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Resumo

O céancer gastrico € o quarto tipo mais comum e o segundo em mortalidade. Apesar
da diminuicdo do numero de casos nos ultimos tempos ainda € um grande problema
mundial. E mais, sua associacdo com o Helicobacter pylori (HP) esta cada vez mais
preocupante, devido a alta prevaléncia de cepas patogénicas dessa bactéria. Além
disso, mutacdes em genes que agem no ciclo celular podem levar ao cancer. O gene
que codifica a proteina p53 é responsavel pelo reparo de lesdes no DNA durante o
ciclo celular funcionando como um regulador transcricional. Quando o reparo nao é
viavel a proteina p53 induz a entrada da célula danificada em apoptose. Mutagbes
mais freqientes ocorrem nos exons 5, 6, 7 8 e 9. No atual trabalho investigou-se a
possivel associacdo da mutacao no gene p53, correlacdo com presenca da cepa
patogénica CagA+ e estadiamento do tumor. Foram estudadas 55 amostras de
cancer gastrico extraidas por biépsia durante gastrectomia. PCR foi utilizada para os
exons 5 ao 9, analise de mutagao por sequenciamento automatico e dados clinicos
foram coletados incluindo infeccao por Helicobacter pylori CagA+. Trinta e dois casos
apresentaram mutacdes em p53 sendo que 6 deles apresentaram mutacdo em mais
de um exon. 53% apresentaram-se infectados por HP CagA+. 87% dos pacientes
estavam em estadiamento avancado do tumor (Il, 1l e IV) e 80% eram do tipo
intestinal. Quanto a correlacao de p53 e cagA+ a casuistica é relativamente pequena,
e assim a correlacdo de p53 e cagA nao foi vista. Os resultados confirmam a
relevancia das mutacées em p53 e da presenca da cepa patogénica CagA nos casos
de céancer gastrico, contudo estudos devem ser realizados com um maior niumero
amostral. Neste caso, o uso da p53 mutada pode ser utilizada em diagnédstico
indicando, assim um melhor tratamento, desde que ha casos em que sua alteracao
impde resisténcia a certos tipos de tratamento, independente da presenca do H
pylori. Desta forma poder-se-ia pensar em esquemas de tratamentos individualizados
€ menos agressivos para cada individuo, bem como a prevencao por meio de
aconselhamento genético e erradicacdo da bactéria quando classificada como
patogénica.

Palavras chaves: cancer gastrico, p53, sequenciamento de DNA, mutacao,
Helicobacter pylori.



Summary

The gastric cancer is the fourth most common type and the second in mortality.
Despite the decrease in the number of cases in recent times is still a major problem
worldwide. Moreover, its association with Helicobacter pylori (HP) is increasingly
worrying, because of the high prevalence of pathogenic strains of this bacterium.
Furthermore, mutations in genes that act in the cell cycle can lead to cancer. The
gene encoding the p53 protein is responsible for repair of lesions in DNA during cell
cycle working as a transcriptional regulator. When the repair is not viable in the p53
protein induces the entry of the cell into apoptosis damaged. Change frequently occur
in exons 5, 6, 7 8 and 9. In the current work investigated is the possible association of
the mutation in the p53 gene, correlation with the presence of pathogenic strain CagA
+ and staging of the tumor. We studied 55 samples of gastric cancer extracted by
biopsy taken during gastrectomy. PCR was used to the exons 5 to 9, analysis of
mutation by sequencing automatic and clinical data were collected including infection
by Helicobacter pylori / CagA +. Thirty-two patients had mutations in p53 is that 6 of
them had more than one mutation in exon. 53% showed up infected HP CagA +. 87%
of the patients were in advanced staging of the tumor (Il, Ill and IV) and 80% were of
the intestinal type. As the correlation of p53 and cagA + the casuistic is relatively
small, and thus the relationship of p53 and cagA was not seen. The results confirm
the relevance of mutations in p53 in the presence of pathogenic strain CagA in cases
of gastric cancer, but studies must be conducted with greater sample. In this case, the
use of p53 mutant can be used in diagnosis indicating thus a better treatment, since
there are cases where its amendment requires resistance to certain types of
treatment, regardless of the presence of H pylori. Thus it could be thinking of
schemes individually and less aggressive treatments for each individual, as well as
prevention through genetic counseling and eradication of the bacterium when
classified as pathogenic.

Key words: gastric cancer, p53, DNA sequencing, mutation and Helicobacter pylori.
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1- Introducao

O cancer de estdbmago, também chamado de cancer gastrico (CG), pode se
iniciar em qualquer parte do estdbmago. Ele pode se espalhar pelos linfonodos
proximos e para outras areas do corpo como figado, pancreas, intestino grosso
(célon), pulmdes e ovarios. A maioria dos tumores que atingem o estémago é do tipo
adenocarcinoma, que significa que se desenvolveram da camada que reveste
internamente o estbmago. Outros tipos de tumores gastricos incluem linfomas,
sarcomas gastricos e tumores carcindides, mas estes séo raros (DE VITA, 1997).

A maioria dos canceres gastricos é esporadica. (MALCOLM G S et al, 2006),
sendo os adenocarcinomas responsaveis por 95% dos tumores gastricos (COTRAN
RS et al, 1999). Sao classificados histologicamente, e pelo grau de estadiamento do
tumor.

A tumorigenese gastrica € um processo que se desenvolve em varias fases:
gastrite, atrofia gastrica, ulceracbes, metaplasia intestinal, displasia e, como
neoplasia maligna (COTRAN RS et al, 1999) . Essas fases costumam ser
sequenciais e tém como consequiéncia a exposicao a fatores endégenos e exégenos
(CESAR et al, 2002).

1.1- Incidéncia

Apesar do marcado declinio na incidéncia do cancer gastrico em muitos
paises industrializados, este permanece sendo a segunda causa mais comum de
mortes relacionadas a neoplasia no mundo (DE VITA, 1997) e o 4° tipo mais
comum no mundo em incidéncia (INCA, 2007). Entre 1978 a 1996 o Brasil esteve
em primeiro lugar com o maior indice de mortalidade (Cad. Saude Publica, 2006).

Para o ano de 2008, estimam-se 14.080 casos de cancer de estbmago
entre homens e 7720 casos entre mulheres, correspondendo a um risco estimado
de 15 casos novos a cada 100 mil homens e de 8 para cada 100 mil mulheres.
Cerca de 65% dos pacientes diagnosticados com cancer de estbmago tém mais
de 50 anos. O pico de incidéncia se da, em sua maioria em homens,

predominantemente, por volta dos 70 anos de idade (INCA, 2007).



Apesar da incidéncia mundial de cancer de estébmago estar decaindo e da
melhora no tratamento e diagnostico, menos de 20% dos pacientes tém uma
sobrevida de até 5 anos apds serem diagnosticados (MALCOLM G S et al, 2006).

Macroscopicamente os tumores gastricos estdao agrupados em cinco tipos. O
carcinoma infiltrante superficial € a forma menos agressiva do tumor. A neoplasia nao
ultrapassa a camada muscular da mucosa nem apresenta ulceragao. Infelizmente é
um estadio assintomatico da doenca e s6 podera ser encontrada com uma busca
ativa, com endoscopia em massa das populacées de risco. Os resultados do
tratamento podem levar a uma sobrevida de 10 anos em 75% dos casos (YAN-
QUIROZ et al, 2002).

Os tumores sintomaticos, por outro lado, sdo profundamente infiltrativos e
geralmente apresentam metastases. Seu componente Iluminar, acessivel a
endoscopia, pode assumir 0 aspecto vegetante (polipdide) ou ulcerado com éareas
circunjacentes de infiltracdo (YAN-QUIROZ et al, 2002).

A linitis plastica é um tipo especifico de tumor que infiltra extensamente a
parede gastrica sem se concentrar num "tumor" nem produzir ulceracao. O estdmago
se transforma numa bolsa de paredes rigidas facilmente reconhecivel a radiologia
(YAN-QUIROZ et al, 2002).

1.2 - Classificacao

Classificacdo segundo Laurén

Laurén, em 1965, classificou os tumores gastricos em dois tipos histol6gicos
basicos: o tipo intestinal e o tipo difuso (figura 1). O cancer de estbmago tipo
intestinal origina-se por meio de situagdes pré-cancerosas, como a atrofia gastrica ou
metaplasia intestinal e € caracterizado por substituir o epitélio do estdmago por um
epitélio com caracteristicas histologicas do epitélio do intestino (porcdo duodenal).
Apresenta células neoplasicas formando um tecido de estruturas tubulares
juntamente com uma massa discreta. (HOWSON et al, 1986). As células neoplasicas
se apresentam de forma coesa formando uma estrutura globular definida, algumas
vezes com papila ou componentes solidos. (HOWSON et al, 1986; HWANG et al,
1994). Durante o processo de cicatrizacdo da mucosa gastrica em pacientes com

gastrite, é observada a metaplasia intestinal, decorrente da transformagéo do epitélio



de revestimento e glandular em células absortivas colunares metaplésicas
intercaladas por células caliciformes de morfologia intestinal. Essa lesdo esta
associada a infeccdo pelo Helicobacter pylori e, embora as caracteristicas do
intestino delgado predominem, em algumas situagbes as caracteristicas do epitélio
do colon estdo presentes, originando a metaplasia do tipo incompleto, que é o mais
relacionado ao cancer gastrico (CESAR et al, 2002).

Figura 1. a) Representa neoplasia gastrica do tipo intestinal de Laurén. Observando-se
estruturas tubulares, revestidas por células pseudoestreatificadas, com intensa hipercromasia nuclear,
alteragdo da relacdo nucleo citoplasmatica e diminuicdo dos espagos interglandulares. (400x). b)
Representa neoplasia gastrica do tipo difuso de Laurén. Ocorrem células neoplasicas difusamente
distribuidas, caracterizadas por alteragdo da relagdo nucleo-citoplasmatica, hipercromasia nuclear,
presenca de muco intracitoplasmatico e nucléolo evidente (400x).

Ja o cancer de estbmago tipo difuso esta associado a origem familial e nao se
relaciona a condicbes pré-neoplasicas, sugerindo, assim uma predisposicao
genética. Este apresenta células que se infitram no estbmago de forma difusa
(HOWSON et al, 1986). E composto por células separadas umas das outras ou em
pequenos grupos que produzem secre¢cdo mucinosa distribuida por todo o citoplasma
dessas células. Pode apresentar também secrecdo extracelular dispensando-a no
estroma (AMOROQOSI et al, 1988). Pode-se observar a progressdao do cancer maligno
dos dois tipos na figura 2.

Com gastrite crénica de longa duragdo, o epitélio desenvolve alteragdes
citoldgicas, incluindo as de tamanho, formato e orientacao das células epiteliais com



atipia dos nucleos. Essas alteracoes displasicas podem se tornar tdo graves a ponto
de constituirem um carcinoma in situ, principalmente do tipo intestinal proveniente de
formas atréficas de gastrite. Ja o tipo difuso surge originalmente, sem evolucao por
meio de displasia (CESAR et al, 2002).

Ha uma diferenca quanto ao tempo de invasado do cancer. No tipo intestinal os
estagios pré-cancerosos sao prolongados e bem definidos transformando a mucosa
gastrica normal em uma mucosa de tipo intestinal. As mudangas morfolégicas
observadas sao classificadas basicamente em trés categorias: inflamacgéao, atrofia e
perda de diferenciacao celular. Os estagios pré-cancerosos do tipo difuso ja ndo sao
tao longos e tdo bem definidos quanto o tipo intestinal (TEH & LEE, 1987; CORREA,
1988).

Quanto a distribuicao, o tipo intestinal € mais freqliente em areas onde o risco
de desenvolver a doengca € mais elevado, enquanto o tipo difuso tem freqiéncia
similar em areas de alto e baixo risco. Do ponto de vista da distribuicdo por género e
idade, o tipo intestinal é mais freqiiente em homens, sobretudo em faixas etarias
mais avangadas; por outro lado, o tipo difuso apresenta nimero similar entre homens
e mulheres e acomete individuos mais jovens. (MUNOZ et al, 1968;HOWSON et a.,
1986; HOLBURT & FREEDMAN,1987; AMOROSI et a/,1988; ANTONIOLI, 1994). Em
funcéo destas diferencas, Howson et al. (1986) sugerem que os tumores gastricos do
tipo intestinal e do tipo difuso sao, na realidade, doencas distintas, com
caracteristicas préprias e fatores de risco especificos.
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Figura 2. Progressédo maligna do adenocarcinoma tipo intestinal e difuso com as alteragdes genéticas

e epigenéticas associadas (extraido de Cesar et al, 2002)

Estadiamento do cancer gastrico

Durante muito tempo foi usada uma classificacdo dos tumores gastricos
proposta por Borrmann (1926). Apesar da idade, esta classificagdo ainda é utilizada
em muitos trabalhos cientificos, embora s6 represente aspectos macroscépicos dos

tumores.

Em 1971, uma Comissao para Estadiamento de Céancer propés, em Chicago,
a Classificagdo TNM modificada em 1997 pela Unido Internacional contra o Céncer-

UICC/97.



Com a informacdo do TNM coletada, a combinacdo das trés informacdes
resulta na classificacdo do estagio da doenca, segundo o manual AJCC Cancer
Staging, publicado em 2002.

" Estagio 0 ( Tis, NO, MO): E um tumor precocemente diagnosticado
chamado de cancer in situ. O tumor é bastante localizado na superficie da camada
que reveste o estbmago internamente.

. Estagio IA (T1, NO, M0O): O tumor invade camadas mais profundas mas
nao atinge os linfonodos.

" Estagio IB: O estagio IB é dado nas seguintes condicoes:

O tumor penetrou em camadas mais profundas do estbmago e atinge
de 1 a 6 linfonodos regionais. (T1, N1, M0).

O tumor cresce até a camada muscular, mas ndo atinge os linfonodos.
(T2a, T2b, NO, M0).

" Estagio II: O tumor € classificado como Il nas condi¢gdes abaixo:

O tumor invade camadas mais profundas do estdmago e atinge de 7 a
15 linfonodos regionais (T1, N2, MO).

O tumor invade a camada muscular do estdmago e atinge de 1 a 6
linfonodos regionais (T2a, T2b, N1, MO0).

O tumor cresce atingindo toda a espessura da parede do estémago,
mas n&o atinge linfonodos regionais (T3, NO, M0).

. Estagio IlIA: O tumor € classificado como IlIA nas condi¢des abaixo:

O tumor invade a camada muscular do estémago e de 7 a 15 linfonodos
(T2a, T2b, N2, MO).

O tumor cresce atingindo toda a espessura da parede do estbmago e
atinge de 1 a 6 linfonodos (T3, N1, MO).

O tumor invade 6érgdos ou estruturas vizinhas ao estdmago, mas
nenhum linfonodo é atingido (T4, NO, MO).

