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RESUMO

O virus de Epstein-Barr (EBV) esta diretamente implicado na
patogénese de uma variedade de neoplasias principalmente em alguns tipos
de linfomas. Recentemente a associacdo de infecgdo pelo EBV e
carcinomas tem sido demonstrada na literatura e a associacdo de EBV e
carcinomas gastricos tem sido relatada.

O EBV é um virus da familia dos herpesvirus que infecta linfocitos B e
células epiteliais, conferindo as células um estado de laténcia,
estabelecendo uma infeccéo persistente no hospedeiro. A associacéo entre
a infeccéo pelo EBV e expressao de proteinas associadas a apoptose nos
carcinomas gastricos ja foi relatada na literatura, porém os resultados entre
os diversos autores ainda sao controversos.

O o6xido nitrico (NO, do inglés nitric oxide) € um importante agente
bioativo e uma molécula sinalizante mediadora de diversas fun¢cdes como
vasodilatacdao, neurotransmissdo e metabolismo do ferro. Na biologia
tumoral, os seus efeitos sdo complexos e ambiguos. A atuacdo do NO e de
suas sintases (NOS, do inglés nitric oxide synthases) tem sido demonstrada
em varios tumores com implicagdo na carcinogénese, resposta imune,
citotoxidade e angiogénese.

Em nosso estudo, a presenca de EBV, através de hibridacao in situ foi
pesquisada em 118 casos de carcinomas gastricos, utilizando-se transcritos

de RNA (EBER-1). A comparagao entre carcinomas gastricos EBV positivos




e EBV negativos em relacao a pesquisa de proteina de membrana latente
(LMP-1), proteinas da familia do Bcl-2 (Bcl-2, Bcl-x, Bak e Bax) e sintases do
oxido nitrico (NOS1, NOS2 e NOS3) foi realizada.

A presenca de EBER-1 foi detectada em 9 dos 118 (7%) casos. A
positividade para a LMP1 foi detectada em 5 dos 9 casos EBER-1 positivos.
A expressao das proteinas associadas a apoptose, p53 e sintases do 6xido
nitrico (NOS 1, NOS2 e NOS3) estavam aumentadas de maneira geral nos
carcinomas gastricos, mas ndao mostraram diferencas de expressdo nos
grupos de carcinomas gastricos EBV+ e EBV-.

Em relacdo as caracteristicas demograficas e histopatologicas, os
carcinomas gastricos EBV+ apresentaram maior freqléncia no sexo
masculino, com localizagdo na regido da cardia, sendo comuns no tipo
difuso, acompanhados por infiltrado inflamatério linfocitario de moderada a
intensa quantidade.

Este estudo, portanto demonstrou a freqiiéncia de infecgdo por EBV
nos carcinomas gastricos, correlacionando-se com algumas caracteristicas
demograficas e histopatologicas que permitissem uma melhor distingcao entre
os grupos de carcinomas EBV+ e EBV-. A pesquisa de marcadores imuno-
histoquimicos de proteinas associadas a apoptose, ciclo celular e sintases
do o6xido nitrico, mostrou que embora os grupos exibissem expressdes
semelhantes destas proteinas, pequenas diferencas de expressao puderam
ser observadas. Estas diferencas poderiam representar um mecanismo de
escape do controle da divisdo celular e apoptose que permitiriam uma

disseminacgao tumoral e resisténcia ao tratamento.




SUMMARY

Epstein- Barr virus (EBV) is directly implicated in the pathogenesis of a
variety of undifferentiated carcinomas and has also been identified in
convencional adenocarcinomas of the stomach. EBV is an umbiquitous
herpesvirus that infects and stablishes a persistent infection in the host. There
have been several studies that compare the ocorrence of EBV in gastric
carcinomas with apoptotic molecules, with disparated results. However, the
roles of these apoptotic molecules in EBV+ gastric tumors need to been
elucited.

Nitric oxide (NO) is an important bioactive agent and signaling
molecule that mediates a diverse array of actions such as vasodilatation,
neurotransmission, and iron metabolism. There has been mounting evidence
that NO acts as a carcinogen. Recent studies have examined the expression
and activity of the NOS isoforms in human cancer and its relationship with
angiogenesis, apoptosis and cell proliferation.

In this study, 118 cases of gastric carcinomas were evaluated for the
presence of EBV using a sensitive in situ hybridization assay targeting
Epstein-Barr virus- encoded RNA1 (EBER1) transcripts.
Immunohistochemistry was performed to evaluate the expression of latent
membrane protein-1 (LMP-1), proteins of the Bcl-2 family (Bcl-2, Bel-x, Bax
and Bak), p53 and NOS. Five cases of 9 EBER-1+ were positive for LMP1.

EBER1 was detected in 9 of 118 (7%) of cases. The expression of apoptosis-




associated proteins, p53 and NOS showed no correlation with EBV infection,
except the expression of Bak, that was lower in cases EBER1- positive than
EBER1- negative.

Clinicopathological data of EBV+ showed male predominance, preferentially
localization in the cardiac region, diffuse patterns accompany relatively
strong lymphocyte infiltration.

In conclusion, it is clear that EBV is associated with some cases of
gastric carcinomas. EBER1-positive carcinomas were characterized by male
dominance, preferential location in cardia region, prevalence in the diffuse
type with intense lymphoid infiltrate. No association was showed with
proteins of apoptosis (Bcl-2, Bcl-x , Bak and Bax). Expression of NOS and
p53 also showed no correlation with EBV positivity. Some cases reveled
immunoposivity cells for LMP1 latent membrane antigen. This suggests that
the EBV-positive gastric carcinomas may have on oncogenic pathway similar
to that of other EBV-associated carcinomas and is distinct from the EBV-

negative gastric carcinomas.
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INTRODUCAO




1 INTRODUCAO

O trato gastrointestinal &€ sede muito freqluente de neoplasias
malignas. Em nosso pais o cancer de estdmago ocupa o terceiro lugar em
freqiiéncia, sendo estimados cerca de 20420 casos novos de cancer por ano
(MINISTERIO DA SAUDE 2002). Apresenta uma das maiores taxas de
mortalidade de todos os tumores no homem quando comparados a outros
tipos de tumores malignos (MINISTERIO DA SAUDE 2002). Muitos sdo os
fatores etiologicos ligados ao desenvolvimento dos adenocarcinomas
gastricos (ADG), como fatores genéticos, dietéticos e ambientais. Nos
ultimos anos ganhou bastante evidéncia a importancia do H. pylori no
desenvolvimento do adenocarcinoma gastrico (BLASER et al. 1995; WU et
al. 2000). Estudos moleculares tem demonstrado que as células do epitélio
gastrico infectadas pelo H. pylori podem alterar o sistema de transducao de
sinal e promover proliferacdo das proprias células (JONES et al. 1997;
HAHM et al. 1998). Em adicao aos fatores dietéticos e ao H. pylori, a
associacao da infecg¢ao pelo virus de Epstein-Barr e o ADG tém sido descrita
(SHIBATA et al. 1991; MORI et al. 1994), embora em nosso meio existam

poucos trabalhos sobre o assunto (HAYASHI et al. 1998).

O virus de Epstein-Barr (EBV) € um membro da familia herpesvirus que
infecta e causa uma infecgdo persistente no hospedeiro. O EBV & o agente

causal da mononucleose infecciosa em adultos e adolescentes, ele infecta




as células epiteliais da orofaringe, replicando-se e subsequentemente
disseminando através dos linfocitos da mucosa. O EBV esta diretamente
implicado na oncogénese de algumas neoplasias malignas humanas, como
linfoma de Burkitt, linfomas de células B em imunossuprimidos, alguns tipos
de doenca de Hodgkin e alguns tipos de carcinomas, principalmente os
carcinomas indiferenciados de rinofaringe, bem como de outras localizagées
(glandula salivar, mama, pulmao, vias biliares, colo uterino e estémago)
(MILLS et al. 1985; SAW et al. 1986; BUTLER et al. 1989; SHIBATA et al.
1991; LABRECQUE et al. 1995; HSU et al. 1996). A infeccédo pelo EBV é
latente, isto &, o virus ndo se replica e as células infectadas ndo sao
destruidas. Esta laténcia traz junto a propriedade de imortalizacao da célula
e a capacidade de se propagar indefinidamente in vitro. Em contraste com
outros virus, ndo ha evidéncia convincente que os genes supressores de
tumor sao alvo da inativacdo do EBV. A infeccdo pelo EBV aparentemente
ativa varios outros genes, estimulando a atividade proliferativa, impedindo a
apoptose, favorecendo a disseminacdo tumoral (ISHIl et al. 2001; ZUR
HAUSEN et al. 2001). O EBV codifica um RNA nuclear (EBER) que tem se
mostrado um importante alvo na detecgcdao do EBV em materiais fixados em
formol e emblocados em parafina, devido a grande quantidade do numero de

copias de EBER nas células infectadas pelo EBV nestes materiais.

Cerca de 2 a 18% dos adenocarcinomas gastricos (ADG) sao positivos
para EBV quando pesquisados por hibridizagao in situ (ROWLANDS et al.
1993; TOKUNAGA et al. 1993; IMAI et al. 1994; YUEN et al. 1994), embora

freqliéncia de 24% ja tenha sido relatada (HSICH et al. 1998). No Brasil, em




estudo multicéntrico, a presenca de EBV foi demonstrada em 4 de 80
pacientes estudados (HAYASHI et al. 1998). A participagdo do EBV na
patogénese do ADG nao esta completamente esclarecida. Aparentemente, a
expressao do genoma do EBV em carcinomas gastricos esta mais
relacionada ao tipo linfoepitelioma-like (WEISS et al. 1991; WANG et al.
1999; KIJIMA et al. 2001; CHIARAVALLI et al. 2001) e ndo se demonstrou
correlagdo com os demais tipos histologicos ou de diferenciagdo celular
(TOKUNAGA et al. 1993; IMAI et al. 1994). Também €& encontrado em
mucosas de gastrite atrofica, especialmente ligadas a metaplasia intestinal
(LI et al. 1992; ARIKAWA et al. 1997; YANAI et al. 1999). A frequéncia de
ADG EBV+ é aparentemente maior quando comparados os ADG oriundos
de coto gastrico com aqueles de estdmagos nao-operados (BASS et al.
1998; LUQMANI et al. 2001). Uma das caracteristicas destes carcinomas
EBV(+) é o intenso infiltrado inflamatério constituido principalmente por
linfocitos citotoxicos CD8+ (SAIKI et al. 1996; KUZUSHIMA et al. 1999; CHO
et al. 2001). Instabilidade de microsatélites, aspecto importante na
patogénese dos tumores gastricos, ndo mostrou diferenca quando
comparados ADG EBV+ e os ADG EBV- (SCHNEIDER et al. 2000).
Aparentemente, a presenga de EBV é um bom biomarcador para metastases

em linfonodos nos ADG (TOKUNAGA e LAND, 1998).

Embora a maioria dos carcinomas gastricos (90%) sejam esporadicos e
somente poucos casos familiares tenham sido documentados, fatores
genéticos ainda representam um importante papel na oncogénese destes

tumores. Os carcinomas gastricos tem sido divididos histologicamente em 2




subtipos principais: tipos difuso e intestinal, segqundo a classificacdo de
Laurén (LAUREN 1965). Algumas alteragbes geneéticas sdao comuns nos
diferentes tipos, bem como mutagdes do gene p53 que vao atuar na

regulacao do ciclo celular e na regulacao do reparo do DNA (MING 1998).

Dentre os fatores prognosticos bem estabelecidos na carcinogénese
gastrica, dois deles sdo de grande importancia na pratica clinica: a
profundidade de infiltracdo do tumor na parede gastrica e a presenca de
metastases em linfonodos regionais. Estes fatores ainda nao foram

extensamente estudados em relagao a presenca de infeccéo pelo EBV.

Apoptose € um fendmeno biolégico de grande importancia na
regulagdo de inumeras situacdes fisiologicas ou patoldégicas, como no

desenvolvimento do cancer.

O sistema FAS- ligante/FAS induz apoptose em varios tecidos, e o
sinal de morte celular pelo FAS tem um papel importante no sistema imune.
Recentes estudos tem demonstrado que tumores gastricos EBV+ mostram
uma significativa reducdo no numero de células tumorais em apoptose.
Esses achados indicam que o sistema Fas/ Fas-L exerce um importante
papel na evasado das células tumorais do sistema imune nos casos EBV+
(KUME et al. 1999). Também ja foi demonstrado que os ADG EBV+
expressam mais freqientemente outras moléculas associadas a apoptose
como as proteinas Bcl-2, Bcl-x, Bax, Bak e caspases. Alguns estudos tem
comparado a presenc¢a do EBV em carcinomas gastricos e sua relagdo com

as proteinas associadas a apoptose, com resultados bastante distintos. Em




estudos in vitro, ADG que expressam LMP-1 tém maior indice de apoptose
do que aqueles nos quais a proteina ndo € expressa ou inibida (SHEU et al.
1998). OHFUJI et al. (1996), por outro lado, encontraram menor indice de
apoptose e de proliferacédo celular nos ADG EBV+. Outros grupos nao
encontraram relagao entre indices de apoptose e EBV nos ADG (GULLEY et
al. 1996; ISHIl et al. 2001). Portanto a associacdo entre as moléculas
associadas a apoptose e carcinomas gastricos EBV+ ainda nao esta bem

estabelecida.

O papel da proteina p53 na carcinogénese humana tem sido
amplamente estudado. Aparentemente, a mutacao do gene p53 é o evento
genético mais comum nas neoplasias malignas. ADG EBV+ mostraram
expressao aumentada da proteina p53 em praticamente todos os casos
estudados por LEUNG et al. (1998), enquanto que os ADG EBV-
apresentaram dois padroes de apresentacdo, ou fortemente positivos em
100% das células ou negativo. Este resultado & contrastante com aquele
obtido por outros grupos, que encontraram baixo indice de positividade para
p53 em ADG EBV+ (OJIMA et al. 1997; MORITANI et al. 2002). Ainda um
terceiro padrao de resultado foi obtido por OHFUJI et al. (1996) que nao
observaram diferencas de expressao da proteina p53 quando compararam

ADG EBV+ e EBV-.

O o6xido nitrico (do inglés nitric oxide-NO) é um importante agente
bioativo e uma molécula sinalizante mediadora de diversas fungdes como

vasodilatacao, neurotransmissao e metabolismo do ferro (MONCADA et al.




1991; BREDT e SNYDER, 1992). O NO é produzido a partir de uma reacgao
enzimatica, na qual o substrato L-arginina € convertido em L-citrulina e NO.
Sabe-se que a reagdo de conversdo é catalizada por uma familia de
enzimas, conhecidas como sintases do 6xido nitrico (NOS, do inglés nitric

oxide synthases).

As NOS apresentam trés isoformas. Podemos classifica-las,
respeitando-se a ordem historica de purificacdo das enzimas, ou baseando-
se no tipo celular ou érgao no qual a enzima foi originalmente descrita, ou
ainda baseados na sua expressao constante ou somente apos indugéo, nos

diversos tipos celulares, a saber:
e NOS tipo 1, neuronal ou cerebral (nNOS), ou nNOS constitutiva;
e NOS tipo2, macréfago induzida (iNOS), ou iNOS induzida;
e NOS tipo 3, endotelial (eNOS), ou eNOS constitutiva.

A principio as isoformas foram divididas em 2 grupos: constitutivas ou
constitucionais (cNOS) e as induzidas (INOS). As cNOS sao aquelas que
alguns grupos celulares, como as células endoteliais e os neurdnios,
expressam em condi¢cdes normais, enquanto que a iINOS é aquela que é

produzida apds a estimulacao celular. As NOS 1 e NOS 3 sado constitutivas.

A atividade da cNOS é dependente de calcio e calmodulina. Os
agonistas ativam as cNOS, promovendo um rapido aumento na

concentracdo de calcio intracelular, que dispara o sitio de ligagdo da




calmodulina da NOS, estimulando a atividade catalitica, resultando na

produgao de NO em poucos segundos ou minutos (SCHMIDT et al. 1992).

