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Prefácio 
 
Nossa! O tempo passou e nem vi... 
“Minha menina” já está defendendo o doutorado... 
Essa menina que fui buscar numa sala de aulas, aos sábados, no Curso de Ciências 
Biológicas da UNESP de Bauru... 
Adriana veio para Botucatu, depois de graduada, como aluna do Programa de 
Aprimoramento Profissional-FUNDAP- área de Diagnóstico e Pesquisa Laboratorial 
em Hematologia.  
Destacou-se pela seriedade e dedicação ao trabalho no diagnóstico da Leucemia 
Mielóide Crônica através da pesquisa do mRNA quimérico bcr/abl, pela técnica de 
nested PCR, que na época estávamos implantando.  
Pelas mãos da Tsieko, nossa inesquecível japonesa, no Laboratório de Biologia 
Molecular do Hemocentro (que nessa época media 16m2), logo aprendeu com que 
comprometimento deve-se emitir o resultado de um exame laboratorial e levou isso 
consigo, para a Pesquisa. 
Com esse mesmo comprometimento, desenvolveu o Mestrado e Doutorado. 
Incentivadas e apoiadas pelo Diretor do Hemocentro, Dr. Paulo Machado, 
aprendemos juntas, crescemos juntas. 
Hoje, o Laboratório de Biologia Molecular tem um espaço físico privilegiado e um 
parque tecnológico instalado, como poucos no país. A Adriana participou desse 
processo de crescimento e muito contribuiu para viabilizá-lo. 
Acredito que a formação de um doutor não deva ser feita pela realização de um 
trabalho de pesquisa unicamente. O doutorando deve ter uma posição de liderança 
junto ao outros alunos do laboratório, deve ensinar, colaborar com outros projetos 
em desenvolvimento, assumir responsabilidades pela segurança e bom 
funcionamento dos equipamentos de uso comum, comprar insumos, gerenciar 
estoques, estabelecer prioridades no emprego dos recursos, etc. E isso tudo, na 
bancada de trabalho, não numa mesa administrativa. Adriana fez tudo isso com 
grande competência e espírito de liderança. 
Mas, existe a formalidade de um doutorado e prazos a serem cumpridos... logo 
agora que temos um “caldeirão de dados borbulhando” para serem explorados... 
Digo isso para explicar o modelo de apresentação escolhido: uma sucessão de 
artigos, em diferentes etapas de elaboração (publicados, submetidos à publicação, 
em fase de redação e ainda outras colaborações realizadas dentro do período do 
doutorado). 
O Anexo I, colocado no final deste volume, dá uma idéia dos dados brutos que 
poderão ainda ser explorados. 
Através do olhar crítico da cada membro da banca examinadora, cada qual com uma 
formação peculiar, talvez ainda encontremos outros trabalhos que possam ser 
realizados a partir destes dados. 
Dri, com o maior carinho, deixo de vê-la como “minha menina” e conto com você 
como uma colega de trabalho que deverá dar continuidade a tudo que construímos 
juntas... 
 
                                                                                              Um grande abraço, MIP 
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Análise das alterações genéticas e epigenéticas dos tumores gástricos infectados 

por Helicobacter pylori e Vírus Epstein-Barr 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Câncer Gástrico 
[ARTIGO DE REVISÃO] 

Status: a ser submetido a um periódico científico nacional 
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Câncer Gástrico 
 
[ R E V I S Ã O ]  
    

Introdução 

O câncer gástrico já foi o tipo de câncer mais incidente em todo o mundo.[1] 

Atualmente, ocupa o quarto lugar devido ao aumento na incidência de outras neoplasias 

(principalmente pulmão) e ao declínio de sua ocorrência nos últimos 70 anos.[1,2,3] 

Contudo, permanece como um importante problema de saúde pública mundial por se tratar 

da segunda causa de óbito relacionado ao câncer mais ocorrente no mundo (~700.000 

óbitos/ano), precedida apenas pelo câncer de pulmão.[1,2,4]. 

A distribuição geográfica do câncer gástrico é caracterizada por uma extensa variação 

internacional, as áreas de maior incidência incluem o Leste da Ásia (Japão, China), Leste da 

Europa e países da América Central e Sul. As menores incidências são encontradas no sul da 

Ásia, Norte e Leste da África, América do Norte, Nova Zelândia e Austrália.[2] No Brasil, 

analisando-se homens e mulheres em conjunto, identifica-se que o câncer de estômago foi o 

segundo com maior taxa de mortalidade em todas as regiões do país.[6] São estimados vinte 

e três mil novos casos para o ano de 2006, a um risco de 16 casos novos a cada 100 mil 

homens e 9 para cada 100 mil mulheres. Segundo dados do Instituto Nacional do Câncer 

[6], o câncer de estômago é o segundo mais freqüente entre homens nas regiões Norte e 

Nordeste e o terceiro nas regiões Sul, Sudeste e Centro-Oeste. Entre as mulheres, é o 

terceiro mais freqüente na região Norte e o quarto na região Nordeste; é também, o quinto 

mais freqüente nas demais regiões (Centro-Oeste, Sudeste e Sul). 

A incidência de câncer de estômago eleva-se progressivamente com a idade, a maioria 

dos pacientes possui entre 50 a 70 anos ao diagnóstico e casos de pacientes mais jovens do 

que 30 anos são raros.[1,7] Observa-se que, embora este câncer acometa homens duas 

vezes mais do que mulheres, quando são avaliados grupos jovens, a taxa de incidência nas 

mulheres é sutilmente mais elevada do que entre os homens.[8] 

Patologia e Histologia 

O CG pode ocorrer em qualquer parte do estômago (figura 1) e os sítios mais comuns 

são a porção proximal do estômago (cárdia) que ocorrem em aproximadamente 25% dos 

casos, a porção distal (antro e piloro, não-cardia) em cerca de 50-60% dos casos e os 

demais no corpo e fundo.[9]  
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Estudos [10,11] revelam que, enquanto a incidência das lesões distais (corpo e antro) 

tem diminuído, os tumores proximais (cardia/gastro-oesofageal) têm sua incidência 

aumentada, onde relatos apontam um aumento das neoplasias da cárdia.[12] 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 

Figura 1 - O estômago humano é dividido em cardia, fundo, corpo e antro/piloro.        
Fonte:    http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/6/63/Estomago.svg/790px-Estomago.svg.png, acesso em 02/07/2007. 

 

Os tumores podem ser classificados com base no aspecto macroscópico, utilizando-se 

a classificação de Borrmann [13], usualmente aplicada nos laudos de endoscopia. De modo 

geral, essa classificação agrupa os tumores em quatro tipos distintos: polipóide e vegetante 

(Borrmann I); lesão ulcerada com bordas elevadas (Borrmann II); lesão ulcerada infiltrando 

a parede gástrica (Borrmann III); lesões difusamente infiltrativas, também denominada 

“linite plástica” (Borrmann IV); tumor não-classificável (Borrmann V) [14], como 

esquematizado na figura 2.  

Freqüentemente a neoplasia digestiva é do tipo adenocarcinoma e os remanescentes 

são predominantemente linfomas não-Hodgkin ou leiomiosarcomas. Os adenocarcinomas 

gástricos também podem ser classificados quanto ao grau de diferenciação, isto é, quanto ao 

nível de semelhança morfológica com as células normais maduras do tecido de origem: 

indiferenciado ou anaplásico, pouco diferenciado, moderadamente diferenciado e bem 

diferenciado.[9,15] 

Laurèn (1965) [16] classificou os adenocarcinomas gástricos em dois tipos, intestinal e 

difuso (figura 3). Essa classificação é baseada em achados microscópicos, onde o tipo 

intestinal é caracterizado pela presença de células tumorais com núcleos grandes e 

irregulares, formando estruturas tubulares  semelhantes às encontradas no adenocarcinoma 

de cólon. 
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Figura 2 - Classificação de Borrmann. I - Lesão polipóide ou vegetante, bem delimitada; II - Lesão ulcerada, bem delimitada, de 
bordas elevadas; III - Lesão ulcerada, infiltrativa em parte ou em todas as suas bordas; IV - Lesão difusamente infiltrativa, não 
se notando limite entre o tumor e a mucosa normal. Figura modificada de http://www.hslcase.com.br/images acesso em 10/07/2007. 

 

O tipo difuso parece originar-se diretamente de células gástricas mucosas (sem passar 

por metaplasia intestinal), as células neoplásicas são pouco diferenciadas, infiltrativas e 

separadas, que podem também estar em pequenos grupamentos, porém sem formar 

estruturas glandulares e com núcleos periféricos (células em sinete) devido à concentração 

de mucina em seu citoplasma.[17] 

O tipo intestinal advém de situações pré-cancerosas, como atrofia gástrica ou 

metaplasia intestinal; Correa [18,19] postulou que a cadeia de eventos que ocorre durante o 

desenvolvimento do câncer gástrico intestinal envolve a transição da mucosa normal para 

uma gastrite crônica superficial que então leva à gastrite atrófica e metaplasia intestinal e 

finalmente, à displasia e ao adenocarcinoma. Este tipo é mais freqüente em áreas 

geográficas onde o risco de desenvolver a doença é mais elevado, acomete os indivíduos em 

idade mais avançada, com uma maior preferência pelo sexo masculino.[17,20] O tipo difuso 

está mais associado à ocorrência familial deste tumor, acomete com maior freqüência 

indivíduos mais jovens e não se relaciona com condições pré-neoplásicas, o que sugere 

predisposição genética.[21] Em geral, o tipo difuso apresenta uma evolução clínica mais 

agressiva, podendo prosseguir para metástase precoce.[15,22] Baseados nessas diferenças 

tem-se sugerido que tumores gástricos do tipo intestinal e do tipo difuso são doenças 

distintas, com fatores etiológicos e biológicos específicos.[3,23,24] 

A Organização Mundial de Saúde (OMS) considera quatro padrões histológicos básicos: 

tubular, papilar, mucinoso e células anel-de-sinete e recomenda para o diagnóstico o tipo 

predominante [26]. 

Sintomas e diagnóstico 

Nos estadios precoces, o câncer de estômago cursa com sintomatologia pobre e 

inespecífica. Entretanto, algumas características como perda de peso, anorexia, fadiga, 

sensação de plenitude gástrica, vômitos, náuseas e desconforto abdominal persistente 

podem indicar o câncer de estômago em estadios mais avançados. Sangramentos gástricos 

são incomuns em lesões malignas, porém, a hematemese ocorre em cerca de 10 a 15% dos 

casos de câncer de estômago.[6] A falta de sintomas precoces atrasa o diagnóstico do 
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câncer gástrico e conseqüentemente,  80-90% dos pacientes dos países ocidentais procuram 

por cuidados médicos nos estadios avançados da doença, tornando pobre o prognóstico. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3 – Histopatologia dos adenocarcinomas gástricos do tipo difuso [a, b] e intestinal [c, d] (HE,400X). [a] Adenocarcinoma 
do tipo difuso pouco diferenciado: apresenta células pequenas difusamente dispersas, algumas em “anel-de-sinete” (setas 
amarelas). [b] Adenocarcinoma do tipo difuso indiferenciado. [c] Adenocarcinoma do tipo intestinal moderadamente 
diferenciado: nota-se a presença de estruturas papilares. [d] Adenocarcinoma do tipo intestinal moderadamente diferenciado: 
verifica-se uma arquitetura tumoral esboçando arranjos tubulares, infiltrando a camada muscular. Fonte: Lima (2006) [25].  

 

O diagnóstico das neoplasias gástricas conta com métodos radiológicos e endoscopia 

digestiva alta e análise histopatológica da biópsia coletada durante a endoscopia.[27] Na 

radiografia do estômago, após a ingestão de bário como contraste, são realizadas 

radiografias seqüenciais que delineiam o interior do estômago, a procura por áreas anormais 

ou tumores. A endoscopia digestiva alta permite, além da observação e avaliação das lesões 

com documentação fotográfica, a coleta de material para estudo microscópico e diagnóstico 

histopatológico das lesões. Os dois exames são complementares no apoio diagnóstico e não 

são considerados mutuamente exclusivos. 

Após diagnóstico do câncer gástrico, a determinação do estadio da doença é 

fundamental para a tomada de decisão terapêutica. O estadiamento tumoral pode ser 

baseado em dados clínicos ou patológicos, onde o primeiro é realizado com base na 

extensão do tumor (estabelecida através de exame físico auxiliado por exames radiográficos, 

endoscópicos e histológicos) e o patológico (pela observação microscópica do material 

proveniente de ressecção cirúrgica), visando avaliar a profundidade do tumor (T), presença 

de linfonodos comprometidos (N) e ocorrência de metástase à distância (M). A classificação 
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pTNM (tabela 1), estabelecida pelo American Joint Commitee on Cancer system [28] utiliza 

tais dados para compor o estadiamento tumoral (tabela 2). 