. Estagio IlIB (T3, N2, M0): O tumor cresce atingindo toda a espessura da
parede do estbmago e atinge de 7 a 15 linfonodos.

. Estagio IV: O tumor € classificado como IV nas condi¢des abaixo:

Presenca de qualquer metastase a distancia, independente do tumor ou
linfonodos (qualquer T, qualquer N, M1).



O tumor invade mais de 15 linfonodos, independente do
comprometimento da parede do estébmago (qualquer T, N3, MO0).

O tumor invade estruturas vizinhas ao estdbmago e atinge linfonodos (T4,
N1-3, MO).

O carcinoma gastrico pode ser diagnosticado em estadios precoces ou
avancados. Como definicdo, o cancer gastrico precoce apresenta invasao até no
maximo, a camada submucosa do 6rgao independente da presenca de metastase
linfonodal. O conceito de tumor localmente avangado, ndo é empregado
uniformemente entre os autores. Com maior freqléncia, os autores ocidentais
consideram como neoplasia localmente avangada aquela cuja invasao atingiu a
serosa gastrica (T3 e T4), enquanto outros autores s6 aplicam esse conceito quando
o limite da parede gastrica foi ultrapassado e ja houve difusdo do tumor para
estruturas adjacentes (ROUKQOS, 2000)

Classificacdo do cancer gastrico quanto a hereditariedade

Dentre as duas formas intestinal e difusa, a segunda € a que mais se
associa a hereditariedade. (BONNEY et al, 1986). O exemplo classico é a familia de
Napoledo Bonaparte, onde ele, seu pai, seu avl paterno, suas quatro irmas e um
irmao faleceram da doenca, muitos em idade jovem (CUTAIT et al, 2001).
Observacoes epidemiolégicas de um padrao autossdmico dominante em certos
grupos com cancer gastrico, juntamente com a recente descricdo de mutacdes
germinativas no gene da caderina-E em familias com adenocarcinomas do estdmago
tipo difuso, permitiram a caracterizacdo de uma nova sindrome familiar de
predisposicao as lesdes malignas, denominada de cancer gastrico difuso hereditario
(CGDH). De fato, a maioria das familias envolvidas apresenta a forma difusa do
tumor, porém, portadores da variedade metaplasica intestinal também vém sendo
descritos, mas sem correlacdo com mutacdes génicas especificas (SHINMURA et al,
1999).

Céncer gastrico hereditario, forma difusa (CGDH)

Alteracdes no gene da caderina-E associadas a neoplasias malignas do
estbmago foi relatada pela primeira vez em trés familias Maori (GUILFOURD et al,

1998), Nova Zelandia, no ano de 1998, produzindo a primeira evidéncia concreta da



identificacdo de defeitos genéticos associados a parentes proximos com alto risco
para neoplasias gastricas malignas. No CGDH, como em outras sindromes
autossémicas dominantes, o portador apresenta um alelo do gene da caderina-E
mutado presente tanto em suas células somaticas quanto nas germinativas. Em
1999, foram descritos casos de familias européias e afro-americanas com mutagdes
no gene da caderina-E e cancer de estdbmago (GUILFOURD et al, 1999, KELLER et
al, 1999). Todas apresentaram lesées da linhagem difusa, sendo que nenhuma
familia com céncer do tipo intestinal apresentou, até o momento, mutacbes neste
gene (SHINMURA et al, 1999, GUILFOURD et al, 1998, BECKER et al, 1994).

Céancer gastrico hereditario, forma intestinal

Este tipo € mais encontrado no Japdo e em Portugal. Esta é uma
informacdo de grande interesse para o Brasil por causa da imigracdo desses dois
paises. Vale destacar que esta sindrome foi relatada ha muito pouco tempo, e ainda
nao foi associada com um genotipo especifico. De fato, todos os casos da variedade
intestinal estudados até 0 momento ndo apresentam mutacdées no gene da caderina-
E, sugerindo fortemente que mutacdes neste gene definem um fendtipo histolégico
unico, o cancer gastrico difuso hereditario (CUTAIT et al, 2001).

1.3- Fatores de risco

O cancer gastrico apresenta um progndstico ruim, dessa forma, varios estudos
estdo voltados para a prevencado da doenca e melhora na qualidade de vida. A
reeducacao alimentar, com base no consumo de frutas e vegetais é bem citado na
literatura como forma preventiva no combate ao cancer gastrico (JI BT et al, 1996;
BUIATTI E et al, 1990; CALLE EE, et al, 2003; HSING AW, et al, 1993) e também o
consumo de cha verde (SETIAWAN VW, et al 2001; YU GP, et al, 1995). Relacdes
entre risco para aparecimento de cancer e consumo de alcool e cigarros, (CHAO A,
et al, 2002; JI BT, et al, 1996) e entre sobrepeso e obesidade também sao citados

relacionando-se ao cancer gastrico (CALLE EE, et al, 2003).



Outros fatores ambientais também estdo descritos na literatura: o consumo
elevado de sal, cirurgia gastrica anterior, infeccao pelo H. pylori e histéria de lesdes
benignas (AICR, 1997; COTRAN RS et al, 1999; DE VITA VT Jr et al, 1997).

A patogénese do cancer gastrico representa um exemplo classico de interacao
gene-meio ambiente. Por muitas décadas era bem definido que o céancer
desenvolvia-se ao longo dos estagios histolégicos e patofisiolégicos bem definidos.
Tanto a inflamacao crénica como a atrofia gastrica era demonstrada como sendo a
maior entidade patoldgica tendo como maior disfungcdo patolégica a hipocloridia.
Também foram associadas ao alto risco de cancer gastrico a acloridia, anemia
perniciosa e individuos do grupo sanguineo A (WEEKS, et al, 2000).

Levando em conta a hipotese etioldgica genética pode-se afirmar que
pacientes com céancer de coélon hereditario nao polipéide e polipose adenomatosa
familial apresentam risco maior de desenvolver cancer gastrico (COTRAN RS et al,
1999).

E como resultados da exposicao a fatores enddégenos e exdgenos podem
ocorrer mutagcdes somaticas nos proto-oncogenes os transformando em oncogenes
ativados e nos genes supressores de tumor desativando-os, conferindo as células
sua imortalizacao (CHO KR, et al, 1992).

Quanto aos fatores genéticos na tumorigénese gastrica, 4% dos casos sao
familiais (COTRAN RS, et al, 1999). Apoiando esses dados estdo os estudos sobre
as variacées na incidéncia da doenca em migrantes em decorréncia de mudancas
ambientais, principalmente dieta e fatores culturais. Na China, a freqiiéncia de cancer
de estbmago em homens foi 4 a 6 vezes mais elevada, quando comparada aos
migrantes de mesma nacionalidade residentes nos EUA. Isso demonstra que o fator
ambiental tem grande influéncia sobre a doenca (AICR, 1997).

Diferentes mecanismos moleculares estdo associados a etiologia do tumor
gastrico. No tipo intestinal, por exemplo, ocorrem amplificagdes em c- ERBB2, c-
MET e ciclina E, mutagdes no K-RAS — responsavel pela transducdo de mensagens
da membrana ao nucleo, inativacdo da APC, P53 — responsaveis pela regulacao do
ciclo celular, p16, MGMT e MLH1, perda de heterozigosidade (LOH) do P73 e
reducdo na expressao das proteinas p27 e nm23. No tipo difuso, ha reducao ou
perda de funcdo das caderinas (proteinas de adesao), inativacdo do P53, LOH da
regido 17921, amplificacdo dos genes K-SAM, c-MET — receptores de fatores de



crescimento e ciclina E, e reducao na expressao das proteinas p27 e nm23. (CHAN
AO et al, 2001; ENDOH Y et al, 2000; MAETA M et al, 2000; PARK WS et al, 2000).

1.4- Helicobacter pylori (H. Pylori)

A H. pylori € um bacilo gram negativo, descoberto em 1983 por Marshall
e Warren. (Figura 3) (MARSHALL & WARREN, 1984). E considerada a bactéria de
maior patogenicidade do mundo. Aproximadamente metade da populagdo mundial é
infectada pela H. pylori, sendo que em paises em desenvolvimento apresentam 80-
90% de infectados e em paises desenvolvidos de 30-50% (GOODMAN et al, 2001).
Foi classificada pela Organizacdo Mundial da Saude, em 1994, como agente
carcinogénico do grupo | para a ocorréncia de cancer gastrico (IARC, 1994).
Apresenta caracteristicas genéticas e fatores de viruléncia que Ihe permitem
sobreviver no estomago mesmo com seu pH muito acido. Esta tdo bem adaptado ao
estbmago humano que, apds a primeira infeccéo, que pode ocorrer precocemente na
infancia, ele estabelece uma infecgdo crénica para a vida toda (AGOSTINHO
JUNIOR, 2003). Os fatores de colonizagao utilizados pelo H. pylori sdo: a mobilidade
conferida pelos flagelos; as adesinas, que se ligam a receptores especificos do
hospedeiro e a producao de urease (SILVA et al, 1999).

Pesquisas demonstram que esta bactéria é responsavel por muitas doencas
gastroduodenais — gastrite crbnica, Ulcera péptica e linfoma de MALT (mucosa
associated lymphoid tissue) (NIH Consensus Conference, 1994, Current European in
ITO et al, 2006).

As principais causas para a promocao da gastrite sdo: a H. pylori e fatores
auto-imunes como os anticorpos anti-células parietais (ITO et al, 2006). Estudos com
a populacao japonesa confirmam esses dados. Uemura et al (2001), demonstrou que
o cancer de estomago desenvolveu-se apenas em pacientes que tinham infecgéo por
H. pylori. Esse estudo teve duragdo de 7,8 anos com uma amostragem de 1246
japoneses. Em 36 pacientes foi detectado cancer gastrico e presenca de H. pylori.
Nao foi encontrado cancer nos pacientes H. pylori negativo (UEMURA et al, 2001).

A infecgdo por H. pylori é caracterizada pela inflamagao da mucosa gastrica
onde, no corte histologico, vé-se a presenca de células mononucleares e neutrofilos.
Os superéxidos, como o 6xido nitrico na mucosa géastrica desenvolve um papel

importante na carcinogénese como um mediador da formacdo da nitrosamina



carcinogénica, dano ao DNA e injuria tecidual. Goto e colaboradores (1999),
demonstraram em seu trabalho que a expressao de éxido nitrico e de nitrotirosina em
pacientes com gastrite cronica tem maior propensao ao desenvolvimento do cancer
gastrico (GOTO et al, 1999).

Tem sido sugerido por alguns autores, que a erradicacao da infeccao reverte
o processo inflamatério e, conseqglentemente, a atrofia, a metaplasia e a
instabilidade genémica (César et al, 2002).

As vias oral-oral e fecal-oral parecem ser as principais formas de transmissao.
(MARSHALL, 2000). Eslick, em 2001, relatou que a transmissdo pode ocorrer
sexualmente por via oral-anal.

Inflamacdes cronicas resultam na destruicao das células parietais as quais sao
responsaveis pela producao de acido cloridrico, seguida de alteracao patofisioldgica.
O pH do suco gastrico € o maior determinante das concentracdes de nitrito e da
vitamina C. Quando estd com a acidez diminuida, aumenta a concentracao de nitrito
e N-nitroso no suco gastrico. A vitamina C atua ativamente no suco gastrico
eliminando nitritos e prevenindo, assim a formagdo de nitrosaminas. Baixas
concentragdes de vitamina C foram encontradas em pacientes com hipocloridia
(REED et al, 1981).

Além disso, os fatores de crescimentos e as citocinas que atuam na resposta
inflamatéria sdo responsaveis pela promocéao e proliferacao de células cancerosas no
estbmago. Fatores de crescimento de hepatdcitos (HGF) tém sido reportados como
agente desencadeador de células epiteliais tumorais na presenca de H. pylori (ITO et
al, 2006), pois esta atua no receptor da HGF estimulando-o (GOTO et al, 1999).

Para estabelecer-se no estbmago a H. Pylori usa um mecanismo de
neutralizacao da acidez (figura 4). Através da enzima urease, proteina de alto peso
molecular (500 a 600KDa), hidrolisa a uréia, presente em condicdes fisioldgicas no
suco gastrico, levando a produgdo de amodnia. Esta atua como receptor de ions H+,
gerando pH neutro no local onde ha a colénia de bactérias, o que confere ao H. pylori
resisténcia a acidez gastrica.

A urease catalisa a hidrélise da uréia para produzir aménia e carbamato. O
ultimo composto decompde-se em outra molécula de aménia e uma de acido

carbonico:



HoN—CO—-NH; + H,() 2% NH,

+ H;N-C{OIOH
HN-C(O)OH + 2H:0 — NH; + HCO;

Figura 3.Eletromicrografia de H. pylori aumento de 600 x 400 pixel, tipo MIME: image/jpeg.

Sua morfologia € homogénea, apresentando-se com estrutura encurvada ou espiralada, de superficie
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Para sintetizar a urease, a bactéria tem um gasto energético de 6% do total de
proteinas sintetizadas por ela (JENKS & KURTERS, 2000). Atuando juntamente com
a urease, a urel, uma proteina de membrana que controla a entrada e saida de
aménia na H. pylori. Quanto maior a necessidade de alcalinizagdo da col6nia, maior
é a entrada de amoénia no citoplasma da bactéria. A urel é codificada pelo gene urel
da familia urease. Estudos mostraram que a urease produzida pela H. pylori é
liberada para o microambiente evitando o acumulo no seu interior. Assim, a uréia que
€ um componente tdxico é sintetizada fora da bactéria (WEEKS et al, 2000).

Muitos estudos com H. pylori tem sido abordados em biologia molecular
guanto ao mecanismo de inflamacgédo. Recentemente foram identificados dois fatores
de viruléncia bacteriana: a citotoxina vacuolizante (vacuolating cytotoxin, VacA) e a
proteina associada a citotoxina (citotoxin-associated protein, Cag-A) as quais sao
codificadas pelos genes vacA e cagA, respectivamente.

Debbellis et al, reportou que a VacA liga-se ao receptor Z da proteina tirosina
fosfatase (Ptprz), a qual € um receptor especifico encontrado nas células epiteliais do
estbmago. Ao ligar-se, estimula a via intracelular através da proteina G associada ao
receptor Git1 (kinase-interator 1) e pleiotropina que induz a formacdo de canais
seletivos de anions nas células epiteliais, levando a exsudagéo de uréia para a luz da
mucosa gastrica. VacA é considerada importante fator de viruléncia, pois produz
alcaldides na sintese de urease, que podem induzir danos no DNA e
consequentemente apoptose celular (DEBELLIS et al, 2001).

