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RESUMO

O Cancer gastrico apresenta altas taxas de mortalidade devido ao diagndstico tardio da
doenca. O surgimento de novas técnicas laboratoriais altamente sensiveis e especificas é
de fundamental importancia para uma analise e deteccdo precoce da carcinogénese.
Neste contexto, a descoberta e utilizagdo de marcadores moleculares com sinais de
alteracdes génicas ou cromossdmicas podem tornar mais facil o controle do cancer
gastrico. Sendo assim, o objetivo deste trabalho é revisar através da literatura mais
atualizada os marcadores moleculares ja descobertos em associacao ao cancer gastrico,
visando informar seus tipos e como podem ser utilizados. Verificamos a existéncia de
uma grande variedade de marcadores protéicos, imunoldgicos e genéticos, 0 que
favorece a tipificagdo do tumor gastrico, permitindo um tratamento mais eficaz e menos
agressivo ao paciente.
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INTRODUCAO

HISTORICO

Os tumores de estdmago sdo descritos desde épocas antigas. Registros
em textos arabes do séc. X d.C., das escolas médicas de Isphaham, na Pérsia, e de
Cordoba, na Espanha, escritos pelos grandes médicos da época, como Avicena (980-
1037 d.C.). Os conhecimentos anatomopatoldgicos sobre esta doenca iniciaram no séc.
XVIII com Morgani, Rokitansky e Virchow (SEGAL, 2000).

Até o inicio do séc. XX, o diagndstico do cancer gastrico era suspeitado
pela historia clinica de dor epigastrica, anorexia e emagrecimento, além do exame fisico
dos pacientes, sendo que, geralmente, estes ja apresentavam massa abdominal palpavel,

sendo deste modo uma doenca avancada e incurdvel. A descoberta dos Raios-X, em
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1895, possibilitou o estudo das lesdes géastricas. Na década de 70, o estudo radiolégico
do estdmago era o Unico exame empregado para o diagnostico pré — operatério das
doencas gastricas, pois a endoscopia, apesar de ter sido desenvolvida anteriormente a
radiologia, ainda estava dando seus primeiros passos nessa época (SEGAL, 2000).Em
MODENA, 2000, foi apresentada uma proposta de classificacdo microscopica das
neoplasias gastricas, dividindo-se em dois tipos histoldgicos principais: tipo intestinal
(ou diferenciado) e tipo difuso (ou indiferenciado). Essa classificagdo permitiu uma
associacdo com a patogénese, pois o tipo difuso evoluia a partir da mucosa normal e
estava ligado a fatores hereditarios; e o tipo intestinal evoluia a partir da mucosa com

gastrite cronica e metaplasia intestinal.

CANCER GASTRICO NA POPULACAO

O céncer gastrico assume grande importancia devido a sua alta
prevaléncia em nosso pais. Segundo as estimativas de Incidéncia e Mortalidade por
Cancer no Brasil, publicadas pelo INCA — Instituto Nacional do Céancer, o cancer
gastrico serd o quarto tipo de cancer mais mortal (INSTITUTO NACIONAL DO
CANCER-INCA, 2004).

O céancer é considerado uma doenca genética que ocorre devido ao
acimulo de mutacbes ndo esperadas por recombinacdo mendeliana em virtude,
principalmente, a exposicdo a agentes genotoxicos do meio ambiente. Virtualmente,
todos os tumores tém anormalidades génicas ou cromossémicas. A célula alterada passa
para sua progénie mensagens sobre o comportamento celular alterado e é este fato que
caracteriza o cancer como uma doenca letal (WUNSCH FILHO & GATTAS, 2001).

O desenvolvimento de técnicas laboratoriais altamente sensiveis e
especificas para reconhecer e mensurar moléculas que possam indicar a presenga do
desenvolvimento tumoral é de grande importancia (FORONES & OSHIMA, 2002).

Os marcadores moleculares séo indicadores de alteragdes genéticas ou
cromossdmicas que podem levar ao cancer, por isso, quanto mais cedo for feito o
diagnostico dos marcadores moleculares, melhor sera o prognoéstico do paciente.O
marcador molecular ideal tem por finalidade permitir o rastreamento populacional, o
diagnostico, a localizagdo do tumor, determinar o prognostico e facilitar a

monitorizacao terapéutica.



