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RESUMO

Mendonga-Mattos PJS. Estudos moleculares na tumorigOnese gdstrica. S5o Paulo;

2003. [Dissertagio de Mestrado-Fundagdo Ant6nio Prudente].

O cAncer giistrico apresenta uma alta taxa de mortalidade devido d aus€ncia de

sintomas clinicos em seus est6gios iniciais e ao conseq[iente diagn6stico tardio da

doenga. Alem disso, a gastrectomia permanece como fnico tratamento curativo da

doenqa. Portanto, a compreensEo da biologia deste tumor e o desenvolvimento de

testes que permitam uma detecqSo mais precoce do tumor poderio contribuir para

um melhor progn6stico destes pacientes. Os objetivos gerais da presente dissertaqdo

foram: a) caracterizar a regiio 8p22 em tumores g6stricos da populagio brasileira; b)

verificar se o polimorfismo D104N do COL18A1 (regido endostatina) estrl associado

com o desenvolvimento de tumores gdstricos. A regido 8p22 6 freqiientemente

deletada em tumores como os de bexiga, pr6stata, oviirio, est6mago, colorretal,

figado e pulrnio entre outros. Estudos de heterozigosidade em 8p22 demonstraram

elevadas taxas de perda al6lica, sugerindo a presenga de gene supressor de tumor

nesta regido. Em 2000, Baffa el al. delimitaram uma regido minima de delegio de

cerca de lMb entre os marcadores LPL-3' e D8S258 em adenocarcinomas gristricos.

Em 2001, Veccchione et al, sugeriram que o gene FEZI, mapeado neste intervalo,

seria o gene supressor candidato para adenocarcinoma gristrico. No presente trabalho,

analisamos os marcadores D8S261, LPL, D8S258 e D8S282 em 48 amostras de

adenocarcinoma provenientes do Par6 e 18 amostras de S5o Paulo. Detectamos perda

al6lica em 3l% e 50% dos casos estudados, respectivamente, confirmando, portanto,

que esta regiio d candidata a conter um gene supressor a este tipo de cdncer. Foram

identificadas duas regi6es de deleq6o:(i) uma envolvendo o marcador D8S261,

por6m ainda n6o foi possivel delimitarmos a regido distal desta deleg6o; (ii) a outra

entre LPL-D8S258, confirmando os dados anteriores. Uma vez que foi possivel

delimitar esta regiio tanto na sua regi6o distal como proximal, realizamos uma

an6lise ln silico para verificar quais os genes localizados entre estes marcadores.

Identificamos 3 genes e 2 clusters de ESTs (Expressed Sequence lags). Apenas o



gene LZTSI/FEZI 6 um candidato funcional e devera ser analisado, principalmente

nas amostras que apresentaram perda al6lica. Em relaqdo (ou Por outro lado) aos

clusters de ESTs, estes devem ser validados e caracterizados para verificar-se se

correspondem a novos genes. Quanto aos genes de susceptibilidade, Iughetti et al'

(2000) analisaram o polimorfismo D104N no gerrc COL|8A, na regiao que codifica a

endostatina, em uma amostra de adenocarcinomas de pr6stata e de controles normais.

A partir dos resultados obtidos, os autores sugeriram que os portadores da variante

l04N devem ter um aumento em cerca de 2,5 vezes a desenvolver carcinoma de

pr6stata. como a angiogenese 6 um processo crucial para o desenvolvimento da

grande maioria de tumores de tecidos s6lidos, julgou-se importante verificar se este

polimorfismo se encontra em unla freqiiencia elevada em individuos com cdncer de

est6mago. Esta avaliaqao foi realizada atravds de duas estrat6gias de detecaao de

polimorfismos (enzimas de restrigio e sNuPE) em pacientes com cancer gristrico da

populagdo do Par6 e em individuos controles. A freqiiencia do polimorfismo D104N

foi maior em controles (17%) do que na amostra de afetados (6%). O resultado do

teste exato de Fisher sugere que a presenqa do polimorfismo D104N do coliigeno

xvIII 6 um evento independente do desenvolvimento de tumores gastricos

(F0,0854), contudo, ser6 importante analis6Jo em ulra amostra maior para

confirmamos estes resultados.



ABSTRACT

Mendonga-Mattos PJS. Estudos moleculares na tumoriganese g6strica [Molecular

studies in gastric cancerl. sdo Paulo; 2003 [Dissertagso de Mestrado-Fundagao

Ant6nio Prudentel.

Gastric cancer shows high rates of mortality due to absence of clinical symptoms in

early stages and to the late diagnosis. Moreover, gastrectomy remairs the only

healing treatment of this disease. Thus, biology understanding of this tumor and the

development of methods for its early detection could help to a better prognosis of

those patients. The essential aims of this dissertation were: (i) to characterize 8p22

region in gastric tumors of Brazilian people; (ii) to find out if Dl04N polimorphysm

of coL18A1 (endostatin's region) is associated with gastric tumors development.

8p22 is a frequently deleted region in several tumors involving various tissues like

bladder, prostate, ovarian, gastric, colorectal. Iiver, lung and so on' Loss of

heterozigosity studies in 8p22 shows high rates of allelic loss, suggesting this region

harbors a tumor suppressor gene. Baffa et al. (2000) delineate a deletion map within

an lMb segment flanked by LPL and D85258 in gastric adenocarcinoma. vecchione

et aL (2001) proposed tllal FEZI gene, mapped in this region, is the tumor suppressor

gene involved in gastric tumorigenesis. We analyzed loci DBS261, LPL, D8S258 and

D8S282 in 48 gastric adenocarcinomas, originated from Par6 and 18 cases from Sdo

Paulo. We found allelic loss in 3l% and 50% cases, respectively' Thus, proving this

region is candidate to harbor a tumor suppressor gene in this kind of cancer. we

identified two deletion regions: (i) the first one is involving locus D8S261, however

we couldn't delimitate its distal side; (ii) the latter region is between LPL-D8S258,

corroborating to the previous data. As it was possible to delimitate this region in its

distal and proximal side, we made in si/ico analyses to veri& which gene is located

between those loci. we identified 3 genes and 2 ESTs clusters. only FEZ1 gene is a

functional candidate and must be analyzed, specially in cases that showed allelic

loss. on the other hand" ESTs cluster should be validated and characterized to verifr

if they correspond to new genes. In regard to susceptibility genes, Iughetti e/



al.(2}Ol) investigated Dl04N polymorphisnr, located at COLl8Al gene in prostate

cancer cases and in controls. COL18A1 encodes endostatin' a potent angiogenesis

ffibition. Their results suggested that D104N variant carriers have 2.5 more chances

to develop prostate carcinoma than the normal population' As angiogenesis is a

crucial event in the development ofthe majority of the solid tumors, we judged very

important to verify if this polymorphism shows high rates in gastric cancer patients.

This examination was realized by two methods of polymorphisms detection

(restriction enzymes and SNuPE) in gastric cancer patients and in normal people

from Par6. This polymorphism frequency was higher in controls (17%) than in

patients (6%). Fisher's test suggest that the presence ofthe Dl04N polymorphism is

an independent event in the development of gastric cancer (p:0.0854). However, it is

important to arralyze it in more samples to confirm these results'
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INTRODUqAO

1.1 cANCER GAsrRrco

O cAncer g6strico estii entre os tumores de maior incid€ncia no mundo,

especialmente em paises em desenvolvimento como Costa fuca e Brasil. Em alguns

paises, como china, chile e Japdo, os altos indices de prevalencia associados ao mau

progn6stico tornam esta doenga um s6rio problema de saride priblica62

No Brasil, o Instituto Nacional do CAncer (INCA) estimou, para o ano de

2002, o registro de aproximadam ente 20.420 casos novos e 11.070 6bitos decorrentes

de cincer gastrico (http://www.inca.org.br,/). Esta alta taxa de mortalidade pode ser

atribuida em parte ao diagn6stico tardio da doenqa devido d aus€ncia de sintomas

clinicos em seus est6gios iniciaissr. Geralmente, quando este diagn6stico de

carcinoma giistrico 6 estabelecido, apresenta-se em um est6gio avanqado (est6dio III

ou IV), incur6vel em mais de 2/3 dos casos em regiSes n6o enddmicas e uma

sobrevida m6dia de apenas 16 mesese'24

Em algumas regi6es end6micas como o Japio, que utiliza protocolos de

triagem em mass4 urna maior taxa de diagn6stico de cdnceres g6stricos em estiigios

iniciais tem sido observada; conseqiientemente, a sobrevida dos pacientes com

cdnceres g6stricos 6 maiore. Dessa forma, o desenvolvimento de m6todos de

diagn6stico que permitam a identificaqSo destes tumores em est6gios precoces d da

maior import6ncia" pois certamente contribuira para uma melhor sobrevida destes

casos.



1.1.2 Histologia do Cincer Gristrico

Os carcinomas do est6mago s5o morfologicamente heterogCneos' Esta

heterogeneidade 6 reflexo da diversidade de classificagSes histopatol6gicas

disponiveis. Estas classificaqoes sao baseadas em m6todos diferentes, tais como

perfil histol6gico, grau de diferenciagSo, padrdo de crescimento e histog6nesee.

Dentre as classificag6es mais comumente utilizadas, ha a de LALIREN3T 119931 e a

da Sociedade Japonesas3 (1998;.

A primeira 6 a mais utilizada na comunidade cientifica mundial e classifica os

tumores em duas categorias principais: adenocarcinoma do tipo intestinal e do tipo

difuso. Ji a segunda, estipula tr6s tipos histol6gicos de carcinomas: berq

moderadamente e pouco diferenciados; sendo os dois primeiros compar6veis ao tipo

intestinal e o riltimo, ao tipo difuso, da classificagao de Lirurensl Tendo em vista que

adotaremos a classificagdo de Liuren, abaixo, apresentamos uma breve descrigao

desta.

l.l.l.l.Adenocarcinoma do Tipo Intestinal

O adenocarcinoma do tipo intestinal representa o tipo histol6gico

predominante (mais de 50% dos casos). Ocorre principalmente em iireas onde o

cdncer gilstrico 6 epid6mico, o que sugere uma etiologia principalmente ambiental.

