100pb (Invitrogen).

MM 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 C-NOC+ Figura 06 C. Amplificagdo do gene de vacA m2
300pb (produto de 182pb). Foto de gel de poliacrilamida 6% néo
182pb desnaturante, corado por nitrato de prata. 1,2,3,4,9,10 e

11, amostras negativas para vacA m2. 5-8, amostras

100pb positivas para vacA m2. C+, controle positivo para vacA
m2. C-, controle negativo. No, amostra sem DNA. MM,
marcador de peso molecular de 100pb (Invitrogen).

MM 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 C- C+ NO

Figura 07. Amplificacdo de EBV (produto de 270pb).
Foto de gel de poliacrilamida 6% n&o desnaturante,
270pb corado por nitrato de prata. 10,11 amostras negativas
para EBV; 1-9 amostras positivas para EBV. C+,
controle positivo plasmideo (p205MTCAT) carregando
seqiiéncias do gene clonado e DNA da linhagem Daudi

(James, 1999). C-, controle negativo. No, amostra sem
DNA. MM, marcador de peso molecular de 100pb

(Invitrogen).

Figura 08. Figura ilustrativa da Hibridizacdo in situ em amostra de cancer gastrico mostrando o padrdo positivo
demonstrando marcagdo nuclear da proteina do EBV. Os nicleos que estdo corados em marrom (seta) revelam a
presenca desta proteina no genoma da célula.
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0pb M- U+ M+ U- M+ U+ C+M C+U No

o 115ph

7
i 97eh

Figura 09. Foto ilustrativa das analises do padrdo de metilagdo para o gene da caderina-E no cancer gastrico. Gel de
poliacrilamida 6% corado por nitrato de prata. llustra a PCR-MSP para o gene CDH1. S&o realizadas duas PCRs distintas
com pares de oligonucleotideos para o status metilado (M) e ndo metilado (U). Em 1, marcador de peso molecular 50pb
(Invitrogen). Os possiveis resultados para as duas PCRs sdo apresentados em 2-4: Amostra ndo metilada (2), amostra
metilada (3) e amostra hemi-metilada (4). Em 5, C+ para metilagdo e em 6 controle positivo para amostra ndo metilada. Em

7, dgua + Mistura de PCR.

1 2 3 4 5 6
50pb M- U+ M+ U- M+ U+ C+M C+U No

153pb

150pb
124pb

100pb

Figura 10. Foto ilustrativa das analises do padrdo de metilagdo para o gene hMLH-1 no cancer gastrico. Gel de
poliacrilamida 6% corado por nitrato de prata. S&o realizadas duas PCRs distintas com pares de oligonucleotideos para
o status metilado (M) e ndo metilado (U). Em 1, marcador de peso molecular 50pb (Invitrogen). Os possiveis resultados
para as duas PCRs s&o apresentados em 2-4: Amostra ndo metilada (2), amostra metilada (3) e amostra hemi-metilada

(4). Em 5, C+ para metilagdo e em 6 controle positivo para amostra ndo metilada. Em 7, &gua + Mistura de PCR.

DISCUSSAO

O presente estudo investigou a frequéncia de infeccdo por Helicobacter pylori e pelo
virus de Epstein-Barr em 42 pacientes com cancer gastrico. A andlise foi retrospectiva, em
amostras de tecido fixado em formalina e incluido em parafina. Tal abordagem foi oportuna
porque permitiu detectar in situ a presenca de DNA destes agentes infecciosos em amostras do
tumor e da mucosa gastrica adjacente. Avaliou-se ainda a frequéncia de hipermetilacéo de
regibes promotoras dos genes da caderina-E e hMLH-1 e suas correlagbes com dados clinico-

patologicos dos pacientes.
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Em nossa casuistica a maioria dos pacientes foi do sexo masculino, com média de
idade de 62, 2 anos (Gréafico 01). Esse valor foi similar aos encontrados por outros autores

em nosso pais (Hassan et al., 2001).

N&o consideramos na presente analise a cor dos pacientes, devido a
heterogeneidade étnica da populacéo brasileira e a falta de critérios para delimitar cada etnia.

A localizagcdo mais freqiiente do tumor em nosso estudo foi no antro gastrico (61,9%),
conforme demonstrado no Gréafico 05, de modo similar ao relatado por autores (Seoane et al.,
2005; Harikumar et al., 2005 ). Na maioria dos casos havia invasdo de toda a parede do
estdmago pelo tumor (Gréafico 07), evidenciando lesdes em fase avancada de evolucao. De
fato, nossos resultados demonstraram que 71,4% dos casos encontravam-se nos estadios Il e
IV de evolucdo (Grafico 02), tal como descrito por outros autores (Isguder et al., 2005; Lo et
al., 1999). Esse fato pode ser reflexo do diagnostico tardio que em geral é feito para este tipo
de tumor, fazendo com que esses pacientes tenham um progndstico muito ruim.

O tipo histolégico mais freqliente na presente casuistica foi 0 adenocarcinoma intestinal
(Gréfico 03), de modo similar ao demonstrado por outros estudos em nosso pais e de outras
regides de alto risco para este tipo de neoplasia ( Seoane et al., 2005 ). O tipo intestinal ocorre
principalmente em individuos com idade mais avancada, € predominante entre os homens
localiza-se principalmente no estbmago distal e apresenta associacdo com a infeccao por
Helicobacter pylori.

No presente estudo a detec¢éo do H. pylori foi avaliada por dois métodos: pela anélise
histolégica, que permitiu a visualizacao direta da bactéria em 85,7% dos casos e pelo PCR,
para o gene ureaseC, que demonstrou a presenca de DNA da bactéria em 95% dos casos
(Gréfico 08).