A NOS 2 nao € expressa normalmente, mas apenas apdés a sua
ativacao por citocinas inflamatérias e lipopolissacarides bacterianos. Uma
das caracteristicas da NOS 2 é ser calcio e calmodulina independente, pois
apresenta uma firme ligacdo covalente com a calmodulina, que impede a
ligacéo do calcio em condic¢des fisiologicas (WOLF 1997). A regulagdo da
NOS 2 permite que altos niveis de NO (nmoles) possam ser produzidos e
mantidos, ao contrario do que ocorre nas NOS 1 e NOS 3, que produzem
baixos niveis de NO (pmoles) (MONCADA et al. 1991; LOWENSTEIN et al.
1994). Tanto a quantidade de NO produzido, quanto a duracdo desta
producdo, sdo fundamentais para definir se o efeito produzido pela NOS
sera benéfico ou prejudicial & saide. Em geral, as agdes toxicas do NO
estao relacionadas com o produto da NOS 2 e ndo com os produtos da NOS

1 e 3 (MONCADA et al. 1991).

Os efeitos do NO sdo complexos em relagéo a biologia tumoral. Sua
acao pode ser multidimensional e ambigua. As agdes anti-tumorais ocorrem
durante a atividade das células natural killer e dos macréfagos, que
destroem as células neoplasicas, no inicio do seu crescimento, através de
mecanismos mediados pelo éxido nitrico (LALA e ORUCEVIC, 1998). Outra
acao anti-tumoral exercida pelo NO, é exercida através da inducao da

apoptose.




Por outro lado, a acao pré tumoral é identificada quando o NO impede
a resposta anti-tumoral do hospedeiro (ao interagir e inibir enzimas-chave
das células do sistema imune), ao promover a angiogénese, com
neovascularizacdo do tumor, permitindo seu crescimento, invasdo e
formacgao de metastases (LALA e ORUCEVIC, 1998). Também, a exposi¢cao
ao NO por longos periodos de tempo, como acontece em alguns processos
inflamatérios crénicos, resulta em alteragdes no microambiente celular,
favorecendo a ocorréncia de mutagdes. Como se sabe, as doencas
inflamatérias crénicas e infecgbes séo fatores de risco conhecidos para o

cancer (OHSHIMA e BARTSCH, 1994).

Estudos recentes tem demonstrado a expressado e atividade das 3
isoformas das sintases do 6xido nitrico (NOS) em tumores humanos. A
atuacao de NO e a presenca de NOS tém sido demonstrada em tumores
humanos de varios sitios, incluindo o estdémago (KOH et al. 1999). A
participagdo da NOS2 nas neoplasias gastricas como potencial agente na
progressdo da neoplasia tem sido investigada (AMBS et al. 1998). Esta
atividade esta aumentada em tumores avangados e nas metastases
hepaticas ou pulmonares (GOTO et al. 1999). Posteriormente, o mesmo
grupo demonstrou correlagao positiva entre a presenca de NOS2 e mutacao
no gene TP53 em neoplasias do colon (AMBS et al. 1999; RAJNAKOVA et
al. 2001). KOJIMA et al. (1999), também observaram expressao aumentada
de NOS2 e nitrotirosina em adenocarcinomas do intestino grosso.
Sobrenadantes de culturas destes carcinomas foram capazes de reduzir a

proliferacdo de linfocitos estimulados, sugerindo que o NO esteja
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relacionado com a imunossupressao, facilitando o crescimento tumoral. Por
outro lado, MOOCHHALA et al. (1996), encontraram significante reducao da
expressao de NOS nas células cancerosas, quando comparadas com a

mucosa colénica normal.

Em estudo de pecgas de adenocarcinomas gastricos, RAJNAKOVA et
al. (1997), mostraram que o tecido tumoral expressa menores quantidades
de NOS do que a mucosa normal, e que carcinomas avancados T4
expressam menor quantidade de NOS1 e NOS3 do que aqueles T2. Por
outro lado, no mesmo estudo, tumores avangcados tinham maior expressao
de NOS2 do que aqueles mais precoces. A expressado imuno-histoquimica
de NOS2 e nitrotirosina foi significantemente maior em bidpsias com a
presenca de H. pylori do que nas biopsias H. pylori-negativas e também
significantemente maior na mucosa de pacientes que desenvolveram
adenocarcinomas gastricos até 2 anos depois da bidpsia (GOTO et al.
1999). Resultado semelhante em mucosas gastricas foi obtido por HAHM et
al. (1998), onde mucosas de pacientes com infeccdo pelo H. pylori
apresentaram maiores quantidades de NOS2 e de indice apoptoético. Estes
resultados abrem uma interessante associacéo entre a nitrificagéo produzida
pela infeccao pelo H. pylori via NOS, dano oxidativo do DNA, apoptose e a

carcinogénese gastrica.

Portanto o estudo da carcinogénese gastrica continua sendo de
grande interesse para muitos autores e associagdes distintas entre fatores

anti e pré tumorais demonstrado na literatura, faz com que haja necessidade
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de realizagdo de mais estudos na tentativa de estabelecer verdadeiras
correlacbes entre os diversos fatores associados a carcinogénese e
prognostico dos tumores gastricos. A participacao da infeccao pelo EBV ja
foi demonstrada em tumores gastricos da populagdo oriental, porém no
nosso meio esta correlacido nao esta bem estabelecida, nem tdo pouco as
repercussdes que esta associacao podera trazer em relacdo ao diagnéstico
inicial e tratamento destes tumores. Este estudo pretende determinar fatores
associados a carcinogénese gastrica em nosso meio, bem como estabelecer
possiveis associacdes entre estes fatores que demonstrem algum tipo de

relevancia no tratamento e prognoéstico destes tumores.
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2

OBJETIVO

Os objetivos do presente trabalho séo:

estabelecer a freqiiéncia de infeccao pelo EBV em uma série de
carcinomas do estdbmago operados no Hospital do Cancer A C

Camargo no periodo de 1996 a 1998 ;

comparar as caracteristicas demograficas dos carcinomas gastricos

EBV+ com os carcinomas gastricos EBV-;

comparar as caracteristicas histopatologicas dos tumores EBV+ com
aqueles EBV- quanto ao tipo histologico, localizagdo anatémica da
lesado, profundidade de infiltracdo da parede gastrica, intensidade do
infiltrado linfocitario peri e intratumoral, presenca de metastases em

linfonodos e infecgao pelo H. pylori);

estudar a expressao de proteinas associadas a apoptose (Bcl-2, Bcl-
X, Bax e Bak) nos ADG e comparar o padrao de expressao nos

carcinomas EBV+ com aqueles EBV-

estudar a expressao das sintases do 6xido nitrico (NOS 1, NOS 2 e
NOS 3) nos ADG e comparar o padrdo de expressdo das NOS nos

casos EBV+ com aqueles EBV-;

estudar a expressdo da proteina p53 nos ADG e comparar se ha
diferencas de expressdo nos carcinomas EBV+ em relagéo aos ADG

EBV-.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 CASUISTICA

Foram selecionados 118 casos de carcinomas gastricos operados
no Centro de Tratamento e Pesquisa Hospital do Cancer A C Camargo no
periodo de 1996 a 1998 que continham material emblocados em parafina,
suficientes para o estudo. Estes casos foram obtidos através dos arquivos
da anatomia patologica. Foram resgatadas todas as respectivas laminas e
blocos de parafina. Blocos representativos do tumor e de mucosa
histologicamente normal foram separados e novos cortes foram
realizados, inclusive da mucosa de transicdo normal-tumoral. O primeiro
corte obtido de cada bloco foi corado pela técnica tradicional de
hematoxilina-eosina (HE). A revisdo da lamina permitiu o diagnéstico e
tipo histolégico da neoplasia, utilizando-se a classificagdo de Laurén,
separando os tumores nos tipos intestinal e difuso. A pesquisa de
infeccao pelo H. pylori foi feita em cortes corados pelo HE e pelo Giemsa

em mucosa nao tumoral distante da neoplasia.

Os prontuarios médicos dos casos selecionados para o estudo
foram revistos estabelecendo o estadiamento anatomopatoldégico, bem

como os aspectos macroscopicos correspondentes, como localizagao,




16

tamanho e tipo da lesédo; e dados demograficos como idade, género e
etnia. Os carcinomas foram classificados como superficialmente invasivos
(quando se observa a infiliracdo da mucosa e submucosa) e
profundamente invasivos (infiltracdo da camada muscular, subserosa, e
além da serosa). O infiltrado inflamatério linfocitario peritumoral foi
estabelecido de acordo com a porcentagem dos linfécitos no total das
células na area de maior infiltragao neoplasica sendo graduado como
ausente (0%), leve (até 10% de linfécitos), moderado (10 a 30% de
linfécitos) ou acentuado (>30% de linfécitos). Para as analises
estatisticas, foram considerados apenas dois grupos. O primeiro grupo foi
constituido pela fusao dos casos com infiltrado inflamatério ausente e leve
e 0 segundo grupo pelos casos com moderado ou acentuado infiltrado

inflamatorio.

3.1.1 Imuno-histoquimica
As reagdes imuno-histoquimicas foram realizadas nos cortes

histolégicos representativos da neoplasia e da mucosa adjacente; pela
técnica de complexo estreptavidina-biotina-peroxidase (StreptABC,
DAKO®). Os passos técnicos realizados foram os ja tradicionalmente

descritos na literatura e podem ser visto em livros texto (SANTOS et al.

1999).

Resumidamente, as l|aminas sao previamente revestidas por

solugéo de 3-aminopropyltriethosy-silano (APTS — Sigma® A3648) diluido
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a 4% em acetona. Os cortes obtidos sdo de 3um de espessura apds
microtomia mecanica. Os cortes sdo desparafinizados e preparados por
passagens sucessivas por xilol e etanol e submetidos a recuperagao
antigénica pelo calor com irradiagao por panela de pressao (Eterna, Nigro)
utilizando-se tampao citrato 10mM pH 6.0 por 15 minutos, deixando mais
10 minutos a temperatura ambiente. A seguir & realizado o bloqueio da
peroxidase endoégena com solugdo de perdxido de hidrogénio a 3% (agua
oxigenada 10 vol) com 4 trocas de 5 minutos cada, seguida de lavagens
com solucao salina tamponada com fosfatos (PBS-phosphate buffered
saline) 10mM pH 7.4 por 5 minutos. A seguir as laminas sdo incubadas
com os anticorpos primarios pesquisados diluidos em titulos pre-
estabelecidos (tabela 1) em tampao PBS contendo albumina bovina (BSA)
1% (SIGMA, A9647, USA) e azida sodica (NaNs) 0,1%, por 18 horas a
4°C em camara Umida. Apods a incubacdo as laminas sao lavadas em
tampao PBS com 3 trocas de 3 minutos cada. A seguir sdo incubadas
com o Link (DAKO A/S, K0690, Denmark) por 30 minutos a 37°C,
seguidas por incubagdao com o Streptavidina HRP (DAKO A/S, K0690,
Denmark) por 30 minutos a 37°C. Sofrem banhos seguidos com o tampao
PBS com 3 trocas de 3 minutos cada. As reagdes sao reveladas com
solucdo de Diaminobenzidina (DAB, Sigma®) a 60mg% e contracoradas

com hematoxilina de Harris (Merck®).

As reacdes sempre sao acompanhadas de controle positivo, em

tecido sabidamente positivo para o anticorpo testado e dois controles
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negativos. O primeiro deles é realizado pelo ndo uso do anticorpo primario
e 0 segundo através da retirada do anticorpo secundario durante os

passos da reagéo.

Nas reacdes que nao necessitarem de recuperacao antigénica, a
etapa da recuperacido antigénica pelo calor, ndo é realizada, seguindo

imediatamente a desparafinizacao o bloqueio da peroxidase endogena.

Os anticorpos que foram utilizados estdo divididos em 4 painéis
especificos. A Tabela 1 abaixo apresenta a lista completa dos anticorpos,

respectivos clones e origem de fabricagéao.

O primeiro painel é identificado como aquele de proteinas ligadas a
proliferacdo celular (pPPC), que inclui os antigenos da proteina p53. O
segundo painel € o que identifica as proteinas ligadas a apoptose (pPLA)
que inclui os antigenos Bcl-2, Bcl-x, Bax, Bak. O terceiro painel & aquele
que pesquisa a expressao das isoformas das sintases do 6xido nitrico
(pPNOS) que abrange as isoformas neuronal (NOS1), induzida (NOS2) e
endotelial (NOS3). O quarto painel &€ aquele que identifica a infec¢ao pelo
virus de EBV (pEBV) e deste faz parte a proteina LMP e a sonda EBER

para hibridagao in situ.

A leitura das laminas foi realizada em microscopio éptico comum e
avaliada de acordo com um escore calculado pela somatéria da
intensidade da coloracdo com o numero de células positivas (escore =

intensidade + porcentagem das células coradas na area de “hot spot”). A
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intensidade da coloracdo foi dividida em 4 graus com a seguinte

graduacao:

Grau Descricao
0 Sem reagao detectavel.
1+ Discreta intensidade de marcacao
2+ Moderada intensidade de marcacao
St Forte intensidade de marcacao

A area de marcacdo foi dada pela porcentagem das células
positivas. Foram divididos em 5 graus de acordo com o numero de células

positivas a saber:

Grau Descricao
0 Sem reagéo detectavel.
14+ <25% das células tumorais positivas
2+ 25- 50% das células tumorais positivas
3+ 50-75% da células tumorais positivas
4+ >75% das células tumorais positivas

O escore final foi obtido através da somatéria das duas

graduagdes, sendo o maximo de 7 pontos € o minimo de 0. Para as
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analises estatisticas, os tumores foram classificados como positivos

(escore 4-7) ou negativos (escore 0-3).

O critério de positividade das células foi estabelecido de acordo
com o antigeno pesquisado. A expressao da proteina p53 foi considerado
positivo apenas a positividade nuclear. Para os marcadores associados a
apoptose e sintases do Oxido nitrico foram consideradas positivas as
células com padrdo de marcagédo citoplasmatica difusa ou em padrao
granular. A marcacao positiva para LMP1 também foi considerada o

padrao citoplasmatico de membrana ou granular em dott.

Tabela 1 - Anticorpos utilizados, clones, origem e diluicdo.

ANTIGENO CLONES ORIGEM DILUICAO
Proteina p53 DO7 DAKO 1:100
NOS 1 nNOS TRANSDUCTION 1:200
NOS 2 iNOS TRANSDUCTION 1:40

NOS 3 eNOS * TRANSDUCTION 1:100
Proteina Bcl-2 124 DAKO 1:50
Proteina Bax Bax DAKO 1:50
Proteina Bak Bak DAKO 1:400
Proteina Bcl-x Bel-x DAKO 1:50

Proteina LMP-1 CS14 DAKO 1:300
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3.1.2 Hibridacgao In Situ

A técnica de hibridacao in sifu foi realizada essencialmente na
deteccao da presenca de EBV. Para a demonstracao da presenca do
EBV foi utilizada a sonda de oligonucleotideo EBER (Epstein-Barr virus
encoded RNA, NCL-EBV, Novocastra®), marcado com fluoresceina, sobre
os cortes histolégicos emblocados em parafina. A revelacao da reacao foi
feita com o kit de deteccado para HIS para sondas fluoresceinadas (NCL-
ISH-D, Novocastra, UK). Por se tratar de kits, o procedimento foi seguido

rigorosamente como indica o fabricante. Resumidamente:
1. desparafinacao dos cortes em xilol, 2 x 3 minutos;

2. hidratacdo em etanol 99%, 2 x 3 minutos;

3. hidratagao em etanol 95%, 2 x 3 minutos;

4. imersdo em agua por 3 minutos;

5. incubacao dos cortes com 100 pl de proteinase k em tampéao Tris-HCI

0,05M pH 7,6, por 10 a 15 minutos a 37° C;
6. imersao em agua 2 x 3 minutos;
7. desidratacdo em etanol 95% por 3 minutos;

8. desidratacdo em etanol 99% por 3 minutos;

©

secagem do corte ao ar;

10.aplicacao de 20 pyl de sonda, cobrindo-se os cortes com laminula,

deixando-se por toda a noite a 37° C (cerca de 16 horas);
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10.aplicagao de 20 pl de sonda, cobrindo-se os cortes com laminula,

deixando-se por toda a noite a 37° C (cerca de 16 horas);
11.retirada das laminulas delicadamente com tampao;

12.lavagem em tampéo 0,05 M Tris-HCI- 0,3 M NaCl, pH 7,6 (TBS), com

0,1% de Triton X-100, 3 x 3 minutos;

13.aplicacdo de 100 yl de tampdo TBS, com soroalbumina bovina (BSA)
a 3%, 0,1% de Triton X-100 e 20% de soro normal de coelho, por 10

minutos;

14.retirada do excesso de soro normal e, sem lavagem, aplicagédo de
anticorpo anti-fluoresceina diluido a 1:150 em tampao TBS com BSA

3% e Triton X-100 a 0,1%; incubagdo por 30 minutos;
15.lavagem dos cortes em tampao TBS por 2 x 3 minutos;

16.lavagem dos cortes em tampao do substrato da fosfatase alcalina pH

9,0 por 5 minutos;

17.incubagéo com substrato da fosfatase alcalina (BCIP-NBT, 5-bromo-4-
chloro-3-indolylphosphate e nitroblue tetrazolium), preparado a 1:50
em tampao Tris-HCI 100 mM, mais MgCl; 50mM, NaCl 100mM, pH
9,0, mais 1 pl de Levamisole (inibidor da fosfatase alcalina) para cada
ml de substrato; incubar por toda a noite (cerca de 16 horas), a

temperatura ambiente;

18.lavagem em agua corrente por 5 minutos;
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19. contra-coloracdo com hematoxilina de Meyer por um minuto;
20.passagem em agua amoniacal por segundos;
21.montagem no meio aquoso.

