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Fatores genéticos e ambientais envolvidos na carcinogênese gástrica

RESUMO ­ O câncer gástrico é o segundo tipo mais comum de neoplasia

no mundo. A carcinogênese de estômago é um processo de múltiplos

passos, podendo manifestar­se em várias etapas como gastrite

superfícial, gastrite atrófica crônica, metaplasia intestinal, displasia e,

finalmente, como um carcinoma. Essas condições costumam ser

sequenciais e ocorrer num período de muitos anos como resultado da

exposição a uma variedade de fatores endógenos e exógenos, os quais

causam alterações genéticas. Os recentes avanços da Genética

Molecular têm mostrado que o acúmulo dessas várias alterações,

incluindo a ativação de oncogenes e a inativação de genes supressores

de tumor, resultam no desenvolvimento do câncer. Alterações genéticas

descritas em carcinomas gástricos incluem amplificações e mutações dos

genes c­ERBB2, K­RAS, c­MET e TP53. O ganho de cromossomos

também foi encontrado em várias combinações com perda de outros

cromossomos e pode estar associado com a expressão elevada de

oncogenes, que contribuem com a progressão tumoral. Essas mudanças

genéticas em carcinomas evidenciam o processo de múltiplas etapas da

carcinogênese gástrica, por meio do acúmulo de uma série de alterações.

DESCRITORES ­ gastrite, úlcera gástrica, atrofia, câncer gástrico,

alterações cromossômicas, genes.

EV
AVAVAY

2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



Fatores genéticos e ambientais envolvidos na carcinogênese gástrica

O câncer de estômago é o segundo tipo mais comum de neoplasia

em incidência e mortalidade, sendo duas vezes mais frequente no sexo

masculino do que no feminino” , principalmente entre os idosos. À

frequência na população é baixa aos 40 anos e aumenta

progressivamente com a idade até atingir seu valor mais elevado por volta

dos 70 anos nos homens e um pouco mais tarde nas mulheres”.

As estatísticas mundiais mostram uma distinta variação

geográfica*). Por exemplo, taxas elevadas são encontradas no Japão,

Chile, China, Portugal e Rússia enquanto, em outros países, essas taxas

têm declinado, como na França, Reino Unido, Austrália, Canadá e

Estados Unidos. No Brasil, as estimativas para 2002 apontaram para

27)mais de 20 mil casos novos e 11 mil óbitos*”) sendo, na cidade de São

Paulo, o tipo de neoplasia mais comum entre os homens e o terceiro

entre as mulheres”.

O prognóstico do câncer gástrico avançado é extremamente ruim,

com taxas de sobrevivência de cinco anos entre 5 a 15%º. Tal fato é

consequência do diagnóstico ser realizado em estágios avançados na

maioria dos casos e dessa doença mostrar taxa de recorrência próxima a

0% O prognóstico80%, mesmo quando é realizada a gastrectomia

depende da extensão da invasão do câncer, do comprometimento das

estruturas adjacentes e da presença ou ausência de metástases em

nódulos linfáticos e outros órgãos distantes.
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Fatores genéticos e ambientais envolvidos na carcinogênese gástrica

A tumorigênese gástrica, assim como de outros órgãos, é um

processo de múltiplas etapas que, clinicamente, pode manifestar­se como

gastrite, atrofia gástrica, ulcerações, metaplasia intestinal, displasia e,

finalmente, como uma neoplasia maligna”). Essas condições costumam

ser sequenciais e ocorrer num período de muitos anos como resultado da

exposição a uma variedade de fatores endógenos e exógenos. Às

principais consequências da ação de tais fatores são as mutações

somáticas, como em oncogenes e genes supressores de tumor, que

conferem às células vantagens seletivas de proliferação“.

A gastrite é a lesão que mais frequentemente afeta o estômago e é

definida como uma inflamação da mucosa gástrica. A gastrite aguda é

raramente observada em biópsia de rotina, por causa de sua

característica transitória. Na gastrite crônica, as lesões vão desde um

processo inflamatório superficial até a atrofia do epitélio, que é

evidenciada pela perda significativa de estruturas glandulares e mostra­se

algumas vezes associada a metaplasia intestinal. Aproximadamente 10%

dos pacientes com atrofia gástrica desenvolvem carcinoma em um
(9período de 15 anos ) sendo, por isso, considerada uma lesão pré­

maligna”.

Em 60­80% dos casos, existe uma associação entre gastrite e

úlcera gástrica. Vários dados da literatura mostram que entre os fatores

etiológicos da úlcera estão defeitos primários na resistência da mucosa

ou alterações quantitativas ou qualitativas do seu muco, além de alguns
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Fatores genéticos e ambientais envolvidos na carcinogênese gástrica

fatores ambientais, como a ingestão de aspirina não­tamponada, álcool e

medicamentos antiinflamatórios não­esteróides(?**,

Os pacientes com úlceras apresentam níveis reduzidos ou normais

de ácido gástrico. Hansson et al. 6? mostraram que, entre aqueles com

redução na produção desse ácido e pangastrite, existe um risco maior de

câncer do que nos pacientes com úlcera duodenal, que têm níveis

elevados de ácido e geralmente também exibem gastrite,

predominantemente na região antral. É importante referir que a ressecção

gástrica como tratamento da úlcera não diminui esse risco”**.

Eventualmente, acompanhando uma gastrite ou durante o

processo de cicatrização da mucosa gástrica, é observada a metaplasia

intestinal, que é decorrente da transformação do epitélio de revestimento

e glandular em células absortivas colunares metaplásicas intercaladas por

células caliciformes de morfologia intestinal. Essa lesão está associada à

infecção por Helicobacter pylor"* e, embora as características do

intestino delgado predominem, em algumas situações as características

do epitélio colônico estão presentes, originando a metaplasia do tipo

incompleto, que é o mais relacionado ao câncer gástrico”.
Com uma gastrite crônica de longa duração, o epitélio desenvolve

alterações citológicas, incluindo alterações de tamanho, formato e

orientação das células epiteliais com atipia dos núcleos. Essas alterações

displásicas podem se tornar tão graves a ponto de constituírem um
(11,34)carcinoma in situ , principalmente do tipo intestinal que provém de
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Fatores genéticos e ambientais envolvidos na carcinogênese gástrica

formas atróficas de gastrite. Já o tipo difuso surge originalmente, sem

evolução por meio de displasia.

O adenocarcinoma representa 90­95% dos casos de neoplasias

9) sendo classificado com base em aspectosmalignas do estômago

histopatológicos e clínicos em dois tipos: intestinal e difuso”). As lesões

tipo intestinal são as mais frequentes, bem diferenciadas, dependentes

de fatores ambientais e associadas com a presença de lesões pré­

cancerosas, como gastrite crônica, atrofia gástrica, metaplasia intestinal e

(57)displasia”. São encontradas predominantemente em homens e em

indivíduos mais idosos. O tipo difuso é pouco diferenciado, tem

prognóstico ruim e não está associado a lesões pré­cancerosas”*). É um

pouco mais frequente em mulheres e pacientes jovens e tem uma alta

ocorrência famiílial, principalmente entre indivíduos com tipo sangúíneo

Aco»

Diferenças nos critérios de diagnóstico do câncer gástrico inicial

entre patologistas japoneses e ocidentais, resultam na falta de

entendimento por parte dos clínicos. Segundo Ming and Hirota*? ; que

exemplificam a opinião de autores ocidentais, a maioria dos carcinomas

gástricos são diagnosticados após um ano da presença de displasia,

sugerindo que o câncer já estava presente no momento da detecção

dessa lesão pré­cancerosa. Portanto, ambas lesões ocorreriam

concomitantemente e, o desenvolvimento do carcinoma seria mais

frequentemente em áreas com displasia severa. Já na opinião dos
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Fatores genéticos e ambientais envolvidos na carcinogênese gástrica

patologistas japoneses, a gastrite atrófica com metaplasia evoluiria

diretamente para o câncer sem a etapa de displasia, sendo bem

representada no trabalho fundamental de Nakamura et al. É?

FATORES ETIOLÓGICOS DO CÂNCER GÁSTRICO

Existem muitos dados epidemiológicos sugerindo que fatores

genéticos e ambientais têm um papel importante na etiologia do câncer

gástrico. Entre esses últimos, estão o consumo elevado de sal, álcool,

cirurgia gástrica anterior, infecção por H. pylori e história de lesões

(11114 Existem também indicações de que a ingestão ou abenignas

formação intragástrica de compostos nitrosos ou outras substâncias

genotóxicas, assim como o refluxo de bile em indivíduos com gastrite­

Helicobacter pylori positivo, induzem ao aparecimento da metaplasia

intestinal e de lesões neoplásicas( 234”),

No caso de compostos nitrogenados e seus metabólitos, acredita­

se que sua ação esteja relacionada com a inibição de vitamina C e de

outros antioxidantes que protegem o DNA”, São capazes de

provocar a desaminação de purinas e pirimidinas do DNA, do mesmo

modo que o óxido nitroso, já referido como responsável por mutações de

ponto no gene supressor de tumor TP53º,

Ao contrário desses compostos, os carotenóides, as vitaminas C e

E, o folato e o selênio presentes em frutas e vegetais estão relacionados

com a diminuição no risco de aparecimento do câncer gástrico".
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Fatores genéticos e ambientais envolvidos na carcinogênese gástrica

Um fator ambiental bastante estudado é a presença do H. pylori,

considerado o principal agente etiológico em mais de 95% das gastrites

crônicas e responsável pelo aumento do risco de câncer em até nove

(37)vezes É reconhecido como agente desencadeante de diferentes

alterações gástricas, como inflamação crônica assintomática, dispepsia,

(40,66)úlcera, adenocarcinomas e linfomas . Entretanto, a infecção por H.

pylori parece não ser suficiente para o desenvolvimento do câncer, cujo

risco é de apenas 1% entre os indivíduos infectados. Na África, por

exemplo, a infecção por essa bactéria é observada em crianças de pouca

idade, mas nem por isso o câncer gástrico é comum nesse país(?**O,

Apesar disso, 60­80% dos casos de neoplasia mostram a presença dessa

bactéria”,

O conhecimento sobre o papel do H. pylori na tumorigênese ainda

é incompleto. Sabe­se que essa bactéria secreta urease, uma enzima

responsável pela produção de amônia, além de proteases e fosfolipases,

que degradam as glicoproteíinas presentes na mucosa gástrica e

danificam suas células”). Outra característica importante é a virulência

dessa bactéria, pois existe uma forte associação entre cepas H. pylori­

cagA positivas e ulceração gástrica. O gene cagA (cytotoxin­associated

gene) faz parte da chamada ilha de patogenicidade cag, cujos genes

expressam proteinas do sistema de secreção tipo IV, capazes de

transferir produtos bacterianos, incluindo a proteína cagA, para dentro

das células do hospedeiro.
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Um segundo gene relacionado a virulência, o vacA, é responsável

pela codificação de uma citotoxina vacuolizante e apresenta uma ampla

diversidade alélica. As isoformas descritas incluem s1a, s1b, sic, s2, mí,

mia, m1*, m1­m2*, m2a e m2b, algumas delas com maior virulência,

como s1/m1. Existem relatos de que a associação da variante sia ao

produto do gene cagA é responsável por um processo inflamatório severo

na mucosa gástrica.

O gene iceA também tem sido estudado em cepas de H. pylori,

sendo suas principais variantes alélicas a iceA1 e a iceA2Z2. A função

desses subtipos ainda não está clara. A expressão do alelo iceA1 é

regulada pelo contato entre o H. pylori e as células epiteliais do

hospedeiro e alguns dados sugerem sua participação no desenvolvimento
(50,67) (28)de ulceração péptica , enquanto outros não“ ”.

Quanto aos fatores genéticos na tumorigênese gástrica, há

indicações de que apenas 4% dos casos são familiais”*). Apoiando esses

dados estão os estudos sobre as variações na incidência da doença em

migrantes em decorrência de mudanças ambientais, principalmente dieta

e fatores culturais. Na China, a frequência de câncer de estômago em

homens foi 4 a 6 vezes mais elevada, quando comparada aos migrantes

chineses residentes nos USA!
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Fatores genéticos e ambientais envolvidos na carcinogênese gástrica

ALTERAÇÕES CROMOSSÔMICAS E GÊNICAS ENVOLVIDAS NA

CARCINOGÊNESE GÁSTRICA

O desenvolvimento de novos métodos de diagnóstico, prevenção e

tratamento têm contribuído para a redução do câncer gástrico. Todavia,

para que ocorra um maior progresso nessa área, ainda é necessário

compreender melhor os mecanismos envolvidos nas várias etapas do

processo tumorigênico?”,
)No modelo proposto por Fearon e Vogelstein , a carcinogênese

gastrointestinal é considerada o resultado de um processo de múltiplos

passos, no qual anormalidades morfológicas são acompanhadas por um

acúmulo progressivo de alterações genéticas. No caso especial do câncer

gástrico, é observada uma elevada heterogeneidade nos padrões

histológicos e nos genótipos celularesº, com uma crescente

complexidade dos fenótipos benignos até os malignos (Figura 1). Por

exemplo, são referidas perdas da região do braço curto do cromossomo

6) e perda de17 (17p) em 43% dos adenomas e em 67% dos carcinomas

heterozigosidade (processo que compreende a conversão do estado

heterozigoto para homozigoto em função da perda de um dos alelos) em

relação ao gene de reparo do DNA hMSH? e aos supressores de tumor

APC e TP53 em 45% das metaplasias e em 73% dos

adenocarcinomas**”,

Os mecanismos moleculares associados com a etiologia do tumor

gástrico incluem alterações em vários genes. Por exemplo, no tipo
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intestinal, ocorrem principalmente amplificações em c­ERBB2, c­MET e

CCNET1 (ciclina E), mutações no K­RAS, inativação do APC, TP53, p16,

MGMTe MLH1, perda de heterozigosidade (LOH) do TP73 e redução na

expressão das proteinas p27 e nm23, enquanto, no tipo difuso, são

citadas redução ou perda de função das caderinas, inativação do TP53,

LOH da região 17921, amplificação dos genes K­SAM, c­METeCCNE1 e

redução na expressão das proteínas p27 e nm23 É 15,41,44,49,54,63,64,68,69,71)

Os genes citados codificam receptores de membrana relacionados

com a transdução de mensagens ao núcleo (K­RAS), receptores de fator

de crescimento (c­ERBB2, c­MET e K­SAM), proteinas envolvidas na

regulação do ciclo celular como TP53, APC, TP73 (mapeado em 1p36),

CDKNT1A (p27) e CCNE1 ou proteínas de adesão (caderinas).

Várias alterações epigenéticas também atuam no processo

multipassos da carcinogênese gástrica”. Por exemplo, na etapa inicial,

detectou­se a ativação da telomerase, observada em vários casos de

metaplasia intestinal e adenomas gástricos. Essa enzima é responsável

pela adição de sequências teloméricas às extremidades dos

cromossomos, para compensar as perdas que ocorrem em cada divisão

celular.

Os dados  citogenéticos, que podem trazer importantes

informações sobre as regiões do genoma envolvidas na malignização,

são relativamente escassos nas lesões de estômago. Esse fato é

decorrente principalmente das dificuldades de análise de metáfases
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obtidas em culturas de tumores primários. Mais recentemente, técnicas

de citogenética molecular, como a Hibridização in situ Fluorescente

(FISH) e a Hibridização Genômica Comparativa (CGH), têm enriquecido

esses dados e indicado o envolvimento de diferentes cromossomos e

regiões cromossômicas nos processos de iniciação e progressão

tumoral/21­3233.48.62) Ambas as técnicas estão baseadas na propriedade de

hibridização de moléculas de ácidos nucléicos complementares. Utilizam

DNAs ligados a compostos fluorescentes que, após o procedimento de

hibridização, permitem a marcação de segmentos do genoma e a

identificação daqueles com número anormal de cópias ou mesmo com

alterações estruturais.

A técnica de CGH, em função de suas características, tem

revelado perdas e ganhos de diferentes segmentos. Os ganhos são mais

frequentes e envolvem principalmente as regiões 1922­931, 2q, 7pq, 8pq

(8923­gter), 9433­gter, 139, 17p11.2­922, 18g e 20pq. Em especial, a

banda 170921 tem revelado alto nível de amplificação. As perdas afetam

as regiões 4932 e 17p e, menos frequentemente, 1q, 5p, 9p, 18q e todo o

cromossomo 2186.38.59),

A técnica de FISH também tem auxiliado no mapeamento de

genes e na elucidação de alterações cromossômicas não definidas pela

citogenética clássica. Sua principal vantagem é o fato de permitir o estudo
tanto de metáfases como de núcleos interfásicos procedentes de células

em cultura, tecidos frescos, material de arquivo emblocado em parafina e
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aspirado celular. Os resultados obtidos por essa técnica em tumores

gástricos têm revelado, como no caso da CGH, um grande número de

alterações cromossômicas numéricas. O ganho dos cromossomos 1, 2, 4,

7 e 20 é observado em estágios precoces da carcinogênese

165248) Por outro lado, trissomias e polissomias dosgástrica

cromossomos 3, 6­8, 10­12, 15­17 e das regiões 7931, 8924, 9p21, 9p22­

pter e 9p32­33 parecem estar relacionadas com transformação maligna e

4,26,32,56,60.82) Alguns dos genescom invasividade ou com menor sobrevida

presentes nessas regiões incluem os oncogenes c­MET, c­MYC e c­

ERBB2 e os supressores de tumor CDKN2A, CDKN2ZB e

TP53(25 26.44.5660) esses últimos responsáveis pela regulação do ciclo

celular.