O método de visualizagdo direta ao microscopio é eficiente e de baixo custo,
entretanto, requer habilidade diagnostica do analista para identificar a bactéria (Fallone et al.
1995). Ja o método de PCR, apesar do custo, € uma técnica que apresenta maior
sensibilidade, como pode ser documentado por nossos resultados, visto que foi capaz de
identificar o gendtipo do H. pylori em 5 amostras que haviam sido negativas ao exame

histolégico (Gréafico 08).
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No presente estudo o gene cagA foi detectado em 23 casos (54,7%) de cancer
gastrico. Este gene faz parte da ilha de patogenicidade cag, cujos genes expressam proteinas
do sistema de secrecao tipo 1V, capazes de transferir produtos bacterianos, incluindo a proteina
cagA para dentro das células do hospedeiro (Naumann, 2005). A presenca desse gene esta
relacionada a maior resposta inflamatéria do hospedeiro quando comparada a infeccdo por
cepas que ndo expressam esse gene (Lee, 2005). Nossos resultados estdo de acordo com
investigacOes prévias, que demonstraram que pacientes infectados por cepas de H. pylori que
expressam o0 gene cagA tem maior probabilidade de desenvolver cancer gastrico do que
aqueles infectados por cepas que nao expressam cagA (Parsonnet et al, 1997; Blaser et
al.,1995). No Brasil, Queiroz e colaboradores (1998) demonstraram em estudo de casos
controle desenvolvido em Belo Horizonte, Minas Gerais, que o status cagA tem alto impacto no
risco para desenvolvimento de cancer gastrico.

O alelo s1 do gene vacA foi detectado em 24 amostras, sendo que 15 amostras
(62,5%) foram positivas para CagA (Tabela 03). Portanto, nossos resultados inferem que o
alelo vacA sl apresentou maior correlagdo com as cepas positivas para cagA. Nossos dados
referendam informacgdes da literatura de que o alelo vacA sl é o que mais predomina em
amostras de H. pylori (Saribasak et al.,2004) (Tabela 03). Identificamos cepas vacA s2
somente em 4 amostras, sendo que 3 amostras foram cagA-. Esta associacgédo foi relatada em
estudo anterior (Ashour et al. 2002).

O alelo m1 do gene vacA foi detectado em 26 amostras, sendo mais prevalente que o
alelo m2, identificado somente em 3 amostras (Tabela 03). Deve-se destacar que m2 so6 foi
detectado em amostras cagA-. Nossos resultados estdo de acordo com informacgfes
epidemioldgicas de que m1 é mais prevalente (86.2%) do que m2 (13.8%) na peninsula Ibérica,
América Central e América do Sul (Van Doorn et al., 1999). Identificamos alelos multiplos s1/s2
ou m1/m2 em poucas amostras, que foram atribuidas a infecgédo por mais de uma cepa de H.
pylori.

Com relacdo a combinacdo dos diferentes alelos do Helicobacter pylori, verificamos
gue cepas cagA+slml foram encontradas em maior numero de casos de cancer gastrico
(Tabela 04). Na literatura observamos que cepas cagA+ s1/ml sdo mais virulentas (Atherton

JC, 1997). Bactérias com o gen6tipo ml estéo relacionadas com maior liberacao de citotoxinas
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(Ashour et al., 2002). Dessa forma, a presenca de cepas cagA+ s1/ml pode estar relacionada
a maior agressao e inflamagdo na mucosa, contribuindo para a génese do cancer gastrico.

N&o encontramos diferencas quanto a distribuicdo dos gendétipos cagA e vacA do H.
pylori em relacdo ao sexo e a idade dos pacientes. Apesar da presente casuistica ser pequena,
nossos resultados estdo de acordo com os relatados pelos estudos de Queiros e colaboradores
(1998), que também ndo observaram correlacdo dos gendtipos da bactéria com atributos
demogréficos em pacientes com cancer gastrico.

Relacionando cagA com o0s parametros anatomopatolégicos observamos que néo
houve diferencas significativas da prevaléncia de infecgdo pela bactéria, portadora ou ndo do
gene cagA, com o tipo histoldgico (Tabela 05). Nossos resultados estdo de acordo com a
literatura, que demonstraram a presenca de infeccdo por Helicobacter pylori tanto no cancer
gastrico do tipo intestinal quanto no difuso (Seoane et al., 2005). Além disso, quando
correlacionamos a presenca da bactéria com o estadiamento do tumor, verificamos maior
prevaléncia de infeccdo por Helicobacter pylori nos estadios Il e IV ( Tabela 06).

Quanto a localizagdo do tumor no estdbmago, nossos resultados demonstraram maior
prevaléncia de infeccao por Helicobacter pylori para as lesbes situadas no antro gastrico do
gue para as les6es situadas no corpo ou na cardia (Tabela 07), independentemente da cepa
possuir ou ndo o gene cagA.

Em sintese, a presenca de infecgdo por Helicobacter pylori avaliada em nosso estudo
pela andlise histoldgica, permitiu a visualizacdo direta da bactéria em 85,7% dos casos e pela
PCR, para o gene ureaseC, demonstrou a presenca de DNA da bactéria foi detectada em 95%
dos casos, sendo a combinacdo alélica mais frequente cagA+ vacA sl/ml. Estes resultados
destacam a alta prevaléncia de infeccao por Helicobacter pylori no estdmago de pacientes com
céancer gastrico desta regido estudada.

No presente estudo a pesquisa do virus de Epstein Barr (EBV) foi investigada por dois
métodos: PCR e hibridizagdo in situ (HIS), conforme demonstrado no Gréafico 09. A pesquisa
de infecgédo pelo virus de Epstein Barr por PCR demonstrou que esse método nao é especifico
para identificar a presenca do EBV nas células epiteliais da mucosa gastrica, visto que nao
permite discriminar a célula, epitelial ou linféide, que alberga o genoma do virus. Em

contrapartida, a maioria dos estudos utiliza atualmente a técnica de HIS, visto que permite
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visualizar o genoma do EBV, por imunohistoquimica, nas células do tumor e da mucosa
gastrica adjacente (Vo et al., 2002).

