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RESUMO 

 
 O câncer é uma doença em expansão, cuja mortalidade é elevada no 

mundo, fazendo com que a comunidade científica busque cada vez mais 

diagnosticar precocemente, visto que as chances de curá-lo neste caso são 

maiores. O câncer gástrico é de especial interesse devido ser o quarto em 

malignidade e o segundo que mais causa mortes no mundo. Neste trabalho, 

amostras de tecidos tumorais e respectivas margens de ressecção de 

pacientes com câncer gástrico, e de biópsia do estômago de indivíduos 

controles (sem essa doença), foram investigadas através de abordagens 

proteômica, metabolômica e por biologia molecular. A análise proteômica 

utilizando uma abordagem da proteômica shotgun, o MudPIT off-line e a 

quantificação label-free pelo cromatogramas de íons extraídos (XICS) 

demonstrou que cada tipo de tecido é bem distinto. A margem de ressecção 

apresentou várias proteínas previamente correlacionadas ao câncer, assim 

como algumas proteínas superexpressadas que podem estar relacionadas ao 

crescimento tumoral e a metástase. Alguns exemplos são: colágeno alfa-1, 

ceruloplasmina, calpastatina e E-caderina. A análise multivariada, segundo o 

método de Ward e o agrupamento de k-Means, dos dados de metabolômica 

revelou que foi capaz de agrupar os diferentes tipos de amostras de acordo 

com seu tipo de tecido. De maneira que os resultados da análise metabolômica 

estão alinhados com os da proteômica em que os tipos de tecidos são muito 

distintos, particularmente a margem de ressecção, o qual pode ser resultado de 

uma contínua batalha bioquímica entre o corpo e as células cancerígenas. 

Além disso, uma investigação viral das amostras mediante a técnica de PCR 

(Polymerase Chain Reaction) evidenciou que o virus Epstein-Barr (EBV) deve 

ser considerado um fator de risco para o câncer gástrico em Manaus.  Os 

resultados proteômicos deste trabalho indicam que a margem de ressecção 

pode desempenhar um papel fundamental para a nutrição das células 

cancerígenas. O presente trabalho corrobora com a idéia de que é necessário 

um maior entendimento da doença em nível molecular, o que pode 

proporcionar tratamentos mais efetivos, e que o EBV deve ser levado em 

consideração para a incidência do câncer gástrico. 

Palavras-chave: Câncer gástrico, espectrometria de massas, biomarcadores. 
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ABSTRACT 

 

Cancer is a disease in expansion, whose mortality is one of the highest in the 

world, motivating the scientific community to increasingly seek early diagnosis, 

as the chances of cure are higher in this case. Gastric cancer is of particular 

interest as it is the fourth most common in malignancy and the second leading 

cause of death worldwide. In this work, we compared tissue samples from 

control subjects (without the disease) and patients with gastric cancer and their 

corresponding ressection margin by using proteomics, metabolomics, and 

molecular biology. The proteomic analysis comprised an offline MudPIT 

shotgun proteomic approach with label-free quantitation by extracted ion 

chromatograms (XICs); it revealed that each of these tissue-types is very 

distinct. The resection margin presented several proteins previously correlated 

with cancer, but also several other proteins that could be related to tumor 

nourishment and metastasis. Some examples are: collagen alpha-1, 

ceruloplasmin, calpastatin, and E-cadherin. The multivariate analysis, according 

to Ward’s method and k-means clustering, of our metabolomics data revealed 

that was able to group the different samples according to their tissue type.  Our 

metabolomic analysis results are aligned with those from the proteomics in that 

these tissue-types are very distinct, particularly the ressection margin which 

may be the result of an ongoing biochemical battle between the body and the 

cancer cells. Furthermore, a viral investigation of the samples by PCR 

(Polymerase Chain Reaction) showed that the Epstein-Barr virus (EBV) should 

be considered as a risk factor for gastric cancer in Manaus. In all, the proteomic 

results poses the ressection margin as playing a key role in the nutrition of the 

cancer cells. Regardless, we still need a better understanding of this disease at 

the molecular level to provide more effective treatments. 

 

Keywords: gastric cancer, mass spectrometry, biomarkers. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Câncer  

 

 O câncer não é uma doença única, mas um acúmulo anormal de células 

causado por alterações genéticas e epigenéticas, ou seja, uma doença com 

expressão gênica alterada considerada multifatorial pelo envolvimento 

poligênico e com relação ambiental (Gartner et al., 1999; Nussbaum et al., 

2008). De maneira simplificada, o organismo humano possui um ciclo celular 

controlado, no qual existe um arranjo de genes que regulam o crescimento 

celular, fazendo com que as células proliferem à medida que sofram mitose, e 

a morte celular, removendo as células de um tecido que sofreram desgaste. O 

desequilíbrio entre esses processos aliados a possíveis mutações nas células 

somáticas, visto que podem ocorrer vários erros de replicação por base de 

DNA durante o tempo de vida de um adulto, podem ocasionar o 

desenvolvimento do câncer (Nussbaum et al., 2008). 

 Uma vez que as células cujo material genético está alterado passam a 

receber instruções erradas para as suas atividades, por exemplo: a produção 

de certas proteínas vitais ao metabolismo, as quais ao perderem a 

funcionalidade ou deixarem de agir corretamente afetam o equilíbrio do 

metabolismo como um todo proporcionando um processo em cascata, no qual 

o conjunto de mutações vai se intensificando e a doença se prolifera 

rapidamente. Este pode ser hereditário como uma herança através da linhagem 

germinativa e, portanto, já inerente em cada célula do corpo. Ou esporádico (o 

mais comum) como resultado de uma desordem no processo citado acima 

(Nussbaum et al., 2008). 
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 Os genes nos quais as mutações que causam esta doença ocorrem, são 

classificados em dois tipos: os oncogenes e os genes supressores tumorais. 

Ambos estão diretamente relacionados ao crescimento celular seja pela 

codificação de proteínas de sinalização ou de regulação ou outra característica 

envolvida no processo. Em especial, os oncogenes são genes mutantes dos 

proto-oncogenes, uma classe de genes normais que participam do ciclo celular. 

Eles têm um efeito dominante e uma vez ativados ou hiperexpressos, é iniciada 

a mudança do fenótipo de uma célula, resultando na malignização 

(cancerização) das células normais (Figura 1). Essas células diferentes são 

denominadas cancerosas (Nussbaum et al., 2008; http://www.inca.gov.br/ 

conteudo_view.asp?id=322).  

 A incidência do câncer varia entre as populações de diferentes países e 

regiões e responde mundialmente por mais de 20% de todas as mortes. Em 

países desenvolvidos, essa doença é responsável por mais de 10% da renda 

destinada a cuidados médicos (Nussbaum et al., 2008). Entre os fatores 

envolvidos no mecanismo de carcinogênese estão: alterações múltiplas 

acumuladas, incluindo inativação de genes supressores tumorais, ativação de 

oncogenes e anormalidades nos reguladores do ciclo celular e dos fatores de 

crescimento (Dantas et al.,2009). 
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Figura 1- Processo de cancerização da célula, onde um agente cancerígeno entra em contato 

com as células normais desencadeando a malignização dessas. Fonte: 

http://www1.inca.gov.br/conteudo_view.asp?id=322 

Para a maioria dos cânceres, as taxas de sobrevivência dependem da 

detecção precoce da doença; tipicamente, quanto mais precocemente o câncer 

é detectado e diagnosticado, maior a taxa de sobrevivência. Na região 

amazônica, segundo uma análise no banco de dados da FCECON (Fundação 

Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas, uma instituição 

referência em detecção, prognóstico e tratamento do câncer), contida no INCA 

(Gráfico 1), a maior incidência ocorre na população com faixa etária entre 60 a 

79 anos, havendo em geral mais vítimas do sexo masculino. Além disso, os 

marcadores existentes como, por exemplo: CA 125 – câncer de ovário, CA 15.3 

– câncer de mama, CA 19.9 – câncer gastrointestinal, CEA – câncer de cólon, 

mama, pulmão e pancreático (Diamandist, 2004; Almeida  et al., 2007), deixam 

a desejar em termos de especificidade e sensibilidade, tornando-se necessária 

a identificação de novas proteínas séricas e metabólitos associados a tumores 

que possam ser usados clinicamente como novos biomarcadores e permitam 

detectar o câncer precocemente e monitorar a terapia ou a recorrência da 

doença (Barril et al., 1999). 

http://www1.inca.gov.br/conteudo_view.asp?id=322
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Gráfico 1 – Incidência do câncer gástrico por faixa etária, em mulheres e homens, registrada 

pela Fundação Centro de controle em oncologia (Manaus) no ano de 2000 a 2004. Fonte: 

http://www.inca.gov.br/cancernobrasil/2010/docs. 

1.2 Câncer gástrico 

 

O câncer gástrico é uma neoplasia maligna e como tal se diferencia dos 

tumores benignos, que são autolimitados em seu crescimento e não invadem 

tecidos adjacentes (embora alguns tumores benignos sejam capazes de se 

tornarem malignos). Os tumores malignos apresentam-se predominantemente 

sob a forma de três tipos histológicos: o adenocarcinoma, responsável por 95% 

dos tumores gástricos, o linfoma, diagnosticado em cerca de 3% dos casos, e o 

estromal gastrointestinal – GIST (http://www2.inca.gov.br/wps/wcm/connect/ 

tiposdecancer/site/home/estomago).  A maioria surge no antro e no corpo 

gástrico, havendo ainda dois subtipos histológicos comuns, o intestinal e o 

difuso (Schulz, 2005). 

Dentre todos os tipos de câncer, o gástrico é um dos mais comuns e o 

segundo em número de mortes no mundo. A maioria dos pacientes é 

diagnosticada com a doença em estado avançado, o que diminui drasticamente 

as opções de tratamento e resulta em uma média de sobrevivência em torno de 

5 anos apenas para 25% dos casos (Ebert et al., 2006).          
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 Conforme citado anteriormente, há prevalência do sexo masculino, como 

maior detentor de câncer gástrico, sobretudo acima dos 40 anos, porém essa 

diferença de incidência por sexo não tem sido relacionada a questões 

hormonais particularmente e sim ao próprio tipo histológico ou a localização do 

tumor (Mauad et al, 2000; Theuer et al., 1996).  Embora na faixa etária mais 

jovem (abaixo de 40 anos) a incidência seja de apenas 5% do total dos casos, 

a sobrevida é bem inferior, pois esses pacientes são diagnosticados 

tardiamente, uma vez que suas lesões podem ser confundidas com patologias 

benignas (Mauad et al, 2000; Theuer  et al., 1996). Quanto à ocorrência nesse 

grupo mais jovem, não há dados substanciais que apontem uma diferença na 

distribuição por sexo (1:1). Todavia, houve um aumento nos estudos 

relacionados a esse assunto, sendo iniciado por McNeer (McNeer, 1941) e se 

estendendo até os dias de hoje. Em Manaus, segundo estudos realizados na 

FCECON sob a responsabilidade de um dos colaboradores do projeto, Dr. 

Sidney Chalub, foi observada uma porcentagem maior, cerca de 10%, de 

pacientes com câncer gástrico nas pessoas com menos de 40 anos de idade. 

Em geral parece não haver barreiras quanto à faixa etária, pois foi relatado 

diagnóstico positivo até numa criança de 10 anos de idade (Mauad et al, 2000).  

 No contexto mundial, o Japão é o que apresenta a mais alta taxa de 

incidência deste tipo de câncer na faixa etária acima de 50 anos (59,9 a 

91,6/100.000 em homens e 23,8 a 38,9/100.000 em mulheres), sendo esta 

associada principalmente à alimentação como, por exemplo: peixes 

conservados em sal. A incidência de câncer de estômago em imigrantes 

japoneses residentes em São Paulo excede àquela encontrada nos brasileiros 
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não japoneses em cerca de 30%, sendo pouco menor que a incidência 

observada nos japoneses residentes no Japão. (Parkin et al., 1997).  

No Brasil, o câncer de estômago em homens é o segundo mais 

frequente nas regiões Norte (11/100.000) e Nordeste (9/100.000). Nas regiões 

Centro-Oeste (14/100.000), Sul (15/100.000) e Sudeste (14/100.000), é o 

quarto. Para as mulheres é o quarto mais frequente na Região Norte 

(6/100.000); é o quinto na Região Centro-Oeste (7/100.000) e nas demais 

regiões, Sul (8/100.000), Sudeste (9/100.000) e Nordeste (6/100.000), é o 

sexto. Novamente, ele apresenta maior incidência em homens, porém nas 

mulheres, corresponde a cerca de 5% de todos os tumores femininos. Estima-

se para o Brasil que no ano de 2012, o número de novos casos desse tipo de 

câncer será de 12.670 nos homens e de 7.420 nas mulheres. Estes valores 

correspondem a um risco estimado de 13 casos novos a cada 100 mil homens 

e 7 para cada 100 mil mulheres (Guerra et al., 2005; 

http://www.inca.gov.br/estimativa/2012/). 

 Tendo em vista a enorme quantidade de cânceres conhecidos, o câncer 

gástrico possui certa prevalência na região Amazônica. Como pode ser 

observado no Gráfico 2, os índices de taxa relativas para novos casos de 

câncer gástrico calculado com base em cada 100.000 habitantes nas capitais 

da região norte se assemelham aos de outras regiões do país. Estudos 

anteriores realizados por Guerra et al.(2005) relacionam o desenvolvimento do 

câncer gástrico ao baixo poder econômico e hábitos alimentares, e em especial 

na região Norte pode estar associado ao maior consumo de farinha de 

mandioca, alimento que pode liberar cianeto e modificar o pH da mucosa 

gástrica. 
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Gráfico 2 - Estimativa para o ano 2012 das taxas relativas de incidência por 100 mil novos 

casos de câncer gástrico nas regiões do Brasil. Cálculo realizado para as capitais. Fonte: 

http://www.inca.gov.br/estimativa/2012/. 

 

1.3 Origem do câncer gástrico 

 
 
 Diversos fatores podem contribuir individualmente ou em conjunto para o 

surgimento dessa neoplasia, desde fatores genéticos até hábitos alimentares, 

alguns destes descritos na tabela 1 (Schulz, 2005). 

 
Tabela 1 – Causas de câncer gástrico em humanos. 

Fatores envolvidos no câncer gástrico 

Helicobacter pylori 

Nitrosaminas 

Baixa consumação de frutas frescas e vegetais 

Álcool 

Fumo 

Pré-disposição genética pelo alto risco de mutações nos 

genes (CDH1) 

Pré-disposição genética pelo polimorfismo (IL1B) 

  

0

2

4

6

8

10

12

14

16

Homens

Mulheres



30 
 

 O Helicobacter pylori é considerado o principal agente etiológico em 

mais de 95% das gastrites crônicas e responsável pelo aumento do risco de 

câncer em até nove vezes (César et al, 2002), sendo considerado um 

carcinógeno humano. Em torno de 50% da população mundial possui cepas 

dessa bactéria, porém menos de 10% desenvolve doença inflamatória e úlcera, 

e um número menor ainda vem a apresentar câncer. A interação entre as 

células epiteliais da mucosa do estômago e a bactéria ocorre mediante a 

atuação de várias proteínas bacterianas, por exemplo: a proteína VacA tem 

efeitos diretos sobre a regulação do ciclo celular e a apoptose das células 

epiteliais gástricas, ou seja, ela induz a vacuolização e morte das células do 

hospedeiro. Isso leva à liberação de nutrientes e ainda facilita a introdução da 

H. pylori através da barreira mucosa. Além disso, essa proteína também é 

imunossupressora, diminuindo as respostas por macrófagos e células-T 

(Schulz, 2005). 

A ação deste agente carcinogênico é indireta, provocando gastrite, 

metaplasia e displasia. A infecção é adquirida na infância e a sua prevalência 

entre a população está relacionada com o status sócio-econômico, onde 

geralmente pessoas mais pobres apresentam a infecção por um tempo mais 

prolongado (César et al, 2002). 

O risco do câncer gástrico também pode estar relacionado a presença 

de co-cancerígenos na dieta, especificamente sal e álcool excessivo, os quais 

podem atuar como irritantes, agravando a destruição dos tecidos e 

ocasionando uma inflamação da mucosa gástrica, o que pode corroborar para 

uma infecção por H. pylori (César et al, 2002). As nitrosaminas, (R2N-N=O), 

são também potentes agentes cancerígenos e estão relacionadas a diversos 
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gêneros alimentícios, pois os nitritos e nitratos usados para conservar alguns 

tipos de alimentos, como carnes, peixes, salsichas e outros tipos de enlatados, 

são transformados nelas no estômago. Elas são agentes alquilantes que ao 

reagirem com bases de DNA podem causar mutações.  Algumas dessas 

mutações foram encontradas em cânceres gástricos nos genes: TP53, CDH1 

(E-Caderina), e CTNNB1 (β-Catenina) (Schulz, 2005; Macdonald et al., 2004). 

Entre os fatores genéticos têm-se as mutações no gene CDH1, 

responsável por codificar a E-caderina. Esta é uma glicoproteína de membrana, 

que possui a função de mediar a adesão homolítica entre as células epiteliais, 

ou seja, ela conecta o citoesqueleto pela forma de cateninas. Algumas dessas 

mutações são pequenas deleções na fita ou aquelas que afetam o encaixe do 

sítio de domínio de adesão, ocasionando uma proteína mais curta que o 

normal, que resulta na perda da habilidade dessas interações. Essa 

desfuncionalidade da E-caderina acarreta um padrão de crescimento difuso 

das células tumorais, e pode contribuir também para a desregulação da via 

WNT, o que geralmente ocorre durante a progressão do tumor. Raros casos 

familiares deste tipo de câncer são causados por mutações germinativas 

(hereditárias) da E-caderina, e o gene CDH1 se comporta como um clássico 

gene supressor tumoral para esse tipo específico de doença (Schulz, 2005; 

Alberts et al., 2008). 

Outros fatores genéticos são os possíveis polimorfismos principalmente 

no gene IL1B, o qual codifica as proteínas citocinas (um grupo de moléculas 

envolvidas na emissão de sinais entre as células durante o desencadeamento 

das respostas imunes) em humanos. Uma alteração no promotor pode 

influenciar o nível de expressão da citocina. Na figura 2, é mostrado um 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula
http://pt.wikipedia.org/wiki/C%C3%A9lula
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sistema_imunit%C3%A1rio
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exemplo de polimorfismo desse gene, onde a troca entre as bases 

nitrogenadas citonina por timina altera substancialmente a intensidade do 

promotor desse gene, pois os alelos-T de transcrição se ligam mais fortemente 

do que em alelos-C, logo a expressão de IL1B é mais fortemente induzida. A 

presença desses alelos-T está associada a aproximadamente dez vezes o 

aumento do risco de úlceras gástricas e do câncer (Schulz, 2005; Macdonald et 

al., 2004; Alberts et al., 2008). 

O polimorfismo nesses genes, incluindo os polimorfismos IL1B-31C/T 

está na grande maioria das vezes em ligação de desequilíbrio com outro grupo 

de genes. Significando que uma forma particular (alelo) do gene IL1B é 

encontrada junto com outra forma particular do gene IL1R. Este efeito age de 

maneira sinérgica com o genótipo da Helicobacter pylori, pois se, por exemplo: 

o risco de câncer gástrico para determinada população é de cerca de 2 a 3 

vezes mais elevado com a presença dessa bactéria; ele pode aumentar cerca 

de até 100 vezes mais nos portadores do gene IL1B-31T (Schulz, 2005). 

