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RESUMO

O céancer gastrico é a segunda causa de morte por cancer no mundo e o quinto tipo com
maior prevaléncia no Brasil, sendo previstos 21.800 casos novos em 2008. Esta neoplasia
apresenta etiologia bastante complexa, envolvendo fatores genéticos e ambientais. Os
fatores etioldgicos de maiores destaques incluem a infeccdo pela bactéria Helicobacter
pylori, a ingestdo de determinados alimentos, como defumados, enlatados e com elevada
quantidade de sal, além do estilo de vida dos individuos, associado ao consumo de cigarro e
alcool. Uma leséo pré-cancerosa importante no desenvolvimento da neoplasia géstrica é a
metaplasia intestinal, podendo aumentar o seu risco em até 10 vezes. Atualmente é
reconhecida a participacdo de alteracGes epigenéticas como metilacdo aberrante do DNA,
que atua de forma igualmente relevante e complementar no processo de desenvolvimento e
progressdo do cancer. Varios genes com papel importante no controle do ciclo celular,
reparo do DNA, apoptose, angiogénese e adesdo celular podem apresentar expressao
alterada devido metilacdo aberrante de sua regido promotora, assim a investigacdo do
padrdo de metilacdo de genes envolvidos com o processo neoplasico pode ser uma
estratégia interessante para a indicacdo de marcadores moleculares que possam auxiliar no
diagndstico precoce do cancer. Desta forma, no presente trabalho foi investigado o padrdo
de metilacdo dos genes WT1 e RARR em metaplasia intestinal (35 amostras) e suas
respectivas mucosas gastricas normais, em comparagdo com o cancer gastrico (8 amostras)
também com suas respectivas mucosas normais, através da técnica MS-PCR (Methylation
Specific PCR). Devido a participacdo da infeccdo pela H. pylori na carcinogénese géstrica,
foi investigada molecularmente a presenca dessa bactéria nas amostras estudas e possivel
associacdo com o padrdo de metilacdo apresentado por ambos 0s genes. Os resultados
demonstraram padrdo elevado de metilagdo em ambas lesbes avaliadas, ou seja, 97% e
100% respectivamente das amostras metiladas no grupo de metaplasia e cancer gastrico
para 0 gene WT1, e 74% e 100% respectivamente, para 0 gene RARR. Porém, como as
respectivas amostras de mucosas normais de ambos 0s grupos também apresentaram
frequéncias elevadas de metilagdo, ndo foram observadas diferencas significantes entre os
grupos de metaplasia e cancer gastrico com os tecidos normais. Da mesma forma, néo foi
detectada associagdo entre o padrdo de metilagdo de ambos genes e a infec¢do pela H.
pylori, que foi detectada em 32% e 63% das amostras de metaplasia intestinal e céncer
géstrico, respectivamente. Também néo se observou associagdo entre o padrdo de metilacdo
dos genes e outras variaveis como idade, sexo e tipo histoldgico da metaplasia. Portanto, no
presente trabalho, como ambos os genes encontraram-se freqlientemente metilados nos
grupos de metaplasia intestinal, cancer gastrico assim como nas mucosas normais, ndo é
possivel indicar que tal alteracdo esteja diretamente envolvida no desenvolvimento dessas
doencgas.

Palavras-chave: metaplasia intestinal, cancer gastrico, H. pylori, metilacdo do DNA, gene
WT1, gene RARR.



ABSTRACT

Worldwide, the gastric cancer is the second cause of death by cancer. In Brazil, it is the
fifth type with more abundant, foreseen 21.800 new cases in 2008. This neoplasia presents
very complex etiology involving genetic and environmental factors. The main etiologic
factors include: infection by H. pylori, intake of specific foods such as curing food, canned
food, and high consumption of salt wealthy food, besides people life style associated to
alcohol and cigarette consumptions. An important previous-cankered lesion in development
of gastric neoplasia is the intestinal metaplasia, what can increase your risk in ten times. At
this moment, it is recognized the participation of epigenetic alterations like ADN aberrant
methylation, which actuate in a same way considerable and complementary in development
process and cancer evolution. Many genes with important role in control of cellular cycle,
ADN repair, apoptosis, angiogenesis and cellular adhesion can present changed expression
due aberrant metthylation of your promoter region. In this manner, the investigation of
metithyation pattern of genes involved with the neoplasic process can be an interesting
strategy for the indication of molecular markers that can help in cancer precocious
diagnosis. Thus, in this present study were investigated the metthylation pattern of RARR
and WT1genes (35 samples) and their respective normal mucous gastrics by technic MS-
PCR (Methylation Specific PCR). Due to participation of infection by H. pylori in gastric
carcinogenesis, it was too molecular investigated the presence of this bacterium in the
studied samples and the possible association with the metthylation pattern presented by
both genes. The results showed high pattern of methylation in both valued lesions, that is,
97% and 100%, respectively of methylated samples in metaplasia group and gastric cancer
to WT1 gene, and 74% and 100%, respectively, to RARR gene. However, how the
respective samples of normal mucous of both groups presented too high frequencies of
methylation, weren’t observed significant differences between gastric cancer and
metaplasia groups with the normal tissues. The same way, it was not detected association
between methylation pattern of both genes and the infection by H. pylori which was
detected in 32% and 63% of intestinal metaplasia samples and gastric cancer, respectively.
It was not too observed association between the gene methylation pattern and others
variables like age, sex and histological type of metaplasia. Hence, in this study, how both
genes come across frequently methylated in intestinal metaplasia and gastric cancer groups,
as well as in normal mucous, it is not possible indicate that such alteration was directly
involved in development of these diseases.

Key-words: intestinal metaplasia, gastric cancer, H. pylori, ADN methylation, WT1 gene,
RARR gene.



l. Introducéo

1. Epigenética e expressao génica

Com os avancos tecnoldgicos e a disponibilidade de diferentes técnicas para a
investigacdo dos processos bioldgicos, foi possivel estabelecer que além da sequéncia de
DNA, outras estruturas e eventos sdo importantes para a expressdao e regulacdo génica.
Assim consistindo em um conjunto de processos denominados epigenéticos necessarios
para a manutencdo do funcionamento bioldgico. A epigenética pode ser definida, portanto,
como sendo 0 mecanismo que mantém padrbes herdaveis de expressao e funcao génica sem
que haja alteracdo na sequéncia de nucleotideos do DNA (HOLLIDAY, 1987). Este
mecanismo epigenético que estabelece e mantém a expressdo génica tecido-especifica das
células, tem auxiliado a esclarecer como 0 mesmo genotipo pode ser traduzido em
diferentes fenotipos (ESTELLER, 2006).

A regulacdo epigenética apresenta uma grande complexidade, porém, pode ser
resumida em dois principais processos: a modificacdo de histonas e a metilacdo do DNA,
ambas podendo interferir na remodelacdo da cromatina e com isso atuar no controle da
regulacdo transcricional. Nan et al. (1998) e Jones et al. (1998) foram os pioneiros em
evidenciar a associagdo entre a modificacdo de histonas e a metilacdo do DNA, a partir de
bases especificas do DNA metiladas que podiam atrair determinadas proteinas a essas
regides metiladas do DNA durante a compactagdo da cromatina, assim promovendo o

silenciamento génico.

1.1 Modificacéo de histonas

O genoma de mamiferos é compactado em uma estrutura denominada nucleossomo
que envolve proteinas basicas altamente conservadas, as histonas. O nucleossomo, unidade
fundamental da cromatina, consiste de um complexo de oito proteinas histonas, sendo duas
moléculas de cada tipo: H2A, H2B, H3 e H4 e a dupla fita de DNA com 146 nucleotideos
de comprimento.

Uma série de modificacdes dinamicas pds-transcricionais determinam a ligacdo de
fatores remodeladores da cromatina ao nucleossomo, alterando assim a estrutura

cromatinica e promovendo uma maior ou menor acessibilidade dos fatores e co-fatores
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transcricionais, controlando dessa forma a maquinaria geral de transcricdo do DNA e a
expressdo génica (BAYLIN, 2005; SANTOS et al. 2005; DUCASSE; BROWN, 2006).

As histonas ndo sdo consideradas simples proteinas de empacotamento do DNA,
atuam como reguladores dinamicos da atividade génica, envolvidas em muitas
modificagbes quimicas pos-transcricionais, incluindo acetilagcdo, metilagéo, fosforilag&o,
entre outras. Assim promovendo ou prevenindo a ligacdo de proteinas e complexos a
regides particulares do genoma e dessa forma atuando como marcadores de ativagdo ou
repressdo de eucromatina ou heterocromatina, respectivamente. Principalmente o padrao de
acetilacdo e metilacdo de residuos especificos de lisina do nucleossomo tem papel crucial
na regulacédo estrutural da cromatina e na expressdo génica (ESTELLER, 2007). Portanto, a
modificacdo covalente das histonas constitui um potencial “codigo de histonas” que pode
ser transmitido estavelmente durante as divisdes celulares (JIANG; BRESSLER;
BEAUDET, 2004).

A acetilacdo de residuos de lisina (K), ou seja, adicdo de um grupo acetil (Ac) é
observada na regido amino-terminal das histonas H2A, H2B, H3 e H4, sendo concentrada
em eucromatina, caracterizando atividade transcricional. As histonas H2A sdo acetiladas
nos residuos de lisina H2A-K5, -K9 e -K13; as histonas H2B s&o acetiladas nos residuos de
lisinas H2B-K5, -K12, -K15 e -K20, enquanto as histonas H3 e H4 (Tabela 1) séo
acetiladas pelas H3-K9, -K14, -K18, -K23, -K27 e H4-K5, -K8, -K12 e -K16 (YOO &
JONES, 2006). A correlagcdo mais frequentemente associada a ativagdo € a acetilacdo das
lisinas H3K9Ac, H3K14Ac e H4K16Ac. As duas principais familias enzimaticas
envolvidas nesse processo de acetilacdo e deacetilacdo de histonas sdo denominadas
histonas acetiltransferases (HATS) e histonas deacetilases (HDACS).

Outro processo de modificacdo das histonas consiste na metilacdo de residuos de
lisina (K), ou seja, adicdo de um grupo metil (Me) promovida pelas histonas
metiltransferases (HMTSs). Por outro lado, o processo inverso de demetilacdo é realizado
por uma simples demetilase (LSD-1) recentemente identificada (TOMASI et al., 2006). Os
residuos de lisina podem ser mono, di ou tri-metilados apresentando atividades diferentes
cada um deles, provavelmente relacionado a estabilidade. Aparentemente a tri-metilacéo é a
forma mais estével, ndo sendo removida pela demetilase LSD-1. A correlagdo funcional

mais forte com a repressao génica € a tri-metilagdo das lisinas H3K9Me3, H3K27Me3 e
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H4K20Me3 e com a expressdo génica € a tri-metilacdo das lisinas H3K4me3, H3K36me3 e
H3K79me3. Além das lisinas, as argininas (R) podem ser metiladas, as quais estdo também
relacionadas a sinalizacdo celular, reparo do DNA, apoptose e regulacdo transcricional
(TOMASI et al., 2006).

Tabela 1. Acetilagdo e metilacdo de histonas na regulacgdo transcricional (modificado a partir de Tomasi et al.
2006)

Efeito na Transcricdo Modificagdo sitio-especifico

H3-K9 Ac*
H3-K14 Ac*
H3-K18 Ac
H3-K23 Ac
Ativacdo H4-K5 Ac
H4-K8 Ac
H4-K16 Ac*
H3-K4 Me
H3-K36 Me*
H3-K79 Me*

H3-K9 Me

Represséo H3-K27 Me
H4-K20 Me

* Modificacoes essas mais correlacionadas com a ativagéo

1.2 Metilagdo do DNA

O processo de metilacio do DNA consiste na adicdo de um grupo metil nas
citosinas localizadas na posicdo 5’ adjacente a guanina ligada por um fosfato em uma
regido rica com esses dinucleotideos denominada ilha CpG, apés a sintese do DNA. A
familia de enzimas especificas denominadas DNA metiltransferases (DNMTs) promovem a
doacédo do grupo metil da S-adenosilmetionina (SAM) que posteriormente é convertida em
S-adenosilhomocisteina (SAH). A 5-Metil-citosina (5mC) constitui 0,75 — 1% de todas as
bases nucleotidicas do DNA, e aproximadamente 3 — 4% das citosinas sdo metiladas no
DNA de tecido normal humano (ESTELLER, 2006).

A familia de enzimas DNA metiltransferase é composta pela DNMT1, DNMT2,
DNMT3A e DNMT3B (LUCZAK; JAGODZINNSKI, 2006) podendo ser dividida em duas
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classes, onde a DNMT1 mantém a ligacdo dos grupos metil ao DNA hemi-metilado durante
a replicagdo e as DNMT3A e DNMT3B (Figura 1) adicionam grupos metil aos
dinucleotideos CpG ndo metilados, denominada metilagdo de novo (BLASCO, 2007).