Em nosso estudo somente uma amostra foi positiva para a presenca de EBV (2,3%).
Ela pertencia a classe de paciente masculino, com lesdo deprimida no antro gastrico, do tipo
histoldgico intestinal, em estadio Ill. Estes atributos estdo de acordo com as informacdes da
literatura, que referem predominio de carcinomas associados ao EBV em homens (Koriyama et
al.2001; Shibata & Weiss, 1992; Gulley et al.,1996), situados predominantemente no antro
gastrico (Koriyama et al., 2001; Herrera-Goepfert et al., 1999).

Em sintese, a presenca de infeccéo pelo EBV avaliada em nosso estudo por HIS com
andlise imunohistoquimica e pela PCR, demonstrou apenas uma amostra positiva para este
agente etiologico. Estes resultados sugerem que o EBV, para essas amostras estudadas, nao
deve ter papel relevante na génese do cancer gastrico.

A analise do padrdo de metilacdo dos genes da caderina-E e hMLH-1 foi realizada pela
técnica MSP-PCR. Essa técnica, introduzida por Herman e colaboradores em 1996, é
atualmente umas das mais utilizadas, devido a facilidade e especificidade (Galm & Herman,
2005).

Verificamos que 30 (71,4%) das 42 amostras analisadas apresentaram padréo
metilado para o gene da caderina-E (Grafico 10). Tamura e colaboradores (2004) relataram
hipermetilacdo do gene da caderina-E em 51% dos casos de céancer gastrico. Chan e
colaboradores (2003) demonstraram hipermetilacdo do gene da caderina-E em 57% dos casos
de metaplasia intestinal, em 58% dos casos de cancer gastrico primario e em 65% dos casos
de cancer gastrico metastatico.

Das 30 amostras com hipermetilacdo do gene da caderina-E identificadas em nosso
estudo, 7 apresentaram padréo parcialmente metilado. Este resultado pode estar relacionado
ao fato de apenas algumas células apresentarem o promotor de caderina-E metilado enquanto
gue outras células apresentaram o padrdo parcialmente metilado. Ou ainda, como em cada
célula existem dois cromossomos homoélogos, apenas um alelo poderia estar metilado e no
outro alelo o promotor poderia estar preservado.

A inativagdo do gene da caderina-E parece estar relacionada a estagios mais

avancados do processo de carcinogénese, como por exemplo, com as etapas de invasao e
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metastase (Chan et al., 2003). Nossos resultados confirmam essa correlagéo, visto que a
maioria dos casos (23 amostras) que apresentavam padrdo hipermetilado (metilacdo nos 2
alelos) pertenciam a casos em estadios Ill e IV. Por outro lado, 7 casos nos estadios | e II,
apresentaram padréo parcialmente metilado para o gene da caderina-E.

Outro resultado que deve ser destacado € a correlagdo entre metilacdo do gene da
caderina-E e a presenca de metastases em linfonodos. As 23 amostras com metilagéo para o
gene da caderina-E identificadas em nosso estudo apresentaram metastases em linfonodos.
Alguns autores relataram que a caderina-E esta envolvida com profundidade de invasdo do
tumor (Chan et al., 2003). Entretanto, essa correlagdo nao foi significativa em nossos dados,
provavelmente devido a pequena dimensdo da casuistica. Outros autores mostraram que a
metilacdo em caderina-E é observada em >50% em estagios iniciais de carcinomas gastricos
do tipo difuso. Por outro lado, metilacdo do gene da caderina-E pode ser observada em
condicbes ndo neoplasicas (Tamura, 2002), isso explica o achado em nossa casuistica de
amostras nao neoplasicas que apresentaram metilacdo para caderina-E. Estes dados sugerem
gue outros fatores tais como idade ou inflamacao da mucosa podem contribuir para metilacéo
do gene da caderina-E. Por outro lado, dados de estudo com gastrites cronicas realizados por
Kang e colaboradores (2003a) demonstram 85,1% de metilagdo em caderina-E. Tais dados
sugerem a presenca de alteracdo de metilagdo neste gene em fases iniciais do processo de
tumorigénese do cancer gastrico, 0 que pode nos sugerir 0 mesmo como um potencial
marcador para a detecgdo precoce no processo tumorigénico da lesdo gastrica.

Os resultados do presente estudo demonstraram hipermetilacdo do promotor do gene
da caderina-E em 71,4% dos casos de cancer gastrico. Entretanto, ndo podemos inferir sobre a
perda de expressédo do gene caderina-E, ja que um estudo quantitativo ndo foi realizado.

Analisando o padrdo de metilacdo do gene da caderina-E e sua correlagdo com a
metilacdo do gene hMLH-1 observamos que a maioria das amostras (93%) com hipermetilacéo
do gene da caderina-E também apresentaram hipermetilacdo para hMLH-1 (Tabela 10). Isso
pode ser importante, pois ha a possibilidade de ocorréncia de diferentes eventos bioldgicos
ocorrerem a nivel tecidual, ocasionando a metilagdo desses genes e provavelmente a sua
inativacdo funcional. E desta forma corroborando para uma possivel maior agressividade deste

tipo tumoral.
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Deve ser destacado que dos 40 casos de cancer gastrico positivos para H. pylori 30
(75%) apresentaram padrdo metilado do gene da caderina-E. Além disso, verificamos que 60%
das amostras com metilacao do gene da caderina-E foram positivas para a presenca do gene
cagA (Tabela 11).

Relacionando os genétipos do H. pylori com a metilacdo do gene da caderina-E
verificamos que 12 (75%) das 16 amostras que apresentaram genotipo cagA+ s1/ml, foram
metiladas para caderina-E (Tabela 12). Apenas 1 amostra ndo metilada para caderina-E foi
negativa para H. pylori. Portanto, os resultados obtidos no presente estudo permitem inferir
gue possivelmente a cepa mais virulenta cagA+ vacA s1/m1 do Helicobacter pylori possa estar
envolvida no processo de metilagcdo do gene da caderina-E.