As regiões 7931 e 17p13.1 estão entre as mais afetadas. Na região

70931 está mapeado o gene c­MET, que codifica um receptor de fator de

crescimento (HGF) envolvido no controle da proliferação de células do

fígado e do trato gastrointestinal e, provavelmente, é importante no reparo

da mucosa danificada*. Na região 17p13.1 está localizado o supressor

de tumor TP53. A mutação ou a perda desse gene é um evento inicial na

23) a também tem sido observada em lesõestumorigênese gástrica

benignas ou pré­cancerosas, como gastrite atrófica, metaplasia intestinal

e displasia. Seu produto tem papel essencial na regulação da proliferação

celular e, em presença de lesões no DNA, é responsável pelo bloqueio do

ciclo celular entre as fases G1­S. Nos casos em que o DNA não é
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reparado adequadamente, a proteina p53 ativa o processo de apoptose

por meio da regulação transcricional e da interação direta com as

proteínas bcl­2 e bax.

Ainda não está esclarecido se as alterações no gene TP53 são

desencadeadas pela inflamação provocada pelo H. pylori. Entretanto,

Deguchi et al. (3) observaram uma frequência mais elevada de mutações

no TP53 em pacientes com câncer gástrico infectados por H. pylori cagA+

do que nos grupos H. pylori­positivo/cagA­negativo e H. pylori­negativo.

Existem também indicações de que a infecção crônica pelo H.

pylori seja responsável pela instabilidade genômica observada em alguns

casos de gastrite atrófica crônica e pelo aumento da proliferação

24,39)celular e da apoptose na mucosa gástrica, provavelmente em

29)consequência da resposta inflamatória” Tem sido sugerido que a

erradicação da infecção reverte o processo inflamatório e,

consequentemente, a atrofia a metaplasia e a instabilidade

genômica” 16,24,39.46)

A proliferação celular na mucosa gástrica de indivíduos H. pylori­

positivos ocorre independentemente da cepa ser cagA­positiva mas a

taxa de apoptose é significativamente maior nos indivíduos infectados por

(43)essa cepa”. Tal conclusão é, porém, controversa, sendo apoiada por

(51,53) (69)alguns estudos realizados com cultura celular , mas não por outros“.

Em conclusão, parece que a infecção provocada pelo H. pylori atua

como um co­fator na carcinogênese gástrica, favorecendo o
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aparecimento de danos no DNA e alterando os processos de proliferação

celular e apoptose. A somatória desse e de outros fatores ambientais,

juntamente com a suscetibilidade genética, deve facilitar o aparecimento

de alterações genéticas somáticas que acompanham a evolução de

lesões pré­cancerosas a câncer gástrico, mas muitos estudos são ainda

necessários para a devida avaliação da verdadeira importância e do grau

de participação de cada um desses fatores nas diferentes etapas da

tumorigênese.

COMENTÁRIOS FINAIS

A carcinogênese gástrica é um processo com múltiplas etapas, na

qual as mudanças morfológicas são consequência das alterações

genéticas, que ocorrem sucessivamente durante esse processo e podem

levar a evolução de uma gastrite crônica em atrófica, associada ou não a

metaplasia. Até essa etapa, as alterações na forma da célula e do núcleo

podem ser revertidas, muitas vezes, após tratamento da infecção por H.

pylori e mudanças na dieta e no estilo de vida. Todavia, uma parcela

dessas gastrites atróficas associadas a metaplasia podem evoluir para

displasia e, consequentemente, para o carcinoma in situ.

Muitas alterações genéticas observadas em lesões metaplásicas e

adenomas são encontradas nas neoplasias gástricas, demonstrando a

sua heterogeneidade ao longo do processo de malignização.

Os critérios histopatológicos são extremamente importantes para

definir e dar suporte ao diagnóstico e prognóstico, todavia, são limitados e
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subjetivos, gerando muitas vezes discordância entre observadores

diferentes, principalmente quanto às lesões displásicas e carcinoma in

situ. Por exemplo, os patologistas japoneses, ao contrário dos ocidentais,

não consideram a existência de lesões displásicas, o que confunde os

clínicos.

Tais dificuldades apontam para a necessidade de uma

classificação que utilize critérios menos subjetivos. Os avanços na área

molecular abrem a possibilidade de utilização de marcadores genéticos

que, somados aos dados histopatológicos e imunoistoquímicos poderá

levar a diagnósticos e prognósticos mais seguros.
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Mucosa
normal

H. pylori Instabilidade

Instabilidade D1S191 d genética
,

Metilação CpG (p16, MGMT, Gastrite crônica | Compostos
MLHT1) Metaplasia nitrogenados

Perda 1p36 (TP73) 1 ativação telomerase

Aumento proliferação J Alterações Gênicas |celular e Epigenéticas
Mutação/perda

U caderina e TP53
LOH 17921
Expressão elevada

Adenoma ciclina E

TPS3, APC, K­RAS, CCNEI 1Expressão reduzida p27

Câncer inicial

pouco
bem diferenciado diferenciado

Câncer inicial

K­SAM, c­

Expressão reduzida p27 C­MET, CCNET METPerda 7q 1 c­ERBB2,
Câncer avançado Câncer avançado

do do

tipo intestinal tipo difuso

Figura 1 — Progressão maligna do adenocarcinoma tipo intestinal e difuso

com as alterações genéticas e epigenéticas associadas (modificado de

Tahara, 1998 e Yasui et a/., 2000; 2001).
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César ACG, Silva AE, Tajara EH. Genetics and environmental factors in

gastric carcinogenesis

ABSTRACT ­ Gastric cancer is considered to be the second most

common cancer worldwide. Carcinogenesis of the stomach is a multi­

stage process. The progression from normal epithelial to tumor cells may

involve at least 6 stages: superficial gastritis, chronic atrophic gastritis,

intestinal metaplasia, dysplasia and carcinoma. These sequential changes

in the gastric mucosa may occur over a period of many years as a result

of exposure to a variety of exogenous and/or endogenous factors which

cause genetic alterations. Recent developments in molecular genetics

have shown that the accumulation of these multiple genetic alterations,

including activation of oncogenes and inactivation of tumor­suppressor

genes, results in cancer development. Genetic alterations previously

reported in gastric carcinomas include amplifications or mutations of the c­

ERBB2, K­RAS, c­MET and TP53. Chromosomal gains were also found in

various combinations with chromosomal losses and may be associated

with the overexpression of dominant oncogenes contributing to tumor

progression. These accumulated genetic changes in carcinomas provide

evidences for the stepwise mode of gastric carcinogenesis through the

accumulation of a series of genetic alterations.

HEADINGS ­ gastritis, gastric ulcer, atrophic, gastric cancer,

chromosome aberrations, genes.
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Objetivos

OBJETIVOS

O presente estudo teve por objetivos:

1. Comparar os resultados dos diagnósticos histológico e molecular do H.

pylori, em lesões gástricas benignas (gastrite crônica não­atrófica e

atrófica, úlcera gástrica e metaplasia intestinal) e nos adenocarcinomas

gástricos;

2. Investigar, pela técnica de FISH, a ocorrência de aneuploidias

envolvendo os cromossomos 3, 7, 8, 9 e 17 e deleções no gene TP53, em

lesões gástricas benignas e nos adenocarcinomas gástricos;

3. Investigar por técnica imunoistoquímica a expressão da proteina p53

nas mesmas amostras de lesões gástricas benignas e de

adenocarcinomas gástricos;

4. Investigar a associação das alterações  citogenéticas e

imunoistoquímicas das diferentes lesões benignas e adenocarcinomas

com a infecção pelo H. pylori e outros parâmetros, e

5. Comparar os resultados obtidos em lesões gástricas benignas com

aqueles de adenocarcinomas gástricos, tendo como padrão a mucosa

gástrica histologicamente normal, com o intuito de ressaltar alterações
genéticas que possam estar relacionadas com a progressão das lesões

gástricas benignas, e com maior risco de malignização e, dessa forma,
podendo ser utilizadas no diagnóstico precoce.
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RESUMO ­ A colonização do Helicobacter pylori está associada com
gastrite crônica, úlcera péptica, metaplasia intestinal, adenocarcinoma e
linfoma gástrico. O objetivo desse estudo foi comparar os resultados do
diagnóstico histológico (coloração com Giemsa) usado de rotina na
detecção do H. pylori com o diagnóstico molecular, obtido pela Reação
em Cadeia da Polimerase (PCR). Foram utilizadas biópsias ou fragmentos
cirúrgicos de amostras frescas ou parafinadas de lesões benignas de 80
pacientes com gastrite crônica, gastrite atrófica, úlcera gástrica e
metaplasia intestinal e de adenocarcinoma gástrico de 18 pacientes. As

biópsias foram avaliadas histologicamente (coloração com hematoxilina­
eosina e Giemsa) e pela PCR com a amplificação dos genes antígeno

espécie­especiífico (H3H4) e urease A (H5H6) do H. pylori e por um dos
genes do citocromo P450 humano (CYP1A1), como controle da qualidade

do DNA. A infecção foi detectada em 43% (42/98) e 71% (70/98) dos

pacientes, respectivamente, para os diagnósticos histológico e molecular

(p=0,0000). O teste de PCR detectou o H. pylori em 27,5% (22/80) das

lesões gástricas benignas e em 50% (9/18) dos adenocarcinomas

gástricos, com diagnóstico histológico negativo para essa bactéria. Cerca
de 2,5% das amostras, exclusivamente de lesões benignas, com

diagnóstico histológico positivo apresentaram resultado molecular

negativo, para ambos os primers. Diferenças estatisticamente
significantes foram encontradas entre os métodos histológico e molecular,
em metaplasia intestinal (p=0,0179) e adenocarcinoma gástrico

(p=0,0026), provavelmente, devido à subdetecção do H. pylori pelo
método histológico, e a baixa densidade da bactéria consequente à atrofia
severa da mucosa gástrica, nesses dois tipos de lesões. Nossos achados
demonstram que o método de PCR é mais eficaz para diagnosticar a
infecção por H. pylori, principalmente, em metaplasia intestinal e
adenocarcinoma gástrico.

DESCRITORES ­ Helicobacter pylori, gastrite, gastrite atrófica, úlcera
gástrica, metaplasia, adenocarcinoma, PCR.
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INTRODUÇÃO

O Helicobacter pylori, um bacilo espiralado Gram­negativo,

3 é reconhecido como oadaptado ao ambiente da mucosa gástrica

agente desencadeante de diferentes distúrbios gástricos, como

inflamação crônica assintomática, dispepsia, úlcera, adenocarcinomas e

linfomas". Esta bactéria atua como o principal fator etiológico em mais

de 95% das gastrites crônicas e 20% das úlceras gástricas, sendo

responsável pelo aumento do risco de câncer gástrico em até nove

vezes"! Apesar de cerca de 60­80% dos casos das neoplasias

gástricas terem diagnóstico positivo para H. pylori **), a infecção não é o

único fator desencadeante, pois o risco é de aproximadamente 1% a 2%

46)entre os indivíduos infectados”. Na África, por exemplo, a infecção por

esse bacilo é observada em crianças de pouca idade, mas nesse país a

28) Assim, outros fatoresincidência de câncer gástrico não é elevada”

devem ser considerados como, a idade de infecção, as características do

hospedeiro e o genótipo da cepa.

Estudos epidemiológicos indicam que aproximadamente

50% da população mundial está infectada pelo H. pylori, variando de 40%

a 50% nos países desenvolvidos e de 70% a 90% nos países em

desenvolvimento"*. No Brasil, há uma variação regional com frequências

de 59,5% no Rio de Janeiro­RJ”) a 96% em São Luís­MA.
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A transmissão dessa bactéria geralmente ocorre pelo

contato pessoa­pessoa, principalmente durante a infância*, é

influenciada pelo nível sócio­econômico, densidade populacional, nível

educacional, condições de higiene e predisposição genética? ?*).

Embora o H. pylori seja definido como um agente

carcinogênico classe | %º), seu papel na tumorigênese gástrica ainda não

foi completamente estabelecido. Sabe­se que esse bacilo secreta urease,

enzima responsável pela hidrólise da uréia excretada pelo estômago, em

amônia e bicarbonato, neutralizando, assim, o pH ácido e permitindo a

sua passagem através da camada de muco e a colonização da superfície

do epitélio gástrico”. Também produz proteases e fosfolipases que

degradam as glicoproteinas presentes na mucosa gástrica e danificam

suas células e induz a produção contínua de óxido nítrico pelos

macrófagos e neutrófilos infiltrados na mucosa, por meio do aumento da

expressão da enzima óxido nítrico sintetase**), A formação intracelular de

intermediários de nitrogênio reativo contribui para o aumento de danos ao

DNA e de apoptose nas células gástricas*º. O H. pylori também é

responsável pela inativação do ácido ascórbico, antioxidante que converte

o nitrito em óxido nitroso, assim, inibindo a formação de compostos N­

(30)nitrosos reativos e prevenindo o aparecimento do câncer gástrico

Outros mecanismos como a produção de anticorpos

antigástricos, que facilitaria o aparecimento de gastrite severa e atrofia”),

e a infecção por cepas H. pylori cagA, vacA e iceAÃ positivas, que
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conferem maior virulência! , também têm sido associados com a

carcinogênese gástrica.

Vários métodos invasivos e não­invasivos estão disponíveis

para o diagnóstico do H. pylorií Os primeiros requerem o uso da

endoscopia para a realização de biópsias e obtenção da mucosa gástrica,

seguidas pelas técnicas de detecção da atividade da urease, histologia,

27, 56)molecular e cultura . Os métodos não­invasivos compreendem os

54)testes respiratório e sorológico!

Conforme o método empregado, há o risco de subestimativa

da infecção, principalmente em pacientes com câncer gástrico, cuja

mucosa pode ser atrófica e estar associada a metaplasia intestinal,

aumentando a chance de subdetecção ou perda espontânea da

infecção? 22.

Com o objetivo de verificar a eficácia da metodologia

utilizada de rotina na detecção do H. pylori, os resultados da análise

histológica foram comparados com o diagnóstico obtido por PCR em

diferentes tipos de lesões gástricas benignas e em adenocarcinoma

gástrico.
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MATERIAL E MÉTODOS

Foram estudadas 98 amostras (31 gastrites crônicas não­

atróficas, 13 gastrites atróficas crônicas, 18 úlceras gástricas, 18

metaplasias intestinais e 18 adenocarcinomas gástricos), sendo 91

obtidas de tecido fresco e sete amostras emblocadas em parafina. As

amostras foram provenientes de 54 homens e 44 mulheres com idades

entre 2 a 94 anos (x =55,8; s = 20,8 anos). A maioria deles (85,7%) era

de origem caucasóide, e apenas 14,3% de origem negróide. Em 74,4%

dos casos, as amostras foram exclusivamente coletadas da região do

antro, enquanto as demais amostras foram provenientes do corpo e do

fundo do estômago. Como controle foram analisadas 10 amostras de

tecido fresco de biópsias da mucosa gástrica histologicamente normal e

H. pylori negativa, coletadas do antro, de oito indivíduos do sexo feminino

e dois do sexo masculino, com idades entre 19 e 75 anos (x = 36,3; s=

21,8 anos), sendo 80,0% deles caucasóides e 20% negróides. Todas as

amostras foram coletadas no Serviço de Endoscopia ou no Centro de

Cirurgia do Hospital de Base de São José do Rio Preto, SP, Brasil. O

projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética da Faculdade de Medicina

(FAMERP) de São José do Rio Preto e o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido foi obtido de todos os pacientes ou de seus responsáveis

legais.
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Avaliação histológica

O diagnóstico histopatológico das lesões gástricas e

adenocarcinomas foi estabelecido em teste cego, por dois patologistas do

Serviço de Patologia do Hospital de Base, que observaram lâminas

coradas por hematoxilina e eosina. A detecção da bactéria foi realizada

usando lâminas coradas com Giemsa.

Avaliação molecular do H. pylori

A extração de DNA foi processada segundo a técnica

fenol:clorofórmio de Sambrook et a/.*º*), em tecido fresco ou emblocado

em parafina das amostras de lesões gástricas benignas,

adenocarcinomas e mucosa gástrica normal.

A presença dessa bactéria foi verificada por meio da técnica

de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). O DNA de cada amostra foi

amplificado separadamente para os genes CYP1A1, H3H4 e H5H6. O

gene constitutivo humano CYP1A1 foi utilizado para verificar a integridade

do DNA. Em todos os experimentos utilizou­se um volume final de 25uL,

um controle negativo (sem DNA) para detecção de possível

contaminação, e um controle positivo (DNA genômico H. pylori positivo).

O par de primers CYP1A1­1 (5­GAA CTG CCA CTT CAG

CTG TCT­3') e CYP1A1­2 (5­CAG CTG CAT TTG GAA GTG CTC­3')

amplificou um fragmento de 312pb e a reação de PCR foi desenvolvida

como descrito por Abdel­ Rahman et al. O). Os primers H3 (5­TGG CGT
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GTC TAT TGA CAG CGA GC­3') e H4 (5­CCT GOT GGG CAT ACT TCA

CCA TG­3') produziram um fragmento de 296pb do gene responsável por

uma proteína antigênica específica da superfície do H. pylori, e a reação

foi processada segundo Hammar et al. º*. O par de primers H5 (5­TGG

CGT GTC TAT TGA CAG CGA GC­3') e H6 (5­CTC CTT AAT GTT TTT

AC­3') amplificou um fragmento de 411pb do gene da urease A e, a PCR

foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Clayton et al ?.

Os produtos de reação foram submetidos a eletroforese em

gel de poliacrilamida 7,5%, juntamente com um marcador de tamanho

molecular de 100pb (Ladder Gibco DNA 100pb). Os fragmentos foram

visualizados por coloração com nitrato de prata, de acordo com a técnica

modificada por Ceron et al. º,

Análise estatística

A análise estatística foi realizada empregando­se o teste de

qui­quadrado (7º) de homogeneidade e o teste exato de Fisher, utilizando­

se os programas Statdisk V 8.1 * e Statistica **), respectivamente. O

nível de significância foi estabelecido para p < 0,05.