ICH, ieHy

r‘. : =] : I:H i\

/ Replicagdo

cHy )
- CHy)

B

Metilagdo de novo

et = T T cH
W EH,) N x
= e,

DNMT3A
DNMT3B

Figura 1. Manutencao da metilacdo do DNA (A) e metilagdo do DNA de novo (B). DNMT1 adiciona grupos metil
ao DNA hemi-metilado durante a replicagdo. DNMT3A e DNMT3B adicionam grupos metil ao DNA ndo-
metilado (modificado a partir de Lucsak; Jagodzinski, 2006).

No genoma humano ocorre cerca de 29.000 ilhas CpG, que séo consideradas como
toda janela do genoma que possua 500 pares de bases com um contetdo C:G, de pelo
menos 55% e freqiiéncia observada sobre a esperada de CpG, de pelo menos 0,657, cuja
distribuicdo obedece a um padrdo aleatério, porém com preferéncia pelas regides
promotoras do primeiro éxon de genes codificadores (VENTER et al., 2001; LAIRD,
2003). Normalmente a metilagdo do DNA ocorre em aproximadamente 70 a 80% dos sitios
CpG, mas essas porcentagens podem aumentar, estando relacionadas com silenciamento de
alguns genes e promog&o tumoral, ou até mesmo diminuir, promovendo assim instabilidade
cromossdmica e rearranjos, durante o processo de envelhecimento (RODENHISER,;
MANN, 2006).

Em genes regularmente expressos, na presenca dos fatores de transcrigdo, as
modificagdes de histonas como acetilacdo e metilacdo de residuos especificos de lisina sdo
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permissivas mantendo a cromatina descondensada e a ilha CpG em estado ndo-metilado,
possibilitando a transcricdo génica. Entretanto, pode-se encontrar no genoma ilhas CpG
normalmente metiladas em genes especificos em linhagens germinativas, 0s quais sao
expressos apenas em alguma fase do desenvolvimento; genes tecido-especificos expressos
apenas em tecidos particulares; genes silenciados por “imprinting”, acarretando em uma
expressao mono-alélica; e na inativacdo do cromossomo X em fémeas de mamiferos para
efeito de compensacdo de dose (FEINBERG et al., 2002; LAIRD, 2003; ESTELLER,
2006). Portanto, a metilacdo do DNA é essencial para o desenvolvimento normal, atuando
no controle da expressdo génica; na integridade cromossémica e nos eventos de

recombinagé&o.

2. Desregulacao epigenética e cancer

Atualmente, é amplamente conhecido que a desregulacdo epigenética atua de forma
igualmente importante e complementar no processo de desenvolvimento e progressdao do
cancer (JONES, 2003). Um exemplo de colaboracdo entre as alteracdes genéticas e
epigenéticas ocorre entre os genes de reparo MLH1 e o gene supressor de tumor CDKN2A
em linhagens HCT1 (linhagem de cancer de c6lon). Enquanto em um dos alelos de cada um
desses genes é observada uma mutacdo nas células dessa linhagem celular, o alelo tipo
selvagem é silenciado devido hipermetilacdo (BAYLIN; OHM, 2006). Estudos recentes
tém mostrado que embora o silenciamento epigenético anormal possa ocorrer em qualquer
momento durante a progressdo tumoral, ele é mais freqlientemente relacionado com
estdgios precoces do processo neoplasico, como estadgios pré-cancerosos do
desenvolvimento tumoral (BAYLIN; OHM, 2006).

De acordo com a hipétese de dois eventos mutacionais (Two - hits) extensamente
aceita para a carcinogénese, proposta por Knudson (1971), é necessaria a perda de funcao
de ambos os alelos de um gene supressor tumoral para a transformagdo maligna. De forma
semelhante, a hipermetilacéo da regido promotora pode constituir o passo inicial em muitos
canceres somaticos, com subseqliente mutacdo ou delecdo eliminando a segunda copia do
gene (Figura 2). Alteragdes epigenéticas também tém sido relacionadas ao segundo passo

em canceres hereditarios. Além disso, a hipermetilacdo de ambos alelos tem sido verificada
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em tumores ndo-hereditarios na auséncia de mutagcdes ou outros mecanismos genéticos
(BAYLIN, 2005).

Célula Tronco

|

Precursora Precursora

Perda dos “marcadores” epigenéticos Células Normais
(b16. SFRPs. GATA-4 e -5 APC)

|

Cel. tumoral

|

Perda dos “marcadores” epigenéticos —) CANCER
(APC, B-catenina)

Cel. tumoral

Figura 2. Representacédo da hipdtese de dois eventos mutacionais para a carcinogénese. Os dois passos sdo
representados por alteracdes epigenéticas, como por exemplo, metilagdo do p16, APC ou B-catenina e
promocéo tumoral (modificado a partir de BAYLIN, 2005).

A desregulacdo epigenética ocorre por meio de modificacbes no padrdo tanto das
histonas como também na metilacdo do DNA propriamente dito. A metilacdo do DNA pode
ocorrer em duas regides ricas em dinucleotideos CpG, como as ilhas CpG em regibes
promotoras, que encontram-se frequentemente hipometiladas e regides intergénicas (ndo
codificadoras) como heterocromatina pericentromérica (condensada e inativa), que
apresentam-se hipermetiladas.
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Em células saudaveis os “marcadores de ativacdo” e “repressdo” das histonas
encontram-se sob regulacdo normal. Por exemplo, regides promotoras de genes
supressores tumorais apresentam marcadores relacionados a atividade transcricional tais
como acetilacdo das histonas H3 e H4 (lisinas K5, K8, K9, K12 e K16) e trimetilagdo da
histona H3 (lisina K4) e em regides de DNA repetitivo ou outras regides de
heterocromatina apresentam marcadores relacionados a repressao transcricional como tri e
di-metilacdo da histona H3 (lisinas K27 e K9, respectivamente) e trimetilacdo da histona
H4 pela lisina K20. J& em células cancerosas esse padrao € alterado devido a perda desses
marcadores de ativacdo em regides transcricionalmente ativas, como as regides promotoras
de genes supressores tumorais, e perda também dos marcadores de repressdo nas regides
transcricionalmente inativas (Figura 3). Essas alteracdes nas células cancerosas podem
alterar a conformacdo da cromatina, tornando as regifes anteriormente ativas mais
compactadas, ou as regibes anteriormente inativas mais abertas, alterando assim a
possibilidade de transcri¢cdo de ambas (ESTELLER, 2007).

Célula normal

Eucromatina

, . Acetilagdo
Célula Cancerosa Heterocromatina

Figura 3. Esquematizacdo dos padrdes de acetilagcdo e metilagdo das histonas H3 e H4 e relagdo com a regido
ocupada no cromossomo, sendo de eucromatina ou heterocromatina em células normais e cancerosas.
Octameros de histonas sdo representados pelos circulos maiores em cinza. (modificado a parti r de Esteller,
2007).
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As alteracbes mais comuns, consideradas como marcadores quase universais, na
transformacdo maligna sdo a deacetilacdo da lisina K16 e a trimetilacdo da lisina K20 na
histona H4 (ESTELLER, 2006; MINUCCI & PELICCI, 2006; JONES & BAYLIN, 2007).

Outra forma de desregulagdo epigenética é pela metilacdo aberrante, que consiste na
modificacdo epigenética mais estudada, sendo apresentada em duas principais situacoes:
hipometilacdo de genes individuais ou global e hipermetilacdo de genes especificos,
acarretando respectivamente, no aumento da expressdo, diminuigdo e até silenciamento de
determinados genes, modificacdo da cromatina ou ainda alteracdo do imprinting gendmico
(ESTELLER, 2000).

Células malignas podem apresentar uma diminuicdo da 5-metilcitosina (5mC) de 20
- 60% comparadas com suas contra-partes normais. A hipometilacdo aberrante do DNA
pode contribuir para a carcinogénese pela perda de imprinting génico, pela promocéo de
instabilidade cromossémica e pela reativacdo de possiveis elementos transponiveis
presentes no genoma. A hipometilagdo em células tumorais deve predispor também a
instabilidade genémica, pela ativacdo transcricional de possiveis proto-oncogenes ou
movimentacdo de elementos transponiveis, além do rearranjo gendmico, pela recombinacéao
mitotica. Estudos tém demonstrado que elementos repetitivos se tornam ndo-metilados em
tumores e que o grau de hipometilagdo correlaciona-se com a progressdo patolédgica
(ROBERTI et al, 2006; WILSON et al. 2007).

A hipermetilacdo aberrante de regides especificas, como por exemplo, regido
promotora de genes supressores tumorais, estd intimamente associada a repressao
transcricional dos mesmos, favorecendo com isso o desenvolvimento tumoral (Figura 4).

Segundo Luczak; Jagodzinski (2006), essa repressdo transcricional pode apresentar-
se por meio de dois mecanismos. No primeiro, a hipermetilacdo inibe diretamente a ligacéo
de fatores transcricionais (TFs) tais como AP-2, c-Myc/Myn, E2F e NFKB a seus sitios-
alvo dentro da regido promotora. Porém nesse mecanismo, os dinucleotideos CpG devem
estar presentes dentro dos sitios-alvo dos fatores transcricionais, assim sendo sensiveis a
essa hipermetilacdo. No segundo mecanismo, 0 DNA metilado recruta proteinas especificas
ligantes (MeCP) aos dinucleotideos metilados e dominios ligantes (MBD) formando um
obstaculo espacial no genoma, impossibilitando a ligagdo dos fatores transcricionais a

sequéncia promotora.
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Célula Normal
—

| et | ?EE | "I"E1 T‘

¢  Ilha Cp6 presente dentro de regido promotora de um gene supressor tumoral
e  Conformagdo “aberta” da cromatina

l | Ilha Cp6 ndo metilada

? Ilha Cp6 metilada

Célula tumoral

radlh g R I

e Hipermetilagdo da ilha CpG
e  Conformagdo mais "fechada” da cromatina

Figura 4. Alteracdo no padrdo de metilagdo na formacdo tumoral. Hipermetilagdo da ilha CpG presente na
regido promotora de genes supressores tumorais, inativando a transcri¢cdo. E= éxon (modificado a partir de
Esteller, 2007).

Sendo assim, tanto a hipermetilacdo, promovendo modifica¢bes no ciclo celular;
prevencdo da apoptose; defeitos no reparo do DNA; angiogénese e perda da adeséo celular,
quanto a hipometilacdo do DNA, acarretando na perda do imprinting génico; expressao
inapropriada; fragilidade gendmica e ativacdo de elementos transponiveis estdo envolvidas
com o desenvolvimento neoplasico, ocorrendo em estagios precoces ou durante a
progressdo tumoral propriamente dita.

Desta forma, a investigacdo de alteragcdes relacionadas com o desenvolvimento
neoplasico que acometem a cromatina, como a metilacdo anormal da regido promotora de
genes especificos, constitui uma estratégia promissora para 0 estabelecimento de
marcadores moleculares capazes de auxiliar no acompanhamento de risco, deteccéo
precoce e progndstico das diversas patologias (USHIJIMA, 2005).
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Diferentes metodologias tém sido utilizadas para a avaliacdo de padrdes de
metilacdo do DNA, assim permitindo a detec¢do de mudancas qualitativas ou quantitativas
do genoma inteiro ou de genes especificos (PALUSZCZAK; BAER-DUBOWSKA, 2006).
Por exemplo, a técnica MSP ou MS-PCR (Methylation-Specific Polymerase Chain
Reaction) é freqlientemente utilizada para detec¢do do padrdo de metilagdo de ilhas CpG
em genes especificos. Ela consiste no tratamento inicial do DNA gendmico pelo bissulfito
de sodio que induz a conversdo da citosina em uracila, apresentando-se como timinas em
fita dupla apos a replicacdo do DNA, porém a 5-metil citosina, ou seja, as citosinas que
estiverem metiladas no DNA ndo serdo convertidas.

A regido alvo do estudo é entdo amplificada por PCR com a utilizagdo de dois pares
de oligonucleotideos especificos, sendo um deles ndo metilado, reconhecendo as timinas
presentes agora nos sitios que possuiam as citosinas ndo metiladas antes do tratamento,
assim produzindo um produto caracterizado como ndo metilado. Enquanto o outro par de
oligonucleotideos, tido como metilado, reconhecera as citosinas que nao foram convertidas
devidas seu estado de metilacdo, e produzird um produto caracterizado como metilado. Esta
técnica é sensivel e rdpida na deteccdo de alelos metilados permitindo a investigacdo a
partir de amostras pequenas e analise de um grande nimero de casos, especialmente quando
as regides alvo ja estiverem identificadas (HERMAN et al., 1996).

