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"Não basta ensinar ao homem uma especialidade. Porque se 

tornará assim uma máquina utilizável, e não uma personalidade. 

É necessário que adquira um sentimento, um senso prático 

daquilo que vale a pena ser empreendido, daquilo que é belo, do 

que é moralmente correto. A não ser assim, ele se assemelhará, 

com seus conhecimentos profissionais, mais a um cão ensinado 

do que a uma criatura harmoniosamente desenvolvida. Deve 

aprender a compreender as motivações dos homens, suas 

quimeras e suas angústias para determinar com exatidão seu 

lugar exato em relação a seus próximos e à comunidade… O 

ensino deveria ser assim: quem o receba o recolha como um 

dom inestimável, mas nunca como obrigação penosa". 

 

Albert Einstein em "Como vejo o mundo" 

 

Dedico este trabalho 

à minha família e a todos 

os pacientes que viveram o 

câncer. 
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Resumo 

 

O câncer gástrico é mundialmente a segunda causa de morte por câncer. No 

Brasil está entre os cinco neoplasias mais incidentes, mostrando-se como um grave 

problema de saúde pública. O conhecimento do padrão de expressão gênica de 

genes supressores tumorais e protooncogenes é fundamental para o esclarecimento 

dos mecanismos desta carcinogênese. O gene FOXE1 (forkhead box E1) pertence a 

uma grande família de fatores de transcrição envolvidos em processos de 

crescimento e diferenciação celular. Pesquisas recentes têm demonstrado o papel 

determinante de FOXE1 na gênese de certos tipos de neoplasias. Assim, a análise 

da expressão gênica de FOXE1 em amostras de tumores gástricos faz-se 

necessária para esclarecer seu possível envolvimento neste carcinogênese. O DNA 

foi extraído de 89  amostras de tumores gástricos, com seus respectivos tecidos 

normais adjacentes. Após o tratamento com bissulfito de sódio, o padrão de 

metilação foi determinado por PCR específica para metilação (MSP-PCR) com a 

visualização dos resultados em poliacrilamida 6% corado com nitrato de prata. 

86,5% das amostras apresentaram metilação em FOXE1, sendo o mesmo padrão 

encontrado em tecidos normais adjacentes 74,2%. Não houve significância 

estatística quando os resultados foram agrupados de acordo com o sexo, tipo 

histológico e estadiamento. A expressão gênica foi avaliada através de qPCR para 

13 dos 89 pacientes incluídos no estudo. Obteve-se para cada paciente a razão 

(T/N) comparando a expressão gênica da amostra de tecido tumoral (T) em relação 

à expressão do tecido normal adjacente ao tumor (N). 8 amostras (61,5%) 

apresentaram um aumento da expressão do FOXE1, com uma média de 1,6. Dentre 

as 5 (38,5%) amostras com QR abaixo de 1, isto é, com expressão do FOXE1 

abaixo do tecido normal, a média foi de 0,7. Quanto à concordância entre o estado 

de metilação em FOXE1 e a sua expressão gênica, em 10 amostras (76,9%) não 

houve concordância nos resultados. Apesar de apresentarem metilação em FOXE1 

foi constatada expressão gênica. Para 3 (23,1%) casos os resultados foram 

concordantes. Em 2 (15,4%) casos não metilados verificou-se expressão gênica e 1 

(7,7%) caso estava metilado com ausência de expressão gênica para FOXE1. Os 

resultados indicam que a metilação em FOXE1 é um evento frequênte em tumores 

gástricos. Avaliar seu papel neste processo é imprescindível, pois o conhecimento 

do padrão de expressão gênica de fatores de transcrição que atuam na regulação do 
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ciclo celular é um passo fundamental na identificação de possíveis vias 

carcinogênicas e marcadores tumorais. 

Palavras-Chave: Câncer Gástrico. Expressão gênica. FOXE1. Metilação. 
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A neoplasia gástrica maligna é a quarta mais incidente no mundo. Sua 

incidência tem declinado nos últimos anos, fato que pode estar relacionado à 

mudança na conservação dos alimentos, melhora nos hábitos alimentares e 

condições de higiene, porém, ainda representa mundialmente a segunda causa de 

óbitos por câncer. No Brasil, dados epidemiológicos para o ano de 2012 revelam um 

risco estimado de 13 novos casos de câncer de estômago a cada 100 mil homens e 

7 para cada 100 mil mulheres, colocando a neoplasia gástrica entre as cinco mais 

incidentes no país. É um câncer duas vezes mais comum em homens, colocando-se 

como o segundo mais frequente nas regiões Norte e Nordeste e o quarto nas 

regiões Sul, Sudeste e Centro-Oeste. Para as mulheres ocupa a quarta posição na 

região Norte, a quinta na região Centro-Oeste e a sexta nas regiões Sudeste, Sul e 

Nordeste (INCA 2012).  

Trata-se de uma patologia rara antes dos 40 anos de idade, com seu pico 

máximo de incidência registrado na sétima década de vida. A taxa de mortalidade 

apresentam-se até três vezes maior em grupos de baixo nível sócio econômico. 

Apura-se em dados recentes que 70% dos casos ocorrem em países em 

desenvolvimento (INCA 2012).   

 

Histopatologia 

O câncer gástrico apresenta-se em três tipos histológicos: linfoma, que 

representa 3% dos casos, leiomiossarcoma, caracterizado por iniciar-se em tecidos 

que dão origem aos músculos e ossos e adenocarcinoma gástrico, sendo o mais 

freqüente, responsável por até 95% dos tumores diagnosticados (Fuchs e Mayer, 

1995; Ji et al., 2002). 