 

Figura 2 - O polimorfismo no promotor ILB1 relacionado ao risco de câncer gástrico indica a 

troca da base nitrogenada citosina (C) por timina (T), gerando uma sequência TATAAA, o que 

aumenta a força desse promotor. Fonte: Schulz, 2005. 
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Diante dos fatores acima citados, não é surpresa que o câncer gástrico 

seja considerado uma doença multifatorial. Contudo, vale enfatizar que essa 

neoplasia começa a demonstrar indícios de uma diminuição em certos países, 

inclusive no Brasil. A explicação vem de uma melhor conservação dos 

alimentos aliados à modificação no hábito alimentar, ou seja, o aumento da 

ingestão de frutas, legumes e verduras frescas. Essa alimentação se torna um 

fator protetor visto que esses alimentos têm vitaminas com propriedades 

antioxidantes. Outra característica pertinente é a diminuição nas taxas 

referentes a permanência da infecção pela bactéria Helicobacter pylori, devido 

ao surgimento de medicamentos mais eficazes juntamente com uma melhoria 

no saneamento básico e mudanças no estilo de vida da população. 

 

1.4 Biomarcadores  

 

 
 O advento da engenharia genética, o surgimento e o desenvolvimento 

de novas metodologias e a conclusão do sequenciamento do genoma humano 

em 2001, possibilitaram à área da biologia molecular um grande avanço, 

tornando possível o estudo de maneira mais abrangente e complexa dos 

sistemas biológicos, e o desafio da busca por biomarcadores. 

No caso específico do câncer, um biomarcador pode ser entendido como 

qualquer molécula ou característica biológica que indique alterações do estado 

fisiológico normal para o patológico. É definido como uma característica 

biológica que fornece informações tanto para diagnóstico, prognóstico, valor 

preditivo ou informações terapêuticas sobre uma determinada doença 
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(Carvalho et al., 2006a). Alguns aspectos fundamentais devem ser 

considerados quando se procura um biomarcador: 

 1. A seleção do material biológico a ser utilizado, pois vários tipos de amostras 

estão disponíveis para a pesquisa de câncer, por exemplo: o tecido tumoral e 

os fluidos do corpo tais como soro ou plasma; 

 2. A definição do alvo de um biomarcador: DNA, RNA ou proteínas. Pois estes 

podem ser utilizados como biomarcadores, e a escolha do tipo de alvo tem 

implicações relevantes; 

3. A incorporação das características de diagnóstico precoce da neoplasia e de 

sua origem, estabelecimento da extensão da doença, de maneira a permitir o 

acompanhamento temporário das mudanças do tumor (Silveira, 2005). 

 Da mesma forma, se um marcador é usado num cenário de previsão 

uma correlação do biomarcador com a quantificação do estágio tumoral 

também é desejável. Finalmente, reprodutibilidade e facilidade de interpretação 

são valiosos recursos aplicáveis (Jimeno et al., 2006).  

 Portanto, há um enorme esforço para identificar, caracterizar e validar 

biomarcadores significativos, isso porque o sucesso de desenvolvimento 

destes representa um passo em frente à individualização do diagnóstico 

precoce, na terapia e acompanhamento a partir de uma perspectiva orientada 

clinicamente, com ênfase nos biomarcadores que são candidatos a serem 

incorporados nas etapas sucessivas de diagnóstico, seleção terapêutica e 

monitoramento da eficácia terapêutica (Jimeno et al., 2006).  

 Finalmente, vale ressaltar que a grande maioria dos trabalhos 

objetivando a busca de biomarcadores tem como resultado um painel de 

candidatos.  Isto porque para ser considerado como um biomarcador, ele deve 
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passar por cinco fases experimentais, as quais são: 1) a exploração pré-clínica; 

2) testes clínicos e validação; 3) retrospectiva longitudinal; 4) triagem 

prospectiva e 5) controle da doença. Esse processo é bastante complicado, 

uma vez que o número de pacientes necessário para cada etapa é elevado, 

passando de centenas de indivíduos e também pela necessidade da presença 

de vários órgãos estarem envolvidos para a efetiva utilização e aprovação, 

como por exemplo: a NIST (National Institute of Standards and Tecnology). Por 

isso que o presente trabalho busca candidatos a biomarcadores para ajudar a 

compreender melhor a doença em um nível molecular, porém não a 

aplicabilidade imediata no diagnóstico clínico (Pepe et al., 2001; Barker, 2003). 

 

1.5 Biologia molecular – Reação em cadeia pela polimerase (PCR-

Polymerase chain reaction) 

 

  A biologia molecular tem o estudo dirigido especialmente para a 

estrutura e função do material genético, os produtos de expressão 

correspondentes e as proteínas; de maneira a investigar a interação entre os 

diversos sistemas celulares, principalmente no que diz respeito à relação entre 

o DNA, RNA e a síntese protéica (Alberts et al., 2008). Entre as diversas 

técnicas existentes que auxiliam nesse estudo tem-se o PCR, reação em 

cadeia pela polimerase. Essa técnica avançou bastante desde a primeira 

utilização por Saiki e colaboradores (Saiki et al., 1985).   

É um método que faz uso de oligonucleotídeos (primers) como 

demarcadores de regiões específicas da molécula de DNA para a ação da DNA 

polimerase, possibilitando a amplificação de um número ilimitado de 

sequências-alvo. É bastante sensível e o número de ciclos de amplificação 
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varia de acordo com o objetivo e as condições utilizadas. Para quantificar os 

produtos desse método da PCR, é geralmente usado o RT-PCR (Real-Time 

Polymerase chain reaction), onde é possível monitorar a quantidade de produto 

amplificado em tempo real (Alberts et al., 2008; Bartlett e Stirling, 2003). 

 No câncer gástrico, esta técnica de PCR tem sido empregada para um 

estudo mais direcionado para a ocorrência e função de certos genes envolvidos 

nesta doença, entre eles têm-se os genes virais como o do vírus de Epstein-

Barr (EBV). O EBV é classificado como um cancerígeno do grupo 1, de acordo 

com a agência internacional para pesquisa sobre câncer (IARC). Pertence à 

família gama-herpes, que tem uma molécula de DNA linear responsável pela 

codificação de aproximadamente 100 proteínas (Lima e Rabenhorst, 2006; 

Silva e Zucoloto, 2003). A incidência desse vírus nesse tipo de câncer tem sido 

encontrada num percentual de 2 a 18% da população mundial (Burke et 

al.,1990; Hayashi et al., 1998; Koriyama et al., 2001; Lopes et al., 2004). Um 

artigo recente no Brasil descreve essa incidência como de aproximadamente 

8% entre os casos diagnosticados no Ceará (Lima et al., 2011).   

1.6 Proteômica 

 

As proteínas são a ação do organismo, ou seja, são as moléculas 

executoras das células, as quais realizam praticamente tudo com relação ao 

metabolismo. Exemplos são enzimas que catalisam processos bioquímicos; 

outras são reguladoras que contribuem para a expressão do genoma; várias 

são estruturais; entre outras diversas funções que elas podem ter. O proteoma 

pode ser definido como o completo conteúdo protéico expresso por um genoma 

ou por uma célula ou um tipo de tecido. De maneira mais abrangente neste 
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contexto estão inclusas a quantificação, localização, determinação de 

modificações pós-traducionais, mutações e polimorfismos das proteínas. A 

proteômica é o conjunto de técnicas que estuda esse conteúdo protéico 

presente em diferentes partes do organismo e como ele reage às mudanças 

com o tempo e as várias condições submetidas (Eidhammer et al., 2007). 

Através da proteômica pode-se fazer um estudo sistemático de diversas 

propriedades das proteínas numa forma paralela, podendo fornecer assim uma 

detalhada descrição da estrutura, função e controle dos sistemas biológicos. 

Tal fato permite, portanto, estudar perfis de expressão protéica, onde 

comparação de estados fisiológicos diferentes é possível (Huber, 2003; 

Patterson et al., 2003). 

O proteoma se modifica ao longo do desenvolvimento de um organismo, 

diferente do genoma (conjunto de genes), o qual permanece praticamente o 

mesmo durante toda a vida. Logo, não é surpresa que as informações contidas 

no genoma não sejam suficientes para conhecer completamente seu 

equivalente protéico, pois o DNA não fornece toda informação sobre a 

estrutura, interação e funcionalidades das proteínas. Além de que geralmente 

as proteínas são modificadas pós-traducionalmente (Zhang et al., 2010) 

O estudo da proteômica requer metodologias que possuam 

sensibilidade, reprodutibilidade, rapidez, facilidade e automação, fatores esses 

que resultam em uma análise de custo relativamente alto. Com o avanço nas 

técnicas proteômicas torna-se possível uma “visualização” do proteoma, o que 

pode auxiliar no reconhecimento de padrões podendo trazer impacto direto na 

clínica médica entre outras aplicabilidades (Carvalho et al., 2006a).Na Figura 

3, é mostrado um fluxo de trabalho que geralmente é empregado nessa área. 
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Figura 3 - Fluxo de trabalho de um típico experimento de proteômica desde a extração até a 

identificação e caracterização das proteínas usando dados de espectrometria de massas em 

tandem. Fonte: Modificado de Cottrell, 2011. 

1.7 Separação de Proteínas 

 
As técnicas de separação de proteínas são capazes de simplificar um 

complexo de amostras biológicas, possibilitando um aumento no número de 
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identificações confiáveis quando acopladas a espectrometria de massa 

(Veenstra et al., 2006). Logo, a escolha do método é geralmente o primeiro 

passo de uma aplicação proteômica. Alguns exemplos de técnicas que podem 

ser empregadas são: eletroforese unidimensional e/ou bidimensional em gel 

(SDS-PAGE), e cromatografia líquida (por exemplo: fase reversa e troca iônica, 

por afinidade, entre outras ou combinação delas). 

 

1.7.1 Descrição das técnicas utilizadas nesse trabalho: 

 
 

 Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE) 

 
É um método utilizado para a análise das massas moleculares de 

proteínas. Este utiliza o dodecilssulfato de sódio (SDS) para desnaturar as 

proteínas no gel de poliacrilamida, ou seja, convertê-las numa estrutura linear, 

conferindo uma densidade de carga uniforme, o que minimiza assim possíveis 

interferências.  O uso do ditiotreitol (DTT) ou 2-mercaptoetanol, como agentes 

redutores em altas temperaturas desfazendo as pontes dissulfetos, também 

auxiliam na eliminação da estrutura tridimensional dos polipeptídeos.   Tais 

fatores são usados com o propósito de que a separação dependa apenas do 

volume molar (que na grande maioria das vezes está fortemente 

correlacionado à massa molecular) de cada amostra a ser analisada. 

O gel é uma matriz constituída de polímeros de acrilamida com ligações 

cruzadas de N-N-metil-bisacrilamida, cuja porosidade é escolhida com base na 

composição do alvo a ser escolhido. Quanto maior a concentração de 

acrilamida, menores serão os poros da malha formada. Já o SDS é um 
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detergente anfótero com uma carga negativa dentro de uma ampla faixa de pH, 

cuja calda hidrofóbica interage com as cadeias polipeptídicas. 

Ao aplicar um campo elétrico, as moléculas migram através da malha de 

acrilamida do pólo negativo (ânodo) em direção ao pólo positivo (cátodo), 

Figura 4. Dependendo do seu tamanho, cada proteína se moverá 

diferentemente: as proteínas menores migrarão mais rapidamente, enquanto 

que as maiores terão mais dificuldade em atravessar a malha do gel e, assim, 

se moverão mais lentamente. 

Quando proteínas marcadoras (pesos moleculares conhecidos de 

diversas cadeias polipeptídicas) são usadas na análise, pode-se inferir a 

mobilidade eletroforética da proteína de interesse. Devido uma reta que pode 

ser utilizada como padrão para o cálculo aproximado do peso molecular. Esta é 

obtida pelo logaritmo da massa molecular de proteínas conhecidas no eixo y 

pela distância percorrida de cada banda (Rf) pertencente ao padrão até a frente 

do gel no eixo x (Fischer, 2010). 

 

Figura 4 - Esquema da eletroforese em gel de poliacrilamida, onde ao aplicar um campo 

elétrico, as proteínas do padrão (P) e das amostras migram através da malha de acrilamida do 

pólo negativo (ânodo) em direção ao pólo positivo (cátodo). Fonte: Modificado de 

http://biomedicinabrasil.blogspot.com. 

P Amostras 

http://biomedicinabrasil.blogspot.com/
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 Tecnologia de identificação de proteínas multidimensional (MudPIT) 

 
A motivação de aumentar o número de proteínas identificadas em uma 

análise de misturas complexas levou ao desenvolvimento da tecnologia de 

identificação de proteínas multidimensional – MudPIT (Lin et al., 1999; 

Washburn et al., 2001). MudPIT combina cromatografia de troca iônica (SCX) 

intercalada com cromatografia de fase reversa (RP) diretamente acoplada a 

espectrometria de massas em tandem (Figura 5). Ela pode ser on-line (com 

uma coluna de cromatografia bi-fásica) ou off-line (a cromatografia de troca 

iônica é feita independentemente para então submeter as frações dessa 

primeira dimensão a cromatografia de fase reversa). Ambas têm vantagens e 

desvantagens: o modo off-line oferece maior flexibilidade, podendo ser 

otimizada a separação; o modo on-line por sua vez é um processo 

automatizado, o que evita a perda e contaminação de amostra (Motoyama et 

al., 2008). 

A cromatografia de troca iônica (SXC) separa as proteínas de acordo 

com a carga através das interações eletrostáticas das cadeias laterais dos 

aminoácidos carregados com o tipo de resina usada. A separação se inicia com 

o aumento gradual da concentração iônica permitindo uma eluição diferencial 

do analito, visto que os de menor afinidade com a resina irão eluir primeiro. As 

matrizes disponíveis comercialmente para esse tipo de análise podem variar 

quanto ao tipo e grau de interação, tamanho da partícula e natureza química da 

resina, pois essas podem ser aniônicas ou catiônicas. Contudo, todas permitem 

o fracionamento de proteínas pela carga superficial, portanto a escolha do tipo 

de matriz depende do tipo de amostra. 
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A cromatografia de fase reversa (RP) é um método que utiliza uma fase 

estacionária não polar, onde a sílica (polar) foi derivatizada com 

hidrocarbonetos que variam em comprimento de C4 a C18. A fase C18 é a mais 

usada, por ser a mais indicada para peptideos, além de oferecer retenção e 

seletividade para uma ampla gama de compostos contendo diferentes grupos 

polares e não polares na sua superfície. A fase móvel consiste em 

combinações de gradientes de água e solventes polares orgânicos, geralmente 

acetonitrila ou metanol.  Nesse método, as moléculas mais polares irão eluir 

primeiro e conforme o aumento da concentração do solvente orgânico menos 

polar, aquelas moléculas que ficaram retidas na coluna irão eluir também.  

Outro quesito importante nesse processo é o tempo de retenção de cada 

molécula, que será específico para cada um, dependente também do grau de 

hidrofobicidade (Fischer, 2010; Neverova et al., 2005). 

Na abordagem MudPIT, o complexo de peptídeos é aplicado a uma 

coluna de troca iônica, onde uma fração de peptídeos absorvida é deslocada 

para uma coluna de fase reversa quando submetida a um “pulso” de 

concentração da solução salina crescente. Os peptídeos retidos na coluna de 

fase reversa são então submetidos a um gradiente hidrofóbico com o aumento 

na concentração de solvente orgânico para serem eluídos para o 

espectrômetro de massas e identificados (Fischer, 2010; Zhang et al., 2010). 
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Figura 5 - Tecnologia de identificação de proteínas multidimensional (MudPIT), a qual utiliza 

uma cromatografia de nanofluxo com coluna de troca iônica seguido de coluna de fase reversa 

acoplada a espectrometria de massas em tandem. Fonte: Modificado de Fischer, 2010. 

 

1.8 Identificação de Proteínas 

 

A identificação das proteínas pode ser realizada mediante o uso da 

espectrometria de massas em conjunto com algoritmos especializados. A 

massa molecular de um peptídeo, juntamente com um perfil de massas 

resultante da fragmentação do mesmo pode ser adquirida experimentalmente 

por espectrometria de massas, fornecendo o MS1 (survey scan) e o MS2 

(também conhecido como o peptide fragmentation fingerprint). Tais 

informações podem ser submetidas a uma ferramenta de busca, por exemplo: 

SEQUEST (Eng et al., 1994), X-Tandem (Craig et al., 2004), Mascot (Perkins et 

al., 1999), ou ProLuCID (Xu et al., 2006).  Estas ferramentas comparam o 

espectro experimental com teóricos gerados a partir de um banco de 

sequências de peptídeos e fornece como resultado a sequência para o qual o 

espectro teórico mais se assemelha ao experimental.  Os resultados devem ser 
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probabilisticamente validados usando uma ferramenta como DTASelect ou 

Search Engine Processor (Cociorva et al., 2006; Carvalho et al., 2012a). 

1.8.1 Espectrometria de massas 

 

A espectrometria de massas (MS) é uma das ferramentas analíticas 

usadas em estudos relacionados a áreas da biologia, da medicina, alimentícia 

e tecnológica. Através dela podem-se comparar padrões entre duas condições 

específicas, estudar modificações protéicas pós-traducionais, realizar 

fragmentações visando a elucidação e confirmação de determinada estrutura, 

além de poder ser usada para quantificar biomoléculas, tais como proteínas, 

peptídeos, carboidratos, entre outros.  A MS é considerada o estado da arte na 

análise de sequência de peptídeos (Liebler, 2002; Ferreira et al., 2009). 

 
 Funcionamento do espectrômetro de massas 

 
O espectrômetro de massa é um instrumento analítico capaz de 

converter moléculas neutras em íons na forma gasosa e separá-los de acordo 

com a sua razão massa/carga (m/z), utilizando para isso campos elétricos ou 

eletromagnéticos. Uma análise no espectrômetro de massas inicia com a 

introdução da amostra no equipamento por injeção direta ou através de um 

equipamento de separação acoplado: cromatógrafo gasoso (GC), o 

cromatógrafo líquido (LC) ou aparelho de eletroforese capilar (CE). Caso esse 

processo seja automatizado uma maior quantidade de amostras será analisada 

num curto período de tempo. Em seguida, os íons são gerados e separados 

por meio de sua relação massa-carga (m/z) em um analisador de massas e 

detectados qualitativamente e/ou quantitativamente por meio de um detector, o 
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qual registra a corrente iônica oriunda do analisador na forma de íons. A 

magnitude do sinal elétrico em função da razão m/z é convertida por um 

processador de dados, o qual gera o espectro de massas correspondente 

(Gross, 2004 apud Ferreira et al., 2009; Carvalho, 2010). Em resumo, um 

espectrômetro de massas é composto basicamente, por uma fonte ionizante, 

analisador (es) e detector (es), conforme esquematizado na Figura 6 

(Carvalho, 2006b; Carvalho, 2010). 

 Contudo, essa tecnologia cujos dados permitem interpretar as 

informações contidas no genoma (Mann et al., 2003), só passou a ser usada no  

estudo de biomoléculas após a criação de novas técnicas de ionização que não 

degradassem as macromoléculas, ou seja, técnicas mais brandas, nas quais se 

destacam: Matrix Assisted Laser Desorption Ionization  - MALDI (Karas et al., 

1987) e ElectroSpray Ionization – ESI (Fenn et al.,1989). 