Devido aos avangos na compreensdo da regulagdo epigenética surge um campo
interessante na farmacologia em busca de novas perspectivas terapéuticas para o cancer. A
terapia epigenética possui um grande potencial no combate as neoplasias, pois os defeitos
epigenéticos, quando comparados aos genéticos, Sdo reversiveis e apresentam, portanto,
uma intervencao terapéutica mais facilitada, considerando-se que ndo ha alteracdes na
seqliéncia do DNA.

As drogas epigenéticas mais investigadas atualmente sdo as inibidoras da
deacetilase de histonas (HDACI), possivelmente devido seu papel blogueando a progresséo
do ciclo celular e causando apoptose, assim como as inibidoras da DNA metiltransferase
(DNMTI), levando a reativacdo de genes silenciados em células cancerosas e possivelmente
restabelecendo o controle do ciclo celular (MOSS; WALLRATH, 2006).

Os inibidores de deacetilase de histonas permitem o acimulo de histonas acetiladas

que levam a modulagéo da transcrigdo de genes especificos cuja expressao causa inibigdo
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do crescimento de células cancerosas. Ja os inibidores da DNA metiltransferase podem ser
divididos em trés grupos conforme sua forma de acéo: inibidores andlogos de nucleosideo
como, por exemplo, a 5-azacitidina e decitabinas, ambos anédlogos de citosina, que sdo
incorporados a0 DNA no momento da replicacdo, e na fase S do ciclo atuam como potentes
inibidores impossibilitando a metilacdo do DNA; inibidores ndo analogos de nucleosideo
como, por exemplo, procainamida e procainas, e os oligonucleotideos antisense que sdo
sequiéncias complementares aos MRNAs e hibridizam-se com eles inativando-os,
blogueando assim a traducdo. Duas dessas drogas, 5-azacitidina e 5-aza-2-deoxicitidina, ja
sdo utilizadas no tratamento de leucemias e sindromes mielodispléasicas (ESTELLER,
2007) e varias outras estdo tendo seu uso testado, em associagdo ou ndo com outras drogas

com efeitos epigenético, em uma variedade de doencas (PEEDICAYOL, 2006).

3. Carcinogénese géstrica

O céncer gastrico é a segunda causa de morte por cancer mundialmente e o quinto tipo
com maior prevaléncia no Brasil, sendo previstos 21.800 casos novos em 2008 (INCA 2008).
Dentre os paises com incidéncia elevada destacam-se o Japdo a Coréia, o leste asiatico e
europeu, America Central e do Sul, incluindo o Brasil, provavelmente relacionada aos habitos
alimentares (CREW; NEUGUT, 2006).

Esta neoplasia apresenta etiologia bastante complexa envolvendo fatores genéticos e
ambientais. Dentre os fatores ambientais destacam-se aqueles associados a dieta alimentar e
estilo de vida, como o consumo elevado de alimentos ricos em sal (STRUMYLAITE et al.,
2006), que em excesso irrita a mucosa do estbmago podendo provocar gastrite atréfica,
alimentos defumados, enlatados e alta ingestéo de carboidratos (ROCCO; NARDONE, 2007).
A conversdo de nitratos em nitritos e adicional combina¢do com aminas secundéarias para a
formagdo de compostos nitrosos também sdo relacionados com o aumento do risco de
desenvolvimento do cancer gastrico (TERRY et al. 2002). O consumo excessivo de alcool e
cigarro também estd associado ao risco aumentado dessa neoplasia, além da infec¢do pela
bactéria Helicobacter pylori, classificada como carcinogéno humano tipo | pela Agéncia
Internacional de Pesquisa ao Cancer (IARC, 1994). De modo contrario, a ingestdo de

antioxidantes como &cido ascorbico, vitaminas C e E, além dos carotenodides (KELLEY;
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DUGGAN, 2003) parecem exercer um papel importante na prevencdo da carcinogénese
gastrica. Estes antioxidantes atuam como sequestradores de compostos nitrosos e espécies
reativas de oxigénio (CREW; NEUGUT, 2006), resultantes da inflamacdo gastrica devido a
infeccdo pela H. pylori (LOCHHEAD; EL-OMAR, 2007). Da mesma forma a ingestdo de
vegetais e frutas, mesmo em pequenas quantidades, tem um efeito protetivo na mucosa
gastrica, assim estando associada ao baixo risco de cancer gastrico (NARDONE; MORGNER,
2003).

Dentre as neoplasias malignas do estdbmago, o adenocarcinoma gastrico (Figura 5)
representa cerca de 95% dos casos, seguido pelos linfomas, tumores carcindides e
mesenquimais. Baseado em aspectos histopatolégicos e clinicos, € classificado em tipo
intestinal e difuso, conforme a classificacdo de Lauren (1965). As lesdes do tipo intestinal sdo
mais freqlentes, bem diferenciadas e dependentes de fatores ambientais, sendo
freqUentemente associadas a presenca de lesGes pré-cancerosas, como gastrite cronica, atrofia
gastrica, metaplasia intestinal e displasia. O tipo difuso, no entanto, é pouco diferenciado, tem
prognéstico ruim, ndo apresenta associacdo com lesbes pré-cancerosas e tem uma alta
ocorréncia familial, principalmente entre individuos com tipo sanguineo A.

No processo de multiplas etapas do adenocarcinoma tipo intestinal a gastrite cronica
constitui a lesdo inicial, geralmente acompanhada de infeccdo pela bactéria H. pylori,
progredindo para atrofia gastrica, metaplasia intestinal, displasia e cancer (CORREA,
2004). Neste modelo de progressdo tumoral a metaplasia intestinal (Figura 5B), uma das
lesbes precursora, pode aumentar o risco para esta neoplasia em até 10 vezes (FILIPE et al.,
1994).

Na metaplasia intestinal, a mucosa gastrica é substituida por um epitélio semelhante
ao do intestino delgado, tendo seu inicio devido a irritacdo persistente da mucosa pela H.
pylori. Essa lesdo pode ser classificada em completa ou incompleta. O tipo completo, ou
tipo | é caracterizado pela presenca de células absortivas, células de Paneth e células
secretoras de sialomucinas, que corresponde ao fenétipo do intestino delgado, sendo esse,
associado a um risco menor de cancer gastrico do que os outros tipos. A metaplasia
incompleta compreendendo os tipos Il e 111 é caracterizada por células colunares e celulas
secretoras de sialomucinas e/ou sulfomucinas (LEUNG; SUNG, 2002). Onde o tipo I,

também denominada coldnica, apresenta uma associacdo mais forte com o cancer gastrico.
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Filipe et al. (1994) verificaram que pacientes com esse tipo de lesdo tinham um risco quatro
vezes maior de desenvolver cancer que individuos com o tipo I. O surgimento da
metaplasia intestinal na mucosa gastrica parece ser o resultado de uma resposta adaptativa e
pressdes de selecdo em reacdo a um ambiente adverso. A infeccdo pela H. pylori, o
tabagismo e a elevada ingestdo de sal sdo os fatores etiol6gicos de maiores destaques no

desenvolvimento da metaplasia intestinal (DIXON, 2001).

Figura 5. Imagens endoscopicas. A- Adenocarcinoma gastrico e B- Metaplasia intestinal (modificado e
disponivel em www.escuela.med.puc.cl/.../CaGastrico.htm - adenocarcinoma gastrico e
www.ufpe.br/gastro/publicacoes/11/lesoes.html - metaplasia intestinal).

A H. pylori, o principal fator etioldégico do cancer géastrico, € uma bactéria Gram-
negativa capaz de invadir e colonizar o estdmago humano interagindo diretamente com as
células gastricas epiteliais, sendo a infeccdo principalmente adquirida durante a infancia, por
via oral, persistindo por toda vida se ndo tratada eficazmente (CREW; NEUGUT, 2006). O
processo de inflamacdo crénica, iniciado por essa infeccdo, apresenta intima ligagdo com o
desenvolvimento da carcinogénese gastrica (LOCHHEAD, 2007). Esse organismo é bem
adaptado a elevadas condicGes acidas, possuindo uma potente enzima, a urease que hidrolisa
determinada quantidade de uréia, produzindo aménia e diéxido de carbono acarretando na
neutraliza¢do do pH géstrico, proporcionando assim uma area mais permissiva ao seu redor.

A habilidade patoldgica da bactéria deve-se aos seis principais fatores de viruléncia
(cagA, vacA, iceA, babA, oipA e sabA) possivelmente presentes na linhagem infectante, aos
fatores genéticos do hospedeiro e também aos fatores ambientais. Entre os fatores bacterianos

destacam-se 0s genes: cagA que codifica uma proteina altamente imunogénica relacionada
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com linhagens mais virulentas capazes de induzir mudangas morfoldgicas, vacuolizagédo e
degeneracdo celular sucessiva; 0 gene vacA, pois sua proteina induz forte vacuolizacéo,
formac&o de canais na membrana, efeitos na sinalizagdo celular além de indugdo da apoptose e
modulacdo imune, além do babA, oipA e sabA relacionados principalmente a adesao celular
(KUSTERS, 2006).

Segundo Ushijima (2007), a exposi¢do aos carcindgenos gastrico, incluindo a infecgdo
pela H. pylori, pode induzir a metilacdo aberrante de genes especificos. Desta forma, além da
sua participacdo no desenvolvimento das lesdes gastricas pré-cancerosas, metaplasia intestinal
e Ulcera péptica, a infeccdo pela H. pylori pode estar relacionada com mais essa via no
desenvolvimento do cancer gastrico.

Na carcinogénese gastrica & observada elevada heterogeneidade nos padrdes
histoldgicos acompanhada por vias moleculares distintas no adenocarcinoma tipo intestinal e
difuso. No tipo intestinal, por exemplo, observam-se principalmente amplificacbes em c-
ERB2, c-MET e ciclina E, mutacbes em K-RAS, inativacdo do APC, TP53, p16, MGMT,
MLHZ1, perda de heterozigosidade do TP73 e redugdo na expressdo das proteinas p27 e nm23.
No tipo difuso tem sido relatada a reducdo ou perda de funcdo das caderinas, inativacdo do
TP53, perda de heterozigosidade da regido 17921, amplificagdo dos genes K-SAM, c-MET e
ciclina E e também reducéo nas proteinas p27 e nm23 (CESAR et al., 2002; TAHARA, 2004).

Além dessas alteracBes genéticas, o cancer gastrico € um dos tumores com nivel
elevado de metilacdo aberrante nas ilhas CpG (KANG et al., 2003), onde muitos genes
envolvidos na regulacdo do ciclo celular, invasao de tecidos, reparo do DNA e apoptose tém
sido inativados e/ou ativados por esse tipo de mecanismo epigenético (KIM et al., 2004). Por
exemplo, tem sido relatado hipermetilacdo ocasionando o silenciamento do gene 14-3-3
(SUZUKI et al. 2000), E-caderina, p16, p15, GSTP1, hMLH1 (LEUNG et al., 2001), THBS-1,
TIMP-3 (KANG et al.,, 2001), AKAP12 (CHOI et al., 2004) APC, RASSF1A e RUNX3
(TAMURA, 2004), hMSH2 (FANG, 2004), RARS (KOIKE et al., 2005), HLTF, RIZ1, TM e
FLNc (OUE et al., 2006) além de hipometilacdo nos oncogenes c-Myc e c-Ha-Ras (FANG et

al., 1996), dentre outros genes conforme Tabela 2.
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Tabela 2. Outros genes hipermetilados em cancer gastrico (modificado a partir de Esteller, 2007).

Gene Funcéo Neoplasia
MLH1 Reparo do DNA Cancer de colon e gastrico
pl4 Inibidor de MDM2 Cancer gastrico e renal
CRBP1 Retinol ligante Cancer de colon, gastrico e linfoma
CDH1 Adesdo celular Cancer de mama, géstrico e leucemia
COX-2 Pré-inflamatoria Cancer de colon e gastrico
GATA 4 Fator transcricional Cancer de colon e gastrico
GATAS Fator transcricional Cancer de colon e gastrico
ID4 Fator transcricional Cancer gastico e leucemia
WRN Reparo do DNA Cancer de colon e gastrico

Estudos sobre ocorréncia de alteracBes geneéticas e epigenéticas em lesdes pré-
cancerosas como a metaplasia intestinal s&do limitados. Algumas alteracGes descritas sao
expressdo aumentada de hTERT (transcriptase reversa da telomerase humana) com ativacao de
telomerase e mutagdes nos genes TP53 e APC, que correspondem a eventos precoces no
desenvolvimento de mdltiplas etapas do cancer gastrico tipo intestinal, além de mutagdes no
oncogene K-RAS (TAHARA, 2004).

Ainda em metaplasia intestinal, um estudo recente desenvolvido pelo nosso grupo de
pesquisa detectou pela técnica FISH (hibridacdo in situ fluorescente) trissomias dos
cromossomos 7, 8 e 9 em 71% dos casos de metaplasia intestinal em associagdo com a
infeccdo pela H. pylori. Nessas lesbes também se observou delecdo do gene TP53 e expressdo
aumentada da proteina p53 em 60% e 12% dos casos, respectivamente (CESAR et al., 2004).
Estes achados evidenciam a ocorréncia de instabilidade cromossdmica nos estagios precoces
da carcinogénese gastrica associada com a infeccéo pela H. pylori.