O câncer gástrico pode ocorrer em qualquer local das cinco principais áreas 

do órgão: cárdia, antro e piloro, fundo e corpo, atingindo gradualmente a parede do 

órgão que é constituída por cinco camadas: serosa, subserosa, muscular, 

submucosa e mucosa (Cotran et al, 2000). O sistema de drenagem linfática registra 

33 gânglios linfáticos regionais, classificados em três grupos de acordo com a 

localização do tumor primário (Kitagawa et al, 2002).  
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Figura 1: Divisões anatômicas do estômago: cárdia, corpo, fundo e antro/piloro 

Fonte: http://cc0208.med.up.pt/cirurgia/teoricas/estomago.ppt, acesso em 02/01/2013. 

 

A anatomia do estômago permite a classificação da carcinogênese gástrica 

por estadiamentos. Os sistemas de estadiamento mais utilizados atualmente são o 

de Borrmann, baseado no aspecto macroscópico do tumor, os sistemas de Laurén e 

o da Organização Mundial da Saúde, OMS, baseados em achados microscópicos. 

O sistema proposto pela OMS considera o padrão histológico encontrado e 

classifica os tumores de acordo com o predominante. O adenocarcinoma subdivide-

se em quatro tipos, de acordo com seu padrão de crescimento (papilar, tubular, 

mucinose e em anel de sinete) (Watanabe et al., 1997). 

Segundo Laurén, os adenocarcinomas gástricos podem ser classificados 

conforme seu aspecto microscópico em dois tipos, o intestinal e difuso (Lauren, 

1965). O tipo intestinal tem sua ocorrência ligada a situações pré-cancerosas 

seqüenciais e progressivas, iniciando com a gastrite crônica, gastrite atrófica, 

metaplasia intestinal, displasia e culminando em carcinoma. Ocorre em indivíduos 

com idades mais avançadas, com incidência maior no sexo masculino (Correa, 

1992; Stemmermann, 1994). O tipo difuso acomete indivíduos mais jovens, com 

frequência um pouco mais elevada no sexo feminino. Registra altas taxas de 

ocorrência familial, sugerindo sua ocorrência ligada a fatores genéticos (Sipponen, 

1985). O aspecto das células neoplásicas é distinto nos dois tipos, o tipo intestinal é 

caracterizado pela presença de células neoplásicas coesas formando estruturas 
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tubulares e uma massa discreta, enquanto que no difuso ocorrem células tumorais 

pequenas e dispersas que se infiltram difusamente na parede do estômago (Howson 

et al., 1986) 

 
Figura 2: Histopatologia dos adenocarcinomas Intestinal e Difuso, segundo Laurén. 

Fonte: http://cc0208.med.up.pt/cirurgia/teoricas/estomago.ppt, acesso em 02/01/2013. 
 

Macroscopicamente, o sistema de Borrmann divide o carcinoma gástrico em 

cinco tipos, dependendo da aparência da lesão. Borrmann I: polipóide ou fungiforme 

e vegetante; Borrmann II: lesão ulcerada com bordas elevadas; Borrmann III: lesão 

ulcerada infiltrando a parede gástrica; Borrmann IV: lesões difusamente infiltrativas, 

também denominada “linite plástica” e Borrmann V: tumores que não se encaixam 

nas demais categorias. A classificação de Borrmann é ilustrada na figura 3. 

 
 

Figura 3: Classificação de Borrmann proposta para classificar macroscopicamente, o tumor 

gástrico em cinco tipos, dependendo da aparência e grau de infiltração da lesão. 
Fonte: http://www.gastro-centro.com/atlasdig5.php 
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Diagnóstico 

A maior parte dos casos de câncer gástrico é diagnosticada em estadios 

avançados da doença, comprometendo a eficácia dos procedimentos terapêuticos e 

contribuindo para o mau prognóstico. Nos países ocidentais não há estratégias de 

rastreamento. Na maior parte dos casos os pacientes apresentam quadro clínico 

assintomático ou inespecífico, dificultando o diagnóstico precoce. Os sintomas 

cursam de acordo com a localização anatômica do tumor, podendo incluir 

emagrecimento, anemia, vômitos, náuseas, anorexia, plenitude pós prandial e em 

alguns casos hematêmese (INCA, 2010).  

O diagnóstico clínico é realizado principalmente através de endoscopia 

digestiva alta, que permite visualizar a lesão em uma análise macroscópica 

auxiliando no planejamento cirúrgico. O exame permite ainda, a realização de 

biópsia para obtenção de material para estudo histológico e pode ser associado a 

tomografias computadorizadas, ultrassonografias endoscópicas, exames 

radiológicos de duplo contraste e avaliações bioquímicas (Mincis e Possik, 2002; 

INCA, 2010).  

 

Estadiamento 

Uma vez diagnosticado, a terapêutica deve ser instituída baseada no 

estadiamento do tumor.  

Clinicamente a ecoendoscopia e a tomografia axial computorizada (TAC) 

apresentam-se como os principais meios para estabelecer o estadiamento. Através 

destes exames pode-se determinar o número de camadas do estômago atingidas e 

analisar o comprometimento dos órgãos, vasos e gânglios adjacentes. A análise da 

presença de metástases e de acometimento ganglionar é dificultada por estes meios 

devido à capacidade limitada de penetração das sondas (Motoo et al., 1994).  

A ressonância magnética nuclear apresenta alta sensibilidade na identificação 

de doença metastática e lesões hepáticas suspeitas, sendo ainda uma alternativa 

nas situações em que há contra-indicação à TAC por alergia ao contraste ou 

insuficiência renal. A PETCT Scan (Scan Positron Emition Tomography) permite 

identificar locais de metástases com alta sensibilidade devido à detecção de 

anormalidades metabólicas através da tomografia por emissão de pósitrons. Pode 
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ainda auxiliar no estadiamento, detectar precocemente a recidiva de tumores e 

verificar resposta à terapêutica. A laparoscopia e a videolaparoscopia podem auxiliar 

no estadiamento contribuindo para selecionar de forma mais efetiva pacientes 

candidatos à ressecção cirúrgica, contra indicando uma possível laparotomia (Mincis 

e Possik, 2002; Mincis e Mincis, 2008). 