Parsonnet et al, em 1997, demonstraram em seus pacientes que os infectados
pelas cepas que expressavam genes cagA tinham probabilidade trés vezes maior de
desenvolver cancer gastrico comparado aos pacientes infectados por cepas cagA-. A
proteina CagA produzida na bactéria é translocada para o interior da célula do
hospedeiro através do sistema secretor tipo IV. Esse sistema €& responsavel por
modular vias de metabolismo celular nas células hospedeiras incluindo a expressao
de proto-oncogenes como c-fos e c-jun). O responsavel pela codificacdo dos
componentes desse sistema € a ilha cag-PAl, sendo o gene cagA o marcador dessa
ilha de patogenicidade (COVACCI, A. et al, 1999). Por esse motivo, os niveis de
expressao de citocinas estdo muito elevados na presenca de CagA. (BLASER et al,
2001).



Parece que a infecgdo por Helicobacter pylori atua como co-fator na
carcinogénese gastrica, favorecendo o aparecimento de danos no DNA e alterando
os processos de proliferacdo celular e apoptose (CESAR et al, 2002).

A taxa de apoptose é significativamente maior nos individuos infectados por
cepas cagA-positiva concluido por estudos realizados com cultura celular. Por esse
motivo ha controvérsias (TARGA et al, 2005).

Outros dois genes envolvidos sdo: babA e iceA. O gene babA esta envolvido a
fatores de aderéncia da bactéria ao epitélio gastrico. E denominado fator de
aderéncia blood group antigen adhesin (babA) e esta ligado ao grupo sangiineo
Lewis® (ILVER, D. et al., 1998). J4 iceA é conhecido como induced by contact with
epithelium (iceA), porém sua funcdo ainda € incerta. Est4 associado a ulcera péptica
e ao cancer gastrico (PEEK et al, 1999).

1.5 p53
1.5.1 - O gene p53 e o ciclo celular

Em condigbes normais, nas espécies multicelulares, a divisdo celular ocorre
por toda a vida substituindo células danificadas, que perderam sua fungdo ou que
sofreram apoptose (ALBERTS et a/,1997)

Experimentos recentes forneceram uma perspectiva diferente e simplificada
demonstrando que um sistema-controle do ciclo celular € o que coordena o ciclo na
integra. As proteinas desse sistema-controle estdo em regides conservadas do DNA
e estdo presente durante a evolucédo (ALBERTS et al,1997)

A célula dos mamiferos apresenta uma estratégia de divisdo com duracao
desse ciclo de aproximadamente 24 horas. O ciclo € tradicionalmente distinto em
duas fases: a mitose - divisdo celular propriamente dita. Compreendendo todo o
processo de profase, metafase, anafase e teléfase. Neste Ultimo ocorre a citocinese
a qual é considerada o fim da mitose, ou fase M do ciclo celular. Essa fase tem
duracao de 1 hora. A segunda fase do ciclo € conhecida como interfase onde o DNA
do nucleo é replicado (ALBERTS et al,1997)

A replicacdo do DNA é realizada na fase S da interfase (S = sintese). O
intervalo entre o término da mitose e o inicio da fase S é conhecido de fase G1 (G =
gap ou lacuna) e o intervalo final da sintese de DNA e o inicio da fase M é chamado



de fase G2. A importancia da fase G1 e G2 durante a divisdo é que nestas fases
ocorre uma regulacado quanto a replicagdo do DNA. Na fase G1 a célula controla seu
crescimento por meio de sinalizadores. A fase G2 tem a funcdo de assegurar a
replicacéo total do DNA (ALBERTS et al, 1997)

O sistema controle do ciclo celular é um dispositivo bioquimico que opera
ciclicamente através de proteinas que interagem entre si e que induzem e
coordenam 0s processos dependentes essenciais responsaveis pela duplicagdo e
divisdo dos conteldos celulares. Em um ciclo celular padrao, o sistema controle pode
parar em pontos estratégicos especificos (pontos de checagem). Nestes pontos
existem sinais de retro alimentacdo que sado enviados ao proprio sistema controle
gue o estagio anterior foi cumprido para que ele possa ativar o préximo (ALBERTS et
al,1997).

O sistema controle esta baseado em duas familias de proteinas: as
proteinoquinases dependentes de ciclina (Cdk), as quais induzem processos
dependentes da fosforilagdo de serinas e treoninas em proteinas especificas. A
segunda famila é a das proteinas ativadoras de ciclinas, que se ligam as moléculas
de Cdk e controlam sua habilidade de fosforilar proteinas-alvo. A formacao, ativacao
e a segregacao dos complexos ciclinas - Cdk sao eventos fundamentais que
coordenam o ciclo celular. As ciclinas sao assim denominadas, pois sofrem um ciclo
de sintese e degradacdao em cada ciclo de divisao celular. Existem duas classes de
ciclinas: ciclinas mitéticas, que se ligam as moléculas de Cdk durante a fase G2 para
iniciar a mitose, e as ciclinas G1, que se ligam as moléculas de Cdk durante a fase
G1 e sao requeridas para o inicio da fase S (NURSE, 2000).

Estudos genéticos em leveduras revelaram que o ciclo celular € uma via
dependente, ao longo do quais novos eventos do ciclo celular ocorrem somente
quando processos anteriores ja foram completados. Assim, mutacbées em genes
essenciais para a progressao do ciclo celular podem fazer com que toda a cultura de
leveduras se acumule em um determinado ponto do ciclo celular. Este ponto é
definido como o ponto de retencdo. Os mutantes que preenchem esses critérios sao
denominados mutantes do ciclo de divisdo celular ou mutantes CDC (POLLARD &
EARNSHAW, 2006).

Muitos tipos de céncer sao causados por uma desregulacdo do crescimento
celular nas fases G1 e G2. As células que perderam esta caracteristica de regulagao
do crescimento sdo denominadas transformadas (SHERR, 1996).



O mau funcionamento do ponto de restricdo é um fator que contribui para a
transformacao celular. Um ou mais componentes do sistema p16/ciclina D/Cdk-4/Rb
estdo mutados em parte nos canceres humanos. Além disso, varios virus causadores
do cancer, como o Simian virus 40 (SV40) e o adenovirus, produzem proteinas que
facilitam a transicao G1/S através de ligagcdo com a pRb (proto-oncogene) e liberacao
da E2F (fator transcricional que age como supressor de tumor) (POLLARD &
EARNSHAW, 2006).

As células cancerosas possuem anormalidades em duas classes de genes:
oncogenes e genes supressores de tumor. Os proto-oncogenes sao genes cuja
ativacdo indevida pode causar transformagdo oncogénica das células. Quando
ativados dessa forma sado conhecidos como oncogenes. Os produtos protéicos da
maioria dos proto-oncogenes sao reguladores do crescimento e da proliferacao
celular, sendo entdo componentes das vias de transdugédo de sinais controlados por
mecanismos de retroalimentacao. Ja os genes supressores de tumor sdo genes cuja
inativacdo pode levar a transformacao cancerosa. Seus produtos protéicos inibem
caracteristicamente os produtos de oncogenes ou regulam negativamente a
proliferacao celular (SHERR, 1996).

Como resultados de exposicao danosa ao DNA, ocorrem mutacdes somaticas
nos proto-oncogenes os transformando em oncogenes ativados e nos genes
supressores de tumor, conferindo as células sua imortalizagdo (CHO KR et al, 1992).

Pontos de checagem no periodo anterior a fase S sdo de suma importancia,
pois, devido a mecanismo semiconservativo da replicacdo do DNA, pelo qual fitas de
DNA existentes servem de molde para as fitas recém-sintetizadas, qualquer defeito
no DNA nessa fase torna-se perpetuado como uma mutacao que é transmitida a toda
progénie futura da célula. Pontos de checagem séo vias moduladoras que atuam no
ciclo celular. Quando ativados, os pontos de checagem bloqueiam a progressao ao
longo do ciclo, temporaria ou, em alguns casos, permanentemente. Em certos casos,
a ativacao do ponto de checagem leva a apoptose. Os pontos de checagem sao
ativados por proteinas-sensores que por sua vez ativardo proteinas-quinase que
modificam proteinas-alvo, que entdo bloqueiam a progressdo do ciclo celular
(HARTWELL & WEINERT, 1989).



1.5.2- O gene e a proteina p53

Na regido 17p13.1 esta localizado o supressor de tumor TP53 ou p53. Este é
formado por 11 exons e 10 introns, e codifica uma fosfoproteina nuclear de 53 kD
(figura 5) (HOLLSTEIN et al, 1991).

Seu produto tem papel essencial na regulacdo da proliferacdo celular e, em
presenca de lesdes no DNA, é responsavel pelo retardo do ciclo celular entre as
fases G1-S. Nos casos em que o DNA nao é reparado adequadamente, a proteina
p53 ativa 0 processo de apoptose por meio da regulacao transcricional e da interacao
direta com as proteinas bcl-2 e bax.(CESAR et al, 2002).

A proteina p53 foi primeiramente identificada em 1979 em estudo com o virus
"simian 40 (SV40)" e o antigeno T. Esta proteina tem elevado nivel de expressdo em
tumores e em células transformadas (HARRIS et al, 1993) E composta por 393
aminodcidos e tem sido dividida estruturalmente e funcionalmente em quatro
dominios. (LEVINE, 1997). E alvo de outros virus, como o Adenovirus, HPV16 e
HPV18 (STRACHAN & READ, 2002; SARNOW & WILLIANS, 1982).

O primeiro dominio, com 42 aminoacidos, esta localizado na por¢cao N-terminal
e é considerado como um dominio de ativagcéo transcricional basal para a regulacao
positiva da expressao do gene. Ja sao conhecidas as fungdes de alguns aminoacidos
da p53. Os aminoéacidos F19, L22 e W23, por exemplo, sdo responsaveis pela
ativagao transcricional in vivo (LIN et al, 1995). Estes mesmos aminodacidos ligam-se
(in vitro) a fatores associados ao TATA-— TAF{;70 e TAF{;31, ambos séo
subunidades da TF11D (LU e LEVINE, 1995). A ativacao transcricional da p53 é
regulada negativamente pelo adenovirus E1B-55kd e pela proteina humana MDM2
0s quais se ligam a p53, através dos aminoacidos 22 e 23 da p53. Assim, a
regulacado negativa da p53 interfere na ativacao transcricional (LIN et al, 1995).

O sitio de ligacao da p53 esté localizado entre os aminoacidos 102 e 292. Ele
é protease-resistente e contém um fon zinco (Zn *?), o qual é necessario para que
ocorra a ligagcao especifica no DNA. Este dominio se localiza na por¢ao B da proteina
e faz ligacdo de forma antiparalela as duas a hélices interagindo diretamente com o
DNA (CHO et al, 1994). A proteina p53 tetramérica (dimero de um dimero), liga-se a
quatro repeticdes de uma seqiéncia especifica do DNA (5’ PuPuPuC (A/T)-3’), e esta
seqliéncia se repete em dois pares um em frente ao outro. Os aminoaciodos K120,
S241, R273, A276 e R283, fazem contato no DNA, com o fosfato na maior curvatura



enquanto os K120, C277 e R280, interagem na por¢do de hidrogénio, de menor
curvatura (CHO et al, 1994).

Figura 5. Modelo estrutural da proteina p53 ligada ao DNA.. A molécula p 53 esté colorida de
acordo com a frequéncia de mutagdes nas células tumorais. (azul, muito pouca, vermelho, muitas).
Dois residuos de alta frequéncia de mutagéo esta indicado pelas setas brancas. (CHO et al, 1994)
(http://www.bioinf.org.uk/p53/). Acesso em: 10/10/2007.

A proteina p53 selvagem é um tetramero em solugdo, e os aminoacidos 324 a
355 sao necessarios para que haja essa oligomerizacao. A estrutura desse dominio
contém um dimero com duas cadeias B e a hélices. Esses dois dimeros sao unidos
por uma grande superficie hidrofébica e cada par dessas hélices formam mais quatro
feixes de hélices. Essa tetramerizacao liga-se a porcao especifica do DNA por um
ligante de 37 aminoacidos (287 a 323) (JEFFREY et al, 1995).

Os 26 aminoacidos da porcdo C-terminal formam uma abertura (protease-
sensitiva) composta por 9 aminodacidos basicos que se ligam facilmente ao DNA ou
RNA por meio de alguma seqiéncia ou estrutura preferencial (LEE et al, 1995).

Mais de 90% das mutacdées da p53 ocorrem na sequiéncia especifica de
ligacdo ao DNA no dominio central e sdo codificadas pelos exons 4, 5,6, 7,8 e 9 e
50% alteram os cdédons 175, 248, 249, 273 ou 282 dentro desse dominio (regides
chamadas de “hot spot’) (Figura 6). Estas mutagdes estao divididas em duas classes.
A primeira classe € a das mutagdes em aminoacidos com R248 e R273. Sao as mais
freqientes e resultam em ligacbes defeituosas ao DNA e também a perda da
atividade da p53 como fator transcricional. A segunda € quando ocorre ruptura da



base estrutural da porcao B da hélice do DNA. Isso prejudica a acao de ligacao a
esse dominio. Esta alteragdo estrutural, ou seja, mudanca na sua conformacgao
produz uma proteina que reage com um anticorpo monoclonal denominado Pab240 o
qual néo é possivel se a p53 se encontra na conformacéo original (CHO et al, 1994).
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Figura 6. a. Distribuicdo de mutagdes em cada exon do gene p53. Estudos direcionados a regido
central (exons 5-8). b. Cédons que apresentam maior freqiiéncia de mutagdes.

Alteracbes genéticas tém papel decisivo no aparecimento de varias neoplasias
humanas e estas, geralmente, ocorrem em uma unica célula somatica, que entao se
divide e continua se desenvolvendo até formar um cancer. E raro, porém, quando a
neoplasia maligna ocorre como parte de uma sindrome de cancer hereditério, as
alteracdes iniciais sdo herdadas por meio de linhagem germinativa e, portanto estao
presentes em todas as células do organismo (MALCOLM et al, 2006)

Mutagdes e polimorfismos sdo duas alteracbes genéticas frequentes. As
mutacdes sao representadas pela substituicdo de bases, alteragcdes na organizacao
ou no tamanho das seqliéncias, incorporacdo do DNA extracromossdmico e
alteracdes anafasicas ou da citocinese. Elas podem ser tipo missense (substituicao
de um nucleotideo, alterando um co6don de modo que ha substituicdo de
aminoacido), nonsense (mutacdo sem sentido, resultando na expressao de uma
proteina truncada) e frameshift (delecdo ou insercdo de bases que causam um
deslocamento na fase de leitura, que alteram a sequiéncia de aminoacidos a partir do
ponto de mutacdo). Essas alteracbes estdo associadas a frequéncia de alelos
heterozigotos presentes em menos de 2% da populacao (BRASILEIRO-FILHO et al,



1998). Os polimorfismos genéticos sao variacbes na sequéncia de DNA que podem
criar ou destruir sitios de reconhecimento de enzimas de restricdo e parecem estar
associados a apenas uma base. A freqiéncia de alelos heterozigotos para o
polimorfismo genético ocorre em mais de 2% da populacdo. Algumas dessas
alteracdes ocorrerdo em sequéncias nao codificadoras do gene, que na maioria dos
casos nao terdo efeito em suas funcbes; outras ocorrerdo em sequéncias
codificadoras, levando a producao de proteinas defeituosas. Deste modo, em alguns
casos 0 polimorfismo genético pode aumentar a suscetibilidade ao cancer
(ANSCHAU et al, 2005).