 

 

 

Figura 6 - Esquema de um espectrômetro de massas. Fonte: Adaptado de Carvalho et al., 2006b. 
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O MALDI é um método no qual a amostra é co-cristalizada numa matriz 

composta de ácido de peso molecular conhecido. Essa matriz absorve a 

energia do laser e a transfere para o analito acidificado. O aquecimento rápido 

pelo laser causa a dessorção da matriz e os íons do analito ([M+H]+) entram na 

fase gasosa. Várias centenas de disparos de laser são necessários para atingir 

uma relação sinal/ruído aceitável para a detecção do íon. O analisador 

geralmente empregado nesse método é o tempo de vôo (TOF), no qual os íons 

cruzam uma região livre de campo elétrico numa velocidade inversamente 

proporcional a raiz quadrada da razão m/z. Logo, os íons com menor razão m/z 

chegam mais rápidamente ao detector. Algumas desvantagens desse método 

são a baixa reprodutibilidade e a dependência da preparação de amostra 

(Yates et al., 2009; Eidhammer et al., 2007; Fischer, 2010). 

A ionização por spray de elétrons, ESI, ao contrário do MALDI, produz 

íons a partir de uma solução. Pela aplicação de uma diferença de potencial 

entre a extremidade do capilar na câmara de ionização e o orifício de entrada 

no espectrômetro de massas concentram-se os íons na extremidade da gota 

da solução, onde se têm duas forças atuantes: a força eletrostática e a tensão 

superficial. À medida que há o aumento da densidade das cargas positivas, a 

forma esférica das micro-gotas se modifica para de um cone, denominado 

“cone de Taylor”. Ao intensificar esse processo, há uma desestabilização do 

menisco que causa a ruptura do cone, transformando-o em um “spray 

eletrolítico” de micro-gotas altamente carregadas (Figura 7), as quais sofrem 

dessolvatação pelo aumento da temperatura, diminuindo a concentração do 

solvente, aumentando as forças eletrostáticas repulsivas até o limite de 

Rayleigh, quando ocorre a “explosão coulombiana”.  Então, essas gotículas 
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altamente ionizadas desfeitas transferem carga às moléculas do analito, os 

quais seguem até o analisador como íons discretos. A ESI é bastante utilizada 

devido à compatibilidade com vários instrumentos, e o desenvolvimento do 

micro e do nano-ESI possibilitou uma melhoria na sensibilidade do método 

(Carvalho, 2006b; Carvalho, 2010; Yates et al., 2009). 

 

Figura 7 - Micro gotas são expelidas do cone de Taylor, à medida que se aplica uma diferença 

de potencial entre a extremidade do capilar e a entrada no espectrômetro de massas, sofrendo 

ainda a dessolvatação, resultando em gotículas altamente carregadas para o analisador. Fonte: 

Fischer, 2010. 

Pode-se usar dois analisadores em conjunto com o ESI, por exemplo: o 

conjunto armadilha de íons / Orbitrap. Neste, os íons oriundos da fonte de 

ionização são selecionados e “guiados” até a armadilha de íons (ion trap) por 

um campo elétrico quadrupolar originado de quatro varetas paralelas, na qual 

cada par de varetas opostas são eletricamente conectadas para estabelecer 

um campo eletromagnético.  De maneira que a variação na radiofrequência 

(RF) com a voltagem e na frequência angular do potencial de RF do ângulo 

inicial faz com que os íons possuam uma variação senoidal, porém com uma 

trajetória estável (sem colisão contra os polos) ao longo do filtro (Figura 8a) 

(Carvalho, 2010). 
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 Na armadilha de íons, os íons são separados de acordo com sua razão 

m/z ao passo que se aplicam campos eletromagnéticos de frequência 

constante, porém cujas intensidades crescem. Quando a frequência natural dos 

íons se iguala a frequência imposta na armadilha, os íons são expelidos sendo 

obtido o MS1, o qual é o espectro de massas que representa o perfil da razão 

m/z dos peptídeos ionizados (Figura 8b). 

 

Figura 8– (a) O quadrupolo “filtra” e “guia” os íons até a armadilha de íons. O íon representado 

pelo caminho azul demonstra uma trajetória instável, colidindo em uma das varetas de onde o 

campo elétrico se origina. O íon representado pelo caminho vermelho possui uma trajetória 

estável, seguindo para a armadilha de íons.  Fonte: (a) Carvalho, 2010. Figura 8- (b) A armadilha de 

íons (Ion trap) seleciona os íons de acordo com sua razão m/z à medida que a intensidade dos 

campos eletromagnéticos cresce fazendo com que os íons saiam do “aprisionamento” e sejam 

expelidos e detectados, obtendo-se o MS
1
. (b) Modificado de Glish et al., 2003. 

 
Atualmente existem inúmeros modelos de espectrômetro de massas, 

cada um otimizado para uma particularidade. O Orbitrap Velos (Thermo, San 

José, Califórnia) (Figura 9), que é considerado estado-da-arte, foi o utilizado 

nesse trabalho. Ele contém uma fonte ionizante eletrospray (ESI), analisadores 

do tipo “armadilha de íons” (Linear-trap ou LTQ) e Orbitrap. Este último 

analisador foi inventado por Makarov em 1999 (Makarok, 2000) e possui uma 

b) a) 
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órbita que aprisiona os íons em torno do eletrodo central e oscilam 

harmonicamente ao longo do eixo com frequências relativas aos valores de m/z 

até que atinjam uma frequência característica. Tal aprisionamento deve-se ao 

campo eletrostático aplicado, no qual a atração eletrostática do eletrodo interno 

se iguala à força centrípeta. A frequência desta órbita pode ser facilmente 

demonstrada a ser inversamente proporcional à raiz quadrada da razão m/z 

dos íons. A determinação da frequência dos íons presentes é feita aplicando a 

transformada de Fourier ao sinal que provém do detector. Além disso, o 

analisador do tipo Orbitrap se caracteriza pela alta resolução (até 200 000) e 

acurácia de aproximadamente 1 a 5 ppm (Makarok, 2000).

 

Figura 9 – Esquema do espectrômetro de massas Orbitrap Velos (Thermo, San José, 

Califórnia) com a fonte ionizante eletrospray (ESI) e os analisadores do tipo 

quadrupolo/armadilha de íons (linear trap) e Orbitrap. Fonte: Carvalho, 2010. 

Este espectrômetro é capaz de realizar experimentos de espectrometria 

de massa em tandem (MSn), sendo fundamental para a proteômica shotgun na 

identificação de peptídeos e proteínas (Figura 10).  Ele pode dissociar as 

moléculas por três técnicas: dissociação por colisão induzida (CAD), 
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dissociação por transferência de elétrons (ETD) e dissociação por alta energia 

(HCD). Porém a mais usada neste tipo de abordagem shotgun é a dissociação 

por colisão induzida, sendo eficaz, nesta configuração com íons com carga +2 

e +3. Com relação aos analisadores presentes, ambos podem trabalhar em 

paralelo, onde a configuração mais utilizada é a obtenção do MS1 no Orbitrap, 

e as análises subsequentes de MS2 no linear trap - LTQ, fazendo assim 

proveito da alta resolução do Orbitrap e velocidade do LTQ (Carvalho, 2010; 

Han et al., 2008; Motoyama et al., 2008). A sensibilidade e precisão deste 

aparelho o fizeram o escolhido para as análises deste trabalho. 

 

Figura 10 - A sequência de aminoácidos do peptídeo PVNFKFLSH pode ser elucidada com o 

MS2 (espectrometria de massa em tandem) acima pela diferença de massa entre “picos”.  

Fonte: Rioli  et al., 2003. 

 Bioinformática 

Uma vez obtidos os dados, ou seja, os resultados inerentes à massa 

molecular (MM) dos peptídeos mediante o MS1, assim como a informação 

relativa à sequência de aminoácidos dos peptídeos, contidas nos espectros de 

fragmentação (MS2) e também tendo o conhecimento da enzima que realizou a 
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digestão, neste caso, tripsina, podem-se usar softwares de busca. Para cada 

espectro de massas experimental obtido, estas ferramentas são capazes de 

apontar a sequência peptídica existente em um banco de dados, que indica 

qual espectro teórico mais se assemelha ao experimental; é fornecido em 

conjunto um score de medida de semelhança. Os softwares mais conhecidos e 

comumente empregados são: o SEQUEST, ProLuCID e o Mascot. No 

SEQUEST e ProLuCID a métrica de semelhança é conhecida como correlação 

cruzada  Os dados devem ser pós-processados por uma ferramenta como 

DTASelect (Cociorva et al., 2006) ou Search Engine Processor (Carvalho et al., 

2012a). Estes se baseiam em uma distribuição de “scores” obtidos da 

identificação de sequências artificiais, inexistentes no organismo, para poder 

estabelecer “scores” de cut-off de forma a convergir para uma resposta 

confiável. Em seguida, estas ferramentas fornecem a lista de proteínas 

existentes a partir dos peptídeos identificados. 

1.9 Marcadores Protéicos Aplicáveis na Detecção de Processos 

Cancerígenos  

 

 O desenvolvimento de métodos analíticos mais sofisticados proporciona 

novas metas para a caracterização da doença, diagnóstico precoce e 

desenvolvimento de medicamentos. Além disso, as análises de mutações de 

genes têm proporcionado uma visão sobre a patogênese e progressão a partir 

de lesões pré-invasivas de câncer invasivo. Dessa maneira, a busca por 

marcadores séricos nesse caso fundamenta-se no conceito de que algumas 

substâncias específicas sejam liberadas pelas células tumorais ou pelo 

organismo hospedeiro em resposta à presença do tumor. Logo, um marcador 
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tumoral pode ser definido como qualquer substância que esteja correlacionada 

com a apresentação clínica do tumor, seu crescimento e mudança de tamanho 

após o tratamento (Carvalho et al, 2005). Nesse contexto, o perfil dos genes e 

da expressão de proteínas tem avançado e contribuído com a compreensão na 

identificação de genes que são altamente expressas em cânceres, fornecendo 

mais detalhes sobre os recursos clínicos patológicos e revelando novos 

aspectos relacionados para o processo de invasão dos tecidos por estes 

tumores.  

 A expansão do conhecimento referente aos perfis de pacientes com 

câncer está produzindo novas metas, mas também novos marcadores. Como 

exemplo pode-se citar a descoberta de fatores genéticos cuja presença 

predispõe o câncer pancreático, como a associação de genes BRCA2 com 

defeitos da anemia Fanconi e a sensibilidade à mitomicina C. Outros exemplos 

utilizando a análise proteômica têm apresentando resultados aparentemente 

satisfatórios, como a análise do perfil protéico realizado no SELDI-TOF que 

apresentou no espectro de massas diferenças nos padrões de expressão entre 

os pacientes com e sem câncer (Figura 11). Além de que, nesse trabalho foi 

possível ver que apenas o diagnóstico pela biópsia possui falhas quanto à 

detecção precoce da mesma, pois pacientes considerados saudáveis pela 

biópsia e pelo antígeno PSA, foram classificados pela espectrometria de 

massas como detentores de câncer, o que ficou comprovado cinco anos mais 

tarde pela biópsia, ou seja, o perfil protéico já estava modificado cinco anos 

mais cedo, mesmo que este não fosse perceptível ao atual diagnóstico clínico 

existente (Petricoin et al., 2002a).  
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Figura 11- Cromatograma exemplificando as diferenças nos padrões de expressão entre os 

pacientes com e sem câncer. Fonte: Petricoin et al., 2002a. 

 
Em outro estudo com SELDI-TOF (Petricoin et al, 2002b), baseando-se 

apenas nos picos diferencialmente intensificados, foi possível diagnosticar os 

casos de câncer de ovário em 100% dos casos e de mulheres não afetadas 

pela doença em 95%.  Já no estudo realizado com pacientes de câncer 

gástrico foi possível distinguir em particular pacientes nos estágios I e II, III e IV 

(Figura 12) desse tipo de câncer (Zhao et al., 2010). Trabalhos semelhantes a 

esses impulsionaram a aplicação dessa técnica a outros tipos de tumores e 

tecidos (Li et al., 2002; Yasui et al., 2003). 

 Portanto, a existência de padrões específicos reforça a hipótese de que 

biomoléculas podem originar-se de microambientes do tumor hospedeiro (Zhao 

et al., 2010) permitindo sua análise, e que a poderosa combinação da 

proteômica com os novos avanços de técnicas instrumentais como a 

espectrometria de massas pode permitir grandes modificações na clínica 

médica atual. Tais conhecimentos eventualmente levam a abordagem de um 

tratamento mais individualizado da doença em estudo. (Jimeno et al., 2006).  
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Figura 12 - Expressão diferencial no Surface-enhanced laser desorption/ionization - Time of 

flight (SELDI-TOF) em picos na razão m/z 4665 em amostras de pacientes com estágio I/II 

versus estágio III/IV de câncer gástrico. C73a = Estágio I, C7-A = Estágio II, C70-b = Estágio III 

e C5 = Estágio IV. Fonte: (Zhao et al., 2010). 

1.10 Metabolômica 

 

 A metabolômica é outra abordagem das ciências “ômicas” que é usada 

na descoberta de biomarcadores para certas doenças, desenvolvimento de 

drogas, em áreas do meio ambiente e de nutrição, entre outros (Chen et al., 

2011).  Ela é o conjunto de técnicas utilizadas juntamente com abordagens de 

reconhecimento de padrões e bioinformática, de maneira semelhante à 

proteômica, que permite uma avaliação quantitativa dos metabólitos 

endógenos, ou seja, ela possui um importante papel no estudo dos 

componentes e produtos do metabolismo do organismo em resposta a uma 

estimulação fisiopatológica ou modificação genética. Considere-se que um 

número elevado de metabólitos humanos é desconhecido, os quais podem ser 

de milhares a dezenas de milhares ao comparar com os dados conhecidos da 

genômica e da proteômica (Spratlin et al., 2009; Kotlowska et al., 2011). 

Contudo, a abordagem metabolômica pode ainda ser realizada para muitos 

fins, focando-se nos perfis dos espectros de massas e selecionando apenas 
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picos de interesse, por exemplo, os diferentes em presença/ausência ou em 

intensidades relativas. Isto é, na maioria dos casos não é necessário identificar 

todos os metabólitos presentes numa amostra biológica. 

 A origem da metabolômica data de várias décadas, com aplicações 

iniciais no campo de erros inatos do metabolismo, toxicologia e nutrigenômica 

funcional. Contudo, essa ciência só foi impulsionada no final dos anos 90, a 

partir da identificação de câncer em amostras de sangue pela ressonância 

magnética nuclear. Individualmente ou agrupado como perfil metabolômico, a 

detecção de metabólitos pode ser realizada em células, tecidos e fluidos 

biológicos tanto por ressonância magnética nuclear (RMN) como por 

espectrometria de massas (MS), os dois métodos mais aceitos para a 

mensuração de metabólitos (Spratlin et al., 2009).  As técnicas baseadas na 

espectrometria de massas incluem cromatografia gasosa/espectrometria de 

massas (GC/MS), GC-MS/MS, cromatografia líquida/espectrometria de massas 

(LC/MS) e LC-MS/MS (Hu et al., 2011). 

 Comparada com a genômica ou proteômica, a metabolômica reflete 

mudanças no fenótipo e, portanto na função. Em contrapartida, ela é a visão 

terminal do sistema biológico, não permitindo a representação do aumento ou 

decréscimo das proteínas e dos genes. É necessária a compreensão de todas 

as ciências “ômicas” para um maior entendimento do sistema biológico 

humano, uma vez que elas são complementares entre si (Spratlin et al., 2009). 

 Recentemente, tem havido bons avanços nas tecnologias 

metabolômicas, possibilitando aos cientistas detectar milhares de compostos 

numa simples análise, seus biomarcadores potenciais, e finalmente identificar 

os metabólitos relevantes (Chen et al., 2009). Em especial, para o câncer 
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gástrico, tem havido indícios de possíveis metabólitos encontrados numa 

análise de GC/MS, os quais estão descritos na Tabela 2, tendo sua expressão 

elevada ou ausente quando comparado entre os pacientes normais e 

detentores desse tipo de câncer.  É importante frisar que alguns deles estão 

diretamente envolvidos em vias metabólicas, como por exemplo: da serina e da 

fosfoserina (Wu et al., 2010). 

Tabela 2 – Metabólitos diferenciáveis encontrados em cromatogramas de cromatografia 

gasosa/espectrometria de massas (CG/MS) ao comparar pacientes com câncer gástrico e 

normais. Fonte: Wu et al., 2010. 

Metabólitos Classe química 

Ácido heptanodióico Ácido orgânico 

Ácido Propanóico Ácido orgânico 

Fenantrenol Álcool 

Butanotriol Álcool 

L-valina Aminoácido 

Acetamida Outros 

L-isoleucina Aminoácido 

Serina Aminoácido 

Ácido butanoico Ácido orgânico 

Oxazoletiona Outros 

Naftaleno Outros 

L- glutamina Aminoácido 

Fosfoserina Aminoácido 

L-altrose Carboidratos 

L- manofuranose Carboidratos 

Galactofuranosídeo Carboidratos 

Mio-inositol Poliol 

D- ribofuranose Carboidratos 
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Resumidamente, a importância de trabalhos como o presente pode ser 

demonstrada por diversos fatores: 

 Na região norte do Brasil, em especial no Amazonas, o investimento em 

pesquisas relacionadas aos mais diversos tipos de câncer, em especial com 

relação ao câncer gástrico, é inferior ao da média mundial; a maioria dessas 

pesquisas está relacionada a tentativa de compreensão de questões 

genômicas envolvidas nesse processo; 

 A necessidade da descoberta de novos biomarcadores para a detecção 

precoce de várias doenças, em particular o câncer.  Atualmente, são poucos os 

marcadores, nem sempre específicos para cada tipo de câncer. O 

conhecimento desses candidatos a marcadores específicos pode resultar no 

futuro num diagnóstico mais personalizado e menos tardio aumentando assim 

a chance de sobrevivência da pessoa; 

 Na Região Amazônica, em especial em Manaus, há uma grande incidência 

de casos de cânceres gástricos que conforme relatos de especialistas locais da 

área apresentam certas particularidades frente aos cânceres gástricos 

existentes em outros lugares. Por exemplo, a maior taxa de incidência regional 

deste tipo de câncer ocorre em pessoas de 35 a 60 anos. Contudo, a 

ocorrência entre jovens de 15 a 30 anos é superior à média mundial para essa 

faixa etária. Ou seja, há uma intrigante ocorrência dessa doença na população 

jovem na Região, necessitando maiores investigações para seu melhor 

entendimento;  

 Há vários resultados na literatura de estudos de proteomas e metabolomas 

por espectrometria de massas, com resultados bastante relevantes, indicando 
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que metodologias semelhantes podem ser promissoras para o diagnóstico 

clínico no futuro; 

 A pesquisa e o ensino multidisciplinar, particularmente com enfoque de 

diagnóstico clínico com o uso de novas técnicas de análise precisam ser 

alavancados na Região, pois há carências de especialistas para atuar nesse 

tipo de abordagem. 
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2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 Realizar um estudo comparativo de tecidos de pacientes com câncer 

gástrico e de indivíduos controles (sem a doença) através de análises 

proteômicas e metabolômicas utilizando espectrometria de massas.  