O padrdao metilado verificado nas amostras de cancer gastrico talvez possa estar
relacionado a inflamagdo ou ainda uma forma de protecdo das células a exposicdo a
mediadores inflamatérios que sao liberados em resposta a infec¢do pelo Helicobacter pylori
(Chan et al., 2003), visto que, a metilacdo esta significantemente associada a presenca de
infeccdo pelo H. pylori .

O Helicobacter pylori, detectado em 95% das amostras de céncer gastrico, esta
associado com aumento de mediadores inflamatérios assim como na gastrite crdnica, como a
interleucina-8 (IL8), GRO-a, MIP-1a, ENA-78 e MCP-1, na mucosa gastrica (Aguiiar, et al.,
2001). A IL8 é uma potente ativadora de neutrdéfilos. A ativacdo de neutroéfilos pode ajudar na
mobilizacdo do patdégeno, porém também pode levar a danos na superficie epitelial
aumentando o turnover celular, além de produzir espécies reativas de oxigénio e/ou nitrogénio
gue podem induzir danos oxidativos no DNA (Aguiiar, et al., 2001). Dessa forma, a infeccdo
cronica pelo H. pylori pode levar a danos no DNA e o processo de metilagdo do gene da
caderina-E pode ser desencadeado em funcdo dos mediadores ou como protecdo contra
posteriores danos genéticos nesse gene.

Podemos concluir que existe relagédo entre metilagdo do gene da caderina-E e infeccdo
pelo H. pylori em amostras de cancer gastrico. Além disso, podemos inferir que as cepas
cagA+ vacAsl/ml conhecidas por serem as mais patogénicas possam estar contribuindo para

o padrédo de metilacao no gene da caderina-E.
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Verificamos que 14 (33,3%) das 42 amostras analisadas apresentaram metilagdo para
o gene hMLH-1. Hong et al. em 2005 observou uma freqiiéncia em amostras de cancer
gastrico de 26% dos 100 casos estudados para metilacdo de hMLH-1. J& Kang e
colaboradores em 2003a, observou uma frequéncia de 20% entre os 80 casos de cancer
gastrico estudado. Talvez pelo pequeno numero de amostras que foram analisadas neste
estudo, os nossos dados ndo nos permitiram reafirmar o que diz a literatura.

Correlacionando a frequiéncia de metilagao do hMLH-1 com a presenca de cepas cagA
do Helicobacter pylori (Tabela 17) em nossas amostras de céncer gastrico, verificamos que
64% das amostras que estavam metiladas para hMLH-1 também foram positivas para a
presenca da cepa cagA+. Ndo observamos correlacdo entre os genétipos do H. pylori e
metilacdo do gene hMLH-1 em nossas amostras de cancer gastrico.

Verificamos que 7 (16,6%) das 42 amostras analisadas foram positivas para
Instabilidade de Microsatélites (MSI) pelo BAT-26. Esses dados nao diferem dos relatados na
literatura, que refere que cerca de 13 a 44% dos casos de céancer gastrico apresentam MSI
(Halling et al., 1999). Observamos positividade para o tecido normal adjacente ao tumor em
uma das 7 amostras positivas para MSI. Entretanto, esse tecido era constituido por metaplasia
intestinal, que pode apresentar instabilidade de microsatélites (Liu et al.,2005).

Observando a Tabela 23, verificamos correlacao entre a presenca de cepas de cagA+
do Helicobacter pylori e positividade para instabilidade de microsatélites, verificada em 85,7%
das amostras. Este parece ser o primeiro relato que correlaciona a freqiiéncia de cagA e MSI
em casos de céancer gastrico. Desta forma, podemos inferir sobre a importancia das cepas
cagA+ do Helicobacter pylori na indugdo da instabilidade de microsatélites, observada em
casos de cancer gastrico.

Outro dado interessante de nosso estudo foi a detecgdo da presenca de MSI somente
em casos de adenocarcinoma do tipo intestinal (Tabela 24). Nossos resultados foram
confirmados por estudo recente, que relatou alta freqiiéncia de instabilidade de microsatélites
em carcinomas do tipo intestinal (Choe et al, 2005).

Sabe-se que a instabilidade de microsatélites constitui fator de bom progndstico para
pacientes portadores de cancer gastrico (Wu et al., 2001). Dessa forma, a MSI deve estar

relacionada ao tipo histolégico de melhor prognéstico que € o intestinal (Wu et al,2000). Por
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outro lado, ndo observamos correlagcdo entre MSI e metastases em linfonodos (Wu et al.,2000;
Pinto et al., 2000), nem com o estadio do tumor. Entretanto foi observada uma correlacdo com
a localizacao antral do tumor (Tabela 26) e isso também foi verificado em alguns artigos (Wu et
al., 2000; Pinto et al., 2000).

Postula-se que a alta freqiéncia de erros de reparo do DNA pode levar ao
silenciamento de genes criticos cuja inativacdo pode levar ao desenvolvimento neoplasico. A
alta freqtiéncia de MSI no céancer gastrico esporadico pode estar relacionada a inativagéo
epigenética de hMLH1 em associacdo com a metilagdo do promotor e a perda da proteina
hMLH1 (Ishiguro et al, 2003). Leung e colaboradores em 1999 demonstraram que a
hipermetilacdo do gene hMLH-1 esta exclusivamente presente em alta freqiéncia nos casos de
céancer gastrico do tipo esporadico, que conseqiientemente apresentam alta frequiéncia de MSI.
Entretanto, ndo observamos em nosso estudo correlacdo entre o padrdo de metilacdo de
hMLH-1 e a freqliéncia de instabilidade de microsatélites (Tabela 29). Isto pode ser explicado
principalmente pela regido em que os oligonucleotideos flanqueiam, sendo que apenas regides
mais préximas da regido codificadora estdo diretamente relacionadas a presenca de
instabilidade de microsatélites (Ishiguro et al.,2003).