No fim da década de 80, por meio de experimentos, definiu-se que a p53 era
uma proteina anti-oncogénica. Genes p53 selvagens foram introduzidos em células e
agiram como supressor de crescimento. Testes em ratos homozigotos “null’ para p53
apresentaram alta predisposicao para desenvolvimento de tumores (KO et al, 1996).

A expressao de altos niveis de p53 selvagem revela duas situagdes: reparo no
ciclo celular ou inducédo a apoptose. Dessa forma atua como um “check point’ em
resposta ao estresse genotdxico atuando como um “breque” de emergéncia,
protegendo o genoma do acumulo excessivo de mutacoes (KO et al, 1996).

E essencial no ponto de checagem na fase G1, pois ativa um conjunto de
genes-alvo, incluindo a proteina inibidora universal de CDK, a p21, codificada pelos
genes cdk e p21. A p53 também participa em outros pontos de checagem durante a
fase G2 e mitose (POLLARD & EARNSHAW, 2006).

Uma alternativa de atuacao da p53 a danos nao reparados, caso a via com a
proteina pRb ndo esteja intacta, é a inducdo da apoptose (morte celular
programada). Quando pRb esta desfosforilada, se liga a E2F, e o ponto de restricao
é fechado, bloqueando a progressao do ciclo celular. A foforilagdo de pRb pelas
CDKs libera o fator de transcricao E2F, de modo que a barreira do ponto de restricao
€ rompida e a progressao do ciclo celular procede. Além disso, p53 também promove
um check point de S para G2, que depende da integridade do dominio C-terminal do
gene. Portanto, quando p53 sofre mutagdes, as células com danos no DNA, que por
um processo de selecdo natural favoravel podem desencadear a transformacao
maligna, escapam do reparo destes danos e de sua destruicdo, podendo iniciar um
clone maligno (WEINERT, 1998).

Quando p53 sofre alguns tipos de mutacdes pode exercer um efeito negativo

dominante, ou seja, o produto do Unico alelo mutado interage e inativa o alelo normal,



induzindo o cancer e atuando, portanto, como um oncogene (LEVINE, 1997). Caso a
célula receba uma dose de radiacdo a qual danifica a base de um nucleotideo no
gene da proteina p53 na fase S ou G2, por exemplo, a informacao na cépia
inalterada do gene pode ser usada para reparar o dano. O atraso no ciclo celular
aumenta a chance de um reparo bem-sucedido. Por outro lado, se o ponto de
checagem falhar, a célula entra em mitose, as cromatides irmas sao separadas uma
das outras, e este dano nunca sera reparado. Como conseqliéncia, uma célula filha
desta divisdo carregara o dano no gene p53, e debilidade em sua capacidade de
regulacdo do crescimento no ponto de restricdo na préxima fase G1. A perda de
genes supressores de tumor tais como p53 e pRb, é a principal causa de cancer
(POLLARD & EARNSHAW, 2006).

Apesar das mutagcées em p53 serem observadas principalmente em células
somaticas, as que ocorrem em células germinativas sdo responsaveis pela Sindrome
de Li-Fraumeni. Trata-se de uma sindrome rara de cancer hereditario, com padrédo de
heranca autossbmico dominante, que se caracteriza pela predisposicao a tumor
cerebral, sarcomas, leucemias e carcinoma adrenocortical em criangas e adultos
jovens (LI FP et al, 1988). Entretanto, as taxas elevadas de cancer que ocorrem
nessa sindrome indicam que, embora a p53 ndo seja essencial para a passagem de
cada ciclo celular, ela é essencial para a estabilidade genética e para manutencao de
um equilibrio adequado entre proliferacao, diferenciacdo e morte celular (POLLARD
& EARNSHAW, 2006).

A p53 é regulada por uma proteina denominada Mdm2, uma ubiquitina-ligase
(E3) que mantém os niveis de p53 baixos durante o ciclo celular. Funciona como um
mecanismo de retroalimentacdo negativo. Tanto a p53 quanto a Mdm2 movem-se do
nucleo ao citoplasma e quando estas estao no citoplasma a Mdm2 promove a rapida
degradacao de p53 pelo sistema ubiquitina-proteassomo. (PICKART, 2001).

Como consequéncia de dano ao DNA, a p53 é fosforilada por varias proteinas
- quinases incluindo a quinase mutante em ataxia-telangiectasia (ATM) e a proteina
quinase dependente de DNA (DNA-PK). DNA-PK também fosforila Mdm2. Por
mecanismos incertos estas fosforilagdes previnem a ligacdo de Mdm2 a p53. Assim,
a concentragdo de p53 € aumentada no nucleo resultando na transcricdo de genes
regulados por ela (PRIVES, 1998).

Mutacbes em ATM provocam uma doenga conhecida como ataxia-
telangiectasia, com defeitos na inducédo do ponto de checagem de reparo do DNA



podendo levar ao cancer. Em camundongos, a caréncia de DNA-PK, promove a
imunodeficiéncia combinada grave (SCID) devido a defeitos no rearranjo génico
durante a maturacao das imunoglobulinas (POLLARD & EARNSHAW, 2006).

A progressao desregulada do ciclo celular estimula a expressao da proteina
supressora de tumor p14*7F | que liga e seqiiestra Mdm2 no nucléolo, permitindo,
assim o acumulo de p53 no nucleo onde ir4 ativar uma via que promovera a
apoptose celular. Os genes-alvos ativado pela transcricdo da p53 envolvidos na
apoptose séo: Bax, CD-95 (Faz/Apo1) e o Apaf-1 (SHERR, 1996).

O ponto de checagem em G2 envolve trés tipos de componentes: sensores,
quinases e efetores. Os sensores detectam um dano no DNA e ativam proteinas-
quinase especializadas que transmitem esta informacdo a uma série de moléculas
efetoras. Os efetores, entdo, blogueiam direta ou indiretamente a progressao do ciclo
celular (POLLARD & EARNSHAW, 2006).

Pelo menos cinco genes estdo envolvidos na detecgcdo de danos ao DNA.
Trés deles traduzem um complexo em células humanas: hRad9, hRad1 e hHus1.
Estas células apresentam seqliéncias similares ao PCNA, um co-fator essencial da
DNA-polimerase, a qual tem um papel importante no reparo do DNA. PCNA
(antigeno nuclear da proliferagcdo nuclear) € uma molécula trimérica que circunda o
DNA e desliza ao longo dele (SMITS & MEDEMA, 2001 in POLLARD & EARNSHAW,
2006).

Ao detectar o dano, os varios sensores transmitem esta informagdo a uma
famila de proteinas-quinase que forforilam proteinas que interrompem a transicao
G2/M. A quinase mais conhecida € a ATM ja mencionada acima. Outro membro da
familia de quinases relacionado ao ponto de checagem é a ATR (ataxia-
telangiectasia relacionada a Rad3) (SMITS & MEDEMA, 2001 in POLLARD &
EARNSHAW, 2006).

Quando ATM e ATR séao informadas de dano no DNA, fosforilam ao menos
dois substratos importantes: a p53 e a proteina Chk1 (checkpoint kinase 1) (figura 7).
A Chk1 é ativada por fosforilacao e, em resposta, fosforila o indutor mitético essencial
Cdc25C inibindo sua atividade. Em consequéncia da fosforilagdo de Chk, também é
produzido um sitio de ligacdo para um grupo de proteinas adaptadoras, as 14-3-3.
Essas proteinas ligam-se a proteinas-alvo. Como resultado da ligacdo de 14-3-3, a
Cdc25C é seqguestrada no citoplasma contribuindo para o bloqueio da transicao G2/M
(SMITS & MEDEMA, 2001 in POLLARD & EARNSHAW, 2006).
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Figura 7. Esquema representativo da ativagao da p53 por ATM e ATR levando a célula
a apoptose. (Genesetbank, 2000, acesso em 16/07/2007).

A p53 é outro principal alvo de ATM/ATR em resposta aos danos no DNA. Ela
regula a expressao de proteinas como a p21 (WAF1/CIP1), que inibe a Cdk1-ciclina
B1. A expressao da p21 proporciona o bloqueio efetivo do inicio da préfase por Cdk1-
ciclina A. A p21 também participa do ponto de checagem em G1 (COUTTS et al,
2005).

Um segundo alvo da p53 do ponto de checagem de G2 € uma outra proteina
14-3-3, a 14-3-30 (Sua funcéao esta ilustrada na figura 8). A 14-3-30 liga-se a Cdk1-
cilcina B1 e interfere em seu trafego entre o nucleo e o citoplasma. Como resultado,
a Cdki-ciclinaB1 permanece no citoplasma. O complexo 14-3-38/Cdk1-ciclinaB1
também contem a quinase inibitéria Wee1, o que aparentemente fornece um nivel

adicional de garantia de que a quinase Cdk1, quando associada a ciclina B1,



permanece inativa. A ruptura do gene que codifica a 14-3-30 é fatal para as células
se estas forem portadoras de dano no DNA. Ao invés de ativarem seu ponto de
checagem de G2, estas células entram em um estado aberrante, com caracteristicas
tanto de mitose quanto de apoptose e morrem (HARRIS & LEVINE, 2005).
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Figura 8. Ap6s ocorrer dano ao DNA a 14-3-30 sinaliza a p53 e esta desempenha
sua funcdo como fator de transcricado (AMBION, 2006 modificado, Acesso em
12/11/07).

1.5.3- O gene supressor de tumor p53 e Cancer

Alguns artigos tentam demonstrar a associacdo das mutacdes no gene p53
aos tumores. Os exons 5 a 8 sdo os que sofrem maior numero de mutagdes, ja que
compreendem regides altamente conservadas durante a evolugdo dos vertebrados,
sugerindo alto grau de importancia funcional. A proteina p53 normal tem efeito



inibitério na proliferacdo e na transformagéao celular, mantendo as células em repouso
na fase G1 do ciclo celular, como citado anteriormente. (FINLAY CA et al, 1989).
Vega e colaboradores realizaram um estudo imunohistoquimico relacionando
mutacdes dos exons 5 ao 9 com a evolugao clinica de um tipo de cancer de pulméo —
o NSCLC (non-small cell lung cancer). Eles demonstraram que a presenca de
mutagdo no exon 5 esta associada com a baixa sobrevida de pacientes com esse
tipo de cancer (VEGA et al, 1997).

Para o mesmo tipo de cancer de pulmao outros autores demonstraram por
meio de sequenciamento de DNA, que os exons 7 e 8 contribuem para um
prognéstico ruim. Os piores indices de sobrevivéncia ocorreram na presenca de
mutacdées no exon 7 em comparacdo ao pacientes que apresentaram a p53
selvagem nos canceres NSCLCs e adenocarcinomas (42.9% vs 56.0%; P=0.025 e
33.3% vs 53.8%; P=0.048, respectivamente). No entanto a sobrevida dos pacientes
com mutacdes no exon 5 foi semelhante a aquelas de pacientes com p53 do tipo
selvagem (HUANG et al, 1998).

Em mutacbées no exon 8 os resultados de sobrevida s&o piores em
comparacdo aos pacientes com p53 do tipo selvagem em NSCLCs,
adenocarcinomas e carcinomas de células escamosas (22.9% vs 56.0%; P<0.001,
19.0% vs 53.8%; P=0.004 e 33.3% vs 62.5%; P=0.042, respectivamente) (HUANG et
al, 1998).

Andlise dos exons 5 a 9 por sequenciamento de DNA demonstrou que
mutacdes no exon 7 da p53 prevaleceram nos pacientes com carcinogeneses
colorretais nos estagios tardios e assim indicando um prognéstico ruim da doenca.
Por esse motivo, de acordo com esses resultados, mutacdes afetando o exon 7 da
p53 podem ser consideradas um importante marcador biolégico nos cénceres
colorretais (INIESTA et al, 1998).

Mutagcdes no gene p53 relacionam-se também a canceres retais em mulheres.
Um estudo realizado na Finlandia associou mutacdes nos exons 4 ao 8 da p53 a
mutagcbées no gene K-ras. Por meio de sequenciamento automéatico, foi demonstrado
um alto indice de mutagbes nos dois casos, indiferente da heranca genética. A
freqiéncia de mutagdes no gene p53 apresentou-se acima de 56%. No gene K-ras, a
freqiéncia foi de 15%, significativamente menor em comparacao a que ocorre em
canceres de célon (51%) (SERVOMAA et al, 2000).



Em céncer de ovéario mutacbes ocorrem em alta freqiéncia segundo
andlises por sequenciamento automatico do DNA. Mutacdes foram detectadas em
média de 14% dos tumores. O tipo de mutagdo mais encontrado foi a dele¢cdo na
freqiéncia de 7 para 1. Seis delecdées ou insercoes afetaram o exon 5 e outras
delegcdes o exon 7. Duas delegbes ou insercdées nao prejudicaram a leitura do
fragmento, o produto da proteina foi expresso em altas concentracées em todos 0s
casos. Em suma, mutagées tanto inser¢gdes como delegbes que acontecem no gene
p53 ndo sao raras em canceres de ovario, principalmente no exon 5 do gene (88%)
dos casos (ANGELOPOULOU et al, 1998).

1.5.4- O gene e a Proteina P53 em Cancer Gastrico

Em carcinomas gastricos, a frequiéncia de mutacoes do p53 varia de 4% a 64%,
dependendo principalmente do tipo de técnica utilizada para a deteccdo. Numerosos
trabalhos tém sido realizados na tentativa de se demonstrar a relevancia clinica das
alteracdes do p53 nos pacientes com carcinomas gastricos, porém os resultados sao
controversos em diversos aspectos: a relagcdo entre a expressdo de p53 e a
diferenciacao dos carcinomas (tipos intestinal vs. difuso) (LEE et al, 1995, BEGNAMI
et al, 2005), a associacdo com prognéstico ruim e a resposta clinica ao tratamento
quimioterapico (BEGNAMI et al, 2005; NAKATA et al, 1998).

Ao ocorrer mutacédo ou delecao desse gene inicia-se a tumorigénese gastrica,
também observada em lesées benignas ou pré-cancerosas, como gastrite atréfica,
metaplasia, intestinal e displasia. (SHIAO YH et al, 1994).