A visualizacao da reagdo de HIS é expressa através da coloragéo
enegrecida do nucleo das células tumorais. Como nas reacdes imuno-
histoquimicas, nas reacdes de hibridagdo in situ, foram corados
simultaneamente uma lamina com controle positivo externo e outra com
controle negativo (a mesma lamina do controle positivo, com aplicagao de
tampao TBS no lugar dos anticorpos primarios e da sonda EBER), para

validar a reacéo.

3.1.3 Analise Estatistica

Para a andlise estatistica dos dados utilizou-se teste n&o
paramétrico, levando-se em consideragdo a natureza das variaveis de
interesse e a variabilidade das medidas estudadas. As andlises foram
realizadas utilizando-se o programa de computador SPSS 10.0 (SPSS
Inc., Chicago,IL, USA). Para a analise da associacao entre a presenca de
EBV e as demais variaveis de estudo foi utilizado o teste Qui-quadrado ou
teste exato de Fisher quando necessario. As diferencas com os valores de
P menores que 0.05 foram considerados estatisticamente significativos,

assinalando-se com asteriscos os valores significantes.
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4 RESULTADOS

Transcritos de EBER1 detectados por hibridacdo in situ foram
encontrados em 9 (7%) dos 118 casos estudados. Em todos os casos, a
positividade foi detectada somente nas células tumorais e nao no epitélio

normal ou nos linfécitos de permeio (Figuras 1A e 1B).

Os dados demograficos dos 118 casos de carcinomas gastricos
estudados podem ser vistos na Tabela 2. A Tabela 3 mostra estes
mesmos dados separando-se os casos em EBV+ e EBV-. A média de
idade dos pacientes dos casos EBV+, é muito semelhante a dos casos
EBV-, néo exibindo diferenca significativa entre os dois grupos: 60 e 61
anos, respectivamente. Em ambos os grupos, foi observado o predominio
do sexo masculino, em uma proporcdo de aproximadamente 3:1, bem
como um predominio da raga branca, sendo estes achados semelhantes
em relacao ao grupo total de 118 casos onde 68% dos casos eram do
sexo masculino e 83% deles eram da raga branca. Os tumores EBV+
mostraram localizacdo preferencial na regido do cardia; estando 5 (56%)
dos 9 casos EBER1 positivos localizados no cardia, enquanto 21 (19%)
dos 109 casos EBER1 negativos estavam nesta localizagao. 50% dos 118
casos estudados eram de localizagdo antral. Esta diferenca entre os
casos EBV+ e EBV- quanto a localizagdo do tumor, mostrou-se

estatisticamente significativa (P=0.025%). Todos os 9 casos EBV+ eram
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constituidos por carcinomas que infiltravam a camada muscular prépria, a
subserosa, a serosa ou além da serosa. Porém este padréao de infiltragao
foi observado também na maioria dos casos EBV-, portanto ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os dois grupos em relagéo ao
nivel de infiltracdo dos tumores. Portanto, da amostra total dos 118 casos
estudados, 71% deles eram constituidos por tumores avancados, com

infiltracao profunda da parede gastrica.

Em relagao ao tipo histologico, 8 (89%) dos 9 casos EBV+ eram do
tipo difuso (Figura 2A), enquanto que no grupo dos carcinomas EBV-, a
maioria dos casos eram do tipo intestinal (Figura 2B), sendo somente 46
(42%) dos casos do tipo difuso. A analise estatistica destes resultados,
mostrou uma forte associagdo entre a variavel tipo histolégico e
positividade para EBV (P=0.008*). Outro parametro histolégico que
mostrou correlagdo com a presenca de infecgaéo pelo EBV, foi a presenca
de infiltrado inflamatoério linfocitario peri e intratumoral (Figura 3A). Os
carcinomas EBV+ exibiam estroma constituido por moderada a acentuada
quantidade de linfécitos, enquanto que nos casos EBV-, este estroma
exibia discreta/leve quantidade de infilirado linfocitario peri ou intratumoral

ou mesmo auséncia de linfocitos (P= 0.006%).
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Tabela 2 - Numero e porcentagem de pacientes com carcinomas

gastricos, segundo dados demograficos e clinicos.

VARIAVEL CATEGORIA NUMERO DE CASOS

Sexo Masculino 80 (68%)
Feminino 38 (32%)
Raga Branco 98 (83%)
N&o-branco 20 (17%)
Tipo histologico Intestinal 64 (54%)
Difuso 54 (46%)
Infeccao pelo H.pylori Presente 38 (32%)
Ausente 80 (68%)
Metastases em linfonodos Presente 70 (60%)
Ausente 48 (40%)

Total 118 (100%)
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Tabela 3 - Caracteristicas clinicas e histopatolégicas dos carcinomas

gastricos EBV+ e EBV-

EBV EBV Valorde P
Positivo (n =9) Negativo (n = 109)

Género 0.49
Masculino 7 73

Feminino 2 36

Idade média (anos) 60,5 61,2

[35-78] [25-84]

Raca 0.61
Branca 8 90

Né&o branca 19

Localizagdo do tumor 0.025*
Cardia 5 21

Corpo/ Antro 88

Nivel de infiltracao 0.18
Superficial 18

Profundamente invasivo 9 91

Metastases linfonodais 0.46
Ausente 45

Presente 64
Tipo histolégico 0.008*
Difuso 8 46

Intestinal 63

H. pylori 0.12
Ausente 8 72

Presente 37

Infiltrado linféide 0.006*
Minimo/leve 2 75

Moderado/intenso 7 34

P: nivel descritivo do teste de associag¢éo pelo qui- quadrado

n = nimero de casos
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Figura 1A: HIS demonstrando marcacao por EBER-1, com positividade

exclusiva nas células neoplasicas (aumento criginal 200X)

Figura 1B: HIS demonstrando intensa marcacao nuclear das celulas

neoplasicas (aumento original 400x).
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Figura 2A: carcinoma gastrico do tipo difuso exibindo células em anel de

sinete (H&E, aumento original 200x)

Figura 2B: carcinoma gastrico do tipo intestinal com formacao de

estruturas glandulares (H&E, aumento oniginal 100x).




31

N&o foi observada diferenca estatisticamente significativa entre os
casos EBV+ e EBV- em relacdo a presenca de metastases em linfonodos.
Metastases em linfonodos estavam presentes em 6 (67%) casos do grupo
dos EBV+ e em 64 (59%) dos casos do grupo dos EBV-, mostrando
portanto, uma semelhanga entre os dois grupos (P= 0.46). Porem esta
variavel nao pode ser considerada um indicador de diferencas na histéria
natural da neoplasia, assim como em relacdo ao nivel de infiltracdo da
parede gastrica, uma vez que a maioria dos casos estudados eram

constituidos por tumores avancados.

Infecgéo pelo H. pylori no total dos 118 casos estudados, foi baixa,
sendo detectada em 38 (32%) casos. Frequéncia ainda menor foi
detectada nos casos EBV+, estando presente em somente 1 (12%) dentre
os 9 casos EBV+. Estes resultados apesar de demonstrarem uma ligeira
diferenga percentual de casos associados a infeccdo pelo H pylori nos
dois grupos, estes achados nao mostraram correlacéo estatistica ou
diferengas significantes entre positividade para EBV e infecgdo por H.

pylori (P= 0.12).

Os resultados das reagdes imuno-histoquimicas dos diversos
antigenos pesquisados nos subgrupos EBV+ e EBV-, podem ser vistos na
Tabela 4. A presenca da proteina de laténcia LMP1 foi detectada em 5
casos que mostraram positividade concomitante para EBER1 e em 8

casos EBER1 negativos (Tabela 5). Nestes tumores, LMP1 foi detectada
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em células tumorais isoladas e com intensidade mais fraca quando

comparada ao controle positivo (Figura 3B).

Imunopositividade para p53 foi detectada em 57 (53%) dos 109
casos de carcinomas gastricos EBV- estudados. Dentre os casos EBV+, a
presenca de marcagao para p53, mostrou-se muito semelhante ao grupo
ja descrito, sendo detectada em 5 (56%) dos 9 casos. Em ambos os
grupos e no grupo total, observamos um aumento da expressao de p53,
porém nao observamos diferengcas de expressdo desta proteina nos

grupos EBV+ e EBV- (Figura 4A) .

Outros genes que regulam morte celular sdo os membros da
familia do bcl-2. No presente estudo, fizemos a pesquisa imuno-
histoquimica de 4 membros desta familia: Bcl-2, Bcl-x, Bax e Bak. A
marcagao imuno-histoquimica positiva foi determinada somente no
citoplasma, por vezes em padrao granular (Figuras 4B, 5A, 5B, 6A).
Marcacgdo imuno-histoquimica para Bcl-2 foi detectada em 16 (15%) dos
109 casos EBV-. Dentre os casos positivos para EBV, o Bcl-2 estava
expresso somente em 2 (22%) casos. Estes achados de maneira geral,
mostraram uma baixa expressao desta proteina anti-apoptética em ambos
os grupos EBV+ e EBV-, nao tendo diferencas estatisticas significantes,

sugerindo que a expressao de Bcl-2 é independente da presenca do EBV

A positividade para Bcl-x foi detectada em 111 (94%) dos 118
casos estudados, sendo que todos os casos EBV positivos mostraram

marcacdo imuno-histoquimica para este marcador. Este resultado sugere
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que esta proteina possa exercer um importante papel na biologia dos
tumores gastricos apesar de nao haver diferencas entre os casos EBV+ e
EBV- (P=0.28). O resultado da pesquisa imuno-histoquimica para Bax foi
bastante semelhante ao do Bcl-x. 102 (86%) casos de um total de 118
foram positivos para Bax, sendo 8 (89%) deles pertencentes ao grupo dos
carcinomas EBV+. Este achado também nao mostrou diferencas entre os
dois grupos (P= 0.64) apesar da evidente participacdo do Bax, assim
como do Bcl-x, na carcinogénese gastrica demonstrada por estes
resultados. A expressdo da proteina pro-apoptética Bak, homélogo do
Bax, mostrou um resultado bastante semelhante ao Bax no total dos 118
casos 81/118 (68%) foram positivos para Bak, sendo que no grupo dos 9
carcinomas EBV+ 4 (45%) casos foram Bak+ e 5 (55%) foram BAk-. Esta
ligeira diferenca ndo demonstrou significado estatisticamente significativo

(P=0,10).

As sintases do 6xido nitrico (NOS) sa@o enzimas citoplasmaticas
detectadas em células tumorais, células endoteliais, células musculares e
células inflamatérias. Para a andlise final da expresséo destas enzimas,
nds consideramos somente a expressao nas células tumorais (Figuras 6B,
7A, 7B). Os resultados da expressdo das trés isoformas de NOS nos

grupos EBV+ e EBV- podem ser vistos na Tabela 4.
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Tabela 4 - Expressao imuno-histoquimica das proteinas associadas a

apoptose, p53 e sintases do oxido nitrico nos carcinomas gastricos EBV+
e EBV-

EBV EBV Valorde P

Positivo (n = 9) Negativo (n= 109)
P53 0.56
Positivo 5 (56%) 57 (53%)
Negativo 4 (44%) 52 (47%)
Bcl-2 0.42
Positivo 2 (22%) 16 (15%)
Negativo 7 (78%) 93 (85%)
Bcl-x 0.28
Positivo 9 (100%) 102 (93%)
Negativo 7 (7%)
Bak 0.10*
Positivo 4 (45%) 77 (70%)
Negativo 5 (55%) 32 (30%)
Bax 0.64
Positivo 8 (89%) 94 (86%)
Negativo 1(11%) 15 (14%)
NOS7(nNOS) 0.55
Positivo 6 (66%) 76 (70%)
Negativo 3 (34%) 33 (30%)
NOS2 (INOS) 0.19
Positivo 1(11%) 34 (31%
Negativo 8 (89%) 75 (69%)
NOS3 (eNOS) ) 0.27
Positivo 2 (22%) 42 (38%)
Negativo 7 (78%) 67 (62%)

P: nivel descritivo do teste de associacéo pelo qui- quadrado

n = numero de casos
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Figura 4A: IHQ demonstrando marcagao nuclear anti p53 nas células

neoplasicas (aumento original 200x).

Figura 4B: IHQ demonstrando marcacao nuclear anti Bcl-2 nas células

neoplasicas (aumento original 200x).
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Figura 5A: IHQ demonstrando marcagao anti- Bcl-x, com positividade

citoplasmatica nas células neoplasicas (aumento original 200x)

Figura 5B: IHQ demonstrando marcacao anti- Bax, com positividade

citoplasmatica nas células neoplasicas (aumento original 200x)




Figura 6A: IHQ demonstrando marcagao anti-Bak no citoplasma as

células neoplasicas (aumento original 200x)

Figura 6B: IHQ anti-NOS 1 com forte marcagao no citoplasma das células

neoplasicas (aumento original 400x)
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Figura 7A: IHQ anti-NOS2 exibindo marcagao nas células neoplasicas

(aumento original 200x)

Figura 7B: IHQ demonstrando marcacao anti-NOS3 nas células

neoplasicas e células endoteliais (aumento original 200x)
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As isoformas constitutivas de NOS (NOS1 e NOS3) foram
detectadas em 82 (70%) e 44 (37%) dos 118 casos estudados de
carcinomas gastricos, respectivamente. Dentre os 9 casos EBV+, 6 (66%)
mostraram-se positivos para NOS1 e somente 2 (22%) casos foram
positivos para NOS3. A expressdo de NOS 1 esta portanto aumentada
nos carcinomas gastricos e a de NOS2 esta diminuida, porém estes
resultados ndo mostram diferencas estatisticas em relacédo aos grupos

EBV+ e EBV- (P=0.53 para NOS1 e P= 0.27 para NOS3).

A forma induzida de NOS (NOS2), foi detectada em 35 (30%)
casos do total de 118. No grupo dos carcinomas EBV+ somente 1/9 (11%)
casos foram positivos para NOS2, sendo observada frequéncia um pouco
maior no grupo dos carcinomas EBV-, onde tivemos 34/109 (31%) casos
positivos para NOS2. Estes resultados, apesar de discretas diferencas na
frequéncia da expressdao nos grupos EBV+ e EBV-, ndo mostraram

significado estatisticamente significativos (P= 0.19).
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5 DISCUSSAO

A presencga de infecgao pelo virus de Epstein-Barr foi pesquisada
em 118 casos de carcinomas gastricos. Através do método de hibridagao
in situ, 9 (7%) casos mostraram-se positivos para a sonda EBER1 RNA. A
frequiéncia de infecgdo pelo virus em carcinomas gastricos na literatura,
varia em torno de 2 a 24% (IMAI et al. 1994; GULLEY et al. 1996). No
nosso estudo esta frequéncia (7%) corresponde ao da literatura e & muito
semelhante ao descrito por TAKANO et al. (1999) e KIJIMA et al. (2001)
cuja frequéncia descrita de casos EBV+ em carcinomas gastricos foi de
6.4% e 7.3%, respectivamente. Em todos os nossos casos EBV+, a
presenca do virus foi detectada somente nas células neoplasicas e nao
foram detectados sinais de infecgdo viral no epitélio normal, nas areas
com metaplasia intestinal ou nos linfécitos que acompanham o tumor.
Este resultado € muito semelhante ao descrito por SHIBATA e WEISS

(1992) que também ndo demonstraram positividade para EBV nos
linfocitos peri ou intratumorais. Os carcinomas EBV+ mostraram uma forte
associagdo com a presenca de infiltrado inflamatoério linfocitario. A grande
maioria dos carcinomas EBV+, exibiam uma quantidade moderada ou
acentuada de linfécitos acompanhando o tumor. Dentre os 9 casos EBV+,
4 deles exibiam caracteristicas morfolégicas de carcinomas

linfoepitelioma- like. MATSUNOU et al. (1996), demonstraram que a
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consistente presenca de linfécitos é caracteristica dos carcinomas EBV+ e
estdo associados a um melhor comportamento clinico destes tumores. A
presenca de uma reacdo linféide demonstrada nestes tumores esta
associada a uma resposta imune citotéxica especifica do hospedeiro em
resposta aos antigenos virais ou proteinas celulares dos carcinomas
associados a infecgdo pelo virus de Epstein-Barr (KUZUSHIMA et al.