O estadiamento patológico é realizado através da análise microscópica 

proveniente da ressecção cirúrgica. Atualmente existem dois principais sistemas de 

estadiamento que levam em conta critérios como o tamanho do tumor, invasão 

ganglionar com linfonodos acometidos e presença de metástases. Nos países 

orientais, o sistema utilizado foi instituído pela JCGC (Japanese Classification of 

Gastric Carcinoma). No Brasil utiliza-se a classificação pTNM (Tabela 1), 

estabelecido pela AJCC (American Joint Committee on Cancer) para compor o 

estadiamento tumoral (Tabela 2). 

 

Tabela 1: TNM Patológico, classificação baseada na 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). 

 
Fonte: Adaptado do Cancer Staging Handbook, 2002. 
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Tabela 2: Estadiamento pTNM baseado nos dados obtidos na análise pTNM (tabela 1). 

 
Fonte: Adaptado do Cancer Staging Handbook, 2002. 

Tratamento e Sobrevida 

Atualmente o sucesso cirúrgico e terapêutico para um paciente diagnosticado 

com câncer gástrico é relatado como uma sobrevida global de cinco anos. Os 

números variam mundialmente, chegando a 21% em indivíduos europeus (Berrino et 

al., 1999; Akoh e Macintyre, 1992) e até 47% no Japão (Hisamichi e Sugawara, 

1984), retratando efeitos benéficos que programas rastreamento podem apresentar. 

No Brasil, poucos estudos relatam estes dados. Observa-se uma sobrevida 

global em 5 anos muito inferior aos países desenvolvidos, atingindo uma taxa de 

apenas 9% (Bustamante-Teixeira et al., 2006). 

O tratamento padrão para pacientes com câncer gástrico é a gastrectomia, 

que pode ser total ou parcial. A opção cirúrgica baseia-se na localização, tamanho e 

estadiamento do tumor. Naqueles localizados na porção alta e média do corpo 

gástrico, indica-se a gastrectomia total, e nos situados abaixo dessa regiäo, a 

ressecçäo parcial. De acordo com o estadiamento da doença, a abordagem cirúrgica 

poderá ser estendida a uma linfadenectomia, que pode ser orientada por 

marcadores através da técnica de linfonodo sentinela. Outros tratamentos incluem a 

quimioterapia e a radioterapia, que podem ser realizadas em diversos esquemas 

terapêuticos, de acordo com as características clínico-patológicas do paciente 

(Hiratsuka et al., 2001).  
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Para pacientes em estadios avançados da doença existem ainda os 

tratamentos paliativos, que podem incluir todas as abordagens relatadas 

anteriormente, porém, sem a intenção curativa. Os critérios para realização de 

cirurgias de ressecção paliativa ou tratamento paliativo endoscópico levam em 

conta, dentre outros fatores, o alívio de sintomas e melhora da qualidade de vida do 

paciente. Comumente são realizadas abordagens cirúrgicas de derivação para 

prolongar o uso do trato gastrointestinal ou apenas para tratamento de complicações 

como perfurações e hemorragias (Bandoh et al., 1991). 

 

Etiologia 

 A etiologia da doença ainda não está totalmente definida. Estudos mostram 

que a gênese dos tumores gástricos é multifatorial e complexa, envolvendo além de 

fatores ambientais e hábitos de vida, aspectos intrínsecos, como alterações 

genéticas e epigenéticas.  

Estudos epidemiológicos relatam que a ingestão regular de alimentos 

conservados inadequadamente, com alto teor de sal ou defumados são associados 

ao aumento do risco para o desenvolvimento do câncer gástrico (Buiatti et al., 1989; 

Palli et al., 2001; De Stefani et al., 2004). O consumo de legumes crus e cozidos, 

frutas frescas e cítricas demonstraram possíveis efeitos protetores para o estômago, 

atribuídos, principalmente, à presença de micronutrientes como o ácido ascórbico, 

tocoferol e folatos, que agem como antioxidantes e podem interromper a formação 

interna de N-nitrosos, considerados potentes agentes carcinógenos gástricos (Hu et 

al., 1988; Ye et al., 1998). Observou-se, porém, que a suplementação artificial 

destes nutrientes, a curto prazo, não demonstrou nenhum efeito substancial benéfico 

sobre a incidência ou mortalidade por câncer gástrico (Blot et al., 1993; Plummer et 

al., 2007).     

A infecção por Helicobacter pylori tem sido definida como o principal fator de 

risco para o desenvolvimento da neoplasia gástrica (Israel e Peek, 2001; Peek Jr. e 

Blaser, 2002). A patogenicidade da infecção por H. Pylori está relacionada, 

principalmente, aos genótipos cagA e vacA (Yamaoka et al., 1999). A intensidade da 

resposta inflamatória causa danos às células epiteliais da mucosa gástrica, podendo 

tornar-se crônica conferindo o risco de desenvolvimento da neoplasia (Israel e Peek, 

2001; Fox e Wang, 2002). 
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O vírus Epstein Barr é um patógeno de alta prevalência que estabelece uma 

infecção persistente na maior parte dos pacientes. Estima-se que mais de 90% da 

população mundial esteja infectada (Crawford, 2001; Callan, 2004). A infecção por 

Epstein Barr está associada ao desenvolvimento de diversas neoplasias, dentre 

elas, o câncer gástrico (Burke et al., 1990; Takada K, 2000). O mecanismo de ação 

do Epstein Barr na carcinogênese ainda não está totalmente elucidado, estudos 

demonstram que proteínas expressas pelo vírus atuam diretamente como 

oncogenes, além de causar mutações em genes supressores tumorais ao integrar 

seu DNA viral ao material genético humano (Ribeiro-Silva e Zucoloto, 2003).  