 

Tabela 1  - TNM Patológico 

Tumor Primário (pT) 

TX Tumor primário não pode ser avaliado 

T0 Sem evidência de tumor primário 

Tis Carcinoma in situ 

T1 Tumor invade a lâmina própria ou submucosa 

T2 

T2a 

T2b 

Tumor invade a muscular própria ou subserosa 

Tumor invade a muscular própria 

Tumor invade subserosa 

T3 Tumor invade a serosa sem invadir estruturas adjacentes 

T4 Tumor invade estruturas adjacentes 

Linfonodos Regionais (pN) 

NX  Linfonodos regionais não podem ser avaliados 

N0  Sem metástase para linfonodos regionais 

N1  Metástase em 1 a 6 linfonodos regionais 

N2  Metástase em 7 a 15 linfonodos regionais 

N3  Metástase em mais de 15 linfonodos regionais 

Metástase à Distância (pM) 

Mx Presença de metástase a distância não pode ser avaliada 

M0 Sem metástase à distância 

M1 Com metástase à distância 

  Adaptado do Cancer Staging Handbook (2002).
(28)

 

 

Tabela 2  - Agrupamento por Estadiamento 

Estadiamento  pTNM  

0 Tis N0 M0 

IA T1 N0 M0 

IB 
T1 

T2a/b 

N1 

N1 

M0 

M0 

II 

T1 

T2a/b 

T3 

N2 

N1 

M0 

M0 

 

IIIA 
T1 

T2a/b 

N0 

N1 

M0 

M0 

IIIB T3 N2 M0 

IV 

T4 

T1-3 

Qualquer 

N1-3 

N3 

Qualquer 

M0 

M0 

M1 

  Adaptado do Cancer Staging Handbook (2002).
(28)
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Tratamento 

A ressecção cirúrgica (gastrectomia) de parte ou todo o estômago oferece a única 

possibilidade de cura ou taxas de sobrevivência elevadas em longo prazo. A localização, o 

tamanho, padrão e extensão da disseminação e tipo histológico do tumor são levados em 

consideração na determinação da abordagem cirúrgica.[6,29] Em estadios iniciais, quando o 

tumor ainda está limitado ao estômago, a área afetada e os linfonodos próximos são 

removidos. Nos estadios II ou III, quando o tumor também se estende para estruturas fora 

do estômago ou mais de 3 linfonodos estão comprometidos, a quimioterapia ou radioterapia 

podem ser usadas como tratamentos secundários que associados à cirurgia podem 

determinar melhor taxa de sucesso. Nos casos avançados, quando o tumor se espalhou para 

outras áreas do corpo, o tratamento é realizado com as mesmas modalidades (cirurgia, 

quimioterapia e radioterapia), porém sem aspecto curativo. A intenção do tratamento será o 

alívio dos sintomas, aumento da sobrevida e proporcionar melhor qualidade de vida ao 

paciente.[29] 

Sobrevida 

A taxa de sobrevida global de cinco anos para todos os pacientes é muito baixa, com 

uma média de sobrevida após 5 anos de 28% e 18%, respectivamente, em países 

desenvolvidos e em desenvolvimento [6]. Dados Europeus [30] mostram que apenas 

aproximadamente 20% dos pacientes sobrevivem mais de cinco anos após o diagnóstico; 

nos Estados Unidos, a taxa de sobrevida relativa aos cinco anos é de 18% para os pacientes 

brancos [31]; o Japão apresenta a melhor taxa de sobrevida variando entre 47-71%, como 

resultado dos esforços desde 1960 no combate ao câncer de estômago, principalmente na 

implementação do diagnóstico precoce [32,33]. No Brasil, Bustamante-Teixeira e 

colaboradores (2006) [34] em um estudo pioneiro no país, apontam na cidade de Campinas-

SP taxas de sobrevida de 32% após o primeiro ano e de 9% ao final de cinco anos. 

Etiologia 

O câncer gástrico possui uma etiologia complexa e multifatorial, onde os fatores 

ambientais, condições precursoras e fatores genéticos recebem grande ênfase como fatores 

causais.  

Fatores Ambientais 

[Dieta] 

Certos hábitos alimentares estão sendo consistentemente associados ao aumento nos 

riscos de desenvolvimento de câncer gástrico. O consumo regular e em excesso de alimentos 
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salgados, mal conservados e defumados parecem aumentar significantemente os riscos a 

essa doença.[35,36,37,38] Estudos no Japão [3] sugerem que o recente declínio nas mortes 

por câncer gástrico naquele país tenha sido acompanhado por um declínio paralelo no 

consumo per capita de alimentos salgados e defumados. Apoiando essa hipótese, verifica-se 

que descendentes de populações que migram de regiões do mundo com alto risco (p.ex. 

Japão) para regiões de baixo risco (p.ex. E.U.A.) e modificam seus hábitos diários, 

apresentam um marcante declínio no risco de CG.[39,40] Evidências experimentais com 

modelos animais que receberam dieta rica em sal têm mostrado que a ingestão excessiva 

de sal leva à atrofia gástrica, além de estar associada a metaplasia  e facilitar a 

carcinogênese gástrica na presença de outros carcinógenos.[41,42] Também, os nitritos 

usados para conservar alguns tipos de alimentos, como picles, salsichas e alguns tipos de 

enlatados, favorecidos pelo pH gástrico, reagem espontaneamente, formando compostos N-

nitrosos, como a nitrosamina, conhecida como potente carcinógeno do trato digestivo 

superior.[43] Sua ação pode estar relacionada com a inibição da vitamina C e de outros 

antioxidantes que protegem o DNA e por serem capazes de provocar desaminação de 

purinas e pirimidinas, ocasionando mutações.[44,48] Entretanto, como revisado por 

Eichholzer & Gutzwiller [49], a relação entre dieta rica em nitritos e câncer permanece a ser 

melhor evidenciada. 

Estudos ecológicos, caso-controle e de coorte realizados em populações de diversas 

áreas geográficas parecem indicar que o consumo regular de frutas e vegetais frescos 

protegem a mucosa gástrica do câncer.[44,45,46] Provavelmente, a proteção é proveniente 

dos efeitos antioxidantes de micronutrientes como ácido ascórbico (vitamina C), β-

carotenóides, α-tocoferol (vitamina E) e folato presentes nos vegetais.[50] Uma revisão 

internacional [51] realizada pelo World Cancer Research Fund–American Institute for Cancer 

Research admitiu a existência de evidências convincentes de que a ingestão de vegetais 

frescos pode diminuir o risco de câncer oral, de faringe, laringe, pulmão, estômago, colon e 

reto. O consumo recomendado pela OMS é de pelo menos cinco porções diárias de frutas e 

vegetais (em torno de 400g por dia) [52]. Dados comparativos entre gêmeos mostraram que 

os indivíduos com hábitos de consumo reduzido de frutas e verduras apresentaram uma 

risco relativo (RR) igual a 5,5 (95% CI: 1,7 a 18,3) de desenvolverem câncer de estômago 

quando comparados com seus irmãos gêmeos com hábito de consumo regular de vegetais 

frescos. Pôde-se observar também que a proteção foi dose-dependente.[53] Contudo, 

resultados conflitantes ainda são produzidos, outros estudos [54,55,56] falham ao tentar 

associar consumo de vegetais frescos a proteção contra câncer gástrico. Nos Estados Unidos, 

um estudo de coorte envolvendo um grande número de indivíduos, mostrou um risco 
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relativo reduzido entre os homens que consumiam vegetais (RR = 0,79; 95% CI:0,67 a 

0,93) e um inesperado risco aumentado entre mulheres com tais hábitos alimentares (RR = 

1,25; 95% CI: 0,99-1,58)[57].   

No Brasil, assim como em outros países, é observada uma variação marcante entre os 

estados no que diz respeito à diversidade nos hábitos alimentares. A possível associação 

entre os fatores nutricionais e câncer pode ser apoiada pelo Inquérito Domiciliar sobre 

Comportamentos de Risco e Morbidade [58] realizado pelo Ministério da Saúde entre os anos 

de 2002 e 2003. Neste estudo, foi observado que nas regiões do Brasil que apresentam as 

maiores porcentagens de consumo de pelo menos cinco frutas ou legumes e verduras 

frescas por semana são as regiões onde o câncer gástrico está em menor freqüência quando 

comparadas com as regiões em que o consumo é menor. Consumo reduzido de frutas e de 

vegetais, baixo nível sócio-econômico e tabagismo foram considerados como fatores de risco 

para o câncer de estômago em um estudo conduzido por Nishimoto e colaboradores [59] na 

cidade de São Paulo. 

Os dados obtidos têm sido muitas vezes difíceis de interpretação, pois, a maioria dos 

estudos é retrospectiva e os dados foram fornecidos pelos pacientes, confiando à sua 

memória as informações de seus hábitos alimentares anteriores.  

 

[Infecção por Helicobacter pylori] 

Desde que a bactéria Helicobacter pylori (HP) foi relatada pela primeira vez por 

Marshall & Warren em 1983, tem-se atribuído um importante papel da infecção por HP na 

carcinogênese gástrica sustentada por estudos epidemiológicos que têm demonstrado 

correlações entre o risco de CG e a prevalência da infecção por essa bactéria.[45,60,61]  A 

infecção por HP é aceita como a principal causa de características histológicas que levam a 

doenças gastroduodenais, incluindo úlcera péptica, gastrite crônica e linfoma de MALT 

(mucosa associated lymphoid tissue) [62] e é classificada como carcinógeno de classe I, no 

câncer gástrico, pela Organização Mundial da Saúde.[63]  

O HP é uma bactéria Gram negativa que coloniza o estômago e está profundamente 

localizada nas criptas gástricas da camada mucosa. Destaca-se pela sua morfologia, 

espiralada com as extremidades arredondadas, que juntamente com a presença de cinco ou 

seis flagelos unipolares, garantem à bactéria uma motilidade que facilita a penetração no 

muco gástrico.[63] O HP  produz urease, uma enzima essencial à colonização, pois ajusta o 

pH do meio gástrico. Pela hidrólise da uréia no suco gástrico e fluido extracelular, o 

organismo é capaz de gerar bicarbonato e amônia, os quais tamponam a acidez gástrica e 
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neutralizam o pH ao redor da bactéria, protegendo-a até que tenha acesso à camada de 

muco gástrico.[64]  

Uma análise de dados em 13 países [65] demonstrou uma forte correlação entre a 

incidência de câncer gástrico e a prevalência de infecção por HP. Em países em 

desenvolvimento, freqüentemente 50 a 90% da população é hospedeira deste 

microorganismo. Observou-se que a infecção ocorre na infância e persiste até a idade 

adulta. Em países desenvolvidos, a prevalência é menos acentuada e sua maior incidência 

ocorre em indivíduos mais velhos, sugerindo que a melhora das condições de vida daquela 

população com o passar dos anos preveniu a infecção.[8,63]  

Vários mecanismos têm sido implicados no papel do H. pylori no processo de 

carcinogênese gástrica. A ação do microorganismo na mucosa gástrica leva à esfoliação do 

epitélio, o que provoca um aumento da proliferação celular, normalmente acompanhada de 

células precursoras imaturas. Desta forma, a produção de muco é alterada, prejudicando a 

integridade e função protetora da mucosa gástrica. Adicionalmente, durante a resposta 

inflamatória do hospedeiro, ocorre estímulo das interleucinas IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-α e 

atração a neutrófilos e células inflamatórias mononucleares, as quais causam danos na 

superfície epitelial gástrica.[66,67] Essas alterações podem levar a perda das células 

parietais (atrofia), metaplasia intestinal e adenocarcinoma.[67] Notadamente, a inflamação 

causada por HP pode gerar radicais livres que podem contribuir para a ocorrência de 

mutações. Outro mecanismo estaria associado à participação do HP no desenvolvimento e 

progressão da gastrite crônica de uma forma não atrófica superficial para formas mais 

severas, incluindo gastrite atrófica com metaplasia intestinal em uma pequena proporção dos 

casos.[69] A infecção causa gastrite crônica em quase todos os indivíduos infectados[70,71] 

e esta se faz presente na grande maioria dos casos de câncer gástrico associada com um 

aumento do risco para essa condição [72]. Contudo, somente uma pequena porcentagem 

das pessoas infectadas com HP desenvolverá qualquer das complicações gástricas 

associadas à infecção, sugerindo que o desenvolvimento das doenças parece ser 

determinado pela combinação de vários fatores relacionados ao hospedeiro e ao 

microorganismo.[73] 

A suscetibilidade genética individual, na realidade, deve ter um papel crítico em uma 

variedade de processos relevantes para a carcinogênese gástrica, incluindo a proteção da 

mucosa em face da infecção por HP e outros carcinógenos; a resposta inflamatória, que 

condiciona a manutenção, severidade e resultado da infecção por HP; o funcionamento da 

desintoxicação dos carcinógenos e proteção antioxidante; a variabilidade intrínseca dos 

processos de reparo do DNA e o controle da proliferação celular.[74].   
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À parte dos fatores relacionados ao hospedeiro, há determinantes específicos de 

virulência das cepas de HP que influenciam os resultados clínicos da infecção. Recentemente 

foram identificados dois importantes fatores de virulência, a citotoxina vacuolizante 

(vacuolating cytotoxin, VacA) e a proteína associada à citotoxina (cytotoxin-associated 

protein, CagA). Essas proteínas são codificadas, respectivamente, pelos genes VacA e 

CagA.[75] A citotoxina vacuolizante (VacA) induz a formação de vacúolos em células 

epiteliais gástricas in vitro [76] e está associada com úlcera péptica. Todas as cepas de H. 

pylori  possuem o gene VacA, no entanto, foi observada uma variação considerável entre as 

linhagens, na atividade vacuolizante da toxina. A heterogeneidade dos alelos de VacA pode 

ser um fator determinante nas variações das doenças entre pacientes infectados por HP. 

Existem duas regiões variáveis no gene VacA: uma região de aproximadamente 50 pares de 

bases (pb), denominada s, localizada na região 5’ terminal, que codifica um peptídeo sinal, 

onde são identificados os tipos s1 (com subtipos s1a, s1b e s1c) e s2, e uma região mediana 

do gene, em torno de 700 pb que apresenta os subtipos m1 e m2.[77] 

A combinação em mosaico desses tipos alélicos distintos (s e m) determina a produção 

e a especificidade da atividade da citotoxina e está associada à patogenicidade bacteriana. 