2.2 Objetivos específicos 

 

 Analisar preliminarmente as amostras de câncer gástrico, da margem de 

ressecção e do controle mediante a técnica de PCR (Polymerase Chain 

Reaction); 

 Realizar análises por espectrometria de massas de perfis proteômicos e 

metabolômicos de câncer gástrico do tipo adenocarcinoma (95% dos 

casos), para melhor caracterizar o perfil molecular dos mesmos; 

 Selecionar candidatos a marcadores proteômicos e metabolômicos 

específicos para o tipo de câncer em estudo; 

 Avaliar estatisticamente a consistência dos resultados dos perfis 

proteômicos e metabolômicos com os dados da avaliação clínica dos 

pacientes envolvidos no estudo. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

(CEP) da Universidade Federal do Amazonas sob Nº 0057.0.115.000-11-

CAAE. Sendo este juntamente com a coleta do material biológico também 

aprovado pelo Comitê Científico da Fundação CECON. 

3.1 Seleção de pacientes com câncer e indivíduos controle  

 

 Para o trabalho prospectivo comparativo de pacientes com cânceres 

gástricos avaliados por espectrometria de massas, foram selecionados 

pacientes com câncer, a respectiva margem de ressecção e controles de 

acordo com os seguintes critérios: 

 Critérios de inclusão 

 Pacientes com cânceres gástricos diagnosticados através de biópsia e 

endoscopia, tendo como diagnóstico histológico adenocarcinoma; E que 

tivessem indicação cirúrgica pelo corpo clínico da fundação CECON. 

 Pacientes maiores de idade que concordaram em participar da pesquisa 

e independente do sexo; 

 Os pacientes controles (sem a doença) foram aqueles portadores de 

dispepsia gástrica comprovados com endoscopia para excluir qualquer 

possibilidade de câncer. 

 
 Critérios de exclusão 

 Os voluntários não deveriam apresentar histórico ou qualquer evidência 

de HIV ou vírus da hepatite B ou C; 
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 A ocorrência prévia ou atual das doenças citadas acima e o histórico de 

outros tipos de carcinoma foi anotada e no caso de possível interferência 

nas análises, a amostra correspondente foi descartada; 

3.2 Coleta e preservação das amostras 

 

 Em todos os casos o consentimento escrito dos voluntários (Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido – Anexo 1) foi obtido mantendo a devida 

privacidade. Além disso, foi respondido um questionário pelos pacientes 

permitindo ao fim da pesquisa correlacionar os dados laboratoriais com a 

situação particular de cada voluntário. Vale ressaltar que foram seguidas todas 

as normas do conselho de ética institucional.  

 As amostras foram coletadas na Fundação CECON sob a orientação de 

cirurgião do aparelho digestivo, especialista em Oncologia. Os indivíduos do 

grupo controle foram escolhidos durante o processo de endoscopia segundo a 

classificação de Bormann. Sendo obtidos vinte espécimes não tumorais 

coletados durante o exame endoscópico referente ao antro e corpo gástrico. 

Já os indivíduos do grupo com câncer gástrico e a respectiva margem de 

ressecção foram escolhidos mediante a compatibilidade das informações do 

prontuário de cada paciente com os critérios de inclusão desse trabalho e o 

estágio cirúrgico foi determinado de acordo com o Tumor, Nódulo e 

classificação da Metástase (TNM) da American Joint Committee on Cancer 

(AJCC). Sendo obtidos durante o ato operatório vinte espécimes tumorais 

coletados de peça cirúrgica e vinte espécimes respectivos à margem de 

ressecção dessa mesma peça pertencentes ao antro gástrico. 

Resumidamente, as margens de ressecção foram definidas 

macroscopicamente após a retirada do tumor, onde foram delimitados 
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aproximadamente 10 cm a partir da localização tumoral, totalizando ao final 

sessenta amostras.  

 O espécime tumoral, a margem de ressecção e o tecido sadio foram 

armazenados em microtubos tipo eppendorf de 2,0 mL com tampa e estéreis, 

os quais foram transportados em gelo comum. Todo material coletado foi 

armazenado a -80 oC.  

3.3 Caracterização dos tumores  

 

 Para a caracterização e a classificação do câncer gástrico foi realizada a 

endoscopia digestiva e o material obtido (biópsias) foi analisado em HE 

(hematoxilina e eosina) para o diagnóstico de adenocarcinoma. 

A seguir, se encontra a descrição de como foi feita a análise dessas 

amostras coletadas, sendo que este trabalho foi dividido em três partes 

principais: 

         PARTE A – Estudo de biologia molecular das amostras de câncer 

gástrico 

3.4 Estudo da presença da infecção pelo vírus Epstein-Barr (EBV) 

em tecidos de cânceres gástricos através da biologia molecular 

 

Neste estudo o objetivo foi analisar a ocorrência de infecção viral nos 

pacientes, onde o material (DNA) foi coletado a partir da pulverização do 

tecido com nitrogênio líquido ou na forma de escovado diretamente dos 

tecidos de pacientes controles (n=6) sendo cinco do sexo feminino e um do 

sexo masculino, e de pacientes com câncer (sendo dez amostras da região 

tumoral e dez amostras das respectivas margens de ressecção, totalizando 20 
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amostras de 10 pacientes), composto de quatro pacientes do sexo feminino e 

seis do masculino. 

3.4.1 A Extração de DNA 

 
Os tecidos foram imersos em nitrogênio líquido (-196 oC) e 

posteriormente macerados para fragmentação do tecido ou foram diretamente 

escovados. As escovas contendo o material biológico foram mergulhadas num 

tubo cônico de centrifugação de 1,5 mL contendo 500 μL de tampão de lise 

celular (Tris-HCl 10 mM, pH 7,5; EDTA 10mM; NaCl 10 mM; SDS 2%) e 15 μL 

de proteínase K a 10 mg/mL. O material obtido das escovas ou fragmentos dos 

tecidos foram então incubados por duas horas a 56 oC no tampão de lise 

celular. Após a incubação acrescentou-se 500 μL de fenol/clorofórmio/álcool 

isoamílico (25:24:1) a cada tubo, e agitou-se por cerca de um minuto. Depois da 

agitação os tubos foram centrifugados a 4480 x g (RCF), durante 5 minutos. Em 

seguida, a fase aquosa (fase superior) foi transferida para outro tubo onde 

foram acrescentados 15 μL de NaCl 5M e 1.000 μL de etanol a 95%. O material 

foi novamente incubado a -20 oC por 12 horas e posteriormente centrifugado 

durante 20 minutos a 8.000 r.p.m. Após esta centrifugação, o sobrenadante de 

cada tubo foi aspirado e os tubos foram mantidos abertos para secagem à 

temperatura ambiente. Por fim, o pellet de DNA foi ressuspenso em 50 μL de 

água milli-Q e estocado a -20 oC para uso posterior.  

3.4.2 A Análise da presença viral por Reação em cadeia pela 

polimerase (PCR – “Polimerase Chain Reaction”) 

 
O DNA extraído foi submetido à reação em cadeia pela polimerase 

(PCR) para confirmação da sua funcionalidade, usando iniciadores para o éxon 
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5 do gene codificante da proteína p53, que amplificam um fragmento de 274 bp 

(Pestaner et al.,1994). A análise da infecção foi realizada para o vírus Epstein-

Barr (EBV), no qual para a detecção do EBV foram utilizados os iniciadores 

TC67 e TC69 (Saito et al., 1989). Visto que estes iniciadores amplificam um 

fragmento de 288 bp correspondente a região Bam M que é repetida dez vezes 

no genoma do EBV. 

As reações de PCR foram realizadas utilizando 1 µL de DNA e 12 µL da 

mistura de reação contendo:  5 μL de PCR 10 x solução tampão, 1,5 μL de 50 

mM MgCl2 (3 µL para análise de EBV), 1 μL de 10 mM dNTPs, 0,5 μL de Taq 5 

U/µl, 1 μL de 10 μM de iniciador direto, 1 μL de 10 μM de iniciador reverso e 

H20 para volume final de 50 µL.  As condições de amplificação foram: 5 minutos 

de desnaturação a 95 oC, seguido de 35 ciclos de 95 oC durante um minuto, 60 

oC durante um minuto e 72 oC durante um minuto. A extensão final foi realizada 

por 10 minutos a 72 oC e o produto amplificado foi mantido a 4 oC. Em todas as 

reações foram utilizados controles positivo e negativo. Como controle positivo 

da reação foi utilizado à linhagem celular Raji. Já no controle negativo o DNA foi 

substituído por água destilada (Lattario et al., 2008). As sequências dos 

iniciadores utilizados (oligonucleotídeos) neste trabalho foram:  

 Região Bam M do EBV. 

TC67 5` CAG GCT TCC CTG CAA TTT TAC AAG CGG 3`. 

TC69 5` CCC AGA AGT ATA CGT GGT GAC GTA GA 3`. 

 Éxon 5 do gene codificante da proteína p53. 

Direto 5'  GCA ACC AGC CCT GTC GTG TCT CCA  3'. 

     Reverso 5' GGA ATT CTG TTC ACT TGT GCC CTG ACT TTC AAC  3'. 
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 3.4.3 A visualização dos produtos amplificados por eletroforese em 

gel de poliacrilamida. 

 Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de 

poliacrilamida contendo: 4,44 mL de H2O; 2,0 mL de TBE 5x; 3,32 mL de 

(30:0,8) Acrilamida-Bisacrilamida; 240 μL de 10% AMP e 3 μL de TEMED. 

Sendo que a 10 μL de produto amplificado de DNA foram adicionados 3 μL do 

tampão de amostra e essa mistura foi aplicada em um gel a 10%. A eletroforese 

foi corrida a 80 V. 

Após a corrida, o gel foi corado por nitrato de prata. Inicialmente o gel foi 

imerso na solução fixadora (5 mL de etanol, 0,4 mL de ácido acético e 45 mL de 

água destilada) por 10 minutos. Em seguida, foi feita a imersão na solução de 

prata (0,1 g de AgNO3 em 50 mL de água destilada) por 10 minutos (coloração 

pela prata) e por fim, após lavagem com 50 mL de água destilada, o gel foi 

revelado na seguinte solução: 1,5 g de NaOH, 0,4 mL de formaldeído 37% em 

50 mL de água destilada. A revelação foi interrompida pela solução fixadora 

(Rosenbauer e Riesner, 1987). 

O tamanho aproximado dos fragmentos amplificados foi estimado 

utilizando-se o marcador de peso molecular LMW (Low Molecular Weight – 

BioRad). 
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PARTE B – Estudo proteômico das amostras de câncer gástrico 

3.5 Estudo exploratório comparativo de candidatos a 

biomarcadores protéicos dos cânceres gástricos mediante a técnica de 

MudPIT off-line 

 

 Nesta parte o objetivo foi analisar qualitativa e quantitativamente o maior 

número de proteínas possível através de tratamento estatístico e por 

comparação dos dados dos pacientes com câncer gástrico, da margem de 

ressecção e dos indivíduos controle, identificar aquelas relacionadas a 

patologia. 

  

3.5.1 B Pulverização do tecido 

 

 
 Inicialmente, as amostras (pequenos pedaços de tecidos - Figura 13) 

foram colocadas em envelopes de papel de alumínio, os quais foram 

pulverizadas em nitrogênio líquido. A retirada desses fragmentos pulverizados 

ocorreu mediante a transferência para um tubo eppendorf de 2,0 mL e adição 

de um volume específico de RapiGest ® (Waters) a uma concentração de 

0,2% (w/v), o qual foi determinado pela observação da quantidade de tecido 

pulverizado em cada tubo, e em seguida colocados no gelo. Para deixar o 

Rapigest® nessa concentração foi adicionado 500 µL de bicarbonato de 

amônio (NH4HCO3) a 50 mM. Vale ressaltar que o RapiGest ® é um 

detergente compatível com espectrometria de massa ajudando assim a 

solubilização das proteínas e se desfazendo ao acidificar a solução no 

momento de parar a digestão enzimática. 
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Figura 13 - Amostras a serem pulverizadas (margem de ressecção e câncer). 

 Feito isso, as amostras foram submetidas a um vórtex por vinte 

segundos, depois centrifugadas a 5 oC por 31 min a 7280 x g (RCF). 

Posteriormente, o sobrenadante foi retirado, e o pellet resultante de cada 

amostra foi guardado para o método de amplificação, PCR – Polymerase 

Chain Reaction. Todas as amostras foram guardadas sob-refrigeração a -20 

oC. 

 

3.5.2 B Dosagem de Proteínas 

 
 

A dosagem de proteínas foi realizada pelo método do ácido 

bicinchonínico (BCA - Sigma), no qual se utiliza dois reagentes, o reagente A 

(ácido bicinchonínico, carbonato de sódio, tartarato de sódio e bicarbonato de 

sódio em 0,1 N de NaOH, pH=11,25) e reagente B (sulfato de cobre-

pentaidratado 4% (w/v) (Smith et al., 1985), sendo o padrão albumina sérica 

bovina (BSA) a 1,0 mg/mL (0,15 M de NaCl, 0,05% de azida sódica). 

Resumidamente, cada amostra foi diluída cinco vezes em tampão fosfato salino 

(PBS),  de onde retirou-se 100 µL e foi adicionado 2 mL da mistura composta 
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por uma parte do reagente B e cinquenta partes do reagente A, deixando 

incubar numa estufa a 37 oC por 30 minutos. O mesmo foi realizado para os 

tubos contendo o padrão de BSA nas concentrações de 10, 20, 30, 40 e 50 

mg/mL O experimento foi realizado em duplicata, e a leitura foi feita num 

espectrofotômetro para placa de Elisa (VERSAmax) sendo a absorbâncias das 

amostras medidas a 562 nm.  

3.5.3 B Eletroforese unidimensional 

 

 Para a eletroforese unidimensional, utilizou-se 15 µg de proteína. 

Retirou-se o volume correspondente a 15 µg do sobrenadante e adicionou-se 

12 µL do tampão Laemmli (duas vezes concentrado com SDS). As amostras 

passaram por um vórtex e foram centrifugadas por alguns minutos. Sendo 

aquecidas num banho maria a 100 oC por 5 minutos. O gel de poliacrilamida 

preparado foi a 12% (Gel de corrida: 3,6 mL de água milli-Q; 2,5 mL de Tris-

HCl 1,5 M pH 8,8; 4,0 mL de acrilamida; 50,0 µL de persulfato de amônio; 5,0 

µL de TEMED. Gel concentrador a 4%: 6,2 mL de água Milli-Q; 2,5 mL de Tris-

HCl 0,5 M pH 6,8; 1,3 mL de acrilamida; 50,0 µL de persulfato de amônio;10,0 

µL de TEMED), conforme instruções do fabricante (Mini Protean II). As 

condições elétricas utilizadas para a corrida foram: 120 V; 400 mP durante 90 

minutos.  

 

3.5.4 B Coloração com Coomassie R-250 

 

 Os géis foram retirados das placas e imersos em 200 mL de solução 

fixadora (40% etanol; 10% ácido acético; 50% de água Milli-Q) por cerca de 

sessenta minutos. Passado esse tempo, os géis foram corados com 
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Coomassie R-250 0,2% (40% etanol; 10% ácido acético; 50% de água Milli-Q) 

durante a noite. No outro dia, descartou-se o corante e adicionou-se 

novamente a solução descorante (citada acima) por sessenta minutos no 

mínimo. Feito esse processo, os géis foram escaneados. 

 

3.5.5 B Digestão tríptica em gel de poliacrilamida 

 

 Após visualizar algumas proteínas diferencialmente expressadas, as 

bandas foram cortadas em tamanho aproximado de 1 mm2, com auxilio de um 

bisturi, e maceradas dentro de um microtubo. 

As bandas recortadas do gel foram transferidas separadamente para 

microtubos novos. Uma banda conhecida foi utilizada como controle positivo 

(uma banda do padrão de peso molecular). Para descorar as bandas de 

coomassie foram feitas três lavagens de quinze minutos com 200 μL de 

solução contendo 50% de acetonitrila e 25 mM de bicarbonato de amônio (pH 

8,8). Posteriormente, o pedaço de gel foi desidratado por cinco minutos com 

200 μL de acetonitrila (100%) e seco por centrifugação a vácuo (SpeedVac - 

Savant). 

Após esse processo, as proteínas contidas nos pedaços de géis foram 

reduzidas com 100 µL de DTT (10 mg de DTT/mL de bicarbonato de amônio 

100 mM pH 8,0)  a 65 mM, por trinta minutos, à  56 oC. Removeu-se essa 

solução de DTT e alquilou-se com 100 µL de iodoacetamida (37 mg de 

iodoacetamida/mL de bicarbonato de amônio 100 mM pH 8,0) a 200 mM, por 

trinta minutos, à temperatura ambiente, no escuro. Removeu-se a solução de 

iodoacetamida, lavando os pedaços de gel com 200 µL de bicarbonato de 

amônio 100 mM, por dez minutos. Depois de retirar essa solução, eles foram 
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desidratados com 200 µL de acetonitrila (100%) por cinco minutos. Para 

hidratar o gel, a acetonitrila foi removida e foi adicionado 200 µL de bicarbonato 

de amônio 100 mM, por dez minutos. Removeu-se o bicarbonato e os pedaços 

de gel foram novamente desidratados com 200 µL de acetonitrila, sendo essa 

removida posteriormente. Esse último processo foi repetido mais uma vez. 

Então, os géis foram secos numa centrífuga a vácuo (SpeedVac - Savant). 

Foram adicionados 30 µL da solução de reidratação e digestão contendo 

40 mM de bicarbonato de amônio e tripsina 20 ng/µL (Promega), deixando 

durante a noite a 37 oC. 

No dia seguinte, os peptídeos foram extraídos do gel pela adição de 

30µL da solução contendo 5% de ácido fórmico e 50% de acetonitrila por 

alguns segundos no vórtex, quinze minutos em repouso e dois minutos no 

ultrassom, sendo transferidos para outro tubo previamente marcado. Esse 

procedimento foi repetido duas vezes e, por fim, as amostras foram 

concentradas até o volume aproximado de 5 μL por centrifugação à vácuo 

(SpeedVac - Savant). As amostras foram armazenadas a -20 oC para posterior 

análise por espectrometria de massa. 

 

3.5.6 B Digestão tríptica de proteínas em solução 

 

 
  Para a digestão de proteínas em solução, utilizou-se 100 µg de 

proteínas. Após retirar o volume correspondente a 100 µg do sobrenadante e 

colocá-los num outro microtubo, foi acrescentado bicarbonato de amônio 

(NH4HCO3) 50 mM para resultar em uma concentração de 0.1% (w/v) devido 

ser essa a concentração indicada pelo fabricante Rapigest® para esse tipo de 

digestão. 
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 Sabendo que para cada 20 µL do sobrenadante, acrescenta-se 5 µL de 

ditiotreitol (DTT) a 100 mM, calculou-se a partir dos volumes existentes de cada 

amostra o volume de DTT necessário para uma concentração final de 20 mM. 

Posteriormente a essa adição, incubou-se as amostras num banho-maria a 60 

oC por trinta minutos. E foram deixadas para resfriar a temperatura ambiente. 

Na sequência, foi adicionado iodoacetamida (IAA), uma vez que a cada 20 µL 

de sobrenadante, tem-se a adição de 5 µL de IAA a 400 mM, calculou-se 

novamente os volumes necessários de IAA para uma concentração final de 

66,7 mM em cada amostra. Incubou-se as amostras por quinze minutos à 

temperatura ambiente no escuro. 

 Terminado esse tempo, adicionou-se tripsina (Promega – 20 µg) na 

proporção de 1/50 (m/m) de enzima/substrato. Incubou-se a 37 oC por 20 

horas. Parou-se a reação com o volume correspondente em cada amostra de 

ácido fórmico a 10% (v/v) em água para uma concentração final de 1% (v/v). 