Dentre os fatores intrínsecos relacionados à carcinogênese gástrica, as 

alterações genéticas e epigenéticas demonstram ter um importante papel no 

controle da expressão de genes que regulam eventos do crescimento celular, como 

proto oncogenes e genes supressores de tumores (Ushijima e Okochi-Takada, 2005; 

Kurdistani, 2007). Dentre as alterações epigenéticas, a metilação de DNA tem se 

mostrado relevante na carcinogênese. Trata-se de uma alteração fundamental para 

a regulação da expressão gênica, considerada reversível por não alterar a 

sequência do DNA, e herdável, por ser transmitida às células filhas após sucessivos 

ciclos de divisão celular (Fackler et al, 2004; Ushijima, 2005; Rando, 2006). A 

metilação do DNA ocorre com a adição de um radical metil no carbono 5’ do anel 

pirimídico da base citosina (C) seguida de uma base guanina (G),  as chamadas 

ilhas CpGs, encontradas principalmente na região promotora dos genes (Hermann; 

Habuchi et al. 2001). 

Silenciar um gene intacto via metilação é um evento normal do 

desenvolvimento e da diferenciação celular, entretanto, a metilação aberrante nas 

regiões promotoras de protooncogenes ou genes supressores de tumor pode 

provocar perda patogênica de função deste gene. Estudos demonstram que em 

diversos tipos de neoplasias genes supressores tumorais são inativados por 

metilação aberrante de sua região promotora (Esteller, 2005).  

Os genes Forkhead Box, expressam uma família de fatores de transcrição 

que se ligam ao DNA por meio de um domínio forkhead. Estes genes são expressos 

em diversos tecidos e desempenham importantes papéis na regulação da expressão 

de genes envolvidos com a proliferação e diferenciação celular. Os genes desta 

família são identificados por 17 subclasses (A-Q), entre os quais encontra-se o gene 

FOXE1 (forkhead box E1 – também conhecido como FKHL15, TITF-2 e TTF2). O 

http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&langpair=en%7Cpt&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Gene&rurl=translate.google.com.br&usg=ALkJrhgwxFhWCvg5hfwX9JyMaNdIw8ZSfQ
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gene FOXE1 está localizado no cromossomo 9q22, possui um único exon com 

regiões ricas em CG, importante alvo para metilação de DNA (Chadwick et al., 1997; 

Katoh e Katoh, 2004).  

FOXE1 é o regulador central dos fatores de transcrição e cofatores que 

iniciam a diferenciação da tiróide (Parlato et al, 2004). Exerce atividade fundamental 

durante as fases embrionárias do desenvolvimento e durante todo o ciclo vital; é 

essencial para a formação da glândula tireóide, bem como para a manutenção do 

estado diferenciado da glândula em adultos (De Felice et al, 2004). Também 

envolvido no fechamento do palato secundário e morfogênese dos folículos pilosos 

(Dathan et al., 2002). Estudos recentes têm demonstrado o papel decisivo do gene 

FOXE1 na gênese de certos tipos de neoplasias, como câncer de pâncreas (Sato et 

al., 2003; Matsubayashi et al., 2006), câncer de mama (Weisenberger et al., 2008), 

carcinoma folicular da tireóide (Gudmundsson et al., 2009; Takahashi et al., 2010) e 

carcinoma de células escamosas cutâneo (Venza et al., 2010), o que demonstra a 

importância em analisar o possível envolvimento deste gene na carcinogênese 

gástrica. 

O conhecimento do padrão de expressão de FOXE1 em tumores gástricos 

pode demonstrar um possível estado de metilação do gene. Estes achados, 

relacionados aos dados clínicos, poderão auxiliar na busca de novos marcadores 

biomoleculares para diagnóstico tumoral precoce, possibilitando um melhor 

prognóstico e auxiliando o estabelecimento de metas terapêuticas específicas. 

 

 

 

  

 

http://hmg.oxfordjournals.org/search?author1=Meiko+Takahashi&sortspec=date&submit=Submit


23 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                    

 

 

 

  Objetivos 



24 
 

Objetivo Geral 

 

 Verificar o padrão de metilação no gene FOXE1 em amostras de tumores 

gástricos.   

 

Objetivos específicos 

 

Analisar amostras de tumores gástricos e seus respectivos tecidos normais 

buscando: 

 Analisar a expressão gênica de FOXE1 para amostras de tumores gástricos;  

 Verificar a relação entre o padrão de metilação de FOXE1 e a expressão 

gênica verificada nos respectivos tumores; 

 Estudar a possível correlação entre o padrão de metilação, a expressão 

gênica de FOXE1 e os dados clínicos e histopatológicos dos pacientes. 
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Seleção de Pacientes 

 

Foram incluídos neste estudo 89 pacientes atendidos no Hospital das Clínicas 

da Faculdade de Medicina da UNESP de Botucatu e no Núcleo de Medicina 

Tropical, Departamento de Patologia na Universidade Federal do Ceará, com 

diagnóstico de câncer gástrico e indicação de gastrectomia total ou parcial. 

Os pacientes convidados a participar do estudo foram orientados e assinaram 

o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. O estudo foi aprovado pelo Comitê 

de Ética e Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu (Processo 3907/2011). 