Quando ocorre a inativagdo do gene supressor de tumor - por perda de LOH,
mutacao missense e delecdo frameshift - o cancer se manifesta, pois se inicia uma
desordem no ciclo celular. Este fato é observado em mais de 60% dos canceres
gastricos. ( SANO T et al,1991; OCHIAI A et al, 1996; MALCOLM G SMITH et al,
2006). Ha referéncias a respeito de perdas da regido do braco curto do cromossomo
17 em 43% dos adenomas e 67% dos carcinomas e perda da heterozigosidade em
73% dos adenocarcinomas (CESAR et al, 2002)

Dependendo da localizagao do cancer, mutagdes podem ocorrer em diferentes
sitios de nucleotideos. Nos canceres de intestino de tipo difuso, por exemplo, ocorre
a troca das bases AT por CG. Esta transicdo pode ser causada por N-nitrosaminas
carcinogénicas que estdo presentes em alimentos e também podem ser produtos dos



acidos gastricos. (MIRVISH,1971 in MALCOLM G SMITH et al, 2006). Mutagdes no
cbédon 72 do exon 4 da p53 tém sido associadas ao aumento do risco para aquisicao
de céancer gastrico (PEREZ-PEREZ G, et al, 2005).

Mecanismos moleculares associados ao cancer de estdmago podem ser
citados: amplificacbes em c-ERBB2, c-MET e ciclina E, mutacbes no K-RAS,
inativacao do APC, TP53, p16, MGMT e MLH1, perda de heterozigosidade (LOH) do
TP73 e reducdo na expressao das proteinas p27 e nm23, nos tipos intestinais e
reducdo ou perda de funcdo das caderinas, inativacdo do TP53, LOH da regiao
17921, amplificagdo dos genes K-SAM, c-MET e ciclina E e redugao na expressao
das proteinas p27 e nm23 em casos de tipo difuso Estes genes tem papel importante
na: codificagcdo de receptores de membrana, receptores de fatores de crescimento,
controle do ciclo celular e adeséo celular (CESAR et al, 2002).

Alteracbes epigenéticas também estdo envolvidas no processo da
tumorigénese: a ativacdo da telomerase (enzima responsavel pela adicdo de
seqUiéncias teloméricas as extremidades dos cromossomos, com a finalidade de
compensar as perdas que ocorrem em cada divisao celular) foi observada em varios
casos de metaplasia intestinal e adenomas gastricos (OCHIAI A et al, 1996).

Alguns estudos mostram uma relagao entre alteracdées no gene p53 e infecgao
por Helicobacter pylori. DEGUCHI et al. observaram freqiiéncias mais elevadas de
mutacdes neste gene em pacientes com cancer gastrico infectados pelo H. pylori
cagA+ do que nos grupos H. pylori-positivo/cagA-negativo e H. pylorinegativo
(DEGUCHI et al, 2001). KONTUREK et al, em 2006 mencionou que o Helicobacter
pylori € o maior iniciador de mudancas inflamatérias e alteracées na mucosa gastrica
acompanhada por uma super expressao de certos fatores de crescimento como a
gastrina e a COX-2 (ciclooxigenase-2) e de proteinas antiapoptéticas como a Bcl-2,
levando a proliferacdo de células atréficas mutadas, excesso de angiogenese,
inibicao da apoptose e formacgao de tumor gastrico. (KONTUREK et al, 2006).

Ha também indicacbes de que a infeccao crénica pelo H. pylori é responsavel
pela instabilidade genémica observada em alguns casos de gastrite atrofica cronica
(HIBI K et al, 1997).

Apesar dos inumeros estudos envolvendo o céancer gastrico, ainda faltam
detalhes importantes para o auxilio na pratica clinica. O gene supressor de tumor p53
pode ser um modelo utilizado como diagndéstico e prognéstico para essa doenca
através do sequenciamento de DNA. Alteracdes do gene p53 sdo consideradas



criticas para o desenvolvimento de muitos céanceres. As mutagées podem servir
como indicadores moleculares de pacientes com propensao a canceres ou com uma
identificacao prévia de mutacao, em se tratando de tumores primarios. Segundo Goh
e colaboradores, (1995), o prognéstico do cancer deve ser analisado de acordo com
a natureza das mutacdes da p53. Desde a descoberta do gene p53, mais de 6000
mutacdes tém sido reportadas. Assim, selecionamos os exons 5, 6, 7, 8.e 9, pois
apresentam grande numero de mutagoes.

Neste trabalho foi averiguado o padrdo de mutacbes do gene p53 nas amostras
de cancer gastrico armazenadas no laboratério de Biologia Molecular do Hemocentro
de Botucatu, as quais ja tém sido examinadas para diferentes questdes concernentes
ao desenvolvimento do céncer gastrico. Tais resultados nos proporcionaram uma
maior clareza e riqueza nas discussdes do processo de carcinogénese em tal

casuistica.
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2- Objetivo geral

Detectar mutacao nos exons 5-9 do gene p53 em amostras de cancer gastrico e
associar dados com cepas patogénicas de Helicobacter pylori.

Objetivos especificos
1. Levantamento das amostras de DNA de céancer gastrico estocadas em
nitrogénio liquido que foram coletadas para pesquisas anteriores.
2. Padronizagdo da amplificacdo da regido génica a ser analisada por PCR
(Reacédo em Cadeia da Polimerase).
3. Analise, quantificacao e purificacao do produto da PCR para os exons 5 a 9 de
p53.
Sequenciamento dos produtos de PCR para os exons 5 a 9 purificados.
Andlise da reacdo e comparacao das sequiéncias aos bancos de dados.
Classificacao quanto ao tipo de mutacao.

N o o A

Avaliacdo estatistica dos resultados obtidos e associagdo com dados clinicos
dos pacientes.



casulstica e metodos




3- Casuistica e métodos
3.1- Coleta de material.

Para a realizacdo deste projeto, foi utilizada uma casuistica de 55 pacientes
portadores de tumores do sistema gastrico de diferentes tipos histolégicos e
estadiamento clinico. Tais amostras foram obtidas de pegas cirurgicas (gastrectomia
total ou parcial) removidas nos centros cirurgicos do Departamento de Gastrocirurgia
do Hospital Amaral Carvalho de Jau e do Hospital das Clinicas de Botucatu.

Todos os pacientes admitidos foram devidamente informados com relagéo a
pesquisa e apds exauridas todas as suas duvidas quanto a pesquisa e detalhes da
coleta, estes assinaram o Termo de Informe e consentimento, retendo uma coépia.
Tais amostras foram coletadas seguindo 0 mesmo padrao de protocolo adotado para
as pecas destinadas ao Projeto Genoma Clinico. Logo apds a coleta em tubo de
polipropileno ideal para congelamento, as amostras foram transportadas em
nitrogénio liquido e estocadas em bujao devidamente etiquetadas, até o momento de
sua microdisseccao e utilizacado para a extracdo de seu DNA. As amostras que foram
utilizadas neste projeto fizeram parte dos projetos de pesquisa Analise de tumores
gastricos infectados pelos agentes tumorigénicos Helicobacter pylori e virus Epstein
Barr (aprovacdo Comités de Etica 191/02 Prot. 65/02 e CEPFHAC 056/06) e
Deteccao de agentes tumorigénicos e sua correlacdo com o padrao de metilacao de
promotores de genes da caderina-E e MLH | no cancer gastrico (aprovacao Comité
de Etica 306/2004).

Dos 11 exons existentes na p53 foram analisados os exons 5, 6, 7, 8 e 9 por

serem pontos conservados do DNA que apresentam elevado indice de mutacoes.
3.2- Extracao do DNA total.

A extragcdao do DNA gendmico foi realizada com a utilizacdo do Kit Wizard
Genomic DNA Purification (Promega) seguindo o protocolo do fabricante a partir de
tecidos tumorais do estdmago, preservados em agua milli-Q. Apds a extracdo a
qualidade do DNA foi avaliada em gel de agarose 2%, corado com brometo de
etideo.



3.3- Amplificacao e seqiienciamento.

As reacoes de amplificacdo ou PCR (Polymerase Chain Reaction) foram

realizadas em termociclador MJ Research, INC, modelo PTC- 100 ™, em volume

total de 25 pl, contendo diferentes concentracdes de reagentes para cada exon. Os

oliginucleotidios iniciadores utilizados encontram-se na tabelal.

Tabela 1. SeqlUéncia dos primers utilizados.

Exon 5 5-TACTCCCCTGCCCTCAACAA-3, sense
5-CACCATCGCTATCTGAGCA-3’, antisense,

Exon 6 5-CAGGGCTGGTTTCCCAGGGTCCCCA-3, sense
5-CAGGCGGCTCATAGGGCA-3’, antisense

Exon 7 5- CTTGCCACAGGTCTCCCCAA -3, sense
5- AGGGGTCAGCGGCAAGCAGA -3, antisense

Exon8e9 5-AGTGGTAATCATCTGGGACGG-3’, sense e

5-TATCTCCATCCAGTGGTTTC-3’, antisense

Amplicacao por PCR do exon 5 do gene p53.

Para a amplificacdo de um fragmento com 196 pares de bases do exon 5 de
p53 foi utilizado tampao de PCR 1X [20 mM Tris—HCI (pH 8.4) e 50 mM KCI], 2 mM
MgClI2, 0,2 mM de cada dNTPs (Pharmacia) 0,24 uM de cada oligonucleotideo
iniciador (Invitrogen) (tabelal1), 1 unidade de Easy Taq DNA Polymerase (LGC), 25

ng de DNA, sob as seguintes condicbes térmicas: temperatura inicial 94°C por 5

minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturagéo a 94°C por 1 minuto., anelamento a

62°C por 1 minuto, extensdo a 72°C por 1 minuto e extensao final a 72°C por 5

minutos. Controles negativos e positivos para a amplificacdo do exon mutado do

gene p53, assim como um controle negativo para contaminagéao (agua) foi utilizado

em cada reacao de amplificacéo.



Amplificacao por PCR do Exon 6 do gene p53.

Para a amplificacdo de um fragmento de 165 pares de bases foi utilizado:
tampéao de PCR 1X [20 mM Tris—HCI (pH 8.4) e 50 mM KClI], 1,5 mM MgClI2, 0,2 mM
de cada dNTPs (Pharmacia), 0,4 uM de cada oligonucleotideo iniciador (Invitrogen),
1 unidade de Easy Tag DNA Polymerase (LGC), 25 ng de DNA, sob as seguintes
condicOes térmicas: temperatura inicial 94°C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de
desnaturacao a 94°C por 1 minuto, anelamento a 67°C por 1 minuto, extensdo a
72°C por 1 minuto e extenséao final a 72°C por 5 minutos. Controles negativos e
positivos para a amplificacdo do exon mutado do gene p53, assim como um controle
negativo para contaminacao (agua) serao utilizados em cada corrida.

Amplificacdo por PCR do Exon 7 do gene p53.

Para a amplificacdo de um fragmento de 200 pares de bases foi utilizado:
Tampao de PCR 1X [20 mM Tris—HCI (pH 8.4) e 50 mM KCl], 2,0 mM MgClI2, 0,2 mM
de cada dNTPs (Pharmacia), 0,4 uM de cada oligonucleotideo iniciador (Invitrogen),
1 unidade de Easy Taqg DNA Polymerase (LGC), 25 ng de DNA, sob as seguintes
condicOes térmicas: temperatura inicial 94°C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de
desnaturacao a 94°C por 1 minuto, anelamento a 62°C por 1 minuto, extensao a
72°C por 1 minuto e extensao final a 72°C por 5 minutos. Controles negativos e
positivos para a amplificacdo do exon mutado do gene p53, assim como um controle

negativo para contaminacao (agua) serao utilizados em cada corrida.

Amplificacdo por PCR dos exons 8 e 9 do gene p53.

Para a amplificacdo de um fragmento de 290 pares de base utilizou-se:
tampéao de PCR 1X [20 mM Tris—HCI (pH 8.4) e 50 mM KClI], 2,0 mM MgClI2, 0,2 mM
de cada dNTPs (Pharmacia), 0,4 uM de cada oligonucleotideo iniciador (Invitrogen),
1 unidade de Easy Tag DNA Polymerase (LGC), 25 ng de DNA, sob as seguintes
condicOes térmicas: temperatura inicial 94°C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de
desnaturacao a 94°C por 1 minuto, anelamento a 62°C por 1 minuto, extensdo a
72°C por 1 minuto e extensdo final a 72°C por 5 minutos. Controles negativos e
positivos para a amplificacdo do exon mutado do gene p53, assim como um controle
negativo para contaminacao (agua) serao utilizados em cada corrida.

O produto da reacao de amplificacao foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 2% (p/v), em tampdo TBE (EDTA 2mM; Tris 89mM; Borato 89mM), a uma



voltagem de 100 V. Foi utilizado como marcador de peso molecular o 100bp DNA
ladder (Invitrogen). A coloragdo dos géis foi realizada com solu¢cdo de brometo de
etideo (10 mg/mL) e a imagem foi capturada sob luz ultra-violeta e registrada em
computador no programa acessoério Pain t- Windows XP. Para purificacdo do produto
de PCR foi utilizado método in house padronizado pelo laboratério (anexo 1).

A quantificagdo da PCR purificada foi revelada utilizando eletroforese em gel
de agarose 2% corado com brometo de etideo e comparada com ladder “Low DNA
Mass” de peso molecular conhecido.

O produto da PCR purificado, depois de quantificado, foi utilizado para as
reacbes de sequenciamento, na presenca de bases marcadas com corantes
fluorescentes (Kit BigDye Sequence Terminatorv. 3.0 - Applied Biosystems). As duas
cadeias complementares de DNA foram sequienciadas utilizando os mesmos primers
da reagéo inicial de amplificagéo.

Apo6s a PCR de sequenciamento, as amostras foram precipitadas utilizando
isopropanol e etanol e ressuspendidas em formamida conforme protocolo sugerido
pelo fabricante.

O produto de sequenciamento foi analisado em seqienciador automatico ABI
Prism Genetic Analyzer (modelo 3100) Applied Biosystems .

Foram seqlenciadas uma fita sense e uma fita antisense para cada exon da

p53, exceto para o exon 7 onde foi realizado apenas a fita antisense.

3.4- Anadlise das sequiéncias dos exons 5-9 de p53.

Todas as sequiéncias obtidas foram visualizadas e editadas com a utilizagao do
programa BioEdit 7.0.0 (Isis Pharmaceuticals, Inc.), através de inspecdes visuais e
analises simultaneas das sequUéncias e seus respectivos eletroferogramas. Esta
etapa foi de especial importancia para identificacao de possiveis erros de leitura
eletrénica e sua posterior corregao.

Em seguida as sequiéncias foram comparadas as sequéncias homélogas dos
exons do gene p53 (locus HSU94788) armazenadas no GenBank para a confirmagao
da homologia do fragmento amplificado. Para esta etapa utilizou-se a ferramenta
Blast (Basic Local Alignment Search Tool) do GenBank (www.ncbi.nlm.mih.gov,
acesso em 09/2007).