Todas as linhagens possuem um dos tipos de seqüência sinal e um dos tipos da região 

mediana, desta forma as possíveis variantes seriam s1m1, s1m2, s2m2 e cepas com s2m1 

não foram encontradas. As cepas do tipo s1m1 produzem altos níveis da toxina, o tipo s1m2 

produz níveis de moderados a baixos da toxina, enquanto que s2m2 não produzem 

citotoxina ativa.[78,79].  A seqüência sinal do tipo s1, mas não a do tipo s2, está fortemente 

associada à atividade de citotoxina in vitro, à úlcera péptica e à presença do CagA.[76]  

CagA representa um possível marcador de virulência. Faz parte da ilha de 

patogenicidade cag (PAI), um segmento de 40 quilobases com aproximadamente 30 genes 

que desempenham papéis importantes na indução da inflamação (principalmente IL-8) e 

possuem homologia a genes que codificam proteínas do sistema secretor do tipo IV, os quais 

exportam proteínas das células bacterianas.[60,61,80] CagA está presente em 

aproximadamente 60 a 70% das cepas de HP e codifica uma proteína de alto peso molecular 

(120 a 140 quilodáltons).[81] O fator de virulência CagA é fortemente associado ao risco de 

carcinoma, enquanto que sua ausência implica, quando muito, em um baixo risco para 

adenocarcinomas difusos.[ 75,82,83] O gene CagA é terminal na ilha de patogenicidade e é 

utilizado como marcador para o locus cag inteiro.[84] 

Embora haja uma forte correlação entre a atividade da citotoxina vacuolizante e a 

presença de CagA, os dois genes, CagA e VacA, localizam-se em loci distintos no genoma do 

Helicobacter pylori  e mutações de CagA que resultem na perda da expressão da proteína 
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CagA, não afetará a produção de VacA, sugerindo que a expressão das duas proteínas seja 

independente.[85] 

As populações de HP são extremamente diferentes, devido a mutações pontuais, 

substituições, inserções e/ou deleções em seu genoma. Um único hospedeiro pode abrigar 

várias cepas que, com o decorrer do tempo, podem sofrer mutações endógenas, rearranjos 

cromossômicos ou recombinações entre as cepas [85] e a genotipagem de VacA e a 

detecção de CagA poderá permitir a identificação de pessoas infectadas em diferentes níveis 

de riscos.[76] 

 

[Infecção pelo Vírus Epstein-Barr]  

O vírus Epstein-Barr (EBV) é um membro da Família Herpesviridae, mais 

freqüentemente adquirido na infância e, como o Helicobacter pylori, persiste até a idade 

adulta. Em adolescentes e adultos jovens, a infecção primária resulta em mononucleose.[86] 

O EBV foi originalmente isolado em biópsias do Linfoma de Burkitt, existindo uma associação 

significante em pacientes imunocomprometidos e em doenças linfoproliferativas, linfomas 

nasais, doença de Hodgkin’s e foi detectado em 2-16% dos carcinomas gástricos.[86,87] 

Pequenos RNAs de EBV foram encontrados em células do carcinoma gástrico, ainda no 

estágio intramucosa. EBV parece ser um dos fatores contributivos para o desenvolvimento 

do carcinoma gástrico e este vírus tem sido encontrado em muitos casos de carcinomas 

gástricos semelhantes a linfoepitelioma e em pequenas, mas significantes proporções de 

adenocarcinomas gástricos comuns.[88,89] Gurtsevich e colaboradores [90] avaliaram a 

incidência do vírus Epstein-Barr associados a câncer gástrico entre pacientes russos. O 

envolvimento de EBV mostrou-se significativamente mais freqüente entre homens, 

especialmente em tumores do tipo menos diferenciados e localizados no estômago superior 

(cárdia e parte média). Pouco é conhecido sobre os mecanismos moleculares da ação de 

EBV na origem do câncer gástrico, porém, estudos com amostras de CG EBV-positivo têm 

mostrado uma alta freqüência da perda de expressão do gene CDKN2A (p16) maior do que 

os CG EBV-negativos.[91,92] 

Fatores Genéticos e Epigenéticos 

Alterações cromossômicas e outros defeitos genéticos têm sido associados ao câncer 

gástrico e vários estudos têm demonstrado evidências da predisposição genética a esta 

neoplasia. A maioria dos carcinomas gástricos ocorre esporadicamente e somente uma 

pequena proporção dos casos (8-10%) parece estar associada a fatores familiais [93], 

entretanto, parentes em primeiro grau de pacientes com câncer gástrico parecem ter riscos 
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duas a três vezes maiores de serem acometidos pela mesma doença.[93,94] Estudos 

moleculares têm demonstrado claramente que inúmeras alterações genéticas são 

responsáveis pelo desenvolvimento e progressão do câncer gástrico.[17,95,96] 

Freqüentemente, as doenças neoplásicas apresentam múltiplas alterações genéticas que 

envolvem duas classes de genes: os supressores de tumor e os oncogenes. A inativação do 

primeiro, combinada à ativação de oncogenes pode levar a malignidade. Essas alterações 

genéticas podem ser herdadas ou ocorrer em células somáticas. As alterações genéticas no 

câncer gástrico são muito similares às encontradas no câncer de cólon, especialmente no 

adenocarcinoma intestinal.[94] Dentre essas alterações, são apontadas mutações e 

alterações na expressão de genes implicados na proliferação e morte celular (TP53, BCL-2, 

SC-1), na segregação cromossômica (APC), na adesão celular (CDH1, β-catenina), na 

transdução de sinal (K-RAS) e neoangiogênese (VEGF), entre outros.[94]. O gene TP53, o 

mais extensivamente estudado gene supressor tumoral, é freqüentemente alterado em 

vários tipos de cânceres humanos, é encontrado mutado em 50% das neoplasias gástricas 

em estadios histologicamente avançados.[97]  

A caderina-E é uma glicoproteína transmembrana expressa em células epiteliais, 

responsável pela adesão celular dependente de cálcio. Esta se liga a várias proteínas 

citosólicas incluindo as cateninas-α, -β e -γ formando um complexo ativo, necessário para a 

manutenção da adesão intercelular normal.[98,99] A caderina-E é também envolvida na 

inibição por contato da proliferação celular, pois induz a parada no ciclo celular pela 

regulação da proteína p27, envolvida na regulação do ciclo celular.[100] Sua sub-expressão 

tem sido encontrada em várias outras doenças, com potencial valor prognóstico. 

Adicionalmente, o gene CDH1, que codifica a proteína caderina-E, é um importante 

candidato na carcinogênese gástrica. Foram identificadas mutações somáticas neste gene 

em mais do que 50% dos tipos difusos de câncer gástrico.[101] ODA e colaboradores [102] 

descreveram a presença de mutações em um dos alelos no gene CDH1 juntamente com a 

perda do alelo selvagem em 60% das neoplasias gástricas do tipo difuso. Dois tipos de 

eventos parecem silenciar CDH1: mutações somáticas e metilação.[103,104]  

 A metilação no DNA ocorre pela adição de um grupo metil ao carbono 5 da citosina, 

reação catalizada pela enzima DNA metil-transferase. Nos mamíferos, o principal alvo da 

metilação é a citosina próxima à guanina (5'-CpG-3'). As seqüências alvo da metilação não 

são distribuídas de maneira uniforme no genoma, mas, encontradas ao longo de regiões 

ricas em dinucleotídeos CG como as ilhas CpG e outras regiões repetitivas no genoma. As 

ilhas CpG são seqüências de aproximadamente 200 pares de bases (pb), encontradas 

principalmente nas regiões promotoras dos genes housekeeping e também em alguns outros 
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genes que se expressam em tecidos específicos. Silenciar um gene intacto através da 

metilação das seqüências controladoras adjacentes é um evento normal do desenvolvimento, 

da diferenciação e da inativação do cromossomo X, mas ocasionalmente, a metilação 

aberrante das ilhas CpG nos promotores poderá causar uma perda patogênica de função 

deste gene.[105] 

Chan e colaboradores [106] encontraram metilação no gene da caderina-E em 58% 

das amostras de câncer primário e em 66% de metástases de CG nos linfonodos, resultados 

similares também foram apontados por TAMURA e colaboradores [107].   

Kang e colaboradores [108] demonstraram a ocorrência de metilação dos genes 

CDKN2A  (Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A), DAP-quinase (Death-associated protein 

kinase), THBS1 (Thrombospondin 1) e TIMP3 (tissue inhibitor of metalloproteinase 3) na 

metaplasia intestinal, o que sugeriria a ocorrência precoce da metilação na via da 

carcinogênese gástrica. 

O gene CDKN2A codifica a proteína p16, que inibe as ciclinas dependentes de quinases 

(CDK) que por sua vez inativam a pRB1 (proteína retinoblastoma, necessária para a inibição 

do ciclo celular) por fosforilação. Assim, a perda da função de p16 leva à perda de função de 

pRB1 e a um ciclo celular inapropriado. Mutações ou deleções em CDKN2A foram relatadas 

em uma série de tumores.[109] Nos carcinomas gástricos e em algumas linhagens celulares 

de CG que não expressam p16, as alterações genéticas no gene são pouco freqüentes.[110] 

LEE e colaboradores [111] analisaram dez amostras de tumores gástricos quanto a deleções 

homozigotas e mutações genéticas no gene CDKN2A e não encontraram qualquer alteração 

genética nas amostras tumorais e em somente um dos tumores testados tinha mRNA para 

p16. Estes resultados sugerem que um mecanismo alternativo é responsável pela inativação 

de CDKN2A nestes tumores.[109] Toyota e colaboradores [112] relataram uma alta 

freqüência de hipermetilação do promotor de CDKN2A em amostras de câncer gástrico. 

DAP-quinase (Death-associated protein kinase) é uma proteína quinase que participa 

de vários sistemas pró-apoptose induzidos por gama interferon. A perda da expressão de 

DAP-quinase associada à metilação da região promotora do gene DAPK deve resultar na 

supressão da morte celular por apoptose em vários carcinomas, incluindo o câncer 

gástrico.[112] Kang e colaboradores [113] encontraram metilação em DAPK em 56% das 

amostras de tumores gástricos analisadas. Estudos recentes têm associado metilação nesse 

gene com um fenótipo mais agressivo e metástases em alguns tumores humanos [113].  

As ciclooxigenases (Cox) são enzimas-chave responsáveis pela conversão do ácido 

araquidônico em prostaglandinas que são mediadoras de processos inflamatórios.[114] As 

ciclooxigenases possuem duas isoformas, Cox1 e Cox2. Cox1 é expressa constitutivamente 
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em vários tecidos e está envolvida em várias funções fisiológicas, enquanto que Cox2 é 

induzida por estímulos patológicos, tais como inflamação, fatores de crescimento e citocinas 

produzidas por células tumorais.[114] A isoforma Cox2 é super-expressa em vários tipos de 

tumores.[115] Atualmente, estudos têm demonstrado que a desregulação da Cox2 pode ser 

provocada pela infecção por Helicobacter pylori  [115] e que a desregulação na expressão 

dessa proteína pode contribuir para a carcinogênese gástrica pela inibição da apoptose, 

estímulo da proliferação celular e angiogênese.[116,117] Experimentos in vitro de Tsujii e 

colaboradores [118] demonstraram que a expressão da Cox2 está associada à resistência a 

apoptose e a um aumento no potencial de metástase. Toyota e colaboradores [119] 

encontraram metilação aberrante densa (maior do que 70%) em 5 de 33 linhagens celulares 

analisadas e metilação parcial em 10 destas linhagens; observaram também que a perda da 

transcrição do gene COX2 estava correlacionada com a metilação do exon 1 daquele gene. 

A instabilidade de microssatélites (MSI) é observada em 20-30% dos CG com uma 

freqüência mais alta nos casos familiais.[120] Os microssatélites são seqüências de 

nucleotídeos repetitivas que são encontradas dispersas, porém conforme padrões,  no 

genoma. As unidades repetidas que compreendem o microssatélite variam de 1 até 6 

nucleotídeos, porém os mais comuns consistem de 2 nucleotídeos. O número de unidades de 

repetição em um microssatélite pode variar muito de um indivíduo para outro, apresentando 

um alto polimorfismo, o que torna os microssatélites marcadores altamente informativos 

para estudos genéticos de ligação, perda de heterozigosidade e testes de paternidade; as 

mutações que ocorrem nas regiões microssatélites, envolvendo o ganho ou a perda de 

unidades repetitivas, caracterizam a instabilidade de microssatélites.[121] Estes erros em 

regiões repetitivas ocorrem durante a replicação do DNA e devem ser corrigidos por um 

conjunto de enzimas que formam o sistema de reparo de erros de pareamento do DNA. No 

DNA humano os genes de reparo melhor estudados são os genes hMLH1 e hMSH2.[122] 

Mutações nesses genes causam 90% da MSI encontrada em câncer colo-retal hereditário 

(HNPCC), porém, mutações em linhagens germinativas ou somáticas nestes genes são 

raramente observadas nos casos esporádicos ou familiais de câncer colo-retal não poliposo, 

sugerindo que outros genes estejam envolvidos nos erros de replicação nestes casos.[122] 

Há relatos de que pacientes com tumores coloretais e com tumores gástricos com MSI têm 

uma maior sobrevida do que aqueles com tumores sem MSI.[123] Muitos pesquisadores 

utilizam um painel para vários loci de MSI, porém o indicador mais sensível é o locus BAT-

26.[123] BAT-26 é uma seqüência de 26 adenosinas (A) (variação entre indivíduos > que 

5%) que podem apresentar 24, 25 ou 27 adenosinas e por isso é denominado de 

monomórfico. BAT-26 é altamente sensível à instabilidade de microssatélites. Recentemente 
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estabeleceu-se que a análise da seqüência de BAT-26 poliA localizado no quinto intron do 

gene de reparo de erros de DNA hMSH2  é suficiente para a determinação do padrão de 

erros de replicação nos tumores.[124] A perda da expressão de hMLH1 tem sido associada à 

metilação na região promotora do gene hMLH1 [124] e, séries de estudos [125,126,127] 

têm demonstrado que a metilação de hMLH1 está fortemente associada com a MSI no 

câncer gástrico. 

Outros Fatores Associados 

Certas doenças têm sido consideradas como possíveis precursores do câncer gástrico 

como gastrites atrófica, acloridria, anemia perniciosa [128], metaplasia intestinal, úlceras 

gástricas crônicas e pólipos gástricos. A gastrite crônica atrófica e a metaplasia intestinal são 

lesões gástricas que podem progredir durante décadas até o câncer gástrico [97]. 

Modificações no epitélio gástrico e redução da produção de ácido clorídrico pelas células são 

os maiores indícios de que elas sejam etapas precursoras da neoplasia. Entretanto, apenas 

uma pequena porcentagem de pacientes com gastrite atrófica evolui para o câncer gástrico. 