Em cancer gastrico estudamos apenas MSI em BAT26, sendo assim, estamos
detectando apenas altas instabilidades e provavelmente estamos perdendo algumas, dessa
forma, acreditamos que seja necessario o estudo de outros marcadores moleculares além de
BAT26, como foi sugerido em 1997 em Bethesda para HNPCC. Montando-se um painel de
referéncia com varios marcadores moleculares talvez possamos obter resultados mais
significativos e assim possamos nos dar base para discutir o papel da instabilidade de
microsatélites no cancer gastrico correlacionando com os parametros anatomopatolégicos.

A instabilidade de microsatélites € considerada marcador de bom prognéstico para
cancer. Alguns estudos sugerem que a infiltracdo de linfocitos e/ou altos indices de apoptose
sejam os mecanismos de melhor progndstico relacionados nos casos de cancer com MSI.
Nakata e colaboradores (2002) demonstraram intensa infiltracdo de leucécitos no tumor em
amostras de cancer do célon com MSI. Enquanto que no mesmo ano Michael-Robinson e
colaboradores (2002) observaram altos indices de apoptose nas células neoplasicas em casos

de cancer do coélon positivos para MSI .
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Portanto, a deteccdo de MSI é relevante, visto que constitui marcador de bom
prognéstico. Em nosso estudo, a freqiiéncia de MSI estd de acordo com as informacdes da
literatura. As caracteristicas anatomopatoldgicas de nossos casos positivos para MSI, tais
como, tipo histolégico intestinal e auséncia de metastase em linfonodos, sédo preditivas de bom
prognéstico. Desta forma, podemos concluir que os casos de céancer gastrico com MSI

identificados no presente estudo sdo menos agressivos do que o0s negativos para MSI.
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Consideracdes Finais



Amostras arquivadas a partir de 1998 foram utilizadas neste trabalho e aquelas mais
recentes mostraram-se melhores e mais adequadas as analises, contudo o trabalho pode ser
realizado com sucesso desde a extragdo do material nucléico até as analises moleculares
propostas.

Os resultado encontrados por este trabalho nos permitem concluir que a presenca do
agente Helicobacter pylori e principalmente das cepas cagA+ m1/sl na tumorigénese géstrica é
de alta relevancia para a progressdo da mesma. Bem como o método de deteccdo molecular
pela amplificacéo de genes especificos € o método de escolha mais eficaz. A baixa deteccdo
do agente EBV nesta casuistica quando comparada a literatura nos sugere um papel pouco ou
nao relevante deste agente na carcinogénese gastrica, porém ainda deve ser tema de novos
estudos, principalmente com a técnica de HIS que se mostrou bem mais adequada para a
analise.

Foi possivel estabelecer uma relagdo entre a hipermetilacdo do promotor do gene da
caderina-E e infeccéo pelo H. pylori, nesta casuistica estudada. Tal metilagdo correlaciona-se
com casos metastaticos, assim € de vital importancia um maior aprofundamento nesses
estudos com a andlise a nivel protéico para assim se comprovar o real impacto desta metilagao
na biologia do tumor.

E possivel ainda inferir a relacdo entre infeccéo por cepas de cagA+ do Helicobacter
pylori e instabilidade de microsatélites nessas amostras tumorais. O trabalho com material de
arquivo é de grande valia no sentido em que as amostras estdo presentes na Instituicdo e
dados relacionados a sobrevida do paciente podem ser acessados com maior facilidade, por
ser um estudo retrospectivos, infelizmente ndo foi possivel o acesso aos dados clinicos
relevantes a ampliagdo da discussdo dos achados devido a falhas no sistema de

documentacdo dos mesmos.
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Extracdo do DNA

a) Desparafinizacdo das amostras

Os cortes histoldgicos foram colocados em trés tubos separados e submetidas a
extracdo do DNA. A desparafinizacao foi feita adicionando-se 1,5 ml de xilol e incubacdo a
37°C por 20 minutos. Os tubos foram centrifugados a 13.000 rpm por 5 minutos e o
sobrenadante foi descartado, seguido de novas trocas de xilol até completa remocgédo da
parafina. Apés a centrifugacdo e remocao de todo o xilol, o precipitado foi reidratado com
sucessivas trocas em: etanol 100%,75%, 25% e finalmente agua, sendo cada troca precedida
de homogeneizacdo e centrifugacdo a 13.000 rpm por 5 minutos e remog¢do completa do
sobrenadante.

b) ApGs a remocgédo da parafina, foi testado e utilizado o kit para extracdo Nucleon Hard
Tissue for DNA extraction from paraffin section Amersham Biosciences* (cat# RPN 8509),
utilizado conforme especificagéo abaixo:

Na amostras foram adicionados 350 ul do reagente B* e 20 ul da solugéo de proteinase
K* (10 mg/ml) (ou mais se a amostra ndo estivesse bem digerida), e deixadas incubar a 55 °C
por uma noite. Posteriormente, para a desproteinizacdo foram adicionados 110 ul da solucédo
de perclorato de soédio* (5M), misturados por inversdao. Para a extracdo do DNA foram
adicionados 600 ul de cloroférmio e misturados por inversao. A esta mistura foram adicionados
150 pul da resina nucleon* e sem misturar as fases, foram centrifugadas a velocidade maxima
por 1 minuto. A precipitacdo do DNA se deu pela transferéncia da fase superior (sem perturbar
a camada de resina nucleon - de cor marrom) para um tubo limpo de polipropileno tipo
eppendorf de 2,0 ml, devidamente identificado. A mistura foram adicionados 2 volumes de
etanol 100% gelado, e apOs ser misturado por inverséo foi deixado em repouso a -20 °C por 1-
2 horas para a precipitacdo do DNA (nesta fase quando necesséario foi adicionado 1 ul da
solucédo de glicogénio 20 pg/ml). A mistura foi submetida a uma centrifugacéo a velocidade
maxima por 15 minutos, o sobrenadante foi desprezado e ao precipitado foram adicionados 1ml

de etanol 70% gelado, misturado por inversdo, e novamente centrifugado a velocidade maxima
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por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e ap6s secagem do precipitado a temperatura
ambiente, o DNA foi re-hidratado em 40ul de agua estéril e posteriormente incubado a 65°C
por 1 hora. Apds a extracdo as amostras foram divididas em aliquotas e armazenadas em
freezer —70°C até o momento do experimento.