1999).

Ainda é controverso na literatura, a associacdo de algumas
caracteristicas demograficas e histopatolégicas com a infecgao pelo virus
de Epstein-Barr em carcinomas gastricos. Alguns autores demonstraram
gue carcinomas EBV+ eram predominantes no sexo masculino, exibiam
localizacao preferencial no estdmago proximal, com alta prevaléncia no
tipo difuso (SHIBATA et al. 1992; TOKUNAGA et al. 1993). No presente
estudo, dados demograficos e histopatolégicos como idade, género, raga,
profundidade de infiltragdo da parede gastrica e metastases linfonodais,
ndo mostraram diferencas entre os casos EBV+ e EBV-. O nosso estudo
porém, demonstrou associagcdo entre localizacdo e tipo histolégico e
infeccao pelo EBV. Os carcinomas EBV+, no nosso trabalho mostraram
localizacdo preferencial na regidao do cardia e o tipo histolégico mais
comum era o difuso. Na literatura, porém, a maioria dos autores
descrevem uma associagdo entre os carcinomas do tipo linfoepitelioma-
like e a presenca de infeccao pelo EBV (KIJIMA et al. 2001). Por outro

lado, trabalhos como de TOKUNAGA e LAND (1998) e TAKADA (2000),
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nao encontraram associagdo entre qualquer tipo histolégico e presenca

de infecgao pelo EBV.

A presenca de gastrite atrofica e subseqiiente metaplasia intestinal,
sdo condigbes associadas a carcinogénese gastrica. Nos ultimos anos,
muitos trabalhos tém demonstrado que a infecgéo associada ao H. pylori
na mucosa gastrica cria condicbes que favorecem o quadro de gastrite
atréfica, metaplasia intestinal e eventualmente progressdo para
neoplasias malignas. A infecgao pelo H. pylori nao esta associada a um
tipo histolégico especifico, sendo que na literatura observamos uma
discreta preferéncia pelo tipo intestinal e colonizacdo preferencial na
regidqo distal do estdbmago (HANSSON et al. 1995). A presenca
concomitante de infeccao pelo H. pylori e Epstein-Barr virus na mucosa
gastrica, podem apresentar papéis distintos ou associados na patogénese
das neoplasias gastricas. A presenca de mucosa atréfica e areas de
metaplasia intestinal sdo vistas tanto nos casos EBV+ quanto nos casos
EBV-. Também é possivel que um carcinoma EBV+ se desenvolva em
mucosa gastrica atrofica colonizada previamente por H. pylori. Portanto,
torna-se dificil identificar o verdadeiro papel do H. pylori nos casos de
carcinomas gastricos EBV+ em que coexistam gastrite atréfica e
metaplasia intestinal. No nosso estudo demonstramos uma baixa
frequéncia de casos de carcinomas gastricos H. pylori+, sendo esta
frequéncia ainda menor nos casos EBV+. Estes resultados sao

semelhantes ao descrito por THAM et al. (2001) e CHAN et al. (2002) que




46

demonstraram uma relacdo inversa entre os titulos de H. pylori e a
presenca de EBV. Ao contrario, YANAI et al. (1999) demonstraram que a
infeccao pelo H. pylori € maior nos casos EBV+ do que nos casos EBV-.
Os mecanismos fisiolégicos de resposta imune ativados por uma infecgao
(pelo H. pylori ou EBV) podem proteger ou agravar uma segunda infeccao
concomitante, portanto, outros estudos sdo necessarios para esclarecer a

verdadeira relacao entre H. pylori e EBV nos carcinomas gastricos.

Carcinogénese € um processo de multiplos passos, que tem
origem no epitélio normal que pode desenvolver lesées pré-neoplasicas,
que por sua vez podem se transformar em neoplasias altamente
malignas. Este processo & acompanhado por miultiplas alteragcdes
geneticas acumulativas (CORREA et al. 1992). Nos carcinomas gastricos
associados a infeccao pelo EBV, a presenca do virus foi encontrada em
algumas lesdes pré-cancerosas e na maioria das células tumorais, sob a
forma epissomal monoclonal, sugerindo que as células sao infectadas
pelo EBV antes da sua transformacao maligna (IMAI et al. 1994). No
nosso estudo, a positividade das células para EBV estava presente na

maioria das células tumorais, porém, ndo vimos positividade no epitélio

displasico nos raros casos em que este estava presente.

Mutacao do gene p53 e sua hiperexpressao sdo achados comuns
nos carcinomas gastricos, sendo detectadas nao somente nos tumores,
mas também em areas de displasia e metaplasia intestinal (SHIAO et al.

1994). Os carcinomas gastricos EBV+ tendem a apresentar uma super-
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expressao de p53 quando comparamos com os casos EBV- (OJIMA et al.
1997). No presente estudo, demonstramos que 59% dos carcinomas
gastricos de uma maneira geral expressam p53, porém essa expressao
nao é diferente nos casos EBV+ e EBV-. Estes resultados séo
semelhantes aos descritos por GULLEY et al. (1996) e OHFUJI et al.
(1996), que nao demonstraram associacao entre expressao de p53 e
infeccao pelo EBV nos carcinomas gastricos. Esta super-expressao do
p53 por nés encontrada ndo representa exclusivamente a sua forma
mutada, uma vez que o anticorpo por nés utilizado nao reconhece
somente a forma mutante do p53. Portanto o nosso resultado deve ser
analisado com cautela e a pesquisa da forma mutante através do seu
reconhecimento por um anticorpo especifico ou através da analise indireta
através da pesquisa do p21 €& fundamental para a andlise destes
resultados com precisdo. Alguns estudos in vifro mostraram que as
proteinas codificadas pelo EBV podem se ligar a p53, interferindo na sua
fungdo, resultando em um possivel aumento da sua meia vida e acumulo

na célula.

As relacdes entre os genes e proteinas associadas a apoptose e a
carcinogénese gastrica sdo bastante complexas. Neste estudo, noés
pesquisamos a expressao de varias proteinas que fazem parte da familia
do Bcl-2 nos casos de carcinomas gastricos. Foram pesquisadas as
expressoes de Bcl-2, Bcl-x, Bax e Bak. A maioria dos tumores mostraram

expressao destas proteinas, porém a porcentagem de células positivas foi
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variavel entre as varias proteinas e diferencas de expressdo nao foram
detectadas nos grupos de carcinomas EBV+ e EBV-. A expressao de Bcl-
2, uma proteina com atividade anti-apoptoética, foi de somente 15% nos
carcinomas gastricos e estava presente somente em 2/9 dos casos EBV+,
enquanto que a expressdo de Bcl-x, proteina pertencente também ao
grupo das anti-apoptoticas, mostrou-se bastante elevada, estando
presente em 93% dos casos EBV+ e em 100% dos casos EBV-. Este
balanco de expressdo entre estas proteinas pode ter um significado
importante na biologia do carcinoma gastrico, uma vez que a expressao
baixa de Bcl-2 e uma alta frequéncia de expressao de Bcl-x nas células
tumorais, poderia representar um mecanismo alternativo que favoreceria a
disseminagao tumoral, e, poderia estar associado ao mecanismo de
laténcia e imortalizacdo das células observado nos carcinomas gastricos
EBV+. A fenémeno similar foi observado por KRAJEWSKA et al. (1996 b)
em adenocarcinomas retais, sugerindo que graus de expressao elevados
da proteina Bcl-x pode representar um evento comum na patogénese e/
ou progressao de neoplasias epiteliais malignas do trato gastrointestinal.
Estudos in vifro ttm mostrado que a presenca de LMP1 pode induzir a
expressao da oncoproteina Bcl-2 (HENDERSON et al. 1991), porém estes
achados nao sao confirmados in vivo. Os nossos achados também nao

demonstraram aumento de expressao de Bcl-2 nos carcinomas gastricos

o
&
-

que mostraram expressao de LMP1.
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A expressao das proteinas pré-apoptéticas também estavam
elevadas nos nossos casos, sendo que cerca de 86% dos casos
expressaram Bax e 68% dos casos eram Bak positivos. Este padrao de
expressao destas proteinas € semelhante ao descrito por KRAJEWSKA et
al. (1996a) nas celulas epiteliais normais da mucosa gastrica onde os
autores observaram uma super-expressdo das proteinas pré-apoptéticas

da familia do Bcl-2.

Nossos resultados mostraram que os carcinomas gastricos EBV+
apresentaram expressdo um pouco mais baixa de Bak, quando
comparados aos casos EBV-. Semelhante ao Bax, o gene Bak através de
estimulo apropriado induz a célula a apoptose. Porém ao contrario do
Bax, o gene Bak pode inibir a morte celular em linhagem de células
transformadas pelo EBV (KIEFER et al. 1995). O mecanismo no qual a
super-expressao de Bak pode inibir a apoptose em células transformadas
pelo EBV ainda nao esta totalmente esclarecido. O Bak pode induzir a
liberacdo de fatores anti-apoptéticos como o homoélogo do Bcl-2 BHRF-1
nos casos EBV+ que favorecem a proliferagdo celular destes casos
(HENDERSON et al. 1991). No nosso estudo, a presenca de baixa
expressao de Bak, nos casos EBV+ & acompanhada por uma expressao
aumentada de Bax e Bcl-x (proteina inibidora da apoptose) e apesar de
nao se demonstrar significado estatistico, esse aumento de expressao
das demais proteinas, pode estar associados em um mecanismo

interligado que controlam a apoptose, favorecendo ou inibindo a
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proliferacédo celular e disseminacdo tumoral. A compreensdo dos
mecanismos moleculares pelos quais o virus pode evadir o sistema
normal de controle de crescimento tumoral € muito importante para o

desenvolvimento de novos agentes terapéuticos especificos nestes

Casos.

Um outro fator relacionado a oncogénese de neoplasias malignas
em relagéo a presenca de infeccdo pelo EBV é a expressdo da proteina
de membrana latente LMP1. Alguns trabalhos tém demonstrado que esta
proteina ndo é comumente expressa nos casos de carcinomas gastricos
(TAKANO e KATO, 1995). A delegdo de 30pb na regido C-terminal do
gene LMP1 esta associada a patogénese do carcinoma de rinofaringe e
doenca de Hodgkin. Porém essa delecao nao é relevante na patogénese

do carcinoma gastrico associado ao EBV (MORI et al. 1999).

Os produtos do gene EBV que iniciam e mantém as células
infectadas em crescimento in vitro, incluem 6 antigenos nucleares (EBNAs
1,2,3a,3b, 3c) e LP e 2 proteinas de membrana (LMPs 1 e 2). Embora os
mecanismos individuais de agao de cada proteina ainda nado estejam
totalmente estabelecidos, o efeito acumulativo destas 8 proteinas parece
ser o responsavel pelo mesmo mecanismo em situagdes in vivo. Em
tecidos infectados pelo virus do EBV, 3 padrdes de laténcia causada pela
expressao génica viral podem ser observados. A laténcia tipo | refere-se a
um espectro muito limitado de expressao génica, chamada de transcritos

EBER juntamente com as proteinas EBNA1 e LMP2A. Este padrao é
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encontrado nos linfécitos circulantes em individuos higidos, e também é
caracteristico dos linfomas de Burkitt e carcinoma gastrico. A laténcia do
tipo Il & caracterizada pela coexpressao de LMP1 e LMP2B e é vista nos
linfomas de Hodgkin, linfomas de células T e carcinomas de nasofaringe.
A laténcia do tipo lll refere-se a um amplo espectro de expressao génica,
€ encontrada na mononucleose infecciosa e em doencgas
linfoproliferativas associadas ao EBV em pacientes imunodeprimidos. A
expressdo génica viral deste tipo de laténcia inclue todos os EBNAs,
LMPs e EBER. Embora o padrao de expressao génica descrito acima seja
uatil no diagnéstico das lesdes, na pratica, o que se observa é que ha uma
variedade de expressao destas proteinas nas células de um mesmo tumor
(GULLEY 2001). No nosso estudo observou-se positividade para LMP1
em 13 casos, sendo que 5 deles mostraram positividade concomitante
para EBER1. A expressao desta proteina em carcinomas gastricos ja foi
descrita anteriormente por OHFUJI et al. (1996) e HAYASHI et al. (1998).
Porém & discordante da maioria dos autores que demonstraram
positividade para as proteinas de laténcia do tipo | (LMP2A, BARF1
BARFO0) (ZUR HAUSEN et al. 2000; VO et al. 2002). Os casos que
expressaram LMP1 na nossa casuistica podem estar associados a
imunossupressao, porém nao foi possivel concluir esta hipétese, uma vez
gue nossos casos eram constituidos por tumores avancados e a maioria
dos casos evoluiram para o Obito, sem a confirmacdo de

imunossupressao associada.
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A baixa expressao de LMP1 em carcinomas gastricos de pacientes
imunocompetentes ainda nao € satisfatoriamente explicada. A expresséo
de LMP1 esta associada a resposta do sistema imune de cada individuo e
parece estar relacionada com a funcio de diferenciagao celular, uma vez
que estudos in vitro mostraram que células de linhagem epitelial
infectadas pelo EBV nao expressaram LMP1, exceto quando havia
inducao da replicagao viral por outros agentes (LI et al. 1992). Os nossos
achados, portanto permite concluir que a pesquisa de EBV por hibridagao
in situ ainda € o método gold-standard nos carcinomas gastricos e que a
pesquisa de LMP1 por imuno-histoquimica pode ser util, quando

associada a outros métodos.

Recentemente, o 6xido nitrico tem mostrado um importante papel na
carcinogénese, atuando nos fatores angiogénicos, na regulacdo da
microcirculacdo e no dano celular. O presente estudo demonstra que
carcinomas gastricos expressam alguma isoforma de NOS na grande
maioria dos casos. A isoforma mais frequentemente expressa € a NOS
neuronal, onde cerca de 70% (82 amostras) foram positivos, seguidos de
NOS endotelial (37%) e finaimente NOS induzida (30%). Poucos trabalhos
na literatura realizaram o estudo com as trés isoformas de NOS. Em
estudo através da detecgao de mRNA, DOI et al. (1999) demonstraram
que praticamente todos os casos de adenocarcinomas gastricos

expressam NOS 3, mas em quantidade similar &8 mucosa normal. Desta
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forma, nosso trabalho mostra que as células neoplasicas dos carcinomas

gastricos tem o aparato enzimatico para a produgao de NO.

O NO é produzido a partir do substrato L-arginina que € convertido
através das enzimas em L- citrulina e NO. As NOS constitutivas sao
responsaveis por producaéo de pequenas quantidades de NO, enquanto
que a NOS induzida é responsavel por quantidades maiores e acao mais
duradoura (SCHMIDT et al. 1992). Os resultados do presente estudo
mostram que apesar de mais do que 80% dos tumores expressarem
alguma de NOS, somente 30% expressam a NOS 2. A revisao da
literatura mostra resultados similares (RAJNAKOVA et al. 2001) ou
discretamente mais elevados, em torno de 44-50% dos casos (SON et al.
2001; SONG et al. 2002; FENG et al. 2002). Maiores quantidades e
freqiiéncia de expressado de NOS induzida tem sido associado a doencas
em estadio mais avancado (DOI et al. 1999; RAJNAKOVA et al. 2001). O
significado desta diferenca em relagcdo a produgdo de NO necessita ainda
ser avaliado pela quantificagdo sérica e tecidual. No nosso estudo, néo
fizemos a correlagdo da expressdo das sintases do 6xido nitrico com o
estadiamento, porém a correlagdo com metastases linfonodais nao
mostraram diferenca estatisticamente significativa. Ndo observamos
correlagbes entre as expressbes de NOS e demais variaveis

demograficas e histopatolégicas como idade, sexo e localizagao do tumor.