3.5 Identificacao das mutagc6es nos codons.

As seqliéncias que apresentavam valor diferente de 100% de homologia foram
comparadas com os codons de referéncia (figura 9).
Figura 9. Quadro contendo a trinca selvagem para cada exon do gene p53.

Exon 5

CODON| 126 127 128 | 129 130 131 132 133 134 | 135 | 136 | 137

NUC TAC | TCC | CCT | GCC | CTC [ AAC | AAG | ATG | TTT | TGC [ CAA | CTG

AA Tyr Ser Pro Ala Leu Asn Lys Met [ Phe | Cys [ GIn Leu

CODON| 138 | 139 140 | 141 142 143 | 144 | 145 | 146 | 147 | 148 | 149

NUCL GCC | AAG | ACC | TGC | CCT | GTG | CAG | CTG | TGG [ GTT | GAT | TCC

AA Ala Asp Thr | Cys Pro Val Gin Leu Trp Val Asp | Ser

CODON| 150 151 152 | 153 | 154 [ 155 [ 156 | 157 | 158 | 159 [ 160 | 161

NUCL ACA | CCC | CCG | CCC | GGC [ ACC | CGC | GTC | CGC | GCC [ ATG | GCC

AA Thr Pro Pro Pro Gly Thr Arg Val Arg Ala Met [ Ala

CODON| 162 163 164 [ 165 166 167 | 168 | 169 170 171 172 | 173

NUCL ATC | TAC | AAG | CAG | TCA [ CAG [ CAC | ATG | ACG | GAG | GTT [ GTG

AA Isso Tyr Lys Gin Ser Gin His Met Thr Glu Val Val

CODON| 174 175 176 | 177 178 179 180 181 182 183 [ 184 | 185

NUCL | AGG | CGC | TGC | CCC | CAC | CAT [ GAG | CGC | TGC | TCA | GAT | AGC

AA Arg Arg Cys Pro His His Glu Arg Cys Ser | Asp | Ser

CODON| 186 187
NUCL GAT | GGT
AA Asp Gly
Exon 6

CODON| 188 | 189 | 190 [ 191 192 | 193 [ 194 | 195 | 196 | 197 [ 198 | 199

NUC CTG | GCC | CCT | CCT [ CAG | CAT | CTT | ATC | CGA | GTG | GAA | GGA

AA Leu Ala Pro Pro Gin His Leu Iso Arg Val Glu Gly

CODON| 200 | 201 202 [ 203 | 204 | 205 | 206 [ 207 [ 208 | 209 | 210 | 211

NUCL AAT | TTG | CGT [ GTG | GAG | TAT | TTG | GAT [ GAC | AGA | AAC | ACT

AA Asn Leu Arg Val Glu Tyr Leu [ Asp | Asp [ Asg | Asn [ Thr

CODON| 212 | 213 [ 214 [ 215 | 216 | 217 | 218 | 219 [ 220 | 221 | 222 | 223

NUCL TTT | CGA | CAT | AGT | GTG | GTG [ GTG | CCC | TAT | GAG [ CCG | CCT

AA Phe Arg His Ser Val Val Val Pro Tyr Glu Pro Pro
CODON | 224

NUCL GAG

AA Glu

Exon 7

CODON| 225 | 226 | 227 [ 228 | 229 | 230 | 231 232 | 233 | 234 | 235 | 236

NUC GTT | GGC | TCT | GAC [ TGT [ ACC | ACC | ATC | CAC | TAC [ AAC | TAC

AA Val Gly Ser | Asp [ Cys Thr Thr | Isso His Tyr [ Asn Tyr

CODON| 237 | 238 | 239 [ 240 | 241 242 | 243 | 244 | 245 | 246 | 247 | 248

NUCL ATG | TGT | AAC | AGT | TCC [ TGC | ATG | GGC | GGC | ATG | AAC | CGG

AA Met | Cys | Asn | Ser Ser Cys | Met Gly Gly Met | Asn | Arg

CODON| 249 | 250 | 251 [ 252 | 253 | 254 | 255 | 256 | 257 | 258 | 259 | 260




3.6- Classificacao das mutacoes.

NUCL AGG | CCC | ATC | CTC | ACC | ATC | ATC | ACA | CTG | GAA [ GAC | TCcC
AA Arg Pro Isso | Leu Thr Isso | Isso | Thr Leu Glu | Asp | Ser
Exon 8

CODON | 261 262 | 263 | 264 [ 265 | 266 | 267 | 268 | 269 | 270 | 271 272
NUC AGT | GGT | AAT | CTA [ CTG | GGA | CGG | AAC | AGC | TTT | GAG | GTG
AA Ser Gly Asn Leu Leu Gly Arg Asn Ser Phe | Glu Val
CODON| 273 | 274 | 275 | 276 | 277 | 278 | 279 | 280 | 281 282 | 283 | 284
NUCL CGT | GTT | TGT | GCC | TGT | CCT | GGG | AGA | GAC | CGG | CGC | ACA
AA Arg Val Cys Ala Cys Pro Gly Arg Asp | Arg Arg Thr
CODON| 285 | 286 | 287 | 288 | 289 [ 290 | 291 292 | 293 [ 294 | 295 | 296
NUCL GAG | GAA | GAG | AAT [ CTC | CGC | AAG | AAA [ GGG [ GAG | CCT | CAC
AA Glu Glu Glu | Asn Leu Arg Lys Lys Gly Glu Pro His
CODON| 297 | 298 | 299 | 300 | 301 302 | 303 [ 304 | 305 [ 306

NUCL CAC [ GAG [ CTG | CCC | CCA | GGG [ AGC [ ACT | AAG | CGA

AA His Glu Leu Pro Pro Gly Ser Thr Lys Arg

Exon 9

CODON| 307 | 308 | 309 [ 310 | 311 312 | 313 | 314 | 315 | 316 | 317 | 318
NUC GCA | CTG [ CCC [ AAC | AAC | ACC | AGC [ TCC [ TCT | CCC | CAG | CCA
AA Ala Leu Pro | Asn [ Asn Thr Ser Ser Ser Pro Gin Pro
CODON| 319 | 320 | 321 | 322 | 323 | 324 | 325 | 326 | 327 | 328 | 329 | 330
NUCL AAG [ AAG [ AAA | CCA | CTG | GAT [ GGA | GAA | TAT | TTC | ACC [ CTT
AA Lys Lys Lys Pro Leu | Asp Gly Glu Tyr Phe | Thr Leu
CODON | 331

NUCL CAG

AA Gin

ApGs confirmar o nucleotideo mutado, foi realizada a classificagcado da mutacao

quanto ao tipo e inserida em tabela.

3.7- Ildentificacao dos aminoacidos mutados.




Apos classificagao das mutagdes foi realizada a constatagdo do novo aminoacido

formado a partir do nucleotideo mutado. Para isso foi utilizado o quadro da figura 10.

Figura 10. Quadro contendo o codigo genético.

T C A G

TTT-Phe | TCT-Ser | TAT-Tyr | TGT - Cys T
TTC-Phe | TCC-Ser | TAC-Tyr | TGC-Cys C
TTA-Leu | TCA-Ser | TAA-Stop | TGA - Stop A
TTG-Leu | TCG-Ser | TAG-Stop | TGG - Trp G
CTT-Leu | CCT-Pro | CAT-His | CGT - Arg T
CTC-Leu | CCC-Pro | CAC-His | CGC - Arg C
CTA-Leu | CCA-Pro | CAA-GIn | CGA - Arg A
CTG-Leu | CCG-Pro | CAG-GIn | CGG - Arg G
ATT - lle ACT -Thr | AAT -Asn | AGT - Ser T
ATC-lle | ACC-Thr | AAC-Asn | AGC - Ser C
ATA - lle ACA-Thr | AAA-Lys | AGA - Arg A
ATG-Met | ACG-Thr | AAG-Lys | AGG - Arg G
GTT-Val | GCT-Ala | GAT-Asp | GGT - Gly T
GTC-Val | GCC-Ala | GAC-Asp | GGC - Gly C
GTA-Val | GCA-Ala | GAA-Glu | GGA - Gly A
GTG-Val | GCG-Ala | GAG-GIlu | GGG - Gly G




3.8- Associacao com dados clinicos.

Os resultados obtidos quanto a mutagao foram comparados com o0s seguintes
dados clinicos: idade, sexo, localizacdao do tumor (corpo, antro), sistema TNM,

estadiamento do tumor, classificacéo de Laurén e infecgéo por Helicobacter pylori.

3.9- Tratamento estatistico dos dados.

Todos os dados serao confrontados através da analise de Qui- quadrado de
Associacdo e Fisher utilizando o software SigmaStat — Jadel Scientific (Jadel
Corporation), para saber se os mesmos apresentam entre si valores de um dado

nivel de significancia (P > 5).

3.10 Questoes éticas

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Botucatu-UNESP, em reunido de 06 de agosto de 2007 (Protocolo n. 212/07).
Anexos 2 e 3.
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4- Resultados

4.1- Amplificacao dos produtos de PCR para os exons 5 ao 9 da p53.
Ap6s a amplificacdo os produtos de PCR dos exons 5, 6, 7,8 e 9 foram

resolvidos em gel de agarose e observadas as bandas especificas para cada par de
oligonucleotideo iniciador utilizado (Figura 11a).

4.2- Purificacao do produto de PCR para os exons 5 ao 9 da p53.

Todos os produtos de PCR foram purificados por método “in house” e resolvidos
em gel de agarose 2% corados com brometo de etidio. A purificacao do produto de
PCR para o exon 5.pode ser visualizado na figura 9 b.

Peso
molecular

Exon 5

Exon5
Exon 6

Peso
molecular

ExonT7
Exon 8/9

300pb

200ph
300pb
200pb

100ph
100pb

Figura 11 a) Produto de PCR de amostra de DNA utilizando oligonucleotideos iniciadores para os
exons 5, 6, 7 e 8/9, respectivamnete, revelados em gel de agarose 2% corado por brometo de etideo.
A direita peso molecular de 100 pares de base(pb) (Invitrogen) Os tamanhos dos fragmentos
amplificados foram de 196pb, 165pb, 200pb e 290pb, respectivamente.b. Produto de PCR de amostra
de DNA utilizando oligonucleotidios iniciadores para exon 5 (196pb) apds purificagdo por método “in
house”revelado em gel de agarose 2% corado por brometo de etideo e peso molecular de 100pb.



4.3- Analise das seqliéncias de bases do gene p53.

Apos o sequenciamento automatico das amostras amplificadas para cada exon
revelou-se cromatogramas similares ao da figura 12a. Estes foram analisados e as
alteracdes de bases foram demarcadas como exemplificado abaixo.

A andlise no programa BLAST nos forneceu resultados semelhantes ao
mostrado na figura 12b. Nesta figura pode-se comparar a seqiéncia da regido do
exon 5 do gene p53 selvagem (seqiéncia superior) e a seqgliéncia obtida para as

amostras pesquisadas (seqliéncia inferior).

120 130
CTGCCCCCACCG (G AGCGCTGCT

a.
CRRCRAGATGTTTTGCCARCTGGCCAAGACCTGCCCTGTGCAGL T
Lrrerrrrrrrrerrrrrrererrrrrre e rrr e
CRRCRAGATGTTTTGCCARCTGGCCARGACCTGCCCTGTGCAGL T
CACCCCCGUCCGGCACCCGCGTCCGCECCATGGCCATC TACARAGTAY
Lrrerrrrrrrrerrrrerrrerrrrrrr et e e e
CACCCCCGCCCGGLACCCGCGTCCGUGCCATGGCCATC TAC ARG A
CGGRAGGTTGTGAGGCGCTGCCCCCAC AT GAGCGCTGCTCAGATA
LEEErrrrrrrrrrrrrrr et FEEEEEErrr et
CGGRAGGTTGTGAGGCGCTGCCCCCAC G GAGCGCTGCTCAGATA

b.

Figura 12 a. Cromatograma apresentando mutagao no exon 5 da p53 (retangulo em amarelo).
Programa de bioinformatica: BioEdit 7.0.0 b.Mutacao visualizada no programa Blast, (retangulo em

amarelo).



4.4- Caracterizacao das amostras em relacao aos dados clinicos dos pacientes.

Das 55 amostras coletadas, 38 (69%) eram do sexo masculino e 17 (31%) do
sexo feminino (figura 13), sendo que a média de idade para homens foi de 60 anos,
variando entre 37 a 82 anos, e para mulheres, 56 anos, variando entre 37 e 74 anos.

Distribuicao quanto ao sexo

31%

@ feminino @ masculino

Figura 13. Distribuicdo quanto ao sexo.

Quanto a classificagdo de Laurén, 43 casos eram do tipo intestinal e 11, do tipo
difuso. Um caso apresentou os dois tipos de tumor (difuso e intestinal) representados
na figura 14.

CLASSIFICACAO DE LAUREN

20%

80%

@ DIFUSO m INTESTINAL

Figura 14. Classificagcao de Laurén: tipo difuso ou tipo intestinal.



Quanto a relagédo entre sexo e a classificagcdo de Laurén, pode-se observar
26,3%(10/38) dos homens como tipo difuso e méida de idade de 57,4 anos e 73,7%
(28/38) como tipo intestinal, com idade média de 61,3 anos. Em mulheres, observou-
se 6,2% (1/16) do tipo difuso com idade de 43 anos e 93,8% (15/16) do tipo intestinal
com idade média de 60 anos. Uma mulher de 74 anos apresentou os dois tipos
6%(1/17). (Figura 15).

Sexo vs C. Laurén

100,00% -

80,00% -

60,00% -

40,00% -

20,00% -

0,00%-
difuso intestinal dif/intest

®m homens m mulheres

Figura 15. Representagédo das amostras quanto ao sexo: homens, em verde e mulheres em vermelho,

guanto a classificacao de Laurén.

Quanto a localizacao do tumor 3 estavam presentes no corpo, 33 no antro 1
tanto no corpo como no antro gastrico e 18 ndo estavam especificados no prontuario
médico.

Quanto ao estadiamento do tumor gastrico, 7 casos apresentam-se em estadio
inicial do cancer (I) e 48 casos em estadio avangado, sendo que 6, no estadio Il, 30,
no estadio Ill e 10 no estadio IV. H4A um caso com estadio zero onde o tumor
encontra-se in situ e outro caso onde o estadio encontra-se indeterminado Este
ultimo estd em tratamento inicial multimodal (INCA), por isso recebe uma
classificacao diferente.



. A figura 16 apresenta a distribuicdo das amostras quanto ao estadiamento do

tumor, destacando o estadio IIl com o maior nUmero de individuos.

ESTADIAMENTO DE TUMOR

2%2% 13%
11%

54%

olellolloNvVeOoX

Figura 16. Distribuicdo das amostras quanto o estadiamento do tumor.

4.5 — Deteccao de mutacao em p53 nas amostras de cancer gastrico.