Alguns dos poucos estudos de metilacdo realizados em metaplasia intestinal tém
evidenciado hipermetilacdo nos genes DAP-kinase, E-caderina, GSTP1, hMLH1 e RASSF1A
(KANG et al., 2003), p16 e hMLH1 (LEE et al., 2004), ZIK1, KAL1 e FGF14 (MIHARA et al.
2006), assim como aumento da expressdo de Shh devido a hipometilagdo (WANG et al.,

2006). Tendo como suporte esses achados de padrdo de metilagdo aberrante foram
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selecionados no presente estudo os genes WT1 e RARR para investigagdo do padrdo de
metilacdo em metaplasia intestinal.

O gene Tumor de Wilms 1 (WT1) esta localizado na regido cromossémica 11p13 com
aproximadamente 50 kb e 10 éxons sendo inicialmente caracterizado como um gene supressor
de tumor, responsavel pelo tumor de Wilms, uma neoplasia que afeta os rins de criancas
(CALL et al., 1990). Embora, WT1 tenha sido inicialmente caracterizado como gene supressor
tumoral, ele é superexpresso em uma variedade de outras neoplasias, incluindo carcinomas de
pescoco (OJI et al., 2002) célon (KOESTERS et al., 2004), pancreas (OJI et al., 2004) entre
outros, sugerindo possivel atividade oncogénica nesses e outros tipos de neoplasias. Devido
evidéncias suportando um papel supressor de tumor em alguns contextos, mas funcao
oncogénica em outros, o gene WT1 apresenta funcdes diferentes em tipos diferentes de
neoplasias. Ele apresenta quatro principais isoformas de proteinas resultantes de dois
principais eventos de splicing alternativo (Figura 6), sendo elas: EX5/KTS ; EX5'/KTS ; EX5
IKTS" e ExX5'/KTS", as quais apresentam diferentes funcdes celulares (ARIYARATANA;
LOEB, 2007).
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Sitio de splicing Sitio de splicing
éxon 5 KTS

Figura 6. Diagrama esquematico dos sitios de splicing do gene WT1. (modificado a partir de Ariyaratana;
Loeb, 2007)

O WT1 tem sido ainda implicado na regulacdo de diversos genes com atuacdo como
fator de crescimento; receptor de insulina e vitamina D; fatores de transcricdo (EGR1 e MYC);
adesdo celular (E-caderina); apoptose (BCL2 e Al) e ciclo celular (p21 e ciclina E), de acordo
com as linhagens celulares especificas avaliadas (ARIYARATANA; LOEB, 2007). Na Tabela

3 estdo apresentados alguns dos efeitos do gene WT1 no processo de apoptose.
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Tabela 3. Efeito do gene WT1 na apoptose em diferentes linhagens celulares (modificado a partir de Ariyaratana;
Loeb, 2007).

Linhagem celular Efeito Mecanismo proposto

G401 (tumor de Wilms) Ex5'/KTS  anti-apoptético Aumento de BCL2
EX5/KTS" neutro
U20S e Saos-2 (osteocarcinoma) Ex5/KTS  pré-apoptdtico Diminuicéo de EGFR

K562 (CML) e HL60 (AML) Ex5'/KTS  anti-apoptotico Diminuicdo de BAX

* CML= Leucemia Miel6ide Crbnica, AML= Leucemia Miel6ide Aguda.

O gene WT1 apresenta expressao tecido-especifica, expresso primariamente no sistema
urogenital durante o desenvolvimento embrionario. Ja em tecidos maduros, além do sistema
urogenital essa expressdo é encontrada no sistema nervoso central e em tecidos envolvidos
com a hematopoiese (Yang et al. 2007).

O gene RARR, provavel gene supressor tumoral, localizado na regido cromossémica
3p24 codifica o receptor de acido retindico, membro da superfamilia dos receptores de
hormonios esterdides, sendo ele o Unico dos trés receptores de &cido retindico que é
freqientemente deletado ou silenciado epigeneticamente em estagios precoces da
progressdo tumoral (ALVAREZ et al., 2007). Os retindides (derivados naturais ou
sintéticos da vitamina A) sdo moléculas sinalizadores que possuem papel importante em
diversas vias, tendo como receptores heterodimeros formados por um dos trés receptores de
acido retindico (RARa, RARB e RARY) e um receptor de retindides X (RXRa, RXRp e
RXRy). O receptor de acido retindico (RARP) localiza-se no citoplasma e em
compartimentos subnucleares e atua na regulacdo da sinalizagdo celular durante o
desenvolvimento embrionario, crescimento celular, diferenciacdo, sobrevivéncia e morte
celular resultantes dos efeitos diretos e indiretos da vitamina A (SOPRANO et al., 2004).

O gene possui dois sitios promotores (P1 e P2) originando quatro isoformas (33, 3,,

B3 e B4), cada uma delas apresentando afinidades diferentes aos retindides e diferentes
funcbes bioldgicas, sendo RARR, a principal e mais abundante isoforma, usualmente
referida na literatura apenas por RARR. Os mecanismos moleculares responsaveis pela sua
atividade antitumoral ainda ndo sdo bem compreendidos, porém uma possivel via seria a
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supressdo da expressdo de EGFR, ativando a proteina 1 (AP-1) e o gene COX-2, além da

fosforilacéo das quinases 1 e 2 (Erk 1/2) (Figura 7).

AP - 1

cox-2 —p

Crescimento celular
Carcinogénese

Figura 7. Possivel via de supressdo da carcinogénese envolvendo o gene RARS. Benzo(a)pireno diol (BPDE)
atua suprimindo a expressdo do RAR R, , superegulando a expressdo de EGFR e a fosforilacdo de Erk 1/2
resultando na inducdo de AP-1 e expressdao de COX-2, promovendo com isso a carcinogénese (modificado a
partir de Xu, 2007).
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4. Objetivos

Devido a complexidade do processo da carcinogénese gastrica e aos poucos estudos
sobre alteracBes epigenéticas em lesdes gastricas precursoras como a metaplasia intestinal,

este trabalho teve por objetivos:
a- Determinar os padrdes de metilacdo da regido promotora dos genes WT1 e RARR em
amostras de metaplasia intestinal, em compara¢do com o adenocarcinoma e mucosa gastrica

normal;

b- Avaliar a ocorréncia de associacao entre padrdo de metilacdo nas diferentes lesGes com

a infec¢do pela bactéria H. pylori.

33



1. Material e Métodos

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa / IBILCE-UNESP (Parecer
n°® 27/2006) e foi desenvolvido no Laboratério de Citogenética e Biologia Molecular Humana,
Departamento de Biologia, IBILCE-UNESP, Campus de S&o José do Rio Preto — SP,
conforme as Normas Regulamentadoras de Pesquisas em Seres Humanos, Resolugdo CNS
196/96. De todos os individuos foram obtidos os Termos de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), para a coleta das amostras, além de entrevista para obtencdo de
informac6es sobre identificacdo pessoal, historia familiar de cancer ou lesdes gastricas, e estilo

de vida como tabagismo, etilismo, dentre outras (Anexo 1).

1. Caracterizagdo das amostras

O padréo de metilacdo do DNA foi avaliado a partir de 35 amostras de metaplasia
intestinal e 8 amostras de adenocarcinoma gastrico além de suas respectivas mucosas normais,
coletadas de area macroscopicamente normal distante das lesbes, geralmente regido antral.
Todas as amostras consistiram de bidpsias coletadas no Servi¢o de Endoscopia do Hospital de
Base, S0 Jose do Rio Preto, com a colaboracdo do médico Kenji Miyazaki. Todos 0s casos
foram confirmados por diagnéstico histopatologico das lesGes, realizado pelo Servigo de
Patologia do mesmo hospital. Para o diagndstico histopatolégico dos adenocarcinomas foi
utilizada a classificagdo de Lauren (1965), enquanto para as metaplasias foi utilizada a
classificacdo de Sydney (DIXON et al., 1996).

Nas Tabelas 4 e 5 estdo apresentados os dados quanto a caracterizacdo demogréfica e
clinico-patolégica das amostras do grupo de metaplasia intestinal (MI) e do grupo de cancer
gastrico (CG) respectivamente, e na Tabela 6 as frequéncias em cada grupo quanto as
variaveis idade, sexo, tabagismo, etilismo e tipo histoldgico. No grupo de metaplasia intestinal
foram obtidas amostras de 35 individuos, com idades entre 38 e 87 anos (y + s= 60,4 + 12,66),
sendo a maioria do sexo feminino (54%), fumantes (71%) e néo etilistas (69%). Quanto ao
tipo histologico a maioria apresentou metaplasia intestinal completa (83%). Em dois
individuos o laudo histopatologico indicou os dois tipos de metaplasia (completa e
incompleta), além de 85% das amostras serem negativas para H. pylori segundo o prontuario

médico, sendo realizados o teste histolégico e urease como rotina no Hospital de Base, Séo
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José do Rio Preto. Por sua vez, no grupo de cancer géastrico foram coletadas amostras de oito
individuos com idade entre 38 e 80 anos (y £ s = 58 *+ 15,59), a maioria do sexo masculino
(87%), fumantes (63%) e metade das amostras sendo etilistas. Neste grupo, 50% das amostras
de adenocarcinoma eram do tipo intestinal e um individuo apresentou diagnostico
histopatologico para o tipo intestinal e difuso do adenocarcinoma. No diagnéstico
histopatoldgico da H. pylori apenas seis amostras continham informacGes no prontuario

médico, dentre essas, quatro foram positivas, representando 67%.

Tabela 4. Caracterizacdo das amostras do grupo de metaplasia intestinal (MI) quanto ao sexo, idade,

etilismo, tabagismo, classificagio da metaplasia intestinal e diagnéstico histol6gico da H. pylori

Caso Sexo Idade Etilista Tabagista  Classifica¢do H. pylori*
(anos) da Ml
MI 01 F 66 N S Completa -
MI 02 F 77 N N Completa -
MI 03 F 57 N N Completa -
MI 04 M 52 N S Completa -
MI 05 M 87 N S Completa -
MI 06 M 55 N N Completa -
MI 07 M 55 N S Completa -
MI 08 M 78 S S Completa -
MI 09 F 66 N N Completa -
MI 10 F 43 N S Completa -
MI 11 M 55 S S Completa -
Ml 12 F 79 N N Incompleta -
MI 13 F 43 N S Completa +
Ml 14 F 77 S S Incompleta -
MI 15 M 51 N S Incompleta -
MI 16 F 52 N N Incompleta -
MI 17 F 61 N S Completa -
Ml 18 M 59 N N Completa/ -
incompleta
Ml 19 M 65 N N Completa -
MI 20 M 66 S S Completa -
Ml 21 F 48 S S Completa -
MI 22 M 76 S S Completa -
MI 23 F 52 S S Completa +
Ml 24 F 64 N N Completa -
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MI 25
MI 26
MI 27
MI 28

MI 29
MI 30
MI 31
MI 32
MI 33
MI34
MI35
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67
46
61
47

59
54
67
38
83
68
40

Z 0 Z2 o»w

2 2 n Z2 n Z2 2

mw 2 un um

w nu nu u nu nu m

Completa
Completa
Completa

Completa/
incompleta
Completa

Completa
Completa
Completa
Completa
Completa

Completa

F= feminino; M= masculino; N= ndo; S= sim; * informacédo néo disponivel no prontuario médico.

Tabela 5. Caracterizacdo das amostras do grupo de cancer gastrico (CG) quanto ao sexo, idade, etilismo,
tabagismo, classificagdo do cancer gastrico e diagndstico histolégico da H. pylori.

Codigo Sexo (I:r?c?s(; Etilista Tabagista Clagzi f(i:cg;éo H. pylori*
CG o1 M 60 S S Intestinal/Difuso +
CG 02 M 74 S S Difuso +
CG 03 M 41 N N Difuso -
CG 04 F 38 N N Difuso +
CG 05 M 45 S S Intestinal +
CG 06 M 68 N N Intestinal *
CG 07 M 80 N S Intestinal -
CG 08 M 58 N N Intestinal *

F=feminino; M= masculino; N= néo; S= sim; * informac&o nédo disponivel no prontuéario médico

36



Tabela 6. Distribuicdo demogréfica e clinico-patolégica dos individuos dos grupos de metaplasia intestinal e

cancer gastrico.