A gastrectomia distal para corrigir desordens benignas, particularmente a úlcera péptica, 

parece estar associada com um aumento no risco de câncer gástrico.[129] 

A relação entre tabagismo-dose dependente e câncer de estômago tem sido 

considerada [130], entretanto os estudos são ainda controversos e enquanto algumas 

avaliações não encontraram associações entre fumo e câncer gástrico [131], outras relatam 

evidências que suportam tal associação.[132,133,134]  

 

Considerações Finais 

As últimas décadas foram marcadas por avanços na biologia molecular que possibilitaram o 

desenvolvimento de marcadores genéticos que tornaram mais seguros e precisos o 

diagnóstico e prognóstico de algumas neoplasias malignas. O estabelecimento da relação 

entre Helicobacter pylori e doenças gástricas representou um grande salto no entendimento 

do câncer de estômago. É evidente que a carcinogênese gástrica resulta de uma interação 

entre fatores genéticos, bacterianos, ambientais e moleculares e, as pesquisas atuais visam 

a aplicação desses avanços na detecção precoce do câncer de estômago, bem como na 

prevenção ou desenvolvimento de terapias mais efetivas. Muito já aprendemos e 

desvendamos, contudo, a complexidade dos eventos que envolvem a tumorigênese gástrica 

torna instigante a pesquisa nas mais diversas áreas relacionadas ao tema. A satisfação 

sentida por pesquisadores que desvendam os intricados eventos moleculares só não será 
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maior do que a satisfação compartilhada entre os clínicos que observarem o melhor 

prognóstico de seus pacientes quando a maioria deles for diagnosticada precocemente. 
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Resumo 
 

O câncer gástrico (CG) é um dos tipos mais comuns de câncer e apresenta altas taxas 

de mortalidade. Embora seja observada redução em sua incidência, o prognóstico para essa 

doença permanece ruim, principalmente quando o diagnóstico é feito nos estadios 

avançados. Recentes evidências têm identificado a metilação do DNA como um mecanismo 

importante na inativação de genes supressores de tumor. Infecção por Helicobacter pylori é 

considerada como um dos principais fatores etiológicos e o gene bacteriano CagA é 

associado com doenças gastroduodenais mais severas, incluindo câncer. Igualmente, o vírus 

Epstein-Barr é um outro agente infeccioso associado a pelo menos 10% dos casos de câncer 

gástrico. Neste estudo, nós determinamos o padrão de metilação dos genes CDH1, DAPK, 

COX2, hMLH1 e CDKN2A e a freqüência da Instabilidade de Microssatélites (MSI) em 89 

amostras de tumores gástricos primários e buscamos por correlações com a infecção por 

Helicobacter pylori e vírus Epstein Barr e também, com características clinicopatológicas dos 

adenocarcinomas gástricos. COX2 foi o gene com a maior freqüência de metilação (63.5%) 

nestes pacientes, seguido por DAPK (55.7%), CDH1 (51%), CDKN2A (36%) e hMLH1 

(30.3%). Nesse estudo, MSI foi associado com metilação em hMLH1 e inversamente 

correlacionado com metilação do gene DAPK. Também, MSI foi inversamente correlacionado 

com presence de cepas H. pylori CagA+, sugerindo novas evidências para a associação entre 

MSI e melhor prognóstico. 
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Abstract 

Gastric cancer (GC) is one of the most common cancer types and it is associated with 

high mortality frequencies. Although a decrease in the worldwide incidence is observed, the 

prognosis of this disease still remains poor, mainly when the diagnosis is carried out at 

advanced stages. Recent evidences have identified DNA methylation as an important 

mechanism for tumor suppressor gene inactivation. Helicobacter pylori infection is 

considered one of the most important etiological factors and the CagA gene is associated 

with more severe pathologies including cancer. Likewise, EBV is another infectious agent that 

has been associated with gastric carcinoma in at least 10% of the cases. In this study, we 

determined the promoter methylation status of the CDH1, DAPK, COX2, hMLH1 and CDKN2A 

and MSI frequency in 89 primary gastric carcinomas and correlated the findings with the 

presence of H. pylori and EBV infections and also with clinicopathological features of gastric 

carcinomas. COX2 was the most frequently hypermethylated gene (63.5%) in these patients, 

followed by DAPK (55.7%), CDH1 (51%), CDKN2A (36%) and hMLH1 (30.3%). In this study, 

MSI was correlated with hMLH1 methylation, as shown before, and there was an inverse 

correlation between DAPK hypermethylation and MSI. Also, MSI was inversely correlated 

with H. pylori CagA+, providing new evidence for the association of MSI and better 

prognosis. 
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Introduction 

 Gastric cancer (GC) is one of the most common cancer types and it is associated with 

high mortality frequency.[1] In the last decades, a decrease in the worldwide incidence and 

some changes in therapeutical and diagnostic modalities have taken place. However, the 

prognostic of this disease remains poor, mainly when the diagnosis is undertaken at 

advanced stages.[2] The most effective therapy is still the surgical resection but in a 

significant number of the cases, especially in the advanced stages, it is only palliative. Thus, 

studies that elucidate the mechanisms that act in gastric carcinogenesis and search for 

possible markers that can assist in its earlier diagnosis as well in therapeutic approaches are 

relevant.  

 More than 90% of GCs are adenocarcinomas, which can be divided into intestinal or 

diffuse histological types. The natural history of GC is complex and not entirely understood. 

The most accepted hypothesis is related to the intestinal type, in which environmental 

factors, such as Helicobacter pylori (HP) infection, may play a role and it is characterized by 

precursor lesions of gastric mucosa, followed by intestinal metaplasia that can lead to 

dysplasia. In contrast, in the diffuse type carcinoma no precursor lesions have been 

identified to date.[3] 

 In gastric carcinogenesis, as well as in other tumors, mutations and deletions are 

important in tumor suppressor genes inactivation. However, many studies have identified the 

transcriptional silencing DNA methylation as a second mechanism responsible for tumor 

suppressor gene inactivation. Aberrant methylation of promoter CpG islands leads to DNA 

structural changes and as a consequent gene inactivation.[4,5] Several cancers, including 

colon, liver, breast, lung, melanoma and gastric shows aberrant methylation of multiple 

genes as CDH1, DAPK, COX2, hMLH1, CDKN2A.[6,7] Aberrant methylation in these tumor-

related genes has also been frequently detected in gastric cancer (reviewed in Tamura, 

2006).[8] 

Microsatellite Instability (MSI) reflects an erroneous form of DNA replication in 

repetitive microsatellite sequences and has been considered a hallmark of mismatch repair 

gene inactivation. MSI was first described in tumors from patients with hereditary 

nonpolyposis colorectal carcinoma (HNPCC).[9] Studies have shown that MSI is associated 

with less aggressive tumor behavior and favorable prognosis in sporadic colorectal 

cancer.[10,11] In gastric cancer, MSI has been observed in a subset of gastric carcinomas 

with frequencies ranging from 13% to 39% [12,13] and has been recognized as one the 

earliest changes in the gastric carcinogenesis.[14] In gastric carcinomas, MSI status has 

been determined using BAT26 mononucleotide repeats because this marker is 



 
 
 

29 
Análise das alterações genéticas e epigenéticas dos tumores gástricos infectados por Helicobater pylori e Vírus Epstein-Barr 

 

 

 

quasimonomorphic in normal DNA and has shown high sensitivity and specificity for the 

identification of MSI phenotype.[12,15,16] 

 Helicobacter pylori, carcinogen Class I [17], is one of the most important etiological 

factors in GC .[18,19] H. pylori colonizes the gastric epithelium and causes an extended and 

severe inflammatory reaction that depends on factors including host genetic susceptibility, 

immune response, age at the time of initial infection, environment and virulence factors as 

cytotoxin-associated gene A (CagA) and vacuolating cytotoxin A (VacA).[19] The complex 

interactions among the different types of HP, inflammation and genetic features of the host 

should promote a cascade of morphologic events leading to gastric cancer.[20,21] 

 Apart from the accepted role of Helicobacter pylori in the pathogenesis of GC, the 

human Epstein Barr Virus (EBV) has been associated with gastric carcinoma in at least 10% 

of cases.[22] However, some regional differences were found. Countries with the highest 

incidences are Japan (19.3%) and Germany (18%).[22,24] In Brazil, frequencies of EBV 

infection between 8 and 11% were described.[25,26] The exact mechanism by which EBV 

contributes to the development of gastric cancers remains to be established.  

 Although there are many reports showing high frequencies of promoter 

hypermethylation in gastric carcinoma, in only a few studies MSI was also simultaneously 

analyzed, but no study has so far has also evaluated in the same samples the both 

microbiological agents. In this study, we determined the promoter methylation status of the 

CDH1, DAPK, COX2, hMLH1 and CDKN2A and MSI frequency in 89 primary gastric 

carcinomas and correlated the findings with the presence of H. pylori (CagA+ and CagA-) and 

EBV infections and also with clinicopathological features of gastric carcinomas.  

 

Materials and methods 

Samples 

Eighty nine gastric adenocarcinomas and their corresponding adjacent normal tissue 

were obtained surgically from Brazilian patients at the Federal University of Ceara (Ceara 

state), Clinical Hospital of the Botucatu Medical College and Amaral Carvalho Hospital (Sao 

Paulo state) and immediately frozen in liquid nitrogen until micro-dissection and DNA 

extraction. Committee of Ethics in Research of each institutions approved this study and 

each subject signed an informed consent form before tissue was obtained. Histopatological 

analyses determined that the tumor specimens consisted mainly (>80%) of tumor tissues 

and that the adjacent tissue was free of tumor cells. The histological classification was made 

according to the Laurèn classification system [3] and the tumors were staged according to 

the TNM criteria.[27] DNA was extracted by standard methods [28] and its quality was 

evaluated by Polymerase Chain Reaction (PCR) amplification of GAPDH. 
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Bisulfite Modification and MSP (Methylation-Specific PCR)  

DNA from both tumoral and normal tissues were subjected to treatment with sodium bisulfite 

as described.[29] Briefly, 2 µg of DNA were denatured by treatment with 2 µL 3M NaOH and 

the mixture was heated at 50oC for 20 minutes. Five hundred µL of bisulfite (0.24g) (Sigma-

Aldrich) and hydroquinone (0.02g) mixture was added to the denatured DNA solution and 

heated at 70oC for 3 hours. Next, the DNAs were purified using Kit Wizard SV Gel and PCR 

Clean-Up System (Promega), treated with 3M NaOH, precipitated in ethanol and 

resuspended in 50µL of distilled water and used immediately or stored at -80oC. The 

modified DNA was amplified with primers specific for either the methylated, or unmethylated 

sequences for the hMLH1, COX2, DAPK CDKN2A and CDH1. Primers sequences and the 

annealing temperatures are listed in Table 1. PCR was individually performed in 25µL 

reaction volumes, containing 1x platinum Taq buffer, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM of each dNTPs, 

0.4 µM of each primer set, 1 unit of Platinum Taq DNA Polymerase (Invitrogen), and 1µL of 

treated DNA.  DNA methylated in vitro by Sss-I methylase (New England Biolabs) was used 

as a positive control and water and DNA from peripheral lymphocytes of healthy donors were 

used as negative controls. PCR products were separated on 6% non-denaturing 

polyacrylamide gels [28] that were subsequently submitted to silver-staining.[30] 

 

 

Table 1. Primer Sequences and PCR conditions for MSP PCR analysis 

GENE Primer (5’-3’) Foward Primer (5’-3’) Reverse 
Size 

(bp) 
T(ºC) Ref. 

COX2 
M TTAGATACGGCGGCGGCGGC TCTTTACCCGAACGCTTCCG 161 68 

67 
[31] 

U ATAGATTAGATATGGTGGTGGTGGT CACAATCTTTACCCAAACACTTCCA 171 

DAPK 
M GGATAGTCGGATCGAGTTAACGTC CCCTCCCAAACGCCGA 98 65 

65 
[32] 

U GGAGGATAGTTGGATTGAGTTAATGTT CAAATCCCTCCCAAACACCAA 116 

CDH1 
M TTAGGTTAGAGGGTTATCGCGT TAACTAAAAATTCACCTACCGAC 115 61 

59 
[29] 

U TAATTTTAGGTTAGAGGGTTATTGT CACAACCAATCAACAACACA 97 

hMLH1 
M TATATCGTTCGTAGTATTCGTGT  TCCGACCCGAATAAACCCAA 153 65 

63 
[33] 

U TTTTGATGTAGATGTTTTATTAGGGTTGT ACCACCTCATCATAACTACCCACA 124 

CDKN2A 
M TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC GACCCCGAACCGCGACCGTAA 150 70 

70 
[29] 

U TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT CAACCCCAAACCACAACCATAA 151 

M, methylated sequence; U, unmethylated sequence 

 

 

Bisulfite sequencing analysis 

For confirmation of the specificity of reaction, MSP-PCR products from each gene 

analyzed were cloned with TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen) and sequenced using the ABI 

PRISM® BigDye Terminator v3.0 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) and ABI Prism 

3100 DNA Sequencer (Applied Biosystems). Methylated as well as unmethylated PCR 

products were sequenced.  
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Microsatellite instability analysis 

MSI analysis was performed using BAT26 primer set (5’-TGACTACTTTTGACTTCAGCC-3’, 

sense and 5’-AACCATTCAACATTTTTAACCC-3’, antisense). Sense primer was labeled with 6-

FAM. PCR amplification was performed in a final volume of 25 µL containing 1X PCR buffer, 

3.0 mM MgCl2, 0.2 µM dNTPs,  0.4 µM of each primer, 2 units of Platinum Taq DNA 

Polymerase (Invitrogen), 50 ng of DNA, and using the Gene Amp PCR System 9700 (Applied 

Biosystems). The thermal conditions were 94°C for 5 min followed by 40 cycles (94°C for 1 

min, 50°C for 1 min and 72°C for 1 min) and a final extension at 72°C for 7 min. The dye-

labeled PCR products were analyzed with ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer using Genescan 

3.7 software (Applied Biosystems). Both tumor and normal samples were analyzed. Negative 

(SW480 cells) and positive (HCT116 cells) controls for MSI had been included in all the 

analyses. Deletions or insertions of at least 4 bp were required for definition of instability 

[34] and all cases with MSI were repeated twice.  