 

 

 



27 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                

 

 

Metodologia 

 



28 
 

Amostras 

Após a gastrectomia foram coletadas amostras de tecido tumoral e seus 

respectivos tecidos normais adjacentes. Análises histopatológicas garantiram que os 

tecidos tumorais consistiam em pelo menos 80% de células tumorais e que os 

tecidos normais adjacentes encontravam-se livres destas células. A classificação 

histológica foi realizada de acordo com o sistema de classificação de Lauren (1965), 

e os tumores foram estadiados de acordo com os critérios do TNM (American Joint 

Committee on Cancer, 2002). Os tecidos foram identificados e conservados em 

nitrogênio líquido até momento do uso.  

Extração DNA 

  A extração do DNA das amostras foi realizada de acordo com o 

protocolo de Foster e Twell, 1996, CTAB (Cetyl Trimethyl Ammonium Bromide). A 

qualidade do material extraído foi avaliada por amplificação por Reação em Cadeia 

da polimerase (PCR), do gene constitutivo GAPDH. 

Análise da Metilação 

Para a análise do estado de metilação do FOXE1 o DNA foi tratado com 

Bissulfito de Sódio (Sigma-Aldrich), conforme descrito em Herman e colaboradores 

(1996). O tratamento é realizado para a conversão de citosinas não metiladas em 

uracila por desaminação, ocorrendo conservação das citosinas metiladas. 

Posteriormente, realizou-se a técnica de PCR específica para a detecção de 

metilação (PCR-MSP), onde duas reações de PCR são realizadas utilizando-se 

diferentes pares de primers específicos para as situações metilado ou não metilado, 

obtidos em www.pathology2.jhu.edu/pancreas/primer.pdf. 

 

 
TABELA 3 – Sequências de oligonucleotídeos iniciadores para análise MSP-PCR. Met: sequência 

metilada e nMet: sequência não metilada 

GENE Oligonucleotídeo (5’-3’) sense Oligonucleotídeo (5’-3’) antisense 

FOXE1 
Met- TCG TAG GGT TGG AGA TTT AC GAA ACG AAA ACA ACG AAA TCG 

nMet- TTT GTA GGG TTG GAG ATT TAT G AAA ACA AAA CAA AAA CAA CAA AAT C 

 

http://www.pathology2.jhu.edu/pancreas/primer.pdf
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 A mistura de PCR para 25 μL foi composta por: 1,5 U de Platinum Taq DNA 

Polimerase Invitrogen, 1X Tampão Platinum (Tris-HCl 20 mM (pH 8,4) KCl 50 mM), 

0,2 mM deoxinucleotídeos tri-fosfato (dNTP), 1,5 mM de MgCl2, 0,4 mM de cada 

oligonucleotídeo iniciador, 100 ng de DNA e água estéril em quantidade suficiente 

para 25 μL. A mistura foi submetida a uma desnaturação inicial a 95ºC por 5 

minutos, seguido de 40 ciclos (desnaturação a 95ºC por 30 segundos, anelamento a 

54ºC por 1 minuto, extensão a 72ºC por 2 minutos) e extensão final a 72ºC por 7 

minutos. 

O produto amplificado nessas reações foi visualizado em gel de poliacrilamida 

não desnaturante 6% (Sambrook et al., 2001) corados por nitrato de prata 

(Sanguinetti et al., 1994). As amostras não metiladas amplificam uma região de 94 

pb e as amostras FOXE1 metiladas uma região de 88 pb. 

Como controle positivo para o status metilado foram utilizadas amostras de 

DNA metiladas in vitro com o kit Methylase-SssI (New EnglandBiolabs), segundo as 

especificações do fabricante. Para controle do gene não metilado, foram utilizadas 

as mesmas amostras, porém, sem o tratamento de metilação. Essas amostras 

controle passaram por tratamento com bissulfito de sódio e foram submetidas à 

PCR-MSP para o gene FOXE1, sendo suas bandas utilizadas como padrão para as 

análises dos tecidos tumorais e normais adjacentes 

Durante a eletroforese utilizou-se ainda uma amostra de PCR sem DNA como 

controle negativo para contaminação. 

 

Expressão Gênica de FOXE1 

 Dentre a casuística utilizada para análise de metilação, um grupo composto 

por 13 casos foi analisado para avaliar a possível relação entre o estado de 

metilação de FOXE1 e sua expressão. Os pacientes foram selecionados de acordo 

com a disponibilidade de amostras tumorais para a extração de RNA em boa 

quantidade e qualidade. 

 

Extração de RNA  

As amostras de tecido mantidas em nitrogênio líquido foram pulverizadas com 

pistilo em banho de nitrogênio. 
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A extração do RNA foi realizada utilizando o QIAmp RNA Mini Kit (QIAGEN, 

Valencia, CA, USA), segundo especificações do fabricante. 

 

Tratamento com DNase 

 Para inativar e remover qualquer contaminação com DNA genômico, o RNA 

foi tratado com DNAse I (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA) utilizando-se para 

cada amostra 10x DNase I Reaction Buffer  e 1 U de DNAse, em um volume final de 

35µL, completado com água estéril. A mistura foi incubada com 0,5 µg de RNA (no 

mínimo) por 30 minutos a 37°C. A inativação da enzima DNAse I foi realizada com a 

elevação da temperatura a 70ºC por 5 minutos e 4ºC por 5 minutos, mantendo a 

reação em gelo até o preparo da RT-PCR. 

Reação RT- PCR  

O RNA tratado com DNAse I foi utilizado para a reação de RT utilizando o Kit 

High Capacity cDNA (Applied Biosystem, CA, USA), segundo as especificações do 

fabricante.  

 

qPCR 

A expressão de FOXE1 foi avaliada por análise relativa da expressão gênica 

através de PCR em tempo real, qPCR, utilizando o sistema de detecção TaqMan 

(Life Technologies, EUA). Obteve-se para cada paciente a razão (T/N) comparando 

a expressão da amostra de tecido tumoral (T) em relação à expressão do tecido 

normal adjacente ao tumor (N). 