. Cancer
Variaveis/grupos I\_/Ietap_l asia gastrico
intestinal
N° amostras 35 8
Idade (x = 3) 60,4 + 12,66 58 + 15,59
Variacéo (anos) 38-87 38-80
Sexo
Masculino 16 (46%) 7 (87%)
Feminino 19 (54%) 1 (13%)
Fumantes
Sim 25 (71%) 5 (63%)
Né&o 10 (29%) 3 (37%)
Etilistas
Sim 11 (31%) 4 (50%)
Né&o 24 (69%) 4 (50%)
Histologia
MI Completa 29 (83%)
MI Incompleta 4 (11%)
MI Completa/Incompleta 2 (6%)
CG Intestinal 4 (50%)
CG Difuso 3 (38%)
CG Intestinal/Difuso 1 (12%)
HP+ 5 (15%) 4 (67%)
HP- 29 (85%) 2 (33%)

CG= cancer gastrico; MI= metaplasia intestinal; Hp+= presenca de H. pylori; Hp-= auséncia de H. pylori

2. Extracédo de DNA

Como este material também foi utilizado em um projeto de doutorado do nosso
laboratdrio para o estudo da expresséo transcricional de genes relacionados ao ciclo celular e
atividade da telomerase, foi utilizado um protocolo que permite a extracdo simultanea de RNA
e DNA, utilizando o kit comercial (Trizol). Portanto, as biopsias coletadas foram

imediatamente acondicionadas em solucdo de RNA Later (Qiagen) para preservacdo da
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integridade do RNA e mantidas a -20°C. A extragdo dos acidos nucléicos realizou-se conforme
as especificacdes do fabricante, com algumas modificacGes. Brevemente, apos a retirada da
fase que contém o RNA, foi adicionado 20uL de SDS 10%, 20mg/mL de proteinase K e
20mg/mL de RNase ao restante da amostra para a extragdo do DNA, sendo esse precipitado
com etanol 100% gelado. O pellet obtido foi lavado com solucéo de citrato de sodio 0,1M em

etanol 10%, eluido em agua ultrapura autoclavada e estocado a -20°C para uso posterior.

3. Conversao do DNA pelo Bissulfito de Sédio

A conversdo do DNA pelo bissulfito de sodio foi realizada conforme protocolo de
Herman et al. (1996), com algumas modificacdes. Brevemente, ap6s determinacdo da
concentracdo de cada amostra de DNA por espectrofotdmetro (Nanodrop — ND-1000), as
amostras foram submetidas a desnaturacdo por NaOH (concentracdo final de 0,2M) por 30
minutos a 55°C no termociclador, tendo assim uma maior controle da temperatura.
Subseqlientemente, o0 DNA foi tratado adicionando bissulfito de sdédio / solugdo de
hidroquinona com pH 5,0 e incubados a 70°C por 3 horas também no termociclador. Logo
apos o tratamento, o DNA foi purificado utilizando o kit Wizard (Promega) de acordo com as
instrucbes do fabricante. A modificacdo foi completada pelo tratamento com NaOH
(concentragéo final de 0,3M) por 5 minutos, seguida pela precipitacdo com etanol, sendo o

DNA ressuspendido em agua e estocado a -80°C até o momento do uso.

4.Técnica MS-PCR: PCR especifica para metila¢ao

Apbs a conversdo do DNA, a reacdo de cadeia da polimerase especifica para metilagdo
(MS-PCR) foi realizada para analise dos genes WT1 e RARR que apresentam ilhas CpG em
suas regides promotoras. As seqliéncias dos primers especificos, para 0 DNA metilado e nédo
metilado foram todos encontrados na literatura (Tabela 7) e confirmados com auxilio do

programa Methyl Primer Express v. 1.0.
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Tabela 7. Seqiiéncia dos primers especificos dos genes e tamanho dos produtos amplificados.

Gene Primers Produtos Referéncia
WT1 U-F: GAGGGTGTTTTTAAGGAGTAGTGT 122pb
U-R: AAACTCAAATAAAAAAAACCAACAAC Kaneuchi et al. (2005)
M-F: GTTTTTAAGGAGTAGCGCGC
M-R: ACTCAAATAAAAAAAACCGACGAC 114pb
RARR  U-F: GGATTGGGATGTTGAGAATGT 158 pb
U-M: CAACCAATCCAACCAAAACAA Evron et al. (2001)
M-F: GAACGCGAGCGATTCGAGT
143 pb

M-R: GACCAATCCAACCGAAACG

U= ndo metilado; M= metilado

Na reacdo de PCR foram utilizados 5 uL do DNA genémico modificado, cerca de 160

uM a 200 uM de cada um dos primers sense e anti-sense, Tris-HCI-KCI 150 uM (pH 8,0),

200uM de MgCl,, Taq DNA polimerase Platinum (1U) e agua ultra-pura autoclavada para

completar o volume final para 25 pL. Na Tabela 8 estdo descritas as condigdes especificas no

processo de amplificacdo para cada gene.

Tabela 8. Especificagdes para PCR.

Etapas da PCR

Condicbes da PCR

WT1
PrimersUe M
959 - 5 minutos

95° - 30 segundos

58° - 45 segundos
72° - 1 minutos
72° - 5 minutos
4° - indefinido

Pré-desnaturacao
Desnaturacdo inicial
Anelamento dos primers
Extensdo das cadeias
Extens&o final
Resfriamento

RARR
PrimersUe M
950 - 5 minutos

95° - 45 segundos
550 - 1 minuto
72° - 5 minutos
72° - 5 minutos
4° - indefinido

Para todas as amostras foram realizadas duas PCRs, a primeira constituida de 35 ciclos

e a segunda constituida de 25 ciclos, nas mesmas condicdes da primeira, semelhante a Hemi

Nested PCR com algumas modificacfes, ferramenta essa usada em alguns trabalhos da

literatura como por exemplo SATOH et al. (2003) aumentando com isso sua sensibilidade

Essa foi a forma adotada, devido a variacdo entre as amostras apds a primeira PCR que
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apresentavam, na maioria das vezes, bandas muito claras ou mesmo nédo apresentavam bandas
visiveis para analise no gel de poliacrilamida.

Como controles, positivo e negativo, foram utilizados DNA gendmico de sangue
periférico extraido com Ficoll Paque de individuo saudavel. Ap6s a extracdo uma amostra
desse DNA gendmico foi tratada com a enzima MSssl (CpG Methylase — New England
BioLabs) para hipermetilacdo do DNA e conseqlente utilizagdo do mesmo como controle
positivo. Subsequentemente ambas amostras de DNA, para controle positivo e negativo, foram
modificadas com bissulfito de sodio.

Para eletroforese e posterior analise das bandas de interesse, foi preparado gel de
poliacrilamida na concentracdo de 7,5% (a partir de acrilamida e bis-acrilamida),
polimerizado em placas de 16,0 x 20,0cm e 1,5mm de espessura (aparato BioRad). O DNA
amplificado por PCR (5 pL) foi diluido em uma solucdo contendo azul de bromofenol
(0,025%) e aplicado no gel, sendo submetido a uma corrente elétrica de 120V, 90mA, 30W
(fonte Electrophoresis Power Supply — EPS 600- Pharmacia Biotech) por aproximadamente
2 horas e 30 minutos em temperatura ambiente, utilizando-se tamp&o TEB 0,5x (Tris-borato
90mM pH 8,0, EDTA 20mM) para a corrida.

Apols a eletroforese, as amostras no gel foram coradas com nitrato de prata
(AgNO3), para a visualizacdo das bandas de interesse. Inicialmente, os géis foram fixados
por 10 minutos em etanol a 10% e &cido acético a 0,75%, sob agitacdo leve e constante. Em
seguida, foi realizada a impregnacdo com uma solucdo de AgNO3 a 0,15% por 5 minutos,
também sob agitacdo constante. Posteriormente, os géis foram rapidamente lavados duas
vezes com agua destilada e, finalmente, as amostras no gel foram reveladas com uma
solucdo de hidroxido de sodio a 3% e formaldeido a 0,3% até o aparecimento total das
bandas. A revelacdo foi em seguida bloqueada com solucdo fixadora (etanol 10% e acido
acético a 7,5%) por 10 minutos sob agitacdo leve e constante e o gel foi entdo conservado
entre duas folhas de papel celofane, contendo glicerol 10% (CERON et al., 1992).

Na interpretacdo dos resultados da eletroforese, conforme indicado na literatura, a
presenca da banda M (metilada) no gel de poliacrilamida foi adotada como critério para
interpretacdo dos casos com hipermetilacdo, assim os casos U- e M+, ou U+ e M+ foram

considerados hipermetilados e os casos U+ e M- como auséncia de alelos metilados.
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5. Diagnostico molecular da H. pylori

Para a investigagdo da presenca da bactéria H. pylori nas amostras de interesse,
utilizou-se uma PCR multiplex composta por trés pares de primers: URF e URR, especificos
para 0 gene da Urease A; Hpl e Hp2, especificos para o gene TsaA, ambos bacterianos e,
CYP1A1F e CYP1ALR especificos para 0 gene humano CYP1Al, utilizado como controle
interno da reacdo. A reacdo foi realizada a partir de 200ng de DNA genémico, 25pmol de
cada um dos pares de primers descritos, 5,4x200/3 uM de dNTPs, Tris-HCI-KCI 10 mM (pH
8,3), 4 mM de MgCl, Taq DNA polimerase (2,5 U) e &gua ultra-pura autoclavada para
completar 45 pl. As condicBes para amplificacdo foram: 94°C por 5 minutos (pré-
desnaturacgdo); 45 ciclos nas condic¢Bes de 94°C por 1 minuto (desnaturacéo inicial), 58°C por
1 minuto (anelamento dos primers), 72°C por 2 minutos (extensdo das cadeias); seguido de 10
minutos a 72°C (extens&o final) e por dltimo o resfriamento a 4 °C por tempo indeterminado.

Apobs a PCR, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 2%
corado com brometo de etidio, juntamente com um controle positivo para a H. pylori. A
presenca das bandas de 413 pb (referente ao gene TsaA), 313 pb (referente ao gene
UreaseA) e de 226 pb (referente ao gene CYP1A1 humano) no gel de agarose indicaram a
ocorréncia da H. pylori no controle positivo e este mesmo critério foi utilizado para as
demais amostras estudadas.

Nesta investigacdo da H. pylori foi inicialmente utilizado o DNA extraido a partir
das biopsias de mucosas normais de todos os individuos. Em algumas amostras em que se
observou um diagnostico molecular negativo para infeccdo pela bactéria, mas que havia
informacdo no prontuario do paciente de laudo positivo realizado pelo proprio hospital,
optou-se em testar também o DNA extraido a partir das bidpsias obtidas das regides de

metaplasia ou adenocarcinoma.
6. Andlise estatistica
Para comparacdes dos dados obtidos foi utilizado o teste exato de Fisher’s, realizado

pelo programa GraphPad Instat, versdo 3.06. O nivel de probabilidade (p) < 0.05 foi utilizado

como critério de significancia.
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I11. Resultados

1. Padrdes de metilacéo dos genes WT1 e RARR

A investigacdo do padrdo de metilacdo do gene WT1 foi realizada em 35 amostras
do grupo de metaplasia intestinal (Anexo 2) e em 8 amostras do grupo de cancer gastrico
(Anexo 3), além de suas respectivas mucosas normais. Os produtos de PCR ndo-metilado

(V) e metilado (M) apresentaram 122 pb e 116 pb respectivamente (Figura 8).

MI 01 MI 02 MI 03 MI 04 MI 05
u M u M u M u M U M C- C+
u M U M u M u M u M C- C+
C6 01 C6 02 C6 03 C6 04 C6 05
u M u M u M u M u M C- C+
u M U M U M u M u M C- C+

Figura 8. Géis de poliacrilamida 7,5% mostrando o padrdo de bandas apés amplificacdo do gene WT1. Em A e B,
amostras de metaplasia intestinal e suas respectivas mucosas normais (M) 01, 02, 03, 04, 05 e controles negativo
(C-) e positivo (C+). Em C e D, amostras de cancer gastrico e suas respectivas mucosas normais (CG) 01, 02, 03, 04,
05 e controles negativo (C-) e positivo (C+). U= ndo metilado; M= metilado. Anélise das amostras: U+/M- = amostra
ndo-metilada; U+/M+ ou U-/M+ = amostra metilada.

No presente estudo, assim como indicado pela literatura, a presenca da banda M
(metilada) no gel de poliacrilamida foi adotada como critério para interpretagdo dos casos com
hipermetilagdo, portanto os casos com bandas U- e M+, ou U+ e M+ foram considerados
hipermetilados e apenas os casos com bandas U+ e M- como auséncia de alelos metilados. O
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grupo de metaplasia intestinal apresentou 34/35 (97%) amostras metiladas, e no grupo de

respectivas mucosas normais a metilacéo foi de todas as amostras. Da mesma forma, no grupo

de céncer gastrico também se observou 100% de metilacdo, e nas amostras de mucosas

normais, apenas uma amostra (12%) apresentou o padrdo considerado ndo metilado (Tabela

9).