 

Helicobacter pylori and CagA detection  

Detection of H. pylori in gastric samples was performed for PCR amplification with primers 

specific to H. pylori UreaseC gene. The primer sequence used (5’-

AAGCTTTTAGGGGTGTTAGGGGTTT-3’, sense and 5’-CTTACTTTCTAACACTAACGC-3’, 

antisense) [35] amplifies a 294 bp fragment. To detect CagA, the primer set 5´-

ATAATGCTAAATTAGACAACTTGAGCGA-3´(sense) and 5´-

TTAGAATAATCAACAAACATAACGCCAT-3´(antisense) [36], amplifying a 297 bp fragment, 

was used. Each primer set (UreaseC and CagA) was used in a independent PCR reaction in a 

final volume of 25 µL containing 1X PCR buffer [20 mM Tris–HCl (pH 8.4) and 50 mM KCl], 

1.5 mM MgCl2, 0.2 mM of each dNTPs,  0.4 µM of each primer set, 1 unit of Platinum Taq 

DNA Polymerase (Invitrogen), 100 ng of DNA, under the following conditions: for UreaseC 

PCR, initial denaturation at 94°C for 3 min. followed by 35 cycles of denaturation at 94°C for 

30 sec., annealing at 58°C for 30 sec. and extension at 72°C for 2 min and final extension at 

72°C for 5 min. CagA PCR included an initial denaturation at 94°C for 3 min followed by 40 

cycles of denaturation at 94°C for 30 sec., annealing at 58°C for 45 sec. and extension at 

72°C for 2 min. and final extension at 72°C for 5 min. Both tumor and normal samples were 

analyzed. Negative and positive controls were assayed in each run. PCR products were 

separated on 6% non-denaturing polyacrylamide gel electrophoresis [28] and silver-

stained.[30] 
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EBER in situ hybridization 

The presence of EBV was assessed by RNA in situ hybridization with a 30bp 

biotinylated probe (5’-AGACACCGTCCTCACCACCCGGGACTTGTA-3’) complementary to the 

RNA EBER1, an EBV transcript shown in high amounts in the nuclei of latently infected cells. 

After the deparaffinization and rehydration, endogenous peroxidase was blocked with 3% 

H2O2 solution. Enzymatic digestion was performed with proteinase K (0.02µg/µL) for 13 min 

at room temperature, subsequently, the tissues were dehydrated in gradient of ethanol and 

dried. The slides were incubated with prehybridization solution (Denhardt’s solution [3.5X]; 

SSC [4.5X]; EDTA [0.0075M]; SDS [0.35%]; denatured salmon sperm DNA [75µg/mL]; 

NaH2PO4 [0.75M]; dextran sulfate [10%]) for 60 min at 37ºC in humid chamber. Soon after, 

the slides were incubated with hybridization solution (Denhardt’s solution [2X]; formamide 

[50%]; dextran sulfate [2%]; NaH2PO4 [0.002M]; probe [0.3ng/µL]) for 16 hours at 37ºC in 

humid chamber. Signal amplification was employed with anti-biotin antibody (clone BK, 

mouse, dilution 1:20; DakoCytomation®) and biotinylated anti-immunoglobulin antibody 

(polyclonal, rabbit, dilution 1:100; DakoCytomation®), the reaction was detected with the 

streptavidin-biotinperoxidase complex (DakoCytomation®) and the diaminobenzidine 

chromogen (DakoCytomation®). The slides were counterstained with Harris’s hematoxilin. A 

case of nasopharyngeal carcinoma was used as positive control. 

 

Statistical analysis 

For statistical analysis the Chi-square test or Fisher's exact test were used. P-value ≤ 

0.05 was considered to be of statistical significance. 

 

Results 

Patients and Tumor Characteristics 

Eight-nine gastric adenocarcinoma samples were obtained from consecutive patients 

(60 males and 29 females). The medium age of these patients was 61 years (range 23-98 

years). Eleven patients (12.4%) had early tumors (stage 0 and I) and 78 (87.6%) presented 

advanced tumors (stage II-IV). Intestinal type was found in 57 (64%) cases, diffuse in 31 

(34.8%) cases, and mixed type in one (1.1%). Lymph node metastasis was present in 71 

(79.8%) cases. In 65 tumors there was information about the anatomic subsite localization: 

13 (20%) were located at cardia, 39 (60%) were located at antrum and 10 (15.4%) at body 

and three cases of mixed sites. The clinicopathological and epidemiological features of 

patients are shown in Table 2. 
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Table 2. Clinicopathological features of patients in the four stages.  
  

Variables Patients Tumor Stage

 0-I II III IV

Age    
≤ 50 19 3 (15.8%) 2 (10.5%)  9 (47.4%)    5 (26.3%)
> 50 70 8 (11.4%) 11 (15.7%) 30 (42.9%) 21 (30%) 

   
Gender    
Male 60 8 (13.3%) 8 (13.3%) 27 (45%) 17 (28.3%) 
Female 29 3 (10.3%) 5 (17.2%)  12 (41.4%) 9 (31%)

   
Anatomic subsite    
Proximal (Cardia) 13 1 (7.7%) 1 (7.7%)  5 (38.5%)  6 (46.1%)
Distal 
(Antrum/body) 

46
2 (4.3%)    9 (19.6%) 21 (45.7%) 14 (30.4%) 

Mixed  3  0 (0%)    1 (33.3%)  2 (66.7%)        0 (0%)
   

Laurén type    
Diffuse 31 4 (12.9%) 4 (12.9%) 12 (38.7%) 11 (35.5%) 
Intestinal 57 7 (12.3%) 9 (15.8%) 27 (47.4%) 14 (24.6%) 
Mixed 1 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 01 (100%) 

 

 

Methylation Status 

Bisulfite genomic sequencing of the representative PCR products of each gene 

showed that all cytosines at non-CpG sites were converted to thymine, excluding the 

possibility that successful amplification attributable to incomplete bisulfite conversion (data 

not shown). 

Of the five genes analyzed for the methylation status, COX2 gene was the gene most 

frequently hypermethylated (63.5%) followed by DAPK (55.7%), CDH1 (51%), CDKN2A 

(36%) and hMLH1 (30.3%). Figure 1 displays representative examples of the MSP products 

analyzed by electrophoresis on a polyacrylamide gel.   

In the diffuse cases, methylation of CDH1, COX2 and CDKN2A had higher frequencies 

in early stage tumors (0-I) with a tendency for a decrease with the tumor grades (manly 

CDH1 and COX2); on the other hand, in the intestinal type, the methylation status of CDH1, 

COX2, hMLH1 and CDKN2A tended to increase from the earliest stages (0-I) to advanced 

stages (II-IV), (P<0.001); (Figure 2A and 2B). In relation to the age, as shown in figure 3, 

the methylation status tend to increase with the age, the highest frequency of cases with 

promoter methylation was found in patients between 45 to 64 years old. Patients with more 

than 50 years had a higher frequency of methylation in CDKN2A (P=0.035, table 3).  

To evaluate the general methylation status, methylation index (MI), defined as the 

number of methylated genes divided by the number of genes tested, was calculated. Sixty 

one (68.5%) cases presented 2 or more methylated genes (index > 0.4) and 14 (15.4%) 

had no methylation in any of the five tested genes (index = 0.0). The average MI was similar 

in all tumor stages. 
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Table 3 summarizes overall results of the correlation of promoter hypermethylation 

frequency of each gene and relevant clinicopathological parameters. 

 

Microsatellite instability analysis  

MSI was observed in 17.2% of gastric cancers. In this group, the medium age was 63 

years and the frequency was equal among males and females patients. Most of the patients 

with MSI tumors (86.7%) had advanced disease and lymph node metastasis was present in 

66.7% of these patients. Intestinal and diffuse adenocarcinomas had similar frequencies of 

microsatellite instability. MSI status tended to be higher in tumors located in the distal 

stomach region (27%) compared to cardia (7.7%). There was a significant correlation 

between MSI and the hMLH1 hypermethylation (P=0.001). Conversely, a significant inverse 

correlation was demonstrated between DAPK promoter methylation and microsatellite 

instability (P=0.012). 

 

Table 3. Association between genes methylation status and clinicopathological features, age, H. pylori, MSI and EBV.

  Methylated Genes

 Total CDH1 P-value DAP-kinase P-value COX2 P-value hMLH1 P-value CDKN2A P-value 

    
Mean age  60.2 59.9 60.9 63.1 62.5  
    
Age Goup    
≤ 50 19 10 (52.6%) 0.883 8 (44.4%) 0.282 9    (50%) 0.179 6  (33.3%) 0.903 3 (15.8%)  0.035*
> 50 69 35 (50.7%) 41 (58.6%)  45 (67.2%) 21 (31.8%) 29   (42%)  
    
Gender    
Male 59 30 (50.8%) 0.938 33 (55.9%) 0.946 34 (59.6%) 0.289 21    (35%) 0.787 21 (35.6%) 0.830 
Female 29 15 (51.7%) 16 (55.2%)  20 (71.4%) 11 (37.9%) 11 (37.9%)  
    
Nodal 
Metastase 

 
         

Ausent 17 8 (47.1%) 0.708 9     (50%) 0.586 11 (64.7%) 0.910 6 (33.3%) 0.903 6 (33.3%) 0.764 
Present 71 37 (52.1%) 40 (57.1%)  43 (63.2%) 21 (31.8%) 26 (37.1%)  
    
Tumor site    
Cardia 13   8 (61.5%) 0.855 9 (69.2%) 0.427 10 (83.3%) 0.228 4 (30.8%) 0.304 8 (61.5%) 0.266 
Antrum 38 21 (55.3%) 20 (52.6%)  21 (56.8%) 14 (37.8%) 14 (35.9%)  
Body 10 5   (50%) 7    (70%)  7    (70%) 1 (11.1%) 4    (40%)  
Misted 3 3  (100%) 2 (66.7%)  3  (100%) 0 0  
    
Laurèn    
Diffuse 30 17 (56.7%) 0.503 10 (33.3) 0.628 19 (63.3%) 0.973 8 (27.6%) 0.481 10  (33.3%) 0.628 
Intestinal 57 28 (49.1%) 22 (38.6)  34   (63%) 19 (35.2%) 22 (38.6%)  
Mixed 1 0    (0.0%) 0  1 (100%) 0 0  
    
H. pylori    
CagA+ 55 31 (56.4%) 0.261 30 (54.5%) 0.782 35    (66%) 0.536 15 (28.8%) 0.410 22    (40%) 0.468 
CagA- 34 15 (44.1%) 19 (57.6%)  19 (59.4%)  12 (37.5%) 11 (32.4%)
    
MS status    
MSI 14 5 (35.7%) 0.174 4 (26.7%) 0.012* 8 (53.3%) 0.349 10 (66.7%) 0.001* 4 (26.7%) 0.405 
MSS 72 40 (55.6%) 44    (62%)  45 (66.2%)  16 (23.5%) 27   (38%)
    
EBV     
Positive 5 1    (20%) 0.101 4     (80%) 0.346   4     (80%) 0.694 0 0.179 3    (60%)  0.462 
Negative 48 28 (58.3%) 28 (58.3%)  33 (71.7%)  15 (31.9%) 21 (42.9%)
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Detection of Helicobacter pylori   

The presence of H. pylori (HP) was identified in 98% of GC patients.  From those, 

63.2% were CagA positive (CagA+). The frequency of HP CagA+ infection was similar among 

intestinal and diffuse adenocarcinomas (64.5% vs 59.6%). In the intestinal type, CDH1  

hypermethylation was more frequent in HP CagA+ cases (55.8%) than in those with HP 

CagA- (39.1%) cases, while this was not observed in the diffuse type. Also, CagA+ among the 

intestinal cases has shown a higher frequency of hMLH1 methylation than diffuse CagA+ 

cases (31.8% vs 15.8%). On the other hand, hypermethylation of DAPK and COX2 did not 

vary when the samples had been grouped by histotype and CagA presence. Regarding to 

MSI and the presence of CagA, MSI was inversely correlated with presence of CagA gene 

(p=0.012; table 3) 

 

Detection of Epstein Barr Virus  

Fifty-four tumors were analyzed and 5 (9.3%) specimens were EBV-positive (EBV+). 

According to histological classification, 4 patients presented intestinal type and one was 

diffuse. All EBV+ cases were advanced grade (III and IV stages) and had lymph node 

metastasis.  Two cases were EBV-/HP-. All EBV+ cases were associated with HP presence, 

but, only one was HP CagA+. Although the number of EBV positive cases was small, most of 

them displayed DAPK, COX2 and CDKN2A hypermethylation. 

 

Discussion  

In this study, we tested the methylation status of CDH1, DAPK, COX2, hMLH1 and 

CDKN2A genes in 89 cases of gastric adenocarcinoma and their association with 

microsatellite instability, presence of Helicobacter pylori CagA+, Epstein Barr Virus and 

clinicopathological features.  

The results show a tendency of methylation status increasing with the age. This find 

is according with the fact that gastric cancer occurs with more frequency in older 

individuals.[1] Moreover, previous studies showed that some tumor suppressor and tumor-

related genes can be methylated as an age-related phenomenon, and be also present in 

various non-neoplasic tissues, suggesting an association between age-related methylation 

and GC development.  

In this study, we demonstrate that 84.3% of gastric cancers analyzed have 

methylation in about one of five genes analyzed. COX2 was the most gene found 

hypermethylated (63.5%) followed by DAPK (55.7%), CDH1 (51%), CDKN2A (36%) and 

hMLH1 (30.3%). An interesting observation we made in this study was related to difference 

in methylation profiles in diffuse and intestinal types. In diffuse cases, the global methylation 
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status, specially of CDH1, COX2 and CDKN2A, has the highest frequency in early stage 

tumors (0-I) with a tendency for decreasing with tumor grades; while in the intestinal type, 

the methylation status for CDH1, COX2, hMLH1 and CDKN2A tended to increase from the 

earliest (0-I) to advanced stages (II-IV); figure 2A and 2B. CDH1 hypermethylation was 

more frequent at diffuse histotype.[37] In fact, a great difference could be verify in stage I 

tumors where all diffuse tumors had CDH1 promoter methylation (100%) while just small 

fraction (28.6%) was found in the intestinal type suggesting that the methylation of the 

CDH1 gene is an early event in diffuse-type gastric cancers. Since CDH1 plays a fundamental 

role in maintaining cell differentiation, polarity and normal tissue architecture [37], the 

diffusely growing and low cell cohesion characteristic of CG diffuse type could be a function 

of CDH1 down-regulation. Differences in the clinicopathological features between intestinal 

and diffuse may be determined by different pathogenic processes in these two histologic 

subtypes of gastric cancer.[20,21,38] The data presented in this study shows that 

methylation in same crucial genes could be an important pathway for the development of 

diffuse types. Identification of epigenetic differences between these two pathways could be 

of great importance for the understanding of gastric carcinogenesis and useful in the 

delineation of new therapeutic strategies. 