A reação foi composta de 2x TaqMan® Universal PCR Master Mix, 1,0µL de 

Assay by design (Life Technologies, EUA) e 3,0µL do cDNA produto da reação de 

RT-PCR. Os ensaios foram realizados, em triplicata, no aparelho ABI 7500 Applied 

Biosystems, segundo as especificações do fabricante. 
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Dados Clínicos, Demográficos e Anatomopatológicos 

 Foram incluídos neste estudo um total de 89 pacientes, sendo 39 (43,8%) 

procedentes da região de Fortaleza – CE e 50 (62,2%) da região de Botucatu – SP. 

Do total de pacientes incluídos, 60 (67,4%) eram do sexo masculino e 29 (32,6%) do 

sexo feminino. A idade média no momento de inclusão foi de 61 anos, o paciente 

mais jovem tinha 23 anos e o mais idoso 98.   

 A procedência, idade média, gênero, estadiamento, grau histológico, 

diferenciação e sítio de localização podem ser observados na tabela 4.  

 
  Tabela 4: Dados Clínicos, Demográficos e Anatomopatológicos dos pacientes incluídos no 

estudo. 

Característica n=89 

Procedência   

Fortaleza - CE [n 39] 43,8% 

Botucatu - SP [n 50] 56,2% 

Idade Média, anos 60,9% 

Gênero, Masculino [n 29] 67,4% 

Gênero, Feminino  [n 60] 32,6% 

Estadiamento [n 89]   

IA 4,5% 

IB 5,6% 

II 15,7% 

IIIA 23,6% 

IIIB 20,2% 

IV 28,1% 

Y 1,1% 

0 1,1% 
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Tipo Histológico [n (%)]   

Intestinal [n 57] 64,0% 

Difuso [n 31] 34,8% 

Misto [n 1] 1,1% 

Grau de Diferenciação [n (%)]   

Pouco Diferenciado [n=23] 25,8% 

Moderado [n 28] 31,5% 

Bem Diferenciado [n 4] 4,5% 

Dados não coletados [n 34] 38,2% 

Sítio de Localização  [n (%)]   

Antro [n 41] 46,1% 

Cardia [n 13] 14,6% 

Corpo [n 9] 10,1% 

Corpo/ Antro [n 1] 1,1% 

Misto [n 13] 3,4% 

Dados não coletados [n 22] 24,7% 

y = classificação após tratamento inicial multimodal (INCA) 

 

Análise Estatística 

Para a análise estatística utilizou-se o teste do qui-quadrado ou teste exato de 

Fisher, quando necessário. Foi considerado como sendo de significância estatística 

p-value ≤ 0,05. 

Metilação em FOXE1 

 Em análise global, o gene FOXE1 apresentou-se metilado em 86,5% das 

amostras estudadas. Na região de Botucatu-SP o índice de metilação foi de 88%, 
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levemente superior ao índice de Fortaleza-CE, com 84,62% de pacientes com 

FOXE1 metilado. Não houve diferença significativa quando se considerou a 

procedência dos pacientes. Outros dados das correlações realizadas podem ser 

visualizados na tabela 5.  

 

Tabela 5: Associação entre o status de metilação em FOXE1, idade, sexo e aspectos clinico 

patológicos dos pacientes.  

 

   FOXE1 Metilado  FOXE1 Não Metilado P-value 

Idade Média 60,7 61,8   

Distribuição por Idade       

< 60 anos 11 (91,7%) 1 (8,3%) 1,000 

≥60 anos 66 (85,7%) 11 (14,3%)  

Gênero       

Feminino 26 (89,7%) 3 (10,3%) 0,744 

Masculino 51 (85%) 9 (15%)  

Laurèn       

Intestinal 24 (77,4%) 7 (22,6%) 0,103 

Difuso 52 (91,2%) 5 (8,8%)  

Estadiamento       

0 – I 8 (80%) 2 (20%) 0,623 

II – IV 67 (87%) 10 (13%)  

Procedência       

 Botucatu – SP 44 (88%) 6 (12%) 0,757 

Fortaleza – CE 33 (78,6%) 6 (14,28%)   

Sítio Anatômico       

Antro 35 (85,4%) 6 (14,6%) 0,078 

Cardio 11 (84,6%) 2 (15,4%)  

Corpo 9 (100%) 0,000  

Corpo/Antro 0 1 (100%)  

Misto 3 (100%) 0,000  
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Expressão Gênica de FOXE1 

 A qPCR para FOXE1 foi realizada para 13 dos 89 pacientes incluídos no 

estudo. Os pacientes foram selecionados de acordo com a disponibilidade amostras 

tumorais para a extração de RNA em boa qualidade e quantidade. 

 Foram analisados os tecidos normais (N) e tumorais (T) desses os pacientes. 

Os dados que caracterizam o novo grupo podem ser visualizados na tabela 6. 

 
Tabela 6: Dados Clínicos, Demográficos e Anatomopatológicos dos pacientes selecionados 

para análise de Expressão Gênica de FOXE1. 

Características                     n= 13 

Procedência   

Fortaleza - CE [n=8] 61,5% 

Botucatu - SP [n 5] 38,5% 

Idade Média, anos 58,9% 

Gênero, Masculino [n 9]  69,2% 

Gênero, Feminino  [n 4] 30,8% 

Estadiamento [n (%)]   

0 e I [1] 7,7% 

II a IV [12] 92,3% 

Tipo Histológico [n (%)]   

Intestinal [9] 69,2% 

Difuso [4] 30,8% 

 

Os resultados foram individualmente analisados quanto à eficiência da 

amplificação do gene normalizador β-actina. Considerou-se aumentada a expressão 

de FOXE1 quando a razão T/N foi maior que 1, isto é, um aumento da expressão de 

FOXE1 no tumor quando comparado ao seu próprio tecido normal adjacente. 