Das 55 amostras estudadas, 32 apresentaram algum tipo de alteracdo no
nucleotideo, sendo esta considerada mutacdo. Os resultados obtidos quanto ao
namero de mutacdes estao presentes na figura 17.

Porcentagem de amostras com nucleotideos alterados

42%

Emutagdo @ ndo mutado

Figura 17. Porcentagem de amostras de cancer gastrico que apresentam mutacao.



Das 32 amostras alteradas 6, apresentaram mutagao em mais de um exon,

sendo que a distribuicdo esta representada na tabela 2.

amostra | EXON5 | EXONG6 | EXON7 | EXON 8/9
JO13 X X
JO35 X X
JO36 X X

JO43 X X
JO44 X X

JO47 X X

Tabela 2. Distribuigao dos exons que sofreram alteracao dentro de cada amostra. X

representa a presenga de mutagao no exon referido na tabela.

Das 32 amostras que apresentaram alteracdo de nucleotideos, 14 estavam
presentes no exon 5; 12 alteragdes no exon 6; 5 no exon 7, e 7 no exon 8/9. A
distribuicdo esta representada na figura 18. Nas figuras 19, 20, 21 e 22 estédo

representados os cddons que sofreram alteracées em suas trincas.

Distribuicdo das mutagdes para cada exon

18%

13%

29%

Oexont Mexon b dexon 7 Oexon 849

Figura 18. Distribuicdo das mutac¢des para cada exon da p53.



Distribuicao de alteracédo de nucleotideo para cada cédon:

Distribuicao de alteracao de base - EXON 5

70 1% 1%

30%

21%

@ coddon 127 mcoddon 138 O coddon 139 O codon 141
W c6don 145 @mcodon 179 m codon 187

Figura 19. Altera¢des nos cédons do exon 5.

Distribuicao de alteracao de base - EXON 6

8% 8% 17%
8%

17%
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@ coédon 191 m cédon 194 O cédon 195 O cédon 201
m codon 205 @ cbédon 213 m coédon 214

Figura 20. Altera¢des nos cédons do exon 6.



Distribuicao de alteracao de base - EXON 7

20%
40%

20%

20%

@ c6don 264 m coddon 285 O codon 293 0 coddon 299

Figura 21. Alteragbes nos codons do exon 7.

Distribuicao de alteracao de base - EXON 8/9

14%

14%

14%
14%

@ cddon 264 m cddon 285 OO0 cddon 293
O codon 299 m cédon 300 @ cddon 318

Figura 22. Alteragdes nos cédons do exon 8/9.

Na tabela 3 encontram-se a amostra, a base mutada o aminoacido selvagem e

0 aminoacido formado com a mutacao da base em relagédo a sequiéncia selvagem.



AA

EXON 5 CODON WT AAMUT TIPO
JO10 GCC - GAC 138 | Ala | Asp PONTO
JO15 CAT - CGT 179 |His | Arg PONTO
JO34 GGT - GAT 187 |Gly |Asp PONTO
JO36 GCC - GAC 138 | Ala | Asp PONTO
JO37 GCC - GAC 138 | Ala | Asp PONTO
JO38 AAG - AAC 139 |Asp |[Asn PONTO
JO39 GCC - GAC 138 |Ala | Asp PONTO
JO42 AAG - AAC 139 |Asp | Asn PONTO
JO43 AAG - AAC 139 |Asp |Asn PONTO
JO44 TGC - TCC 141 |Cys |Ser PONTO
JO45 TGC-TCC 141 |Cys |Ser PONTO
JO46 CTG - CAT 145|Leu |His PONTO
JO47 TCC-TCA 127 | Ser | Ser PONTO
JO53 TGC - TCC 141 | Cys | Ser PONTO
AA
EXON 6 CODON WT AAMUT TIPO
JO4 ATC - ATG 195|Iso | Met PONTO
JO6 ATC - ATG 195|Iso | Met PONTO
JO28 TAT - AAT 205 | Tyr |Asn PONTO
JO29 ATC - ATG 195|Iso | Met PONTO
JO30 ATC - ATG 195|Iso | Met PONTO
JO32 CTT -CT-A 194 |Leu |Leu DELECAO
JO33 TTG - TAG 201 |Leu |stop PONTO
JO35 CCT - CCGT 191 |Pro |Pro INSERCAO
JO36 CCT - CCGT 191 |Pro |Pro INSERCAO
JO44 TAT - AAT 205 | Tyr | Asn PONTO
JO49 CGA - CGGA 213|Arg | Arg INSERCAO
JO54 CAT - CAG 214 |His | GIn PONTO
AA
EXON 7 CODON WT AAMUT TIPO
JO7 AGT - AGC 240 | Ser | Ser PONTO
JO13 AAC - TCC 230 | Thr |Ser PONTO
JO24 TAC - CAC 234 |Tyr |His PONTO
JO55 GAC - GGC 228 |Asp | Gly PONTO
JO47 ACC - TCC 230 | Thr | Ser PONTO
AA
EXON 8/9 CODON WT AAMUT TIPO
JO11 CCA - CCG 318 |Pro |Pro PONTO
JO13 CTA-CTC 264 |Leu |Leu PONTO
JO22 GAG - GCG 285|Glu | Ala PONTO
JO23 CTA-CTC 264 |Leu |Leu PONTO
JO35 GGG - TGG 293 |Gly |Trp PONTO
JO40 CCC-CCT 300 |Pro | Pro PONTO
JO43 CTG-CTT 299 |Leu |Leu PONTO

Tabela 3. Alteracao de nucleotideo e trinca de aminodcidos nos cédons do gene p53. AAWT
(aminodcido tipo selvagem) e AA MUT (aminoacido mutado).

A maior parte das mutagdes encontradas foram mutacdées de ponto. Outras

mutac¢des encontradas foram inser¢des, em 3 casos e um caso de delecao.



As amostras classificadas quanto ao tipo de mutacao estao representadas nas

tabelas 4 e 5.
P 53 N=55| % de mutagao Insecgdo Delecao Frameshift
detectada
EXON 5 18% (14/55) 0 0 0
EXON 6 22%(12/55) 25%(3/12) 8,33%(1/12) 33,33%(4/12)
EXON 7 7,3%(4/55) 0 0 0

EXON8/9 13%(7/55) 0 0 0

Tabela 4. Tipo de mutagdo: frameshift, inser¢ao ou delecdo.

P 53 N=55 Ponto Missense Nonsense Silenciosa
EXON 5 100%(14/14) %(13/14) 0 10%(1/14)
EXON 6 66,66%(8/12) [ 58,33%(7/12) | 8,33%(1/12) 0
EXON 7 100%(5/5) 80%(4/5) 0 20%(1/5)
EXON8/9 100%(7/7) 28,6%(2/7) 0 71,4%(5/7)

Tabela 5. Tipo de mutagdo de ponto: missense, nonsense ou silenciosa.

4.6- Distribuicao quanto a presenca ou nao de cepas patogénicas de
Helicobacter pylori.

As cepas patogénicas CagA foram detectadas por PCR em trabalho anterior
como mencionado no item casuistica e métodos. A distribuicdo quanto a presenca de
cepas patogénicas de H.pylori esta representada na figura 23. A distribuicao quanto
ao sexo esta representado na figura 24, onde mostra maior freqiiéncia nos homens
79%(15/19) em relacédo as mulheres 21% (4/19).



DISTRIBUICAO DE CEPAS HP/CagA
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Figura 23. Representacdo da deteccdo de cepa patogénica da Helicobacter pylori.
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Figura 24. Representacao de infec¢do por H. pylori nos pacientes do sexo masculino e
feminino.

4.7- Presenca de cepas patogénicas e estadiamento do tumor.

Quanto a correlacdo entre cepas CagA + pode-se observar que esta presente
nos estadios: | ao IV. Sendo que em estadio |, 71%(5/7), I, 17%(1/6), Il 67%(20/30)
e em estadio IV 30% (3/10). Com um numero relevante no estadio Ill (100% de
diferenca quando comparado a CagA- ). Este dado é estatisticamente significativo
(p>5). A cepa CagA- esta presente em todos os estadios com distribuicdo menos
acentuada quando comparada a CagA+ para as mesmas amostras: 29% (2/7) em
estadio I, 83%(5/6) em Il, 33%(10/30) em Ill e em estadio IV 70% (7/10). A relagao



CagA- e estadiamento apresentou maior diferenca nas amostras do estadio lll,
porém nao apresentou diferenca estatistica. Essa distribuicdo pode ser observada na

figura 25.
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Figura 25. Representagao da distribuicao das cepas CagA+ e CagA- nos diferentes estadios do
cancer gastrico.

4.8- Presenca de mutacao em p53 e cepa patogénica de H. pylori.

Mais da metade das amostras de tumor 59%(19/32) apresentaram tanto
mutacdo em um dos exons da p53, e a cepa CagA+ da H. pylori. Ja os pacientes
com mutagdo em p53, porém nao apresentou a cepa patogénica, corresponderam a
41% (13/32) (Figura 26). No tratamento estatistico nao houve diferenca significante,
porém observa-se uma tendéncia a relagdo de CagA+ e mutagédo em p53.



Cepa patogénica de H.pylori vs mutagao em p53
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Figura 26. Representagao grafica das amostras que apresentaram mutagao nos exons da p53 e
correlacionadas a presenga ou ndo da cepa patogénica da H. pylori.

4.9- Presenca de mutacao em p53 e classificacao de Laurén.

Das 32 amostras de tumor que se apresentaram mutadas, 75%( 24/32) eram
do tipo intestinal de Laurén, 22% (7/32) eram do tipo difuso e 3,2% (1/32) apresentou
os dois tipos na mesma amostra. Estes dados estao representados na figura 27.

Mutagdo em p53 vs classificagdo de Laurén
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Figura 27. Representagao da distribuicao das amostras mutadas quanto a classificagdo de Laurén.



4.10- Classificacao de Laurén e cepa patogénica de H. pylori.
Das 19 amostras que se apresentaram positivas para CagA, 26%(5/19) foram
classificadas como tipo difuso, 69% (13/19), tipo intestinal e 5%(1/19) apresentaram-

se tanto do tipo difuso quanto intestinal (Figura 28).

Classificagdo de Laurén vs cepa patogénica CagA+
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Figura 28. Representagao da distribuicao das amostras CagA+ em relagéo a classificacao de Laurén.

4.11- Mutacao em p53 e estadiamento do tumor.

Mutacao em p53
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Figura 29. Presenca de mutacao em p53 em relagdo ao estadiamento do tumor.



LSCUSSHD

/

D




5- Discussao

No presente estudo, 55 casos de pacientes com cancer gastrico fizeram parte
dessa pesquisa. Foi realizada analise de mutacdo em p53 por sequenciamento
automatico e associamos esses dados a bactéria Helicobacter pylori. O material foi
coletado por meio de biopsia. Tal abordagem foi oportuna, porque permitiu detectar
mutacdes no gene p53 por sequenciamento automatico e a presenca de DNA do H.
pylori por PCR e estimar a possivel relacdo de cepas patogénicas dessa bactéria
com parametros clinicopatolégicos do cancer gastrico. O sequenciamento
automatico, apesar do custo, apresenta maior sensibilidade quando comparado a
outros métodos de deteccdo de mutacdo génica como: o SSCP (Strand
Conformational Polimorphism), a imunohistoquimica (IHQ), a inimucitoquimica (1CQ)
e Western blot (KLUMB et al, 2002).

Aproximadamente 73% dos homens apresentavam tumor do tipo intestinal,
estes tinham idade média de 57,4 anos, concordando com os dados levantados por
César e colaboradores em 2002 (figura 15). Este fato pode estar associado a fatores
ambientais como: dieta pobre em antioxidantes, consumo elevado de sal e ingestao
de alcool, segundo citado por ROCCO & NARDONE (2007). Nas mulheres o numero
de casos do tipo intestinal foi relevante em relagdo a do tipo difuso, porém a
amostragem é muito pequena, 16 casos apenas. Quando comparado o tipo difuso,
os dados dessa pesquisa discordam com os dados de Abib e colaboradores em seu
estudo realizado no Rio de Janeiro. Em 1997, fizeram um levantamento de dados
onde demonstraram que a maioria dos casos tipo difuso apresentavam a média de
idade baixa. Isto pode ser explicado pelo nimero amostral insuficiente -16 amostras-
comparado com o numero amostral da pesquisa de Abib contendo 1087 individuos.
(ABIB et al, 1997)

Em relagdo a localizacdo do tumor, a maioria esteve presente no antro
gastrico, e 1 no corpo gastrico, porém 18 casos nao haviam sido especificados pelo
profissional. Se compararmos a infeccao de H. pylori com a localizacédo este estudo
concorda em 62% mesmo sem os dados considerados perdidos. Esta bactéria habita
predominantemente a mucosa do estémago nas porgcdes antrais e de corpo gastrico
e pode estar relacionada ao cancer gastrico.(ITO et al, 2006).

A infecgdo por H. pylori/CagA+ estd mais associada ao cancer gastrico e a

Ulcera péptica quando comparado a H. Pylori/CagA- (BLASER et al, 1995;



PARSONNET et al, 1997). A infeccao de CagA poder estar associada ao
desenvolvimento da gastrite atréfica, acreditando-se que esta possa ser um fator de
risco para o cancer gastrico do tipo intestinal. Blaser et al reportou uma associacao
com o tipo intestinal, mas Deguchi et al reportou que anticorpos CagA estao
presentes com maior freqiiéncia nos canceres do tipo difuso e no Japado CagA+
também estd associada ao cancer tipo difuso (DEGUCHI et al, 2001). Em nosso
estudo, CagA + apresentou-se com maior freqliéncia nos canceres gastrico do tipo
intestinal, porém este dado ndo é significante estatisticamente pois o numero
amostral do tipo difuso € muito inferior(figura 28). Apesar da casuistica pequena,
esses resultados estdo de acordo com os relatados pelos estudos de Queiroz, que
também nado observaram correlacdo do gendtipo da bactéria com atributos
demograficos e com parametros histopatolégicos do cancer gastrico (QUEIROZ et al,
1998).

A PCR positiva para CagA é um marcador de cepas virulentas de H. pylori,
porém a infeccdo na tumorigénese ainda € um mecanismo desconhecido. Em nosso
estudo, 59% de mutacdo em p53 foram encontradas em céancer gastrico H.
pylori/CagA+ (figura 26). Alguns estudos sugerem que a infeccao por H. pylori nao
esta associada a mutacado de p53 (HONGYO et al, 1995; SOLCIA et al, 1996; PALLI
et al, 1997 e BLOK et al, 1999). No entanto, os grupos de pesquisadores de Blok,
Palli e Hongyo detectaram a infeccdo por H. pylori apenas por exame histolégico,
mostrando uma freqiéncia de infeccdo em pacientes com cancer gastrico menor que
aquelas reportadas por outros tipos de deteccdo como a PCR, por exemplo. Em
nosso estudo quando relacionado mutacdo em p53 e infeccdo por H. pylori nao
obtivemos significancia estatistica.