RESULTADOS

Na Tabela 1, encontram­se as frequências relativas e

porcentuais referentes aos resultados dos diagnósticos histológico e

molecular do H. pylori, nas diferentes amostras.
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Das 98 amostras avaliadas, 43% (42/98) e 72% (71/98)

mostraram positividade para o H. pylori, respectivamente, pelo diagnóstico

histológico e molecular.

Analisando­se separadamente as amostras de lesões

gástricas benignas e adenocarcinomas gástricos, verificou­se que 27,5%

(22/80) e 50,0% (9/18), respectivamente, das amostras com diagnóstico

histológico negativo para H. pylori apresentaram resultado positivo no

teste molecular, em pelo menos um dos pares de primers utilizados. O

inverso também foi observado, ou seja, 2,5% (2/80) das amostras,

exclusivamente de lesões benignas, com diagnóstico histológico positivo

apresentaram resultado molecular negativo para ambos os primers.

Na maioria das amostras (80,6% ­ 79/98) houve uma

concordância nos resultados do teste molecular para amplificação dos

dois pares de primers H3H4 e H5H6, ou seja, ambos positivos ou

negativos para a presença do H. pylori. Contudo, em 19,4% (19/98) dos

casos observou­se amplificação para apenas uma sequência. Nesses

casos, considerou­se a amostra positiva para a infecção por H. pylori.

O teste 4º revelou diferenças estatisticamente significantes

entre os resultados dos diagnósticos histológico e molecular, devido o

número maior de amostras H. pylori positivas detectadas pela técnica

molecular, tanto nos grupos de metaplasia intestinal (p = 0,0179), quanto

nos de adenocarcinoma gástrico (p = 0,0026). Todavia, nas amostras de

gastrites crônicas não­atróficas (p = 0,0754) e atróficas (p = 0,6802) e
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úlcera gástrica (p = 0,0543), apesar do teste molecular ter detectado um

número maior de amostras H. pylori positivo, não foram observadas

diferenças estatisticamente significantes. Considerando­se todas as

amostras, independente do tipo de lesão, verificou­se que o teste

molecular foi mais eficaz para o diagnóstico do H. pylori (p =0,0000).

DISCUSSÃO

A infecção pelo H. pylori provoca alterações em muitos

eventos relacionados com a patogênese do câncer gástrico, como a

13)ocorrência de gastrite atrófica”*”, depleção da vitamina C do suco

gástrico, formação de radicais livres"* e a elevação da taxa de

proliferação do epitélioº*?. Contudo, os mecanismos patogênicos

envolvidos na associação entre essa bactéria e a inflamação gástrica,

ainda não estão totalmente esclarecidos. Sabe­se, porém, que as toxinas

produzidas pela bactéria danificam a lâmina própria do epitélio de

revestimento e glandular do estômago. Diante disso, a mucosa pode

tentar regenerar­se, retornando assim ao estado normal ou desenvolver

um processo reparador que leva ao aparecimento de metaplasia intestinal

e atrofia glandular*, Portanto, o H. pylori atua nas fases iniciais da

carcinogênese gástrica, provocando o surgimento do processo

inflamatório*. Assim, a infecção por ele produzida precederia, até

mesmo, mutações ou deleções em genes que participam do processo de
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iniciação tumoral como TP53, c­ERBB­2, CDH­1 (E­caderina) e ciclina D1

(9,15)

Apesar dos avanços metodológicos, ainda não há uma

técnica infalível para o diagnóstico do H. pylori no estômago humano,

tanto que são recomendados, no mínimo, dois métodos diferentes. Os

métodos mais usados na prática clínica são o teste respiratório e o

histológico, sendo a eficiência deste último muito questionada** A

sensibilidade dos testes invasivos está relacionada diretamente com o

número de biópsias coletadas.

O teste de urease é mais sensível do que o histológico, pois

neste último, o transporte e o preparo inapropriado da amostra, além da

baixa quantidade de espécimens, podem contribuir para a subestimativa

*º) Deve­se considerar ainda, que outra fonte de erro nodo diagnóstico!

diagnóstico histológico é a presença de H. pylori atípicos, os quais

apresentam mudanças morfológicas, ou seja, da forma bacilar para

cocóide”** * Por outro lado, a presença de outros microorganismos com

atividade urease, como Proteus, Yersinia, Klebsiella e Pseudomonas ou

de bactérias espirais como a Campylobacter jejuni podem fornecer um

diagnóstico falso­positivo**,

A metodologia por PCR, ainda não é largamente utilizada na

prática clínica mundial, apesar de ser altamente específica e sensível na

n (20, 45)detecção de informações genéticas do H. pylo . A presença de

(11, 57)genes relacionados à virulência ou mutações que conferem
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resistência a antibióticos podem ser estudadas pela PCR, permitindo a

indicação de terapêutica antimicrobiana específica.

Neste estudo, o método histológico detectou 43% das

amostras H. pylori positivas, sendo que 31,6% (31/98) das amostras

consideradas negativas pela coloração com Giemsa (falsos negativos)

mostraram­se positivas pela PCR. Segundo Thoreson et al. é), este fato

poderia ser explicado pela colonização irregular do H. pylori na mucosa

gástrica ou pela contaminação das biópsias com DNA bacteriano, por

meio do endoscópio. Esta última explicação é pouco provável, pois

Paoluzi et al. O não detectaram DNA do H. pylori na água usada na

limpeza e desinfecção do equipamento de endoscopia, que rotineiramente

é realizada com glutaraldeido 2%. No presente estudo, a rotina de

desinfecção foi rigidamente empregada e as biópsias foram colhidas das

regiões mais representativas de cada tipo de lesão estudado.

Em outros relatos, a técnica molecular de PCR mostrou­se

como a mais eficiente para o diagnóstico preciso da infecção pelo H.

pylori, por meio da amplificação do DNA bacteriano em biópsias), como

também em outros tipos de amostras como suco gástrico” *9 e fezes.

A prevalência de amostras H. pylori positivas detectadas por

PCR (71,4%), no presente trabalho, encontra­se dentro da variação de

59,5% a 96,0%, observada em outros estudos em populações brasileiras,

que utilizaram, concomitantemente, diversos métodos de diagnóstico,

como teste de urease, cultura e coloração de Gram, hematoxilina­eosina

EV
AVAVAY

2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



Comparação dos diagnósticos histológico e molecular do Helicobacter pylori * 54

e/ou Giemsa. Essas investigações têm relatado diferenças na frequência

da infecção pelo H. pylori, provavelmente relacionadas às técnicas

empregadas, com porcentagens de 76,3% na cidade de São Paulo­SP?),

89,6% em Campinas­SP“, 85,2% em Botucatu­SP", 61,7% em São

José do Rio Preto­SP, 59,5% no Rio de Janeiro­RJ”), 83% em Santa

Maria­RSº” e 96% em São Luís­MA”,

Também ficou evidente, no presente estudo, a maior eficácia

do teste molecular em comparação com o diagnóstico histológico. Quando

se considera separadamente cada um dos tipos de lesões, nas amostras

de gastrite crônica (não­atrófica e atrófica) e úlcera gástrica, o método

histológico teve resultados estatisticamente similares ao molecular,

apesar de, nesse último grupo, o teste molecular ter detectado um número

muito maior de casos H. pylori positivos.

A maior diferença observada entre os dois métodos foi

encontrada nos grupos de metaplasia intestinal e adenocarcinoma

gástrico, podendo ser explicada pelas mudanças ocorridas na mucosa

(como a diminuição da quantidade de muco), que resultam na migração

do H. pylori para outras regiões do estômago ou até mesmo, a perda da

infecção. Nas regiões metaplásicas, a presença escassa do H. pylori

ocorre devido a sua menor afinidade pelo muco produzido pelas células

caliciformes, que é constituido de mucopolissacarídeos ácidos,

diferentemente das células mucíparas da mucosa gástrica que
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apresentam um muco de composição neutra“? Esses fatores podem

contribuir para um resultado histológico falso­negativo.

CONCLUSÕES

Este estudo demonstrou uma maior eficácia da técnica de

PCR em comparação com o diagnóstico histológico, principalmente nas

amostras de metaplasia intestinal e adenocarcinoma gástrico, ressaltando

a necessidade do uso de metodologias mais específicas e sensíveis na

detecção do H. pylori, evitando a subestimativa da infecção.
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César ACG, Cury PM, Payão SLM, Liberatore PR, Silva AE.

ABSTRACT ­ Helicobacter pylori colonization is associated with chronic

gastritisá, peptic  ulcers, intestinal metaplasia, adenocarcinoma and

Iymphoma of the stomach. The objective of this study was to compare the

results of histology (Giemsa stained) used as routine to detect H. pylori

with molecular diagnosis, obtained by Polymerase Chain Reaction (PCR).

Biopsies or surgery fragments of fresh or paraffin­embedded samples of

benign lesions of 80 patients with chronic gastritis, atrophic gastritis,

gastric ulcer, intestinal metaplasia as well as gastric adenocarcinoma of 18

patients were obtained. The samples were examined histologically

(hematoxylin­eosin­stained and Giemsa­stained), and PCR amplifications

of species­specific antigen gene (H3H4) and urease A gene segment

(H5H6) of H. pylori were carried out, using the cytochrome P450 human

gene (CYP1A1) as a DNA quality control. The infection was present in

43% (42/98) and 71% (70/98) of the patients, on the basis of histological

and molecular diagnosis (p=0.0000), respectively. The PCR test detected

H. pylori in 27.5% (22/80) of benign gastric lesions and 50% (9/18) of

gastric: adenocarcinoma, figures representing a negative histological

diagnosis for this bacterium. About 2.5% of samples, exclusively benign

lesions, with positive histology diagnose, reported negative molecular

result to both primers. Statistically significant differences were found

between histological and molecular methods in intestinal metaplasia

(p=0.0179) and gastric adenocarcinoma (p=0.0026), probably due to lower
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detection of H. pylori by the histological method, and the low density of

bacteria because of severe atrophy in the gastrice mucosa. Our findings

suggest that the PCR method is more efficient to assess H. pylori

infection principally in metaplasia and gastric adenocarcinoma.

HEADINGS ­ Helicobacter pylori, gastritis, atrophic gastritisó, stomach

ulcer, metaplasia, adenocarcinoma, PCR.
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Tabela 1 — Frequências relativas e porcentuais e os valores do teste de x? das

amostras de lesões benignas e de adenocarcinoma gástrico, para comparação dos

resultados dos diagnósticos histológico e molecular da infecção pelo H. pylori.

HISTOLOGIA

Amostra (%)

MOLECULAR

(%)

Hp­ Hp+

H3H4 H5H6

Hp­ Hp+ Hp­ Hp+
19/31

(61,2%)

12/31

(38,7%)

Gastrite não­

atrófica

5/13

(38,5%)

8/13

(61,5%)
Gastrite atrófica

7/18

(38,9%)

11/18

(61,1%)
Úlcera gástrica

11/18

(61,1%)

7/18

(38,9%)
Metaplasia

4/18

(22,2%)
18 14/18

(77,8%)
Adenocarcinoma

16/31

(51,6%)

15/31

(48,3%)

13/31

(41,9%)

18/31

(58,0%)

6/13

(46,1%)

7/13

(53,8%)

4/13

(30,7%)

9/13

(69,2%)

15/18

(83,3%)

3/18

(16,7%)

3/18

(16,6%)

15/18

(83,3%)

13/18

(72,2%)

5/18

(27,7%)

6/18

(33,3%)

12/18

(66,7%)

9/18

(50,0%)

9/18

(50,0%)

9/18

(50,0%)

9/18

(50,0%) 0,0026

56/98

(57,1%)

42/98

(42,8%)

Total 98 60/98

(61,2%)

38/98

(38,7%)

35/98 0,0000

(35,7%)

63/98

(64,3%)

1 2 3 4 5 6

Hp­ = H. pylori negativo; Hp+ = H. pylori positivo; N = número de amostras
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Resumo — A tumorigênese do câncer gástrico é atribuída a interação de

fatores ambientais e genéticos, podendo manifestar­se numa sucessão de

eventos que incluem gastrite crônica, gastrite atrófica,y metaplasia

intestinal e displasia. A carcinogênese gástrica é fortemente associada

com a infecção pelo Helicobacter pylori, contudo, os mecanismos

genéticos subjacentes são ainda desconhecidos. No presente estudo,

pela técnica de hibridização in situ fluorescente (FISH) investigou­se a

ocorrência de aneuploidias, com a utilização de sondas centroméricas,

dos cromossomos 3, 7, 8, 9, e 17 em núcleos interfásicos de lesões

gástricas benignas (gastrite crônica, gastrite atrófica, úlcera gástrica e

metaplasia intestinal) e de adenocarcinoma gástrico, e uma possível

associação com a infecção pelo H. pylorií As aneuploidias mais

frequentemente encontradas foram monossomia e trissomia 7 em gastrite

crônica; trissomias 7 e 8 em gastrite atrófica; trissomias 7 e 17 em úlcera

gástrica; trissomias 7, 8, 9 e 17 em metaplasia intestinal e

trissomias/tetrassomias dos cromossomos 3, 7, 8, 9 e 17 em

adenocarcinoma gástrico. Foi encontrada associação entre a infecção

pelo H. pylori e aneuploidias desses cromossomos em gastrite atrófica

(p=0,0143), úlcera gástrica (p=0,0498) e metaplasia intestinal (p=0,0105).

No entanto, tal associação não foi observada entre as aneuploidias e o

tipo histológico ou estadiamento dos adenocarcinomas gástricos, nem

entre outros parâmetros como, sexo, idade, tabagismo e etilismo, que

também foram investigados nos grupos de lesões gástricas benignas.
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Portanto, a ocorrência de aneuploidias nos cromossomos 3, 7, 8, 9, e 17

indica uma instabilidade cromossômica crescente a partir de gastrite

crônica que deve atuar nas etapas iniciais da tumorigênese gástrica.
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Abstract ­ Tumorigenesis of gastric cancer is attiributable to interacting

environmental and genetic factors, through a sequence of events including

chronic gastritis, atrophic gastritis, intestinal metaplasia and dysplasia.

Gastric carcinogenesis is strongly associated with Helicobacter pylori

infection, but the underlying genetic mechanisms are largely unknown. In

the present study, the fluorescence in situ hybridization technique (FISH)

was applied to investigate the occurrence of 3, 7, 8, 9, and 17

aneuploidies, using centromeric probes, in interphase nuclei of benign

gastric lesions (chronic gastritis, atrophic gastritis, gastric ulcer, and

intestinal metaplasia) and gastric adenocarcinoma, and possible

associating with H. pylori infection. The aneuploidies most frequently found

were monosomy and trisomy 7 in chronic gastritis; trisomies 7 and 8 in

atrophic gastritis; trisomies 7 and 17 in gastric ulcers; trisomies 7, 8, 9 and

17 in intestinal metaplasia and trisomies/tetrasomies of chromosomes 3, 7,

8, 9 and 17 in gastric adenocarcinoma. Association was found between H.

pylori infection and aneuploiídies in atrophic gastritis (pD=0.0143), gastric

ulcer (p=0.0498) and intestinal metaplasia (p=0.0105). No association was

observed between the aneuploidies and histological type or differentiation

grade of gastric adenocarcinoma or benign gastric lesion with any other

parameters tested, such as sex, age, tobacco and alcohol consumption. In

conclusion, the occurrence of chromosomes 3, 7, 8, 9, and 17

aneuploidies indicates a growing chromosomal instability, from chronic

gastritis, that may be present in the initial steps of gastric tumorigenesis.

EV
AVAVAY

2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



Aneuploidias em lesões gástricas benignas e adenocarcinoma gástrico

Introdução

O câncer gástrico, mundialmente, atinge taxas elevadas de

incidência e mortalidade, principalmente no Japão, Chile, China, Portugal,

Costa Rica, Colômbia e Rússia, em que sua etiologia está estreitamente

associada com a infecção pela bactéria Helicobacter pylori [1]. No Brasil,

ele ocupa o quinto lugar em incidência (20.420 casos novos) e o segundo

em número de óbitos, com estimativa de 11.000 óbitos [2]. A incidência de

adenocarcinoma gástrico está diminuindo em países desenvolvidos, como

resultado da queda no número de casos de infecção pelo H. pylori e

melhoria dos padrões sócio­econômicos. Todavia, em países em

desenvolvimento, esse tipo de tumor permanece como um sério problema

de saúde [3].

O adenocarcinoma do tipo intestinal desenvolve­se por meio

de uma sequência de eventos como gastrite crônica, atrofia, metaplasia

intestinal e displasia, somadas à presença do H. pylori e à dieta, que

atuam como os principais fatores etiológicos desse tipo de neoplasia [1,

4]. O tipo difuso desenvolve­se originalmente, sem evolução a partir da

displasia. Ainda não está esclarecido o mecanismo de ação do H. pylori

na carcinogênese gástrica, mas sabe­se que essa bactéria é responsável

pela formação intracelular de intermediários de nitrogênio reativo,

contribuindo para o aumento de danos ao DNA, de apoptose e da

proliferação celular [5].
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Estudos citogenéticos clássicos e moleculares têm definido

várias alterações numéricas envolvidas na carcinogênese gástrica,

principalmente, os cromossomos 3, 6­8, 10­12 e 15­17 [6, 7, 8, 9, 10] e

rearranjos estruturais como i(8q), i(99), 9p+, 3p­, del(3q), i(5p) e 7q9­ [6].

No modelo proposto por Yasui et a/.[11], a carcinogênese multipasso do

estômago é considerada o resultado de várias alterações genéticas e

epigenéticas, envolvendo oncogenes, genes supressores de tumor, genes

de reparo de DNA, reguladores do ciclo celular e moléculas de adesão

celular. Entre essas alterações destacam­se mutações no K­RAS,

inativações do APC, TP53, p16, MGMT e MLH1, amplificações em K­

SAM, c­ERBB2, c­MET e CCNET1 (ciclina E), perda de heterozigosidade

do TP73 e redução ou perda na expressão das proteinas p27, nm23 e

caderinas. Tais alterações diferem dependendo do tipo histológico, se

intestinal (bem diferenciado) ou difuso (pouco diferenciado), sugerindo a

presença de duas vias genéticas distintas [11, 12]. Todavia, poucos

estudos genéticos abrangendo lesões gástricas benignas têm sido

realizados [13, 14, 15].