GENETICA E BIOLOGIA MOLECULAR

Os marcadores moleculares indicam alteracbes génicas ou
cromossdmicas, que podem ser indicativas de carcinogénese. Esses podem ser
detectados por técnicas altamente sensiveis e especificas para cada marcador. A anélise
precoce dos marcadores pode aumentar as chances de cura, principalmente nos
pacientes que apresentam histéria familiar de cancer e nos pacientes que vivem em
areas de maior risco, como o Japao. No Japdo, desde 1978, o cancer gastrico é a quinta
causa de morte (TAHARA, 1996).

Constituem-se importantes mecanismos na carcinogénese gastrica: a
inativacdo dos genes supressores tumorais, o defeito no reparo do DNA, a ativacdo de

oncogenes e a apoptose (SEGAL, 2000).

MARCADORES RELACIONADOS A SUPRESSAO TUMORAL

Genes supressores tumorais sdo genes cuja perda de funcdo induz ou
facilita a tumorigénese. O gene supressor tumoral apresenta a perda de um ou ambos 0s
alelos e mutacao no alelo remanescente, gerando o aparecimento do cancer devido a sua
auséncia funcional (FORONES & OSHIMA, 2002).

Alteracbes nos genes supressores tumorais como o0 MCC e o APC tém
sido descritas em aproximadamente 60% dos casos (TAHARA, 1995).

Mutac0es e perda do alelo do gene APC sdo frequentemente associadas
com adenocarcinoma bem diferenciado.A proteina APC pode formar um complexo com
a-catenina e B-catenina. A cadherina organiza complexos com a, 3 e y-catenina que
mediam adesdo e protecdo citoesquelética. A expressdo diminuida ou a perda das
cadherina ou catenina séo comumente encontradas em carcinomas indiferenciados ou do
tipo esquirroso por causa de alteracfes génicas (TAHARA, 1995).

Perda da heterozigosidade no cromossomo 1q geralmente origina
adenocarcinoma diferenciado, enquanto que no cromossomo 1p o adenocarcinoma
indiferenciado é mais comum (TAHARA, 1995) .

O processo de génese tumoral esta intimamente associado a reproducao
celular, ou seja, aos mecanismos que regem o ciclo celular. Para que a cada ciclo duas

células-filhas idénticas sejam geradas, é necessario que ocorra duplicacéo e subseqiiente



segregacdo dos cromossomos e demais componentes da célula. Cromossomos séo
replicados numa fase conhecida como S (sintese) e segregados para as células-filhas na
fase M (mitose) do ciclo celular. Esse processo ocorre de forma continua, passando de
G1-S-G2-M, sendo G1 e G2 (gap 1 e 2) fases que antecedem os periodos de sintese e
divisdo celular.

O controle do ciclo celular € feito basicamente por intermédio de
proteinas que atuam nas fases G1 e G2, acionando mecanismos de reparo ou
interrompendo o processo de divisdo celular quando detectam mutagdes no material
genético. Grande parte dos genes supressores tumorais sintetiza proteinas com funcdes
de regulacéo do ciclo celular, as quais quando ausentes ou ineficientes podem contribuir
para a evolucdo de clones de células tumorais (WUNSCH FILHO & GATTAS, 2001).

A ciclina D1 é membro da familia das proteinas que atua no ciclo de
divisdo celular, regulando a atividade da proteina quinase ciclina dependente. Essa
ciclina é essencial para a progressdo da fase G1 para S, acelerando a proliferacéo celular
e esta relacionada com a patogénese de diversas neoplasias humanas, incluindo o cancer
do tubo digestivo (FORONES & OSHIMA, 2002).

O desenvolvimento do adenocarcinoma indiferenciado ou difuso,
incluindo a sua forma avancgada tipo esquirroso em adi¢do a mudancas nos genes p53e
c-met, requerem disfuncdo na E-cadherina.