Os efeitos do o6xido nitrico nas células sao dose dependente.

Embora altas concentracbes de NO possam ter efeito citostatico e
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citotéxico, baixas concentragdes de NO podem proteger alguns tipos de
células de agressdes e inibir a apoptose. O Oxido nitrico pode agir
diretamente pelo estimulo das células endoteliais ou podem induzir a
expressao de outros fatores angiogénicos com o fator de crescimento
endotelial (VEGF). A producdo de NO em tumores humanos podem
causar danos ao DNA e alteragées no p53 que afetam o ciclo celular e
apoptose. Como resultado, a producao de NOS pode contribuir para a
progressao tumoral. Em particular, a produgcdo de NO pelos macréfagos
tem se mostrado associado a resisténcia contra patdogenos intracelulares,
como parasitas, fungos e virus. No caso do EBV, o 6xido nitrico tem
mostrado uma acao inibidora da reativagao viral das células B infectadas
(MANNICK et al. 1994). Embora os mecanismos de acdo antiviral do
6xido nitrico ainda nao estejam totalmente esclarecidas, a multiplicidade
de enzimas e alteragdes nas células do hospedeiro associadas a acao
viral podem de uma maneira complexa atuar concomitantemente no
desenvolvimento tumoral. Estes achados nos leva a propor que a laténcia
do EBV pode diretamente ou indiretamente agir na expressao das
sintases do Oxido nitrico e ser um importante fator na resposta do
hospedeiro em relacdo a acao viral. No nosso estudo, embora tenhamos
demonstrado uma discreta diferenca de expressao das isoformas de NOS
nos carcinomas gastricos de uma maneira geral, ndo encontramos
diferencas estatisticamente significantes entre as expressées das sintases

do oxido nitrico e a presenga de infec¢do pelo EBV nos carcinomas
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gastricos. Portanto, os carcinomas gastricos estdo associados a infeccao
por EBV em torno de 7%. A maioria dos carcinomas EBV+ sdo do tipo
difuso, localizam-se na regiao do cardia, sao tumores infiltrativos (além da
camada muscular), com frequentes metastases em linfonodos e mostram
estroma rico em linfécitos. Os carcinomas gastricos EBV+ mostraram
hiper-expressao imuno-istoquimica de p53, Bcl-x, Bak e NOS 1 e baixa

expressao de Bcl-2, Bak, NOS2 e NOS3.
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CONCLUSOES

Em nosso meio os carcinomas gastricos estdo associados a infecgdo

pelo virus de Epstein-Barr em torno de 7%;

carcinomas gastricos EBV+ localizam-se preferencialmente na regiao

do cardia;

carcinomas gastricos EBV+ sao freqiientemente do tipo difuso e estao
acompanhados por infiltrado inflamatério linfocitario de moderada a

intensa quantidade;

carcinomas gastricos EBV+ mostram hiper-expressao de Bcl-x e Bax

e baixa expressao de Bcl-2 e Bak

carcinomas gastricos EBV+ nao mostram diferencas de expressao de

p53 em relagcao aos carcinomas EBV-;

carcinomas gastricos EBV+ mostram aumento de expressdo de NOS
neuronal (NOS1) e baixa expressdao das sintases do 6xido nitrico

macrofagica e endotelial (NOS2 e NOS3).
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ANEXOS




RGH AP idadel sexo| raca | local [tipo histol nivel infilt |H. pylorijnfilt linfoci{ metast | p53 | Bel-2 | Bel-x | Bax | Bak |LMP1]EBER1|NOS1|NOS2| NOS3
9405396| 320289 | 74 |masc|branco|antro intestinal| serosa negativo| leve presente |2(1+1)|0(0+0)[6 (2+4)[5(2+3)|4 (2+2)] neg | neg [4(2+2)[4(2+2)[2(1+1)
9404726 321782 | 69 |masc|branco|antro| difuso | serosa |negativol leve presente | 7(3+4)|0(0+0)[5 (2+3)[7(3+4)|5 (2+3)] neg | neg |[5(2+3)[4(2+2)|4(2+2)
9600568| 332602 | 60 [masc|branco|corpo| difuso | muscular |negativol leve ausente |7(3+4)[0(0+0)|5 (2+3)|5(2+3)|5 (2+3)| neg | neg |4(2+2)|3(1+2)[2(1+1)
9600735] 332699 | 60 |masc|branco|corpolintestinal| serosa |negativol leve presente |5(2+3)|0(0+0)|7 (3+4)[7(3+4)[5 (2+3)| neg | neg |4(2+2)|4(2+2)[4(2+2)
9600699| 332706 | 53 [masc|branco| antro|intestinal| muscular | positivo| leve ausente |0(0+0){0(0+0)[6 (3+3)[5(2+3)[5 (2+3)| neg | neg |5(2+3)[0(0+0)[2(1+1)
9104458| 332944 | 51 | fem jamareld antro|intestinal| mucosa [negativo] leve ausente [3(1+2)[0(0+0)[6 (2+4)[6(2+4)|5 (2+3)] neg | neg [4(1+3)[5(2+3)|2(1+1)
9600940 333357 | 65 | fem |branco|corpolintestinall serosa negativomoderado| presente |0(0+0)|0(0+0)|5 (2+3)|5 (2+3)6 (3+3)| neg | neg |3(1+2)[4(2+2)|2(1+1)
9601108| 333363 | 84 | fem |branco|corpo| difuso | serosa |positivojmoderado| ausente |5(2+3)|0(0+0)|7 (3+4)|5(2+3)|4 (2+2)| neg | neg |0(0+0)|0(0+0){4(2+2)
9600564/ 333388 | 69 |masc|branco|corpo| difuso | serosa [positivo| leve ausente [7(3+4)[2(1+1)[7 (3+4)[7(3+4)[7 (3+4)[ neg | neg [4(2+2)[5(2+3){2(1+1)
9600771| 333390 | 63 |masc| branco| antro|intestinal| serosa [negativo| leve presente [0(0+0)|0(0+0)|6 (3+3)| 7(3+4)|4 (2+2)| neg | neg |5(2+3)|4(2+2)[4(2+2)
9401973| 333810 | 82 | fem | branco|corpo|intestinal| serosa |negativo| intenso | presente |7(4+3)|0(0+0)|5 (2+3)[5(2+3)|3 (1+2)| neg | neg |5(2+3)|0(0+0)|3(1+2)
9601474| 334268 | 60 |masc|branco|corpolintestinall serosa |positivo] leve ausente |0(0+0){0(0-+0)[3 (1+2)|5 (2+3){5 (2+3)| neg | neg |4(2+2)|4(2+2)|2(1+1)
9601391| 334453 | 70 |masc|branco|corpolintestinal| serosa |positivo| leve presente |0(0+0)|2(1+1)|5 (2+3)[5 (2+3){2 (1+1)| ne neg [4(2+2){3(1+2)|0(0+0)
9601669| 335111 | 84 |masc|branco|cardialintestinal| serosa |positivo| leve ausente [0(0+0)|0(0+0)(6 (3+3)[6 (2+4)|4 (2+2)] neg | neg |2(1+1)[4(2+2)|2(1+1)
9601818) 335167 [ 75 |masc|brancofcorpo| difuso | serosa |positivo| leve presente |0(0+0)|0(0+0){6 (3+3)|7(3+4)|5 (2+3)| posit| neg |5(2+3)|4(2+2)|2(1+1)
9601948| 336285 | 53 [masc|branco|cardial difuso | serosa |negativo| leve | presente [7(3+4)[0(0+0)(6 (3+3)[5(2+3)|6 (3+3)| neg | posit |5(2+3)|0(0+0)|2(1+1)
9601624| 335350 | 64 | fem |branco|corpo| difuso | serosa [negativo| intenso | ausente [4(2+2)|0(0+0)|7 (3+4)|5(2+3)|2 (1+1)| neg | neg |[4(2+2)|4(2+2)[2(1+1)
9602539 335967 | 65 | fem |branco|cardial difuso | serosa |negativo| intenso | presente |6(3+3)|0(0+0)(5 (2+3)|2(1+1)|3 (1+2)| neg | posit |2(1+1)[3(1+2)|2(1+1)
9602387| 336096 | 42 [masc|branco| antro|intestinal| serosa |negativo] leve ausente |7(3+4)|0(0+0)|6 (3+3)[7(3+4)[2 (1+1)| neg | neg |4(2+2)|4(2+2)[2(1+1)
9601597| 336253 | 57 [masc|branco|antro|intestinal]l serosa [positivo| leve presente | 7(3+4)|0(0+0)|5 (2+3)|5(2+3)|3 (1+2)| neg | neg |[6(3+3)|3(1+2)| 0(0+0)
9602202| 336319 | 75 [masc|branco|corpo| difuso | muscular |negativo] leve presente |0(0+0)|0(0+0)|5 (2+3)|5(2+3)|3 (1+2)| posit | neg |4(1+3)|0(0+0)| 4(2+2)
9602119{ 336410 | 37 [masc|branco|antro| difuso | muscular | positivo| intenso | ausente |0(0+0){2 (1+1){5 (2+3)|6(3+3)|5 (2+3)| neg | neg |4(1+3)|0(0+0){4(2+2)
9602660| 336489 | 63 | fem | branco|antro|intestinal| serosa |positivo| leve ausente [3(1+2)[0(0+0)(5 (2+3)[3(1+2)[5 (2+3)] neg | neg |[3(1+2)[3(1+2)|4(2+2)
9602957| 336614 | 72 |masc|branco| antro intestinall‘,ubmucosé positivojmoderado| ausente |0(0+0)|2(1+1)]4 (2+2)|2(1+1)|4 (2+2)| neg | neg [2(1+1)|0(0+0){2(1+1)
9204788| 336685 | 77 |masc|branco|antro intestinall serosa_|negativojmoderado| presente |4(2+2)|0(0+0)|5 (2+3)|4(2+2)|4 (2+2)| neg | neg [4(2+2)|0(0+0)|0(0+0)
9603039| 337042 | 60 |masc|branco| antro|intestinal] serosa |positivo|] leve presente [0(0+0)|0(0+0)|7 (3+4)| 7(3+4)| 7(3+4)| neg | neg |0(0+0)|0(0+0){3(1+2)
9603326| 337136 | 35 [masc|branco|cardial difuso | serosa |negativo] leve presente | 7(3+4)|4(2+2)|7 (3+4)|7(3+4)|7 (3+4)| posit | posit [5(2+3)|0(0+0)| 5(2+3)
9603273| 337265 | 81 |masc|branco|corpofintestinal] serosa |negativo] leve presente [2(1+1)|2(1+1)]3 (1+2)|2(1+1)| 2(1+1)| neg [ neg |0(0+0)|2(1+1)|0(0+0)
9680216 337522 | 25 | fem |branco|corpo| difuso | mucosa |[positivolmoderado| ausente [5(2+3)[0(0+0)(5 (2+3)[6(3+3)] 5(2+3)| neg | neg |4(2+2)[5(2+3)|4(2+2)
9603244| 337585 | 42 | fem jamarelgcorpo| difuso | serosa |negativo] leve ausente [0(0+0)|2(1+1)[6 (3+3)|[7(3+4)| 5(2+3)| neg | neg |5(2+3)|4(2+2)|6(3+3)
9602754| 337593 | 55 |masc|branco|antro| difuso | serosa |negativo] leve ausente |7(3+4)[2(1+1)|7 (3+4)|7(3+4)|6 (3+3)| neg | neg |5(2+3)|4(3+1)|6(3+3)
9603484| 337702 | 60 [masc| negro |cardia] difuso | serosa |negativo] leve presente | 7(3+4)|2(1+1)|5 (2+3)|7(3+4)|5 (2+3)[ neg | neg [4(2+2)|0(0+0)|4(2+2)




RGH AP lﬁade sexo| raca | local |lipo histolivel de infilH. pyloriinﬁlt linfocifnetastasey p53 | Bel-2 | Bel-x | Bax | Bak |LMP1|EBER1[NOS1|NOS2| NOS3
9603633| 337954 | 75 | masc|branco| antro |intestinal|subserosa| positivo| leve | presente | 7(3+4)|0(0+0)[5 (2+3)[6(3+3)[5 (2+3)| neg | neg [0(0+0)[0(0+0)|0(0+0)
9604020 338541 | 68 |masc|branco|antro| difuso | serosa |positivo| leve | ausente |5(2+3)|2(1+1)[6 (3+3)[5(2+3)[5 (2+3)| neg | neg |6(3+3)[6(3+3)|5(2+3)
9604087| 338619 | 78 |masclamareldcorpo| difuso | serosa |negativo|moderado| presente |7(3+4)|4(2+2)|7 (3+4)[7(3+4)|6 (3+3)| posit | posit |6(3+3)[5(2+3)[6(3+3)
9604197| 338962 [ 74 | fem | branco| antro|intestinal] serosa |positivo] leve presente [5(2+3)|2(1+1)|7 (3+4)|7(3+4)|6 (3+3)] neg | neg |[4(2+2)|0(0+0)| 4(2+2)
9604389| 339116 | 45 [masclamareld antro| difuso |subserosajnegativo| leve presente |7(3+4)|0(0+0)|7 (3+4)|7(3+4)|6 (3+3)] neg | neg |6(3+3)|0(0+0)[4(2+2)
9604487| 339230 | 72 [masc|branco| antro|intestinal| serosa | positivo|moderado| presente |0(0+0)|0(0+0)|4 (2+2)[5(2+3)[2 (1+1)| neg [ neg |6(3+3)|5(2+3)|0(0+0)
9604443| 339231 | 68 |masc|branco|antro| difuso | serosa |negativojmoderado| presente |5(2+3)|4(2+2)|6 (3+3)|7(3+4)|7 (3+4)| posit | neg |6(3+3)|4(2+2)|4(2+2)
9604114 339407 | 65 [masc|branco|antro| difuso | serosa |negativo| intenso | presente |5(2+3)|0(0+0)|5 (2+3)|7(3+4)[3 (1+2)| posit | posit |4(2+2)[3(1+2)| 0(0+0)
9604568| 339695 | 76 |masc|branco|corpo|intestinal| serosa [negativojmoderado| presente [7(3+4)|0(0+0)|6 (3+3)|5(2+3)|2 (1+1)| neg | neg |0(0+0)|5(3+2)[2(1+1)
9604766/ 339759 | 32 | fem |branco|corpo| difuso | serosa |negativo| leve ausente [5(2+3)[4(2+2)[7 ( 3+4)8(4+4)|5 (2+3)] neg | neg |5(2+3)[5(3+2)[6(3+3)
9604328| 340350 | 61 | fem [branco|corpo|intestinal| serosa [negativojmoderado| ausente |0(0+0)|0(0+0)|5 (2+3)|6(2+4)|2 (1+1)] posit | posit |3(1+2)|0(0+0)[ 0(0+0)
9605498| 341068 | 77 | fem | branco] antro| difuso | serosa | positivo|moderado| presente |0(0+0)|0(0+0)|5 (2+3)[7(3+4)[2 (1+1)[ neg | neg [4(2+2)(0(0+0)|2(1+1)
9605357| 341434 | 51 | fem |amareld antro|intestinal] mucosa |negativo] _leve ausente [0(0+0)[0(0+0)[5 (2+3)2(1+1)|2 (1+1)] neg | neg |0(0+0){0(0+0)[0(0+0)
9700214| 341975 | 67 | fem | branco|cardi intestinal| serosa |positivo] leve presente |7(3+4)|0(0+0)|4 (2+2)|4(1+3)|5 (2+3)| neg | neg |4(2+2)|3(1+2)|4(2+2)
9605524| 341977 | 51 | fem | branco cérdial difuso | serosa [negativo| intenso | presente [5(2+3)|0(0+0)|5 (2+3)[5(2+3)|4 (2+2)| neg | neg |5(3+2)|3(1+2)|4(2+2)
9700491/9700189| 64 | fem |branco| antro|intestinal| serosa |negativo] leve presente | 7(3+4)|0(0+0)|5 (2+3)(6(3+3)[4 (2+2)[ neg | neg [3(1+2)[4(2+2)|0(0+0)
9605534{9700710] 73 | fem |branco| antro|intestinal| serosa |positivo| leve | presente [4(2+2)[0(0+0)(5 (2+3)[3(1+2)|3 (1+2)| neg | neg |2(1+1)[0(0+0)| 0(0+0)
9700602|9700905] 64 [masc| negro |cardiafintestinal| muscular | positivo|moderado| ausente [7(3+4)[0(0+0){4 (2+2)|3(1+2)|0 (0+0)| neg | neg |0(0+0)|0(0+0)| 0(0+0)
9700694|9701045| 58 |masc| branco|antro|intestinal|l serosa |[negativol leve presente [6(3+3)[0(0+0)|5 (2+3)|3(1+2)|4 (2+2)| neg | neg |0(0+0)|0(0+0)|4(2+2)
9701048/9701460 71 | fem Jamareld cardialintestinal| serosa negativojmoderado| presente |7(3+4)|0(0+0)|4 (2+2)|4(2+2)(2 (1+1)| neg | neg [4(1+3)|0(0+0)[2(1+1)
9602237(9702114| 75 | fem lamaretc antro|intestinal| mucosa [negativo] leve ausente [0(0+0)[0(0+0)[4 (2+2)|3(1+2)[2 (1+1)] neg | neg |5(2+3)|3(1+2)[2(1+1)
9701628|9702685| 59 |masc|branco|cardialintestinal| serosa [negativoimoderado| ausente |0(0+0)[4(2+2)(5 (2+3)|5(2+3)|4 (2+2)| posit [ neg |4(2+2)[3(1+2)[4(2+2)
9701704/9702882] 31 |masc|branco| antro|intestinal|subserosalnegativo|moderado| ausente [0(0+0)|0(0+0)[4 (2+2)[5(2+3)[4 (2+2)] neg [ neg |4(1+3)[4(2+2)[2(1+1)
9701891|9703114| 38 [mascjamareld corpo|intestinal| muscular |negativojmoderado| ausente [7(3+4)|2(1+1)]5 (2+3)|6(2+4)|5 (2+3)| neg [ neg |4(1+3)|5(2+3)|4(2+2)
9701775[9703254| 50 |masc|branco|antro| difuso | serosa |negativo] leve presente | 7(3+4)|0(0+0)|6 (3+3)|7(3+4)|5 (2+3)] neg | neg |5(2+3)|4(2+2)|4(2+2)
9702073[9703710| 69 |mascjamareld antro |intestinalpubmucosgnegativo] leve ausente |6(3+3)[0(0+0)[6 (3+3)|6(3+3)[3 (1+2)] neg | neg |3(1+2)|0(0+0)| 6(3+3)
9702085/9703985| 73 | fem lamareld antro intestinal|l mucosa [positivo| leve ausente |0(0+0)[2(1+1)|4 (2+2)|5(2+3)|3 (1+2)[ neg | neg |0(0+0)|0(0-+0){ 0(0+0)
9780166(9704071| 70 [masc| branco |cardi intestirﬂ serosa |negativo] leve presente |0(0+0)[2(1+1)|6 (3+3)|8(4+4)|5 (2+3)[ neg | neg |4(2+2)[5(2+3)[4(2+2)
9702629(9704723| 73 |masc| branco| antro| difuso Eubmucosénegativo moderado| ausente |0(0+0){0(0+0)|4 (2+2)|5(2+3)|2 (1+1)| neg | neg [0(0+0)|0(0+0)| 0(0+0)
9702992(9705265| 47 | fem |branco|corpo| difuso | serosa [negativolmoderado| presente |0(0+0)[{2(1+1)[5 (2+3)[2(1+1)[6 (3+3)| neg | neg |3(1+2)|0(0+0)[2(1+1)
9702925|9705340] 43 |masc| branco| antro|intestinal] serosa |positivo| leve presente | 7(3+4)|4(2+2)|6 (3+3)[7(3+4)[6 (3+3)| neg | neg [3(1+2)[5(2+3)[4(2+2)
9703245[{9705794] 73 |masc| branco |cardiajintestinal| muscular | positivo{moderado| presente |6(2+4)|0(0+0)|7 (3+4)|5(2+3)|5 (2+3)| neh | neg [5(2+3)(0(0+0)|2(1+1)