The mechanisms that are implicated in CDH1 promoter methylation are yet to be 

identified. The role of H. pylori in the regulation of CDH1 expression has described in 

recently studies showing that after H. pylori eradication, the methylation in CDH1  promoter 

is decreased.[39,40] In our study, we observed that in the intestinal cases hypermethylation 

in CDH1 promoter was more frequent in the group HP CagA+ (55.8%) than in those with HP 

CagA- (39.1%), indicating that H pylori CagA+ may be involved in the CDH1 methylation in 

theses tumors.  

DAPK hypermethylation has been shown to be associated with aggressive and 

metastatic phenotypes in some human cancers.[32,41] In this study, we found a substantial 

frequency of DAPK methylation. We observed that lymph node positive cases show a slightly 

higher frequency of DAPK methylation as compared with unmethylated cases (57.1% vs 

42.9%). An important finding in this study was the inverse correlation observed between 

DAPK hypermethylation and microsatellite instability.  Although the mechanisms linking MSI 

to DAPK promoter methylation are not known, this finding may provide a clue towards a 

better understanding of the association of MSI and better prognosis. DAPK participates in the 

positive control of apoptosis. Banerjea et al. [42] found that a large number of pro-apoptotic 

genes upregulated in MSI-H colorectal cancers and these cancers were characterized by 

increased apoptosis.   
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Similar to the results reported previously [43], 36.4% of the cases displayed CDKN2A 

hypermethylated. Epstein Barr Virus seems to play an important role in the methylation of 

the CDKN2A, in gastric cancer [43,44] or in other cancer types.[45,46] Although 60% of the 

cases EBV-positive had methylation of CDKN2A gene, the interpretation of such results 

deserves caution because of the low number of EBV-positive cases. In our study, methylation 

in CDKN2A promoter was more frequent in patients over 50 years of age (P=0.035), and it 

was also present in some samples of non-neoplastic gastric epithelia (data not shown) 

suggesting a link between aging and cancer via increase in methylation. However, it is 

noteworthy that younger patients (< 50 years) who did not have CDKN2A methylation still 

developed gastric cancer suggesting that other factors may account for the gastric 

carcinogenesis in these patients. In order to better evaluate in our population the correlation 

between CDKN2A and EBV infection it will be necessary to increase the number of tumors 

analyzed for EBV. 

Our study revealed that most of the gastric tumors (63.5%) exhibit aberrant 

methylation of COX2. The correlation between COX2 promoter methylation and gene 

downregulation has been well documented in the literature [47,48] although overexpression 

of COX2 has also been reported in gastric cancers and some precancerous tissues.[49] COX2 

overexpression is associated with enhanced proliferation, angiogenesis, resistance to 

apoptosis and tumorigenesis.[49] Despite of the apparent selective advantage given by 

COX2 overexpression, our results and others [50,51] suggest that COX2 overexpression may 

not be essential in all cases of gastric tumorigenesis.  Recent studies have documented that 

H.pylori-induced inflammation is linked to COX2 overexpression [52,53] and these findings 

led us to investigate whether CagA presence was related with methylation status of COX2. In 

this study, no significant correlation between CagA and COX2 status methylation was found. 

Thus, CagA presence seems not to be the only mechanism involved in the control of COX2 

expression in HP positive gastric cells. 

Methylation of promoter regions is reported to be the main cause of inactivation of 

hMLH1 since it has been demonstrated that mutation of hMLH1 is quite rare in gastric 

cancer.[54] In this study, was found a significant relationship between hMLH1 methylation 

and MSI (p=0.001), corroborating other studies.[55-57] In fact, hypermethylation of this 

mismatch repair gene has been shown to play a major role in Microsatellite Instability in 

several cancers. The data from MSI analyses found in this study (17.2%) was in accordance 

with other reports in the literature which range from 13% to 39%.[12,58] The association 

between MSI and clinicopathological characteristics of gastric cancer remains unknown. 

While some studies reported that MSI gastric tumors are associated with location distal of 

the tumor, intestinal histotype, fewer lymph node metastases and better prognosis [58,59] 
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others reported that no association was observed among these parameters.[60,61] In our 

data, 33.3% of MSI positive patients had no positive lymph nodes (N0) whereas 18.1% of 

them MSS had no positive lymph, suggesting a tendency for a better prognostic. Studies 

have detected that the frequency of MSI-H in H. pylori-positive group was significantly 

higher than in H. pylori-negative group [62,63] indicating that this agent may play an 

important role in the genetic stability. Several studies have suggested that the virulence 

attributed to the HP-CagA+ strains is associated to a severe inflammatory response. It is 

known that in the gastric mucosa, reactive oxygen species are released as a result of H. 

pylori infection [63] and, that the expression of DNA mismatch repair proteins in mismatch-

competent cells might be transiently suppressed in the presence of oxidative stress.[65] In 

this study, when the cases were divided in two groups (HP-CagA+ and HP-CagA-) we 

observed that, in contrast of our expectations, MSI was inversely correlated with CagA gene 

(p=0.012), suggesting that, apart the CagA, other factors may contribute to MSI occurrence. 

These results require further exploration on larger numbers of cases.  

In conclusion, our results confirm that methylation is an epigenetic early event in the 

molecular pathogenesis of gastric cancer. The methylation pattern of the genes studied 

suggests that gastric tumorigenesis can occur following different pathways.  It seems that in 

the diffuse tumors, methylation can be an early and crucial event for tumorigenesis, where 

methylation in CDH1 assumes an important role and that MSI is associated to hMLH1 

methylation, but not a very frequent, event. The inverse association between DAPK promoter 

methylation and MSI provided new data for elucidating the mechanisms involved in the 

association of MSI and better prognosis. Analysis of a larger number of patients is necessary 

to confirm our findings and to ascertain the significance of the association between promoter 

methylation, MSI and presence of infectious agents in gastric carcinogenesis. All EBV positive 

had high methylation index, indicating that EBV could play any role in the methylation 

process. We observed that Helicobacter pylori CagA+ may be involved in the methylation 

process of CDH1 in the intestinal adenocarcinoma. Microsatellite Instability was inversely 

correlated with CagA gene, suggesting that others factors may contribute to MSI occurrence.  
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Figures 

 

 

 

 

Figure 1 – Methylation analysis in gastric cancer. The studied gene is given on the right of the each 
panel. Lane U = amplified product with primers recognizing unmethylated sequences; Lane M = 
amplified product with primers recognizing methylated sequences; L = Ladder 50pb. 
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Figure 2A and 2B - Frequencies of methylation at CDH1, DAPK, hMLH1, COX2  and CDKN2A  
distributed at tumor stages. 
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 Figure 03 - Frequencies of methylation at CDH1, DAPK, hMLH1, COX2 and CDKN2A distributed at age 
groups. 
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Aspectos do carcinoma gástrico em dois estados brasileiros: São 
Paulo e Ceará. 
[ A R T I G O ]  
 
S t a t u s :  E m  f a s e  s e  r e d a ç ã o  
    

Resumo 

O Brasil apresenta uma variação marcante entre os estados no que diz respeito à 

incidência do câncer gástrico. O estado de São Paulo apresenta o maior número de casos 

registrados, cuja estimativa foi de 7070 novos casos para o ano de 2006, com taxas brutas 

de 23,11 novos casos e 11,53 a cada 100.000 homens e mulheres, respectivamente. No 

Ceará, embora o número de novos casos seja inferior (1129 novos casos) aos observados 

em São Paulo, as taxas brutas de incidência são similares (17,67 entre homens e 9,76 entre 

mulheres). Uma característica marcante dessa neoplasia é sua etiologia multifatorial, onde 

hábitos alimentares e a presença de agentes infecciosos são associados. Ambos os estados 

apresentam alta incidência desse câncer, conseqüência de características ímpares de 

miscigenação, colonização e hábitos de vida. Na literatura nacional, pouco pode ser 

encontrado sobre trabalhos que avaliam a prevalência de fatores de risco para câncer de 

estômago no Brasil. O objetivo desse estudo foi comparar os resultados das variáveis clínicas 

e anatomopatológicas, bem como a ocorrência da infecção por Helicobacter pylori  entre 

casos de adenocarcinoma gástrico provenientes da cidade de Botucatu e região no estado de 

São Paulo e de Fortaleza e região no estado do Ceará, buscando evidências para traçar o 

perfil da neoplasia gástrica nessas duas regiões. Foi estudado um total de 89 amostras de 

adenocarcinoma gástrico que foram obtidas das peças cirúrgicas removidas durante 

gastrectomias totais ou parciais após o consentimento livre e esclarecido do paciente. 

Destas, 50 casos foram provenientes do Hospital Universitário Walter Cantídeo e da Santa 

Casa de Misericórdia de Fortaleza e 39 casos do Hospital das Clinicas da Faculdade de 

Medicina da UNESP de Botucatu. No estudo analisaram-se as seguintes variáveis: sexo e 

idade dos pacientes, topografia do tumor (proximal ou distal), classificação histológica 

(Laurén), estadiamento (pTNM) e infecção/genotipagem de Helicobacter pylori. Nos 89 casos 

observou-se maior acometimento do sexo masculino, em uma razão de 2:1. Quando os 

casos foram agrupados de acordo com seu estado de origem, o grupo dos adenocarcinomas 

provenientes do estado de São Paulo (SP) apresentou uma razão homem:mulher aumentada 

(2,6:1) quando comparada aos casos de Fortaleza (1,6:1). O tipo intestinal predominou 

entre os casos paulistas (70% dos casos), mas nos casos provenientes de Fortaleza as 

freqüências entre os tipos histológicos intestinal e difuso foram similares. Em relação à 

idade, parece que a neoplasia gástrica manifesta-se mais tardiamente em São Paulo, visto 
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que os pacientes foram diagnosticados com idades entre 37 e 98 anos (mediana = 64) 

enquanto os pacientes cearenses tinham entre 23 e 77 anos (mediana = 60 anos) ao 

diagnóstico. O tipo intestinal foi bem representativo entre os casos de São Paulo e a relação 

entre tumor intestinal e idades mais avançadas é bem evidenciada pela literatura mundial. O 

adenocarcinoma gástrico proximal (cárdia) ocorreu preferencialmente na casuística cearense 

(31,6% desses casos), contudo devemos ter cautela ao analisar esses dados, pois essa 

variável foi perdida em alguns casos e os dados foram considerados em relação ao número 

total de casos em que a análise foi possível. Houve maior número de casos em estadios mais 

avançados da doença, independente da procedência do tumor (88% nos estadios II, III e 

IV). Ambas as casuísticas apresentaram-se com alta freqüência (~90%) de infecção por 

Helicobacter pylori, com presença de cepas patogênicas CagA+ em 59% e 64% dos casos de 

Fortaleza e Botucatu, respectivamente. Os dados obtidos nesse estudo são um incentivo 

para a sua continuação, considerando uma maior casuística e a inclusão de outros dados 

etiológicos como tabagismo, etilismo, hábitos alimentares e predisposição familiar. 
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Caracterização dos adenocarcinomas intestinal e difuso de 
amostras de pacientes brasileiros 
 [ A R T I G O ]  
 
S t a t u s :  E m  f a s e  s e  r e d a ç ã o  
 

Resumo 

Freqüentemente a neoplasia digestiva tem origem epitelial e por isso é denominado 

adenocarcinoma gástrico e os remanescentes são predominantemente linfomas não-Hodgkin 

ou leiomiosarcomas. Laurèn (1965) classificou os adenocarcinomas gástricos em dois tipos, 

intestinal e difuso. Essa classificação é baseada em achados microscópicos, onde o tipo 

intestinal é caracterizado pela presença de células tumorais com núcleos grandes e 

irregulares, formando estruturas tubulares e semelhantes às encontradas no 

adenocarcinoma de cólon. O tipo difuso parece originar-se diretamente de células gástricas 

mucosas, as células neoplásicas são pouco diferenciadas, infiltrativas e separadas, que 

podem também estar em pequenos grupamentos, porém sem formar estruturas glandulares 

e com núcleos periféricos (células em sinete) devido à concentração de mucina em seu 

citoplasma. Os eventos que antecedem o câncer do tipo intestinal foram muito bem 

estabelecidos por Correa (1988) que postulou que a carcinogênese envolve a transição da 

mucosa normal para uma gastrite crônica superficial que então leva à gastrite atrófica e 

metaplasia intestinal e finalmente à displasia e ao adenocarcinoma. Pouco é conhecido sobre 

as origens do tipo difuso, mas parece não estar relacionada com condições pré-neoplásicas, 

sugerindo predisposição genética. Nas áreas geográficas de alto risco ao câncer gástrico, 

predomina o tipo intestinal, mais freqüente em indivíduos mais velhos e do sexo masculino e 

mais relacionado a fatores ambientais. Em contrapartida, o tipo difuso acomete indivíduos 

mais jovens, sem diferenças significantes na incidência entre homens e mulheres. Em geral, 

o tipo difuso apresenta uma evolução clínica mais agressiva, podendo prosseguir para 

metástase precoce. Baseados nessas diferenças têm-se sugerido que tumores gástricos do 

tipo intestinal e do tipo difuso são doenças distintas, com fatores etiológicos e biológicos 

específicos. Este estudo teve como objetivos a caracterização de 88 amostras de 

adenocarcinomas gástricos provenientes de peças cirúrgicas obtidas após gastrectomias 

totais ou parciais de pacientes atendidos no Hospital Universitário Walter Cantídeo e na 

Santa Casa de Misericórdia da cidade de Fortaleza-CE e no Hospital das Clinicas da 

Faculdade de Medicina da UNESP de Botucatu-SP. A classificação histopatológica dos 

adenocarcinomas foi realizada pelos patologistas das instituições de origem das amostras 

coletadas. Observamos, em nossos resultados, que o padrão histológico predominante foi o 

tipo intestinal (65%), denunciando um significante risco ambiental entre os casos estudados. 
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O sexo masculino predominou nos dois grupos, contudo, a relação incidência homem:mulher 

foi mais elevada no tipo intestinal (2,4 homens:1 mulher) do que no tipo difuso (1,6:1), 

acompanhando a tendência mundial. A neoplasia gástrica foi diagnosticada em pacientes 

mais idosos nos casos intestinais (mediana = 65 anos; 23-98 anos) do que nos casos difusos 