Considerando­se a participação das lesões gástricas no

desenvolvimento do câncer gástrico, avaliou­se nesses tipos de lesões a

ocorrência de aneuploidias dos cromossomos 3, 7, 8, 9€ 17 em núcleos

interfásicos, com a utilização da técnica de hibridização in silu

fluorescente (FISH), para comparar com a de adenocarcinoma e,

investigar uma possível associação com a infecção pelo H. pylori.
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Material e Métodos

Material

Foram analisadas 93 amostras de lesões benignas (38

gastrites crônicas, 13 gastrites atróficas, 21 úlceras gástricas e 21

metaplasias intestinais) provenientes de indivíduos sem história de câncer

gástrico, e 20 adenocarcinomas gástricos obtidos a partir de biópsias ou

fragmentos cirúrgicos frescos, coletados no Hospital de Base de São José

do Rio Preto, SP, Brasil, de pacientes não submetidos à tratamento

quimio e radioterápico. A idade média e desvio­padrão dos pacientes foi

55,7+20,7 anos (variação: 02 a 94 anos), sendo 62 do sexo masculino e

31 do feminino. Dez amostras de mucosa gástrica histologicamente

normal de indivíduos sem história de câncer (dois homens e oito

mulheres) foram usadas como controle. A idade média e desvio­padrão foi

36,3+21,8 anos (variação: 19 a 75 anos). As amostras foram provenientes

de indivíduos caucasóides (80%) ou negróides (20%). O projeto foi

aprovado pelo Comitê de Ética da Faculdade de Medicina (FAMERP) de

São José do Rio Preto e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

foi obtido de todos os pacientes ou de seus responsáveis legais.

Estudo histológico

A partir de cortes histológicos de cerca de Sum e coloração

com hematoxilina­eosina procedeu­se a análise microscópica, por dois
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patologistas em teste­cego. Os tumores foram classificados em intestinal

e difuso segundo Lauren [16] e também de acordo com o proposto pela

União Internacional Contra o Câncer (UICC) denominada classificação

TNM, sendo as letras T, N e M referentes à extensão clínica do tumor

primário, o envolvimento de linfonodos e a presença de metástases

distantes. A classificação das gastrites e metaplasias foi realizada de

acordo com o Sistema de Sydney [17] As amostras foram

cuidadosamente avaliadas quanto à presença de atrofia e metaplasia

intestinal. O material também foi corado com Giemsa, para permitir a

detecção da bactéria espiralada H. pylori.

Hibridização in situ fluorescente ­ FISH

A suspensão nuclear de cada amostra foi obtida por

desagregação mecânica, como descrito por Kuo et a/. [18].

Foram utilizadas as sondas centroméricas (Vysis Inc.) dos

cromossomos 3, 7, 8 e 17 marcadas com digoxigenina (Spectrum Green)

e do cromossomo 9 marcada com rodamina (Spectrum Red). As lâminas

foram desidratadas e banhadas em ácido acético 70% e 1XPBS.

Posteriormente, foram tratadas com pepsina 0,008% e fixadas em

formaldeído 4%. Foram novamente lavadas em 1XPBS, desidratadas e

secas.

As lâminas com a solução de sonda diluída foram co­

denaturadas em estufa a 80ºC por 8 minutos e depois incubadas em
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câmara umedecida a 37ºC, por um período que variou entre 16 a 48

horas (em média 20 horas). Após o período de incubação, as lâminas

foram lavadas para remoção do excesso de sonda, em uma solução 0,1%

NP40/2XSSC, desidratadas e secas. As lâminas hibridizadas com as

sondas marcadas com digoxigenina e rodamina receberam 10uLl do

contra­corante iodeto de propídeo e DAPI (4,6­diamidino­2­fenilindo]l),

respectivamente.

A análise citogenética foi realizada em microscópio Olympus

BMAXGB6O0, por dois pesquisadores que contaram cerca de 150 núcleos em

áreas diferentes da lâmina para cada sonda, totalizando 300 núcleos. À

concordância entre os dois observadores foi de 95%. Para a

documentação dos resultados foi utilizado o filme Elitechrome ASA 400

(Kodak).

Os critérios de análise foram seguidos de acordo com

Eastmond et a/. [19]. Para a análise citogenética foram consideradas

somente lâminas que demonstravam pelo menos 90% de eficiência de

hibridização. As aneuploidias foram consideradas significantes quando o

valor observado era superior à média acrescida de quatro desvios

padrões, calculado para cada sonda centromérica a partir da amostra

controle de mucosa gástrica normal. Foram consideradas como

monossomias para os cromossomos 3, 7, 8, 9 e 17, respectivamente, as

frequências acima de 10,0%, 11,0%, 11,0%, 8,5% e 7,5%, como

trissomias, aquelas superiores a 10,0%, 9,0%, 8,0%, 8,5% e 7,0% e,
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como tetrassomia, independente do cromossomo, aqueles casos com

mais de 2,0% dos núcleos com quatro sinais.

Avaliação molecular do H. pylori

A extração de DNA foi processada segundo a técnica

fenol:clorofórmio de Sambrook et a/. [20], em biópsias ou fragmentos

cirúrgicos das amostras de lesões gástricas benignas, adenocarcinomas e

mucosa gástrica normal.

A presença dessa bactéria foi verificada por meio da técnica

de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR). O DNA de cada amostra foi

amplificado separadamente para os genes CYP1A1, HS3H4 e H5H6. O

gene constitutivo humano CYP1A1 foi utilizado para verificar a integridade

do DNA. Em todos os experimentos utilizou­se um volume final de 254uL,

um controle negativo (sem DNA) para detecção de possível

contaminação, e um controle positivo (DNA genômico H. pylori positivo).

O par de primers CYP1A1­1 (5­GAA CTG CCA CTT CAG

CTG TCT­3') e CYP1A1­2 (5­CAG CTG CAT TTG GAA GTG CTC­3')

amplificou um fragmento de 312pb e a reação de PCR foi desenvolvida

como descrito por Abdel­Rahman et al. [21]. Os primers H3 (5­TGG CGT

GTC TAT TGA CAG CGA GC­3') e H4 (5­CCT GCT GGG CAT ACT TCA

CCA TG­3') produziram um fragmento de 296pb do gene responsável por

uma proteína antigênica específica da superfície do H. pylori, e a reação

foi processada segundo Hammar et al. [22]. O par de primers H5 (5­TGG
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CGT GTC TAT TGA CAG CGA GC­3') e H6 (5­CTC CTT AAT GTT TTT

AC­3') amplificou um fragmento de 411pb do gene da urease A e, a PCR

foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Clayton ef al [23].

Os produtos de reação foram submetidos a eletroforese em

gel de poliacrilamida 7,5%, juntamente com um marcador de tamanho

molecular de 100pb (Ladder Gibco DNA 100pb). Os fragmentos foram

visualizados por coloração com nitrato de prata [24].

Análise estatística

Para comparação das distribuições das porcentagens de

núcleos com diferentes números de sinais dos cromossomos 3, 7, 8,9 e

17 foi aplicado o teste de qui­quadrado (7º) de homogeneidade, usando o

programa Statdisk V.8 [25] e o teste exato de Fisher, aplicando o

programa Statistica [26], calculado a partir dos totais de núcleos com um,

dois, três ou quatro sinais, com o nível crítico de rejeição fixado em 5%.

Esses testes também foram aplicados para comparar as amostras entre si

e associá­las com parâmetros como idade, sexo, consumo de tabaco e

álcool, localização, histologia e a presença do H. pylori. Calculou­se

também fo) odds ratio

(http:/Awww.watson.hgen.pitt.edu/­dweeks/oddsratio.html) com intervalo

de confiança de 95%, para o caso em que o teste de 7º apresentou

resultado significante.
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Resultados

Na Tabela 1 estão resumidos os dados da análise de FISH

dos cromossomos 3, 7, 8, 9 e 17 nas amostras de mucosa gástrica normal

(controle), lesões benignas e adenocarcinoma. Na mucosa normal, a

maioria dos núcleos (­97,8%) apresentou dissomia para os cromossomos

avaliados. Nas lesões benignas foram observadas frequências crescentes

de núcleos com um e/ou três sinais de alguns desses cromossomos,

enquanto nos adenocarcinomas, as frequências de núcleos com três e

quatro sinais dos cromossomos 3, 7, 8, 9 e 17 foram significativamente

mais elevadas quando comparadas com a mucosa normal e lesões

benignas (p=0,0000).

Apenas os casos de lesões benignas e adenocarcinoma

gástrico que apresentaram aneuploidias estão descritos, respectivamente,

nas Tabelas 2 e 3.

As lesões gástricas benignas estavam localizadas na

maioria dos casos na região do antro, enquanto os adenocarcinomas

tanto no antro como antro­corpo, sendo a maioria deles em estágio

avançado (estadios Ill e IV). Observou­se um aumento progressivo na

frequência de casos com aneuploidias, ou seja, 21% (8/38) dos casos de

gastrite crônica não­atrófica; 31% (4/13) das gastrites atróficas; 62%

(13/21) das úlceras gástricas; 71% (15/21) das metaplasias intestinais e

100% dos adenocarcinomas gástricos (20 casos).
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A aneuploidia mais frequente nas lesões benignas foi a

trissomia 7, presente em 10,5% das gastrites crônicas não­atróficas, 15%

das gastrites atróficas, 31% das úlceras gástricas e 67% das metaplasias

intestinais (Figura 1). Nas gastrites crônicas não­atróficas também foi

detectada a monossomia 7 (7,9% dos casos), enquanto no grupo de

gastrite atrófica crônica a trissomia 8, e no grupo de úlcera gástrica a

trissomia 17 e, ainda em 14% dos casos, as monossomias 7 e 9. Nas

metaplasias intestinais, as amostras do tipo completo apresentaram

também trissomia 9 e as do tipo incompleto, as trissomias dos

cromossomos 8 e 17 (Tabela 2). Em dez amostras de lesões benignas e

em três de adenocarcinoma gástrico, não foi analisado o cromossomo 17.

Todos os 20 casos de adenocarcinomas gástricos

analisados (Tabela 3), manifestaram aneuploidias múltiplas envolvendo os

cinco cromossomos. A realização de hibridização simultânea (FISH dual

color) com as sondas dos cromossomos 7 e 9, e B e 9, marcadas com

fluorocromos diferentes, não evidenciou a ocorrência de poliploidização

(dados não apresentados).

A perda cromossômica foi um evento raro nos

adenocarcinomas, observando­se apenas monossomias 8 e 17 em um

caso. Nos demais casos foi característico o ganho dos vários

cromossomos, com 25% (5/20) deles apresentando

trissomias/tetrassomias dos cromossomos 3, 7, 8, 9 e 17. Em ordem
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decrescente (Figura 1), as aneuploidias mais frequentes foram

trissomias/tetrassomias 7 (95%), 17 (94%), 9 (85%), 8 (75%) e 3 (60%).

A comparação entre os adenocarcinomas do tipo intestinal e

difuso em estadio inicial (| e il) e avançado (Ill e IV) em relação a

frequência de aneuploidias para cada um dos cromossomos avaliados,

não evidenciou diferenças significantes da mesma forma, em metaplasia

do tipo completa e incompleta.

A investigação de associação entre a ocorrência de

aneuploidias e a infecção pelo H. pylori (Tabela 4) mostrou diferenças

estatisticamente significantes para os grupos de gastrite atrófica, úlcera

gástrica e metaplasia intestinal, evidenciando que as aneuploidias foram

mais frequentes nos casos H. pylori positivos. No entanto, a comparação

entre os demais parâmetros como idade, sexo, tabagismo, etilismo,

localização, histologia e grau de diferenciação, com a ocorrência de

aneuploidias nos grupos de lesões gástricas benignas e adenocarcinoma

gástrico, não evidenciou resultados significantes, com exceção da

associação observada no grupo de gastrite crônica não­atrófica H. pylori

positivo e o tabaco. Nesse caso, calculou­se também o odds ratio com

intervalo de confiança de 95%, e obteve­se que a chance de fumantes

apresentarem gastrite crônica não­atrófica associada ao H. pylori é 9,14

vezes maior do que para os não­fumantes.

A técnica de FISH possibilitou caracterizar algumas

aneuploidias nos diferentes tipos de lesões gástricas (Figura 2): gastrite
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crônica (­f7, +7), gastrite atrófica (+/, +8), úlcera gástrica (+/, +17),

metaplasia intestinal (+7, +8, +9, +17) e adenocarcinoma gástrico (+3, +7,

+8, +9, +17). Algumas dessas aneuploidias estão ilustradas na Figura 3.

Discussão

Quando consideramos como referência o diagnóstico

molecular para infecção pelo H. pylori constatamos uma frequência maior

de aneuploidias nas amostras H. pylori positivas de gastrite atrófica

crônica, úlcera gástrica e metaplasia intestinal. Nos grupos de gastrite

crônica não­atrófica e adenocarcinoma gástrico não foi observada tal

associação, semelhante ao encontrado em amostras de câncer gástrico

avaliadas pela técnica CGH por Van Grieken et al. [27]. Há evidências que

o H. pylori atua nas fases iniciais da carcinogênese gástrica, provocando

o surgimento do processo inflamatório [11], no entanto, não é observada

correlação entre o tipo de cepa e a expressão de proteínas como p5S3, c­

erbB­2, ciclina D1 e E­caderina [28, 29].

Estudos genéticos de lesões gástricas benignas são

extremamente escassos. Weiss et al. [14] observaram aneuploidias em

5,2% e 8,5% dos casos de gastrite crônica não­atrófica e atrófica,

respectivamente. Nesse último grupo de lesões, Teodori et al. [13]

encontraram subpopulações de células com DNA aneuplóide em 45% das

amostras, enquanto Abdel­Wahab et al. [15] observaram alterações na

quantidade de DNA em 18,8%. Apesar das discrepâncias, a taxa de
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aneuploidias detectadas em gastrite no presente estudo, encontra­se na

faixa de variação relatada na literatura.

O grupo de úlcera gástrica apresentou frequência elevada

de aneuploidias (62%), algo ainda não descrito na literatura, envolvendo

principalmente, trissomias dos cromossomos 7 e 17. A progressão

maligna de úlceras gástricas tem sido raramente descrita na literatura [30,

31], assim como sua coexistência com neoplasia gástrica [32] e aumento

do risco de câncer gástrico [31]. Portanto, a úlcera e o câncer gástrico

apresentam certos fatores de risco em comum, que podem ser melhor

compreendidos a partir de estudos genéticos que possibilitem a

identificação de alterações homogêneas para essas lesões.

Em metaplasia intestinal, considerada como uma lesão pré­

cancerosa, as trissomias mais frequentes foram 7 e 9 no tipo completo e,

no tipo incompleto, que apresenta um epitélio colônico com características

semelhantes às da mucosa do intestino grosso, também ocorreram

trissomias 8 e 17. Essas mesmas alterações também foram observadas

nas amostras de adenocarcinoma gástrico, semelhante ao relatado por

outros autores em tumores gástricos bem diferenciados do tipo intestinal

[11, 33].

Outras alterações já foram relatadas nesse tipo de lesão

como mutações dos genes TP53, APC ou K­RAS [34], atividade da

telomerase [35], hipermetilação de ilhas CpG em genes de reparo como o
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hMLH1 [11] e instabilidade de microssatélites coincidente aos tumores

gástricos [33].

O presente estudo consiste no primeiro relato de

aneuploidias, evidenciando instabilidade cromossômica em metaplasia

intestinal do tipo completa e incompleta, detectadas em pacientes sem

história de câncer gástrico. Portanto, esses estudos reforçam a

associação desse tipo de lesão como um precursor potente do

adenocarcinoma do tipo intestinal, pois a ocorrência de alterações

genéticas similares sugere que possam ter evoluído conjuntamente,

podendo permitir um diagnóstico precoce do câncer gástrico.

Nos  adenocarcinomas  gástricos, a frequência de

aneuploidias foi superior ao observado em metaplasias intestinais,

ocorrendo principalmente, as trissomias/tetrassomias 7, 17, 9, 8 e 3,

resultados similares aos obtidos por outros autores [7, 36, 37].

O ganho do cromossomo 7 é uma anormalidade primária em

diferentes tumores malignos, incluindo o câncer gástrico [6, 10, 38, 39, 40,

41]. Contudo, essa trissomia tem sido também evidenciada em lesões

não­neoplásicas como placas ateroscleróticas, sinovite reumatóide, artrite

reumatóide, pielonefrite crônica e osteatose hepática [38, 42]. A trissomia

7 como um evento isolado, não pode ser considerada como uma

alteração específica apenas de tumores, o ganho deste cromossomo

poderia conferir vantagens para o crescimento de alguns clones celulares

anormais, permitindo que estes progridam para estágios de maior
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malignidade [43]. Em neoplasias gástricas, essa alteração parece estar

envolvida nos estadios iniciais da transformação genética [6, 10, 37, 44].

O cromossomo 7 contém genes que expressam receptores e

fatores de crescimento, como EGF­R (7p12), HGF (7913) e o oncogene c­

MET (7931), que codifica para o receptor do HGF [45, 46]. Alguns

estudos sugerem que a interação entre a expressão elevada dos genes c­

METe HGF em células estromais, está envolvida com a morfogênese e a

progressão do câncer gástrico [47, 48], sendo a expressão elevada de c­

MET evidenciada em câncer gástrico difuso em estadio avançado [49] e

associada com maior agressividade dos carcinomas gástricos [50]. O

EGF­R apresenta expressão elevada tanto em câncer gástrico inicial e

avançado do tipo intestinal, como em tumor avançado do tipo difuso [49].