 

3.5.7 B Preparação de mini-colunas (Poros R2) 

 

 A dessalinização e retirada de outras impurezas das amostras ocorreu 

mediante ao uso de mini-colunas (Zip-Tip modificado) com a resina Poros® R2 

(Applied Biosystems). A capacidade da resina é 5 µg proteína/1µL de resina. 

Portanto, como a quantidade necessária de amostra para a troca iônica forte é 

50 µg, seria necessária 10 µL de resina. Porém, para garantir a não saturação 

da coluna, ela foi preparada duas vezes a quantidade de resina para 50 µg, ou 

seja, foi preparado colunas de 20 µL (1,4 cm) usando tip de 200 µL para as 

amostras antes da troca iônica e colunas de 8 µL (1,0 cm) usando tip de 20 µL 

para as frações obtidas depois da troca iônica. 
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 A eluição e o equilíbrio das colunas 20 µL foram da seguinte forma: 

 Lavou-se 2 x 40 µL com acetonitrila 100%; 

 Equilibrou-se 4 x 40 µL com TFA 1%; 

 Adicionou-se a amostra em TFA 1%, preparado na hora; 

 Lavou-se 6 x 40 µL TFA 0,1%; 

 Elui-se 2 x 40 µL com TFA 0,1% + Acetonitrila 70%. 

 

 A eluição e o equilíbrio das colunas 8 µL foram da seguinte forma: 

 Lavou-se 2 x 20 µL com acetonitrila 100%; 

 Equilibrou-se 4 x 20 µL com TFA 1%; 

 Adicionou-se a amostra em TFA 1%, preparado na hora; 

 Lavou-se 6 x 20 µL TFA 0,1%; 

 Elui-se 2 x 20 µL com TFA 0,1% + Acetonitrila 70%. 

 

Essas amostras dessalinizadas foram secas no Speed Vac (Savant). 

Ressuspensas em 55 µL de TFA 0,1% + 30% de acetonitrila para aquelas a 

serem submetidas à troca iônica e em 40 µL de TFA 0,5% para aquelas frações 

provenientes da troca iônica. 

 

3.5.8 B Cromatografia de troca iônica forte (SCX) 

  

 Cinquenta microgramas da mistura de peptídeos dessalinizadas e 

ressuspensas em 55 µL de TFA 0,1% + 30% de acetonitrila foram introduzidas 

em uma coluna de troca catiônica forte PolySulfoethyl A (50 x 1 mm; PolyLC 

Inc., Columbia, MD, EUA) usando  um sistema de HPLC (high perfomance 

liquid chromatograph) do Ettan GE  Healthcare. Neste foi aplicado um gradiente 

linear salino de 0 a 700 mM de NaCl, durante vinte e cinco minutos, seguido de 
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dois minutos de 700 a 800 mM de NaCl, sendo monitorado as absorbâncias a 

215, 280 e 320 nm. Conforme os perfis descritos em cada cromatograma, foi 

feito um pool de modo a se obter apenas 6 frações salinas (6 passos salinos) 

de cada amostra, sendo que cada uma foi dessanilizada com resina Poros R2 

(Applied Biosystems), conforme descrito acima no ítem 3.5.7 B. 

Posteriormente, foram eluídas em tubo próprio, o qual foi carregado, pelo 

sistema auto-sampler, em coluna de fase reversa acoplada diretamente ao 

espectrômetro de massa Orbitrap-Velos (Thermo, San Jose). 

  

3.5.9 B Aquisição de dados no Orbitrap Velos (Thermo, San Jose) 

 

 O espectrômetro de massa Orbitrap-Velos (Thermo, San Jose) foi 

programado para adquirir os dados no modo data-dependent usando uma lista 

de exclusão dinâmica de sessenta segundos, visando aumentar o número de 

peptídeos identificados, pois cada vez que um peptídeo mais intenso é 

submetido à análise por MS2, a sua razão m/z é temporariamente incluída 

nessa lista para que outro peptídeo de sinal menos abundante seja submetido 

também à análise por MS2 evitando assim a análise do mesmo peptídeo. 

Foram obtidos os espectros de MS1 seguido por nove espectros de MS2 

usando dissociação por colisão induzida com uma energia normalizada de 

colisão de trinta e cinco. A velocidade de fluxo na ponta da coluna de fase 

reversa foi de cerca de 100 nL/min sendo a fase móvel composta de 95% de 

H2O, 5% de acetonitrila e 0,1% de ácido fórmico. A aquisição dos scans de MS 

e os gradientes dos solventes foram controlados pelo programa Xcalibur 

(Thermo, San Jose, Califórnia).  
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3.5.10 B Análise de dados pela proteômica Shotgun 

 

 Identificação das proteínas 

Os espectros de MS1 e MS2 foram convertidos para o formato raw 

usando o programa RawExtractor (McDonald et al,. 2004). O banco de dados 

foi preparado de acordo com as diretrizes da semi-marcação “falsa” (semi-

labeled decoy) (Barboza et al.,2011), a partir de sequências de Homo sapiens 

obtidas do UniProt em 1 de janeiro de 2012, incluindo também as sequências 

de 127 contaminantes mais comuns na espectrometria de massas (Exemplos: 

queratina, tripsina). Vale ressaltar que essa abordagem de semi-marcação 

“falsa” permite uma pós-avaliação da qualidade dos resultados (Barboza et 

al.,2011; Yates et al., 2012). Visto que para calcular o nível de confiança e a 

taxa de falso-positivo, um banco de dados no formato semi-labeled decoy foi 

usado para que cada sequência utilizada gerasse duas sequências ”falsas” 

adicionais, a primeira marcada como MiddleReversed (labeled decoy) e a outra 

marcada como PairReversed (unlabeled decoy). 

As identificações foram indicadas pelo ProLuCID search engine, o qual 

foi usado para comparar o MS2 obtido experimentalmente com o espectro 

teórico gerado a partir do banco de dados e selecionar os mais prováveis 

candidatos (Xu et al., 2006). Neste, a busca foi limitada a candidatos trípticos e 

semi-trípticos, a carbamidometilação foi imposta como uma modificação fixa, e 

a oxidação da metionina como a modificação variável. Foram aceitas 

sequências com tolerância de 70 ppm a partir da medida m/z do precursor, 

sendo que o XCorr e o Z-Score foram utilizados como métrica de semelhança 

primária e secundária. A validação foi realizada pelo Search Engine Processor 
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(Carvalho et al., 2012a). Resumidamente, as identificações foram agrupadas 

pelo estado de carga (+2 e > +3) e, em seguida, pelo status tríptico (totalmente 

tríptica, semi-tríptica), resultando em quatro subgrupos distintos. Para cada 

resultado, os valores do ProLuCID XCorr, DeltaCN e ZScore foram usados 

para gerar um discriminador Bayesiano. As identificações foram classificadas 

em uma ordem não decrescente de acordo com a pontuação do discriminador. 

 As pontuações mínimas (cut-off) foram estabelecidas para que as 

identificações tivessem 1% de false discovery rate (FDR) baseado no número 

de labeled decoys. Este procedimento foi realizado de forma independente em 

cada subconjunto de dados, resultando em uma taxa de falso-positivo que era 

independente do estado tríptico ou do estado de carga. Adicionalmente, uma 

restrição a sequências com seis ou mais resíduos de aminoácidos foi imposta. 

Os resultados foram pós-processados para aceitar apenas proteínas que 

tivessem duas ou mais evidências independentes na identificação (por 

exemplo, a identificação de um peptídeo com diferentes estados de carga, uma 

versão modificada e não modificada do mesmo peptídeo, ou dois peptídeos 

diferentes). Este último filtro foi feito para que todos os resultados de busca 

obtivessem um FDR de 0% no nível labeled and unlabeled decoy.  

 Quantificação de proteínas 

 Os arquivos de MS1 foram deconvoluídos usando YADA (Carvalho et 

al., 2009).  O módulo de quantificação do SEPro (SEProQ) foi então utilizado 

para a obtenção dos cromatogramas de íons extraídos (XIC) a partir dos 

arquivos de MS1 deconvoluídos e correlacionados com as sequências de 

peptídeos correspondentes. Os XICS foram normalizados de acordo com a 

abordagem de distribuição normalizada do fator de abundância do íon (dNIAF).  
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O dNIAF emprega um processo semelhante a distribuição normalizada de 

fatores de abundância espectrais (dNSAF) (Zhang et al., 2010) porém, em vez 

de depender da quantificação por contagem espectral, ele usa os XICS 

extraídos dos MS1 deconvoluídos.  Lembrando que a normalização do  dNSAF 

baseia-se na quantificação de peptídeos exclusivos para distribuir a 

quantificação do sinal de peptídeos que são compartilhados entre proteínas. 

 O módulo do programa PatternLab chamado Diagrama de Venn de área 

proporcional foi usado para identificar as proteínas exclusivamente 

identificadas em cada tipo de tecido (Carvalho et al.,2011). Esta análise 

considerou apenas proteínas encontradas em duas ou mais replicatas 

biológicas a partir das condições do experimento (ou seja, controle, margem de 

ressecção ou câncer). Para as proteínas encontradas em duas ou mais 

condições e em duas ou mais replicatas biológicas dessas condições, foi usado 

o módulo TFold do programa PatternLab utilizando um q-valor de 0.05. Vale 

frisar que esse módulo introduz uma abordagem de seleção de proteínas 

expressadas considerando uma grandeza de variação de expressão (fold-

change) e um q-valor para garantir que a expressão diferencial obtida não foi 

ao acaso. O algoritmo aplica um fold-change variável para maximizar o número 

de proteínas diferencialmente expressadas satisfazendo um FDR (Carvalho et 

al. 2012b; Fischer, 2010).  

 Visando auxiliar na interpretação de semelhanças no conjunto de dados 

obtidos foi empregada a análise de escalonamento multidimensional 

(Multidimensional scaling analysis). Esse escalonamento é usado para 

representar dados de um espaço em alta dimensão em um menor, tipicamente 

de duas e três dimensões, para permitir o acesso visualmente de padrões.  
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Dessa maneira, foi implementado um algoritmo, chamado Búzios (Aquino et al., 

2012).  

 Búzios recebe como entrada uma matriz esparsa gerada a partir do 

SEPro. Neste, cada linha (vetor) inclui os resultados da análise MudPIT, onde o 

Búzios mapeia cada vetor de um espaço N-dimensional, no qual N corresponde 

ao número de proteínas identificadas em todas as análises num espaço 

bidimensional. O mapeamento é de maneira que cada dimensão corresponde à 

quantificação obtida de uma dada proteína. Logo, o resultado final é uma 

representação de cada vetor como um ponto num espaço bidimensional. Isto é 

feito pela tentativa de respeitar as semelhanças em um espaço dimensional 

elevado medindo com um ponto do produto normalizado. Como geralmente a 

estas “distâncias de similaridade” em espaço dimensional baixo não é possível, 

este pode ser formalizado por uma otimização do seguinte problema: 

∑(‖     ‖      )
 
     

   

 

Onde: x é um vetor num espaço bidimensional, δ é uma medida de semelhança 

e   é um peso para penalizar os discrepantes. Os pesos são atribuídos da 

seguinte forma: primeiro, para cada classe, o centróide é calculado num 

espaço dimensional elevado. Em segundo lugar, os vetores são ordenados em 

ordem decrescente de acordo com a sua distância euclidiana do centróide.  
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PARTE C: Estudo metabolômico das amostras de câncer gástrico. 

 

3.6 Estudo exploratório comparativo de perfis metabolômicos de 

cânceres gástricos. 

 

Neste estudo o objetivo foi verificar a possibilidade de diferenciar 

biópsias tumorais, de suas margens de ressecção e de indivíduos controle 

através da análise de seus perfis metabolômicos por espectrometria de massas 

seguida do tratamento estatístico dos dados.  

 

 3.6.1 C Preparação da amostra 

 

As amostras de cada tipo de tecido (n=16) foram pulverizadas sob 

nitrogênio líquido de maneira semelhante ao item 3.5.1 B. Sendo que neste 

caso, após a retirada dos fragmentos pulverizados foram adicionados 1000 µL 

de acetato de etila/metanol (1:1) para extrair os metabólitos de média e alta 

polaridade. Em seguida, essas amostras foram submetidas a um vórtex por 

alguns segundos, a uma centrífuga por 2 min a 7504 x g (RCF), a um ultrassom 

por dez minutos e repouso por 24 horas. Passado esse tempo, o líquido 

sobrenadante foi transferido para outro tubo eppendorf de 2,0 mL, sendo 

evaporado em um dissecador. Após a obtenção da amostra seca, foi realizada 

uma normalização para que as intensidades das respectivas bandas na 

corrente de íons totais fossem semelhantes, como segue. Para as amostras 

dos indivíduos “controle” foram adicionados 2000 µL de metanol grau HPLC. 

Nas amostras de câncer e da respectiva margem de ressecção foi realizada 

uma diluição, a qual se constituiu inicialmente na adição de 1000 µL de metanol 

grau HPLC a amostra seca, sendo essas as soluções estoque. Destas 
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soluções foram retirados para outros tubos 200 µL das amostras de câncer e 

300 µL das de margem de ressecção. Cada solução foi completada para 2000 

µL com metanol grau HPLC. 

 

3.6.2 C Aquisição de dados no  LCQ Fleet (Thermo-Scientific) 

 

As amostras foram injetadas em triplicatas mediante inserção direta em 

um espectrômetro de massas ion trap, modelo LCQ Fleet (Thermo Scientific), 

utilizando como fonte de ionização o electrospray, operando no modo positivo. 

A concentração das amostras foi normalizada como descrito no item 3.6.1 C e 

analisada na faixa de m/z de 600-1000 Da. As condições utilizadas do aparelho 

foram: sheath gas flow rate - 9 psi; auxiliary gas flow rate – 3 psi; sweep gas 

flow rate – 0 psi; spray voltage – 5 KV; capillary temp – 260 0C; capillary voltage 

– 26 V; tube lens - 120.  Foi utilizado o loop de 5 µL e o fluxo de infusão de 25 

µL/min de metanol grau HPLC. Os espectros obtidos foram processados 

através do programa Xcalibur.  

 

3.6.3 C Agrupamento não supervisionado dos perfis de metabólitos 

Uma análise estatística com intuito exploratório foi realizada, objetivando 

verificar se as observações resultantes para os perfis por espectrometria de 

massas podem vir a ser empregadas para o desenvolvimento de métodos 

estatísticos para a classificação de indivíduos com câncer, margem de 

ressecção e o controle.  Considerando o estágio inicial da pesquisa, a intenção 

não foi aplicar nem propor métodos de Análise Discriminante (Johnson e 

Wichern, 2007), mas investigar se os dados obtidos dos perfis de massas 

teriam informação necessária para agrupar, ou segmentar, os tecidos de 
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câncer, de margem de ressecção e de controle (sem a doença). Para este fim, 

foram empregadas técnicas de Análise de Agrupamentos (AA), como métodos 

hierárquicos e não hierárquicos, visto que estas técnicas têm a intenção de 

formar grupos com observações apresentadas e, como a origem de cada uma 

das observações (os perfis) é conhecida, foi possível analisar os grupos 

formados por estes métodos com relação às observações oriundas dos três 

tipos de tecidos (Johnson e Wichern, 2007). Apesar de a análise ter sido 

realizada em triplicata, a primeira replicata foi retirada do estudo devido à 

qualidade dos resultados obtidos nesta. De maneira que, as análises foram 

realizadas apenas com os dados de duas replicatas e também considerando 

como entrada do perfil a mediana das replicatas em cada ponto de m/z do 

espectro. Toda a implementação computacional dos métodos empregados foi 

obtida com o emprego de funções do software estatístico R, Versão 2.13.0 (R 

Development Core Team, 2009). 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4 A: Estudo da presença da infecção pelo vírus Epstein-Barr (EBV) 

em tecidos de cânceres gástricos através da biologia molecular 

  
 Neste estudo, a idade variou de 26 a 71 anos, com uma média de 47 

anos para os seis controles e de 53 anos para os dez pacientes com câncer e 

as respectivas margens de ressecção (RM). A infecção viral por EBV assim 

como a presença de H. pylori nos pacientes analisados estão apresentadas na 

Tabela 3 abaixo. 

 
Tabela 3 - Características clínicas e experimentais para a presença do vírus Epstein-Barr 

(EBV) detectada pela reação em cadeia pela polimerase em indivíduos com e sem câncer. 

N0 Tipo Sexo Idade Diagnóstico H. 

pylori 

EBV  EBV RM 

1 Cont F 46 Gastrite - - NA 

2 Cont F 26 Gastrite - - NA 

3 Cont F 52 Gastrite - - NA 

4 Cont M 43 Gastrite - - NA 

5 Cont F 55 Gastrite - - NA 

6 Cont F 62 Gastrite - - NA 

7 Can F 49 T4N3M0 - + + 

8 Can F 71 T3NXM0 - + + 

9 Can M 48 T4NXM0 - - - 

10 Can F 46 T4N0M0 - - - 

11 Can F 46 T4NXN0 + - + 

12 Can M 47 T3N3M0 + + - 
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13 Can M 68 T3NXM0 - + + 

14 Can M 50 T4NXM1 - + + 

15 Can M 40 T1NXM0 - - + 

16 Can M 62 T4N2M1 - + + 

Legenda: Cont, RM, e Can significam amostra de controle, margem de ressecção, e 

câncer. M e F representam masculino e feminino, respectivamente. + e - indicam a 

presença ou ausência de H. pylori e EBV; NA é não aplicável. 

 
 Pela técnica de PCR foi possível verificar que dos dez pacientes com 

câncer gástrico cinco apresentaram infecção por EBV (50%) tanto no tumor 

quanto na respectiva margem de ressecção, um apenas no tumor e dois 

somente na margem de ressecção, de maneira que no total o EBV foi 

encontrado em 80% (8/10) dos pacientes com câncer. Em contraste, em 

nenhum dos seis indivíduos “controle”, o DNA do EBV foi detectado (Figura 14 

e Figura 15). Vale ressaltar que a presença da bactéria H. pylori mostrada na 

tabela 3 acima foi detectada na análise clínica, ou seja, pelo resultado da 

biópsia descrita no prontuário dos pacientes. 
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Figura 14 - Eletroforese em gel de poliacrilamida do produto da reação em cadeia pela 

polimease (PCR) para detecção de sequências de DNA de EBV. Caneleta 1: LMW – Padrão de 

peso molecular (100; 200; 400; 800; 1600 e 2200 bp).  Caneleta 2: Controle positivo, células 

Raji. Caneleta 3: Controle negativo, com ausência de DNA na mistura de reação.  Os números 

correspondem aos DNAs obtidos dos pacientes com câncer gástrico (7,8 e 9) seguidos de suas 

margens de ressecção cirúrgica correspondentes. A última canaleta corresponde ao DNA de 

estômago de um indivíduo controle. 

 

Can    RM    Can RM   Can RM   Can  RM 
 11       12        13  14  

                        

                    

    Can  RM    Can RM 
15           16  

                                   

  
Figura 15 - Eletroforese em gel de poliacrilamida do produto amplificado da reação em cadeia 

pela polimerase (PCR) para detecção de sequências de DNA- EBV das amostras 11, 12, 13, 

14,15 e 16, onde Can: câncer e RM: margem de ressecção. 