A E-cadherina é uma molécula de adesdo celular cuja funcdo ¢é
importante para o estabelecimento da polaridade do tecido epitelial e manutencdo da
morfologia normal do tecido e diferenciagdo celular (ELTERMAN, 2001).

O gene E-cadherina, CDH1, tem sido categorizado como um gene
supressor tumoral e tem sido implicado na fase inicial da oncogénese. As mutacfes no
CDHL1 incluem delecBes, transversfes e inser¢fes de bases nitrogenadas, e sdo
distribuidas ao longo do gene. Os mecanismos pelos quais as mutagOes neste gene
resultam em céancer ainda estdo para serem desvendados. As mutacdes no CDHL1 e a
perda da proteina E-cadherina tém sido implicados na patogénese de cancer humano nao
hereditario incluindo o cancer gastrico (ELTERMAN, 2001).

O gene p53 localiza-se no brago curto do cromossomo 17 (17p13),
codifica uma fosfoproteina nuclear de 53 kD e esta presente em células normais na
forma selvagem. As mutacdes no p53 s@o eventos genéticos freqiientemente observados
em varios tipos de cancer em humanos e relacionados com o agente ambiental
envolvido (FORONES & OSHIMA, 2002). O p53 é uma das proteinas que controla o



ciclo celular, durante a fase G1, retardando o processo de divisdo para que ocorra 0
reparo ou mesmo impedindo a divisdo celular através de apoptose (morte celular). Por
outro lado, mutacdes no gene p53 induzem a formacdo de proteinas alteradas que ndo
conseguem interromper o processo de divisdo celular e, sem tempo suficiente para que
ocorra 0 reparo do DNA, a célula carrega 0 dano para as divisdes subsequentes
possibilitando a formagcao de tumores (WUNSCH FILHO & GATTAS, 2001).

A proteina p53 normal tem uma vida média bastante curta, mensurada
em minutos. J& a proteina com mutacgéo apresenta uma estabilidade maior permitindo a
sua observacdo através da imuno-histoquimica. Dos diversos eventos moleculares que
sdo reconhecidos como fazendo parte da carcinogénese gastrica, a mutacdo do gene p53
€ 0 que tem sido mais estudado. Pacientes com p53 positivo apresentaram atividade
proliferativa maior, medidos pelo indice de Ki-67. A identificacdo de p53 é de extrema
importancia diagndstica e progndstica e normalmente esta associada ao alto indice de
Ki-67 e a expressdo de c-erb-2 (FORONES & OSHIMA, 2002).

O espectro da mutacdo p53 no carcinoma gastrico primario é
caracterizado pela mutacao freqliente no par de bases A:T, incidéncia extremamente alta
na transversao, sem transicdo no CpG e sem transversdao G:C para G:C para T:A. A
andlise do espectro de mutacdes no p53 em determinada exposi¢do ambiental pode ser
util para identificar fatores envolvidos na etiopatogénese do cancer (TAHARA, 1996).

Os genes picl(p2l) e MTS1(pl6) estdo diretamente envolvidos na
carcinogénese humana. Os genes sdi, WAFL1, cipl e p21, que sdo todos idénticos, sdo
agrupados como sendo picl (p53b é um regulador inibitério da CDK). O picl pode
inibir diretamente a replicacdo do DNA, independentemente da CDK (TAHARA,
1995).

MTSL1 codifica a proteina pl16, que se liga a CDK4 e inibe a atividade
catalitica da enzima CDK4/ciclina D. A mutagdo MTS1 é detectada em uma grande
variedade de tumores sélidos em humanos, como glioma, melanoma, carcinoma
esofagico e na carcinogénese do cancer gastrico (TAHARA, 1995).

O gene K-sam é amplificado preferencialmente no adenocarcinoma
indiferenciado. A amplificacdo deste gene no carcinoma avancado tipo esquirroso
ocorre independentemente da amplificacdo do gene c-met.

De particular interesse ¢é alta frequéncia da perda do alelo na porcéo
D7595 do braco longo do cromossomo 7 que ocorre em diferentes tipos histologicos.

Essa perda relaciona-se a supresséo tumoral (TAHARA, 1996).