Na maioria das amostras analisadas foi observada o ganho

do cromossomo 8. A trissomia 8 é considerada como um evento comum

na tumorigênese gástrica, exercendo um papel importante no processo de

diferenciação [51] e maior agressividade dos tumores [52]. Entretanto,

essa alteração foi associada tanto com sobrevida longa e prognóstico

bom [53], como com sobrevida reduzida, no caso de trissomia total do

cromossomo 8 [54].

A trissomia do cromossomo 9 foi mais frequente que a

monossomia, sendo observada principalmente nas amostras de

metaplasia e adenocarcinoma gástrico. O ganho das regiões 9p22­pter e

9p32­33 tem sido observado em tumores gástricos indiferenciados e em
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estadios avançados, respectivamente [36, 55]. A monossomia 9 foi

encontrada em apenas três casos de úlcera gástrica (14%) e em um caso

de metaplasia intestinal (5%). A perda da região 9p21­24 (CDKN?2A e

CDKN?2B) foi descrita em tumores gástricos primários [56].

Ganho do cromossomo 17 foi observado nas amostras de

úlcera gástrica, metaplasia intestinal e adenocarcinoma gástrico. Terada

et al. [57] relatou o mesmo em tumores gástricos primários e sugeriu a

associação com metástases nos nódulos linfáticos. Na região 17912­

21.32 localiza­se o oncogene c­ERBB­2 (HER­2/neu) relacionado com o

crescimento e diferenciação celular e um prognóstico bom em neoplasia

gástrica [58, 59], enquanto outros autores têm associado­o com fenótipo

tumoral mais agressivo [60, 61].

Entre as alterações numéricas do cromossomo 3, foi

observada principalmente a trissomia, também já descrita em linhagem

celular TMK­1 de carcinoma gástrico [62] e, em 50% ou mais de linfomas

gástricos [63]. Guan et a/. [64] detectaram o ganho da região 3q em 31%

dos casos de tumores gástricos. O ganho das regiões 3q e 139 foi

também observado em adenocarcinoma da junção gastroesofágica [65],

entretanto, o mesmo não foi encontrado em outros estudos com câncer

gástrico [55, 66, 67]. Possivelmente, as regiões 3q e 13922 apresentem

oncogenes que podem ter um papel importante na carcinogênese gástrica

[64].
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Os cromossomos avaliados neste estudo contêm genes que

atuam como oncogenes ou supressores tumorais com participação na

regulação do ciclo celular. Assim, aneuploidias desses cromossomos

podem refletir a instabilidade cromossômica, em consequência da

expressão alterada desses genes, ou podem ocorrer no processo de

iniciação e desenvolvimento tumoral, acarretando um desbalanço gênico.

Os carcinomas gástricos não são considerados doenças

homogêneas, já que apresentam diferentes padrões de alterações

genéticas no desenvolvimento dos tumores do tipo intestinal e do tipo

difuso [11, 68]. Contudo neste estudo, apresentaram frequências similares

de aneuploidias, independente do estadiamento e do tipo histológico.

A associação observada no grupo de pacientes com gastrite

crônica não­atrófica H. pylori positiva e o tabaco, demonstrou que o

cigarro associado com a infecção por essa bactéria aumenta em 9,14

vezes o risco do indivíduo desenvolver gastrite crônica. Na fumaça do

cigarro são encontradas  nitrosaminas, especialmente a 4

(metilnitrosamino)­1­(3­piridil)­ 1­butanona, que atua na inibição da síntese

de DNA e interfere na eliminação de células transformadas pelas células

normais [69].

Os resultados evidenciaram que a técnica de FISH foi

eficiente para o rastreamento de aneuploidias em lesões gástricas

associadas com infecção pelo H. pylori, destacando principalmente a

trissomia 7 como uma alteração inicial, ocorrendo nas gastrites crônicas
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como um evento isolado, ou em associação com trissomia 8 nas amostras

de gastrite atrófica crônica. Nas úlceras gástricas foram mais frequentes

as trissomias 7 e 17, enquanto em lesões pré­cancerosas como

metaplasia intestinal e no grupo de adenocarcinoma gástrico foi

observado o ganho do cromossomo 7, frequentemente associado com as

trissomias dos cromossomos 17,9,8e3.
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Tabela 1 — Distribuição e variação das porcentagens de núcleos com 1, 2, 3 e >4 sinais dos cromossomos 3, 7, 8, 9 e 17 nas amostras de mucosa
gástrica normal (MGN), gastrite crônica não­atrófica (GCNA), gastrite atrófica crônica (GAC), úlcera gástrica (UG), metaplasia intestinal (MI) e
adenocarcinoma gástrico (CG).

Cromossomo 3 Cromossomo 7 Cromossomo 8 Cromossomo 9 Cromossomo 17

3 >4 2 >4 >4 2 3 >4 >4

31

(1.0­6.0)

4a

(19­85)

28
(0.6­5.7)

35

(1.2:100)

37
(907­152)

so
(09­87)

937

(89 7­95,8)

97
183 .0­97.2)

81.9
(86 .0­96.3)

92.5
184.5­97,7)

924
(68.7­96 8)

778
(54 0­96.9)

27
(0.4­5.7)

a7

(0.0­12.0)

5.0
(0.9­9.7)

36

(0.3­10.9)

36
(00­13,4)

141
(0.9­31,4)

[U)

(0,0­0,6)

o2

(0.0­2,2)

o3
(0,0­1.4)

os
(00­21)

o3

(0.0­2.6)

33

(0,0­12.7)

33

(1.257)

47

(09­15.9)

39
(0,.7­7.0)

EX)

(1.5­16 5)

39
10.0­8.7)

33
(0.0­10.0)

95
(89.3­97.1)

2911
(80.8­97,8)

90.7
(60.9­97.0)

87

(57.2­95,9)

83.6
(47,3­96,8)

66 s

(23.9­86.7)

28
(1,0­5.0)

39
(0,3­12,3)

5.0
(0.5­29.2)

5.7
(0.6­27.5)

108
(2.5­35.5)

21,8
(8.7­41.3)

04

(9.0­0,6)

o3

(0,0­1,7)

o4
(0.0­4.0)

12
(0.0­12,0)

17
10.0­12.4)

81

(0.0­34,9)

a7
(1.0­6,7)

53

(0.6­7.5)

31
(0,6­6.6)

83
(1.4­16.1)

46
(1.2­22.5)

48
(0,0­16.3)

944

(90.0­97,6)

91.7
(86.6­98.6)

93.4
(82,1­97,8)

86.9
(76.8­97.5)

89.5
(68,2­97,2)

65.4
(6.6­90,4)

19
(0,047)

29

(0.3­16,7)

33
(0.6­10,9)

4s
(0.3­18.1)

5.7
(0,3­27.9)

20.68
(2.3­67,0)

oo
(0.0­0,0)

o1

(0.0­0,7)

0.2
(0,0­1.6)

03
(0,0­0,9)

o.2
(0,0­1.0)

g2
(0.0­82,3)
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(1.5­5.5)

31
(1.2­8.5)
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(1.2­8.3)
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(1.0­15,1)

35

10,6­12.8)

32

10.0­9,0)

84.2
(91,3­96.9)

93.8

(82.7­976)

914
(78.4­95.7)

88.9
(87.3­96,2)

91.2
(82.1­97 6)

77
(58.2­90.6)

28
(1.0­5.0)

30
(0,6­10,0)

47
(1.6­12.3)

58
(1,6­22,5)

5.0
(0.89­12,7)

16,9
(5.6­36,9)

0.0
(0.0­0.0)

o

(0,0­2,0)

o
(0.0­1,0)

07
(0,0­9,0)

os
(0,0­4,0)

28
(0,0­10,9)

28
(1,1­5.3)

27
(0.7­8,8)

28
(14­48)

28
(0,7­8,0)

5.3
(24­81)

47
(0,8­10.0)

95.8
(91,6­98,9)

94,5
(88,7­98.9)

93.5
(88.6­96,3)

92.7
(83,4­974)

85.6
(81,8­93.8)

76.2
(53,7­92.2)

13
10,0­3,4)

23
(0.0­7,3)

3.0
(0.9­7,0)

40
(0,0­10,3.5)

73
(2.1­13.9)

15,0
(5.2­33,2)

o

(0.0­04)

o5
(0,0­2,3)

0.7
(0.0­3,.0)

o7
(0,0­4,3)
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(0.0­3,2)
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(0,0­14.8)

rh
AVAVAY

9 10 11 12 .unesp ”* 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29



Aneuploiídias em lesões gástricas benignas e adenocarcinoma gástrico

Tabela 2 — Resultados do estudo histopatológico e da investigação

citogenética molecular das amostras de gastrite crônica não­atrófica e

atrófica, úlcera gástrica e metaplasia intestinal.
Caso Sexo/ Tabagismo/ H. Localização Aneuploidias

Idade Etilismo pylori
Gastrite crônica (n = 38)
GCSO03 M/32 ­f­

GCS14 F/36 +/­

GCMO2 FIS4 T+

GCM13 F/41 +

GCM14 M/44 +/­

GCM17 F/34 +/+

GCM18 M/54 ++

GCM19 F/58 ­t­

Gastrite atrófica crônica (n = 13)
GACOS5 F84 t­

GACO7 M/65 ++

GACO8 M/57 1+

GAC13 M/77 +

Úlcera gástrica (n = 21)
UGO2 M/73 ++

UGO3 M/52 ++

UGO4 M/78 ++

UGOS5 M/64 ++

UGO8 M/43 +/­

UGO7 F/51 V

UG12 M/28 +/+

UG14 F/83 +

UG15 M/43 ++

UG16 F/82 +

UG18 M/58 +/+

UG19 F/62 +

UG20 M/63 +/+

Metaplasia intestinal (n = 21)
Completa
MIO1 F/50 +

MIO2 F/54 +/­

MIOS5 M/74

MHO F/7O0 +

MI20 M/75 +

MI21 F/91 +/­

Incompleta
MIO7 F/73

MIO8 F/46 +/­

MI12 M/73
MH3 F/80 +

MI14 M/94

MIH17 M/75 +

MI19 M/57 ­/+

Completa e incompleta
MI F/68 + + A ­3, +3 / +3+3, +7 / +7+7,­B, ­17
MI1T8 M/47 +/+ + A +7 [+7+7, +B

F = feminino; M = masculino; A = antro; F = fundo; N = outras localizações;
* = cromossomo 17 não analisado.
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Aneuploidias em lesões gástricas benignas e adenocarcinoma gástrico

Tabela 3 — Resultados do estudo histopatológico e da investigação citogenética

molecular das amostras de adenocarcinoma gástrico.

CASO Sexo/ Tabagismo! H.

Idade É Etilismo pylori

TNM/grau Aneuploidias

Intestinal

CGO3  M/62

CGO4  MG63

CcGOS5 —M/62

CGO6  M/66

CcGo7 MSI

CGO8  F/86

CGO9  M/76

CGIO MM

CG1I4 M/72

CG15 MT77

cG17 MSOS3

cos MSB8

Difuso

CGO1 MT

ce F/28

CG12  M83

cCcGI3 MI

CGI6  F/66

CGI8 Ma44

cG20  F/38

Indiferenciado

CGO2 M/48 ++ ­

TSN2MO/U|

TA4NIMX/IIV

Ô
TXNXM1/IV

TANIMXIV

0
TSNOMO/II

TSNOMO/I|

TxNxM1/IV

TxXNIM1HVIV

Ô
TSNIM1/V

fo) Ca

TAN2/IV A

T3N1/I A/CIF

fo) Caic

fo AIC

TINOMO/I A

TSN1IM1/IV A

T3N2MO/1| A

+7 / +7+7, +8/ +8+8B, +9/+9+9, +17 /+17+17

+3 / +3+3, +7 / +7+7, +8 / +B+8, +9, +17 / +17+17

+3 / +3+3, +7, +8/+8+8, +9/+9+9, +17

+3 /+3+3, +7, ­8, +9/+94+9, 17

+3 / +3+3, +7 [+74+7, +17

+7 /[ +7+7, +8/+8+8, +9/+9+9

+7 /[+7+7, +9, +17 / +17+17
+7 / 4+7+7, +8/+8+8, +9*

+7 / +7+7, +8 / +8+8, +9 / +9+9, +17

+3 / +3+3, +7 / +7+7, +B8/+8+8B, +9/+94+9, +17

+3, 47, +8, +17 /+17+17

+8, +9 / +9+9, +17

+3 /+3+3, +7 / +7+7, +8 / +8+8, +9*

+3 /+34+3,+7 /+7+7,+8/+B+8, +9/+9+9, +17 /+17+17

+3 / +3+3, +7 / +7+7, +9, +17 [ +17+17

+3, +7 / +7+7, +B8 / +8+8, +9 / +9+9*t

+3 /+3+3, +47 /47+7, +8 / +8+8B, +9 / +9+9, +17 /+17+17

+7, +8 / +8+8, +9, +17

+3/ +3+3, +7 /[ +74+7 +17

+7, +B / +8+8, +9, +17 / +17+17

F = feminino; M = masculino; L = localização; A = antro; Ca = cárdia; C = corpo; F = fundo; N = outras
localizações; * = cromossomo 17 não analisado; é = dado não disponível.
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Legenda:

Figura 1 — Distribuição das porcentagens de casos com monossomia,

dissomia, trissomia e tetrassomia para os cromossomos 3, 7, 8, 9 e 17

nas amostras de gastrite crônica (GC), gastrite atrófica crônica (GAC),

úlcera gástrica (UG), metaplasia intestinal (MI) e adenocarcinoma gástrico

(CG).
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Aneuploidias em lesões gástricas benignas e adenocarcinoma gástrico

Tabela 4 — Frequências absolutas e porcentuais das amostras

de lesões gástricas benignas e de adenocarcinoma gástrico

com aneuploidias e associação com a infecção pelo H. pylori.

Amostra Aneuploidias

Hp­ Hp+
Gastrite crônica 2/8 6/8 0,0660 ?

(25,0%) (75,0%)

Gastrite atrófica crônica 0/4 4/4 0,0143º? +
(0%) (100,0%)

Úlcera gástrica 4113 9/13 0,0498º +
(30,8%) (69,2%)

Metaplasia intestinal 4/15 11115 0,0105º *
(26,7%) (73,3%)

Adenocarcinoma gástrico 7/20 13/20 0,0577

(35,0%) (65,0%)

Hp­ = H. pylori negativa; Hp+ = H. pylori positiva; ? = teste exato de Fisher;
? = teste de x * = estatisticamente significante.
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Aneuploidias em lesões gástricas benignas e adenocarcinoma gástrico

Legenda:

Figura 2 ­ Caracterização de aneuploidias nos diferentes tipos de lesões

gástricas benignas e adenocarcinoma, evidenciando as visões

endoscópica (E) e microscópica (M).
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Gastrite
crônica

1,7

Gastrite
atrófica

+77, +8

Úlcera
gástrica

+7, +17

Metaplasia
intestinal

+7, +B, +9, +17

Adenocarcinoma

gástrico

+3, +/, +8, +9, +17
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Aneuploídias em lesões gástricas benignas e adenocarcinoma gástrico

Legenda:

Figura 3 ­ Fotomicrografias mostrando núcleos submetidos a técnica

FISH, com sondas alfa­centroméricas evidenciando: trissomia 3 (A) e

monossomia 7 (B) em gastrite crônica; trissomia 7 em metaplasia

intestinal (C); trissomia 8 em úlcera gástrica (D); trissomia 9 (E) e

trissomia (seta curta) e tetrassomia do cromossomo 17 (seta longa) em

adenocarcinoma gástrico (F). Os núcleos foram contracorados com iodeto

de propídio ou DAPI.
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ABSTRACT

Background — The inactivation of the p53 gene by mutation or deletion

occurs as initial event in gastric tumorigenesis, possibly associated with

Helicobacter pylori infection. The aim of this study was to investigate the

occurrence of TP53 gene deletion and expression in benign lesions and

gastric adenocarcinoma and association with H. pylori infection and other

parameters.

Methods — Specimens of 60 patients with benign gastric lesions (chronic

gastritis, atrophic gastritis, gastric ulcer and intestinal metaplasia) and 16

with gastric adenocarcinoma were used. The immunohistochemical

technique was employed to control the presence of protein p53 and the

fluorescence in situ hybridization (FISH) technique, with direct fluorescent

labeling probes, for the TP53 gene and chromosome 17, to investigate

the deletion of this gene.

Results — No TP53 deletion was found in non­atrophic and atrophic

chronic gastritis and gastric ulcer, but p53 positive immunoreactivity with

low intensity was detected in 45% (5/11) and 12% (2/17), respectively, of

these samples. TP53 gene deletion was observed in three of five intestinal

metaplasia and in all three samples of gastric adenocarcinoma analysed.

p53 overexpression was observed in two of 17 metaplasias and 12 of 16

gastric: adenocarcinomas. No significant association was observed

between p53 expression and H. pylori infection nor other parameters such
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Deleção e expressão do TP53 em lesões benignas e adenocarcinoma gástrico 111

as sex, age, tobacco and alcohol consumption, stomach localization,

histological type or differentiation grade.

Conclusions — The increase of detectable p53 in benign lesions (gastritis

and gastric ulcer) may be due to overexpression of the wild­type protein,

related to an inflammatory response of mucosa induced by other factors,

endogenous or exogenous, seeing that no association with H. pylori

infection was observed. In intestinal metaplasia, the overexpression may

be related to wild­type and mutated forms, since some mutations of TP53

gene were reported in this type of lesion, thus lendign support to the

hypothesis of joint evolution of intestinal metaplasia and gastric

adenocarcinoma.

Key­words — benign gastric lesions, intestinal metaplasia, gastric

adenocarcinoma, TP53 deletion, immunohistochemical.
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Resumo

Introdução e objetivo — A inativação do gene TP53 por mutação ou

deleção ocorre como um evento inicial na tumorigênese gástrica,

possivelmente associada à infecção pela bactéria Helicobacter pylori. O

objetivo deste estudo foi investigar a ocorrência de deleção e expressão

do gene TP53 em lesões gástricas benignas e adenocarcinoma gástrico e

associar com a infecção pelo H. pylori e outros parâmetros.