SOLCIA et al e HONGYO et al encontraram mutagdes em p53 por meio de
sequenciamento de DNA. Eles encontraram que mutagdes mais freqlentes foram
encontradas no exon 5, concordando com a nossa pesquisa na qual 40% das
amostras estdo mutadas neste exon (figura 18).

WU et al reportou que o cancer do tipo intestinal tem uma maior razdo de
super expressdao em p53 do que no tipo difuso tanto no estadio inicial do cancer
quanto nos estadios avancados. Ja o tipo difuso a super expressdo do p53 é mais
significante no inicio da doenca, lembrando que a super expressdo da p53 ocorre
quando o DNA recebe injuria. A mutacado no gene p53 pode fazer com que a proteina

nao se expresse levando ao cancer. Em nosso estudo tendeu a ser maior no tipo



intestinal (figura 27). CagA+/ H. pylori inibe a progressao do ciclo celular na fase G1-
S (WU et al, 1997). Porém, mais estudos sdo necessarios para clarificar esse
mecanismo da infeccdo da bactéria na tumorigénese gastrica.

Mais de um evento mutante foi observado em uma mesma amostra (em dois
exons diferentes), o que é um evento raro. 100% desses pacientes apresentaram
mutacdes em dois dos cinco exons estudados (tabela 2) e estes eram do sexo
masculino e encontravam-se em estadios avancados, sendo que 4 em estadio lll e 2
em estadio IV. Além disso, todos eram do tipo intestinal. O fato de estarem em
estadios avancados reforca a sugestdo de que as alteracbes no gene p53 sao
decisivas para o0 avango da tumorigenese e pior prognostico para o paciente.

A distribuicdo das mutagdes como sendo mutacdo de ponto, delecdo ou
insercao esta descrita na tabela 3. A maior parte das mutacdées encontradas foram
mutacdes de ponto, onde a troca de um Unico aminoacido acarreta na traducao de
uma proteina defeituosa podendo apresentar perda da funcdo e consequentemente,
inicio do cancer. Outras mutacoes encontradas foram insercées, em 3 casos e um
caso de delecdo. As mutacdes do tipo insercao foram encontradas em pacientes de
ambos 0s sexos, com estadiamento Ill e do tipo intestinal. Ja a delecao foi detectada
em um homem com estadiamento do tumor IV e tipo intestinal. Inser¢des e delecbes
na p53 foram descritas em outro tipo de cancer. Angelopoulou e colaboradores, em
1998, descreveram sete casos de delegdo nos exons 5 € 7 e um caso de inser¢cao no
exon 5 em cancer de mama dos 56 casos estudados (ANGELOPOULQOU et al, 1998).
Em cancer colorretal ha relatos de 7 mutacdes o tipo frameshift, sendo 3 insergdes
nos exons 4, 7 e 9 e delecdes presentes nos cédons 1,2,4,7 e 8 num total de 56
amostras. Além destas mutagdes foram encontradas mais 31 mutacdées de ponto
(LIU & BODMER, 20086).

Se comparado o estadiamento do tumor a mutagcdo ndo houve diferenca
estatisticamente significante apesar da tendéncia no estadio Ill ser maior em relagéao
aos outros estadios do tumor (figura 29). Foi encontrada diferenca quanto a
distribuicao dos gendtipos CagA do H. pylori em relacdo ao sexo (figura 24). Pode-se
destacar a alta prevaléncia de infecgcao por Helicobacter pylori no estbmago de
pacientes com cancer gastrico atendidos na regiao de Botucatu e Jau, no estado de
Sao Paulo, e confirmam a relevancia do genoétipo cagA na patogénese do cancer

gastrico.
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6- Conclusoes

Da analise dos dados dos 55 pacientes estudados podemos concluir que:

- 58% dos pacientes com cancer gastrico apresentaram mutacao no gene p53;

- 53% dos pacientes com cancer gastrico apresentaram cepas patogénicas cagA+;

- @ maior parte dos casos eram homens com adenocarcinoma tipo intestinal;

- a maior parte dos tumores tem localiza¢ao antral;

- 87% dos casos estavam em estadios avangados do tumor;

- todos os casos que apresentaram mais de uma mutagdo, encontravam-se
classificados em estadios avanc¢ados;

- 0 tipo de mutacéao frameshift foi encontrado somente no exon 6 da p53;

- a maior parte das mutagoes foi encontrada no exon 5 da p53;

- 0 sequenciamento automatico € um método sensivel para detectar mutagcdes em
p53;

- CagA+/ H. pylori pode ter importancia no desenvolvimento do cancer gastrico nos
pacientes que apresentaram mutacdo em p53;

- em pacientes com estadios avangados ha chances de p53 apresentar-se mutada

em mais de um exon.
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7- Consideracoes Finais

Em teoria, o progresso da genética molecular dos tumores deve abrir novas
possibilidades em ambos os dominios, j& que permitira: 1) Uma classificacdo mais
precisa dos tumores, com as consequlentes vantagens ao nivel do prognéstico e da
escolha das abordagens terapéuticas; 2) A identificacdo de alvos terapéuticos,
contribuindo assim para o desenvolvimento e aplicacdo de novos farmacos mais
especificos e eficazes; 3) A identificacdo de grupos de individuos com risco acrescido
de desenvolvimento da doenca; 4) A deteccdo precoce — potencialmente por
métodos nao invasivos — dos tumores; 5) O estabelecimento de métodos mais
sensiveis de acompanhamento de doentes para avaliagcdo da evolucdo da doencga,
incluindo detecgéo “precoce” de recidivas; 6) Melhorar a sensibilidade na avaliagao
de amostras clinicas, como margens cirlrgicas ou bidpsias por meio de endoscopia
digestiva alta, com as consequentes melhorias no estadiamento e tratamento da
doencga.

A p53 mutada pode ser usada em diagnostico indicando, assim um melhor
tratamento, desde que ha casos em que sua alteracdo impde resisténcia a certos
tipos de tratamento. Desta forma poder-se-ia pensar em esquemas de tratamentos
individualizados e menos agressivos para cada individuo. Bem como a prevencao

por meio de aconselhamento genético.
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Anexo |. Método de purificacao de produto de pCR “in house”

Ao produto da PCR foi adicionado etanol 95% gelado a 4°C na proporgéo de 20/80,
a seguir as amostras foram armazenadas em freezer a temperatura de -20 °C por 2
horas. Apds este periodo, as amostras foram centrifugadas por 45 minutos a 13.000
rom a temperatura ambiente. Por conseguinte, foi retirado cuidadosamente o
sobrenadante e adicionado 250 ul de etanol 70% e centrifugado por 15 minutos a 13.000
rom. O sobrenadante foi retirado cuidadosamente, e o "pellet” seco por 2 minutos em
Termo Bloco a 90°C, destampado; o DNA foi ent&o ressuspendido em 10 ul de agua Mili
Q autoclavada e armazendao a -20 °C.

A PCR purificada foi quantificada utilizando eletroforese em gel de agarose 2%, e
comparada com ladder de 100 pb, para entdo, serem submetidos as reacbes de

sequienciamento.



Tipo histologico

Paciente | Idade ] Sexo|T [N |M |C. Lauren Sitio Estadiamento | CagA

JO1 46 | M T4 |N1 JMX | DIFUSO ANTRO v negativo
JO2 63| M T3 |N1 |M1 JINTESTINAL | ANTRO I negativo
JO3 70| F T3 |N3 |[M1 JINTESTINAL]|MISTO I negativo
JO4 43| F T3 |N2 |M1 |DIFUSO ANTRO I negativo
JO5 72| M T3 |N2 |M1 JINTESTINAL| ANTRO I positivo
JO6 44| M T3 |N2 |MO |DIFUSO CORPO I positivo
JO7 60| F T4 N1 |MO JINTESTINAL | ANTRO v positivo
JO8 41|M TY |NY |MY JINTESTINAL | n/c Y negativo
JO9 64| F T4 N2 |M1 JINTESTINAL | n/c v negativo
JO10 78| M T3 |N2 |M1 |DIFUSO n/c v negativo
JO11 75|M T3 |N1 |MO |INTESTINAL|n/c I positivo
JO12 64 | M T2 |N1 |MO |DIFUSO ANTRO Il negativo
JO13 66| M T4 |N3 |MO |INTESTINAL| CORPO Y% negativo
JO14 38| M Tis |NO |MO JINTESTINAL | n/c 0 negativo
JO15 82|M T1 |NO |MO JINTESTINAL] CORPO | positivo
JO16 54| M T4 |N2 |MO JINTESTINAL |n/c [\ negativo
JO17 64 | M T4 |N1 |M1 | DIFUSO n/c v negativo
JO18 79| M T1 |NO |MO JINTESTINAL|n/c | positivo
JO19 63| F T3 |N1 |MO |INTESTINAL|n/c I positivo
JO20 51| F T3 N2 |MO JINTESTINAL|n/c I positivo
JO21 66| F T3 |N3 |M1 JINTESTINAL] ANTRO v negativo
JO22 51| M T3 |N2 |MO |DIFUSO n/c I positivo
JO23 59| M T3 |N1 |MO |DIFUSO n/c I positivo
JO24 45|1M T3 |N1 |MO |DIFUSO ANTRO I positivo
JO25 57| M T1 |NO |MO JINTESTINAL|n/c | positivo
JO26 55| F T3 N2 |MO JINTESTINAL |n/c I positivo
JO27 37| F T2 |N2 |MO |INTESTINAL|n/c I positivo
JO28 57| M T2 |NO |MO |DIFUSO n/c | positivo
JO29 46| M T3 |N2 |MO |INTESTINAL|n/c I positivo
JO30 37| M T3 |N2 |MO |INTESTINAL|n/c I positivo
JO31 76 | M T3 N2 |MO JINTESTINAL|n/c I positivo
JO32 48| M T3 |N1 |M1 JINTESTINAL]ANTRO Y positivo
JO33 58 |M T3 |N1 |Mx JINTESTINAL | ANTRO I positivo
JO34 53| F T3 |NO |Mx JINTESTINAL | ANTRO Il positivo
JO35 65| M T3 |Nx |Mx |INTESTINAL]ANTRO I positivo
JO36 68| M T3 |N1 |Mx JINTESTINAL | ANTRO I negativo
JO37 68| M T3 |N1 |Mx |INTESTINAL]ANTRO I negativo
JO38 66| M T1 |N1 |JMx |DIFUSO ANTRO | negativo
JO39 74| F T1 |NO |Mx ]DIF/INTEST | ANTRO | positivo
JO40 45|1M T3 |N1 |Mx JINTESTINAL | ANTRO I positivo
JO41 56 | M T3 |N1 |Mx JINTESTINAL | ANTRO I positivo
JO42 54| F T3 |NO |Mx JINTESTINAL | ANTRO Il negativo




JO43 47| M T3 |N2 |Mx |INTESTINAL]ANTRO 11l positivo
JO44 51|M T3 |N2 |Mx |INTESTINAL]ANTRO I negativo
JO45 70| M T2 |N1 |Mx |INTESTINAL]ANTRO I negativo
JO46 67| F T3 |N2 |Mx |INTESTINAL]ANTRO 11l negativo
JO47 71|M T4 N2 |Mx |INTESTINAL]ANTRO v positivo
JO48 71| M T3 |N1 |Mx |INTESTINAL]ANTRO 11l negativo
JO49 70| F T3 |N2 |Mx |INTESTINAL|ANTRO I positivo
JO50 73| F T3 |NO |Mx |INTESTINAL]ANTRO Il negativo
JO51 72| F T2 |NO |Mx |INTESTINAL]ANTRO I negativo
JO52 73| M T3 |N1 |Mx |INTESTINAL]ANTRO I positivo
JO53 76| M T3 |Nx |Mx |INTESTINAL]ANTRO 11l negativo
JO54 44 F T2 |N1 |Mx |INTESTINAL]ANTRO I negativo
JO55 63| M T3 |N1 |Mx |INTESTINAL]ANTRO I negativo

Anexo IV. Tabela contendo dados clinicos referentes aos participantes da pesquisa.,
onde n/c (dado nao coletado) Yy = classificagao apds tratamento inicial multimodal
(INCA).



Anexo 5. Tratamento estatistico

1) presenca da mutacdo x Classificacdo de Lauren

Graus de liberdade = 1

Quiquadrado =  2.3845
Probabilidade = 0.12254283

Quig.cor(Yates) = 1.48019550
Probabilidade = 0.22374395

Fisher
Monocaudal =0.11091261
Bicaudal =0.19128443

Coef. Yule = 0.50000000

MUTANTE 9 22 31
NAO MUT 3 22 25
Total 12 44 56

MUTANTE 29.03 70.97 100.00
NAO MUT 12.00 88.00 100.00
Total 21.43  78.57 100.00

MUTANTE 75.00 50.00 55.36
NAO MUT 25.00 50.00 44.64
Total 100.00 100.00 100.00



MUTANTE 16.07 39.29 55.36
NAO MUT 536 39.29 44.64
Total 21.43  78.57 100.00

Graus de liberdade = 1

Quiquadrado =  0.1271
Probabilidade = 0.72149555

Quig.cor(Yates) = 0.00708364
Probabilidade = 0.93292576

Fisher
Monocaudal = 0.46626842
Bicaudal =0.78930737

Coef. Yule = 0.09677419

Mutante 17 14 31
N3io Mut 12 12 24
Total 29 26 55

CagA+ CagA- Total

Mutante 54.84 45.16 100.00
NaoMut  50.00 50.00 100.00



Total 52773  47.27 100.00

CagA+ CagA- Total

Mutante  58.62 53.85 56.36
NaoMut 41.38 46.15 43.64
Total 100.00 100.00 100.00

Mutante 3091 25.45 56.36
Nao Mut 21.82 21.82 43.64
Total 52.73  47.27 100.00

3) Presenca de CagA x Estadiamento do Tumor

Graus de liberdade = 3

Quiquadrado = 8.4896
Probabilidade = 0.03690650

Atencdo! Existe valor esperado < 5!

CagA+ CagA- Total

I 5 2 7
II 1 5 6
I 20 10 30



CagA+ CagA- Total

I 71.43  28.57 100.00
II 16.67 83.33 100.00
I 66.67 33.33 100.00
v 30.00 70.00 100.00

Total 54.72  45.28 100.00

CagA+ CagA- Total

I 17.24  8.33 13.21
II 345 20.83 11.32
I 68.97 41.67 56.60
v 10.34  29.17 18.87

Total ~ 100.00 100.00 100.00

CagA+ CagA- Total

I 9.43 377 13.21
II 1.89 943 1132
I 37774 18.87  56.60
v 566 13.21 18.87

Total 54.72  45.28 100.00
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