 

7 7 8 8 9 9 1 
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         O EBV é um vírus pertecente a família Herpesviridae, o qual é 

caracterizado como um vírus oncogênico ligado a alguns tipos de câncer, 

especialmente desde a descoberta do linfoma de Burkitt na biópsia, que foi o 

primeiro vírus a ser diretamente associado ao câncer humano (Pattle e Farrell, 

2006). O número elevado de infecção por EBV latente pode estar relacionado 

com carcinogênese (Lima e Rabenhorst, 2006). Embora a evidência de 

infecção por EBV tenha sido relatada em alguns estudos anteriores de câncer 

gástrico (Lima et al., 2011; Fukayama, 2010) assim como a detecção em fases 

iniciais e avançadas dessa doença (Shibata et al., 1991; Sample e Sample, 

2008),  o mecanismo do efeito cancerígeno de EBV é ainda desconhecido. 

Além disso, segundo a literatura há uma baixa correlação entre esse vírus e o 

câncer gástrico (Lima e Rabenhorst, 2006; Lima et al., 2011), sendo que a 

bactéria H. pylori é considerada o principal agente causador deste tipo de 

câncer (Asaka et al., 1994; Komoto et al., 1998). 

Em contraste com os registros da literatura, os resultados obtidos no 

presente estudo, ainda que preliminares, sugerem que o EBV pode ser 

considerado como um fator de risco para esta doença, especialmente no 

estado do Amazonas, visto que a infecção pela H. pylori foi detectada em 

apenas dois casos. Assim, levanta-se uma hipótese importante de uma alta 

correlação (80%) entre EBV e câncer gástrico na Amazônia, merecendo uma 

investigação mais aprofundada por parte da comunidade científica onde uma 

quantidade maior de amostras será necessária para uma maior 

representatividade estatística desses fatos. 
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4 B: Estudo exploratório comparativo de candidatos a 

biomarcadores protéicos de cânceres gástricos mediante à técnica de 

MudPIT off-line  

 

 Por se tratar de uma abordagem criteriosa que demanda tempo e altos 

custos, foi analisada a composição proteômica de quatro amostras de tecido 

tumoral de pacientes com câncer, quatro amostras das respectivas margens de 

ressecção (Figura 16) desses pacientes e cinco amostras de tecido gástrico 

não tumoral dos indivíduos controles. A escolha dessas amostras foi realizada 

de maneira aleatória. Algumas características das mesmas se encontram 

descritas na tabela 4 a seguir, onde é possível observar que os controles 

possuem 42 anos em média, e os pacientes com câncer possuem 54 anos em 

média. 

 

 

 

 

 
 

 

 
 
 
 
 

Figura 16 - Estômago de um paciente exemplificando a área com câncer e a margem de 

ressecção. 

 
 
 
 
 
 

 

Margem de ressecção 

 

Câncer 
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Tabela 4 – Características dos indivíduos envolvidos no estudo proteômico. 

N0 de 

amostra 

N0 do 

indivíduo 

Tipo de 

amostra 

Idade Sexo Diagnóstico 

clínico ou 

cirúrgico 

1 12 Controle 46 Feminino Gastrite 

2 29 Controle 26 Feminino Gastrite 

3 16 Controle 52 Feminino Gastrite 

4 15 Controle 43 Masculino Gastrite 

5 4 Controle 55 Feminino Gastrite 

6 25 Câncer 49 Feminino T4N3M0 

7 11 Câncer 71 Feminino T3NXM0 

8 30 Câncer 48 Masculino T4NXM0 

9 19 Câncer 46 Feminino T4N0M0 

10 25 Margem de 

ressecção 

49 Feminino T4N3M0 

11 11 Margem de 

ressecção 

71 Feminino T3NXM0 

12 30 Margem de 

ressecção 

48 Masculino T4NXM0 

13 19 Margem de 

ressecção 

46 Feminino T4N0M0 

 

Na dosagem de proteínas pelo método do ácido bicinchonínico foram 

obtidos os valores de absorbâncias para as concentrações do padrão com as 

respectivas médias (Tabela 5) e de cada amostra (Tabela 6). 
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Tabela 5 – Valores e médias das absorbâncias das concentrações do padrão. 

Padrão Abs. 1 Abs. 2 Média 

P0 0,071 0,074 0,073 

P10 0,138 0,142 0,140 

P20 0,203 0,187 0,195 

P30 0,249 0,279 0,264 

P40 0,314 0,323 0,319 

P50 0,387 0,352 0,370 

 
Tabela 6 – Valores e médias das absorbâncias de cada amostra analisada. 

N0 de amostra Abs. 1 Abs. 2 Média 

1 0,201 0,189 0,195 

2 0,173 0,177 0,175 

3 0,192 0,198 0,195 

4 0,242 0,252 0,247 

5 0.194 0.203 0.199 

6 0,346 0,294 0,320 

7 0,316 0,322 0,319 

8 0,376 0,364 0,370 

9 0,285 0,277 0,281 

10 0,337 0,325 0,331 

11 0,243 0,243 0,243 

12 0,310 0,312 0,311 

13 0,405 0,407 0,406 

 

Com os valores das médias das absorbâncias das concentrações do 

padrão, construiu-se a curva padrão (Figura 17), através da qual se obteve a 

equação da reta com um R2 de 0,9978. Posteriormente, calculou-se a 
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quantidade de microgramas totais (µg), assim como a concentração obtida de 

cada amostra durante a dosagem. (Tabela 7). 

 

  

            Figura 17 – Curva padrão e equação da reta utilizada. 

 
Tabela 7 – Quantidade de microgramas totais e a concentração de cada amostra durante a 

dosagem. 

N0 de amostra µg total µg/µL 

1 19,620 0,981 

2 16,283 0,814 

3 19,617 0,981 

4 28,283 1,414 

5 20,200 1,010 

6 40,450 2,022 

7 40,283 2,014 

8 48,783 2,439 

9 33,950 1,697 

10 42,283 2,114 

y = 0.006x + 0.0773 
R² = 0.9978 
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11 27,617 1,381 

12 38,950 1,947 

13 54,783 2,739 

 

Sabendo o fator de diluição utilizado na dosagem, calculou-se a 

concentração de proteínas totais de cada amostra no frasco de origem. E com 

a informação do volume obtido do sobrenadante, calculou-se também a 

quantidade total de cada amostra proveniente da pulverização (Tabela 8).  

 
Tabela 8 – Informações analíticas referentes à concentração de proteínas da dosagem e do 

sobrenadante. 

N0 de 

amostra Diluição 

Concentração 

µg/µL 

(dosagem) 

Total da 

Amostra (µL) 

Quantidade 

total (µg) 

(Sobrenadante) 

1 5 4,904 65 318,771 

2 5 4,071 65 264,604 

3 5 4,904 65 318,771 

4 5 7,071 65 459,604 

5 5 5,050 65 328,250 

6 5 10,112 75 758,437 

7 5 10,071 90 906,375 

8 5 12,196 90 1097,625 

9 5 8,487 90 763,875 

10 5 10,571 75 792,812 

11 5 6,904 90 621,375 

12 5 9,737 90 876,375 

13 5 13,696 95 1301,104 
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4.1 B Análise do gel unidimensional – 1 D 

As amostras dos pacientes analisados nesse estudo proteômico foram 

submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida, o qual após ser corado 

com coomassie R-250, foi possível observar bandas diferencialmente 

expressadas, em especial a banda da amostra 9 indicado na Figura 18. As 

proteínas contidas nas bandas cortadas foram identificados pelo Search Engine 

Processor (Carvalho et al., 2012a). Através deste foi possível identificar 

proteínas únicas ao tumor, à margem de ressecção, ao controle assim como 

aquelas encontradas em um ou mais desses estados biológicos estudados 

descritos pelo diagrama de Venn, totalizando 1507 proteínas identificadas 

(Figura 19).   

 

Figura 18 - Eletroforese em gel de poliacrilamida das amostras selecionadas para o estudo 

proteômico. Caneletas 1, 2, 3, 4: amostras de indivíduos controle. Caneletas 8, 9: amostras da 

região tumoral dos pacientes com câncer; Caneletas 12 e 13: as respectivas margens de 

ressecção dos pacientes com câncer. 
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Figura 19 - Diagrama de Venn das proteínas identificadas na análise das bandas 

diferencialmente expressadas no gel unidimensional. 

 

 A quantificação relativa dessas proteínas foi realizada conforme a 

contagem espectral (spectrum count).  Essa pode ser entendida como uma 

medida relativa de quantificação onde esta atribui um número de espectros 

identificados em uma molécula (Carvalho et al., 2008). Ao analisar 

separadamente a banda da amostra nove (Figura 18) é possível verificar que 

as proteínas com as maiores mudanças na quantificação foram tropomiosina 2- 

β e filamina-A por serem as que apresentaram as maiores contagens 

espectrais em todas as três análises da banda em questão dessa amostra 

(download disponível em: http://max.ioc.fiocruz.br/pcarvalho/2012aquino). As 

filaminas são proteínas citoplasmáticas que se ligam à actina, sua função tem 

sido relacionada à remodulação dinâmica da rede de actina do citoesqueleto 

durante a migração de células e a sinalização do receptor de integrina. 

Consequentemente, elas têm sido relatadas por interagir com um grande 
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número de proteínas celulares de grande diversidade funcional (Figura 20) 

(Ravid et al., 2008). 

 

Figura 20 - Multifuncionalidades que a filamina A pode apresentar, entre as quais se destacam: 

regulação da adesão celular, da integrina e motilidade celular. Fonte: MacPherson e Fagerholm, 2010. 

 
As mutações na filamina A têm sido relatadas em diversas doenças, em 

que a perda de função celular tem sido considerada como causa da migração 

celular neural deficiente em resposta a estímulos microambientais, além de 

provocar defeitos no sistema vascular (Ravid et al., 2008; Xu et al., 2010). 

A tropomiosina 2-β é uma importante proteína que também se liga à 

actina, sendo responsável pela regulação/estabilização mecânica da actina, 

como por exemplo: a contração muscular mediante a regulação da ligação de 

miosina (Bharadwaj e Prasad, 2002). Alguns estudos têm mostrado que 

isoformas diferentes da tropomiosina podem executar funções fisiológicas 

distintas, permitindo a essas isoformas uma regulação específica em resposta 

à transformação celular (Braverman et al., 1996; He et al., 2004).  

Esta família de proteínas é geralmente suprida em células transformadas 

e sua diminuição tinha sido relatada em alguns carcinomas humanos (Alaiya et 

al., 2000; Chen et al., 2004). Com relação ao câncer gástrico, isoformas da 
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tropomiosina 2-β foram encontradas superexpressadas em tumores não 

metastáticos (He et al., 2004). Os resultados dessa análise unidimensional 

estão de acordo com a literatura, uma vez que a tropomiosina está 

superexpressada na amostra nove, a qual é referente a um paciente com 

câncer que pelo diagnóstico clínico/cirúrgico não possui metástase à distância, 

o que explica o seu aumento e não a diminuição observada em tecidos 

tumorais metastáticos (Chen et al., 2004). Sugerindo assim que a tropomiosina 

2-β pode estar envolvida no câncer gástrico e também contribuir para a 

respectiva metástase, pois a possível diminuição dessa proteína verificada na 

literatura durante essa invasão dos tecidos adjacentes pode ser decorrente da 

ação de células cancerígenas, as quais prejudicam o processo de 

diferenciação celular das células à medida que elas vão se proliferando nos 

tecidos. 

 Contudo, ao analisar as proteínas identificadas em todas as análises de 

cada tipo de tecido estudado demonstrado pelo diagrama de Venn (Figura 19) 

verifica-se nas proteínas únicas ao tecido tumoral que a tropomiosina 2-β 

possui uma contagem espectral muito baixa com relação às demais. A super 

expressão da tropomiosina 2-β mostrada na figura 18 foi bem particular e 

característica apenas da amostra nove desse paciente, necessitando de 

maiores estudos e da aplicação de outras técnicas complementares para 

auxiliar na melhor compreensão de proteínas tão diferentemente expressadas 

com relação à mesma e diferentes tipos de tecidos. 

Outras proteínas unicamente identificadas no tumor foram: a ornithina 

carbamoiltransferase, pertecente ao ciclo da úreia e responsável por catalisar a 

reação entre o carbamoil fosfato e a ornitina para formar a citrulina e o fosfato; 
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a sinemina também chamada de desmulina, a qual é um filamento 

intermediário que tem a função de integrar o estress mecânico e manter a 

integridade estrutural das células eucarióticas; Serpina B5 também chamada 

de Maspina é uma proteína da familia Serpina, ou seja, inibidor de serina 

protease. Ela pode também funcionar como um supressor de células epiteliais 

e sua expressão pode suprimir a capacidade de invasão das células 

cancerosas a outros tecidos (Sager et al., 1997). Por outro lado, a sua 

expressão tem sido associada com o risco de câncer de próstata, mama assim 

como em tumores no pâncreas (Kashima et al., 2008; Shao et al., 2008).  

Entre as proteínas exclusivas do controle têm-se: glutamato 

desidrogenase a qual é uma enzima que converte glutamato em α-

cetoglutarato, e vice-versa. O aumento da produção de α-cetoglutarato pode 

fornecer energia a ser usada no ciclo do ácido cítrico para então produzir ATP; 

o isocitrato desidrogenase, que também participa no ciclo do ácido cítrico 

sendo responsável pela descarboxilação oxidativa do isocitrato produzindo α-

cetoglutarato e CO2, enquanto converte NAD+ para NADH; a pirofosfatase 

inorgânica, que cataliza a conversão da pirofosfatase apresentando um 

importante papel no metabolismo lipídico, na absorção de cálcio e na formação 

óssea e na síntese do DNA, assim como outras transformações químicas 

(Orimo et al., 1971; Usui et al., 2010).  

Na margem de ressecção entre as proteínas exclusivas foram 

identificadas algumas relacionadas a vias metabólicas como, por exemplo: a 6-

fosfogluconato desidrogenase da via das pentoses e a frutose 1,6 bifosfatase 

da glicólise. A proteína serina/ treonina fosfatase e a desmina foram outras 
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proteínas encontradas também com uma elevada contagem espectral nesse 

grupo. 

4.2 B Análise dos dados obtidos com a tecnologia multidimensional 

de identificação de proteínas (MudPIT) off-line 

  As amostras submetidas à troca iônica apresentaram cromatogramas 

bem semelhantes ao mostrado na Figura 21 para os pacientes com câncer, na 

Figura 22 para as respectivas margens de ressecção desses pacientes e na 

Figura 23 para os controles. Sendo que de maneira geral o comportamento de 

todas as amostras apresentaram características de eluição bem próximas, 

porém com diferenças na concentração de proteínas. 

 

 
Figura 21 - Cromatograma da amostra seis na troca iônica referente a um paciente com 

câncer. 

. 
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Figura 22 – Cromatograma da amostra doze na troca iônica referente à margem de ressecção 

de um paciente. 

 

 

Figura 23  – Cromatograma da amostra dois na troca iônica referente a um paciente controle. 

 Nessa análise do MudPIT, foi possível identificar 2129 proteínas, sendo 

1064 proteínas comuns às três condições biológicas estudadas e 415 proteínas 

correlacionadas entre a região tumoral e a margem de ressecção (Figura 24). 

Ao comparar ambas as análises, observa-se que a análise por MudPIT 

proporcionou uma maior identificação de proteínas em relação aquelas 
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identificadas no gel unidimensional. A amostra cinco referente a um controle 

não está presente na análise de dados por MudPIT devido ter sido perdida 

durante o procedimento.   

 

Figura 24 - Diagrama de Venn de proteínas diferencialmente expressadas identificadas na 

análise da tecnologia de identificação de proteínas multidimensional (MudPIT). 

 Entre as diversas proteínas identificadas através de cada secção do 

diagrama de Venn, levando em consideração também os valores da contagem 

espectral, unicamente expressadas nas amostras tumorais, têm-se:  

 Proteína tumoral D52: Esta proteína tem sido associada a alguns tipos 

de câncer como, por exemplo: o de ovário (Byrne et al., 2010). No entanto, não 

há relatos da superexpressão dessa proteína no caso de câncer gástrico. 

 Zípper de próstata leucina: Esta é um membro da família da proteína 

tumoral D52, correlacionada ao câncer de próstata (Wang et al., 2004). Vale 

ressaltar que no estudo apenas um paciente era masculino, de maneira que ao 

analisar os dados verificou-se tal proteína estava presente nesse paciente. 

Contudo, inesperadamente ela também foi identificada com seis peptídeos, o 
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que reafirma a sua presença na amostra de um paciente de 71 anos, do sexo 

feminino deste grupo. 

 Antígeno nuclear de proliferação celular (PCNA): Este é essencial 

para a replicação do DNA e reparação de danos, formação da cromatina, e a 

progressão do ciclo celular. Dado essas diversas funções, o PCNA é descrito 

como um dos mediadores essenciais não-oncogênicos, o qual auxilia no 

crescimento do câncer (Punchihewa et al., 2012). Para o câncer gástrico, a 

expressão do PCNA tem sido descrito para fins de prognóstico (Konno et al., 

2001). 

Entre as proteínas identificadas unicamente nas margens de ressecção, 

têm-se: 

 Pepsinogênio: Os pepsinogênios (PGAS) cinco e quatro, grupo I, são 

precursores inativos da pepsina A, os quais são formados em células da 

membrana mucosa do estômago. Alguns estudos relatam a associação da 

expressão do pepsinogênio com alterações pré-neoplásicas e neoplásicas da 

mucosa do estômago, e a significância como um possível indicador em casos 

de câncer gástrico, independentemente da infecção por H. pylori (Oishi et al., 

2006; Kitahara et al., 1999).  Assim como, sugere-se que o grupo do 

pepsinogênio I seja útil na detecção precoce da recorrência de câncer gástrico 

uma vez que os valores desta proteína tornam-se elavados nessa condição e 

com a passagem do tempo; enquanto em pacientes sem recorrência, os níveis 

desta proteína não demonstraram uma diferença substancial (Kodama et al., 

1990). 

 Colágeno α -1 (COL11A1): O colágeno é uma proteína que atua na 

adesão celular, se encontra na matriz extracelular e tem sido correlacionado a 
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processos ligados a carcinogênese. Por exemplo: Zhao et al. descreveu  o 

COL11A1 como um marcador para lesões pré-malignas no câncer. Como ela 

foi identificada apenas nas margens de ressecção, a sua presença pode indicar 

uma luz sobre a migração celular, angiogênese e morfogênese do tecido (Zhao 

et al., 2009; Skubitz, 2002). Esta proteína foi citada na literatura como 

superexpressa em câncer gástrico, em comparação com controle e também 

tem sido associada a processos de metástase (Yasui et al., 2004; Oue et al., 

2004), assim como há relatos de sua super expressão em lesões pré-malignas 

e malignas no tipo de câncer em estudo (Zhao et al., 2009). 

 Ceruloplasmina: É uma glicoproteína que é sintetizada no fígado. 

Estudos prévios sugerem que esta proteína pode estar envolvida na 

angiogênesis e neovasculização, estando, portanto alinhada com a hipótese do 

solo e semente (margem de ressecção e tumores) (Mathot e Stenninger, 2012). 

Em um estudo realizado por Scanni et al. os níveis de ceruloplasmina tem sido 

correlacionados com o prognóstico para pacientes com câncer gastrointestinal, 

mostrando que níveis mais altos estavam relacionados com a evolução clínica. 

 Calpastina: A regulação desta proteína tem sido associada com a 

invasão linfovascular do câncer de mama, podendo assim desempenhar um 

papel na disseminação metastática inicial (Storr et al., 2011). 

 E-caderina: A caderina é uma molécula de adesão, sendo o protótipo 

da classe caderinas que liga as cateninas para formar o citoesqueleto. 