Material e Métodos — Foram utilizadas espécimens de 60 pacientes com

lesões gástricas benignas (gastrite crônica, gastrite atrófica, úlcera

gástrica e metaplasia intestinal) e de 16 com adenocarcinoma gástrico.

Empregou­se a técnica imunoistoquímica para verificar a presença da

proteina p53 e o método de hibridização in situ fluorescente (FISH), com

sondas marcadas diretamente com fluorocromos para o gene TP53 e o

cromossomo 17, para investigação de deleção deste gene.

Resultados — A deleção do gene TP53 não foi encontrada em gastrites

crônicas não­atróficas e atróficas e em úlcera gástrica, mas a

imunorreatividade positiva para p53 de intensidade fraca foi detectada em

45% (5/11) e 12% (2/17), respectivamente, dessas amostras. Foi

observada a deleção do gene TP53 em três das cinco amostras de

metaplasia intestinal e em todos os três casos de adenocarcinoma

gástrico analisados. A presença da proteína p53 foi verificada em dois dos

17 casos de metaplasia e em 12 dos 16 de adenocarcinoma gástrico. No

entanto, não observou­se associação significante entre a expressão da
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p53 com a infecção pelo H. pylori e nem com outros parâmetros como

sexo, idade, tabagismo e etilismo, localização no estômago, histologia ou

grau de diferenciação.

Conclusões ­ O aumento de expressão da p53 encontrada nas lesões

benignas (gastrite e úlcera gástrica) pode ser devido a superprodução da

proteina selvagem, relacionada a uma resposta inflamatória da mucosa

induzida por outros fatores, endógenos e exógenos, já que não observou­

se associação com a infecção pelo H. pylori. Em metaplasia intestinal, a

superexpressão da p53 pode estar relacionada com as formas selvagem

e mutada, pois há relatos de mutações no gene TP53 neste tipo de lesão,

assim reforçando a hipótese da evolução conjunta da metaplasia e

adenocarcinoma gástrico.

Palavras­chaves ­ gastrite, úlcera gástrica, atrofia, metaplasia intestinal,

câncer gástrico, deleção TP53, imunoistoquímica.
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Introdução

Os mecanismos moleculares associados com a etiologia da

carcinogênese gástrica incluem alterações genéticas e epigenéticas

afetando oncogenes, genes supressores de tumor, genes de reparo de

DNA, reguladores do ciclo celular e moléculas de adesão celular, tendo a

inativação do gene TP53 como um evento inicial."? Esse gene, localizado
na região 17p13.1, apresenta diferentes propriedades que contribuem

com a supressão tumoral. A proteina p53 é um fator de transcrição que

atua na regulação da proliferação celular, apoptose e reparo do genoma.

Ela inibe a transição da fase G1 para S do ciclo celular, permitindo que a

célula repare seu DNA. Caso os danos sejam irreversíveis, a p53 inicia o

processo de apoptose.”

O gene TP53 é encontrado mutado ou deletado em mais de

50% dos tumores humanos, afetando principalmente os éxons 4 a 8,º

inclusive em câncer gástrico.*º Dentre as alterações, 85,68% são

mutações missense, resultando na ausência ou alteração da proteína na

célula; 8,1% são deleções ou inserções; 5,5% são mutações nonsense ou

mutações frameshift e 0,8% são mutações neutras.* Geralmente, um alelo

do TP53 sofre uma mutação que inativa a função da proteína e,

posteriormente, o segundo alelo é deletado, resultando na perda de

heterozigosidade.* Nas células que perderam a função da p53, surge um

estado de instabilidade genética, favorecendo o aparecimento de
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amplificações gênicas, aneuploidias e outras alterações responsáveis

pela progressão neoplásica.'

Mutações no gene TP53 podem ser induzidas por radiação e

agentes químicos como N­nitrosaminas que provocam principalmente

transições G:C > A'T e transversões G:C > T:A.ºº**** Na mucosa

gástrica tais mutações podem ocorrer também pela ação do óxido nítrico,

um potente mutágeno produzido por células inflamatórias como os

macrófagos e neutrófilos, infiltrados na mucosa lesada, em resposta a

presença da bactéria H. pylori. O óxido nítrico pode favorecer a ocorrência

de transição G:C —> A:T, um tipo de mutação que ocorre com maior

frequência nos estágios iniciais da carcinogênese gástrica."?
A proteína p53 mutada apresenta vida média prolongada,

acumulando­se no núcleo e, assim, podendo ser detectada por técnica

imunoistoquímica. No entanto, nem sempre há uma correspondência

entre a imunorreação positiva da p53 e mutações gênicas.”? Em câncer

gástrico, alguns estudos têm confirmado a expressão aumentada da

proteína p53 em 26,3% a 60% dos casos, relacionada com prognóstico
14,15pobre e maior propensão a metástases em linfonodos adjacentes, e

outros não. **/

A deleção é outro evento importante para a inativação da

proteína p53. Gomyo et al.** detectaram deleção do TP53, pela técnica de

FISH, em 10/13 (77%) dos carcinomas gástricos e Takahashi et al?

identificaram um desbalanço entre o número de cópias do gene TP53 e
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do cromossomo 17 em núcleos interfásicos de carcinomas de estômago e

cólon, indicando a perda de heterozigosidade do loco do TP53 em 17p.

A mutação ou a perda do gene TP53já foi relatada em áreas

de metaplasia intestinal e displasia, em pacientes com câncer

gástrico.**º Contudo, são inexistentes estudos com esse gene e a
proteina p53 em lesões gástricas benignas oriundas de pacientes sem

história de câncer gástrico. Portanto, foram investigadas a deleção do

gene TP53 e a expressão da proteina p53, utilizando­se as técnicas de

FISH e imunoistoquímica, respectivamente, em lesões benignas e

adenocarcinomas gástricos, e a associação desses eventos com a

infecção pelo H. pylori e outros parâmetros, que podem contribuir com

informações importantes para a melhor compreensão das etapas iniciais

da carcinogênese gástrica.

Material e Métodos

Material

Foram estudadas 76 amostras frescas (8 mucosas gástricas

normais, 15 gastrites crônicas não­atróficas, 2 gastrites atróficas crônicas,

17 úlceras gástricas, 18 metaplasias intestinais e 16 adenocarcinomas

gástricos), obtidas por endoscopia ou cirurgia gástrica. As amostras de

lesões benignas e adenocarcinoma gástrico foram provenientes de 41

homens e 27 mulheres com idades entre 2 a 94 anos (x = 60,26; s = 20,8
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anos). As biópsias de mucosa gástrica histologicamente normal e H. pylori

negativa utilizadas como controle foram coletadas do antro, de indivíduos

sem história de câncer, sendo seis do sexo feminino e dois do sexo

masculino, com idades entre 20 e 75 anos (x = 48,75; s= 18,1 anos). À

maioria dos indivíduos era de origem caucasóide (80%) e 20% era

negróide. Todas as amostras foram coletadas no Serviço de Endoscopia

ou no Centro de Cirurgia do Hospital de Base de São José do Rio Preto,

SP, Brazil. O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da

Faculdade de Medicina (FAMERP) de São José do Rio Preto e o Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido foi obtido de todos os pacientes ou

de seus responsáveis legais.

O diagnóstico histopatológico das lesões gástricas benignas

e adenocarcinomas foi estabelecido em teste cego, por dois patologistas

do Serviço de Patologia do Hospital de Base. Os adenocarcinomas foram

classificados em tipo intestinal e tipo difuso segundo Lauren? e as

gastrites e metaplasias intestinais de acordo com o Sistema de Sydney. 2!

A infecção pelo H. pylori foi inicialmente rastreada pela

avaliação histológica (coloração com Giemsa) e confirmada

molecularmente por PCR, utilizando os primers H3H4 e HSH6, específicos

para as regiões que codificam, respectivamente, uma proteína antigênica

de superfície * e a enzima urease A. ”
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Imunoistoquímica

Foi realizada a partir de cortes histológicos de

aproximadamente 4um em lâminas silanizadas, que foram,

primeiramente, desparafinadas e hidratadas. Após, sofreram uma

recuperação antigênica, com incubação em solução tampão de citrato e,

em seguida, passaram por um bloqueio de peroxidase endógena, com

imersão das lâminas em solução de peróxido de hidrogênio a 3% em

metanol. Posteriormente, foram incubadas durante 16 a 18 horas, em

câmara úmida, com o anticorpo primário monoclonal DO­7 (Novocastra,

Newcastle, UK), que reage com um epítopo entre os aminoácidos 1 e 45

da proteina p53, diluído 100 vezes em solução tampão PBS. Este

anticorpo reconhece tanto a forma selvagem como a mutante da p53.

Depois de serem estabilizadas em estufa a 57'C por 90 minutos, as

lâminas foram novamente incubadas com o anticorpo secundário anti­lg

(Novocastra) e depois com o Kit ABC (Novocastra), ambas durante 30

minutos a 37ºC. Em seguida, as lâminas foram reveladas em local escuro

com 3'3­Diaminobenzidine (Acros) por cinco minutos, desidratadas e, em

seguida, montadas para análise em microscópio óptico.

Como controle positivo foi utilizada uma amostra de

carcinoma de tecido mamário com expressão elevada da proteina pS3,

gentilmente fornecida pela Faculdade de Medicina de São José do Rio

Preto, SP, Brazil.
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Foram contadas cerca de 500 células de cada amostra

por dois observadores. A imunorreação, como critério de positividade, foi

visualizada pela presença de pequenos grânulos de cor castanho no

núcleo das células. Para a documentação fotográfica utilizou­se o filme

Kodak Ultra ASA 400.

Hibridização in situ fluorescente ­ FISH

A suspensão nuclear de cada amostra a partir de tecido

fresco foi obtida por desagregação mecânica, como descrito por Kuo et

al.º

Para a hibridização foi utilizada a sonda de sequência única

(LSI) do gene TP53, associada à sonda alfa­centromérica (CEP) do

cromossomo 17 (Vysis Inc.), marcadas com rodamina (Spectrum Orange)

e digoxigenina (Spectrum Green), respectivamente. As lâminas foram

desidratadas e banhadas em ácido acético 70% e 1XPBS.

Posteriormente, foram tratadas com pepsina 0,008% e fixadas em

formaldeído 4%. Foram novamente lavadas em 1XPBS, desidratadas e

secas.

As lâminas com a solução de sonda diluída foram co­

denaturadas em estufa a 80ºC por 8 minutos e depois incubadas em

câmara umedecida a 37ºC, por um período que variou entre 16 a 48

horas (em média 20 horas). Após o período de incubação, as lâminas

foram lavadas para remoção do excesso de sonda, em uma solução 0,1%
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NP40/2XSSC, desidratadas e secas. As lâminas hibridizadas receberam

10uL do contra­corante DAPI (4,6­diamidino­2­fenilindo!), em seguida,

foram cobertas com lamínulas de vidro para posterior análise.

A análise microscópica foi realizada por dois pesquisadores

que contaram de 200 a 300 núcleos em áreas diferentes do campo, em

microscópio “Olympus BMAX60. A concordância entre os dois

observadores foi de 95%. Na análise de deleção do gene TP53, para

cada amostra foi calculada a razão gene/centrômero (G/C), ou seja, o

número total de sinais do gene observado em cada caso dividido pelo

número total de sinais do centrômero. Para a documentação dos

resultados foi utilizado o filme Elitechrome ASA 400 (Kodak).

Análise estatística

A análise estatística foi realizada empregando­se o teste de

qui­quadrado (O) de homogeneidade e o teste exato de Fisher, utilizando­

se os programas Statdisk V 8.1 25 e Statistica ºº, respectivamente. O nível

de significância foi estabelecido para p < 0,05.

Resultados

Os resultados da análise de deleção e expressão do gene

TP53 estão sumarizados nas Tabelas 1 e 2, respectivamente, para as

mucosas gástricas normais (controle) e lesões gástricas benignas e

adenocarcinomas gástricos.
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Mucosa gástrica normai

Nas cinco amostras de mucosa gástrica histologicamente

normais (grupo controle) em que investigou­se a deleção do gene TP53,

foram observados dois sinais do centrômero 17 em 98,4% dos núcleos

(variação de 98,2% a 98,9%), enquanto 96,0% deles (variação de 94,1%

a 97,4%) apresentaram dois sinais do gene TP53. A ausência de um ou

dois sinais do centrômero 17 e do gene TP53, respectivamente, foi

encontrada em 1,6% e 3,3% dos núcleos, enquanto a presença de três

sinais foi observada apenas para o gene TP53, em 0,7% dos núcleos. À

razão média gene/centrômero foi igual a 0,98 (razão balanceada) com

número igual de sinais do gene e do centrômero (Figura 1A). Portanto,

estabeleceu­se como deleção os casos com razão G/C menor que 0,9.

Das oito amostras de mucosa gástrica avaliadas para a

expressão da p53, em metade delas não foi detectado imunorreatividade

da proteína p53 (Figura 2A). No entanto, na outra metade, observou­se

uma marcação fraca em 0,2% a 4,0% dos núcleos, assim considerou­se

como positivo os casos com mais de 10% dos núcleos imunocorados.

Gastrite crônica não­atrófica e atrófica

A avaliação de deleção do gene TP53 em 15 gastrites

crônicas não­atróficas e duas gastrites atróficas crônicas revelou cerca de

90% dos núcleos com dois sinais do centrômero 17 (variação de 89,4% a

98,9%) e do gene TP53 (variação de 81,0% a 96,5%). Portanto, todas as
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amostras apresentaram a razão gene/centrômero balanceada, com valor

igual ou acima de 0,9 (variação de 0,90 a 0,98), não evidenciando

deleção desse gene.

O acúmulo da proteína p53 foi detectado em 45% (5/11) dos

casos de gastrite crônica (Figura 2B), com uma variação de 12% a 31,4%

dos núcleos marcados fracamente. Nenhuma imunorreatividade foi

encontrada nos casos de gastrite atrófica.

Úlcera gástrica

Em três das 17 amostras de úlcera gástrica em que

investigou­se a deleção do gene TP53, em 95,8% dos núcleos (variação

de 94,4% a 98,7%) observou­se dois sinais do centrômero 17, enquanto

93,7% deles (variação de 92,5% a 94,6%) apresentaram dois sinais do

gene TP53. A ausência de um ou dois sinais do centrômero 17 e do gene

TP53, respectivamente, foi encontrada em 1,9% e 6,3% dos núcleos,

enquanto a presença de três e quatro sinais foi observada apenas para o

centrômero 17, respectivamente, em 1,9% e 0,4% dos núcleos. A razão

gene/centrômero variou de 0,94 a 0,97, portanto, nenhuma das amostras

apresentou deleção.

A imunoistoquímica revelou expressão nuclear positiva da

proteína p53 em 12% (2/17) dos casos (Figura 2C), com 14,6% e 47,2%

dos núcleos marcados fracamente em cada caso.
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Metaplasia intestinal

Das cinco de 18 amostras de metaplasia com avaliação da

deleção do gene TP53, a presença de dois sinais do centrômero 17

ocorreu em 88,6% dos núcleos (variação de 85,5% a 91,0%), enquanto

78,3% deles (variação de 67,5% a 86,9%) apresentaram dois sinais do

gene TP53. A ausência de um ou dois sinais do centrômero 17 e do gene

TP53 foi encontrada, respectivamente, em 4,5% e 21,1% dos núcleos. A

presença de três ou mais sinais foi observada para o centrômero (17 e o

gene TP53, respectivamente, em 9,/% e 21,1 dos núcleos. A razão

gene/centrômero variou de 0,78 a 0,92, evidenciando, portanto, três casos

(60%) com deleção do gene TP53.

A imunorreatividade positiva da proteína p53 foi detectada

em 12% (2/17) das amostras, uma do tipo completo e outra do tipo

incompleto, com marcação fraca de 13% e 20,8% dos núcleos (Figura

2D).

Adenocarcinoma gástrico

A análise da deleção do gene TP53 foi realizada com

sucesso, em 19% (3/16) dos casos (Tabela 2). Foram observados dois

sinais do centrômero 17 e do gene TP53, respectivamente, em 74,8%

(variação de 57,1% a 92,2%) e 65,2% (variação de 51,7% a 73,2%) dos

núcleos. A ausência de um ou dois sinais do centrômero 17 foi observada

em 2,4% dos núcleos, enquanto para o gene TP53 foi encontrada em
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32,7%. A presença de três ou mais sinais foi observada para o

centrômero 17 e o gene TP53, respectivamente, em 22,8% e 2,0% dos

núcleos. A razão gene/centrômero variou entre 0,60 a 0,81, evidenciando

deleção do gene TP53 (Figura 1B) nas três amostras.

A avaliação imunoistoquímica detectou o acúmulo positivo

da proteina po3 em 12 dos 15 casos analisados (80%), com marcação

forte em 15,68% a 90,4% dos núcleos (Figura 2E). Dos casos com

expressão aumentada, 7/10 (70%) eram do tipo intestinal e 5/5 (100%) do

tipo difuso. Foram observadas diferenças estatisticamente significantes

quanto à frequência de amostras imunopositivas entre os grupos de

adenocarcinoma gástrico e mucosa gástrica normal (p = 0,0007) e,

concomitantemente com todos os grupos de lesões benignas (p =

0,0000).

Em todas as amostras (lesões benignas e adenocarcinoma)

não foi observada a presença de marcação inespecífica e citoplasmática,

nem associação entre a expressão da p53 com parâmetros como sexo,

idade, tabagismo, etilismo, localização no estômago, histologia, grau de

diferenciação e infecção pelo H. pylori.