Microscopicamente, 6 bem delimitadol4 Nos tumores mais diferenciados, os quais

apresentam maior vascularizagio, a maioria das c6lulas 6 colunar e secreta mucina,

provocando a formagio de gl6ndulas2'46



E detectado com maior fieqiiCncia em homens na quinta e sexta d6cadas de

vida e estrl associado d gastrite atr6fica e d metaplasia intestinal. A gastrite atr6fica

ambiental est6 relacionada a Helicobacter pylori, uma bactdria que quando presente

na mucosa gilstrica, produz uma nuvem neutralizante de bases fortes que a protege

do 6cido cloridrico, causando hipocloridria neste tecido. Com o passar dos anos, a

inflamagdo predisp6e d atrofia glandular, ocorrendo hipocloridria profunda e

glandular e conduzindo, portanto, a metaplasia intestinal e, possivelmente, a um

adenocarcinoma2 '14'22. O est6mago hipo ou acloridrico 6 atd seis vezes mais

susceptivel ao cdncer do que o normocloridrico, coincidindo com a observagio de

que, estatisticarnente, a gastrite atr6fica aumenta o risco de cdncer giistrico22. Al6m

disso, a Helicobacter Wlori catalisa a redug5o de nitrato i nitrito e a rea96o entre

nitritos e compostos N-nitrosos, podendo, dessa forma, produzir efeitos

carcinog€nicos diante a ingest5o de compostos ricos em nitratos22. Assim sendo, a

Helicobacter pylori tem sido reconhecida como uln importante fator ambiental de

predisposigdo a este tipo de carcinoma22.

1.l.l.2.Adenocarcinoma do Tipo Difuso

O adenocarcinoma do tipo difuso representa aproximadamente 40% dos

adenocarcinomas g6stricos, ocorrendo principalmente em individuos jovensa6.

Representa o principal tipo histol6gico em 6reas end€micas e estd associado com

casos famiJiais, evidenciando a existdncia de predisposigio gen6tica associado com

esta forma de adenocarcinoma2.

Seu diagn6stico 6 mais dficil, pois suas les6es tendem a nio formar uma

massa exofitica visivel macroscopicamentee. Microscopicamente, a les6o n6o



apresenta limites definidos, geralmente apresentando espalhamento submucoso

extensivo e metdstases p.e"oces'''. Histologicamente, constituise de pequenos

ninhos de c6lulas do tipo anel de sinete e. por isso, este lipo de tumor tambdm 6

chamado de adenocarcinoma de anel em sinetela'46. Por6rq alguns cortes histol6gicos

apresentam uma morfologia normal devido erro de amostragem; o que toma

extremamente dificil a detecgio de pequenas les6es por endoscopia2e.

1.1.2. Tratamento e Progn6stico do CAncer Gistrico

A gastrectomia perrnanece como o tnico tratamento curativo do c6ncer

giistrico, sendo a extensao da cirurgia amplamente dependente do tamanho do tumor

e das condiqSes em que se encontra o restante da mucosa. A quimioterapia e

radioterapia sio utilizadas como adjuvantes ou paliativasle'46.

Geralmente, o progn6stico de uma doenga d reflexo das limitag6es dos

tratamentos disponiveis. Dessa forma, o progn6stico do cincer do estdmago ainda d

muito pobre. Para sua estimativ4 viirios fatores devem ser levados em consideragSo

como a idade do paciente; a localizaqio, tamatrho e margens do tumor; a

profundidade de invas6o; a exist6ncia de comprometimento dos linfonodos regionais

e o tipo histol6gicola.

1.2. A GENETICA DOS TUMORES GASTRJCOS

O acrimulo de alteraq6es gendticas 6 respons6vel pelo desenvolvimento e

progressSo tumoral; entretanto, a biologia tumoral da maioria dos casos ainda n6o 6

bem compreendida. Dessa maneira, o estudo da estrutura e fun96o de genes



associados ao cancer g6strico 6 fundamental para: (i) o estabelecimento de mdtodos

mais eficientes de diagn6stico tumoral em fases iniciais da doeng4 isto 6, antes da

invasSo e disseminagdo do tumor; (ii) o crilculo de riscos de um determinado

inclividuo desenvolver a doenqa; (iii) a descoberta de novos tratamentos; (iv) o

monitoramento da eficricia da terapdutica ou da intervenq6o preventiva6.

Nesse sentido, novos fatores gen6ticos tOm sido pesquisados e mutaq6es em

vdrios proto-oncogenes, genes supressores de tumor e genes de reparo t6m sido

identificados.

De maneira simplista, os estudos de tumores podem ser subdivididos em dois

grandes subgrupos:

a. aqueles que buscam a identificagdo de genes envolvidos; diretamente na

gOnese e desenvolvimento do tumor;

b. aqueles que procuram caracreruar genes de susceptibilidade do tumor,

conforme apresentado a seguir.

1.2.1. Genes Envolvidos no Desenvolvimento de Tumores Gistricos

Os genes envolvidos no desenvolvimento de tumores, em geral, s6o

classificados em duas classes principais: oncogenes e genes supressores de tumor. Os

oncogenes sio tipicamente ativados por amplificagdo g€nic4 translocag6es ou

mutagdes de ponto em apenas um dos alelos; portanto, sendo classificados como de

efeito dominante. Ao passo que os genes supressores de tumor geralmente s6o

inativados atrav6s de perda de um alelo aliada ir perda funcional do outro alelo, seja

por delegio, mutagao ou hipermetilagSo, caracterizando um padrio de manifestagdo

recessivo.



Os genes de reparo t6m sido considerado por alguns autores como urna

terceira classe de genes envolvidos no desenvolvimento de tumores; contudo, outros

os consideram como uma subclasse dos genes supressores de ttrmores. Na presente

dissertagao, sera tratada como uma classe.

1.2. l.l.Proto-Oncogenes em Tumores Gdstricos

Em 1995, TAIIARAS4 et al. dividiram os proto-oncogenes envolvidos no

surgimento e/ou progressao do cancer gristrico em duas classes principais de acordo

com os tipos de proteinas por eles codfficadas: a dos receptores de tirosina quinase e

a dos latores de crescimento e citocinas.

No que diz respeito d primeira classe, destacam-se o c-met, a fbmflia g6nica

K-sam (K-sam I, II, III e IV) e o c-erB-2. Os adenocarcinomas do tipo intestinal

apresentam amplificagio em c-met , c-erb'B2 e K-sam em suuls respectivas

freqiiOncias de l9o/o,20Yo e 0%o; j6 os do tipo difuso revelam 39% , lYo e 33Yo ,

respectivamente6Ja'5s.

Quanto d classe dos fatores de crescimento e is citocinas, os genes TGF-cr (fator

de crescimento transformante cr) e a famflia EGF (fatores de crescimento epidermal)

sao os que apresentam as maiores freqiiencias de alterag6es com taxas para os

tumores do tipo intestinal em 60% (TGF-c), 40% (EGF), 46% (VEGF) e 50%

(EGFR); para os carcinomas difusos apresentam-se alterados em 55Vo, 20o/o, l2%o e

25%, respectivamente6'5n'55.



1.2.1.2.Os Genes de Reparo em Tumores Gristricos

A elevada taxa de erros nos mecanismos de reparo do DNA eventualmente

conduz a mutagSes em genes criticos, cuja inativaqdo pode resultar em

desenvolvimento tumoral. Estes erros, fieqiientemente, causam instabilidade em

microssatdlites, pequenas seqiicncias repetitivas dispersas ao longo do genoma.

Dessa forma" a ocorrencia de mutagao nestes genes pode ser verfficada indiretamente

atravds da identificaqao de instabilidade de microssat6lites (MSI) pela aniilise de

variagdo de comprimento de microssat6lites6J'

Nos tumores giistricos, a instabilidade de microssat6lites foi detectada em

31% dos cdnceres gastricos independente de seu tipo histol6gicol2. Estudos recentes

de amostras de afetados do Jap6o, Kore4 Taiwaq Estados Unidos, Reino Unido,

Portugal e It61ia revelaram taxas de 15%, 16%, 27%, 21%, 23%o e 50%o,

respectivarnente, de alelos mutantes em pelo menos um loco de microssat6litesso' Em

2000, BEVILACQUA e SIMPSONT descreveram que a instabilidade de

microsat6lites em cdncer gastrico estava associada d hipermetilaqio dos alelos

som6ticos do gene hMLH 1 em 100%o dos casos.

1,2.1.3.Genes Supressores em Tumores Gr{stricos

A inativagio de multiplos genes supressores de tumor 6 freqtientemente

observada no cAncer giistrico. Alterag6es no gene p53, por exemplo, t6m sido

observadas em 5-70Vo dos casos, independentemente do subtipo histol6gico. Neste

gene, as mutagdes de sentido trocado (missensa) sdo as mais comuns e aumentam a

estabilidade da proteina alterada, acarretando em seu actmulo no nfcleo celular23.



Outro gene supressor de tumor associado d tumorig6nese giistrica 6 o DCC

Qteteted in coloreclal cancer),cujo produto induz ?r apoptose atravds da ativaqio da

caspase-3 e, portanlo, funciona como controle de morte celular programadalo' Em

estudos de perda de heterozigosidade (LOH), este gene tem se demonstrado

importantenodesenvolvimentodecarcinomasg6stricosdotipointestinal,jriquet6m

se detectado perda aldlica em 50% desses tumores contra nenhuma encontrada no

tipo difuso6.