Tabela 9. Frequéncias de amostras metiladas e ndo metiladas nos diversos grupos para 0s genes RARR e WTL.

Grupos N WT1 RARR
METILADOS METILADOS
U U/M M U Uu/M M
9
Ml 35 1(3%) 34(97%) 0 26 (74%) 0
(26%)
6
NMI 35 0 35 (100%) 0 28 (80%)
(17%) (3%)
p=1,000 p=0,5613
CG 08 0 8 (100%) 0 0 7 (88%)
(12%)
1
NCG 08 1(12%) 7 (88%) 0 7 (88%) 0
(12%)
p=1,000 p=1,000

MI= metaplasia intestinal; NMI= mucosa normal correspondente as metaplasias; CG= cancer gastrico; NCG=

mucosa normal correspondente aos canceres; N= nimero amostral; U= ndo metilado (U+ e M-); M= metilado

A investigacdo do padrdo de metilagdo do gene RARR também foi realizada em 35

amostras do grupo de metaplasia intestinal (Anexo 2) e 8 amostras do grupo de cancer

gastrico (Anexo 3), além de suas respectivas mucosas normais. Os produtos de PCR

correspondentes ao DNA ndo-metilado (U) e metilado (M) apresentaram 158 pb e 143 pb,

respectivamente (Figura 9).
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MI 01 MI 02 MI 03 MI 04 MI 05

U M U M U M U M U M C- C+
A
B U M U M U M U M U M C- C+
MI 01 MI 02 MI 03 MI 04 MI 05
U M U M U M U M U M C- C+
U M U M U M U M U M C- C+

° ER
Figura 9. Géis de poliacrilamida 7,5% mostrando o padrdo de bandas ap6s amplificacdo do gene RARS. Em A e B,
amostras de metaplasia intestinal e suas respectivas mucosas normais (MI) 01, 02, 03, 04, 05 e controles negativo
(C-) e positivo (C+). Em C e D, amostras de cancer gastrico e suas respectivas mucosas normais (CG) 01, 02, 03, 04,
05 e controles negativo (C-) e positivo (C+). U= ndo metilado; M= metilado. Andlise das amostras: U+/M- = amostra
ndo-metilada; U+/M+ ou U-/M+ = amostra metilada.

O grupo de metaplasia intestinal apresentou 26/35 (74%) de suas amostras metiladas
e 9/35 (26%) de ndo-metiladas, enquanto, o grupo de mucosas normais apresentou 29/35
(83%) de suas amostras com padrdo metilado e 6/35 (17%) de ndo-metilado, sendo que
essas diferencas ndo foram estatisticamente significantes, conforme o teste exato de Fisher
(p= 0,5613). O grupo de cancer gastrico, por sua vez, apresentou 100% das amostras
metiladas, enquanto nas mucosas normais o padrdo metilado foi observado em 88% delas
(Tabela 9), também ndo havendo diferencas significantes conforme o teste exato de Fisher
(p=1,0000).

No grupo de metaplasia intestinal também foi avaliada a ocorréncia de associacdo entre
0 padrao de metilacdo de ambos os genes (WT1 e RARR), sendo que 71% das amostras foram
metiladas para os dois genes (RARR M/WT1 M), 26% e 3% apresentaram metilacdo
respectivamente, apenas do gene WT1 ou RARR e nenhuma das amostras apresentou o padréo
ndo-metilado dos dois genes simultaneamente (Tabela 10).
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Tabela 10. Associacao entre o padrdo de metilagdo dos genes WT1 e RARR no grupo de metaplasia intestinal.

RARR M RARR U

WTL U  1(3%) 0
p=1,0000

2. Avaliacdo molecular da H. pylori e associacdo com o padrao de metilacdo dos

genes WT1 e RARS

Na investigacdo molecular o critério adotado para detectar a presenca do DNA da
bactéria H. pylori foi a amplificacdo de trés bandas, as quais duas correspondem a fragmentos
de DNA bacterianos de 413 pb (gene TsaA) e de 316 pb (gene Urease A) e uma
correspondente ao DNA do gene humano CYP1A1 (226pb) utilizada como controle interno da
reacdo (Figura 10). Foram analisadas 35 amostras de metaplasia intestinal e 8 de cancer
gastrico, cujos resultados foram comparados com os diagnosticos disponiveis nos prontuarios
médicos dos pacientes. Contudo para uma amostra de metaplasia intestinal e duas de cancer
gastrico, essas informagfes ndo foram obtidas, assim para a comparacdo das frequéncias de
casos com a presenca (Hp+) ou auséncia (Hp-) de infeccdo pela bactéria entre os dois

diagnosticos, tais amostras foram excluidas para o célculo estatistico.
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Figura 10. Gel mostrando padrdo de bandas para H. pylori. Gel de agarose 2% mostrando padréo de bandas apés
PCR-multiplex para deteccdo molecular do DNA da H. pylori. M= marcador de peso molecular de 100 pb; Hp - =
auséncia da bactéria; Hp+ = presenca da bactéria.

O teste molecular evidenciou o DNA da H. pylori em 32% (11/35) dos casos de
metaplasia intestinal e 63% (5/8) dos casos de cancer gastrico. Comparando-se com 0s
resultados obtidos dos prontuérios médicos € possivel observar divergéncias entre ambos.
O teste histoldgico apresentou falso-negativos em 5 das 33 (15%) amostras investigadas de
metaplasia intestinal, enquanto nas amostras de cancer géastrico foi observado tanto falso-
negativo em uma amostra (17%), como dois falso-positivos (33%) dentre as seis amostras
investigadas (Tabela 11). As duas amostras de cancer gastrico (CG02 e CG04) que
apresentaram diagndstico histolégico positivo para H. pylori foram novamente testadas
molecularmente a partir do DNA extraido das bidpsias do tumor, confirmando o

diagndstico molecular negativo para a bactéria.

Tabela 11. Freqléncias dos casos com diagndstico molecular e histoldgico da H. pylori nos grupos de
metaplasia intestinal e cancer gastrico.

Grupos Molecular Histologico*
Hp+ Hp- Hp+ Hp-
M 11/34 (32%) 23/34 (70%) 5/33 (15%) 28/33(85%)
CG 5/8 (63%) 3/8 (37%) 416 (67%) 2/6 (33%)

Hp - = auséncia da bactéria; Hp+ = presenca da bactéria; MI= metaplasia intestinal; CG= cancer gastrico; *
resultados obtidos dos prontuarios médicos.
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Tabela 12. Divergéncias entre diagnosticos histoldgico e molecular da H. pylori, com presencga de falso-

negativos e falso-positivos.

i Hp Hp
Codigo | istologico  Molecular

——MI 16 - +

MI 21 - +

_ MI 26 - +
Falso-negativos <€

MI 30 - +

M1 34 - +

L cGo7 - +

N CG 02 + -
Falso-positivos 4

CG 04 + -

A partir do diagnostico molecular da bactéria H. pylori foi avaliada a ocorréncia de
associacao entre o padrdo de metilacdo dos genes WT1 e RARR e a infecgdo pela bactéria,
assim como com as variéveis idade, sexo e tipo histoldgico, apenas no grupo de metaplasia
intestinal (Tabela 13), pois o grupo de cancer gastrico apresentou apenas amostras
metiladas. Para o gene WT1, o padrdo metilado foi observado em 77% dos individuos com
até 50 anos, 51% deles do sexo feminino, 80% com metaplasia intestinal completa e 31%
das amostras com infeccdo pela H. pylori (Hp+). Enquanto para o gene RARR, o padréo de
metilagdo ocorreu em 57% dos individuos com até 50 anos, 43% deles do sexo feminino,
57% com metaplasia intestinal completa e 26% das amostras metiladas apresentavam
infeccdo pela H. pylori (Hp+). Contudo, em nenhuma das comparacOes realizadas foi

observada diferencas estatisticamente significantes.
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Tabela 13. Freqiiéncias do padrdo de metilacdo dos genes WT1 e RARR conforme as varidveis idade, sexo, tipo

histolégico e infecgdo pela H. pylori no grupo de metaplasia intestinal (MI).

WT1

Variaveis RARR
Idade (anos)
<50 1 (3%) 27 (77%) 8 (23%) 20 (57%)
>50 0 7 (20%) 1 (3%) 6 (17%)
p=1,000 p=0,6478
Sexo
feminino 1 (3%) 18 (51%) 4 (11%) 15 (43%)
masculino 0 16 (46%) 5 (14%) 11 (31%)
p=1,000 p=0,7003
Tipo histolégico
MI completa 1 (3%) 28 (80%) 9 (26%) 20 (57%)
MI incompleta 0 6 (17%) 0 6 (17%)
p=1,000 p=0,3037
H. pylori
Hp+ 0 11 (31%) 2 (6%) 9 (26%)
Hp- 1 (3%) 23 (66%) 7 (20%) 17 (49%)
p=1,000 p=0,6855

Hp - = auséncia da bactéria;

Hp+ = presenca da bactéria (diagnéstico molecular).
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1V. Discussao

O cancer gastrico é a segunda causa de morte por cancer no mundo e o0 quinto tipo
com maior prevaléncia no Brasil (INCA 2008). Essa neoplasia apresenta grande
complexidade e diferentes fatores etiolégicos envolvidos, sendo eles genéticos ou
ambientais, tais como os associados a dieta alimentar, através da ingestdo de alimentos
ricos em sal, alimentos enlatados e defumados (STRUMYLAITE et al., 2006; ROCCO;
NARDONE, 2007) e ao estilo de vida, como o tabagismo e o alcoolismo (KELLEY;
DUGGAN, 2003), além da infeccdo pela bactéria Helicobacter pylori.

Uma das lesdes pré-cancerosas de maior destaque no desenvolvimento da
carcinogénese gastrica € a metaplasia intestinal geralmente associada a infeccdo pela H.
pylori (CORREA, 2004), podendo aumentar o risco para esta neoplasia em até 10 vezes
(FILIPE et al., 1994).

Na carcinogénese gastrica, como em outras neoplasias, além de véarios tipos de
alteracOes genéticas, 0 envolvimento de alteracdes epigenéticas também tem se destacado
(ESTELLER, 2007). Dessa forma, a analise do padrdo de metilagdo em genes relacionados
a diferenciacdo, crescimento, ciclo celular e apoptose podem contribuir para a identificacdo
de marcadores moleculares em lesGes gastricas com potencial pré-canceroso, como a
metaplasia intestinal, auxiliando no diagnostico precoce e conseqlientemente em maior
sucesso na prevencgdo do adenocarcinoma gastrico.

Para a analise de metilacdo do presente trabalho foi utilizada a técnica de MS-PCR
(Methylation Specific PCR), a qual permitiu a avaliacdo do padrdo de metilacdo da regido
promotora dos genes WT1 e RAR[, em metaplasia intestinal em comparagdo com o
adenocarcinoma gastrico e possivel associacdo entre o perfil de metilacdo desses genes com
a infeccéo pela H. pylori. De modo geral, se observou para ambos 0s genes, que tanto no
grupo de metaplasia intestinal como de cancer gastrico as amostras apresentavam-se

freqlientemente metiladas, assim como nas mucosas normais.
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A técnica de MS-PCR, descrita por Herman et al. (1996), utiliza inicialmente um
tratamento com bissulfito de sodio para diferenciar as citosinas metiladas das ndo metiladas
no genoma, esse processo é realizado, pois as citosinas ndo metiladas sdo convertidas em
timinas apos a replicacdo do DNA. Com isso, dois tipos de primers especificos reconhecem
e anelam-se ao DNA, um par de primers se anelando ao DNA metilado e o outro ao DNA
ndo metilado, podendo produzir assim dois produtos especificos. Desta forma, apds a PCR
e eletroforese é possivel classificar as amostras como metiladas ou ndo metiladas devido a
presenca dessas bandas especificas. As principais vantagens da técnica incluem a
especificidade promovida pelos primers e alta sensibilidade, possibilitando a deteccdo de
metilacdo mesmo quando apenas 0,1% dos alelos sdo metilados; o tempo para a obtengéo e
anélise dos resultados e a utilizacdo de pequenas quantidades de DNA (aproximadamente
5ug). Porém apresenta algumas desvantagens devida a possibilidade de contaminagéo,
como em todas as técnicas envolvendo PCR e obtencdo de resultados falso-positivos
(HERMAN et al. 1996; SULEWSKA et al. 2007).

Para 0 gene WT1, 97% das amostras do grupo de metaplasia intestinal e 100% de
suas respectivas mucosas normais apresentaram o padrdo metilado. De forma semelhante,
no grupo de cancer gastrico se observou 100% das amostras com padrdo metilado e 88%
das amostras de mucosa normal correspondentes. Todas as amostras consideradas metiladas
apresentaram os dois produtos de interesse, ou seja, as bandas U/M, ndo sendo encontrada
nenhuma amostra apenas com a banda M.