(mediana = 58 anos; 25-87 anos). Em ambos os sexos, a idade média ao diagnóstico do 

tumor foi mais elevada nos casos intestinais do que nos casos difusos. Independentemente 

do tipo histológico, os tumores estudados foram diagnosticados tardiamente em 

aproximadamente 88% dos casos. Também, não se observou relação quanto a localização 

do tumor e tipo de neoplasia: em ambos os grupos, houve maior acometimento das porções 

distais do estômago. Os dados obtidos nos registros médicos quanto ao histórico de câncer 

na família revelou que 34% dos pacientes com tumores intestinais relataram ocorrência de 

qualquer tipo de câncer em parentes de primeiro grau, em detrimento dos 21% dos casos 

relatados pelo grupo difuso, entretanto tais resultados deverão ser analisados com cautela, 

pois esses dados foram obtidos confiando a memória dos pacientes. Nosso estudo apontou 

resultados semelhantes aos relatados em várias regiões de médio risco ao câncer de 

estômago. Adicionalmente, nossa população representa uma excelente amostragem devido a 

miscigenação étnica em nosso país. Consideramos o aumento da casuística, bem como a 

inclusão de outras variáveis como tabagismo, etilismo, hábitos alimentares e pesquisa por 

alterações moleculares para melhor caracterizarmos os dois tipos histológicos de tumores 

gástricos. 
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Relationship between the EBV infection and the expression of 
cellular oncoproteins in gastric carcinomas.  
[ A R T I G O ]  
 
S t a t u s :  A c e i t o  p a r a  p u b l i c a ç ã o  n a  R e v i s t a  D i a g n o s t i c  
M o l e c u l a r  P a t h o l o g y  
 
 

Autoria 

Marcos Antonio Pereira Lima1, Marcos Aurélio Pessoa Barros2, Márcia Valéria Pitombeira 
Ferreira1, Maria Inês de Moura Campos Pardini3, Adriana Camargo Ferrasi3, Rosa Maria Salani 
Mota4, Silvia Helena Barem Rabenhorst1 
 

1Seção de Microbiologia, Depto de Patologia e Medicina Forense. Universidade Federal de Fortaleza / 
2Santa Casa de Misericórdia de Fortaleza / 3Lab. Biologia Molecular, Hemocentro de Botucatu, 
Faculdade de Medicina – Universidade Estadual Paulista/Campus de Botucatu / 4Depto. de Estatística 
e Matermática Aplicada. Universidade Federal do Ceará 
    

Abstract  

Background: The Epstein-Barr virus (EBV) has been related to the tumorigenesis of about 

10% of the gastric carcinomas. Several studies have demonstrated strong evidences of its 

relation in this process, however, most of the mechanisms used by the virus to control this 

process still unknown. In this context, the present study aimed to investigate possible EBV-

induced tumorigenic pathways. Materials and Methods: One hundred cases of gastric 

carcinoma (67 males and 33 females), obtained from two hospitals in Fortaleza, were 

assessed by in situ hybridization (aimed to the EBER1 transcript) to detect the EBV. 

Immunohistochemistry technique was also accomplished to evaluate the expression of the 

cellular proteins BCL-2, BAX and c-MYC (nuclear and cytoplasmic staining), by streptavidin-

biotin-peroxidase method. Results: The distribution by sex, age, anatomic site of the tumor 

and the histopathologic analysis of the cases, in general, reproduced the tendency of the 

world scientific bibliographies. Regarding virus detection by in situ hybridization, 8 (8%) 

cases exhibited strong staining situated in the nuclei of the tumor cells, 6 of these presenting 

diffuse pattern of staining, and 2 demonstrating focal pattern. Among the 100 cases only 2 

of these presented infected lymphocytes. In general, the EBV demonstrated higher 

association with males (87.5%[p=0.265]), with tumors situated in the cardia (37.5% 

[p=0.549]), of advanced stage (IIIB and IV), of the intestinal type (87.5%[p=0.136]) and 

moderately differentiated (75%). The correlation with the results of the 

immunohistochemistry technique, demonstrated that none of the EBV-positive cases 

exhibited BCL-2 staining. Although the BAX and the c-MYC (nuclear) proteins have 

demonstrated significant positivity index and scores averages in the EBV-positive group, 
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these were lower than the values of the EBV-negative group, notably the c-MYC nuclear 

protein (Mann-Withney test LI p=0.039 and HS p=0.045). The cytoplasmic staining of the c-

MYC protein, revealed slightly upper staining values in the EBV-positive group. The balance 

between the BCL-2 and BAX proteins demonstrated that the majority of the evaluated cases, 

including the EBV-positive cases, exhibited apoptosis-orientation. Discussion: The results 

obtained in the present study, concerning the EBV frequency and the correlation with clinic-

histopathologic data, reproduced findings of researches done in several world regions. The 

correlation with the proteins, suggests that in vivo, the virus is not related to the 

overexpression of BCL-2 and c-MYC (nuclear) that could act in synergism, promoting the 

tumor development. The suppression of the BAX expression can represent a viral mechanism 

for apoptosis inhibition. The results of the cytoplasmic c-MYC, point to a possible 

involvement of the EBV with transport mechanisms of the nuclear membrane, culminating 

with its accumulation in the cytoplasm. 

 

Introduction 

The Epstein-Barr virus (EBV) has been related to the carcinogenesis of the gastric carcinoma. 

The virus can be found in approximately 10 % of these tumors, demonstrating strong 

evidences of its relation such as the monoclonality of the viral genome, and the presence in 

almost all tumor cells.1 2 3 4 However, most of the mechanisms used by the virus to control 

this process still unknown. Several studies have demonstrated that the latent genes 

expressed in this tumor, (EBNA1, EBERs, LMP2A and BARF1) have an important role in this 

process. It has been related that EBERs and BARF1 can induce the overexpression of BCL-2 

in vitro.5 6 7 Additionally, the LMP2A can activate the protein-kinase B (PKB), that 

phosphorilates several cytoplasmic proteins, including the pro-apoptotic protein Bad.8 These 

effects suggest that the EBV suppress the apoptosis, therefore, immortalizing the tumor 

cells. It has been reported that the EBNA1 contribute to the overexpression of the c-MYC 

oncogene in the context of the chromosomal translocation.9 10 So that, virtually the c-MYC-

induced proliferative effect can act, in synergism with the BCL-2-induced anti-apoptotic 

effect, promoting cell transformation and driving the cells to the malignant phenotype. 

However, a few papers have analyzed in vivo, the association of the EBV with the expression 

of the referred cellular oncoproteins in gastric carcinomas. For this reason, we investigated 

the presence of the EBV by in situ hybridization and evaluated the expression of the 

apoptosis-involved proteins BCL-2, BAX and c-MYC, by immunohistochemistry. 
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Materials and Methods 

Clinical Specimens 

One hundred cases of gastric carcinoma surgically-resected were collected from two 

hospitals of the State of Ceará, Brazil: Walter Cantídeo Hospital at Federal University in 

Ceará, and Santa Casa de Misericórdia (a catholic beneficial institution), all located in 

Fortaleza, the capital of the state. It has been obtained from all these cases, specimens fixed 

in 10% formalin and embedded in paraffin. Histological sections of 5µm were performed and 

placed on silane-treated glass slides. Soon each slide have been deparaffinized with xylene 

and rehydrated in gradient of ethanol-water before the accomplishment of the techniques. 

The cases have been classified according to the Lauren’s classification.11 

 

In Situ Hibridization 

The presence of the EBV was assessed by RNA in situ hybridization with a 30bp biotinylated 

probe (5’-AGACACCGTCCTCACCACCCGGGACTTGTA - 3’) complementary to the RNA EBER1, 

an EBV transcript shown in elevated amount in the nuclei of latently infected cells. After the 

deparaffinization and rehydration, endogenous peroxidase was blocked with 3% H2O2 

solution. Enzymatic digestion was performed with proteinase K (0,02µg/µL) for 13 min at 

environment temperature, subsequently, the tissues were dehydrated in gradient of ethanol 

and dried. The slides have been incubated with prehybridization solution (Denhardt’s solution 

[3.5X]; SSC [4.5X]; EDTA [0.0075M]; SDS [0.35%]; denatured salmon sperm DNA 

[75µg/mL]; NaH2PO4 [0.75M]; dextran sulfate [10%]) for 60 min at 37ºC in humid 

chamber. Soon after, the slides were incubated with hybridization solution (Denhardt’s 

solution [2X]; formamide [50%]; dextran sulfate [2%]; NaH2PO4 [0.002M]; probe 

[0.3ng/µL]) for 16 hours at 37ºC in humid chamber. To the signal amplification was 

employed anti-biotin antibody (clone BK, mouse, dilution 1:20; DakoCytomation®) and 

biotinylated anti-immunoglobulin antibody (polyclonal, rabbit, dilution 1:100; 

DakoCytomation®), the reaction was detected with the streptavidin-biotinperoxidase 

complex (DakoCytomation®) and the diaminobenzidine chromogen (DakoCytomation®). 

The slides were counterstained with Harris’s hematoxilin. A case of nasopharyngeal 

carcinoma was used as positive control. 

 

Immunohistochemistry 

The expression of the proteins BCL-2, BAX and c-MYC was performed according to the 

method described by Hsu et al. 12 Briefly, after the deparaffinization and rehydration, antigen 

retrieval was carried out by microwave-treatment of the slides for 15 min in 10mM citrate 

buffer solution (pH 6.0). Endogenous peroxidase activity was blocked with 3% H2O2 
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solution. Primary antibodies were incubated for 16 hours at 4-8ºC in humid chamber. For 

each protein, it was used the following antibody: anti-human BCL-2 (clone 124, mouse, 

dilution 1:80; DakoCytomation®), anti-human BAX (polyclonal, rabbit, dilution 1:400; 

DakoCytomation®) and anti-human c-MYC (clone 9E10, mouse, dilution 1:100; 

Labvision®).The reaction was detected with LSAB+ system (DakoCytomation®) and the 

diaminobenzidine chromogen (DakoCytomation®). The counterstaining was accomplished 

with Harris’s hematoxilin. According to the manufacturer’s recommendation, we used as 

positive controls: reactive lymphonode for BCL-2; colon carcinoma for BAX; Burkitt’s 

lymphoma for c-MYC.  

 

Evaluation of the Reactions 

Regarding in situ hybridization, the presence of nuclear dark brown staining was considered 

as positive. According to the immunohistochemistry, the staining for BCL-2 and BAX proteins 

were cytoplasmic, and for c-MYC protein was nuclear and/or cytoplasmic. For 

immunohistochemistry, the percentage of tumor cells staining (Labelling index - LI) was 

proceeded using the following methods described previously.13 Only a LI ³ 5% was 

considered as positive. Besides, the intensity of staining (H-score - HS) was evaluated 

following methods described by McCarty et al.14 

Statistical Analyses 

The analyses was developed using the statistical programs EPINFO_ 6.04d version and SPSS 

12.0. Statistically significant differences were evaluated by Fisher’s exact test (2-sided) and 

Mann-Withney U-test. The results were considered to be statistically significant when p-

values were less than 0.05. 

 

Results 

Clinicopathological Analyses 

Eight of 100 (8%) gastric carcinomas were EBV-positive, demonstrating strong staining 

pecifically situated in the nuclei of tumor cells. In six of the EBV-positive cases almost all 

tumor cells were positive, while the other two cases exhibited a focal staining pattern. Only 

two of 100 cases displayed surrounding infected lymphocytes, coincidentally both presenting 

positive tumor cells. Non-cancerous gastric mucosa and dysplastic area have been always 

negative. Table 1 summarizes the clinicopathological data. There was a male predominance 

(87.5%) in the EBV-positive cases, but no statistically significant difference has been noticed. 

As regarded to the age distribution, there was a small reduction within the interval 55-64 in 

the EBV-positive cases. The average of the EBV-positive and EBV-negative groups were 59.7 
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and 61.3 years old respectively. The age distribution was similar between EBV-positive and 

EBV-negative groups. Although the anatomic localization has not been statistically significant, 

there was a discreet elevation of the EBV-positive tumors localized in the cardia (37.5%) 

compared with the EBV-negative group. The histological analyses revealed that most of the 

EBV-positive cases were classified as intestinal type (87.5%) and showed a predominance of 

the moderately differentiated tumors (75%). The tumor stage distribution was similar 

between both groups. 

 

EBV and Cellular Oncoproteins 

Among the EBV-positive gastric carcinomas, none expressed the BCL-2 protein and 

even EBV-negative group exhibited a low frequency of expression (5/100 cases) and 

low staining scores (LI, HS) averages. The assessment of the BAX expression 

demonstrated elevated values in EBV-positive group, however, smaller than EBV-

negative group. Additionally, based on the balance between BCL2/BAX proteins, fifty-

eight percent of the carcinomas exhibited apoptosis-orientation, three percent 

survival- orientation and thirty nine percent exhibited equilibrium. 

The nuclear c-MYC expression showed very low values in EBV-positive group, 

demonstrating clearly the disparity between both groups, being verified statistic 

significances in these analysis (Mann-Whitney test: LI, p=0.039 and HS, p=0.045). 

Although, the cytoplasmic staining of the c-MYC protein in the EBV-positive 

carcinomas exhibited values more elevated than EBV-negative. It is important to 

notice that none EBV-positive cases presented nuclear and cytoplasmic staining 

concomitantly. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



56 
Análise das alterações genéticas e epigenéticas dos tumores gástricos infectados por Helicobater pylori e Vírus Epstein-Barr 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



57 
Análise das alterações genéticas e epigenéticas dos tumores gástricos infectados por Helicobater pylori e Vírus Epstein-Barr 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.1. Relationship between detection of the EBV and positivity and staining scores averages (LI, HS) of the 
oncoproteins [a] BCL-2 (Mann Whitney test LI p=0.357 and HS p=0.357) [b] BAX (Mann Whitney test LI p=0.140 
and HS p=0.103) [c] nuclear c-MYC (Mann Whitney test LI p=0.039 and HS p=0.045) and [d] cytoplasmic c-MYC 
(Mann Whitney test LI p=0.650 and HS p=0.593). 

 

Discussion 

In this study, EBV was detected in 8% of the assessed gastric carcinomas, according 

to the reported results in various world regions ranging between 1.3 to 19.3%, 

demonstrating greater similarity with studies performed in China, France, Russia, 

Mexico and Brazil.15 16 17 18 19 As described, in six cases almost all tumor cells were 

EBV-positive while the other two cases demonstrated a focal staining pattern. 