A proteina p21/WAF/Cipl € um supressor de tumor regulado pelo gene
supressor de tumor, p53, que inibe a atividade do complexo ciclina/quinase dependente
de ciclina. Proteina 27, conhecida como proteina 1 inibidora da quinase dependente de
ciclina (Kip 1), inibe o ciclo celular entre as fases G2 e M (FORONES & OSHIMA,
2002).

O aumento na expressé@o de receptores da tirosinaquinase, dos receptores
de fator de crescimento epidérmico ou a amplificacdo do protooncogene c-met, também
foram relatados (SEGAL, 2000).

O gene nm23 também é supressor de tumor, este codifica o nucleotideo
difosfato (NDP) e o fator dr transcricdo c-myc. A maioria dos carcinomas gastricos
apresenta uma expressédo aumentada de nm23 na fase inicial (TAHARA, 1995).

O gene FHIT, um gene supressor tumoral, esta localizado no sitio
FRA3B do cromossomo 3pl4.2. O gene localiza-se em uma regido fragil. Este é
composto por 10 éxons, que codificam um pequeno RNAm de 1.1 kb e uma pequena
proteina de 16.8 kDa. A expressdo da proteina Fhit é detectada na maioria das células
epiteliais humanas. A perda de um alelo do gene FHIT pode causar a reducdo na
expressao do Fhit. A expressdo reduzida do Fhit pode ser detectada em varios tipos de
cancer, incluindo o gastrico; esta reducdo normalmente estd associada a alteracdes
gendmicas no FHIT ou a transcricGes alteradas do FHIT. Alteracdes no I6cus FHIT ou a
expressao reduzida do Fhit tem sido associados a progresséo do tumor gastrico e a baixa

sobrevivéncia dos pacientes com cancer (HUIPING et al.,2002).

CANCER GASTRICO X Helicobacter pylori

Ha também relatos que a infeccdo por uma bactéria espiralada, gram
negativa e produtora de urease, chamada Helicobacter pylori, parece iniciar uma cascata
de alteracdes, facilitando o desenvolvimento de céncer. O diagndstico histoldgico da
infeccdo por Helicobacter pylori esteve associado com aumento de 150 vezes no risco
subsequiente de cancer gastrico, quando comparado com individuos H.pylori negativos.

Apos infeccdo por H. pylori,surgiram alguns fatores essenciais a
carcinogénese, que seriam resultado da interacdo bactéria-hospedeiro e consistem
basicamente em: proliferacdo do epitélio gastrico, apoptose, resposta imune do

hospedeiro, reducdo da concentracdo do acido ascorbico e lesdo celular direta causada



por fosfolipases, pela uréase e por citotoxinas liberadas por algumas cepas dessa
bactéria.

O aumento na proliferacdo celular é crucial na carcinogénese, pois
aumenta a probabilidade de mutacdes, além de dificultar o reparo ao DNA das células
gastricas. Esses eventos estdo associados a acdo dos radicais livres - agentes oxidantes e
compostos nitrogenados — que sdo produzidas por meio do processo inflamatério
consequente a infeccdo pelo H.pylori, bem como pela acdo das bactérias que colonizam
a mucosa gastrica nos estados de atrofia e hipocloridria.

A amonia, resultante da quebra da uréia pela uréase produzida pela
H.pylori, parece ser o fator bacteriano causador do aumento da frequéncia das mitoses,
observado na zona de proliferacdo celular da mucosa gastrica.

A formacdo de radicais livres e compostos nitrogenados derivados do
oxido nitrico (NO), leva a agressao da mucosa em decorréncia da resposta inflamatoria,
com potencial efeito genotdxico, levando a mutacdes de ponto e comprometendo 0s
mecanismos reparadores do DNA - 0 que propicia a incorporacao dessas alteragdes no
genoma. E provavel que o cancer géstrico causado pela infeccdo por H.pylori surja em
decorréncia do desequilibrio entre os niveis de antioxidantes e a producdo de compostos
nitrosos.