c) Além do kit Nucleon Hard Tissue for DNA extraction from paraffin section a técnica
de extragdo do DNA de material parafinado foi padronizada utilizando o Genomic DNA
Purification Kit ( promega) * para extracdo de material fresco. Para utilizacdo deste kit o
material foi primeiramente desparafinizado, logo apos foi adicionado 300 pl da solugéo de lise
nuclear* na amostra e em seguida 20 pl da solucdo de proteinase K* (10mg/ml). A amostra foi
incubada a 55°C por uma noite, ou até completa digestdo do tecido. Posteriormente foi
adicionado 3 pl da solucdo de RNAse* e novamente a amostra foi incubada por 30 minutos a
37 °C e a esta mistura foi adicionada 300ul da solugdo de precipitacdo de proteina* e apos
agitar em aparelho tipo vértex, as amostra foram resfriadas em gelo por 5 minutos, seguidas de
uma centrifugacdo a velocidade maxima por 4 minutos. Para a precipitacdo do DNA o
sobrenadante foi transferido para um novo tubo contendo 600 pl de isopropanol a temperatura
ambiente e apOs mistura por inversao a amostra foi centrifugada a 14.000 rpm por 1 minuto. O
sobrenadante foi removido e ao precipitado foi adicionado etanol 70% e lavado por
centrifugacdo. O DNA depois de seco foi re-hidratado em 40 ul em agua estéril e incubado a
65°C antes do uso. Ap0Os a extragdo as amostras foram alicotadas e armazenadas em freezer
-70°C até o momento dos experimentos.

*Material fornecido pelos Kits.

Andlise da qualidade do DNA extraido através da amplificagdo do gene GAPDH

Apos a extracdo do DNA gendmico dos tecidos coletados, a presenca e a qualidade do
mesmo foi monitorada através da amplificacao por PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) de
1ul de DNA para o gene constitutivo GAPDH (Gliceraldeido 3 — fosfato). Esse gene foi
selecionado para amplificacdo, pois o produto de seus oligonucleotideos apresenta tamanho
semelhante aos produtos dos genes que desejavamos amplificar, além de ser um bom gene

constitutivo. Como controles positivos para a reacao, foram utilizadas amostras de doadores de
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sangue cuja reacdo de PCR ja tivesse sido positiva para o gene GAPDH e submetidas ao
seqglienciamento de seu DNA em sequenciador automatico ABI Prism 377 (Applied Biosystems)
e comparadas as seqiiéncias dos bancos de dados genémicos publicos para verificagdo de

suas especificidades (GenBank) (www.nchbi.nlm.nih.gov).

O produto amplificado foi observado em gel de poliacrilamida 6% nao desnaturante
(devido sua maior sensibilidade e melhor visualizacdo do produto de amplificacéo), segundo
manipulacdes descritas em Sambrook e colaboradores (2001), corado por nitrato de prata. 7 ul
do produto de amplificagdo foram utilizados, 2 ul de 10X Blue Juice (Invitrogen, cat# 10816-
015) diluido 1/1 em agua deionizada. Foram utilizados 4 pl do marcador de peso molecular de
DNA de 100pb diluido para 100 ng (Invitrogen, cat #15628-050). Para a corrida de eletroforese

utilizamos tampé&o TBE 1X sob 100Volts durante 40 minutos.

Deteccdo da presenca da bactéria Helicobacter pylori através da amplificagdo por PCR
do gene ureaseC

Para a deteccéo da bactéria foi utilizada a técnica de PCR, amplificando-se uma regiédo
do gene ureaseC. A referéncia, seqiiéncia dos oligonucleotideos, tamanho do produto a ser
amplificado se encontra na Tabela 01. A visualizacdo da amplificacdo foi realizada em gel de
poliacrilamida 6% n&o desnaturante (Sambrook et al., 2001) corado pelo nitrato de prata.
Foram utilizados 7 pl do produto de amplificacdo, misturados a 2 pyl de 10X Blue Juice
(Invitrogen, cat# 10816-015) diluido 1/1 em agua e 4 ul do marcador de peso molecular de
DNA de 100pb diluido para 100ng (Invitrogen, cat# 15628-050) diluido conforme recomendado
pelo fabricante. Para a corrida de eletroforese foi utilizado tampdo TBE 1X sob voltagem de

100V durante 40 minutos.

Genotipagem das cepas de H. pylori, amplificando seus principais genes de viruléncia:
vacA (sl/s2, m1/m2) e cagA

A genotipagem das cepas de HP foi realizada utilizando-se a técnica de PCR. Para a
amplificacéo do gene cagA e vacA foram utilizados 1 pl de DNA e oligonucleotideos especificos

para cada regiao descritos na Tabela 01, onde também esta descrito o tamanho do produto a
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ser amplificado e a referéncia. A visualizacdo do produto da PCR foi realizada através de gel
de poliacrilamida 6% n&o desnaturante e corado com nitrato de prata, como ja descrito
anteriormente. 7ul do produto de amplificacdo, 2 ul de 10X Blue Juice (Invitrogen, cat# 10816-
015) diluido 1/1 em agua e 4 pl do marcador de peso molecular de DNA de 100pb diluido para
100 ng (Invitrogen, cat# 15628-050) diluido conforme recomendado pelo fabricante. Para a
corrida de eletroforese foi utilizado tampéo TBE 1X submetido a voltagem de 100V durante 50
minutos. Um tempo maior (80 minutos) foi necessario para a corrida de eletroforese para vacA
sl/s2, garantindo uma boa separacdo dos segmentos, que apresentam pouca diferenca em

comprimento.