According to Takada 3 the presence of the virus in the majority if not in all tumor 

cells, suggests that the virus displays an important role in the development of this 

neoplasm. Contrarily, the verification of EBV only in a portion of tumor cells (focal 

staining pattern), indicates that the infection had occurred after cellular 

transformation.20 Curiously, during the experimental phase we observed frequent 

cytoplasmic staining, occurring especially in non-cancerous glandular arrangements, 

in some of these cases the hybridization technique was repeated omitting the anti-

biotin antibody, being verified the same initial results. Thus, we have concluded that 

this finding was actually a nonspecific staining (background). Some authors have 

related that the gastric mucosa infection is mediated by infiltrated EBV-positive 
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lymphocytes.3 21 However, we found only two cases containing stained lymphocytes, 

contradicting the mentioned hypothesis. Perhaps, this event may occur due to the 

scarce amount of EBV-positive circulating lymphocytes. Alternatively, Osato and Imai 
22 has proposed that the gastric mucosal infection may be mediated by free virus 

presents in the swallowed saliva and due to its structural fragility (enveloped virus), 

the EBV could lose its infectivity explaining its low frequency in distal gastric 

carcinomas and the absence in intestinal tumors.2 15 23 

The results of the present study have also confirmed others researches showing that 

EBV-positive cases have a higher incidence in males.1 17 24 25 The age distribution of 

the EBVpositive group demonstrated a reduction within the interval 55-64 years old 

compared to the EBV-negative group, this variation may be a consequence of the 

small number of positive cases. Even so, the average of years of the EBV-positive 

group reproduced the results of others studies.26 27 28 Concerning to the anatomical 

localization, the slight elevation of EBVpositive tumors situated in the cardia is in 

agreement with researches done in several world regions.4 26 29 30 

The correlation between EBV infection and the Làuren’s histological type remains 

controversial. Some authors point the intestinal type as the most frequently 

associated with EBV 15 30 31 while others point the diffuse 19 25 27 32 33 or even 

equivalence between both histological types.3 24 29 In this study, we observed a 

predominance of the intestinal type in the EBV-positive group. Additionally, Kijima et 

al.4 have reported that patients with EBVpositive carcinoma of the intestinal type 

have a worst prognostic compared to the patients with diffuse type. In this context, 

we have noticed that the majority of the EBV-positive cases belonged to the tumor 

stage III and IV. However, these values were similar to the verified in the EBV-

negative group. So, it seems that the EBV does not induce a more aggressive 

phenotype in the associated neoplasms. According to the differentiation grade, the 

virus was associated exclusively with poorly and moderately differentiated tumors, 

especially the last one. Several studies have reported the two grades as the most 

frequent 17 26 34 35, just a few authors has pointed the poorly differentiated as the 

predominant grade.30 36 Regarding to the correlation between the EBV status and the 

expression of cellular oncoproteins, contrarily to what was expecting by us, none 

EBV-positive case express the BCL-2 protein. These results may not be due to the 

variation of the employed technique, considering that 37% of the carcinomas 
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presented lymphoid follicles strongly stained representing internal controls of the 

reactions. Despite Kume et al.37 have reported an elevated expression of the BCL-2, 

in general other authors have demonstrated low positivity in EBVinfected 

carcinomas.1 36 38 In this scenario, the in vitro observed effects related to 

expression of the BCL-2 induced by viral transcripts (BARF1 and/or EBERs) does not 

seem to occur in vivo, where the virus have to subsist among diverse cellular factors. 

Nevertheless, we observed that the BAX expression overlapped the BCL-2, exhibiting 

an apoptosis orientation in the majority of the cases. But even so, the BAX 

expression in the EBV-positive group was smaller than in the EBV-negative group, 

indicating that the EBV can contribute to the apoptosis suppression by alternative 

mechanisms. It wasn’t found any report regarding EBV presence and BAX expression 

in gastric carcinomas, impeding a comparison of findings. The apoptosis is a complex 

process that involve diverse factors (pro-apoptotic and anti-apoptotic), so that the 

investigation of others components of the apoptotic process (such as Bcl-xL, Bad, 

Bak, Bid) can contribute to know whether the apoptosis is really a mechanism used 

by the EBV in the cellular transformation.The evaluation of the c-MYC protein in the 

nuclei of the tumor cells exhibited a notable reduction of the positivity as well as the 

staining scores in EBV-positive group. In contrast, the detection of the c-MYC protein 

in the cytoplasm demonstrated more elevated values in the EBV-positive group. 

These results indicate that the EBV is not associated with the overexpression of the 

c-MYC situated in the nuclei where this oncoprotein may perform its functions.39. 

Alternatively, the results point to a possible involvement with transport mechanisms 

of the nuclear membrane that could block the uptake of the protein into the nuclei of 

the tumor cells, culminating with its accumulation in the cytoplasm, explaining the 

exclusive cytoplasmic detection without nuclear concomitance. The relationship 

between EBV and c-MYC (nuclear or cytoplasmic) lacks of researches, denoting the 

importance of our study. In the study of Ishii et al.1 the c-MYC positivity was similar 

between EBV-positive and EBV-negative groups, however, the nuclear and 

cytoplasmic staining was indiscriminately considered. In the present study, we 

assessed separately both staining, because the functional importance of the 

cytoplasmic c-MYC is not still completely understood. Some authors relate that this 

finding is destituted of functional meaning 40, on the other hand, others researchers 

have demonstrated an elevation of cytoplasmic expression in function of the 
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malignant progression in carcinomas of the stomach 41, colon 42 and astrocytic 

tumors.43 Our findings suggest that the proposed hypothesis about a possible EBV-

mediated tumorigenic pathway, based on the synergic effect between the apoptosis 

inhibition by the BCL-2 protein expression and the cellular proliferating induced by 

the overexpression of c-MYC protein (nuclear) seems, in fact, not to happen. Proving 

that several effects observed in vitro, do not occur in vivo. Additionally, our results 

indicate that EBV should use other mechanisms or else other factors (as in the case 

of the apoptosis process) to promote the tumor development. 
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Resumo  

A enzima Metilenotetrahidrofolato Redutase (MTHFR) apresenta um papel central no metabolismo do 

folato. Essa enzima catalisa a conversão de 5-10-metilenotetraidrofolato (5-10 TIF) em 5-

metiltetraidrofolato (5-TIF, principal forma de folato plasmático circulante) que é um doador de 

grupamentos de carbono para a síntese de novo de metionina, precursora para síntese de 

adenosilmetionina sulfato (SAM), um importante doador de grupamentos metila para metilação do 

DNA. Tal atividade a torna crucial na manutenção da biossíntese de DNA e/ou RNA e metilação de 

DNA genômico. É amplamente aceito que na ausência desses eventos, instala-se uma instabilidade 

genômica, que pode ser crítica para transformação oncogênica de células humanas. O polimorfismo 

C677T no gene MTHFR está associado à expressão de uma enzima termolábil de atividade reduzida e 

afeta a disponibilidade da metionina, crucial para evitar o estado de hipometilação genômica, 

favorecendo uma possível ligação entre polimorfismos no gene MTHFR e a carcinogênese. O objetivo 

deste estudo foi a avaliação da freqüência do polimorfismo C677T em amostras de adenocarcinomas 

gástricos. Nos 83 casos analisados, os genótipos do polimorfismo C677T foram correlacionados com 

dados clínicos dos pacientes, estadiamento, tipo histológico do tumor e ocorrência de instabilidade de 

microssatélites (MSI). A genotipagem do polimorfismo C677T foi realizada através da técnica PCR-

RFLP. Dos casos analisados, foram encontrados 37,3%, 61,5% e 1,2% com os genótipos 677CC, 

677CT e 677TT, respectivamente. Não foi encontrada associação entre genótipo 677TT e câncer 

gástrico. Não houve diferença significante nas freqüências genotípicas da C677T com relação ao sexo, 

localização do tumor ou estadiamento da doença. No entanto, foi encontrada uma forte correlação 

estatística entre o genótipo CT e tipo histológico intestinal. Nossos resultados sugerem que os efeitos 

deletérios advindos da baixa atividade da MTHFR, podem ser ter um papel importante nas origens do 

adenocarcinoma gástrico intestinal.  
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Resumo  

O Câncer Gástrico é um dos cânceres mais comuns no Brasil e é responsável por uma alta 

taxa de morbidade. O gene p53 codifica uma proteína com papel importante na 

transcrição do DNA, regulando o ciclo celular e funcionando como supressor tumoral. A 

inativação de genes supressores tumorais tem sido freqüentemente observada na 

carcinogênese gástrica. Mutações em regiões específicas desse gene têm sido encontradas 

em vários tipos de tumores. O objetivo desse estudo foi avaliar a freqüência com que 

ocorrem mutações nos exons 5, 6, 7, 8 e 9 do gene p53 em 40 amostras de 

adenocarcinomas gástricos e buscar correlações dos resultados com dados clínicos, 

estadiamento e tipo histológico do tumor. A análise das mutações foi realizada por 

seqüenciamento dos exons 5 a 9 (em reações separadas) realizado em um 

seqüenciador automático (ABI Prism 3100, Applied Biosystems). Os dados já foram 

coletados e o projeto está em fase de estudo das mutações encontrada e análises 

estatísticas desses dados.  
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Resumo 

O abortamento espontâneo recorrente (AER) é caracterizado por dois ou mais 

abortamentos espontâneos com menos de 20-22 semanas de gestação. Sua principal causa 

reside em anomalias cromossômicas numéricas e/ou estruturais que podem ter sido 

herdadas dos pais ou desenvolvidas em período pós-zigótico e totalizam cerca de 50% dos 

diagnósticos de abortamentos. Entre os 50% restantes, destacam-se alterações morfológicas 

uterinas, doenças maternas, intoxicações farmacológicas e influências de ordem hormonal, 

imunológica e trombofílica, sendo esta última o alvo dessa pesquisa. Substituições de ponto 

como a G1691A no gene que codifica o fator V da coagulação sangüínea torna-o resistente à 

desativação pela proteína C ativada. Já a substituição G20210A no gene da protrombina leva 

ao aumento de sua concentração no sangue e, por conseguinte, do produto de sua 

conversão: a trombina. Ainda, pela substituição C677T no gene da enzima 

metilenotetrahidrofolato redutase, aumenta-se a expressão de fator tecidual e diminui-se a 

atividade da proteína C, ambos efeitos com características pró-coagulantes. Esses três 

polimorfismos, por fim, levam à predisposição para o desenvolvimento de tromboembolismos 

e, durante gravidezes, AER podem ser devidos à trombose de vasos placentários. Assim, 

procurou-se determinar a freqüência, até então desconhecida na região de Bauru, dos 

polimorfismos FV G1691A, PT G20210A e MTHFR C677T em dois grupos de 40 mulheres 

para se avaliar possíveis associações com a ocorrência de AER, pois o uso de 

anticoagulantes, ácido fólico e vitaminas do complexo B têm mostrado bons resultados na 

prevenção de AER. Os critérios de seleção de mulheres para compor o grupo Caso incluíam a 

ocorrência de AER sem causas definidas, com ou sem gestações a termo e cariótipos 

normais dos genitores e de pelo menos um dos abortamentos espontâneos. Para o grupo 
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Controle, entretanto, as mulheres deveriam ter uma ou mais gestações a termo, sem 

histórico de abortamento e nenhuma intercorrência gestacional potencialmente abortiva. A 

genotipagem dos polimorfismos  foi realizada através da técnica PCR-RFLP (RFLP – 

Restriction Fragment Length Polymorphism). Não foi encontrada associação entre a 

ocorrência de AER e a qualquer dos polimorfismos estudados. Estes resultados sugerem que 

os polimorfismos Leiden do Fator V, A20210 e C677T, não representam um fator de risco 

para AER nos casos estudados. Os resultados observados nesse trabalho deverão ser 

confirmados com novos estudos em amostras maiores.  
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Resumo 

A perda gestacional recorrente idiopática é multifatorial, pois envolve fatores de risco 

clínicos e biológicos. A trombofilia pode ser definida como uma predisposição para trombose. 

Anormalidades na hemostasia que estão associadas com trombofilias clínicas incluem 

defeitos hereditários, tais como os anticoagulantes naturais Antitrombina III, Proteína S e 

Proteína C ou fatores de coagulação, os polimorfismos do fator V Leiden, do gene da 

protrombina (G20210A), da metilenotetrahidrofolato redutase-MTHFR (C677T), e defeitos 

adquiridos, tal como Síndrome Antifosfolípide e a Hiperhomocisteinemia. O presente trabalho 

foi realizado com 70 mulheres, sendo que 35 mulheres apresentavam 3 ou mais abortos 

recorrentes inexplicáveis, e 35 mulheres voluntárias clinicamente normais. Para todas as 

mulheres foram feitas as investigações para os anticoagulantes naturais da coagulação e 

investigação para as mutações do fator V Leiden, gene da protrombina G20210A e 

metilenotetrahidrofolato redutase MTHFR C677T e as deficiências adquiridas. Em nosso 

estudo, encontramos resultados estatisticamente significantes para a síndrome do anticorpo 

antifosfolípide (trombofilia adquirida). Foi também observado um grande número de defeitos 

trombofílicos adquiridos sendo que alguns estão em associação com a mutação do fator V 

Leiden e MTHFR C677T, porém mais pesquisas são necessárias para confirmar ou contestar 

as causas das trombofilias, e avaliar a eficiência e segurança da tromboprofilaxia em 

mulheres grávidas. 
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01 CE 76        

02 CE 68        

03 CE 65        

04 CE 64        

05 CE 53        

06 CE 72        

07 CE 66        

08 CE 56        

09 CE 75        

10 CE 45        

11 CE 60        

12 CE 48        

13 CE 52        

14 CE 70        

15 CE 25        

16 CE 59        

17 CE 58        

18 CE 65        

19 CE 55        

20 CE 56        

21 CE 76        

22 CE 61        

23 CE 23        

24 CE 48        

25 CE 67        

26 CE 62        

27 CE 68        
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29 CE 60        

30 CE 49        

31 CE 53        
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33 CE 55        

34 CE 74        

35 CE 61        

36 CE 38        

37 CE 45        

38 CE 57        

39 CE 77        

40 SP 41        

41 SP 77        

42 SP 64        

43 SP 78        

44 SP 77        

45 SP 57        

46 SP 75        

47 SP 64        

48 SP 67        
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76 SP 66        
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81 SP 72        

82 SP 48        
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