RGH AP lidade| sexo| raca | local jtipo histoiivel de infi{H. pyloriinﬂlt IinfocimetéstaseJ p53 | Bel-2 | Bel-x | Bax | Bak |LMP1|EBER1|NOS1[NOS2| NOS3
9703490[9705896| 34 | fem |branco|corpo| difuso | serosa |negativo] leve ausente |6(3+3)|4(2+2)|7 (3+4)[7(3+4)|7 (3+4)| posit | neg |5(2+3)|3(1+2)|4(2+2)
9703402|9706008| 28 |masc|brancolcardial difuso subserosa|negativo] _leve ausente |5(2+3)|2(1+1)|7 (3+4)[7(3+4)|4 (2+2)| neg | neg |4(2+2)|0(0+0)|0(0+0)
9703398|9706109| 66 |masc|branco| antro|intestinal subserosa] positivo[moderado| presente [5(2+3)[4(2+2)|5 (2+3)|5(2+3)|5 (2+3)| neg | neg |6(3+3)[0(0+0)|4(2+2)
9703396{9706389| 56 | masc|branco|corpo| difuso | muscular [negativojmoderado| presente |5(2+3)|2(1+1)|6 (3+3)[5(2+3)[5 (2+3)| neg | neg |5(2+3)[0(0+0) 5(2+3)
8600097|9706499| 67 |masc| branco|cardialintestinal submucosénegativo moderado| ausente |7(3+4)|5 (2+3)6 (3+3)|7(3+4)|6 (3+3)| posit| neg |5(2+3)|0(0+0)| 5(2+3)
9703710{9707329| 76 | fem jamareld antro|intestinal| serosa |negativo| leve presente [0(0+0)[4 (2+2)6 (3+3)|5(2+3)|6 (3+3)] neg | neg |5(2+3)[5(2+3)[4(2+2)
9703821|9707523| 75 |masc|branco|antro| difuso | muscular |negativojmoderado| ausente |0(0+0)|4(2+2)|7 (3+4)|7(3+4)|6 (3+3)| posit| neg |6(3+3) 0(0+0)[6(3+3)
9704401[9707715| 74 | fem |branco|corpo|intestinal{subserosa| positivo| leve ausente [6(3+3)[2 (1+1)7 (3+4)[6(3+3)|5 (2+3)] neg | neg |5(2+3)[3(1+2)[4(2+2)
9704387|9708035| 43 [masc|branco|corpo| difuso subserosalnegativo leve ausente |0(0+0)[4 (2+2)7 (3+4)[7(3+4)|5 (2+3)] neg | neg |5(2+3)[0(0+0)[6(3+3)
9704741[9708460| 73 | fem [branco|corpolintestinal| serosa |negativo] leve | ausente |4(2+2)|2 (1+1)5 (2+3)|6(3+3)|5 (2+3)| neg | neg |4(2+2)|3(1+2)[4(2+2)
9704746|9708528| 50 |masclamareldcorpolintestinal|l serosa |positivo| leve presente |5(2+3)}4 (2+2)\5 (2+3)|7(3+4)|5 (2+3)| neg | neg |4(2+2)|3(1+2)|4(2+2)
9704847|9708543| 52 [masc|branco|cardialintestinal| serosa | positivo| moderado| presente | 0(0+0)|3 (1+2)(6 (3+3)|6(3+3)[5 (2+3)[ neg | neg [4(2+2)[0(0+0)|2(1+1)
9704953|9708658| 59 [masc|branco] antro|intestinal| mucosa |negativo] leve ausente |0(0+0)[2 (1+1)4 (2+2)[6(3+3)[2 (1+1)] neg | neg |4(2+2)[0(0+0)[2(1+1)
9704580[9708709| 63 |masc|branco|antro| difuso | serosa [negativol leve presente |0(0+0)|4(2+2)|7 (3+4)|7(3+4)|7 (3+4)| posit| neg |6(3+3)|5(2+3)|6(3+3)
9704876/9800047| 72 | fem [branco|antro|intestinal] mucosa [negativo] leve ausente |6(3+3)[2 (1+1)}5 (2+3)[5(2+3)[3 (1+2)| neg | neg |0(0+0){0(0+0)[ 0(0+0)
9800114{9800316] 68 |masc| branco |cardiafintestinal| serosa |negativomoderado| presente [7(3+4)|4 (2+2)6 (3+3)[5(2+3)|5 (2+3)| neg | neg |5(2+3)[0(0+0)| 3(1+2)
9800204/9800653| 57 | fem jamareldcardia|intestinalsubmucosgnegativo| leve ausente [6(3+3)|2 (1+1)5 (2+3)|6(3+3)[4 (2+2)| neg | neg [4(2+2)|3(1+2)[4(2+2)
9704600)9800724| 67 [masc|branco|antro| difuso | serosa [negativolmoderado| presente [0(0+0)|2 (1+1)6 (3+3)|5(2+3)|5 (2+3)| neg | neg |5(2+3)|4(2+2)|4(2+2)
9800411[9800922| 71 |masc|branco|corpo| difuso | serosa |negativomoderado| ausente [2(1+1)[2 (1+1)6 (3+3)|5(2+3)|4 (2+2)| neg | posit |5(2+3)[0(0+0)|2(1+1)
9800566(9801041| 62 | fem |branco|antro| difuso | mucosa |negativo] leve ausente |0(0+0)[0(0+0)[4 (2+2)[2(1+1)[4 (2+2)| neg | neg |[3(1+2)|4(2+2)[0(0+0)
9800488({9801042| 67 | fem |branco|antro| difuso | muscular |negativo]  leve presente [0(0+0)[0(0+0)|7 (3+4)|5(2+3)|4 (2+2)| neg | neg |2(1+1)|0(0+0)|0(0+0)
9704748(9801127| 50 |masc|branco|antro| difuso pubmucosd positivo| leve ausente [2(1+1)[0(0+0)|3 (1+2)]2(1+1)|4 (2+2)] neg | neg |0(0+0)|0(0+0)|0(0+0)
9800375/9801563| 73 |[masc| branco cardig|intestinal| subserosalnegativo| leve ausente [0(0+0){2 (1+1))5 (2+3)|5(2+3)|5 (2+3)| neg | neg |2(1+1)|0(0+0)| 0(0+0)
9800921/9801948| 56 |masclamarelq antro| difuso | serosa |positivo] leve presente [5(2+3)|0(0+0)|5 (2+3)|5(2+3)|5 (2+3)| neg | neg [4(2+2)|0(0+0)| 0(0+0)
9800490/9801950| 62 [masc|branco|corpo|intestinal] serosa [negativojmoderado| ausente |0(0+0)|0(0+0)|5 (2+3)[4(1+3)|2 (1+1)] neg | neg |[2(1+1){0(0-+0)| 0(0+0)
9300345|9802243| 73 [masc| branco|corpolintestinal]l serosa |positivo] leve presente [0(0+0)[0(0+0)|5 (2+3)|5(2+3)|5 (2+3)| neg | neg |0(0+0)|0(0+0)| 0(0+0)
9801475[9802959| 72 |masc|branco|cardial difuso | serosa |negativol leve | presente [5(2+3)[0(0+0)| 6 (3+3)6(2+4)|6 (3+3)] neg | neg |6(3+3)|0(0+0)[0(0+0)
9801869[9803674| 50 |masc|branco]antro|intestinal| serosa |negativol leve | presente [0(0+0)[0(0+0)(6 (3+3)[5(2+3)|5 (2+3)| neg | neg |3(1+2)|0(0+0)[0(0+0)
9801556/9803676| 78 | fem |branco|corpo|intestinal| muscular [negativo| leve presente |0(0+0)|0(0+0)|5 (2+3)|4(2+2)|2 (1+1)| neg | neg [4(2+2)[0(0+0)| 0(0+0)
9801994/9803688| 67 |masc|branco| antro|intestinal| serosa [negativo| leve presente |4(2+2)|0(0+0)|5 (2+3)|5(2+3)|2 (1+1)| neg | neg |[4(1+3)[0(0+0)| 0(0+0)
9801934[9803750| 56 | fem [branco|antro| difuso | muscular |negativolmoderado| presente |5(2+3)|0(0+0)|4 (2+2)[2(1+1)[2 (1+1)[ neg | neg |2(1+1)|0(0+0)|0(0+0)
9801793[9804051] 63 [masc|branco|antro| difuso | serosa | positivo|moderado| presente | 7(3+4)|4(2+2)|7 (3+4)[7(3+4)[4 (2+2)[ neg | neg |5(2+3)|5(2+3)5(2+3)




RGH AP lidadel sexo raca | local jtipo hisloiivel de infi{H. pyloriinﬂlt linfocinetastasey p53 | Bel-2 [ Bel-x | Bax | Bak [LMP1]EBER1|NOS1[NOS2| NOS3
9704387|9804241| 44 [masc|branco|cardial difuso [ serosa |negativo _leve | ausente |0(0+0)}4 (2+2){5 (2+3)[5(2+3)|3 (1+2) neg | neg |4(2+2)[2(1+1)[2(1+1)
9802294/9804354| 33 | fem |branco|antro| difuso | muscular Jnegativo] leve | ausente |4(2+2)|3(1+2)|6 (3+3)|4(2+2)|4 (2+2)| neg | neg [3(1+2)[3(1+2)|3(1+2)
9802381/9804631| 72 | fem |branco|cérdia| difuso | serosa |negativojmoderado| presente |0(0+0)|0(0+0)|5 (2+3)|5(2+3)|5 (2+3)| neg | neg [4(2+2)[3(1+2)|3(1+2)
9802300{9804729| 60 |masc|branco|antro| difuso | serosa |negativo] leve [ presente [3(1+2)[0(0+0)|4 (2+2)|5(2+3)|4 (2+2)| neg | neg |4(2+2)|0(0+0)[0(0+0)
9203748|9804747| 60 |masc|branco|cardial difuso | muscular | positivo| intenso [ ausente [0(0+0)[0(0+0)|6 (3+3)|6(3+3)|2 (1+1)| neg | posit |2(1+1)|0(0+0)[0(0+0)
9802486{9805104| 76 |masc|branco|céardialintestinalpubmucosgnegativol leve | presente |6(3+3)[0(0+0)|5 (2+3)|6(3+3)|2 (1+1)| neg | neg |4(2+2)|3(1+2){3(1+2)
9802302|9805117) 68 [masc|branco|antro| difuso | serosa |negativo] leve presente |0(0+0)|3 (1+2)7 (3+4)|6(3+3)|3 (1+2)] neg | neg [4(2+2)[3(1+2)[3(1+2)
9802395|9805163| 38 |masc| branco|cardialintestinal| serosa |negativo] leve | presente [0(0+0)[3 (1+2)(5 (2+3)|4(2+2)[5 (2+3)| neg | neg |0(0+0)[3(1+2)]3(1+2)
9802527]9805366| 57 |masc|branco|cardial difuso | serosa |negativol intenso | presente [0(0+0)|0(0+0)[4 (2+2)|5(2+3)|3 (1+2)| posit | posit [4(2+2)|0(0+0) 0(0+0)
9802930|9805468| 45 |masc|branco| antro|intestinalsubmucosd positivo|  leve ausente |7(3+4)[0(0+0){4 (2+2)|3(1+2)]2 (1+1)| neg | neg [5(2+3)|0(0+0)/0(0+0)
9803180|9805973| 55 |masc|branco| antro|intestinal|subserosal positivo| leve presente [6(3+3)|0(0+0)|2 (1+1)[4(1+3)]1 (1+0)[ neg | neg [4(2+2)|0(0+0)| 0(0+0)
9803407[9806080| 42 | fem famareld antro| difuso | serosa [negativolmoderado| presente [7(3+4)[0(0+0)|2 (1+1)|4(1+3)|0 (0+0)| neg | neg |5(2+3)|0(0+0)| 0(0+0)
9603481/9806170| 61 |masc|branco|antro| difuso | mucosa |negativo] leve presente |4(2+2)|0(0+0)|2 (1+1)|4(2+2)|0 (0+0)| neg | neg |4(2+2)[0(0+0)| 0(0+0)
9880097|9806476| 65 |mascljamareld antro| difuso | serosa |positivo| leve presente |5(2+3)|0(0+0)|4 (2+2)|5(2+3)|0 (0+0)] neg | neg |5(2+3)[0(0+0)| 0(0+0)
9803599(9806881] 69 |masc| branco|cardiajintestinal| muscular |negativo] leve | presente |5(2+3)|0(0+0)|5 (2+3)|2(1+1)|4 (2+2)| neg | neg |5(2+3)[0(0+0){ 0(0+0)
9803712|9807139| 78 |mascjamareld antro| difuso | serosa |negativo] leve presente |2(1+1)|0(0+0)|4 (2+2)|6(3+3)}4 (2+2)| neg | neg |3(1+2){3(1+2)[3(1+2)
9403103{9807189| 60 | fem | branco] antro|intestinalsubmucosd positivo| leve ausente [0(0+0)[2(1+1)[2 (1+1)[6(3+3)[5 (2+3)| neg | neg [4(2+2)[2(1+1)[2(1+1)
9804329|9807759| 43 | fem [branco|antro| difuso | serosa |negativo] leve | presente |5(2+3)[4(2+2)[6 (3+3)|6(3+3)|6 (3+3)| neg | neg [3(1+2)|4(2+2)|4(2+2)
9805738[9809124| 55 |masc|branco| antro |intestinal| muscular [negativo] leve ausente |0(0+0)|2(1+1)[5 (2+3)[5(2+3)|5 (2+3)| neg | neg |4(2+2)[4(2+2)[4(2+2)
9805221|9809487| 64 |mascljamareld corpo intestinaﬂsubserosa negativo] leve presente |0(0+0)|0(0+0)|5 (2+3)|5(2+3)|5 (2+3)| neg | neg |3(1+2)|0(0+0)| 0(0+0)
9805185|9809552| 74 | fem |branco|corpo| difuso [ serosa |negativol leve presente [0(0+0)|2(1+1)[5 (2+3)[5(2+3)|5 (2+3)| neg | neg [4(2+2)[4(2+2)[4(2+2)
9805371]9809762| 50 |masc|branco|corpo|intestinall serosa | positivo|moderado| presente |0(0+0)|0(0+0)|5 (2+3)[2(1+1)[5 (2+3)[ neg | neg |5(2+3)[3(1+2)[3(1+2)