 

QR= Expressão Tecido Tumoral 

 Expressão Tecido Normal 

 

Das 13 amostras analisadas 8 (61,5%) apresentaram um aumento da 

expressão do FOXE1, com uma QR média de 1,6.   
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Dentre as 5 (38,5%) amostras com QR abaixo de 1, isto é, com expressão do 

FOXE1 abaixo do tecido normal, a média foi de 0,7. As análises podem ser melhor 

visualizadas na Tabela 7. 

 

Tabela 7: Análise da expressão gênica de FOXE1 em relação a idade, sexo e 

classificação histológica 

n total = 13 Razão T/N > 1* Razão T/N < 1* P-value 

 n = 8 n = 5  

Idade Média 57,4 60,8   

Distribuição por Idade       

< 60 anos 3 (60%) 2 (40%) 1,000 

≥ 60 anos 4 (50%) 4 (50%)  

Gênero       

Feminino 3 (50%) 3 (50%) 1,000 

Masculino 5 (55,6%) 4 (44,4%)  

Laurèn       

Intestinal 3 (100%) 0 0,230 

Difuso 5 (50%) 5 (50%)  

    
*Razão T/N <1 = Expressão reduzida em relação ao tecido normal; T/N >1 Expressão aumentada em relação ao 

tecido normal. 

 

Relação Metilação x Expressão Gênica de FOXE1 

 

 As amostras foram analisadas quanto à concordância entre o estado de 

metilação em FOXE1 e a sua expressão gênica, com resultados apresentados na 

Tabela 7. 

 A metilação no DNA, entre outras funções, interfere na transcrição gênica, e 

esta pode ser fortemente inibida pela adição do radical metil. A não ligação de 

fatores de transcrição aos seus sítios específicos pode resultar na ausência de 

transcrição gênica. Portanto, um resultado concordante seria a presença de 

metilação e a ausência de expressão gênica, ou o contrário, ausência de metilação e 

presença de expressão gênica.  
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Dentre os casos analisados, em 10 amostras (76,9%) não houve 

concordância nos resultados. Apesar de apresentarem metilação em FOXE1 foi 

constatada expressão gênica. 

Para 3 (23,1%) casos os resultados foram concordantes. Em 2 (15,4%) casos 

não metilados verificou-se expressão gênica e 1 (7,7%) caso estava metilado com 

ausência de expressão gênica para FOXE1.  
Tabela 8: Relação de concordância entre Metilação X Expressão Gênica de FOXE1. 

Metilação Expressão Gênica       N = 13 % 

M E 10 76,9% 

M NE 1 7,7% 

U E 2 15,4% 

U NE 0 0 

M = Metilado, U = Não Metilado, E = Expresso, NE = Não Expresso  
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              Discussão e Considerações Finais 
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Apesar do declínio em sua incidência e mortalidade nas últimas décadas, o 

câncer gástrico permanece como um desafio para a oncologia e para a saúde 

pública. Mundialmente, verifica-se que existem poucos programas de rastreamento 

eficazes e que a maior parte dos casos de câncer de estômago são diagnosticados 

em estadios avançados da doença. O diagnóstico tardio torna o prognóstico pobre e 

limita as estratégias terapêuticas culminando, muitas vezes, em tratamentos 

paliativos com baixa expectativa de sobrevida. 

Sabe-se que o câncer é uma doença multifatorial e que o conhecimento dos 

mecanismos da carcinogênese têm se mostrado como uma das poucas estratégias 

eficazes para a prevenção, diagnóstico e orientação da terapêutica.  

Estudos recentes têm demonstrado que as alterações genéticas e 

epigenéticas podem interferir na expressão de genes chave que regulam eventos do 

crescimento celular, como proto oncogenes e genes supressores tumorais (Ushijima 

e Okochi-Takada, 2005; Kurdistani, 2007).  

Há evidências de que a relação da metilação com o câncer pode estar 

baseada na hipometilação dos oncogenes (Szyf, 2003). Alguns autores 

correlacionam a ausência de metilação e alta expressão gênica de membros da 

família FOX a pior prognóstico para a doença. Em um estudo chinês com amostras 

de câncer colorretal (CRC), os resultados mostraram que a alta expressão de 

FOXM1 foi estreitamente relacionada com a presença de metástase linfonodal, 

incidência de metástase hepática e estadio TNM avançado (Chu et al., 2012).  

Os genes Forkhead Box, expressam uma família de fatores de transcrição 

que se ligam ao DNA por meio de um domínio forkhead. Estes genes são expressos 

em diversos tecidos e participam da regulação da expressão de genes envolvidos 

com a proliferação e diferenciação celular. A desregulação dos genes Forkhead Box 

pode levar a doenças congênitas, diabetes mellitus, ou favorecer a carcinogênese 

(Chadwick et al., 1997; Katoh e Katoh, 2004).  

Tae-Hwan et al., 2007 estudaram 174 tumores de bexiga e 21 mucosas 

normais para avaliar a expressão do gene FOXO1 e FOXG1, genes que 

superexpressos podem induzir a parada do ciclo celular ou apoptose. Na análise,  

constataram que a expressão de mRNA para esses genes em tecidos tumorais eram 

mais elevados do que em tecidos de indivíduos normais (p<0,001). A alta expressão 

FOXO1 foi significativamente associada com o grau, estágio, recidiva, progressão e 

menor índice de sobrevivência (p<0,05). Os níveis de expressão de FOXG1 estavam 

http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&langpair=en%7Cpt&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Gene&rurl=translate.google.com.br&usg=ALkJrhgwxFhWCvg5hfwX9JyMaNdIw8ZSfQ
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aumentados em pacientes evoluíram com pior prognóstico para a doença (p = 

0,019). 