Ndo menos importante 6 o envolvimento da via de transduqSo de snal Wnt na

tumorig€nese humana; normalmente, esta via exerce um papel importante nos

mecanismos de desenvolvimento como formaqao do "eixo do corpo",

desenvolvimento do sistema nervoso central entre outros. J6 foram identificadas

varias mutagoes em genes participantes desta via metab6lica e associadas ao cflncer

gastrico como APC (adenomalosis polyltosis coli) e p-cateninal' Assim' foram

detectadas mutaqoes no gene APC em 60% dos tumores do tipo intestinal e

raramente nos clo tipo difuso6. No gene p-catenina, essencial na ades6o c6lula-a-

cdlula, estas alterag6es representam 27Vo e 0o/o, respectivamentea2'

A p-catenina liga o dominio citoplasrnitico da E-caderina d cr-catenina' que

ancora o complexo de adesao (p-catenina - E-caderina) ao citoesqueletoo'. A E-

caderina, proteina codificada pelo gene CDHI, 6 crucial para o estabelecimento da

integridade estrutural dos tecidos epiteliais. Mutag6es no gene CDHI t6m sido

detectadas em 50% dos tumores do tipo difuso e nos casos de cAncer giistrico

familial6. Aldm disso, hipermetilaqdo no promotor deste gene em adenocarcinomas

giistricos do tipo difuso e intestinal foi detectada38.



Al6m destes genes, t€m-se demonstrado o envolvimento de algumas regi6es

cromosss6micas na tumorig6nese gastrica. Estas regides t6m sido identificadas

atravds: (i) de andlise citogen6tica convencional em c6lulas tumorais; (ii) de estudo

de ligagdo com marcadores polim6rficos em casos familiais; 3 (iii) da triagem de

perda de heterozigosidade de marcadores polim6rficos.

Dentre estas regi6es, o cromossomo 8, em especial seu brago curto, despertou

o interesse dos pesquisadores por constituir uma regi6o freqtientemente deletada em

v6rios tumores, como os de bexiga, pr6stata, ov6rio, mama, est6mago, figado,

colorretal e pulmio entre outros I3'18'21'36'48'5e'60'62. Abairo, daremos dnfase a esta

regi6o, uma vez que ser6 tema de estudo da presente dissertagho.

l.2.l.4.Cromossomo 8

En 1994, ICHIKAWA30 et al. introduzirnm um cromossomo 8 humano em

c6lulas de murinos altamente metast6ticas de cdncer de pr6stat4 as quais continham

cromossomos 8 aberrantes. Este experimento resultou em supressao in vivo da

capacidade de invasio tumoral. Em 1996, GUSTAFSON26 et al. transferiram um

monocromossomo 8 mediado por microcdlulas em trds linhagens celulares

colorretais, demonstrando redugEo de tumorigenicidade. Deleg6es parciais neste

cromossomo delinearam a regido critica 8p22-23 em cdnceres colorretais26.

Posteriormente, v6rios estudos analisaram a regiio 8p com virios

microssat6lites em amostras de diferentes tumores com o intuito de se verificar se

havia perda de heterozigosidade (LOH) em alguma regiEo especifica, o que poderia

possibilitar delimitar com mais precis5o a regido candidata para um possivel gene

supressor de tumor. Foram identificadas elevadas taxas de perda aldlica em viirias



regiSes em 8p, mas principalmente da regiao 8p223j'tt't7 '3e'44 45'58'60. As regi6es

observadas com perdas al6licas est6o resumidas na Figura 1. Estes resultados

reforgaram a hip6tese da existdncia de genes supressores de tumor neste regi6o. A

seguir, iremos nos restringir aos estudos de perda aldlica (LOFI) em tumores

giistricos, pois 6 um dos temas de estudo na presente dissertagdo.

Em 1999, YUSTEIN62 et al. fizeram o primeiro estudo de LOH em 8p em

tumores g6stricos. Nesta aruilise, utilizaram os marcadores D8S261 (8p22) e

DSS l 106 (8p22), encontrando maior taxa de LOH com este riltimo marcador (58%).

Em 2000, BAFFAS et al. analisaram 5 marcadores (D8S261, LPL-3', D8S258,

D8S133, NEFL), em 52 amostras de tumores gristricos. nas quais detectaram taxas de

LOH de 2g%, 3g%, 33%, 33% e 27o/o, respectivamente. A partir dos resultados

obtidos, sugeriram urna regido minima de delegdo de cerca de 1 Mb entre os

marcadores D8S258 e LPL-3' e, conseqiientemente, a presenga de um gene supressor

de tumor nesta regiao envolvido na progressio do carcinoma gristrico. Nesta ocasi5o,

os autores neo apontaram nenhum gene candidato.

Em 2001, o mesmo grupo de pesquisadores analisou LOH nos marcadores

D8S261 e LPL-3'57 em outros 26 tumores giistricos. Este esforgo foi feito na

tentativa de correlacionar a perda al6lica em 8p com o gene FEZI, que houvera sido

descrito como gene candidato importante para o desenvolvimento de viirios

tumores3r. Assim, VECCHIONEST et al. (2001) descrevaram perda al6lica em 3 dos

17 (18%) casos informativos para D8S26l e 3 de l8 (16%) casos informativos para

LPL-3' nesta nova an6lise. Estes pesquisadores triaram mutagdes no gene FEZI nas

26 amostras de cdncer giistrico que haviam sido analisadas nas estudos de LOH.

Encontraram apenas uma mutagao de sentido trocado em um adenocarcinoma



gdstrico do tipo difuso. Esta amostra n6o havia apresentado perda de

heterozigosidade em D8S261 ou em LPL-3', por6m este tumor nao expressava

FEZI, segnndo imunohistoquimi ca realtzada. Aus6ncia ou redugSo da expressEo da

proteina FEZ| foi tambdm observada em 4 outros casos sem LOH em 8p21 e em 4

czrsos com LOH em D8S26l. Portanto, de 26 amostras, 10 apresentaram redugao ou

aus€ncia de expressSo desta proteina e portanto, os autores consideraram o gene

FEZI como um candidato importante como supressor de tumor para adenocarcinoma

gristrico.

A confirmaqio desta regido em cAncer giistrico em outra popuhqao 6

fundamental para reforgar a hip6tese da existencia de gene(s) supressor(es) de tumor

nesta regi6o, bem como poderd contribuir para uma restrigdo ainda maior da regido

candidata e identificagdo do gene supressor de tumor ai contido.
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Figure I - Regioes Candidatas delimitadas por virios estudos ern v6rios tumores, incluindo D8S258-

LPL-3' (seta). Os marcadoes apresentam-se ordenados de acordo com pesquisas realizadas dentro do

banco de dados mundial do Projeto Geno{na Humano (HGP) atrav€s da ferramenta Map Viewer

disponivel via web no Centro Nacional de InformagSo an Biotecnologia (NCBI)

(htto ://wwwncbi-nlm-nih. eov/eenomdzuide/l
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1.2.2 Genes de Susceptibilidade

Estudos epidemiol6gicos t6m mostrado que cerca de l-3% dos

adenocarcinomas giistricos s6o familiais e que parentes de primeiro grau t6m um

risco aumentado de virem a desenvolver cdncer do estdmago2e. Estes dados t6m

sugerido que a alteragdo de alguns genes, al6m dos fatores ambientais, predispde

seus portadores ao desenvolvimento de tumores giistricos. Dessa forma, acredita-se

que a grande maioria dos casos seja decorrente de um padrio de heranqa multifatorial

e a habilidade de se identificar individuos com risco aumentado da doenga permitiria

vigildncia clinica intensiva, detecgso precoce e diagn6stico melhorado.

Recentemente, atrav6s de estudos de ligagSo e clonagem posicional,

GUILFORD25 et al. (1999) demonstraram que mutag6es no gene CDH1, que codifica

a E-caderina" est6o associadas ao desenvolvimento de cdncer giistrico. A E-caderina

6 uma proteina transmembrana, cuja fung5o refere-se ao estabelecimento da

polaridade celular e d manutenqao da morfologia do tecido normal e da diferenciagio

celular. Desde sua identfficagdo, v6rias mutag6es t6m sido identificadas na linhagem

germinativa de membros de familias com c6ncer giistrico familial do tipo difuso

25'2e'3n, bem como em c6lulas somiiticas de casos esporiidicoss.

At6 o presente momento, n6o h6 outros genes associados com a predisposigio

ao desenvolvimento de tumores gSstricos, especialrnente em relaqao aos casos de

tumores gastricos isolados. Tem-se pressuposto que cada um dos genes de

susceptibilidade envolvidos com as lormas de heranga multifatorial contribua com o

aumento de cerca de 2 vezes o risco de um individuo a desenvolver cancer. A

identificagio destes genes tem sido uma tarefa ilrdua e o mdtodo mais

lieqiientemente utilizado 6 o estudo de associagio, onde se verifica se a presenga de
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um determinado polimorfismo referencial, em geral um SNP (polimorfismo de um

rinico nucleotideo) em regi5o codificadora ocorre em uma freqt0ncia rnaior do que a

esperada entre os afetados do que em individuos normais da populaqdo. Os genes

selecionados como candidatos podem ser aqueles envoMdos com mecanismos

importantes para o desenvolvimento do tumor, como por exemplo, genes que

participam da angiog€nese, ou genes que esteja, diretamente envolvidos com o

desenvolvimento do tumor como o da E-caderina ou o APC. Em relagdo ao presente

projeto, selecionamos o estudo de genes envolvidos com os mecanismos da

angiog6nese, em particular, o gene COL18A1, responsiivel pela produgio de um

potente fator anti-angiogOnico, a endostatina, como especificado a seguir.

1.2.1.1 A Endostatina

A endostina 6 um fragmento de 20 KDa C-terminal do lragmento do coliigeno

XVIII e um potente inibidor da angiog6nese e do crescimento tumoral in yivoal.