Evidências recentes têm demostrado que a E-caderina desempenha um papel 

importante na fase inicial da tumorigênese pela modulação da sinalização 

intracelular para então promover o crescimento do tumor (Chan, 2006; 

Debruyne et al, 1999). 
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 Já entre as proteínas identificadas em amostras tumorais e nas margens 

de ressecção correspondentes, mas não nos controles, têm-se: 

 Fibronectina: É uma glicoproteína de matriz, a qual desempenha um 

papel importante nas ligações celulares, no crescimento, diferenciação, 

migração e espalhamento das células. A sua expressão é geralmente elevada 

em numerosas patologias, incluindo na estimulação do crescimento de células 

cancerígenas e inibição da apoptose (Fischer et al., 2008;. Ebert et al., 2006). 

Estudos histopatológicos sugerem também que a presença elevada é 

topograficamente associada à invasão de adenocarcinomas gástricos e está 

clinicamente correlacionada com um aumento do risco de invasão local e 

metástase (Nejjari et al., 2004). 

 Fibulina-1 (FBLN1): Esta proteína é uma glicoproteína de ligação ao 

cálcio que se encontra em associação com estruturas da matriz extracelular, 

como por exemplo: microfibrilas e fibras elásticas (Cheng et al., 2008). Vários 

estudos sugerem a interação entre a fibulina-1 e a fibronectina (Argraves et al., 

1989; Twal et al., 2001). Essa proteína tem sido associada com a progressão e 

a desregulação tumoral ocorrida em uma gama de cânceres humanos como, 

por exemplo: câncer de próstata e de mama (Greene et al., 2003; Wlazlinski et 

al., 2007). No câncer gástrico, a hipermetilação do promotor da fibulina 1 tem 

sido detectada em linhagens de células e tecidos de carcinoma primário.  O 

mecanismo molecular de como a FBLN1 age na tumorigênese ainda não está 

completamente compreendido.  Contudo, sabe-se que a sua expressão pode 

suprimir a motilidade celular, inibir a fosforilação da cinase regulada pelo sinal 

extracelular e pode reduzir o nível de cálcio intracelular, o que é importante 
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para a ativação de múltiplas cascatas de sinalização tais como a via de 

Ras/MAPK (Cheng et al., 2008; Twal et al., 2001). 

De maneira complementar à análise de expressão diferencial realizada 

através do diagram de Venn, o TFold foi empregado utilizando um q-valor de 

0.05. Neste foi comparada a margem de ressecção frente à amostra tumoral e 

os controles. A figura 25 mostra a comparação da margem de ressecção com 

o controle, onde quinze proteínas (pontos azuis) foram consideradas 

diferencialmente expressadas satisfazendo todos os filtros estatísticos; vinte 

proteínas (pontos verdes) passaram na grandeza de variação (fold change), 

porém não passaram no estimador teórico da taxa de falso positivo (FDR), 

indicando que a diferença foi ao acaso; quatorze proteínas (pontos laranja) que 

satisfazem tanto o fold change como o estimador teórico, porém são proteínas 

pouco abundantes que provavelmente tiveram sua quantificação 

comprometida. Seiscentos e trinta proteínas (pontos vermelhos) não 

satisfizeram nenhum dos critérios estatísticos usados. Sendo que as proteínas 

na parte superior dessa figura correspondem às proteínas superexpressadas 

na margem de ressecção.  
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Figura 25 - Análise do TFold comparando perfis proteômicos de proteínas identificadas em 

duas ou mais replicatas biológicas de amostras de indivíduos controle frente às da margem de 

ressecção. Cada proteína foi mapeada como um ponto no gráfico de acordo com  Log
2
 (p-

valor) (eixo x) e     (           ) (eixo y). Os pontos vermelhos não passaram no Fold-

change nem no critério do p-valor; os pontos laranjas apresentaram baixa quantificação, 

portanto foram descartadas); os pontos verdes passaram no Fold-change mas não no p-valor; 

e os pontos azuis passaram em ambos os testes. 

 Ao comparar pelo TFold a margem de ressecção frente à amostra 

tumoral, foram encontrados os seguintes resultados: oito proteínas que se 

encaixam nos critérios dos pontos azuis descritos acima, dezenove proteínas 

correspondem a pontos verdes, treze proteínas a pontos laranja e setecentos e 

vinte e duas proteínas a pontos vermelhos. Além disso, ao fazer essa 

comparação da margem versus câncer, foi detectada uma baixa regulação da 

gelsolina nas amostras tumorais, o que também foi encontrado em outros 

estudos (Zhu et al., 2012). Segundo esses autores a baixa regulação dessa 

proteína encontrada na margem de ressecção correspondente pode estar 
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ligada à metástase, visto que esta proteína aumenta a permeabilidade e tem 

sido associada com a mobilidade do tumor (Zhu et al., 2012). 

A análise Multidimensional Scaling (MDS) foi empregada para investigar 

a proximidade de agrupamento entre os indivíduos controle, com câncer e a 

respectiva margem de ressecção conforme descrito anteriormente no ítem 

3.5.10 B. Os resultados desse agrupamento são mostrados na Figura 26.

 

Figura 26 - A análise de Multidimensional Scaling (MDS) dos dados obtidos a partir da 

tecnologia de identificação de proteínas multidimensional (MudPIT)  de amostras de tecidos de 

individuos controle, com câncer e respectiva margem de ressecção. O número em cada ponto 

representa a identificação da amostra correspondente. As regiões azuis, verdes e vermelhos 

delimitam as regiões do controle, margem de ressecção e câncer, respectivamente. Sendo que 

os limites foram realizados usando uma função discriminante radial-basis function (RBF). 

 

 Ao examinar os dados provenientes da análise MDS, pode-se inferir 

algumas observações. Curiosamente, os indivíduos do grupo controle e das 

margens de ressecção parecem ter sido agrupados mais efetivamente e mais 

próximo quando comparado àqueles das amostras tumorais, no qual foi obtido 
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um ponto separadamente dos demais, ou seja, a região verde que representa a 

margem de ressecção está um pouco mais separada da região azul (controle) 

do que da região vermelha (câncer). Contudo, parece um erro agrupar os 

membros da margem de ressecção com aqueles do controle, já que apesar de 

próximos apresentam delimitações de classificação bem distintas. O que 

reforça a visão de que a margem possui características muito específicas, se 

diferenciando, portanto do tecido saudável. Quanto a amostra nove classificada 

separadamente do grupo tumoral, conforme descrito na análise da eletroforese 

unidimensional, ela apresenta um padrão discriminatório comparada aos 

demais, fazendo com que a abordagem computacional utilizada nesta análise 

fosse repensada, conforme limitação já descrita anteriormente no ítem 4.1 B.  

Resumidamente, através da análise ACFold foi possível identificar a 

tropomiosina 2-β e a filamina-A em elevada concentração na amostra nove, 

justificando sua separação das demais amostras de câncer. Segundo a 

literatura, foi levantada a hipótese de que, em conjunto, estas duas proteínas 

desempenham um papel chave em “um mecanismo pelo qual ocorre a troca de 

uma resposta tumorigênica TGF-β”, ou seja, essas duas proteínas apresentam 

um mecanismo pelo qual ocorre a troca de um fator de crescimento β que 

auxilia na propagação das células cancerígenas (Assinder e Cole, 2011). 

Todos os arquivos de espectros de massas raw, os arquivos 

intermediários do PatternLab, e a completa lista de identificações das proteínas 

do gel unidimensional e do MudPIT para todos os tipos de tecido estão 

disponíveis para download em: http://max.ioc.fiocruz.br/pcarvalho/2012aquino.  



105 
 

4 C: Estudo exploratório comparativo de perfis metabolômicos de 

cânceres gástricos 

A análise metabolômica foi realizada com biópsias gástricas de 

dezesseis indivíduos controle, dezesseis pacientes com câncer e as 

correspondentes dezesseis margens de ressecção, totalizando quarenta e oito 

amostras analisadas. Algumas características desses indivíduos encontram-se 

descritas na tabela 9 a seguir, onde é possível observar que os indíviduos 

controle tinham em média 41 anos, enquanto que os com câncer tinham uma 

média de 55 anos. 

Tabela 9 – Características dos indivíduos envolvidos no estudo metabolômico. 

N
0
 da 

amostra 

N
0
 do 

indivíduo 

Tipo de 

amostra 

Idade Sexo Diagnóstico 

clínico ou 

cirúrgico 

H. Pylori 

1 22 Controle 28 Feminino Gastrite Positivo 

2 37 Câncer 62 Feminino T2NXM0 Negativo 

3 37 Margem de 

ressecção 

   62 Feminino T2NXM0  Negativo 

4 27 Controle 33 Feminino Gastrite Negativo 

5 2 Controle 44 Feminino Gastrite Positivo 

6 5 Controle 34 Feminino Gastrite Negativo 

7 34 Câncer 66 Masculino T4NXM1 Negativo 

8 34 Margem de 

ressecção 

66 Masculino T4NXM1 Negativo 

9 31 Câncer 59 Masculino T2NXM0 Negativo 

10 31 Margem de 

ressecção 

59 Masculino T2NXM0 Negativo 

11* 12 Controle 46 Feminino Gastrite Negativo 

 12 20 Controle 34 Feminino Gastrite Positivo 
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13* 30 Câncer 48 Masculino T4NXM0 Negativo 

14* 30 Margem de 

ressecção 

48 Masculino T4NXM0 Negativo 

15* 29 Controle 26 Feminino Gastrite Positivo 

16 23 Controle 19 Feminino Gastrite Negativo 

17* 15 Controle 43 Masculino 
Gastrite e 

presença de 

agregados de 

linfócitos  

Positivo 

18* 19 Câncer 46 Feminino T4NXM0 Negativo 

19* 19 Margem de 

ressecção 

46 Feminino T4NXM0 Negativo 

20 18 Controle 50 Feminino Gastrite Positivo 

21 14 Controle 60 Feminino Gastrite Positivo 

22 13 Margem de 

ressecção 

46 Feminino T4NXM0 Positivo 

23 13 Câncer 46 Feminino T4NXM0 Positivo 

24* 25 Margem de 

ressecção 

49 Feminino T4N3M0 Negativo 

25* 25 Câncer 49 Feminino T4N3M0 Negativo 

26 9 Câncer 47 Masculino T3NXM0 Positivo 

27 9 Margem de 

ressecção 

47 Masculino T3NXM0 Positivo 

28 24 Margem de 

ressecção 

50 Masculino T4NXM1 Negativo 

29 24 Câncer 50 Masculino T4NXM1 Negativo 

30 8 Controle 31 Feminino Gastrite Negativo 

31* 11 Câncer 71 Feminino T3NXM0 Negativo 



107 
 

32* 11 Margem de 

ressecção 

71 Feminino T3NXM0 Negativo 

33 4 Controle 55 Feminino Gastrite Negativo 

34 6 Controle 72 Feminino Gastrite Negativo 

35 38 Câncer 52 Feminino T4NXM1 Negativo 

36 38 Margem de 

ressecção 

52 Feminino T4NXM1 Negativo 

37 39 Câncer 61 Masculino T2NXM0 Positivo 

38 39 Margem de 

ressecção 

61 Masculino T2NXM0 Positivo 

39 33 Câncer 62 Masculino T4N2M1 Negativo 

40 33 Margem de 

ressecção 

62 Masculino T4N2M1 Negativo 

41 10 Margem de 

ressecção 

68 Masculino T3NXM0 Negativo 

42 10 Câncer 68 Masculino T3NXM0 Negativo 

43 32 Câncer 40 Masculino T1NXM0 Negativo 

44 32 Margem de 

ressecção 

40 Masculino T1NXM0 Negativo 

45 26 Controle 44 Masculino Gastrite e 

pólipo 

hiperplásico 

de antro 

Negativo 

46 17 Controle 32 Feminino Gastrite Negativo 

47 40 Margem de 

ressecção 

60 Masculino T3NXM0 Positivo 

48 40 Câncer 60 Masculino T3NXM0 Positivo 

*Amostras utilizadas também na análise proteômica. 
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A figura 27 exemplifica os perfis metabolômicos dos tipos de tecidos 

analisados, onde se pode verificar que os perfis das amostras dos indivíduos 

controle são semelhantes aos do câncer, apresentando apenas diferenças 

relativas à intensidade ou ausência de alguns picos de razão m/z. 

 

Figura 27 – Comparação dos perfis metabolômicos das amostras dos indivíduos controle, 

pacientes com câncer e a correspondente margem de ressecção. 

  

Tal semelhança visualizada nos perfis entre os controles e os cânceres 

foi confirmada pelo perfil mediano normalizado das amostras (Figura 28) onde 

se verifica também e de forma mais clara a diferença mediana entre eles, ou 

seja, a variação na presença ou ausência de determinado pico assim como na 

sua intensidade em cada tipo de tecido. Fica assim demonstrado que os perfis 

de tais tipos de tecidos não são tão semelhantes conforme aparentam pelos 

perfis medianos. Essas diferenças de presença ou intensidades relativas de 

picos indicam prováveis substâncias produzidas, suprimidas ou cujas 
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produções apenas alteraram em amplitudes como consequência do câncer 

gástrico. Surpreendentemente na presente análise metabolômica os efeitos 

dessa doença foram mais evidenciados no perfil mediano da margem de 

ressecção, em comparação com os perfis medianos do câncer e do controle 

(Figura 29 e 30). Essa observação está de acordo com algumas evidências do 

resultado da proteômica, em que foram observadas proteínas na margem de 

ressecção, que segundo a literatura algumas delas já foram relacionadas à 

progressão tumoral assim como foi verificado que a margem de ressecção 

possui uma característica distinta quanto comparada aos demais tipos de 

tecido analisado. Fato esse que também foi visualizado na metabolômica, ao 

verificar o perfil bem diferente da margem de ressecção na região de m/z de 

850-930. Logo, pode se sugerir que o perfil distinto da margem de ressecção 

seja a manifestação de uma batalha bioquímica entre as células do organismo 

e as cancerígenas, as primeiras em estado de defesa e as últimas em estado 

de ataque invasivo, inclusive pela busca de nutrição para a própria 

sobrevivência e propagação nos tecidos próximos e distantes (metástase).  
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Diferença Mediana (Normalizada) entre o câncer (parte superior do espectro) e 

controle (parte inferior). 

Perfil Mediano (Normalizado) Câncer 

 

 

 

 

Figura 28 - Comparação dos perfis medianos (normalizados) do câncer e do controle assim 

como a diferença mediana entre eles. 

. 

 

 

 

Perfil Mediano (Normalizado) Câncer 

Perfil Mediano (Normalizado) Controle 
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Perfil Mediano (Normalizado) Câncer 

 

 

 

 

 
Figura 29 - Comparação dos perfis medianos (normalizados) do câncer e da margem de 

ressecção, e a diferença mediana entre eles. 

 

 

Perfil Mediano (Normalizado) Margem de ressecção 

Diferença Mediana (Normalizada) entre o câncer (parte superior do espectro) e 

margem de ressecção (parte inferior). 
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Figura 30 - Comparação dos perfis medianos (normalizados) do controle e da margem de 

ressecção, e a diferença mediana entre eles. 

Como a extração de informações dos resultados de um experimento 

químico geralmente envolve a análise de um grande número de variáveis é 

necessária à utilização de ferramentas estatísticas. Para a análise dos dados 

obtidos por inserção direta no espectrômetro de massas foi decidido que as 

Perfil Mediano (Normalizado) Margem de ressecção 

Perfil Mediano (Normalizado) Controle 

Diferença Mediana (Normalizada) entre o controle (parte superior do espectro) e 

margem de ressecção (parte inferior). 
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variáveis a serem analisadas seriam todos os íons de m/z 600 a 1000, faixa 

previamente escolhida por ser a mais rica em informações nos espectros de 

todas as amostras. Para a normalização dos dados os valores menores ou 

iguais a 6% da intensidade do íon mais abundante foram considerado como 

ruído e lhes foi atribuído o valor zero. Esta redução de variáveis permitiu a 

construção de gráficos bidimensionais contendo maior informação estatística, o 

que foi possível através de agrupamentos hierárquicos entre as amostras de 

acordo com suas similaridades, utilizando as variáveis escolhidas e 

representando-as de maneira bidimensional através de dendrogramas 

(Johnson e Wichern, 2007; Filho, 2010).  Brevemente, a técnica de 

agrupamento hierárquico interliga as amostras por suas associações, 

produzindo um dendrograma onde as amostras semelhantes, segundo as 

variáveis escolhidas, são agrupadas entre si. A suposição básica de sua 

interpretação é esta: quanto menor a distância entre os pontos, maior a 

semelhança entre as amostras. Existem muitas maneiras de procurar 

agrupamentos no espaço n-dimensional. A mais simples consiste em agrupar 

pares de pontos que são mais próximos, usando a distância euclidiana, e 

substituí-los por um novo ponto localizado na metade da distância entre eles 

(Johnson e Wichern, 2007; Filho, 2010; Santos et al., 2009).  

Portanto, devido à natureza exploratória dos métodos hierárquicos na 

análise de agrupamentos (AA), foram empregados três métodos: o da média 

das ligações (Average Linkage), o centróide (Centroid) e o de Ward (Ward) 

(Johnson e Wichern, 2007). Os métodos da média das ligações e o centróide 

não enfatizaram claramente a presença de grupo nos dados, ou seja, não 

demonstraram uma nítida classificação discriminatória dos dados obtidos em 
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grupos diferentes. Por outro lado, o método de Ward, um dos mais eficientes 

para identificar agrupamento em conjunto de dados e que usa como métrica de 

semelhança a distância euclidiana de vetores gerados a partir das intensidades 

de cada m/z, apresentou um dendrograma indicando de maneira bem definida 

a presença de três grupos nas observações dos perfis, tanto para as 

observações com as replicatas, como também, com as medianas das 

replicatas, como pode ser observado nas figuras 31 e 32.      
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Figura 31 – Dendrograma das distâncias euclidianas das réplicas das amostras normalizadas 

usadas nesse estudo. 
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. 

 

Figura 32 - Dendrograma das distâncias euclidianas da média das amostras normalizadas 

usadas nesse estudo. 
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A análise dos dendrogramas das distâncias euclidianas revelou que o 

método foi eficaz em agrupar os três tipos de tecidos empregados no estudo, e 

corroborou com o perfil mediano, ao revelar indivíduos controle bem próximos 

de pacientes com câncer. Este fato intrigante necessita de maiores 

investigações, especialmente porque entre os indivíduos agrupados com o 

grupo do câncer existe pelo menos um (controle 45) que apresentou no 

diagnóstico clínico um pólipo hiperplásico de antro, o qual é um crescimento 

anormal benigno em torno da mucosa intestinal (tumores não cancerígenos) 

que necessita de acompanhamento regularmente para a investigação de 

possível malignidade.  

Em contrapartida, a metodologia empregada neste estudo apresentou 

relativa robustez, visto que ao analisar tanto o dendrograma das distâncias 

euclidianas das réplicas como o das medianas das amostras normalizadas 

verifica-se que ambas foram bem semelhantes, ou seja, que os dados obtidos 

durante as duas réplicas foram bem coerentes entre si. Observa-se que 

praticamente todas as réplicas estão intimamente agrupadas (Figura 31). 

Outro fato observado nessa análise é que existem indivíduos da margem de 

ressecção que agruparam com os de câncer, corroborando com os resultados 

obtidos da proteômica de que a margem de ressecção apresenta 

características mais semelhantes ao grupo do câncer, inclusive a amostra nove 

(câncer) que demonstrou ser tão distinta das demais na análise proteômica 

teve sua margem de ressecção (MR 19) agrupada entre os indivíduos com 

câncer pelo método de Ward.  