Normalmente, o acido ascérbico é secretado na luz do estbmago em
concentracdo superior a do plasma. Existem dados epidemiolégicos que associam a
baixa incidéncia do cancer gastrico a uma dieta rica em acido ascorbico. Essa substancia
exerceria um papel protetor, através da inativacdo de produtos derivados do oxigénio e
pela inibicdo da reacdo de N-nitrosacdo, além de evitar a apoptose. Observou-se que na
infeccdo pelo H.pylori, na presenca da gastrite crénica, na anemia perniciosa, na Ulcera
péptica e no cancer gastrico hd uma diminui¢do dos niveis dessa substancia na luz
gastrica.

O papel do H.pylori sobre as alteracdes moleculares na carcinogénese
géstrica ainda é pouco conhecido. A presenca do aumento na expressdo do p53, c-erb2,
c-met e a perda da heterozigosidade dos genes APC e DCC em uma grande série de
neoplasias gastricas foi fator independente ao H.pylori.

A infeccdo pelo H.pylori também esta estreitamente relacionada a
apoptose. Alguns estudos demonstram haver diminuicdo do indice de apoptose apds
erradicagdo desta bactéria e desta forma evitaria a progressdo para a neoplasia.

Entretanto, alguns relatos referem que um aumento na apoptose contribuiria para o



surgimento da gastrite atrofica, com consequente aumento no pH gastrico, condigdo
propicia para o aparecimento do cancer gastrico. Além disto, a perda celular secundaria
ao aumento na apoptose estimularia a hiperproliferacdo persistente das células da

mucosa gastrica, outro fator de risco ao cancer (SEGAL, 2000).

MARCADOR RELACIONADO A ONCOGENESE

Células neoplasicas possuem sequiéncia de DNA homologos a genes de
transformacéo viril e que alteracGes desses genes estdo associados com o cancer. Um
dos produtos oncogénicos mais conhecidos é o ¢ -erbB-2 (HER-2/neu). O gene c- erbB-
2 € homdlogo do receptor EGF (fator de crescimento epidérmico), localizado no
cromossomo 17qg21 e esta envolvido no crescimento, diferenciacdo celular e pior
prognostico.

Amplificacdo e expressdo aumentada do c- erbB-2 estd freqiientemente
associado ao carcinoma diferenciado (TAHARA, 1995).

O gene c-met esta freqientemente amplificado no carcinoma gastrico
avancado, principalmente no tipo esquirroso.Perda da heterozigosidade do gene c-met,
localizado no cromossomo 7931, ocorre em 30% dos canceres gastricos
independentemente da amplificacdo do gene c-met (TAHARA, 1995).

MARCADORES RELACIONADOS A APOPTOSE

A presenca de instabilidade de microssatélites foi descrita em 30% das
neoplasias do estdmago, sendo que esta alteracdo tende a ser positivamente associada
com tumores do tipo intestinal, em estagios avancados e localizados na regido ventral. A
instabilidade de microssatélites freqlientemente envolve os genes TGF beta II,IGF Il R
ou 0 gene pro-apoptose BAX, enquanto possuidores de seqtiéncias de microssatélites.

A expressdo de moléculas de adesao celular esta freqiientemente alterada
no cancer gastrico, sendo descritas mutagdes no gene E-cadherina em 50% das
neoplasias do tipo difuso e foram descritas mutacdes germinativas desse gene no cancer
gastrico hereditario (SEGAL, 2000).

A oncoproteina bcl-2 é conhecida como um inibidor da apoptose e pode

ser considerado como “gene supressor de morte celular”. Essa proteina ocorre numa



variedade de tumores incluindo os carcinomas de estdmago e colon (FORONES &
OSHIMA, 2002).

MARCADORES RELACIONADOS A ANGIOGENESE

A formacdo de novos microvasos, atraves da angiogénese, € um pré-
requisito para o crescimento de tumores solidos e formagdo de metéstases. Estudos
mostram que doentes portadores de tumores com acentuada neovascularizacdo tém
maior risco de metéstase e pior resultado clinico. O fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) é conhecido como mitdgeno altamente especifico para células
endoteliais (FORONES & OSHIMA, 2002).