Estudos demonstraram que a administrageo sist6mica da endostatina

recombinante inibe, em potencial, a angiog0nese, mantdm meteshses em um

tamanho microsc6pico e regride o tumor primririo a menos de que I mml, uma

redugSo de mais de 150 t ereso'. AJ6., disso, hA evid0ncias de que a endostatina inibe

potencialmente a expressdo de muitos genes relacionados ao crescimento e d

apoptose em c6lulas endoteliais em crescimento exponencialae. Em condigdes de soro

suplementado, que representam o estimulo de crescimento miximo, a endostatina

ndo 6 pr6-apopt6tica e reduz apenas levemente a proliferagio e a transigao do ciclo

celularae. J6 em condig6es de soro reduzido, a endostatina induz a apoptose
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endotelial e bloqueia a proliferagio e a migragdo induzida pelo fator de crescimento

do endot6lio vascular (VEGF)rs'16 6r.

E bem conhecido que o desenvolvimento de tumores de tecidos s6lidos s5o

altamente dependentes da angiogdnese'n2E 35. Recentemente, baseando-se em um

estudo com pacientes com Sindrome de Down e a determinagio plasnuitica dos

niveis de endostatina, sugerimos que a menor prevaldncia de tumores de tecidos

solidos observada nestes pacientes2T poderia ser decorrente de niveis mais elevados

de endostatina63. Ou seja, indivicluos com capacidade de produzir niveis mais

elevados de fatores anti-angiogdnicos teriam um fator protetor quanto ao

desenvolvimento de tumores de tecido s6lido.

Variagdes na regilo codificadora da endostatina podem acarretar em urna

redugdo funcional da proteina. Conseqiientemente, 6 possivel que individuos

portadores destas alterag6es seriam ao contr6rio dos pacientes com Sindrome de

Down, mais susceptiveis ao desenvolvimento de tumores de tecido s6lido.

Em 2001, IUGI{ETTIj2 et al. caracterizaram 20 polimorfismos no gene

COLI8A. Destes, o Dl04N destacou-se por conduzir A substituigao de I amino6cido

(ricido aspdrtico para asparagina) em uma regiio da endostatina. A an6lise deste

polimorfismo em individuos normais e afetados com cdncer de pr6stata mostrou que

esta variante 6 2,5 vezes mais lleqiiente entre os afetados. Estes resultados sugeriram

que o polimorfismo D 1 04N aumenta a susceptibilidade de um individuo a

desenvolver um carcinoma de pr6stata em cerca de 2,5 vezes. Corroborando com

estes resultados, MUSSOa0 et al. (2001) observarutm urna redugdo, em

aproximadamente duas vezes, dos niveis do coliigeno XVIII em pacientes com

hepatocarcinomas recorrentes. Dessa forma, estes achados ap6iam a hip6tese de que
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individuos com baixos niveis de endostatina estariam mais suscetiveis ao

desenvolvimento de tumores em tecidos s6lidos. Como a angiogenese 6 um processo

crucial para o desenvolvimento da grande maioria de tlrmores de tecidos s6lidos,

julgamos importante verificar se este polimorfismo se encontra em urn fteqtiOncia

elevada em individuos com cdncer de est6rnago.
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2. OBJETIVOSPROPOSTOS

l. Caracteizx a regido 8p22 em amostras de tumor gristrico de pacientes

brasileiros:

a. Verificar a freqiiCncia de perda de heterozigosidade (LOH) desta

regido em tumores giistricos atrav6s de marcadores polim6rficos;

b. Delimitar a regiio minima de deleg6o;

c. Identificar in silico os trnscritos localizados nesta sub-regi6o;

2, Verificar se o polimorfismo Dl04N da endostatina aumenta a predisposigdo

ao desenvolvimento de tumor gastrico.
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3. MATERIAIS E MfTODOS

3.1 AMOSTRAS

Neste trabalho, foram analisadas amostras de pacientes com c6ncer giistrico

de duas populag6es: Paril e S5o Paulo.

3.1.1 Populagio do Pani

Foram obtidas 62 amostras de tecidos gristricos normais e tumorais

(adenocarcinomas) de pacientes do Hospital Offir Loyola (Bel6rn, PA) e do Hospital

Universit6rio Jodo de Barros Barreto (Bel6nr, PA).

A16m disso, foram tambem obtidas 50 amostras de sangue periferico de

individuos considerados nornnis (controles) dentre a populagdo paraense para o

estudo de polimorfismo.

3.1.2 Populagilo de Sitro Paulo

Foram obtidas 34 amostras de adenocarcinomas giistricos e seus

correspondentes normais, oriundos de pacientes tratados no Hospital A. C. Camargo

(56o Paulo, SP).
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l, MrcRoDrssECcAo

Todas as amostras foram microdissecadas no Departamento de Patologia

Clinica e Hemoterapia do Hospital A. C. Camargo pelo Dr. Femando Soares, com o

objetivo de eliminar possiveis contaminagdes de c6lulas normais nas secq6es

tumorais ou de cdlulas tumorais/inflamat6rias nas sec96es de tecido normal e, aind4

verificar morfologia do tecido em anillise.

3.3 EXTRACAO DE DNA

A extragAo de DNA foi realizada a partir das amostras acima descritas.

Inicialrnente, estas amostras foram incubadas em solugio de proteinase K d 37"C por

24 horas a fim de serem digeridas. Ap6s a digest5o, seu DNA foi isolado pelo

mdtodo descrito por SAMBROOKaT et al. 1989.

3.4 QUAr{TTFTCACAO DO DNA

A concentragdo do DNA foi obtida atrav6s da leitura da uma aliquota da

amostra no espectrofot6metro em comprimento de onda equivalente a 260nm. Cada

aliquota era diluida 250X em solugdo alcalina (0,3M NaOH; 0,lMNaCl).
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3.5 ANALISE DE MICROSATELITES E DETER]VIINACAO DE

PERDA DE HETEROZICOSTDADE (LOH)

Atravds da an6lise de marcadores polim6rficos, 6 possivel identificar-se

regi6es cromoss6micas com deleqoes. Estas regiSes apresentam apenas um alelo do

marcador em estudo, o que pode ser entao em decorrdncia da perda do outro ou sej4

perda de heterozigosidade (LOH). O requisito fundamental para este tipo de estudo 6

que o individuo analisado seja informativo, isto 6, heterozigoto para os marcadores

escolhidos. Desta forma, 6 possivel distinguir os dois alelos de um marcador de DNA

de um tecido normal do individuo afetado e, por comparaqao, determinar se ocorre

perda, ou nio, de um dos alelos no DNA tumorals2.

Uma vez identificada uma regido cromoss6mica que apresenta uma alta

freqii€ncia de deleqio em c6lulas tumorais, esta regido torna-se alvo de investigag6es

com o intuito de identificar os genes ai existentes, pois esta perda pode estar

associada com a presenga de um gene supressor de tumor nesta regi6o.

Desse modo, a anrilise de microssatdlites foi realizada com amostras de DNA

tumoral e ndo-tumoral pareadas, devidamente microdissecadas. Foram analisados os

marcadores D8S261, LPL-3', D8S258, , e D8S282. As seqii0ncias de seus

iniciadores e suas freqii€ncias de heterozigosidade foram obtidas do banco de dados

do *The Genome Database" - GDB (http://uvrv.gdb.org,). A disdncia entre estes

marcadores (Figura 2) foi verificada atraves das ferramentas Map Viewer e BLAST

do Centro Nacional de Informagfro

(htto://www.ncbi.nlm.nih. eov0.

em Biotecnologia NCBI )
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Nas reag6es de PCR, para amplificag5o do fiagmento de interesse, foram

utilizadas arnostras de DNA com 50 ng/pl e os oligonucleotideos marcados com a

fluoresc6ncia FAM (LPL-3' e D8S26t) e HEX (D8S258 e D8S282). As condig6es

da PCR utiliTadas estao descritas nas Tabelas 1 e 2. Os produtos da PCR eranr, entdo,

diluidos em rigua milli-Q de acordo com a fluoresc6ncia utilizada (5X em FAM e

7.5X em HEX). EntEo, as amostras eram submetidas d corridas eletrofordticas no

Seqtenciador Autom6tico Megabacel000 e analisadas, posteriormente, pelo

software MegaBACE Genetic Profile I .5 (Amershaw).

d\DCImn fl\ ry d\ mps/\mpd\
lftt
lltt
I ,t ,t It-;rjYb_ -, r- -*s-ing _, r_ _:!o-lrl _r

Figura 2 - Repressntageo ilustrativa da dist6ncia existente entre os marcadores estudados em
Megabases (Mb).
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Tebelsl - Concentragoes dos reagentes utilizados nas PCRs.

Reagentes

10x PCR Buffer

DNTP

MgCl

Iniciadores F + R

Taq Polimerase

DNA

ConcentragSo

1x

200 pM

1,5 mM

0,6 pM

1U

30-50 ng

Tabela 2 - Ciclagans utilizadas nas PCRs.

Incubagilo 30 Ciclos

Inicial Desnaturagio Anelamento

94'C 94.C 550C

Extensio

720C

Extensllo

Final

72'C

Passo F inal

4C

5 min 15 seg 15 seg 30 seg 20 mrn @

Para a verificagdo

perda al6lica), calculou-se

forma:

de perda de heterozigosidade (tambem denominada de

a relaq6o entre os picos de cada amostr4 da seguinte

altura do alelo2 tumoral
altura do alelo I tumoral

altura do alelo2 normal
altura do alelo 1 normal

Ftj li l,ji i,tii,ir,,: :riir\l i i 0
I rr,: -l ;: ii l::

ElBr-tO iii$A
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Consideramos como perda al6lica parcial resultados menores que 0,6 ou

maiores que 1,5. Em amostras, cujo tecido tumoral apresentava 1 alelo a menos,

quando comparado ao normal, denominamos de perda al6lica total.