Andlise do Padrao de Metilagdo das ilhas CpG do promotor do gene caderina-E e hMLH

por MSP- PCR

Para o tratamento com bissulfito de sodio foram necessarios 2 pug de DNA de cada

amostra em um volume final de 17 ul (diluido em &agua estéril). O tratamento foi realizado

conforme descrito abaixo:
Desnaturacdo do DNA:

e Foi adicionado 1ul de Esperma de Salmao (Invitrogen, cat# 15623-011);

e A seguir, adicionou 2 pl de NaOH 3M;

e As amostras foram homogeneizadas por agitacao em aparelho tipo vortex e incubadas por
20 minutos a 50°C em banho seco;

Tratamento com Bissulfito de Sédio:

e Solugbes para cada amostra:

Bissulfito de Sodio (Sigma, cat#101K0157).......0,237 ¢

Solucio 1 | Aguaesterilizada a 80 °C............cccocveverivereneenns 0312 ml
(N L0 o I |V 0,087 g
Hidroquinona (Sigma, cat#32K2524).................. 0,014 ¢
Solugéo 2 [
Agua esterilizada a 80 °C..........cc.ccervereereereererrerrennnn. 5mi
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e Apos a dissolucao das solugbes de Hidroquinona e Bissulfito de sédio com auxilio de um
vortex, nesta Ultima solugéo foi adicionada NaOH 2M (necessario para certa o pH para 5,0);

e A seguir, adicionamos metade da solucdo de hidroguinona ao bissulfito e homogeneizamos
com auxilio do vortex.

e Em cada amostra adicionamos 500 pl desta solugéo e incubamos a 70 °C durante 3 horas.
Os tubos com as amostras tratadas foram envolvidos com papel aluminio, pois a hidroquinona
é fotossensivel.

Purificacdo do DNA tratado com Bissulfito de Sédio

Para a purificacdo das amostras utilizamos o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up

System (Promega, cat# A9281) e procedemos como relatado abaixo:

¢ Identificamos os tubos do kit e os tubos de polipropileno de 2ml.

e Adicionamos as amostras a solugdo Membrane Binding* na mesma proporc¢ao.

e A solucao foi homogeneizada por inversao.

e A mistura foi transferida para SV Minicolum* do kit de purificagao.

e A minicoluna com a mistura foi incubada a temperatura ambiente por 1 min.

e Submetida a centrifugacéo a 10000 g por 1 min. O produto de centrifugacao foi

descartado e depois retornamos a SV Minicolum* para 0 mesmo tubo.

e Foram adicionados 700 pl de solugdo Membrane Wash* na minicoluna.

e Submetida a nova centrifugacdo a 10000 g por 1 min. O produto de centrifugacéo foi
descartado e depois retornamos a SV Minicolum* para 0 mesmo tubo.

e Depois adicionamos 500 ul de solugdo Membrane Wash* na minicoluna.

e Submetida novamente a centrifugagcdo a 10000 g por 5 min. O produto de centrifugacéo foi
descartado e depois retornamos a SV Minicolum* para 0 mesmo tubo.

e Centrifugamos novamente a 10000 g por 1min.

e Transferimos a coluna para um novo tubo.

e Adicionamos 45 pl de H,O a 80 °C e incubamos por 1 min a temperatura ambiente.

¢ A minicoluna foi centrifugada a 14000rpm por 3 min.

e A seguir, retiramos e descartamos a coluna.
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e Adicionamos 5 ul de NaOH 3M e incubamos a temperatura ambiente por 10 min.

*material fornecido pelo kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System

Precipitacdo do DNA purificado

e Foram adicionados 75 pl de acetato de aménio 5M na amostra purificada.

¢ Incubamos a solucao por 5 minutos para completar a deaminagéo.

e Depois adicionamos 350 pl de etanol 100% gelado a solugéo e 1pl de glicogénio
(Invitrogen, cat#10814-010) 20 pg/pl.

e A amostra foi incubada a —20 °C por 12 horas.

Ressuspenséao

e A amostra foi submetida a centrifugacdo a 14000rpm por 15 min e a seguir retiramos o
sobrenadante.

e Adicionamos 500 pl de etanol 70% gelado.

e Novamente a amostra foi submetida a centrifugacdo a 14000rpm por 15 min.

e O precipitado foi seco em temperatura ambiente.

¢ Ressuspendemos o DNA em 20 ul de agua estéril e incubamos a 65°C por 15 min.

e O DNA dissolvido foi armazenado em Freezer —70°C, até o momento do uso. O tratamento
com bissulfito de sodio converte as citosinas nao metiladas em uracilas, enquanto que as
citosinas metiladas permaneceram inalteradas. Essas uracilas foram posteriormente
convertidas em timinas durante a PCR.

Os produtos amplificados foram visualizados em gel de poliacrilamida néo
desnaturante 6% (Sambrook et al., 2001), corado pelo nitrato de prata (Sanguinetti et al.,
1994). Para a eletroforese foi utilizado tamp&o TBE 1X submetido a voltagem de 100V durante
40 minutos. Como controles positivos foram utilizados DNA gendémico de individuos sem a
doenca tratados com a enzima CpG metilase (New England BiolLabs, cat # M0226S).

Para analise do padrdo de metilacdo dos promotores dos genes da caderina-E e
hMLH-1 foram realizadas amplificacbes com DNA concentrado e para alguns casos DNA
diluido (1:2 e 1:4), visto que, ndo foi possivel a amplificacdo de algumas amostras com DNA

concentrado.
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Reacédo de Seqlenciamento dos DNAs

Em microplacas de PCR foram distribuidos 8ul da seguinte solugéo:

Reacdo de Sequenciamento

Reagentes Volumes (pL)
H,O esterilizada 3,6
BigDye (Kit ABI PrimsTM) 4,0
Oligonucleotideo sense ou anti-sense (1pmol) 0,4
Produto amplificado por MSP-PCR (amostra) 2,0
Volume Final 10

Para cada pocgo da microplaca, foram transferidos 2,0 pl do produto obtido pela MSP-

PCR, homogeneizando bem com micropipeta. A ciclagem utilizada para a reacdo de PCR de

seqglienciamento foi a seguinte:

Ciclagem PCR de Seqiienciamento Temperatura (°C) Tempo

Ciclos Temperatura (°C) [Tempo
Desnaturacéo inicial 95 5 min
Desnaturacéo 96 10seg

N° de
Anelamento 50 5 seg ciclos:

40

Extenséo 60 4 min
Extensao final 4 o0

Precipitacdo das amostras de DNA em microplaca

A precipitacdo das amostras foi realizada da seguinte forma:
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Em cada poco da microplaca de PCR de sequienciamento foram adicionados 40uL da
solugao: 3.300 pl de isopropanol e 1.100 ul de agua estéril. A solugédo contida na microplaca foi
homogeneizada em agitador tipo vortex por 1 minuto.