Discussão

Mutações no gene supressor de tumor TP53 têm sido

encontradas na maioria dos tumores matlignos,"* inclusive no câncer
27,28 e em linhagens celulares desse tipo de tumor.ººgástrico
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Em lesões gástricas benignas, ainda são escassos ou

inexistentes os estudos para avaliação imunoistoquímica da expressão da

p53 e deleção do gene TP53. No estudo ora realizado, os grupos de

gastrite crônica atrófica e não­atrófica e úlcera gástrica não apresentaram

deleção do gene TP53. Contudo, a expressão nuclear positiva da proteína

p53 foi observada em alguns casos de ambos os grupos, com intensidade

fraca, e frequência cerca 2 a 3 vezes menor de núcleos marcados em

relação aos adenocarcinomas, independente da infecção pelo H. pylori,

semelhante ao observado por Lan et al. *º

Marinone et al.** e Petersson et al.”* detectaram um nível

elevado de p53 em lesões gástricas como gastrite e metaplasia intestinal,

provavelmente, relacionado com a resposta inflamatória induzida pelo H.

1.º? não observaram o acúmulo nuclearpylori. Por outro lado, Craanen et a

da proteína p53 em mucosa gástrica normal, gastrite crônica e metapiasia

intestinal.

Petersson et al” também observaram uma expressão

maior da proteína no grupo com gastrite crônica moderada antral do que

no grupo com gastrite superficial. De modo contrário, no presente estudo

a imunorreatividade positiva foi similar tanto no grupo de gastrite crônica

superficial (3/8 casos) como moderada (2/7 casos), não observando­se

relação com a infecção pelo H. pylori.

L 34Jones et à relacionaram o aumento da proliferação

celular e apoptose em células epiteliais gástricas com a infecção precoce
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pelo H. pylori, que aceleraria a renovação celular e a produção da

proteína p53 selvagem. Alguns autores observaram uma frequência maior

de mutações no gene TP53 em pacientes com câncer gástrico H. pylori

positivo”? ou ainda associada com a cepa cagAÃ positiva,”* enquanto o

contrário também foi descrito. **

Como neste estudo não foi encontrada uma associação

entre a expressão aumentada da p53 e a presença do H. pylori, pode­se

sugerir, que além da infecção por essa bactéria, outros fatores,

endógenos e exógenos, relacionados ao estilo de vida e hábito alimentar,

com ação irritativa para a mucosa gástrica, também estejam envolvidos

com a produção excessiva da proteina p53 selvagem, principalmente nas

amostras de gastrite crônica, úlcera gástrica e metaplasia intestinal, que

apresentaram imunomarcação de intensidade fraca. Acredita­se que

produtos gênicos virais e proteínas celulares tenham a capacidade de

estabilizar a proteina p53 selvagem, elevando deste modo, sua taxa de

expressão. *”*

Nas metaplasias intestinais analisadas, a deleção do gene

TP53 foi detectada em 3/5 (60%) dos casos e o acúmulo nuclear da

proteina p53 em apenas 2/17 (12%). Contrariamente, Gomyo et al. ** não

encontraram deleção desse gene em 20 casos de metaplasia, obtidos de

pacientes com câncer gástrico. Como a marcação da proteína p53 foi

fraca nos dois casos do presente estudo, pode­se supor que seja devido

tanto a expressão da proteina selvagem como mutada, já que alguns
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estudos em metaplasia intestinal evidenciaram mutações no gene TP53.

15,19

Em adenocarcinoma gástrico, os três casos analisados

apresentaram deleção do gene TP53 e, em dois deles, do tipo intestinal e

H. pylori positivos, também foi observada a expressão elevada da

proteina p53. Sabe­se que o acúmulo nuclear dessa proteína ocorre

principalmente devido a mutações missense que produzem a forma

39.4º & não como consequência dealterada com vida média prolongada,

deleção. No entanto, a deleção pode ocorrer como um segundo evento,

levando à perda do alelo normal.**º

A deleção do TP53 tem sido frequentemente descrita em

câncer gástrico, algumas vezes associada com trissomia/polissomia do

cromossomo 17 ** ou monossomia desse cromossomo.*? Nos

adenocarcinomas — ora avaliados, dois casos apresentaram

trissomia/tetrassomia 17 e superexpressão da proteina p53. Nesses

tumores, o alelo selvagem do gene TP53 poderia ainda permanecer ativo,

mesmo que um alelo sofresse mutação de ponto e o outro a deleção.

Provavelmente, a proteina p53 mutante poderia atuar de modo negativo e

dominante, competindo e inativando a p53 normal”?

A expressão elevada da proteina p53 tem sido

correlacionada com prognóstico pobre do câncer gástrico na população

ocidental“? contudo esses resultados não foram confirmados na

população oriental,? possivelmente em decorrência do tipo de mutação.
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No presente estudo, a imunorreatividade nuclear positiva da

p53 foi observada em 87% (13/15) dos adenocarcinomas gástricos, a

maioria deles avançados (estadios Ill e IV). Todavia, não foi constatada

associação da expressão da p53 com outros parâmetros como sexo,

idade, tabagismo, etilismo, infecção pelo H. pylori, localização no

estômago, tipo histológico e grau de diferenciação, como já relatado em

estudos anteriores.**** No entanto, outros relatos associaram mutações

e/ou expressão elevada do gene TP53 com a região da cárdia,*º o estágio

tumoral, o tamanho do tumor e a redução do tempo de sobrevivência dos

pacientes.”

Conclusões

A deleção do gene TP53 e a superexpressão da proteína

p53 parecem ser eventos precoces em lesões gástricas, ocorrendo em

pacientes com metaplasia intestinal sem história de câncer e em

adenocarcinoma. Portanto, esses achados confirmam a participação de

alterações no gene TP53 nas etapas iniciais da carcinogênese gástrica,

podendo ser utilizadas como indicadores de maior risco de malignidade.
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Tabela 1 — Resultados da deleção e expressão do gene TP53 nas

amostras de mucosa gástrica normal, gastrite crônica não­atrófica e

atrófica, úlcera gástrica e metaplasia intestinal.

i

Deleção Imuno
Caso  Sexo/ Tabagismo! AH, Histologia — Localização TP53 p53

Idade Etilismo pylori (GIC <0,9) (> 10%)
Mucosa gástrica
MGNO1 M/35 —t­ Normal Antro 0,98
MGNO2 F/58 —/­ Normal Antro 0,97
MGNO3 F/75 —l­ Normal Antro 0,98
MGNO4 M/38 —­ Normal Antro 0,99
MGNOS5 F/20 Normal Antro 0,99
MGNO6 F/56 Normal Antro *

MGNO7 F/66 Normal Antro *

MGNO8 F/42 Normal Antro *

Gastrite crônica
GCSO01 F/22

GCSO05 M/10

GCSO06 M/02
GCS09 F/02
GCS11 F/40
GCS13 FI56
GCS14 F/36
GCS16 M/89
GCMO02 F/54
GCMOS M/60

GCMO6S F/48
GCM14 .M/44
GCM15 F/47
GCM16 F/57
GCM19 F/58
GACO3 M/80

GACO9 M/52
Ulcera gástrica
UGO1 M/79
UGO2 M/73
UGO3 M/52
UGO4 M/78
UGOS M/64
UGOS F/51

UuGo7 NM63
UGO8 M/71
UGO9 F/72
UG10 M/28
UG11 M68
UG12 F/83
UG13 M/48
UG14 F/82
UG15 F/45
UG16 M/71
UG17 M/63

superficial Antro

superficial Antro

superficial Antro/fundo

superficial Fundo

superficial Antro

superficial Fundo

superficial Antro

superficial Fundo
moderada Antro
moderada Antro
moderada Antro
moderada Antro
moderada Antro
moderada Antro
moderada Antro

atrófica Fundo

atrófica Antro
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Deleção e expressão do TP53 em lesões benignas e adenocarcinoma gástrico 135

Metaplasia intestinal
MIO1 F/50 MICf Antro * 2,6
MIO2 F/54 MICf Antro 0,90 o
MIO4 M/75 MIC Antro 0,92 0,6
MIOS M/74 MIC Antro 0,86 13,0
MIO6 M/72 MIC Antro * 1,2
MIO9 M/58 MICf Antro * o
MIHO F/70 MIC Antro * 0,4
MI21 F/91 MIC Antro * 2,2
MIO7 F/73 MI Antro * 0,8
MIO8 F/46 Mi! Antro * o)
MI12 M/73 MI Antro * 0,4
MI13 F/80 MI Antro * 20,8

*

*

*

7

+
+

+

MI14 M/94 MI! Antro 3,4
MI15 M/22 MI! Antro 0,2
MIH17 M/75 MUf Antro .)

MI F/68 MIC/MII Antro 0,78 0,8
MI16 F/61 MIC/MI!I Antro * 10,0
MI18 M/47 +/+ MIC/MII Antro 0,78 *+

+
+

+
+

+
+

+
+

M= masculino; F= feminino; ­ = negativo; + = positivo; MIC=metaplasia completa; MICf=
metaplasia completa focal; Mil= metaplasia incompleta; Milf= metaplasia incompleta
focal; x = dado não analisado.
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Tabela 2 ­ Resultados da deleção e expressão do gene TP53 nas

amostras de adenocarcinoma gástrico.

Caso Sexo/ Tabagismo!  H. TNM Localização Deleção Imuno

Idade Etilismo  pylori estadio TPS53 p53
(GIC < 0,9) (> 10%)

Intestinal

CGo4 M&63 TANIMX/IIV 15,6

CGO5 M/62 fo 20,8

CGO6 M/66 TXNxM1/IV 2,0

cGo7 MSI T4NIMXIV A 49,0

CcGO8 F/86 f 88,2

CGoO9 M/76 TSNOMO/Il A 22,1

CG1O0 MES TS3N1IM1VIV AIC 22,4

CG15 M/77 TXNxXM1/IV AIC 90,4

CG18 M/44 " A O

Ccoe20 F/38 TSN1IM1WIV A 5,8

Difuso

CcGO1 M71 + Ca 88,4

cet F/28 TSNOMO/I| A *

CcCG12 MB3 TAN2/IV AICIF 32,8

CG13 M/7i +/+ T3NÍ/AI| Calc 85,8

CGi4 M72 +/+ $ A/C 21,4

Cce17 MO93 +/+ + f) F/C * 86,4

M= masculino; F= feminino; — = negativo; + = positivo; A= antro; Ca= cárdia; C= corpo;
F= fundo; * = dado não analisado; é = dado não disponível.
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Legenda:

Figura 1 ­ Fotomicrografias de núcleos interfásicos evidenciando dois

sinais do gene TP53 (vermelho) e dois sinais do centrômero do

cromossomo 17 (verde) em mucosa gástrica normal (A) Em

adenocarcinoma gástrico, dois núcleos com deleção do gene TP53 e um

núcleo com monossomia do 17 (B). Os sinais do gene estão indicados

pelas setas.
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Legenda:

Figura 2 A­F — Imunoistoquímica da proteina p53 em cortes histológicos:

ausência de marcação em mucosa gástrica normal (A); marcação fraca

da p53 em gastrite crônica (B), úlcera gástrica (C) e metaplasia intestinal

(D) e marcação forte em adenocarcinoma do tipo intestinal (E) e do tipo

difuso (F). Aumento de 400x.

ES
AVAVAY

3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



Deleção e expressão do p53 em lesões benignas e adenocarcinoma gástrico 140

A

FS
AVAVAY

3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



DISCussão

Capítulo cinco

Sr

cm 1 2 3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



Discussão

DISCUSSÃO

Apesar do declínio no número de casos de câncer gástrico
nas últimas décadas, ele continua apresentando taxas elevadas de
incidência e mortalidade mundialmente. No Brasil, aparece como a
segunda causa de óbito entre os homens e a terceira entre as mulheres

(INCA, 2002). Diferentes fatores, como dieta rica em sal, alimentos

defumados, enlatados, consumo de álcool e tabaco, gastrectomia
anterior, infecção por Helicobacter pylori e a predisposição genética,
contribuem para o surgimento de alterações genotípicas (Guan et al,
2000) e fenotípicas, que estão associadas com uma sequência de

eventos que incluem a gastrite crônica não­atrófica e atrófica, metaplasia
intestinal, displasia e, finalmente, o câncer gástrico (Correa, 1992:
Guarner et a/., 2001).

No trabalho ora realizado, as técnicas de FISH e

imunoistoquímica foram empregadas no estudo de aneuploidias dos
cromossomos 3, 7, 8, 9 e 17, da deleção do gene TP53 e expressão da

proteina p53, em lesões gástricas benignas (gastrite crônica não­atrófica

e atrófica, úlcera gástrica e metaplasia intestinal) e adenocarcinoma

gástrico, e possível associação de tais alterações com a infecção pelo H.

pylori. Estudos genéticos em lesões gástricas benignas ainda são

escassos na literatura, principalmente em úlcera gástrica. Portanto,

achados genéticos em lesões benignas poderão contribuir com novas

formas de detecção precoce do câncer gástrico, cujo diagnóstico

acontece em estágios avançados.

Considerando­se como referência o diagnóstico molecular

para infecção pelo H. pylori, que mostrou­se mais sensível do que o
histológico, principalmente, nas amostras de metaplasia intestinal e

adenocarcinoma gástrico, pode­se constatar a ocorrência de aneuploidias

principalmente nas amostras H. pylori positivas de gastrite atrófica

crônica, úlcera gástrica e metaplasia intestinal. Nos grupos de gastrite
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crônica não­atrófica e adenocarcinoma gástrico não foi observada

associação entre essas variáveis. O mesmo foi observado por Van
Grieken et al. (2000) em amostras de câncer gástrico avaliadas pela

técnica de Hibridização Genômica Comparativa (CGH), que também não
encontraram associação considerando­se o tipo de cepa do H. pylori

(cagA, vacA e iceA). Acredita­se que o H. pylori atue nas fases iniciais da
carcinogênese gástrica, provocando o surgimento do processo

inflamatório (Yasui et al., 2001).

O grupo de gastrite crônica (atrófica e não­atrófica)

apresentou uma frequência baixa de aneuploidias envolvendo todos os
cromossomos avaliados (23%), quando comparado aos de úlcera gástrica

(62%), metaplasia intestinal (71%) e adenocarcinoma gástrico (100%). À
deleção do gene TP53 foi observada apenas no grupo de metaplasia
intestinal e adenocarcinoma gástrico e a expressão elevada da proteina

p53 foi encontrada em frequência menor e intensidade mais fraca nos

grupos de lesões gástricas benignas (gastrite crônica, úlcera gástrica e
metaplasia intestinal), em relação as amostras de adenocarcinoma
gástrico, que apresentaram imunorreação positiva forte.

Em gastrite crônica não­atrófica e atrófica, as principais
aneuploidias identificadas foram a monossomia e trissomia do
cromossomo 7 e trissomias 7 e 8, respectivamente. Em ambos os grupos,

não foi detectada a deleção do gene TP53, entretanto, o acúmulo nuclear
da proteína p53 foi observado apenas nas gastrites crônicas não­atróficas
(45% dos casos).

Nesse tipo de lesões, alguns poucos estudos têm relatado
aneuploidias em 5,2% e 8,5% dos casos de gastrite crônica não­atrófica e
atrófica, respectivamente (Weiss et a/., 1989).  Teodori et al. (1984)
encontraram subpopulações de células com DNA aneuplóide em 45% das
amostras de gastrite com atrofia, enquanto Abdel­Wahab et al. (1996)
observaram alterações numéricas em 18,8%. Apesar das discrepâncias, a
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taxa de aneuploidias detectadas em gastrite no presente estudo,
encontra­se na faixa de variação relatada na literatura.

A análise da deleção do gene TP53 em gastrites crônicas
era inexistente, até o momento. Entretanto, há algumas informações da
expressão da proteina p53. Enquanto, Craanen et al. (1995) não

observaram acúmulo nuclear da proteína p53 em mucosa gástrica normal,
gastrite crônica e metaplasia intestinal, Marinone et a/. (2001) e Lan et al.

(2003) detectaram a expressão de p53 em lesões gástricas benignas e
malignas, sendo que apenas os primeiros autores relacionaram com a

resposta inflamatória induzida pelo H. pylori, principalmente, com a cepa
cagA positiva, contudo, não foram detectadas mutações no TP53.

Nas úlceras gástricas, as aneuploidias mais comuns foram
as trissomias dos cromossomos 7 e 17 e nenhuma amostra evidenciou a

deleção do gene TP53. Entretanto, 12% (2/17) dos casos apresentaram
imunorreatividade positiva da proteína p53. A progressão maligna de

úlceras gástricas tem sido raramente descrita na literatura (Ellis et al,

1979; Nagavo, 1986; Lee et a/., 1990), da mesma forma que sua

coexistência com neoplasia gástrica (Yamagata & Hisamichi, 1979) e
aumento do risco de câncer gástrico em pacientes com úlcera (Lee et al,

1990).

Em metaplasia intestinal, considerada como uma lesão pré­

cancerosa, a frequência de aneuploidias foi superior ao observado em

úlceras — gástricas — apresentando — principalmente trissomias dos
cromossomos 7 e 9 no tipo completo e no incompleto, também as

trissomias 8 e 17. A deleção do gene TP53 foi observada em 60% (3/5)

dos casos avaliados e a expressão da proteina p53 foi positiva em 12%
(2/17) das amostras.