Maria Dirlei F S Begnami — André L Montagnini — Sueli Nonogaki —

Fernando A Soares

Proteins related to apoptosis (p53, Bak, Bax, Bcl-2, Bcl-x) and
nitric oxide synthases expression in Gastric Carcinomas
Epstein-Barr Virus positive

M D Begnami - F A Soares

Department of Anatomic Pathology and surgical

Medical and Research Center Hospital do Cancer A C Camargo.
Rua Prof Antonio Prudente 211

Liberdade - Sao Paulo (SP), Brazil

e-mail: mariadirlei@hotmail.com

Phone/Fax: +565.11.32725195

A L Montagnini

Department of Abdominal Surgery

Medical and Research Center Hospital do Cancer A C Camargo.
Rua Prof Antonio Prudente 211

Liberdade - Sao Paulo (SP), Brazil

Phone/Fax: +55.11.32725000

S Nonogaki

Institute Ludwig of Research

Rua Prof Antonio Prudente 211
Liberdade - Sao Paulo (SP), Brazil
Phone/Fax: +55.11.32725000



Abstract

Epstein-Barr virus (EBV) is directly implicated in the pathogenesis of
a variety of undifferentiated carcinomas, including a subset of gastric
carcinomas. EBV and its associated proteins may be protective
against the occurrence of apoptosis in infected cells, contributing to
inhibit cancer development and progression. Alternatively, the viral
infection may cause altered or mutated expression of oncogenes or
tumor development, an action that may also involve apoptosis. Also,
the production of nitric oxide can induce apoptosis. In this study, 118
cases of gastric carcinomas were evaluated for the presence of EBV,
by sensitive in situ hybridization assay targeting Epstein-Barr virus-
encoded RNA1 (EBER1) transcripts, and by immunohistochemistry
with antibody against latent membrane protein-1 (LMP-1). Other
apoptosis related-proteins expression included proteins of the bcl-2
family (Bcl-2, Bcl-x, Bax and Bak), p53 and nitric oxide synthases
isoforms were performed. EBV was detected in 9 of 118 (7%) of
cases. There were no differences between the cases EBV-positive
and EBV-negative cases, except the expression of Bak, which was
significantly lower in EBV-related gastric cancer. In conclusion,
neither apoptosis-related proteins nor nitric oxide synthases
isoforms, but Bak protein, appear to be consistently associated with
the presence of EBV in gastric carcinomas.

Keywords: gastric carcinoma, EBV, apoptosis, Bcl-2, Bcl-x, Bak, Bax,
p53, NOS
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INTRODUCTION

Cancer of the stomach is one of the most frequent types of cancer
worldwide, although its incidence has gradually declined in recent
years [38]. In Brazil, gastric cancer remains a prevalent neoplasm
with high mortality, ranked as the third highest cause of cancer-
related deaths [38]. Non-genetic factors play significant role in the
tumor development. Among them, dietary factors are important,
especially a high- salt diet and smoked- salted food. In addition,
infectious agents, such as Helicobacter pylori and Epstein Barr virus
(EBV), have been implicated in gastric cancer development
[3,13,41,51,61].

EBV is a ubiquitous herpesvirus that infects and establishes a
persistent infection in the host. The EBV is the causative agent of
infectious mononucleosis in adults and adolescents. It infects
oropharyngeal epithelial cells, replicates in them, and subsequently
spreads to the mucosal lymphocytes. It is believed that the tissue
reservoirs of EBV are epithelial cells and lymphocytes. EBV is
closely related to Burkitt's lymphoma, nasopharyngeal carcinoma,
and opportunistic B-cell lymphoma in immunocompromised hosts
such as patients with acquired immunodeficiency syndrome (AIDS)
or the recipients of organ transplants. EBV may also be related to the
pathogenesis of Hodgkin’s disease, peripheral T- cell lymphoma, and
nasal T/NK- cell lymphoma.

EBV has been detected in several carcinomas including primary
tumors of the salivary glands, middle ear, sinonasal tract, thymus,
esophagus, lung, stomach, breast, biliary tract, and uterine cervix
[41,50]. Detection rates of EBV in gastric carcinomas have varied in
different studies from 4% to 18% [18,44,59,65]. EBV-associated
gastric cancer was characterized by male predominance, preferential
location in the upper and middle parts of the stomach, and a high
prevalence in gastric remnant cancer [18,35,59]. Although EBV may
be observed in all histological types, usually these cases are
morphologically characterized by undifferentiated carcinoma with
intense lymphoid stroma [18,59].

Antoni Prudenge

Wﬁ



Apoptosis is a biologic phenomenon of critical importance in the
regulations in a number of physiologic and pathologic situations,
such as cancer development. Among the genes that regulate
apoptosis are the members of the bcl-2 family. Superexpression of
bcl-2 gene delays normal cell turnover caused by apoptosis. The Bcl-
2 protein functions through its interactions with other proteins,
including several homologous proteins that constitute the Bcl-2
protein family. Some of the proteins of the family have protective
effect against cell death, as Mcl-1 and Bcl-x proteins, whereas others
are promoters of cell death, as Bax and Bak proteins. Expression of
Bcl-2 protein family in stomach cancer cells are frequent and may
differ according the histological type [26].

There are few studies that compare the relationship between the
presence of EBV in gastric carcinomas with expression of apoptosis-
related proteins [12,45]. Recent studies have demonstrated that
EBV+ gastric tumors are associated with a reduction in the number
of apoptotic tumor cells, probably secondary to activation the system
FAS/FAS-ligand, which aloud cancer cells to evade evasion from
intense immune response present in the EBV-related carcinoma
[27,45]. Other studies reported no correlation between numbers of
apoptotic cells and EBV infection [19].

TP-53 is a tumor suppressor gene with important regulatory function
in the cell, and it is inactivated by mutation or viral oncogenes in
several human tumors. Many viral proteins of DNA oncogenic viruses
interact with p53 protein to modulated host cell function according to
the need of the virus. The expression of p53 protein in gastric
carcinomas is quite variable. Overall, p53 protein is overexpressed in
40% to 60% of cases [8,17,49], and the mutation is detected in 20 to
50% [34]. Ishii ef al [19] and Leung et al [31] have shown that EBV-
related gastric cancers present p53 protein overexpression inhibited,
resulting in an inhibition of apoptosis. Similarly, the expression of p53
protein in EBV-related gastric cancer is unusual in deeply invasive
tumors when compared with the frequency in EBV-negative gastric
cancer, but this difference is not observed in superficial tumors [43].



Other papers have not shown the differentiated expression of p53
protein in EBV-related and EBV-negative gastric cancer [45].

Nitric oxide (NO) is an important bioactive agent and signaling
molecule that mediates a diverse array of actions such as
vasodilatation, neurotransmition, and iron metabolism [33,39]. NO is
catalytically produced by different NO synthase (NOS) isoforms in a
reaction involving L-arginina to form NO and citrulline. There are two
groups of NOS isoforms, constitutive and inducible. The inducible
isoform is characteristic upon immunoactivation of inflammatory
cells, and it is designed as INOS or NOS-2. There are two isoforms
of constitutive NOS, neuronal NOS (NOS-1) and endothelial NOS
(NOS-3). NO has been found with a dual role in cancer with positive
and negative effects in tumor development and progression. NO acts
as carcinogen and stimulates angiogenesis. Also, low concentrations
of NO can protect tumor cells against apoptotic death [4].
Alternatively, high concentration of NO can induce tumor cell death
[40]. Other anti-tumor effect is the fact of NO production in human
tumors causes DNA damage and triggers p53-mediated growth
arrest and apoptosis. As a result, NO production would contribute to
human cancer progression by selection against wild- type p53 and
for mutant p53 cells [1,47].

Recent studies have examined the expression and activity of three
NOS isoforms in human cancer [25]. An increased level of NOS
expression and/ or activity was observed in human gynecological
[57], breast [58], central nervous system [6] and stomach tumors [1].
In stomach carcinoma, few papers have address the issue, and most
of them shows an increased activity and expression of NOS in tumor
tissue when compared with normal gastric mucosa [24,48,53]. Goto
et al [10] showed an increased expression of INOS and nitrotyrosine
in non-neoplastic gastric mucosa in patients were later found to give
gastric carcinoma at least two years after the biopsy when compared
with a group of patients that have no evidence of cancer
development in a long follow-up. NOS expression is higher in poorly

differentiated gastric carcinomas when compared with well



differentiated and moderately differentiated adenocarcinomas [24].
Another interesting relationship is the fact of high levels of NO trigger
p53 protein accumulation [1,2]. Rajkanova et al [47] showed that
tumor-associated NO production in human gastric cancer may
promote gastric cancer progression by providing a selective growth
advantage to tumor cells with non-functioning p53 protein
accumulation. The relationship between NOS expression and EBV-
related gastric cancer has never been investigated.

In the presented study, we thus compared Bcl-2 family apoptosis
proteins (Bcl-2, Bcl-x, Bax and Bak), p53 protein and NOS isoforms
(NOS1, NOS2, NOS3) immunoexpression between EBV-related and
EBV-free gastric carcinomas.



Materials and methods

A total of 118 cases of gastric carcinomas operated on at Hospital do
Cancer AC Camargo from 1986 to 1988, which were selected from
the files of the Department of Anatomic Pathology. The cases were
reviewed, and representative formalin- fixed, paraffin- embedded
blocks from the tumor and non-neoplastic gastric mucosa were
selected.

Clinicopathological findings obtained from surgical records and
pathology reports were patient age and gender; the location, size,
macroscopic type, level of invasion and lymph node involvement.
New paraffin sections were stained with haematoxylin and eosin, and
they were assessed independently by two pathologists (MDBFS &
FAS). Histologic types were classified into two major categories as
intestinal or diffuse, using Lauren’s classification [29]. The tumors
were divided in deeply invasive (invasion of the muscularis propria,
subserosa or deeper) and superficial carcinomas (invasion of
mucosa and submucosa). The amount of lymphoid infiltrate was
graded as nil/ minimal, mild, moderate or intense, and for statistical
purpose, the data was condensed in two categories by combining
minimal and mild or moderate and intense. The presence and
absence of H. pylori infection was determined histologically using
Giemsa stained sections of the non- neoplastic mucosa.
Immunohistochemistry was performed using the standard
streptavidin- biotin- peroxidase method. The staining was done on
paraffin sections using microwave antigen retrieval techniques (95°
C for 30 min in citrate buffer pH 6.0) for all antibodies. Sections were
incubated with antibodies against p53 (DO-7, 1:100, Dako,
Copenhagen, Denmark), Bcl-2 (124, 1:50, Dako, Copenhagen,
Denmark), Bax (bax, 1:50, Dako, Copenhagen, Denmark), Bcl-x
(bcl-x, 1:50, Dako, Copenhagen, Denmark), Bak (bak, 1:400, Dako,
Copenhagen, Denmark), LMP-1 (CS1-4, 1:300, Dako, Copenhagen,
Denmark), NOS1 (nNOS, 1:200, Transduction Laboratories, USA),
NOS2 (iNOS, 1:40, Transduction Laboratories, USA), NOS3 (eNOS,
1:50, Transduction Laboratories, USA) at 4° C overnight. After



reacting them with biotinylated secondary anti-mouse antibodies, the
antigen- antibody reactions were visualized using streptavidin-
horseradish peroxidase conjugate (Dako LSAB Kit, Los Angeles,
CA). The peroxidase activity was localized by 0,05% 3,3-
diaminobenzidine and 0,03% hydrogen peroxide in Tris- buffered
saline. The slides were counterstained with Mayer’'s hematoxylin.
Infection with EBV was screened with EBER in situ hybridization on
paraffin sections in each case, with a fluorescein-conjugated
oligonucleotide probe for EBER (Novocastra, Newscastle- Upon-
Tyne, U.K.)). Briefly, the 4-uym paraffin sections were first
deparaffinized and rehydrated, followed by digestion with proteinase
K (Sigma, St. Louis, MO) for 15 minutes at 37° C. After washing and
dehydration, the FITC- conjugated probe was applied and hybridized
for overnight at 37° C. The hybridization was further detected by
rabbit anti- FITC antibody conjugated with alkaline phosphate
(Novocastra) for 30 minutes at room temperature. The slides were
counterstained with a light Mayer'as haematoxylin. A positive signal
was recognized as intense dark-brown nuclear staining under a light
microscope.

Samples were rated according to a score which was calculated by
adding the intensity of the stain to the area of the stain (score =
intensity + area). The intensity of staining has the following scale; 0,
no staining of tumor cells; 1+, mild staining; 2+, moderate staining;
3+, strong staining. The area of staining was evaluated using the
following scale: 0, no staining of tumor cells in any field; 1+, < 25% of
tumor cells stain positive; 2+, 25 — 50% stain positive; 3+, 50 — 75%
stain positive; 4+, > 75% stain positive. The maximum score after
adding was 7 and the minimum 0. For statistical analysis, tumors
were classified as negative (score 0-3) or positive (score 4- 7).

The results were statistically analyzed using the Chi- square test and
Fisher's exact test. The differences with the p values smaller than
0.05 were considered to be significant. All statistical analyses were
conducted using the SPSS 10.0 statistical software program (SPSS
Inc, Chicago,IL).



Results

EBER1 transcripts were detected by in situ hybridization in 9 of 118
specimens of gastric carcinomas (7%). In these 9 cases, EBER1 was
localized to virtually all of the malignant epithelial cells but was not
found in normal epithelium (figure 1A).

Clinicopathological data of EBER1-related and —negative tumors are
shown in Table 1. There was no difference in the age between the
two groups. Patients with EBV-related tumors range between 35-78,
mean 60.5 years-old and 25-84, mean 61.2 years-old in the EBV-
negative group. Both groups showed male predominance with similar
male/female ratio of 3:1. The EBV-related tumors were preferentially
located in the cardiac region when compared with EBV-negative
cases; Five out nine (55%) EBER1-positive tumours were located in
cardiac region compared with 21 (20%) of the 109 EBER1-negative
tumours. There were no superficial tumors in all 9 of the EBER1-
positive carcinomas. However, most of the EBER1- negative
carcinomas were also deeply invasive tumors, so there was no
statistically significant difference between the two groups in relation
to tumour level (p= 0.18). Regarding the histological type all cases
but one (88%) of 9 EBER1- positive tumors were characterized
diffuse growth patterns, while only 46 (42%) of 109 EBER1-negative
showed the same pattern, resulting in a strong association between
histological type and EBV-related gastric carcinomas (p =0.008).
Another histological parameter that correlated with EBER1
expression was the proportion of tumor-infiltrating lymphocytes.
Seven (78%) of nine EBER1- positive tumors were accompanied by
marked lymphoid stroma that were evenly distributed with the
malignant epithelial cells (p= 0.006). Lymphoid stroma was also
observed in EBV-negative tumors (Figure 1B), but in a significantly
small percentage (31%). There was no statistically significant
difference between the two groups in relation to lymph node status.
Metastasis in lymph node were in 6 (66%) of 9 EBER1- positive
tumors and in 64 (59%) of 109 EBER1- negative (p= 0.46).