O gene WT1 foi descrito inicialmente como supressor tumoral (CALL et al., 1990),
associado a anomalias do trato urogenital, retardo metal e predisposicdo ao tumor de
Wilms. Ele esta envolvido na regulacdo de diversos genes com atuacdo como fatores de
crescimento; receptores de insulina e vitamina D; fatores de transcri¢do; adeséo celular;
apoptose e ciclo celular (ARIYARATANA; LOEB, 2007). Atualmente sua funcdo é
controversa, pois evidéncias apontam-no como possivel oncogene em carcinoma de pulméo
(OJI et al. 2002), cancer de célon (KOESTERS et al. 2004), leucemia (ARIYARATANA,;
LOEB, 2007), carcinoma renal e tumores cerebrais (HOHENSTEIN; HASTIE 2006;
YANG et al. 2007). Porém, em céncer e lesdes gastricas essa investigacdo € bastante

escassa.
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Laux et al. (1999) analisaram o padrdo de metilacdo de algumas linhagens celulares
de cancer de mama humano (MCF-7, MDA-MB-231, ZR-75-1 e Hs578t), além de amostras
tumorais de mama e suas mucosas ndo neoplasicas adjacentes através de Southern e
Northen hybridization e RT-PCR. As linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 apresentaram-se
metiladas e tiveram suas expressdes restauradas parcialmente depois de tratadas com o
agente demetilante DeoxyC, engquanto nas amostras tumorais observaram metilacdo em
25% dos casos. Apesar da freqiiéncia de metilacdo ser bem menor que a observada no
trabalho ora realizado, deve-se destacar os tipos diferentes de tecidos analisados,
considerando que a expressdo do gene WTL1 é tecido-especifica, onde em adultos, é
encontrada no sistema urogenital, no sistema nervoso central e em tecidos envolvidos na
hematopoiese (YANG et al. 2007). Ainda em cancer de mama, Loeb et al. (2001) tambem
analisaram varios tipos de linhagens celulares através de MS-PCR, RT-PCR e Northen
blotting tendo como resultado a ndo expressdo do WT1 em tecido mamario normal e sua
super-expressao em tecido tumoral, concluindo que a hipermetilacdo poderia ndo estar tdo
intimamente relacionada a expressao do gene.

Estudos em tumores de Wilms também apresentam alguns resultados divergentes.
Por exemplo, Mares et al. (2001) analisaram 31 pacientes com tumor de Wilms por PCR e
digestdo com Hpall e pela técnica MS-PCR, sendo que nenhuma das amostras de tumor, de
tecido normal e de sangue dos pacientes foi considerada metilada para a regido investigada.
Satoh et al. (2003) analisaram 22 amostras também de tumores de Wilms através de Real-
Time RT-PCR, MS-PCR e ensaio de gene reporter e sugeriram que a expressao diminuida
apresentada nas amostras avaliadas eram decorrentes da metilacdo da regido investigada.
Nesse ultimo trabalho, foi utilizada como ferramenta para maior sensibilidade da técnica a
Hemi-Nested PCR, em que consistiu na utilizacdo de um par de primer inicial para a
primeira PCR, e na segunda foi utilizado apenas mais um primer formando par com um dos
primers ja utilizado na primeira PCR. Esses dois trabalhos investigaram regides distintas do
gene WT1, portanto, possiveis divergéncias nos resultados seriam compreensivas. Em nosso
estudo também se utilizou ferramenta semelhante a Hemi-Nested PCR, com algumas
modificagdes, mas foram utilizados outros pares de primers, localizados proximo a regido
denominada TSS (aproximadamente 600 pb antes do inicio da transcricdo), sendo essa a

regido mais relacionada com a regulacao génica.
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Em outros tipos de tumores, Kaneuchi et al. (2005) analisaram 42 amostras de
adenocarcinoma de ovario e evidenciaram metilacio em 88% das amostras de
adenocarcinoma de células claras, considerando o gene WT1 como possivel supressor
tumoral, contudo ndo foram analisadas amostras de tecidos normais para que pudessem
inferir sobre o padrdo de metilagdo nesse tipo de tecido. Porém os autores observaram uma
correlacdo significante entre o padrao de metilagdo e expressdo do mRNA. Em outro estudo
realizado em cancer de ovario, Yamamoto et al. (2007) investigaram 119 amostras através
de imuno-histoquimica e RT-PCR. Os resultados obtidos indicaram niveis elevados de
WT1, tanto do mRNA como da proteina propriamente dita, sendo significantemente
associados a expressdo de Ki-67 e Bcl-2, inibindo desta forma a apoptose. Com isso, 0 WT1
poderia estar relacionado a aceleracdo da progressao tumoral.

Em céncer de prostata Devilard et al. (2006) analisaram 85 pacientes submetidos a
resseccao da prostata, quanto a expressdo do WT1 através de imuno-histoquimica, RT-PCR
e microarrays. O nivel de expressdo do gene foi maior em lesGes malignas do que nas
benignas, sugerindo assim um possivel papel oncogénico neste tipo de tumor. Coosemans
et al. (2007) também sugeriram possivel papel oncogénico ao WT1 apo6s andlise de
sarcomas uterinos utilizando as técnicas de imuno-histoquimica, RT-PCR e Western
Blotting. Os resultados apontaram uma super-expressao do gene nas amostras analisadas,
indicando também uma funcéo oncogénica na biologia tumoral de sarcomas uterinos.

Da mesma forma, recentemente Wagner et al. (2008) pela analise de 10 amostras de
melanomas malignos, 27 de lesdes benignas e cinco amostras normais, em que também foi
investigada a proliferacdo celular e apoptose observaram que WT1 € expresso em
melanoma maligno em 80% das células tumorais, mas ndo em pele normal ou nevo
melanocitico benigno. Assim sugerindo a participagdo do gene WT1 no processo
oncogénico do melanoma devido sua acdo no controle da proliferacdo celular, pois 0s
autores verificaram reducdo da proliferacdo de células do melanoma quando esse gene era
silenciado.

Como pode ser observado o gene WT1 apresenta ainda uma funcdo muito discutivel
no processo carcinogénico. Porém devem ser considerados alguns aspectos importantes que

podem estar envolvidos nestes estudos divergentes, como o tecido alvo de investigacao,
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uma vez que a expressdo do WT1 é tecido especifica; a regido do gene investigada; a
analise conjunta de tecido tumoral e normal e a realiza¢do de microdisseccao.

No estudo ora realizado, tanto no tecido tumoral, como na lesdo pré-cancerosa e no
tecido normal foi observado o mesmo padréo elevado de metilacdo. Considerando-se que
cerca de 80-100% das amostras de mucosa normal apresentaram-se metiladas, sugerindo
que o gene WT1 ndo é expresso ou tem baixa expressao neste tecido, ndo é possivel afirmar
que neste tipo de céncer a ocorréncia de metilacdo esteja associada com 0 processo
carcinogénico em consequéncia da inativagdo do gene, com perda de sua funcdo de
supressdo tumoral, Portanto, mesmo que o gene WTL1 tenha envolvimento com
diferenciacdo, ciclo celular e apoptose, talvez ndo possua associagdo com a carcinogénese
gastrica. Também deve ser considerado que ndo foi realizada a microdisseccdo das
amostras, provavelmente com a presenca de células normais nas bidpsias do tumor e
metaplasia, assim também podendo justificar a ocorréncia sempre das bandas metiladas e
ndo metiladas nas amostras avaliadas. Atualmente, em nosso laboratério esta sendo
investigada a expressdo do mRNA de WT1 pela técnica de PCR em tempo real nessas
mesmas amostras, o que podera auxiliar no esclarecimento dessa questéo.

Para 0 gene RARR, 74% das amostras do grupo de metaplasia intestinal e 83% de
suas respectivas mucosas normais apresentaram o padrdo metilado. No grupo de céncer
gastrico se observou 100% das amostras com padrdo metilado e 88% das amostras de
mucosa normal correspondentes a esse grupo.

O gene RARR, provavel supressor tumoral tem participacdo na regulacdo da
sinalizacdo celular durante o desenvolvimento embrionario, crescimento celular,
diferenciacdo, sobrevivéncia e morte celular (SOPRANO et al., 2004). Este gene é o Gnico
dos trés receptores de acido retindico que € freqlientemente deletado ou silenciado
epigeneticamente em estagios precoces da progressao tumoral (ALVAREZ et al., 2007).
Sua possivel relacdo com a atividade antitumoral seria através da ativacdo da proteina AP-
1, proteina com atividade apoptética e de fosforilacdo das quinases. Estudos avaliando o
padrdo de metilacdo do gene RARS tém sido realizados em diversos tipos de neoplasias
como pulmdo (VIRMANI et al., 2000), estomago (HAYASHI et al., 2001), mama
(JERONIMO et al., 2003), es6fago (LIU et al. 2004), ovario (MAKARLA et al., 2005)
dentre outros.
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Em cancer de esdfago Liu et al. (2004) analisaram seis tipos de linhagens celulares
por RT-PCR e MS-PCR, obtendo como resultado uma freqiiéncia elevada de metilacdo do
gene, acarretando baixa expressao do mesmo e associacdo com a carcinogénese do esofago.
Outro estudo semelhante foi desenvolvido posteriormente (Liu et al., 2005) com 12
linhagens celulares e 51 amostras tumorais de es6fago e suas respectivas mucosas normais,
as quais foram analisadas por RT-PCR, MS-PCR e Western Blotting. Nesse trabalho foi
utilizado Nested PCR como ferramenta para aumentar a sensibilidade da técnica. Os
resultados novamente indicaram que a metilacdo estava associada a diminuicdo de
expressdo génica e ao processo tumoral, suportada ainda pela restauracdo da expressdo apos
tratamento com o agente demetilante (5-Aza-2’deoxycytidine).

Em céncer ovariano, Markala et al. (2005) investigaram a ocorréncia de metilacdo
do gene RAR/S em 69 amostras pela técnica MS-PCR e observaram frequente metilagédo
nesse tipo de cancer em estagios precoces. Estudos sobre a metilagdo desse gene também
foram realizados em leucemia linféide aguda (ALL), em que Yang et al. (2006) analisaram
10 amostras de individuos portadores e 10 individuos saudaveis. Dentre os 14 genes
analisados por MS-PCR, a metilagcdo do gene RARR foi sugerida como contribuinte para as
etapas precoces da transformacdo maligna. Enquanto em cancer de pulmao, Hsu et al.
(2007) avaliaram amostras de plasma, tecido tumoral e tecido normal de 63 individuos
utilizando também a Nested-PCR e observaram a ocorréncia de metilacdo em 54% das
amostras tumorais e 37% no plasma. Outros estudos tém investigado apenas a expressdo da
proteina RARR, como o trabalho desenvolvido por Ralhan et al. (2006), que analisaram 244
amostras orais cancerosas e pre-cancerosas por imuno-histoquimica e Western Blotting
verificando a diminuicdo da expressdo nos diferentes estigios de desenvolvimento e
progressdo do cancer oral.

Em céncer gastrico especificamente ha poucos estudos que avaliaram a ocorréncia
de metilacdo do gene RARR, e a maioria deles apresenta apenas o padrdo de metilacdo
relacionado ao tecido tumoral, porém é escassa a comparacao do mesmo com o padrao
apresentado em tecidos normais. Por exemplo, Hayashi et al. (2001) estudaram oito
linhagens celulares de cancer gastrico humano (MKN-1, MKN-7, MKN-28, MKN-45,
MKN-74, TMK-1, HCS-39 e KATO-III) e 20 amostras de cancer gastrico. Apenas as
linhagens MKN-28, MKN-45, MKN-74 foram consideradas metiladas para o gene RARR,
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pois apresentou tanto o produto ndo-metilado (U) como o produto metilado (M). Enquanto
45% (9/20) das amostras de cancer gastrico apresentaram hipermetilacdo desse gene,
indicando que a inativagdo transcricional do gene RARR em consequéncia de
hipermetilacdo da regido promotora esti frequentemente associada com a carcinogénese
gastrica.

Semelhante ao nosso estudo, Shutoh et al. (2005) analisaram 42 amostras de
carcinoma gastrico, 30 amostras de mucosa gastrica ndo neoplasica correspondentes, das
quais 22 com metaplasia intestinal e 10 amostras de mucosa gastrica normal de individuos
saudaveis, além da analise de linhagens celulares de cancer géstrico, pela técnica MS-PCR
(mas utilizaram outros pares de primers abrangendo regides diferentes do nosso estudo) e
expressdo do mRNA por RT-PCR. A metilacdo de RARR foi detectada em 36% das
amostras de cancer gastrico e em 20% das 30 amostras de mucosa normal ndo neoplasica,
porém essas diferencas ndo foram estatisticamente significantes. Contudo nas mucosas
gastricas normais ndo foi observada hipermetilacdo desse gene. Os autores também
observaram uma associacdo entre metilacdo do DNA e baixo nivel de expressdo génica,
contudo ndo observaram correlagéo entre o padrdo de metilacdo do gene RARR e a presenca
de metaplasia intestinal.