Além disso, para complementar a análise exploratória dos dados, foi 

empregado o método não hierárquico k-Means (Johnson e Wichern, 2007). 
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Neste caso, o número de grupos de interesse é fixado e o método forma os 

grupos de maneira que a variância das observações dentro de cada grupo seja 

minimizada, sendo considerado na literatura muito eficiente em formar grupos 

cujas observações componentes sejam similares com relação às 

características que as descrevem (Hastie et al., 2009). Os resultados obtidos 

para três grupos (k=3), com dez inicializações aleatórias do método, são 

apresentados na Tabela 10. 

 
Tabela 10 – Agrupamento de k-Means com a mediana dos valores normalizados para os três 

tipos de tecido utilizados no estudo. Sendo grupo 1 = Margem de ressecção; 2= Controle e 3= 

Câncer.  

Tecido /Grupo 

Formado 

1 2 3 

Câncer 1 0 15 

Controle 1 9 6 

Margem 11 0 5 

 

 Ao analisar a tabela 10, verifica-se que a análise exploratória dos dados 

foi eficaz ao classificar os tipos de tecido do câncer e da margem, 

especialmente os primeiros, com quinze dos dezesseis indivíduos (94%) 

classificados de maneira correta com os dados do diagnóstico clínico. A 

margem de ressecção teve onze dos dezesseis indivíduos (69%) agrupados 

também de maneira coerente com a avaliação clínica. As cinco amostras de 

margens de ressecção agrupadas com as de câncer, quatro são de indivíduos 

em estágio avançado, T4 (MR 8, 19, 28 e 40) e uma de paciente em estágio 

intermediário, T2 (MR 10), de acordo com diagnóstico clínico/cirúrgico. Entre 
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estes indivíduos em estágio T4, três apresentaram metástase a distância 

observável (M1), possível causa de terem sido incluídas no grupo de câncer. 

Por fim, o grupo controle teve a classificação menos efetiva, com apenas nove 

indivíduos (56%) agrupados de forma coerente com a análise clínica. A alta 

taxa de amostras controle agrupadas com as de câncer é coerente com a 

relativa semelhança observada entre os espectros medianos de ambos os tipos 

(Figura 28), e pode indicar uma limitação da metodologia aplicada (por 

exemplo, devido a faixa de valores m/z escolhida) ou mesmo ser um indicativo 

de que tais indivíduos estejam em estágio inicial da doença, o que confirmaria 

o potencial da abordagem metabolômica para o diagnóstico precoce. A 

continuação das investigações, com novas análises dessas amostras e novas 

amostragens de voluntários, bem como o acompanhamento clínico dos 

indivíduos envolvidos por um período de alguns anos, é necessária para inferir 

se o diagnóstico precoce é possível pela abordagem metabolômica adotada 

nesta dissertação. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A alta incidência de 80% (8/10) do vírus Epstein-Barr (EBV) nas 

amostras tumorais e nas margens cirúrgicas correspondentes, e em nenhum 

dos seis indivíduos controle bem como a presença de H. Pylori em apenas dois 

dos casos estudados sugerem que EBV pode ser considerado como um fator 

de risco para adenocarcinoma gástrico em Manaus, o que deve ser 

determinado por estudos adicionais em larga escala. 

Ao comparar perfis protéicos das amostras de tecidos de câncer, 

margem de ressecção e do controle, observou-se que os perfis da margem de 

ressecção são mais semelhantes aos do câncer do que aos do controle. 

Durante esta comparação, várias proteínas encontradas já haviam sido 

previamente correlacionadas com a doença, como, por exemplo: algumas 

proteínas, as quais segundo a literatura possuem ligação com o crescimento 

tumoral e que foram encontradas na margem de ressecção, o que reforça a 

importância do estudo dessa região para o entendimento do processo de 

tumorigênese.   

 Embora tenham sido encontradas proteínas diferencialmente 

expressadas e candidatas a biomarcadores, um estudo muito mais amplo e 

específico é necessario para tal confirmação e validação. Porém, tais 

resultados demonstram claramente que a margem de ressecção possui 

características bem específicas que merecem uma melhor compreensão e 

pode ajudar no desenvolvimento de futuros tratamentos. 

 Além disso, a análise por MDS revelou limitações na estratégia da 

proteômica diferencial empregada no presente estudo. Pois a comparação de 

perfis proteômicos shotgun sem considerar a análise de amostras 
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independentes, através de ferramentas como a análise do gel 1D ou um 

algoritmo como MDS, pode ocasionar a perda de informações importantes. 

Neste trabalho, a análise por TFold perdeu características marcantes 

relacionadas as proteínas superexpressadas na amostra nove. Embora, tais 

proteínas tenham sido também encontradas em outros pacientes, um 

considerável desvio padrão existe assim como lacunas nas estratégias 

estatísticas mais comuns. Logo, ao empregar uma abordagem complementar 

simples, é possivel investigar as características únicas que explicam a 

particularidade desse indivíduo. Logo, deve ser dada importância também para 

a individualidade da amostra, já que cada paciente apresenta características 

únicas. 

 A metodologia empregada de análise metabolômica de amostras do 

estômago de indivíduos com e sem câncer por espectrometria de massas 

apresentou robustez de acordo com a comparação estatística dos dados. Pelo 

estudo exploratório usando o método de Ward foi possível agrupar 

corretamente 72,9% dos três tipos de tecidos, o mesmo percentual obtido pelo 

método k-Means, enquanto os perfis medianos e as respectivas diferenças 

demonstraram características espectrais típicas de cada grupo. Embora não 

haja dados suficientes para afirmar se os desvios de classificação observados 

são devidos a limitações da metodologia empregada ou indicativos de 

diagnósticos não detectáveis por outros métodos, por exemplo, a indicação 

precoce da doença, os resultados alcançados estimulam a continuidade das 

investigações. 
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7. ANEXOS 

 

7.1 Parecer do Comitê de ética em pesquisa - UFAM 
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7.2 Parecer do Comitê de ética em pesquisa - FCECON 
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7.3 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) 

                

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS  

DEPARTAMENTO DE QUÍMICA 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  

 

Convidamos o (a) Sr (a). para participar de um Projeto de Pesquisa com 

o título “PROSPECÇÃO DE BIOMARCADORES ONCOLÓGICOS DE CÂNCERES GÁSTRICOS 

POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS”. Este projeto a ser realizado na Universidade 

Federal do Amazonas (UFAM) em parcerias com outras instituições,visa ajudar 

no desenvolvimento de metodologias novas para a detecção precoce do 

câncer, o que aumenta a chance de curar esta doença. Serão feitos estudos 

com o objetivo de identificar substâncias que permitam diferenciar a população 

com câncer gástrico dos pacientes sadios. O(s) pesquisador (es) Priscila 

Ferreira de Aquino, Afonso Duarte Leão de Souza e Paulo Costa Carvalho, 

responsáveis pelo projeto, pedem autorização para retirar uma amostra do 

tecido do seu estômago que será utilizada apenas para esta pesquisa. Caso 

necessário, esta amostra de tecido também poderá ser enviada ao Rio de 

Janeiro onde parte da pesquisa será feita. Neste caso, o transporte do material 

biológico seguirá as normas institucionais previamente estabelecidas. As 

análises em busca das substâncias referidas acima ocorrerão em aparelhos 

apropriados para este tipo de pesquisa, os quais são chamados de 

cromatógrafos e espectrómetros de massas de alta e baixa resolução. Os 

dados obtidos com esses aparelhos serão tratados por técnicas de análises 

estatísticas e de informática para a identificação dos metabólitos e/ou proteínas 

relacionadas ao câncer. 

 Se você autorizar esta coleta, seu tecido será utilizado nas análises. O 

que não for usado não será guardado e sim descartado com o cuidado 

adequado para materiais biológicos humanos. A coleta do tecido será durante o 

ato operatório (    ) ou exame endoscópio  (    ), não representando nenhuma 

dor ou qualquer outro sintoma a você. 

Se depois de autorizar a coleta, o Sr(a) não quiser que seu tecido seja 

usado, tem o direito e a liberdade de retirar seu consentimento em qualquer 
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fase da pesquisa, seja antes ou depois da coleta do tecido, independente do 

motivo e sem prejuízo do atendimento que está recebendo. O(a) Sr(a) não terá 

nenhuma despesa e também não receberá nenhum pagamento. A sua 

participação voluntária é importante para o melhor conhecimento desta doença 

(câncer) e de como pode ser mais bem diagnosticada antes que comprometa a 

recuperação dos pacientes.  

Os resultados da pesquisa serão analisados e publicados, mas sua 

identidade não será divulgada, sendo guardada em segredo. Para qualquer 

outra informação, o(a) Sr.(a) poderá entrar em contato com os pesquisadores 

pelo telefones (92) 8803-9310 e 8123-1079 ou pelos e-mails: 

priscila_aquino23@hotmail.com, souzadq@ufam.edu.br e 

paulo@pcarvalho.com. 

 

Consentimento Pós–Informação 

 Eu,______________________________________________________, 

fui informado(a) sobre o que os pesquisadores querem fazer e porque precisa 

da minha colaboração, e entendi a explicação. Por isso, eu concordo em 

participar do projeto, sabendo que não vou ganhar nada e que posso sair 

quando quiser. Estou recebendo uma cópia deste documento, assinada, que 

vou guardar. 

 

 

____________________________ ou                       __       ___-______-_____ 

Assinatura do participante                                                                 Data 

_____________________________                            _        ___-______-_____ 

Pesquisadora Responsável                                                               Data 

                                  Impressão do dedo polegar 

                                Caso não saiba assinar 

 

  

 

mailto:priscila_aquino23@hotmail.com
mailto:souzadq@ufam.edu.br
mailto:paulo@pcarvalho.com
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7.4 Questionário 

 

 Nome:  

 Idade: 

 Sexo: 

 Histórico de doença na família:                          

 Caso sim, qual a doença e relação de parentesco? 

 

 Possui alguma outra doença associada:                           

 Caso sim, qual? 

 Está tomando medicamentos?                             

 Caso sim, qual? 

 Passou por algum tratamento ou intervenção cirúrgica recentemente?           

  Caso sim, qual? 

 Possui dispepsia gástrica? 

 Estágio clínico do câncer: 

 Estágio cirúrgico do câncer: 

 Subtipo histológico: 

 

Assinatura - Paciente. 

Manaus,      de                    2011. 
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7.5 Artigo aceito para a publicação na Genetics and Molecular Research 

 

 

Epstein-Barr virus DNA associated with gastric adenocarcinoma and 
adjacent non-cancerous mucosa in patients from Manaus, Brazil 
 
Running title: Evaluation of EBV DNA in gastric cancer 
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Rio de Janeiro, RJ, CEP 21949-900, Brazil 
Phone: 55 – 21 2562-6511 
Email: gloria@gcarvalho.org. 

 
Abstract 
 
Gastric cancer is one of most frequent causes of death in Brazil.  The city of 

Manaus has one of the highest incidences of this disease in Brazil.  The 

Epstein-Barr virus (EBV) is a ubiquitous herpesvirus that is classified as a group 

1 carcinogen by the International Agency for Research on Cancer. We obtained 

biopsies from six control subjects and 10 patients with gastric carcinomas living 

in Manaus. In the patients, the samples were taken from tumors and from 
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adjacent non-cancerous mucosa.  These samples were screened for EBV DNA 

by PCR to amplify the 288 bp fragments from the Bam M region. The EBV DNA 

was detected in 8/10 of the tumor cases and in none of the six control subjects. 

In the positively identified samples, EBV DNA was detected in five 

corresponding resection margins.  Previous research indicated only a weak 

association between EBV and gastric cancer. We suggest that EBV should be 

considered as a risk factor for gastric adenocarcinomas in Manaus.   

 
Keywords: Epstein-Barr; Gastric cancer; Amazon; Resection margin; PCR. 
 

INTRODUCTION 

Gastric cancer (GC) is one of the most common cancers, and is ranked 

2nd among the worldwide cancer mortality rates (Ebert et al., 2006). Several 

factors may contribute individually or together to the emergence of this 

neoplasia, including infection with Helicobacter pylori (H. pylori), dietary habits, 

genetic factors, and viral infections (Schulz, 2005). GC is mostly found in 

individuals aged over 50 years; its incidence in individuals under 40 

corresponds to only 5% of all cases (Mauad, 2000; Theuer et al., 1996). Most 

patients are diagnosed with GC in an advanced state, thus drastically reducing 

the treatment options, survival, and cure (Ebert et al., 2006). In the northern part 

of Brazil, GC is the 2nd most common cancer in men and the 4th in women, 

accounting for an estimated 13 and 7 new cases per 100,000 per year for men 

and women, respectively (Guerra et al., 2005; INCA, 2012). While most GCs 

are correlated with H. pylori infection (Asaka et al., 1994; Komoto et al., 1998), 

such is not true for cases in the Brazilian state of Amazonas, were most GC 
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patients are H. pylori negative. These facts motivated our group to investigate 

other risk factors to help explain this high incidence. 

The incidence of the Epstein-Barr virus (EBV) with GC has been found to 

vary from 2 to 18% in the world population. A recent Brazilian report described 

an incidence of ~ 8% among GCs from Ceará (Lima et al., 2011). Thus, we 

considered investigating whether EBV could be correlated with GC in the 

Amazon.  

 EBV is classified as a group 1 carcinogen according to the International 

Agency for Research on Cancer (IARC). It belongs to the gamma-herpes family, 

which has a linear DNA molecule responsible for encoding approximately 100 

proteins (Lima and Rabenhorst, 2006; Silva and Zucoloto, 2003). Reports 

describe more than 90% of our population as being previously exposed to EBV, 

which can be easily transmitted by salivary contact (Macsween and Crawford, 

2003). This virus has 2 distinct life cycles in the human host: a lytic cycle, during 

which the production of new virions occurs; and a latent form, wherein it 

remains in a dormant state for the lifetime of the host (Pattle and Farrell, 2006). 

EBV is mostly well known as the causative agent for mononucleosis (IM), which 

is usually manifested in adulthood through latent EBV genes (Asaka et al., 

1994). In addition to GC, EBV has been associated with malignancies including 

Burkitt's lymphoma, Hodgkin's disease, peripheral T-cell lymphoma, thymoma, 

and nasopharyngeal carcinoma (NPC) (Lima and Rabenhorst, 2006). The role 

of EBV in tumorigenesis is not well understood, but there is evidence correlating 

its persistence in human epithelial cells with tumorigenesis (Tsao et al., 2012). 

 

 



146 
 

MATERIAL AND METHODS 

Subjects  

This study was approved by the ethics committee review board from the 

Federal University of the Amazon (CEP/UFAM: MEMO - n° 0057.0.115.000-11-

CAAE). After signing informed consent, tumor specimens with resection 

margins were obtained after surgery from 10 GC patients, 4 females. Six 

biopsies were obtained from control subjects during upper endoscopy; 5 were 

from females. Subjects were classified as controls if no traces of cancer were 

detected by endoscopic evaluation. All biopsies were obtained from the 

stomach. Each biopsy was then subtyped and the clinical stage of the disease 

was determined according to the Tumor, Node, and Metastasis classification 

(TNM) from the American Joint Committee on Cancer (AJCC). 

 

DNA extraction  

For the PCR analysis, the biopsies were pulverized and genomic DNA was 

isolated by digestion in 500 µL containing 10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 10 mM 

NaCl, 2% SDS, 10 mM EDTA, pH 8.0, and 15 µL proteinase K (10 mg/mL). The 

material was incubated at 56°C for 2 h; DNA was then extracted by phenol-

chloroform-isoamilic alcohol and resuspended in sterile distilled water. The 

extracted genomic DNA was submitted to polymerase chain reaction (PCR) to 

confirm DNA integrity using p53 primers to exon 5, generating a 274 bp product 

(Pestaner et al., 1994). 

Polymerase Chain Reaction (PCR) for detecting EBV DNA in the biopsies  

The detection for EBV DNA used the primers TC67 and TC69, which amplify a 

portion of the Bam M region of EBV DNA and produce a 288 bp product (Saito 
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et al., 1989). Amplification conditions consisted of an initial denaturing step at 

95°C for 5 min followed by 35 cycles of 95°C for 1 min, 60°C for 1 min, and 

72°C for 1 min. This was followed by a final extension step at 72°C for 5 min. 

For all reactions we used positive (viz., DNA from Raji cells) and negative (viz., 

Milli-Q water) controls (Lattario et al., 2008). 

Diagnosis of EBV DNA  

Diagnosis was accomplished by visually inspecting for the presence of 288 bp 

PCR products using a 10% polyacrylamide gel stained with silver nitrate 

(Rosenbauer and Riesner, 1987). The approximate size of the amplified 

fragments was calculated using co-electrophoresis with LMW (Low Molecular 

Weight; BioRad). 

 

RESULTS 

The results from our analysis for the presence of H. pylori and EBV DNA 

are presented in Table 1. Briefly, EBV DNA was detected in 80% of the 

biopsies, among which 50% had positive resection margins. EBV DNA was not 

found in any control subjects. 

Table 1 - Clinical and experimental features for the presence of EBV from subjects 

enrolled in the study. For the “Type” column, Cont, RM, and Can stand for Control 

sample, Resection Margin, and Cancer, respectively.  In the “Sex” column, M and F 

stand for male and female, respectively. The presence or not of H. pylori and EBV are 

indicated as + and -, and NA (i.e., not applicable), respectively.   

N
0
 Type  Sex  Age Diagnosis H. 

pylori 

EBV 

DNA 

Can 

EBV 

DNA 

RM 

1 Cont F 46 Gastritis - - NA 

2 Cont F 26 Gastritis - - NA 

3 Cont F 52 Gastritis - - NA 

4 Cont M 43 Gastritis - - NA 

5 Cont F 55 Gastritis - - NA 

6 Cont F 62 Gastritis - - NA 

7 Can F 49 T4N3M0 - + + 

8 Can F 71 T3NXM0 - + + 
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9 Can M 48 T4NxM0 - - - 

10 Can F 46 T4N0M0 - - - 

11 Can F 46 T4NxN0 + - + 

12 Can M 47 T3N3M0 + + - 

13 Can M 68 T3NxM0 - + + 

14 Can M 50 T4NxM1 - + + 

15 Can M 40 T1NxM0 - - + 

16 Can M 62 T4N2M1 - + + 

 

DISCUSSION 

Previous studies have described H. pylori as the main causative agent 

for GC (Asaka et al., 1994; Komoto et al., 1998) and report a low correlation 

between EBV and GC (Lima and Rabenhorst, 2006; Lima et al., 2011). Here, 

EBV DNA was detected in 80% of the tumors examined using PCR, and 50% 

presented EBV DNA in both the gastric cancer specimen and the resection 

margin. EBV was detected in both early and advanced stages of GC, as aligned 

with previous reports (Shibata et al., 1991; Sample and Sample, 2008). It is also 

important to emphasize that H. pylori was detected in only 2 cases. As such, 

although EBV’s mechanisms for triggering carcinogenesis are not well 

understood (Nishikawa et al., 1999), our results suggest that EBV should be 

considered as a risk factor for this disease, especially in the Amazon state of 

Brazil. 

An increased sample size will be necessary to accomplish a more robust 

statistics. Regardless, we have raised an important hypothesis of a high 

correlation between EBV and GC in the Amazon that deserves further 

investigation by the scientific community in different and larger cohorts. 
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