Na embriogênese humana, o gene FOXE1 é expresso no epitélio traqueano e 

esofagiano (Zannini et al., 1997), um estudo envolvendo ratos avaliou a expressão 

de FOXE1 ao longo de todo o ciclo vital e verificou que na embriogênese sua 

expressão é elevada nos epitélios que revestem o intestino primitivo. Verificou-se 

ainda que mais tarde, FOXE1 é transcrito ao longo de toda a endoderme do intestino 

anterior. No esôfago a expressão é limitada à camada epitelial, com expressão 

significativa durante a embriogênese sendo detectado durante toda a vida 

embrionária, constatando-se nos adultos, níveis de expressão um pouco mais baixos 

(Dathan et al., 2002).  

Um estudo europeu realizou uma análise de polimorfismos em genes da 

família FOX, encontrando associações com hipotireoidismo e outras doenças 

tireoidianas. Dentre as correlações realizadas no grupo controle e os dados clínicos 

existentes, sugeriu-se uma possível associação entre variantes do gene FOXE1 com 

transtornos de órgãos adultos derivados do intestino anterior embrionário. Estes 

órgãos incluem, dentre outros, componentes do trato gastrointestinal como a faringe, 

boca, palato, esôfago e estômago (Denny et al., 2011). 

As bases de dados genéticos (GeneCard, 2012) confirmam a expressão de 

FOXE1 em diversos tecidos normais humanos, incluindo órgãos internos como rins, 

pâncreas, pulmões e  cólon e tecidos secretores como glândulas salivares, ovários, 

mamas e glândulas adrenais. Na literatura científica atual não há, porém, estudos 

que relatem o padrão de expressão gênica de FOXE1 no estômago humano. Devido 

à sua origem comum com órgãos derivados do intestino anterior embrionário, nos 

quais FOXE1 é expresso no organismo adulto, é possível que o gene seja expresso 

no estômago, levando à hipótese de que a metilação em FOXE1 seja uma situação 

patológica. Contudo, não deve ser descartada a possibilidade de que o gene possa 

ter exercido suas funções no estômago apenas na embriogênese, sendo 

naturalmente metilado ao decorrer da vida adulta.  

A análise do padrão de metilação e expressão gênica de FOXE1 em tumores 

gástricos é, portanto, uma importante ferramenta para a compreensão de seu 

envolvimento nesta doença.  

Nas análises de metilação realizadas através de PCR-MSP verificou-se que 

FOXE1 apresentava-se freqüentemente metilado, em 86,5% nos tumores gástricos.  
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 Os dados obtidos corroboram com os encontrados para outros tipos de 

câncer. O perfil de metilação em FOXE1 foi estudado e correlacionado com a 

ocorrência de câncer de pâncreas, onde o estudo apontou metilação em 59% dos 

casos (Sato et al., 2003; Matsubayashi et al., 2006). Weisenberger e colaboradores 

(2008) encontraram FOXE1 metilado 27,3% dos tumores de mama analisados. 

Metilação nesse gene também foi associado a carcinoma folicular da tireóide 

(Gudmundsson et al., 2009; Takahashi et al., 2010) e carcinoma de células 

escamosas cutâneas (Venza et al., 2010), além do estudo associando polimorfismos 

nesse gene e o seu silenciamento transcricional (Venza el al, 2010). 

Na casuística estudada foi observada hipermetilação também nos tecidos 

normais adjacentes ao tumor 66/89 (74,2%). Contudo, é digno de nota tratar-se de 

mucosa histologicamente normal, porém proveniente de pacientes com câncer 

gástrico. O estado hipermetilado poderia ser um evento precoce na carcinogênese, 

demonstrando um potencial marcador de lesões pré-cancerosas. Entretanto, esses 

dados devem ser analisados com cautela devido a ausência de análises em mucosa 

gástrica de indivíduos saudáveis.  

Com a avaliação da expressão gênica de FOXE1 através de qPCR pode-se 

analisar a concordância entre o padrão de metilação em FOXE1 e a sua expressão 

gênica. 

A não concordância, observada em 76,9% dos casos, onde o tumor 

apresentou-se metilado e, ainda assim expresso, poderia ser explicada pela 

possibilidade dos indivíduos apresentarem a hipermetilação em heterozigose. 

Embora se confirme a hipermetilação e que a técnica seja sensível e eficiente em 

sua detecção, não há discriminação entre homozigotos e heterozigotos. Vem de 

encontro a esse pensamento, a observação de que a amplificação nessas amostras 

foi detectada nos últimos ciclos da qPCR, sugerindo baixa expressão desse gene, 

condizente com a hipótese de que somente um dos alelos esteja ativo.  

Ressalta-se, ainda, que os tecidos analisados sejam compostos por pelo 

menos 80% de células tumorais, havendo, portanto, a possibilidade de 

heterogeneidade celular no pool de células analisadas, indicando a necessidade de 

microdissecção para obtenção de dados mais específicos em novas análises.  

O gene FOXE1 apresenta função a ser esclarecida no processo da 

carcinogênese gástrica, sendo evidente a necessidade de novos estudos e 

correlações. 

http://hmg.oxfordjournals.org/search?author1=Meiko+Takahashi&sortspec=date&submit=Submit
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 Avaliar seu papel neste processo é imprescindível, pois o conhecimento do 

padrão de expressão gênica de fatores de transcrição que atuam na regulação do 

ciclo celular é um passo fundamental na identificação de possíveis vias 

carcinogênicas e marcadores tumorais. 
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Anexo 1: Parecer do Comitê de Ética e Pesquisa da Faculdade de Medicina 

de Botucatu. 
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