Para cada caso, analisamos em triplicata uma amostra de tecido normal e em

triplicata uma amostra de tecido tumoral do mesmo individuo. Em nossas an6lises,

consideramos apen:rs as amostras que apresentaram resultados adequados nas 3

rdplicas. Nestes casos, a mddia destas rdplicas foi considerada no c6lculo de LOH. O

percentual de casos com LOH foi calculado da seguinte forma:

no de casos de LOH

(n" de casos informativos) - (n' de casos com instabilidade de
microssatdlites)

Como instabilidade de microssatdlites, consideramos aquelas amostras que

apresentaram pelo menos 1 alelo novo no tecido tumoral, quando comparadas ao

tecido giistrico normal. Novamente, s6 consideramos amostras que apresentaram

resultados adequados em triplicata.

3.6 IDENTIFICAQAO IN SILrcO DE TRANSCRITOS DA REGIAO

CANDIDATA

T5o logo delimitada uma regido candidata, os transcritos ai localizados foram

identificados dentro do banco de dados mundial do projeto Genoma Humano (HGp)
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atrav6s da ferramenta Map Viewer disponivel via web no Centro Nacional de

Informagdo em Biotecnologia (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/)

e no banco de dados da Universidade da Califomia Santa Cruz (IICSC), utilizando a

ferramenta Golden Path tambdm disponivel via web

(http ://senome.ucsc. edu,/goldenPath,/septTracks.htnil).

3.7 AI{ALISE DO POLIMORFISMO DIO4N DO GENE DO

CoLAGENO XVIII (COL18AI)

O polimorfismo D104N do gene COL18A1 foi analisado a partir de DNA

extraido de tecido gastrico normal de pacientes da populagio paraense e de DNA

obtido do sangue de individuos controles. A maioria das amostras foi analisada

atrav6s de drrns metodologias: digest5o enzim6tica e SNuPE.

3.7 .l Digestflo Enzimritica

Atravds deste mdtodo, o polimorfismo Dl04N do gene COLISA1 foi

analisado atrav6s da Reagdo em cadeia da polimerase (pcR). Nele, as amostras

foram submetidas a uma PC? com os oligonucleotideos apropriados, seguida de

digestao com a endonuclease de restrigao Msel, q.ue, ao reconhecer o sitio de

restrigSo gerado pelo polimorfismo, cliva o produto da pCR de 169 pb e gera um

fiagmento de 100 bp e um de 69 bp.

As reag6es de PC? para a amplificaqdo da regido em estudo loram feitas a

partir de l00ng de DNA em um volume final de reagdo de 2SStl, contendo 0,25mM

de cada nucleotideo, 0,2 unidades de pfx Taq DNA porimeras e (Life Technologies),
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hmpao da enzima (50mM KCI; l0mM Tris-HCl pH8.3; 0,01% gelatina), lX

"enhancer" da enzima, 1,0 mM de MgSO4 e 2Opmol de cada oligonucleotideo. As

amostras eram desnaturadas a 94"C por 4 minutos, seguidos de 33 ciclos de 94oC por

40 segundos, 57oC por 40 segundos e 72"C por 40 segundos. Uma desnaturag5o final

a 72"C por 6 minutos completava a reag6o. Posteriormente, 7,0 pl do produto da

reagdo de PCR eram submetidos a uma digestio com a endonuclease de restrigSo

Msel a37"C por 18 a 20 horas, em um volume final de 25 pl. O produto da digestdo

submetido d eletroforese em gel de agarose 1,570 ou gel de acrilamida 8oZ, sendo que

a coloragdo era feita com solugdo de brometo de etidio (0,75 pglml) ou AgNOa

0,20%, respectivamente. Neste riltimo caso, a incubagdo com AgNOa por cerca de l0

minutos era precedida por uma etapa de fr,ragdo do gel em soluqio contendo 107o de

etanol e 0,5%o de ricido ac6tico por 3 minutos. Ap6s a incubagEo com AgNOa, o gel

era lavado em ilgua destilada e revelado em uma solug6o contendo 3%o de NaOH e

0,5%o de formaldeido at6 que as bandas atinjam a coloragSo desejada. Por finr, era

realizada unm nova etapa de fixagdo em etanol l0% e 6cido ac6tico 0,50lo por cerca

de 5 minutos.

3.7.2 SNuPE (Single Nucleotide Primer Extension)

Neste novo m6todo semi-automatizado, as amostras foram submetidas a uma

PC? com os oligonucleotideos apropriados (D104N), seguida de reagdo de SNupE

(Amersham Pharmacia). Esta consiste na utilizagEo de um rinico iniciador 3, com

cerca de 20 bases, cuja riltima base sempre antecede o nucleotideo que pode estar

mutado. O premix, com o qual esta reagao 6 feit4 cont6m al6m de tarnp6es e

termosequenases, tambdm dideoxinucleotideos marcados. Estes dideoxinucleotideos
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marcados cessam a sintese da mol6cula no ponto em que s6o adicionados, que

corresponde d posigio da base polim6rfica, e emite uma fluorescOncia, quando

excitado por um feixe de laser. A cor gerada pela fluoresc€ncia varia de acordo com

a base adicionadas3.

As reag6es de PCR para a amplificaqdo da regido em estudo foram feitas,

conforme descrito no m6todo de digestSo enzimritica. Posteriormente, o produto da

reagdo de PCR foram purfficados com as enzimas eletroliticas : Shrimp Alkaline

Phosphatase (SAP), que degrada os nucleotideos ndo incorporados, e a Exonuclease I

(EXO,) que degrada iniciadores residuais e demais produtos simples fita n6o

desejdveis. O produto, entio, purificado era quantificado em gel de agarose l.5o%,

onde era utilizado o Low DNA Mass Ladder (Invitrogen) para estimativa da

concentrag5o de cada produto, e visualizado por coloragSo com Brometo de Etidio.

De posse da concentragio do produto, fazia-se reamplificagdo com iniciador

com dideoxinucleotideo fluorescente, utilizando-se quantidade de DNA de acordo

com as instrug6es do fabricante. Nesta metodologi4 o iniciador utilizado foi:

TAAAACCCAGGCTCCCCGC

3-8 QUESToES [rrClS

Todas as amostras utilizadas possuem termo de consentimento assinado, por

seus respectivos pacientes, para sua utilizag6o em pesquisas.
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3.9 ANALISE ESTATISTICA

O Teste Exato de Fisher foi realizado para avaliar a diferenga entre os indices

de LOH encontrados entre os tipos histol6gicos difuso e intestinal nas populagdes do

Pard e de Siio Paulo e entre estas duas populag6es.

A hip6tese da diferenga entre as freqiiOncias genotlpicas do polimorfismo

D104N entre casos e controles foi testada pelo Teste Exato de Fisher na populagio

paraense atraves de tabela de conting€ncia. Foi ainda realizado a an6lise de equilibrio

de Hardy-Weinberg.

O nivel de significdncia comiderado em todas as arui,lises foi de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 AMOSTRAS

A classificagio dos tumores estudados, de acordo com a aftllise

histopatol6gic4 est6 descrita nas Tabelas 3 e 4. Dentre as 96 amostras inicialmente

estudadas, excluimos as amostras da populag6o paraense CG 04, 19, 22,23,32 e 4l e

as amostras da populagdo de 56o Paulo CGL 03, 15,22,23,32, e 33 correspondentes

d sec96es n6o tumorais. Portanto, foram incluidas no presente estudo 84 amostras de

tumor giistrico (56 de Par6 e 28 de 56o Paulo), sendo 18 do tipo difuso e 66 do tipo

intestinal.
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Tabela 3 - Rcsultados obtidos atraf is da microdissecaio- contendo tipo histol6gico de cada amostra

de cincer gistrico obtidas da populaQ5o de Belem.

Adenocarcinoma intcstinal
Adenocarcinorna intesainal
Adcnocarcinoma intestinal

NAo E TUMOR
Adenocarcinoma intestinal
Adenocarcinoma intestinal
Adenocarcinoma intcstinal
Adcnocarci n orna intesliral
Adenocarcinoma intestinal
Adcnocarcinoma intcstinal
Adenocarcinoma inteslinal
Adcnocarcinoma intestinal
Adenocarcinoma intestinal
Adcnocarcinoma intcstinal

Adenocarcinoma diflrso
Adenocarcinoma difuso

Adenocarcinoma intcstinal
Adenocarcinoma intestinal

NAo E TUMOR
Adenocarcinoma intestinal

Adenocarcinoma difuso
NAo E TUMOR
NAo E TUMOR

Adenocarcinoma inlcstinal
Adenocarcinoma difuso

Adcnocarcinoma inteslinal
Adenocarcinoma difusn
Adenocarcinoma difuso

Adenocarcinoma intestinal
Adcnocarcinoma intestinal
Adenocarcinoma intestinal

Adenocarcinoma difuso
Adenocarcinoma intestinal
Adcnocarcinoma intestinal

Adenocarcinoma difuso
Adenocarci noma diflrso
Adenocarcinoma difuso

Adenocarcinoma illestinal
Adcnocarcinoma intestinal

NAOE TUMOR
Adenocarcinoma inlcstinal
Adenocarcinoma intestinal
Adenocarcinoma inleslinal

Adenocarcinoma difuso
Adenocarcinoma intestinal
Adcnocarcinoma intestinal
Adenocarcinoma intestinal
Adcnocarcinoma inteslinal
Adenocarcinoma intestinal
Adenocarcinoma intestinal
Adenocarcinoma intestinal
Adenocarcinoma intcstinal
Adenocarcinoma intestinal
Adenocarcinoma intestinai
Adenocarcinoma intestinal
Adenocarcinoma intestinal
Adcnocarci noma inteslinal
A&nocarcinoma intcstinal
Adenocarcinoma intestinal
Adenocarcinoma intestinal
Adenocarcinoma intestinal
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Tabela 4 - Resultados obtidos atraves da microdissecgso, contendo tipo histol6gico de cada amostra de

a4ncer grlstrico obtidas da populageo de 56o Paulo.