Os estudos que investigam o padrdo de metilagdo ndo estdo restritos apenas a
linhagens celulares ou tecido tumoral, mas também é possivel a investigacdo no plasma dos
individuos afetados, consistindo, portanto em uma técnica ndo invasiva para o diagnostico
precoce e prognoéstico dos pacientes. Em cancer gastrico, Koike et al. (2004) investigaram o
padrdo de metilagdo do gene RARR no soro de 41 pacientes submetidos a gastrectomia e 10
voluntarios saudaveis. N@o foi verificada a presenca de metilacdo aberrante nas amostras
dos individuos saudaveis, contudo 15% das amostras dos pacientes com cancer gastrico
apresentaram metilacdo do gene RAR[. De forma semelhante, Ikoma et al. (2006)
analisaram 97 amostras de plasma de pacientes com cancer gastrico pela técnica MS-PCR e
verificaram que 25% apresentaram metilacdo do gene RARL, assim indicando esse tipo de
investigacdo para o diagndstico e prognoéstico dessa neoplasia.

Os resultados apresentados no presente estudo também evidenciaram a ocorréncia
de metilagdo para o gene RARR nos grupos de cancer gastrico, metaplasia intestinal e

mucosa normal, da mesma forma como foi observado para o gene WT1, em que as
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amostras de mucosas normais também apresentaram freqiiéncia elevada de metilag&o.
Assim, ndo se pode associar este padrdo de metilagdo do gene RARR com efeito direto na
carcinogénese do estbmago.

A investigacdo molecular para a presenca de H. pylori, um dos principais fatores
etiolégicos no desenvolvimento da neoplasia gastrica, para avaliar a ocorréncia de
associacdo com o padrédo de metilacdo dos genes estudados evidenciou o DNA da H. pylori
em 32% (11/35) dos casos de metaplasia intestinal e 63% (5/8) dos casos de cancer
gastrico. Comparando-se o resultado molecular com o obtido nos prontuarios médicos dos
pacientes pode-se confirmar uma maior eficiéncia do teste molecular e discordancia entre
ambos, tanto na forma de falso-positivo como falso-negativo. Deve ser ressaltado que o
estudo molecular da H. pylori foi realizado a partir das biopsias correspondentes a area de
mucosa macroscopicamente normal adjacente a cada uma das lesdes. Este critério foi
adotado pela experiéncia de nosso grupo de pesquisa em estudo anterior (CESAR et al.
2005). Pois lesbes na mucosa gastrica levam a uma disseminacdo na secrecdo do muco
gastrico, assim dificultando a sobrevivéncia da bactéria que migra para outro sitio do
estbmago. No entanto, naqueles casos com diagnostico histoldgico positivo da H. pylori
que apresentaram o teste molecular negativo, também foram avaliadas as biopsias
correspondentes a cada uma das lesdes, permanecendo o resultado inicialmente obtido.

Segundo CESAR et al. (2005) a presenga de falso-positivo pode ser devido a baixa
densidade da bactéria na bidpsia coletada, a contaminacdo do aparelho endoscopico, a
presenca de outros microorganismos que ndo a H. pylori, ou até mesmo a presenca da
bactéria numa forma especifica que ndo apresenta a atividade da urease. Por outro lado a
presenca de outros microorganismos com atividade de urease, como, por exemplo, as
Pseudomonas podem ser responsaveis por falso-positivo no teste de urease, enquanto outras
bactérias Gram-negativas, como a Campylobacter jejuni, pode gerar falso-positivo
histologicamente. Contudo a técnica de PCR para o diagndstico da H. pylori, apesar de ndo
ser amplamente usada no diagnostico clinico, tem-se mostrado eficiente e sensivel para a
deteccdo de DNA dessa bactéria em bidpsias gastricas (FABRE et al., 1994), suco gastrico
(DOMINGUEZ-BELLO et al., 2001) e ate em fezes (ARGYROS et al., 2000).

Quanto a ocorréncia de associagdo entre a infeccdo pela H. pylori e padrdes de

metilacdo dos genes WT1 e RARA no grupo de metaplasia intestinal do presente estudo, ndo
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foi observada qualquer associacéo entre esses fatores, como também com outras varidveis
como idade, sexo e tipo histolégico da metaplasia.

Dentre os fatores que merecem destaque no processo carcinogénico € a idade e
conseqientemente o envelhecimento (MATHERS, 2006). Este fator também esta
relacionado com o padrdo de metilagdo do DNA, pois tanto a hipometilacdo global como a
hipermetilacdo local aumentam durante o envelhecimento (HERCEG, 2007). A diminuicdo
progressiva da metilagdo global do DNA foi observada em animais com idade mais
avangada (WILSON et al. 1987) e em culturas de fibroblastos (RICHARDSON, 2003).
Durante o envelhecimento a 5-metilcitosina, contida nas células, diminui com o aumento da
idade tanto in vitro como in vivo (MAYS-HOOPES, 1989; FUKE et al. 2004). De modo
contrério, alguns trabalhos observaram que a hipermetilacdo da regido promotora de genes
especificos aumenta com a idade, em uma variedade de tecidos como o epitélio colorretal
(ISSA et al. 1994), células do sistema imune (ISSA, 2003) e mucosa gastrica (KANG et al.
2003), porém a causa e 0 mecanismo envolvido nesse processo ainda ndo estd bem
esclarecido. Uma possivel explicacdo seria a atividade elevada da DNMT3b, enzima
responsavel pela metilacdo de novo (CASILLAS et al. 2003). Contudo a maioria das
amostras de metaplasia intestinal consideradas como metiladas para os genes WT1 e RARJ,
no presente trabalho, pertenciam ao grupo de individuos até 50 anos, ndo sendo observada
associacdo entre esses fatores. De modo contrério, Fujiwara et al. (2005) em avaliacdo do
padrdo de metilagdo dos genes MGMT, pl16, RASSF1A, DAPK e RAR/ em cancer de
pulmdo verificaram uma associacao significante entre o padrdo de metilacdo com a idade
no grupo controle, mas ndo encontraram qualquer associacdo entre sexo e histologia do
tumor.

O estilo de vida, principalmente no que diz respeito a dieta, o tabagismo e o etilismo
também possuem relacdo direta com o desenvolvimento da neoplasia géstrica e alguns
estudos tém apontado esses fatores como interferentes no processo de metilacdo do DNA.
O acetaldeido, primeiro metabolito altamente toxico, mutagénico e carcinogénico, interfere
em muitos sitios de sintese e reparo do DNA e pode conseqlientemente resultar no
desenvolvimento tumoral (POSCHL,; SEITZ, 2004). Deficiéncias de nutrientes e vitaminas
em alcodlicos crdnicos contribuem para a associacao entre alcool e carcinogénese, mesmo

porgue essa associagao apresenta interagdo com outros fatores como o tabagismo, a dieta e
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suscetibilidade genética. Garro et al. (1991) e Choi et al. (1999) verificaram modificagdes
no grau de metilacdo do DNA de células hepaticas em modelos experimentais de
alcoolismo cronico. Possiveis mecanismos pelo qual o etanol pode interagir com o
metabolismo de carboidratos e a metilagdo do DNA seria devido a reducdo da atividade da
metionina sintetase, a qual promove a remetilacdo a homocisteina em metionina ou talvez
pela inibicdo da atividade da DNA metilase, a qual transfere os grupos metil ao DNA
(POSCHL; SEITZ, 2004).

Quanto ao tabagismo, dentre os 4800 componentes do tabaco, 69 sdo considerados
carcinogénicos. O benzo(a)pireno diol epoxido (BPDE), um dos carcindgenos da fumaca
do tabaco, exibe preferéncia por sitios metilados, resultando na formacdo de aductos e
substituicio de G—T no DNA, freqientemente encontrados em canceres do trato
aerodigestivo em tabagistas (HERCEG, 2007). A nicotina, outro componente do tabaco,
aumenta a proliferacdo celular, angiogénese e inibicdo seletiva do gene COX-2 induzindo
crescimento tumoral e nova vascularizagdo pela redugdo da expressdo do COX-2 e
fosforilacdo de ERK em tecidos gastricos (SHIN; CHO, 2005).

Em conclusdo, no presente estudo foi verificada frequéncia elevada de metilacéo
dos genes WT1 e RARS em metaplasia intestinal e cancer gastrico, assim como nas
respectivas amostras de mucosas normais. Desta forma, ndo ha indicacdo de que a
ocorréncia de metilacdo da regido promotora desses genes esteja diretamente relacionada
com a carcinogénese gastrica. Também ndo ha evidéncias de associagdo entre o padrdo de
metilacdo dos genes WT1 e RARS e a infeccdo pela bacteria H. pylori em metaplasia
intestinal, portanto sendo necessarios estudos mais abrangentes que possam auxiliar no

esclarecimento dessas questdes.
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ANEXO 1. Questionario informativo

QUESTIONARIO

Questionério do projeto: Expressao transcricional e protéica de genes relacionados a atividade da telomerase e
ciclo celular em metaplasia intestinal e Ulcera gastrica, e associagdo com Helicobacter pylori.

Responsaveis: Doutoranda Mércia Cristina Duarte e Profa. Dra. Ana Elizabete Silva (Departamento de Biologia IBILCE-
UNESP, Séo José do Rio Preto-SP), Dr. Kenji Miyazaki e Dr. Aldenis Albanese Borim (Hospital de Base de Sdo José do
Rio Preto-SP).

I. IDENTIFICACAO

N O ettt ettt bbbt b e et et PrONtUANIO: ...
Data de nascimento........... [ooiiiinns [oiiiiinns Sexo: ( )F ()M
Grupo étnico: () caucasobide () negroéide () asiatico
10 ] T o TSSOSO STRSTPSRP FONE: i
L0 To o L= OSSOSO Estado:................
Profissdo atual:........c.ccccevviveeiiercice e tempo de atuagao:........cceevevveernennn.
ProfisSA0 anterior:.........cccvevveiieiesices e tempo de atuagao:........ccceevvvrreennenn
1. DADOS PESSOAIS E FAMILIAIS
- Consumo de bebida alcodlica: () sim ( )nédo () ex-etilista
HA quantos anos:........ccccovrrieceenenensese e, Tipo de bebida.........ccoooorviiiiiiiic dose/dia...............
- Consumo de cigarro: () sim ( )néo () ex-fumante
HA qUANTO ANOS:.....c.cvieieeriiicee e Quantidade (UN/dia):.......cccovvririinnenas

- Doengas anteriores:

() ulcera () gastrite () CANCET (HIPO0: ettt )
([ ) OULTAS (LID0: . ettt ettt bbb eh bbb R bbb R R n R e r et )
- Tratamentos anteriores: ( )sim () ndo

I 00PN
- Cirurgias anteriores: ( )sim ( )ndo

I 00T
- Uso de medicamentos: ( )sim ( )ndo

LI SO
Historia de cancer ou outras doengas na familia (grau de parentesco)

[ T 1 =T (o ST ) ( )dulcera ( ) gastrite

G T 1011 S o Lo TSSO )

I11- DIAGNOSTICO PATOLOGICO

() Metaplasiaintestinal: () completa () incompleta
(' ) Ulcera géstrica

() cancer gastrico: ( )intestinal () difuso

() Helicobacter pylori: () positivo (' ) negativo



ANEXO 2. Distribuic¢do do padrdo de metilagdo dos genes WT1 e RARS e diagndstico molecular da H. pylori
nas amostras de metaplasia intetinal (MI) e respectivas mucosas normais (NMI)

WT1

RARS

Amostras
01
02
03
04
05
06
07
08
09
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35

MI

NMI

MI

NMI

HP
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ANEXO 3. Distribuic¢do do padrdo de metilagdo dos genes WT1 e RARS e diagndstico molecular da H. pylori
em cancer gastrico (CG) e respectivas mucosas normais (NCG)

WT1 RARp
M NMI MI NMI
Amostras U M U M U M U M HP
o1 + + + + + + + + +
02 + + + + + + + + -
03 - + + + + + + + -
04 + + + - + + + + -
05 + + + + + + + - +
06 + + + + + + + + +
07 + + + + + + + + +
08 + + + + + + + + +

69



	CAPA
	FOLHA DE ROSTO
	FICHA CATALOGRÁFICA
	COMISSÃO EXAMINADORA
	DEDICATÓRIA
	AGRADECIMENTOS
	EPÍGRAFE
	SUMÁRIO
	LISTA DE FIGURAS
	LISTA DE TABELAS

	RESUMO
	ABSTRACT
	1. INTRODUÇÃO
	2. MATERIAL E MÉTODOS
	3. RESULTADOS
	4. DISCUSSÃO
	5. BIBLIOGRAFIA
	ANEXO