FATORES DE CRESCIMENTO E CITOCINAS

As células cancerosas gastricas expressam fatores de crescimento,
horménios e citocinas, que funcionam como moduladores autdcrinos ou paracrinos e
organizam uma complexa interacdo entre as células cancerosas e as células do estroma.
O fator o de crescimento tumoral (TGF), o fator de crescimento epidermal (EGF) e a
interleucina 1 (IL-1a) atuam como fatores de crescimento autocrinos. A expressdo
aumentada do EGF/TGF o e dos receptores EGF estdo correlacionados com a
malignidade dos tumores (TAHARA, 1995).

OUTROS MARCADORES

O antigeno carcinoembrionario (CEA) é encontrado em tecidos normais e
tumorais de célon, estdmago e intestino delgado. Na clinica, seu principal papel é na
monitorizacdo dos doentes tratados cirurgicamente. Niveis séricos de CEA elevados no
pré-operatdrio servem para estabelecer o progndstico independente do estadio. Niveis
elevados no poés-operatorio sdo indicativos de recorréncia e podem preceder o
diagnostico do local de recorréncia entre 6 a 12 meses.

O CA19-9 é um anticorpo monoclonal sintetizado pelas células,
pancreéticas, ductos biliares, epitélio do estomago e colon. E utilizado como marcador

sérico no diagnostico e monitoracdo dos pacientes com cancer gastrintestinal.



O CA72-4 é um anticorpo monoclonal que reconhece os antigenos B72-
3, CC49 e CC83 da mucosa gastrica. E sintetizado a partir de uma glicoproteina
associada ao tumor TAG72 e é utilizado no diagndstico do cancer gastrico (FORONES
& OSHIMA, 2002).

TECNICAS MOLECULARES E IMUNOHISTOQUIMICA

Uma variedade de técnicas moleculares, incluindo a extracdo do DNA
proveniente dos tecidos, a amplificacdo do DNA pela Reacdo em Cadeia de Polimerase
(PCR), o sequenciamento e a expressdao dos produtos da Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR) e andlise de polimorfismos podem ser utilizados para diagnosticos
laboratoriais de rotina, particularmente como métodos ndo-radioativos para a deteccao
de acidos nucléicos.

Numerosas proteinas, incluindo fatores ou receptores de crescimento,
moléculas de adesdo celular, produtos de oncogenes ou de genes supressores tumorais
sdo especificamente examinados por secGes embebidas em parafina fixada em
formalina, por técnicas imunohistoquimicas que utilizam anticorpos especificos
(TAHARA, 1995b).

ABSTRACT

The gastric cancer presents a high mortality rises because its later diagnosis. The
creation of new laboratorial techniques with high sensibility and specification is very
important for early analyses and detection of carcinogenesis. In this context, the
discovery and use of molecular markers how signals of genetic and chromosomal
alterations can to make easier the control of gastric cancer. In this form, the main of this
paper is review the ‘“state — of — art” about the molecular markers, using the most
recent bibliography in association with the gastric cancer, mainly your types and uses.
We verified the existence of several proteic, immunologic and genetic markers, best
typifying the tumor and making possible a treatment more efficient and soft to the
patient.

Key Words: Carcinogenesis. Molecular markers. Genetic alteration. Chromosomal
alteration.

ABREVIACOES
DNA — Acido desdxiribonucléico;
EGF — Fator de Crescimento Epidérmico;



TGF — Fator de Crescimento Tumoral;

VEGF — Fator de Crescimento Endotelial Vascular;
IL — Interleucina;

CEA — Antigeno Carcinoembrionario;

PCR — Reacdo em Cadeia de Polimerase;

KDa — KiloDalton;

MCC — Carcinoma Celular de Merkel;

CDK — Quinase Dependente de Ciclina;

APC — Polipose Adenomatosa Colonica;

DCC — Delegéo em Cancer Coloretal;

MTSI — Instabilidade de Microsatélites;

CDH1 — Gene da E — cadherina;

FHIT — Gene da Triade de Histidinas Frageis;

IGF — Fator de Crescimento Semelhante a Insulina.
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