Adenocarcinoma Intestinal
NAoE TLTMoR

Adenocarcinoma Lntestinal
Adenocarcinoma Intestinal
Aderocarcinoma Intestinal
Adenocarcinoma Intestinal

Adenocarcinoma Difuso
Adenocarcinoma Difuso

Adenocarcinoma Intestinal
Adenocarcinoma Intestinal
Adenocarcinoma Intestinal
Aderocarcinoma lntestinal
Adenocarcinoma Intestinal

NAo E TUMOR
Adenocarcinoma Intestinal
Adenocarcinoma Intestinal

Adenocarcinom a Difuso
Adenocarcinoma Difuso

Adenocarcinoma Intestinal
Adenocarcinoma Intestinal

NAo E TUMoR
NAo E TUMoR

Adenocarcinoma Intestinal
Adenocarcinoma Iltestinal
Adenocarcinoma Intestinal

Adenocarcinoma Difuso
Adenocarcinom a Intestinal

Adenocarcinom a Difuso
Adenocarcinoma lntestinal
Aderrocarcinoma Intestinal

NAoE TUMoR
NAo E TUMoR

Adenocarcinom a Dfuso
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4,2 ANALISE DOS MICROSSATELITES EM AMOSTRAS DE

PACIENTES CO1U CANCER GASTRICO

Foi possivel verificar a presenEa (ou ndo) de perda aldlica em 20 amostras (15

do Pali; 5 de SP), 26 reteng6es (18 do Pard e 8 de SP) e 4 com MSI (3 do Par6 e I de

SP). Algumas amostras foram classificadas neste trabalho como indefinidas, pois

nestes casos quando comparava-se os alelos tumorais aos normais observava-se que

o alelo com pico mais alto no tecido normal, apresentava-se mais baixo no tecido

tumoral e vice-versa (Figura 3). Este evento sugere perda aldlica em 77o dos casos

ndo detect6veis pelo c6lculo indicado, sendo 9% na populagio peraense e ZYo na

populagio paulistana.

Devemos ressaltar ainda que 18 amostras foram excluidas deste estudo pelos

seguintes motivos: (i) amostras de DNA com baixa qualidade, (ii) amostras que

apresentaram alelos tumorais totalmente diferentes dos normais, sugerindo troca de

amostra biol6gica. As amostras excluidas devido d quantidade insuficiente de DNA

para a amplificagho de todas as r6plicas necessiirias foram CG06, CG13, CG39,

CGL09, CGLI9, CGL26 e CGL29. As amostras CG37, CG46, CG49, CG50, CG55,

CGL02, CGL04, CGL07, CGL17, CGL24 e CGL30 foram excluidas das andlises

finais devido d possivel troca de amostras, j6 que os alelos tumorais nio

correspondiam aos tumorais. Dessa maneira, restaram 48 e 18 espdcimes para as

aniilises finais na populagio paraense e paulista, respectivamente.
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4.2.1 Populagio do Pani

Detectamos perda de heterozigosidade, em pelo menos um loco, em 15 das 46

(32%o) amostras informativas. A Figura 5 apresenta um exemplo de perda aldlica para

cada marcador. Das 48 amostras analisadas, 46 foram informativas para, pelo menos,

um marcador. Os resultados obtidos para cada microssat6lite foram:

r Marcador D8S26l

Para este marcador, 48 amostras foram analisadas, sendo que: 20 n6o

apresentaram perda aldlica (reteng5o do alelo), 15 n5o foram informativas

(homozigotas),1 1 apresentaram perda al6lica (35%) e uma (CG38) nao apresentou

resultados satisfat6rios, isto 6, ndo foi amplificada adequadamente nas 6 r6plicas (3

do tecido normal e 3 do tecido tumoral) e, portanto, foi excluida das futuras anilises.

Das amostras apresentando perda de heterozigosidade, verificamos que 11 tratavam-

se de perdas aldlicas parciais e 2 perdas al6licas totais (CG16 e CG47). Foi observada

instabilidade de microssat6lites na amostra CG30.

o LPL-3'

Neste marcador, das 48 amostras analisadas: 21 ndo apresentaram perda de

heterozigosidade (retengio), 12 eram homozigotas e 7 amostras demonstraram

perdas al6licas parciais (25%). Foi observada instabilidade de microssat6lites nas

mesmas 3 amostras (CGl 1, CGI 7 e CG30) que apresentaram MSI no marcador

D8S258 (exemplos na Figura 4). As amostras CG 18, CG29, CG33, CG58 e CG61

foram classificadas como indefinidas.
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o Marcador D85258

Para este marcador, as 48 amostras foram analisadas, sendo que: 15 n6o

apres€ntararn perda al6lica (retengio), 19 ndo foram informativas e 7 apresentaram

perda al6lica (32%). Na amostra CG38, foi observada perda total de um dos alelos.

As amostras CG1 1, CG17 e CG30 apresentaram instabilidade de microssatdlites

(exemplos na Figura 4), quando amplificadas com os iniciadores deste marcador.

Al6m disso, 4 amostras (CG07, CG18, CC33 e CG57), foram classificamos como

indefinidas, sendo que as amostras CG18 e CG33 tambdm foram assim classfficadas

no marcador LPL-3'.

o Marcador D8S282

Neste marcador, das 48 amostras analisadas, detectamos 12 amostrras

homozigotas, 27 que ndo apresentaram perda de heterozigosidade (retenq6o) e 6

apresentaram perda al6lica (18%), sendo 1 perda al6lica total (CG38). A amostra

CGll tambem apresentou instabilidade de microssat6lites para este marcador. A

amostra CG07 foi classificada como indefinida para este marcador, assim como para

o micro ssat6lite D8S258.

Os dados obtidos est6o representados na Figura 6. Amostras ndo ffirmativas

ou que n6o apresentaram LOH em nenhum dos marcadores utilizados nao estao

representadas.
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Figure 3 - RepresentagSo ilusu?tiva de amostras classificadas como indefilidas. Em A e B, a amostra

CG07 amplificada com o marcador D6S258 a Partir de seu DNA normal (N) e tumoral (T),

respectivamente. Em B e C, a mesma amostra analisada com D8S282, utilizando DNA normal (N) e

tumoral (T).
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Figura 4 - Exemplos de amostras apresentando instabilidade de microssat6lite (MSI). Em verde,

fluorescencia t{EX (D8S258) e, em azul, FAM (LPL). Em A e B, o paciente cGll apresenta I alelo

(homozigose) em seu tecido g6strico normal para o marcador D8S25E e 2 alelos em seu tecido

tumoral. Para o marcador LPL (C e D), o mesmo paciente possui dois alelos em seu tecido normal

(heterozigotd e quatro alelos e seu tecido tumoral (2 alelos novos). O paciente CGl7, apresenta um

novo alelo do marcador D8S258 (E e F) em seu tecido tumoral, quando comparado ao normal' e 3

alelos novos do loco LPL (G e H).
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Figura 5 - Repres€ntagao irustrativa de amostras com LoH nos seguintes marcadores: DES26I (A e
B), LPL (c e D), D8S258 (E e F) e D8S282 (G e H); sempre comparando seus recidos normais (N) e
tumorais (T).
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TelQmero Cenlr6rnero

D8S261 LPL D8S258 D8S282

CGOT

CGO2
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CGOT

CGlI

CG16
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Figura 6 - Representa$o ilustrativa do estudo de LOH, realizado na populagio do Par6, utilizandose
os marcadores D8S26l, LPL-3', D8S258 e D8S282. Os circulm negros representam LOH; os cinzas -
locos n6o informativos; os brancos - retengSo al6lica; os preenchidm com pontilhados seo amoshas
que foram classificadas como indefinidas e os que contem a sigla MSI, leia-se instabitidade de
microssatdlites.
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4.2.2 Populagio de S5o Paulo

Detectamos perda de heterozigosidade, em pelo menos um loco, em 5 das 16

(3 1%) amostras informativas. Das 1 8 amostras analisadas, 16 amostras foram

informativas para, pelo menos, 1 marcador. Os resultados obtidos para cada

microssat6lite foram:

o Marcador D8S261

Para este marcador, conseguimos amplificaqio adequada em 15 amostras,

sendo que 7 nio apresentaram perda al6lic4 4 nio foram informativas e 4

apresentaram perda aldlica (36%).

o LPL-3'

Neste marcador, ndo obtivemos resultados satisfat6rios nas 3 r6plicas em 7

das amostras (CGL01, CGL05, CGLI0, CGL13, CGL18, CGL25 e CGL27). Das l1

restantes, 9 n6o apresentaram perda de heterozigosidade e 2 amostras demonstraram

perdas al6licas parciais (18%). Nenhum homozigoto foi detectado em LPL-3' dentre

as amostras analisadas.

o Marcador DBS258

Para este marcador, 16 amostras foram analisadas, j6 que em duas (CGL05 e

CGLl0) n5o obtivemos amplificagio satisfat6ria nas replicas necessiirias em

nenhuma das diversas repetigdes. Seis amostras nao apresentaram perda al6lic4 7
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n6o foram informativas (homozigotas) e 2 apresentaram perda al6lica (25%). A

amostra CGL I 8 apresentou instabilidade de microssat6lites.

o Marcador D8S282

Neste marcador, 14 amostras foram devidamente analisadas, Entio,

detectamos I amostra homozigot4 10 que nao apresentaram perda de

heterozigosidade, I apresentou perda al6lica (9%) e 1 foi classificada como

indefinida (CGL05).

Os dados obtidos estdo representados na Figura 7. Novamente, as amostras

nio informativas ou que nio apresentaram LOH em nenhum dos marcadores

utilizados nio estao representadas.