Lesões pré­cancerosas, como metaplasia intestinal e

adenoma, apresentam várias alterações genéticas similares às

encontrada em tumores gástricos bem diferenciados, ou seja, do tipo
intestinal (Kobayashi et al, 2000; Yasui et al, 2001). Muitas dessas
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alterações genéticas são detectadas, principalmente na metaplasia do

tipo incompleto, sem ainda apresentar nenhuma mudança morfológica. À

análise molecular dos casos de metaplasia intestinal poderá permitir um

diagnóstico precoce do câncer gástrico, já que mutações nos genes

TP53, APC ou K­RAS têm sido relatadas com frequência menor nessas

lesões (Ochiai et a/., 1996). Cerca de 30% dos casos de metaplasia
apresenta fraca, mas significativa atividade da telomerase, sugerindo a

existência de hiperplasia das células basais ou a imortalização precoce de

algumas células somáticas (Yokozaki et a/., 2001). Algumas metaplasias,

ainda apresentam a hipermetilação da ilha CpG de genes de reparo como
hMLH1 e a redução de sua expressão, favorecendo a instabilidade

genética e a progressão maligna (Yasui et al/., 2001). A instabilidade de
microssatélites foi coincidente entre as metaplasias intestinais e os

tumores — gástricos malignos, originados dos mesmos pacientes
(Kobayashi et a/., 2000). Estes estudos reforçam o argumento que esse

tipo de lesão, quando manifesta alterações genéticas, pode ser um

precursor do adenocarcinoma do tipo intestinal, pois ambos apresentam

alterações moleculares similares, e podem ter evoluído conjuntamente.
Deleção do gene TP53 não foi observada em metaplasia

intestinal (Gomyo et a/., 1996). Entretanto, Ochiai et a/. (1996) detectaram

mutações desse gene em áreas de metaplasia intestinal, especialmente
no tipo incompleta, encontradas em 74% dos pacientes com câncer
gástrico, indicando que lesões metaplásicas com mutações do TPS53
aumentam o risco de câncer.

A análise imunoistoquímica deste estudo revelou acúmulo

nuclear da proteina p53 em uma amostra de metaplasia intestinal
completa, H. pylori negativa, na qual também foi detectada a deleção do
gene TP53, e em outro caso de metaplasia intestinal incompleta, H. pylori
positivo, com imunorreatividade positiva da p53. Em ambos, devido a
marcação fraca, supõem­se que a proteína p53 expressa possa ser do
tipo selvagem e/ou mutada, já que alguns estudos em metaplasia
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intestinal evidenciaram a presença de mutações no gene TP53 (Shiao et
al., 1994; Ranzani et a/., 1995; Ochiai et a/., 2000).

Nas amostras de gastrite crônica, úlcera gástrica e

metaplasia intestinal não constatou­se uma associação entre a expressão
aumentada da p53 e a presença do H. pylori, podendo­se sugerir, que
além dessa bactéria, outros fatores, endógenos e exógenos, relacionados
ao estilo de vida e hábito alimentar, com ação irritativa para a mucosa

gástrica, também estejam envolvidos com a produção excessiva da
proteina p53 selvagem. Acredita­se que produtos gênicos virais e
proteínas celulares tenham a capacidade de estabilizar a proteina p53
selvagem, elevando deste modo, sua taxa de expressão (Chang et al,
1993; Hall et al., 1994).

Nos  adenocarcinomas  gástricos, a frequência de

aneuploidias foi superior ao observado em metaplasia, ocorrendo
principalmente, trissomias e tetrassomias dos cromossomos 3, /, 8,9 e
17. A deleção do gene TP53 e o acúmulo nuclear da proteína p53 foram
observados em todas as três amostras analisadas e em 12 dos 15 casos,

respectivamente.

Aneuploidias dos cromossomos 7, 8 e 17 têm sido
frequentemente relatadas em adenocarcinomas gástricos (Gomyo et al,
1995; Han et a/., 1996; Yadav et al., 1996; Beuzen et al., 2000; Kitayama
et al., 2000). A trissomia 7, em neoplasias gástricas, é uma alteração
comum (Espinoza et al., 1999; Okada et al.,2000; Chun et al., 2000;
Kitayama et al/., 2000), podendo estar envolvida nos estadios iniciais da
transformação genética desses tumores, conferindo vantagens para o
crescimento de alguns clones celulares anormais (Sainsbury et al. 1985).
Esse cromossomo contém genes que expressam receptores e fatores de
crescimento, como EGF­R, HGF e HGF­R (Weidner et a/l., 1991; Wang et
al., 1993), e o oncogene c­MET, alguns dos quais quando expressos em
taxas elevadas podem estar envolvidos com a gênese e a progressão do
câncer gástrico (Tahara, 1993; Tarasova et a/., 1996).
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A trissomia 8 e a amplificação da região 8924, que contém o
oncogene c­MYC, têm sido observadas em vários tipos de tumores,

inclusive no câncer gástrico (Takahashi et a/., 1998; Beuzen et al., 2000),
no qual exerce um papel importante no processo de diferenciação (Suzuki
et al, 1997). Geralmente, a amplificação do oncogene c­MET ocorre

concomitantemente com a do c­MYC em carcinomas gástricos (Seruca et
al., 1995) e, parece haver uma correlação entre a amplificação destes
genes e o estadio clínico e prognóstico da lesão (Kuniyasu et a/. 1992).

Neste estudo a aneuploidia do cromossomo 3 não foi um

evento comum nas amostras avaliadas, sendo observada principalmente
nas amostras de adenocarcinoma gástrico (57,1%). A trissomia 3 foi

detectada na linhagem celular TMK­1 de carcinoma gástrico (Ito et al,
1989) e em 50% ou mais dos linfomas gástricos (Blanco et a/., 1999),

sendo considerada uma das principais alterações nesse tipo de câncer.
Guan et al. (2000) detectaram o ganho da região 3q em 31% dos casos

de tumores gástricos estudados. O ganho das regiões 3q e 13q foi

também observado em adenocarcinoma da junção gastroesofágica (van
Dekken et a/., 1999), entretanto, o mesmo não foi encontrado em outros

estudos com câncer gástrico (Kokkola et al/., 1997; Nessling et a/., 1998;

Sakakura et a/., 1999). Possivelmente, as regiões 3g e 13922 abriguem

oncogenes que podem ter um papel importante na carcinogênese gástrica

(Guan ef al., 2000).

A trissomia do cromossomo 9 foi observada, principalmente,

nos grupos de metaplasia intestinal completa e adenocarcinoma gástrico.

O ganho das regiões 9p22­pter e 9p32­33 tem sido observado em

tumores — gástricos —indiferenciados e em estadios avançados,
respectivamente (Han et al., 1996; Koizumi et a/., 1997). No cromossomo

9 também estão localizados os genes supressores de tumor p16

(CDKN2A, MTS1) e p15 (CDKN2B), ambos localizados na região 9p21, os

quais regulam o ciclo celular, porém, raramente a deleção dessa região
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têm sido observada em adenocarcinomas gástricos (Hayashi et al., 1997;
Wu et al., 1998).

Na região 17912­21.32 localiza­se o oncogene c­ERBB­2
(HER­2­neu) relacionado com o crescimento e diferenciação celular,
sendo que a expressão elevada de sua proteína está associada com

fenótipo tumoral mais agressivo (Yonemura et al., 1991; Uchino et al,

1993), enquanto outros têm associado com um prognóstico bom em
câncer gástrico (Jain et al. 1991; Hilton & Wesk, 1992).

Em adenocarcinoma gástrico, os três casos analisados

apresentaram deleção do gene TP53. A mutação ou a perda desse gene
é um evento inicial na tumorigênese gástrica e tem sido observada em

lesões benignas ou pré­cancerosas, como gastrite atrófica, metaplasia
intestinal e displasia (Hao et a/., 1997). Em amostras de mucosa normal e

metaplasia intestinal, alguns estudos não encontraram evidências de

alterações numéricas do cromossomo 17 e do gene TP53, entretanto, em

carcinomas gástricos, trissomias e tetrassomias do 17 e deleção desse
gene foram eventos frequentes (Gomyo et a/.,, 1996; Kobayashi et al,

1996; Koo et a/., 2000).

Não foi observada associação entre a freqúência de

aneuploidias e parâmetros como sexo, idade, hábitos de tabagismo e

etilismo, localização no estômago, histologia e grau de diferenciação nos

grupos de lesões gástricas benignas e adenocarcinoma gástrico. À

exceção foi a associação observada entre o grupo de gastrite crônica

não­atrófica H. pylori positivo e o tabaco, cuja odds ratio evidenciou que a

chance de fumantes apresentarem gastrite crônica não­atrófica associada

ao H. pylori é 9,14 vezes maior do que para os não­fumantes.
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Conclusões

CONCLUSÕES

1. O diagnóstico molecular do Helicobacter pylori, por meio da técnica de

PCR, demonstra maior eficácia em comparação com o histológico, obtido
por coloração Giemsa, principalmente em metaplasia intestinal e

adenocarcinoma gástrico, evitando a subestimativa da infecção;

2. A técnica de FISH evidencia a ocorrência de aneuploidias em lesões

gástricas benignas destacando a monossomia e trissomia 7 como

alterações iniciais em gastrite crônica; trissomias 7 e 8 em gastrite atrófica
crônica; trissomias 7 e 17 em úlcera gástrica; trissomias 7, 8, 9 e 17 em

metaplasia intestinal, em comparação com frequências mais elevadas de
trissomias e tetrassomias dos cromossomos 3, 7, 8, 9 e 17 em

adenocarcinoma gástrico;

3. A deleção do gene TP53 é observada em metaplasia intestinal de

pacientes sem história de câncer e em adenocarcinomas, evidenciando a

participação de alterações nesse gene nas etapas iniciais da

carcinogênese e reforça a associação desse tipo de lesão como um

precursor potente do adenocarcinoma gástrico;

4. As lesões gástricas benignas manifestam imunorreatividade positiva da

proteína p53 com intensidade fraca e frequência de 2 a 3 vezes menor de

núcleos marcados em relação aos adenocarcinomas gástricos. À

expressão elevada da p53 em gastrite crônica e úlcera gástrica pode ser

devido a proteína selvagem, enquanto em metaplasia intestinal pode

refletir a forma mutada, já que este tipo de lesão compartilha alterações

genéticas em comum ao adenocarcinoma;

5. A infecção pelo H. pylori está associada com a ocorrência de

aneuploidias em lesões benignas como gastrite atrófica crônica, úlcera

FS
AVAVAY

3 4 5 6 7 unesp ”. 12 13 14 15 16 17 18



Conclusões

gástrica e metaplasia intestinal, mas não com a expressão da proteína
p53;

6. De modo geral, não há associação entre a ocorrência de aneuploidias
ou expressão da p53 e parâmetros como sexo, idade, tabagismo, etilismo,

localização, histologia e grau de diferenciação, nas amostras de lesões
benignas e adenocarcinoma, exceto em gastrite crônica não­atrófica, em

que o cigarro associado com à infecção pelo H. pylori aumenta em 9,14

vezes o risco do indivíduo desenvolver gastrite crônica não­atrófica.
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RESUMO

O câncer gástrico é o segundo tipo mais comum de

neoplasia no mundo. A carcinogênese de estômago é um processo de

múltiplos passos, podendo manifestar­se em várias etapas como gastrite

superficial, gastrite atrófica crônica, metaplasia intestinal, displasia e,

finalmente, como um carcinoma. Essas condições costumam ser

sequenciais e ocorrer num período de muitos anos como resultado da

exposição a uma variedade de fatores como a dieta alimentar, o estilo de

vida, a infecção pela bactéria Helicobacter pylori e condições pré­

existentes que podem resultar em alterações genéticas. A infecção pelo

H. pylori é epidemiologicamente associada com o desenvolvimento de

câncer gástrico, contudo os mecanismos genéticos subjacentes são ainda

desconhecidos. O objetivo deste estudo foi investigar pelas técnicas de

FISH e imunoistoquímica, a ocorrência de aneuploidias dos cromossomos

3,/7,8,9e17 ea deleção e expressão do gene TP53 em lesões gástricas

benignas (gastrite crônica não­atrófica e atrófica, úlcera gástrica e

metaplasia intestinal) e adenocarcinoma gástrico, e associá­las com a

infecção pelo H. pylori, diagnosticada pela técnica de PCR. As

aneuploidias mais frequentemente encontradas foram monossomia e

trissomia 7 em gastrite crônica; trissomias 7 e 8 em gastrite atrófica;

trissomias 7 e 17 em úlcera gástrica; trissomias 7, 8, 9 e 17 em

metaplasia intestinal e trissomias/tetrassomias 3, 7, 8, 9 e 17 em

adenocarcinoma gástrico. Foi encontrada associação entre a infecção
pelo H. pylori e aneuploidias em gastrite atrófica (p=0,0143), úlcera
gástrica (p=0,0498) e metaplasia intestinal (p=0,0105), porém não houve
associação entre a ocorrência de aneuploidias e o tipo histológico e
estadiamento dos adenocarcinomas gástricos, nem entre outros

parâmetros como o sexo, a idade, o tabagismo e o etilismo e a localização

no estômago,, os quais também foram avaliados nos grupos de lesões

benignas. A deleção do gene TP53 não foi encontrada em gastrites
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crônicas não­atróficas e atróficas e em úlcera gástrica, mas a

imunorreatividade positiva para a p53 foi detectada em 45% (5/11) e 12%

(2/17), respectivamente, dessas amostras. Foi observada a deleção e

expressão do TP53 em 60% (3/5) e 12% (2/17) de metaplasias intestinais

e 100% (3/3) e 80% (12/15) dos adenocarcinomas gástricos analisados,

respectivamente. No entanto, não houve qualquer associação significante

entre a expressão da p53 e os parâmetros avaliados e a infecção pelo H.

pylori. Os resultados indicam a ocorrência de aneuploidias nos
cromossomos avaliados evidenciando uma instabilidade cromossômica de

forma progressiva a partir de gastrite crônica, sugerindo sua participação

durante a tumorigênese gástrica. A deleção do gene TP53 apenas nas

amostras de metaplasia intestinal e adenocarcinoma gástrico corrobora a

hipótese de que essas patologias compartilham alterações genéticas e

evoluem conjuntamente. Por outro lado, o aumento de expressão da

proteína p53 nos grupos de gastrite crônica e úlcera, pode ser devido a

superprodução da proteína selvagem, relacionada a uma resposta

inflamatória da mucosa induzida por outros fatores, endógenos e

exógenos, já que não observou­se associação com a expressão dessa

proteína e a infecção pelo H. pylori. Em metaplasia intestinal, a expressão

aumentada da p53 pode estar relacionada com a forma mutada, já que
mutações no gene TP53 foram relatadas neste tipo de lesão.

Palavras­chave: lesões gástricas benignas; adenocarcinoma gástrico;

Helicobacter pylori; FISH; deleção TP53; imunoistoquímica.
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Abstract

ABSTRACT

Gastric cancer is considered to be the second most common

cancer worldwide. Carcinogenesis of the stomach is a multi­stage process,
it may appear in various stages as superficial gastritis, chronic atrophic

gastritis, intestinal metaplasia, dysplasia and, finally, carcinoma. These

sequential changes in the gastrice mucosa may occur over a period of

many years as a result of exposure to a variety of factors such as diet, life
style, Helicobacter pylori infection and preexisting condition, which cause

genetic alterations. H. pylori infection is epidemiologically associated with
the development of gastric cancer, but the underlying genetic mechanisms

are largely unknown. The aim of this study was to investigate the

occurrence of aneuploidies in chromosomes 3, 7, 8, 9, and 17 and TP53

gene deletion and expression, using FISH and immunohistochemical

techniques, respectively, in benign gastric lesions (non­atrophic chronic

gastritis, atrophic gastritis, gastric ulcer and intestinal metaplasia) and

gastric adenocarcinoma, and to associate these features with H. pylori
infection, diagnosed by PCR molecular technique. The aneuploidies most

frequently found were monosomy and ftrisomy 7 in chronic gastritis;
trisomies 7 and 8 in atrophic gastritis; trisomies 7 and 17 in gastric ulcer,;

trisomies 7, 8, 9 and 17 in intestinal metaplasia and trisomies/tetrasomies

3, 7, 8 9 and 17 in gastric adenocarcinoma. Association was found
between H. pylori infection and aneuploidies in atrophic gastritis
(p=0.0143), gastric ulcer (p=0.0498) and intestinal metaplasia (p=0.0105),
but no association was found between the occurrence of aneuploiídies and

histological type and differentiation grade of gastric adenocarcinoma or

benign gastric lesions, with any other parameters such as sex, age,

tobacco and alcohol consumption, and localization of stomach. No TP53
deletion was found in non­atrophic and atrophic chronic gastritis and

gastric ulcer, but p53 positive immunoreactivity in these samples was
detected in 45% (5/11) and 12% (2/17), respectively. TP53 gene deletion
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and expression were found in 60% (3/5) and 12% (2/17) of intestinal
metaplasia and 100% (3/3) and 80% (12/15) of gastric adenocarcinoma
analysed, respectively. There was no significant association between p53

expression and evaluated parameters and H. pylori infection. The results
denote the occurrence of chromosomes 3, 7, 8, 9, and 17 aneuploidies
showing increased chromosomal instability, from chronic gastritis, that
may be a contributing factor in gastric tumorigenesis. TP53 gene deletion

was found only in intestinal metaplasia and gastric adenocarcinoma,
corroborating the hypothesis that these pathologies share genetic

alterations and progress jointly. The increase of p53 protein expression in
chronic gastritis and gastric ulcer is due to overproduction of the wild­type

protein, related to an inflammatory response in mucosa induced by other
factors, endogenous or exogenous, since no association between protein

expression and H. pylori infection was observed. In intestinal metaplasia,

p53 overexpression may be related with mutated form, seeing that

mutations in the TP53 gene were reported in this type of lesion.

Key­words —­ benign qgastric lesions; gastric adenocarcinoma;

Helicobacter pylori; FISH; TP53 deletion; immunohistochemical.
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ANEXO 1

1. IDENTIFICAÇÃO

Data de nascimento: .......... [AOSUSA Sexo:( )F ( )M
Grupo étnico: (” ) caucasóide ( ) negróide ( ) asiático

11. DADOS PESSOAIS E FAMILIAIS

­ Consumo de bebida alcoólica: ( )Sim

­ Doenças anteriores:
( úlcera ( gastrite
(

­ História de câncer ou outras doenças na família (grau de parentesco):
( ( )úlcera ( ) gastrite
(
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