The presence of H. pylori infection was detected in only 1 (12%) of 9
EBER1- positive tumors and 37 (34%) of 109 EBER1- negative. The
results showed no differences between the two groups in relation to
H. pylori histological detection (P=0.12)

Table 2 lists the results of the paraffin immunostains in relation to
other clinicopathological features of the EBV- associated
carcinomas.

EBV LMP1 protein was detected in 5 cases of EBER-1 positive
(Figure 1C) gastric carcinoma. In those tumors, LMP1 was
expressed in single cells of the tumor and was weak in intensity
compared to the control tissue, an EBV-associated Hodgkin’s
disease (Figure 1D).

The comparative results between cases EBV-related and EBV
negative in relationship to apoptosis-related proteins, p53 protein
and NOS isoforms are shown in Table 2. The only marker where that
showed a significant statistically difference was Bak protein, which
were less expressed in EBV-related gastric carcinomas. There were
no differences between the groups when we analyzed the
expression of p53, Bcl-2, Bcl-x, Bax, NOS1, NOS2, and NOS3
proteins.

Discussion

In the present study 118 cases of gastric carcinomas were analyzed for the
presence of EBV. In this set of gastric carcinomas (GC), 7% were EBV
related, as defined by in situ hybridization to EBER transcripts, a method
that is considered the gold standard for defining EBV associated tumours.
The EBV incorporation rate in gastric carcinomas has been variously
reported as 2% to 16% [12,15,18,65]. Our result was similar to the
percentage reported by Takano et al [56] and Kijima et al [23] 6.4% and
7.3% respectively. In all the EBV- associated carcinomas, the virus was
detected in the neoplastic cells but not in the normal gastric epithelium or in
those areas with intestinal metaplasia. Similar to the results of Shibata and
Weiss [51] and Leoncini et al [30], we had not found EBV-positive lymphoid
cell in all cases. EBV associated gastric carcinomas often were accompany
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relatively strong lymphocyte infiltration. There is growing evidence that
extensive lymphocyte infiltration is a consistent characteristic of EBER1
positive carcinomas and correlates with less aggressive behavior [36]. The
striking lymphoid reaction in EBER1- positive carcinomas reflects the
occurrence of specific cytotoxic immune response and might be trigged by
certain viral antigens or cellular proteins in carcinoma cells [28]. EBV
infection persists over decades, evading attempts by the immune system to
eradicate it. Normal individuals live in symbiosis with the virus by mounting
an effective defence against EBV driven cell proliferation through the
response of CD8 positive T cells [28]. The T cells of individuals with EBV
associated gastric cancer are able to cause regression of proliferating foci of
exogenously infected autologous B cells [18].

It remains controversial whether there is a significant clinicopathologic
difference between EBER1- positive and — negative GC. Earlier reports
showed that EBV- associated GC was characterized by male predominance,
preferential location in proximal stomach, and a high prevalence of the
diffuse subtype [51,59]. In our series, age, male- to- female ratio, depth of
invasion and lymph node metastasis were not different between EBV-
positive and — negative GC. The association between localization of the
tumor and histological subtype and the EBV status was further defined by
the present results. EBER1- positive GC showed predominance of cardia
localization and diffuse subtype in contrast with Takada [54] that showed no
difference in EBV prevalence between intestinal and diffuse types of
carcinoma. The preferential localization of the EBV- associated gastric
carcinoma may be explained by the infection route. Although the exact
mechanism remains unknown, it was assumed that the infection of gastric
epithelium occurred through contiguous spread from the nasopharynx.
However, the underlying pathogenetic factors are still unknown. Moreover, it
seems likely that the two types of gastric carcinomas involve different
genetic pathways since multiple gene alterations appear to differ between
the two histological types.

Currently, chronic atrophic gastritis and subsequent intestinal metaplasia are
thought to play a pivotal role in multistep carcinogenesis of GC. In recent
years, abundant data have documented that chronic gastritis caused by H.
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pylori infection may progress to intestinal metaplasia and gastric carcinoma.
In contrast to EBV- associated GC, H. pylori infection is linked to all
histological subtypes and distal location of GC, but not to cardia cancer [14].
It was assumed that these 2 pathogens may be affected by each other or
may play important roles together directly or indirectly in the pathogenesis of
gastric diseases. Gastric carcinoma tissues are surrounded by atrophic
mucosa and intestinal metaplasia in both EBV positive and negative cases.
It is conceivable that EBV infection occurs in the atrophic epithelial cells and
leads to carcinoma development. However, it would be difficult to identify the
role of H.pylori infection when EBV- associated GC had coexistent atrophic
gastritis or intestinal metaplasia. Yanai et al [62] reported that the rate of H.
pylori infection was higher in EBV- positive GC patients by histology [64]. In
our series, there is no significant difference in the frequency of H. pylori
infection between EBV positive and EBV negative GC similar the results of
Chan et al [5]. Because mucosal immune or physiological mechanisms
activated by one infection may protect or aggravate the second, more
studies are needed to ascertain the relative contributory role of EBV and H.
pylori in different subsets of GC [52].

Cancer development is a multistep event proceeding from normal to
preneoplastic lesions to highly malignant tumors, accompanied by
accumulations of multiple genetic alterations [7]. In EBV- associated GC,
EBV genome is present in some precancerous lesions and most cancer
cells in a monoclonal episomal form, [18] suggesting that EBV infects a cell
before neoplastic transformation. p53 mutation and overexpression are
common in gastric carcinoma, and are detected not only in cancerous
regions but also in areas of precancerous dysplasia and metaplasia. EBV
positive gastric carcinomas tend to express much higher amounts of p53
compared with EBV negative cases [31,46]. In the present study, we noted
that p53 alterations are independent of EBV status in gastric carcinomas
similar at Ohfuji et al [45]. Moreover, stratification of cases in the our series
showed that 6 cases EBER1- positive showed p53 overexpression in a
variable proportion of carcinoma cells. Several in vitro studies have shown
that EBV- encoding proteins can bind to p53 and interfere with p53 function,
possibly resulting in an increase in the half- life of p53.
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Interrelationships between the controlling genes or proteins and levels of
apoptosis in tumorigenesis of gastric carcinomas will undoubtedly be
complex. The molecular basis of the association between EBV infections
and cancer development is still not well defined. One explanation is that the
viral infection and its associated proteins are protective against the
occurrence of apoptosis that might cause the normal regression of cancers.
In this report, we characterized the expression of several bcl-2 family
proteins in gastric carcinomas. Four of the bcl-2 family proteins examined
here (bcl-2, bax, bcl-x and bak) are frequently expressed in gastric cancers.
However the percentage of immunopositive cells was highly variable for all
these proteins and showed no association with EBV positivity, implying that
genetic alterations or environmental stimuli (such as from growth factors or
cell adhesion molecules) may control the production of these apoptosis-
regulating proteins in complex ways. In vitro studies have shown that LMP1
can induce expression of the cellular oncoprotein, bcl-2 [16], but clinical
studies have failed to confirm that this mechanism is operative in vivo.
Members of the bcl-2 family of proteins are characterized by their ability to
modulate cell death. Bcl-2 and some of its homologues (such as Mcl-1 and
bcl-x) inhibit apoptosis, whereas other family members, such as bax and bak
will accelerate apoptosis [22].

Bcl-2 is a protein best known for its suppression of apoptosis, a factor in
cancer development. Our studies showed low level of bcl-2 expression in
EBV-positive and —negative gastric carcinoma. This did not appear to
correlate with the presence of EBV or with viral LMP1 expression.
Interestingly, our data showed association between EBER1- positive
carcinoma and expression of bak protein. The EBER1-positive carcinomas
revealed low expression of bak protein while overexpression of bak was
observed in EBER1- negative carcinomas.

Like bax, the bak gene product primarily enhances apoptotic cell death
following an appropriated stimulus. The widespread tissue distribution of bak
messenger RNA, including those containing long- lived, terminally
differentiated cell types, suggests that cell- death- inducing activity is broadly
distribuited, and that tissue- specific modulation of apoptosis is controlled
primarily by regulation of molecules that inhibit apoptosis. Bak may induce
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viral anti-apoptotic factors such as the EBV- encoded bcl-2 homologue
BHRF-1 [16], but its cell- death- inducing activity may also be reserved by its
direct heteromeric interaction with such factors. The ubiquitious expression
of bak demands that, at least in long- lived cell types, its activity is controlled
by cell- death inhibitory factors. A low expression of bak might protect cells
of apoptosis. Therefore, the significance of the decrease bak level in EBV-
associated gastric cancer deserves further evaluation.

The balance between the anti- apoptotic and pro-apoptotic members of the
bcl-2 gene family that determine the outcome. Understanding the molecular
mechanisms by which the virus may evade normal control mechanisms for
stopping tumour growth is important for designing new treatments for EBV-
associated cancers, and the present results are indicative of promise for
continuing studies taking in a wider range of apoptosis-associated proteins.
An EBV-encoded factor that is a likely candidate in oncogenesis is LMP1.
Previous reports have suggested that LMP1 is not expressed in gastric
carcinomas [55] except in a minority of patients from Taiwan or in
immunossupressed transplant patients [15]. The 30 pb deletion in the C-
terminus of the LMP1 gene has been implicated in the pathogenesis of
nasopharyngeal carcinoma and Hodgkin’s disease. However, this deletion
might not be relevant in the pathogenesis of EBV associated gastric
carcinoma because high prevalence of the deletion in gastric carcinomas
reflects the prevalence of the deletion variant in the normal population [42].
EBV latent proteins, consisting of six nuclear antigens and three latent
membrane proteins, are displayed in EBV- related B- cell lymphomas
occurring in immunodeficient hosts (latency Ill). Nasopharyngeal carcinomas
show a high incidence of only LMP1 positively (latency Il). In Burkiit's
lymphoma, EBNA1 is selectively expressed in the absence of other EBNA
and LMP proteins (latency 1). Although the patterns of gene expression
described above are useful for characterizing various histopathological
entities, in practice there is heterogeneity of expression among different
tumours of the same histological type, and even among cells within a given
tumor [11]. Our data revealed LMP1 expression in six of nine EBER1-
positive carcinomas. Some previous investigations have detected EBNA2 or
LMP1 in EBER1- positive gastric tumors [45,55]. zur Hausen et al. 2001 and

14



Vo et al. 2002 have described a transcription pattern that includes BARF1,
BARFO, LMP2A, and Q/K driven EBNA1 but not LMP1, EBNA2, or ZEBRA
transcripts in EBV associated gastric cancer [60,67].

The expression of LMP1 in gastric carcinomas arising in immunocompetent
hosts cannot be satisfactorily explained. It is possible that LMP1 is down-
regulated in response to immune surveillance. An alternative hypothesis is
that LMP1 production might be a function of cellular differentiation. This is
supported by in vitro studies showing that LMP1 is not expressed in
epithelial cell lines infected with EBV except following induction of virus
replication by differentiating agents [32].

Recently NO has been shown to play a role in tumor actions, such as
angiogenesis, regulation of microcirculation, and cellular injury. Our data is
the first report showing the 3 isoforms of NOS expressing in EBER1 —
positive gastric carcinomas. The nNOS was overexpressed in gastric tumors
while eNOS and iINOS were expressed in low level. However, our results
differ from a recent report which showed a marked reduction of all NOS
isoforms expression in gastric cancer tissues than in normal gastric mucosa
[48]. The difference in expression levels probably is due to different methods
of determination employed by the authors, immunostaining vs. activity assay
and RT-PCR. Effects of NO on cells are dose- dependent. Although high
concentrations of NO can be cytostatic and cytotoxic, low concentrations of
NO may even protect some cell types from damage and apoptosis. Hypoxia
arising during cancer development, and most intriguing, as a synergistic
inducer of NOS2 expression. NO may act directly by stimulation of
endothelial cell growth or may induce expression of other angiogenic factors
such as vascular endothelial growth factor (VEGF). NO production in human
tumors causes DNA damage and triggers p53- mediated growth arrest and
apoptosis. As a result, NO production would contribute to human cancer
progression by selection against wild-type p53 and for mutant p53 cells.
Although for reasons yet unclear human cells express less INOS mRNA in
response to cytokines than rodent cells. In particular NO production by
macrophages has been implicated in resistance to intracellular pathogens,
such as parasites, fungi and viruses. In the case of Epstein-Barr virus (EBV),
NO has been shown to inhibit viral reactivation in EBV- infected B cells [35]
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and DNA replication in EBV- superinfected Raji cells [21] Although the
mechanisms for the antiviral action of NO have not been clarified, the
multiplicity of hosts enzymes it targets makes it possible that multiple
alterations in host cell proteins are involved. This finding led us to propose
that EBV latency can be directly and/or indirectly associated with INOS gene
expression and also lead us to postulate that NO might also be an important
factor in the host- EBV relationship [9]. In our studies, there was no
correlation between NOS activity and EBV positivity in gastric carcinomas.

In conclusion, it is clear that EBV is associated with some cases of gastric
carcinomas. EBER1-positive carcinomas were characterized by male
dominance, preferential location in cardia region, prevalence in the diffuse
type with intense lymphoid infiltrate. No association was showed with
proteins of apoptosis (bcl-2, bcl-x and bax), except with bak that showed
low expression in EBER1 positive tumors. Expression of NOS and p53 also
showed no correlation with EBV positivity. Some cases reveled
immunoposivity cells for LMP1 latent membrane antigen. This suggests that
the EBV-positive gastric carcinomas may have on oncogenic pathway
similar to that of other EBV-associated carcinomas and is distinct from the

EBV- negative gastric carcinomas.
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‘ig 1 Diffuse gastric carcinoma with poorly coersive cells difusely infiltrating the gastric wall
vith little or no gland formation (A). Micro-tubuilar formation surrounded by dense lymphoid
troma (B). EBER-1 (ISH) signals are present in the nuclei of cancer cells, distribuited
liffusely (C).‘Immunohistochernical reaction of antibody LMP1 in tumor cells (D).



TABLE 1. Clinicopathological data of EBV-related and EBV-negative cases of
gastric carcinoma

EBV-related gastric EBV-negative gastric p Value
carcinoma (n = 9) carcinoma (n= 109)
Gender 0.49
Male 7 (78%) 73 (67%)
Female 2 (22%) 36 (33%)
Age: range(mean)* 35-78 (60.5) 25-84 (61.2) n.s.
Site of tumor 0.025
Cardia 5 (55%) 21(20%)
Body/Antrum 4 (45%) 87 (80%)
Depth of Invasion n.s
Superficial 0 18 (16%)
Deeply invasive 9 (100%) 91(84%)
LN metastasis n.s.
Absent 3 (34%) 45 (41%)
Present 6 (66%) 64 (59%)
Histological type 0.008
Diffuse 8 (88%) 46 (42%)
Intestinal 1(12%) 63 (58%)
Lymphoid stroma 0.006
Minimal/mild 2 (22%) 75 (69%)
Moderate/intense 7 (78%) 34 (31%)
H pylori n.s.
Absent 8 (88%) 72 (66%)
Present 1(12%) 37 (34%)

Legend: * age in years; LN: lymph node; n.s.: not statistically significant



TABLE 2: Immunohistochemical findings in cases of EBER1- Positive and EBER1-
Negative gastric carcinomas.

EBV-related gastric  EBV-negative gastric p Value

carcinoma (n =9) carcinoma (n= 109)

P53 0.46
Positive 6 (67%) 64 (58%)

Negative 3 (33%) 45 (42%)

Bcl-2 Qa4
Positive 3 (33%) 46 (42%)

Negative 6 (67%) 63 (58%)

Bcl-x 0.28
Positive 9 (100%) 102 (94%)

Negative 7 (6%)

Bak 0.023
Positive 3 (33%) 78 (72%)

Negative 6 (67%) 31 (28%)

Bax 0.081
Positive 8 (88%) 94 (86%)

Negative 1(12%) 15 (14%)

NOS1(nNOS) 0.53
Positive 6 (67%) 77 (70%)

Negative 3 (33%) 32 (30%)

NOS2 (iNOS) 0:53
Positive 3 (33%) 32 (30%)

Negative 6 (67%) 77 (70%)

NOS3 (eNOS) 0.27
Positive 2 (22%) 42 (38%)

Negative 7 (78%) 67 (62%)
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