CGI,OS$ -{
CGLl

CGLl_
ccr,zs.}
cc,zfr
ccna

Figura 7 - Representagao ilustrativa do estudo de LOH, realizado na populagio de Sdo Paulo,

utilizando-se os marcadores D8S26l, LPL-3', D8S258 e D8S282. Os circulos negros

representam LOH; os cinzas - locos nao informativos; os brancos - retengeo al6lica; os

preenchidos com pontilhados sao amostras que foram classificadas como indefinidas e os que

contOm a sigla MSI, leia-se instabilidade de microssatdlites.
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Para melhor caracterizar as amostras, consideramos como LOII (i) quando a

razSo das alturas entre os alelos foi <0.6 ou >1.5; (ii) locos informativos entre dois

locos deletados; (iii) os locos indefinidos. Os resultados obtidos estEo representados

na tabela abaixo.

Tabela 5 - Tabela das Taxas de LOH obtidas nas populag6es do Par6 e de Sio Paulo d partir dos marcadores

D8S26l, LPL, D8S258 e D8S282.

Pelo menm I alelo (7o) D8S26l (%) LPL (' ) D8S258 (%) D8S282 (%)

P 4l ( l9 de 46)

3l (s de 16)(

35(llde31) 38 (13 de34) 44(t2de27) 2t (7 de34)

36(4de ll) 18(2dell) 25(2de8) t7 (2det2)SAO PAIII,O

*Os n'irneros enEe par€flteses sigrificam o nirnero de amostms com perala dc helerozigGidade dividido pelo nimero de amxrlas

infonnativas. confonne fiimula de c{lculo de taxa de LOH. Assim, em (-r de y). leia-se r corno nnrnero de am<xcas com LOH e _y corno

amostms infonnativas.

4.3 DELIMITACAO DA REGIAO CANDIDATA

Para esta an6lise, consideramos somente as amostras do Parii, haja viSo o

pequeno nrimero amostral de 56o Paulo.

Nesta etapa,. baseamos-nos nos crit6rios descritos acima. Dessa maneira-

observamos que com excegao das amostras CG16 e CG35, todas as outras tem uma

regiao comum de delegio entre LPL-3' e D8S282. Dentre estes, a menor deleg5o foi

observada na amostra CG51, o que define como menor regiao candidata para o gene

supressor de tumor entre os marcadores LPL-3' e DgS282. As amostras CGl6 e

CG35 apresentam LOH exclusivamente no loco D8S261. Portanto, os nossos

resultados sugerem que he duas regi6es candidatas em tumores giistricos de pacientes
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da populagdo paraense: (i) ds proximidades do marcador D8S261, n6o delimitado

neste trabalho em sua porgio distal e (ii) entre os marcadores LPL-3' e D8S282.

4.4 IDENTIFICAQAO rN SIUCO DOS GENES CONTIDOS NAS

REGIOES CANDIDATAS

Consideramos apenas as regides entre LPL-3'e D8S282 por ter sido possivel

defini-la em sua porqlo distal e proximal. Este intervalo d de aproximadamente 1.5

Mb. Nesta regi6o, foram identificados atd o momento:

. genes (SCLI8A1, ATPVIB2 e LZTSl);

o e dois clusters de ESTs (Hs.365035 e Hs.385799).

4.5 ENDOSTATINA

4.5.f Anilise do Polimorfismo D104N

Foram amplificadas 55 amostras de tecido giistrico normal dos pacientes, das

quais 52 eram homozigotas (DD) e tr6s heterozigotas (DN), isto 6, 6% eram

portadores do polimorfismo D104N - CG22N, CG42N e CG48N. Todos os

heterozigotos detectados pelo m6todo de enzima de restrigdo foram confirmados por

SNUPE. A Figura 9 e 10 contdm exemplos de homozigotos (DD) e heterozigotos

(DN) detectados por SNuPE e digetdo enzinriitica.

Na populagdo controle, foram amplificados 35 amostras pelo mdtodo de

SNuPE. Nelas, foram detectados 29 homozigotos (DD), 5 heterozigotos (DN) e I
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individuo que apresentou os dois alelos mutantes (NN), ou sai4 17o/o eram

portadores deste polimorfumo (DN ou NN) (Figuras 9 e l0)'

As freqtidncias genotipicas encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg

nas duas amostras (X'z = 0,043; GL=l; p:0,86 eXz : 1,49; GL=l; p :0'22) e rfio

observamos diferenga signfficativa entre estas duas amostras ( p:0,0854)'

Figun 7 - RepresentagSo ilustraliw da regiao estudada LPL-DES258' segundo pesquisas realizadas no banrn de

dados da Universidade da Califomia Santa cruz (ucsc), utilizando a ferramenta Golden Palh. Em

AFMl23XG5, leia-se D8S26l; em AIMI O7XB6, D8S25Ei em WI-9031, LPL-3' e em SHGC-386' D8S282'

chrorosome Bantas Local ized b9 FISH ilepping clonss
&er .3

srs ilaFkers on opnetic (bltc) itld Radiation tl1rci icl (bla(k)
fiFE19?XE6
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Figura 8 - Representagao ilustrativa da regido candidata LpL-Dgs2g2, de acordo com pesquisas

realizadas no banco de dados mundial do hojeto Genoma Humano (HGp) atraves da ferramenta Map
Viewer.
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Figura 9 - RepresortagSo ilustrativa de um homozigoto (DD), em A, e um haerozigoto (DN -

portador), em B, para o SNP Dl04N do COLl8Al atraves da reagio de SNuPE.
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Figura 10. Representagflo ilustrativa de homozigotos - DD (1,2,3,6,7 e 9) e

heterozigotos - DN (4,5, 8 e 10) por digestiio errimirtica. Os simbolos * e C+

referem-se ao DNA ladder e ao controle positivo, respectivamente.



5 DISCUSSAO

5.1 TAxAs DE LoH EM TUMoR"Es cAsrnrcos Do rlpo
DrFUso E EM TUMonns cAsrnrcos Do rlpo INTESTINAL

Dentre as amostras que foram incluidas, inicialmente, na an6lise de LOH,

21% (18 amostras) s6o do tipo difuso (l I do Par6 e 7 de SP) e 79% (66 amostras) do

tipo intestinal (45 do Pard e 21 de SP). Interessantemente, VECCHIONE5T et al.

(2001) observaram que a maioria dos casos era do tipo difuso (67 o%). Notamos que

h6 uma diferenga na composiglo da amostragem bastante significativa (p<0.001).

As amostras apresentando perda de heterozigosidade em pelo menos um loco

s6o do:

. Tipo diflrso

Populag6o do Pafi:.21%o

PopulaqSo de 56o Paulo: 33%

. Tipo intestinal

Populagio do Par6: 79%o

Populagio de Sflo Paulo: 67%

l.

t1.

l.

11.



Ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre as ta,\as

de LOH destas duas populaq6es no tipo difuso (p:0,52) e/ou intestinal (p:0,52). Neo

foi encontrado ainda desproporgao entre os dois tipos histol6gicos na populaq5o do

Par6 (p:0,28) e de SP (p:0,5a); sugerindo que o evento de LOH nesta regiho 6

importante nos dois subtipos histol6gicos, possivelmente, em umil fase inicial do

desenvolvimento tumoral.

5.2 TAX,A.S DE LOH OBTIDAS COMPARADAS AS DESCRITAS

NA LITERATURA

As taxas de LOH' obtidas neste projeto ndo sEo diferentes daquelas obtidas

por BAFFA' et al. (2000) e VECCHIONE5T et al. (2001) em adenocarcinomas

gastricos, conforme dados representados na Tabela 6.

Tabela 6 - Repressntagao das taxas de LOH(%) obtidas em adenocarcinomas gestricos neste trabalho, por

BAFFA5 et al. (2000) e por VECCHIONE5' et al. (2001) nos marcadoresD8s26l, LPL e D8S258. Para a

verificagSo de diferenga estatistica entre os dados resultantes deste trabalho e os dos outros dois autores, foram

realizados X'? e Teste Exato de Fisher (p).

Origem dm lladm DES26I (%) LPL(vo) D8S25E (%)

TESE

Baffa et al.5 (2000)

Vecchiones? et al. (2001)

35(llde3l) 25 (1 de 28)

29 (10 de 34) p:0,31 33 (l I de 28) P:0,29

18 (3 de 17) p:0,18 16 (3 de 18) P:0.s0

32 (7 de 22)

39 (l I de 33) p:0,2j

*Os nirneros ent e porenteses significam o nrimero de amoslns com perda de helerozigosidade dividido pelo nirnero de reten@es, mnfonne

tbrmula de qilculo d€ laxa de LOH. Assin em (r de ,r), leia-se .x como nimero de arnostms com LOll e ), como retengdes.**Vecchionne5_ el

al. (2001) oao analisou o rnarcador D8S25ll em suas amostms. As taxas de LOH obtidas a panir de nossas analisss, nesla tabela representada

corno TESE. sao refe.entes aos indices de perda de heteroziBosidade detectadas na popuhgao do Pan{.

I O marcador D8S282 nio foi utilizado por BAFFAs et al. (2000) e VECCHIONE56 et al.(2001).
+VECCHIONE56 et al. (2001) nio analisou o marcador D8S258.
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Em alguns estudos, onde foram

cdnceres de origem epitelial, observam-se

resumido abaixo:

utilizados estes marcadores em outros

taxas de perda aldlica semelhantes, como

D8S26l tumores de:

i. Oviirio - 45% (45);

ii. Laringe - 48% (17);

LPL-3' - tumores de:

i. Figado - 32% @\;

ii. Pr6stata - 37% (58);

iii. Colorretal - 34% (20);

o D8S258 - tumores:

i. Ov6rio - 47% (4il:

r D8S282

Este marcador foi utilizado em an6lise de LOH em cdnceres de bexiga por

TAKLE et al. (1996)s6. A freqiiCncia de LOH detectada n6o foi descrita.