A seguir, a microplaca foi incubada por 15 minutos a temperatura ambiente e protegida
da luz. Procedeu-se a centrifugacdo da microplaca a 4.000 rpm por 25 minutos a 18°C. A
microplaca foi invertida para o descarte do sobrenadante e colocada invertida sobre papel
absorvente.

Em seguida, foram adicionados em cada poco da microplaca 130 pl de etanol 70%
(10.010 pl etanol 100% + 4.290 pl de agua estéril), preparados no momento do uso.

Novamente a microplaca foi homogeneizado no agitador tipo vértex por 1 minuto e, a
seguir centrifugada a 4.000 rpm por 5 minutos.

O sobrenadante foi descartado e o excesso de solugdo retirado por pulso de
centrifugacdo com a microplaca invertida sobre papel absorvente. A microplaca foi seca em
termociclador a temperatura de 90°C por 2 minutos. Depois a placa foi mantida embrulhada
com papel aluminio a -20°C até o momento do uso.

Desnaturacdo das amostras

Em cada pogo da microplaca foram aplicados 2,0uL de loading dye (Applied
Biosystem®) contendo formamida, depois a microplaca foi agitada durante 1 minuto no
aparelho tipo vortex.

A sequir, foi realizado um pulso de centrifugacéo da microplaca por 2 segundos a 1000
rpm, as amostras foram desnaturadas em termociclador a 95°C por 3 minutos. A microplaca foi
mantida em gelo iumido embrulhado com papel aluminio até o momento da aplicacdo das
amostras no gel.

Anédlise dos resultados gerados por seqlienciamento automatico

O sequenciador automatico ABI 377-Applied Biosystem® foi utilizado para a analise
das sequéncias produzidas. As sequéncias geradas foram analisadas e comparadas as
seqliéncias disponiveis em bancos de dados (GenBank) (www.ncbi.nlm.nih.gov) dos genes

Caderina-E e hMLH-1. Os resultados obtidos foram analisados individualmente utilizando o

100



programa de alinhamento de sequiéncias BioEdit (www.mbio.ncsu.edu/bioedit.htm) e a analise

dos genes estudados foram visualizados através da analise dos cromatogramas.

Andlise da Presenca do Virus de Epstein Barr (EBV)
PCR para deteccao do EBV

Na reacdo de PCR para o gene EBNA-1 foi utilizada uma solu¢do contendo: Tamp&ao
de reacdo 10x [200mM Tris-HCI, 500mM KCI (pH 8.4)], 1,5mM MgCl, (50 mM), 0,2mM de cada
dNTP (10 mM), 1u de Platinum Tag DNA polimerase (5u/ul) (Invitrogen Life Technologies),
5pmoles de cada oligonucleotideo (sense e anti-sense), 1ul de DNA molde concentrado e agua
g.s.p. para 25.0 pl.

O produto amplificado foi visualizado em gel de poliacrilamida 6% n&do desnaturante
(Sambrook et al., 2001) corado pelo nitrato de prata (Sanguinetti et al., 1994). Para a corrida de
eletroforese foi utilizado tampao TBE 1X submetido a voltagem de 100V durante 40 minutos.

Hibridacgao in situ (HIS) para deteccdo do EBV

A HIS foi realizada no Departamento de patologia na Universidade Federal do Ceara-

Fortaleza, em colaboracdo com a Dra. Silvia Helena Barem Rabenhorst.

Em resumo, cortes histolégicos de 5um foram submetidos aos seguintes procedimentos:

e Desparafinizacao e desidratacdo em xilol e gradiente de alcool;
¢ Incubacédo das laminas com proteinase K;
e Desidratacao;

¢ Incubacédo das laminas com solugéo de pré-hidratacéo por 2 horas;

Incubacao das laminas com solucdo hibridacédo, contendo a sonda na concentracdo de
0,25 ng/ul, por 12 horas;

e Lavagens pos-hibridacao em solugdo 2xSSC;

e Incubacdo com substrato (peréxido de hidrogénio) e solucdo de diaminobenzidina (DAB)
como cromaégeno;

e Contra coloracao com verde de metila.
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Analise de MSI em BAT26

A andlise de Instabilidade de Microsatélites em BAT26 foi realizada no Instituto Ludwig
de Pesquisa sobre o Céncer - Sao Paulo, em colaboragéo com a Dra. Otavia Luisa Caballero e

com o auxilio do técnico Fabricio Carvalho.

Para as analises de MSI em BAT26 na mucosa gastrica foram utilizados
oligonucleotideos que amplificam 26 repeticbes mononucleotidicas de adenina. O
oligonucleotideo sense foi marcado com fluorescéncia 6-FAM, foi utilizado um marcador de
escala alélica ROX. A amplificacdo do DNA foi realizada para um volume final de 25 pl
contendo 1X PCR buffer, 6.0 mM de MgCl,, 0.2 uM de dNTPs, 0.4 uM de cada
oligonucleotideo, 2 unidades de Platinum Tag DNA Polymerase (Invitrogen, cat # 10966-030) e
1 ul de DNA. Foi utilizado o termociclador Gene Amp PCR System 9700 (Applied Biosystems).

A andlise dos resultados foi realizada utilizando-se o software GeneScan.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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