As taxas de LOH encontradas nesta regiSo (8p22), como poder ser observado,

s6o altas para viirios tipos de tumores, demonstrando sua importdncia na supress6o

tumoral.

5.3 REGIAO CRiTICA

As duas regiSes candidatas propostas nesta dissertagio (LpL-D8S282 e

D8S261) se sobrepdem d outras regides lieqiientemente deletadas em outros

carcinomas. EL-NAGGARTT et al. (1998) definiram uma regiio minima de delegdo
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entre os marcadores D8S261 e LPL (-l.2N4b) em tumores orolaringeos. CHOIrret

al. (2000) identificaram uma regiSo comumente deletada entre os marcadores

D8S511 e D8S258 (-5.2 Mb) em tumores de bexiga. PRIBILL45 et al. (2001)

descreveram ainda uma regiio de delegdo comum em tumores de ovario, flanqueada

pelos marcadores DSS1992 e D8S26l(-2.9 Mb).

ISHIISr et al. (1999) descreveram uma regiio de 1.5 Mb, comumente deletada

(70Yo), pr6xira ao D8S26l em tumores de es6fago. Os autores ainda identificaram o

gene FEZIILZTSI, mapeado naquela ocasilo pr6ximo ao marcador D8S261, e o

indicaram como gene candidato para a regido. Entretanto, ao verificarmos a posigSo

deste gene no genoma, observamos sua proximidade com o marcador DBS258

(-260Kb), ou sej4 entre os marcadores LPL e D8S282. Dessa fomra, entendemos

que a regido candidata LPL-D8S282, delimitada por BAFFAS et al. (2000) e

confirmada por n6s, contdm o gene LZTSI. Nesta regiio, com 1.5 Mb, estdo

contidos ainda os genes SLC18A1, ATPVI82 e dois clusters de ESTs (Hs.365035 e

Hs.385799); portanto, possiveis genes supressores de tumor posicionais, envolvidos

na tumo genese gristrica.

Acreditamos que a regi5o pr6xima d D8S26l, a qual se refere ISHII3Iet al.

(1999), conesponde d outra regido candidata encontrada neste trabalho. Contudo,

compreendemos a necessidade da delimitagdo da mesma em sua porgdo distal atrav6s

de estudos de LOH, utilizando outros marcadores polim6rficos em adenocarcinomas

giistricos.

Os genes e os clusters de ESTs conlidos na regido candidata LPL-D8S282

6!ffi"
sao:
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. SLClSAl (solute carrier family l-member 1)

Membro da familia de carreadores de soluto tem como fun96o o transporte de

monoaminas para vesiculas siniipticas cerebraisal. Dessa forma, a indicagdo deste

gene como candidato 6 pouco provdvel.

r ATP6VIB2 (ATPase' H* transporting, lysosomal 56/58kDa' Vl

subunit B, isoform 2)

Este gene codifica um componente (subunidade B) da ATPase vacuolar (V-

ATPase), uma enzima polim6rica que medeia a acidificagdo de organelas

intracelulares eucariotas atrav6s do bombeamento de H+. Essa acidificagio de

organelas V-ATPase dependentes 6 necess6ria em processos como ativagio de

zimogenios e de endocitose mediada por receptores (Locus Id: 526). N6o h6 relatos

ainda de mutagdes ou associaq6es deste gene com tumores, por6nr, d um gene recdm

descrito e, portanto, pouco estudado.

r LZTSI (Leucine Zipper, putative tumor supresor l)lFEZl

O gene LZTSI, originalmente, denominado FEZI, codifica um transcrito de

6.8 kb e 3 exons codificantes e uma proteina de 596 aa. Sua seqii0ncia prol6ica

contdm dominio s 'leucine-zipper ' e homologia de 32%o com fatores ativadores de

transcrigSo -AMP-reponsivos (Atf5), o que sugeriu um importante papel deste gene

na transcrigdo de DNA8.

Em 1999, foi sugerido como gene candidato com papel relevante no

desenvolvimento tumoral de v6rios tumores atravds de Norlhern Blotting. Contudo,

foram identificadas somente 2 mutaqdes missense em 2 tumores esofagianos e I
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mutaQao de c6digo de parada em uma linhagem celular de cdncer pr6stata (PC3)

ISHIITT et al. (1999). Em 2001, VECCHIONEST et al. tentaram confirmar estes dados,

atrav6s de nova an6lise em adenocarcinomas g6strico. Neste trabalho, os autores

encontraram 40% dos casos com expressdo reduzida de LZTSI lFEZl, 1 mutagio

missense em um adenocarcinoma g6strico do tipo difuso e ilhas CpGs metiladas no

exon 2 em 6 de 8 linhagens analisadas, derivadas de carcinoma gristrico. Com esses

resultados; os autores sugeriram que o LZTS1ffEZ\ seria um gene supressor de

tumor em adenocarcinomas g6stricos do tipo difuso, cuja inativaqio poderia ocorrer

por deleg6o, mutaqdo e/ou metilagdo.

o O cluster de ESTs I1s-1650J5

Este cluster 6 formado por 5 ESTs, todas derivadas de tecido placentiirio

normal. Ndo apresenta homologia com nenhum gene descrito.

o O cluster de ESTs -6IsJ85799

Cont6m 2 ORESTES derivadas de uma biblioteca de cDNA tumoral de

cabega e pescogo e 1 EST de oDNA de medula espinhal. Ndo foi caracterizado at6 o

momento.

Atrav6s de andlise dos transcritos contidos na regiao candidata LPL-D8S282'

concluimos que o gene LZTSI EEZI tem um grande potencial como candidato a

gene supressor de tumor da regido LPL-D8S282, desempenhando papel importante

no desenvolvimento de adenocarcinomas gristricos de subtipos histol6gicos difuso e

intestinal. Para fins de confirmaqdo, pretendemos, em uma pr6xima etapa, triar

mutaq6es no gene LZTSI EEZ| em cdnceres gastricos. E, al6m disso, avaliar o grau

'
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de metilagao em seu promotor e em seus 3 exons atravds de seqiiCnciamento

gen6mico ap6s tratamento de bissulfito.

Entendemosaindaaimportdnciadavalidagioexperimenlalecaracteizzgdo

dos clusters de ESTs Hs.365035 e Hs.385799 por serem candidatos posicionais e,

portanto, possiveis respons6veis pela supressSo da tumorigBnese gastrica creditada ir

regi6o. Dentre este dois clusters, julgamos importante ressaltar que o cluster

Hs.385799, contdm ESTs detectadas em mais de I tecido, aumentando portanto a

probabilidade de ser um novo gene humano.

5.4 POLIMORFISMO D1O4N DA ENDOSTATINA

A fieqiiOncia do polimorfismo D104N foi maior em controles (17%) do que

na amostra de afetados (6%), contudo esta diferenga nao foi estatisticamente

diferente (p:0,0854).

Estes dados diferem dos resultados obtidos por IUGHETTI32 et al. (2001) em

cdncer de pr6stata, onde foi encontrada uma freqii€ncia 2 vezes maior deste SNP

entre os pacientes com adenocarcinoma de pr6stata. contudo, 200 amostras de

cAncer de pr6stata e 198 controles foram analisadas por estes autores; sendo assinL

seria importante estudarmos uma amostra maior pala podermos excluir (ou nao) este

polimorfismo como candidato a predisposigdo de tumores gastricos'

51



6. CONCLUSOES FINAIS

6.1. REGIAO Sp

Esta dissertaqao sugere a exist€ncia de duas regiSes candidatas em 8p em

adenocarcinomas g6stricos em duas populaq6es brasileiras: Bel6m e 56o Paulo' A

regido candidata que envolve o loco D8s261 nio pode ser delimitada em sua por96o

distal e. Portanto, serii necess6rio um novo estudo, utilizando marcadores

polim6rficos nesta sub-regiio.

A segunda regiio candidata, que dista do marcador LPL'3 ao D8S282' confirma

os dados apresentados anteriormente no estudo feito por Baffa e/ a/ (2000) em

pacientes com adenocarcinomas gastricos em duas populag6es (Itrilia e Jap6o).

Nossos dados demonstram ainda que esta regiio 6 importante para os

adenocarcinomas gristricos do tipo intestinal e difrrso, contrariando a sugestao feita

por Vecchione et at. (2001) de que seria relevante apenas para os difuso'

Nesta regido critica (Lpl'3-D8S282), localizamos 3 genes (SCL I 8Al,

ATP6VIB2 eFEZIILZTSI) e dois clusters de EST (Hs.365035 e Hs.385799) ainda

ndo caracterizados atrav6s de anrilises in silico. Dos genes contidos nesta regiao,

concluimos q.oe o FEZL ll-ZTS 1 6 o candidato com maior potencial devido ao seu

papel na regulaqdo de transcrigSo de DNA. Contudo, sugerimos que sejam realizados

estudos de triagem de mutagdes e de expressdo deste gene nestas populagoes para

efeitos de validaqdo e ainda que os clusters de ESTs, localizados dentre estes locos,

sejam caracterizados e investigados quanto a um possivel papel na tumorig€nese

gastrica.
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6.2. POLIMORFISMO DTO4N DA ENDOSTATINA

Neste estudo, observamos maior freqiiEncia na populaqEo paraense controle do

que nos pacientes. Estes dados diferiram bastante dos resultados obtidos por Iughetti

et al (2001) que detectarirm urna freqiiEncia duas vezes maior em seus pacientes em

relagdo aos seus controles.

Entretanto, o nirmero amostral analisado 6 pequeno e os resultados obtidos n6o

foram significativos estatisticamente. Assinr, concluimos que hii uma necessidade de

aumentar este nirmeto amostal para excluir (ou n6o) a participagEp do polimorfismo

Dl04N no desenvolvimento do cdncer grlstrico.
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