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RESUMO 

Câncer é o nome dado a uma variedade de doenças que podem ocorrer em 

diferentes regiões do corpo, que se caracteriza principalmente pela proliferação 

desregulada de células. Uma organela muito importante, tanto em células 

normais quanto em células mutadas, é a mitocôndria, responsável pela maior 

parte da produção de ATP na célula. Mutações no DNA mitocondrial podem 

acarretar apoptose ou influenciar na eficiência da formação de ATP. 

Considerando diversas estimativas diferentes, o câncer gástrico sempre figura 

entre os cinco mais incidentes na população mundial, bem como na população 

brasileira e paraense. Dessa forma, entender o comportamento tumoral torna-se 

importante para o combate dessa patologia. O objetivo do trabalho, portanto, é 

analisar a presença de alterações no DNA mitocondrial de linhagens de 

carcinoma gástrico implantadas em um modelo animal. Foram analisados quatro 

genes mitocondriais (COI, ATPase 8, ND1 e ND3) de quatro linhagens de câncer 

gástrico (AGP01, ACP02, ACP03 e PG100) e uma controle (Carcinossarcoma 

256 de Walker) para avaliar as possíveis mutações do DNA mitocondrial. Essas 

linhagens foram inoculadas em primatas não humanos da espécie Sapajus 

apella, sendo que alguns animais receberam concomitantemente com as 

linhagens a substância carcinogênica N-metil-N-nitrosurea (MNU). Os tumores 

gástricos que se desenvolveram nos animais foram retirados cirurgicamente, 

após isso foi feita a extração do DNA, amplificação e sequenciamento das 

sequencias de interesse. Foram observadas alterações nos genes ND1 e ND3. 

As duas transições encontradas em ND1, uma na posição 3594 (CT) e 3693 

(GA) do DNA mitocondrial, não possuíam registro associado a nenhuma 

patologia, tendo sido relacionadas com marcadores populacionais. Os 

resultados sugerem que alterações nos genes codificadores de proteínas que 

participam do Complexo I da cadeia respiratória são mais frequentes que em 

outras porções do mtDNA nas linhagens de carcinoma gástrico analisadas. 

Palavras chaves: câncer, DNA mitocondrial, mitocôndrias, câncer gástrico, 

MNU. 
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ABSTRACT 

 

Cancer is the name given to a variety of diseases that can occur in different regions 

of the body, which is characterized primarily by the deregulated proliferation of cells. 

A very important organelle in both normal and mutated cells is mitochondria, 

responsible for most of the ATP production in the cell. Mutations in mitochondrial 

DNA can lead to apoptosis or influence the efficiency of ATP formation. Considering 

several different estimates, gastric cancer still in the five most incidental in world 

population, as well as in Brazilian and local population. In this way, understanding 

tumor behavior becomes important for fight against this pathology. With this, the 

objective of the present work was to analyze presence of mitochondrial DNA 

alterations of gastric carcinoma lines implanted in an animal model. Four 

mitochondrial genes (COI, ATPase 8, ND1 and ND3) from four gastric cancer strains 

(AGP01, ACP02, ACP03 and PG100) and one control (Carcinossarcoma 256 from 

Walker) were analyzed to evaluate possible mitochondrial DNA mutations. These 

strains were inoculated in non-human primates of the Sapajus apella species, and 

some animals received the carcinogenic substance N-methyl-N-nitrosurea (MNU) 

concomitantly with the strains. The gastric tumors that developed in the animals 

were surgically removed, after which DNA extraction, amplification and sequencing 

of the sequences of interest were done. Changes were observed in the ND1 and 

ND3 genes. The two transitions found in ND1, one at position 3594 (CT) and 3693 

(GA) of mitochondrial DNA, had no associated pathological record and were 

related to population markers. The AG transition at position 10398 of the ND3 

gene resulted in the change from one threonine to alanine in the resulting amino 

acid, only in lines with more aggressive behavior or after MNU administration. Two 

heteroplasms were also identified in the ND1 gene at positions 3594 (C / T) and 

3693 (A / G) only in the PG100 line after MNU, suggesting a difference in the DNA 

repair system of this line compared to the others. The results suggest that changes 

in the genes encoding proteins that participate in Complex I of the respiratory chain 

are more frequent than in other portions of the mtDNA in the analyzed gastric 

carcinoma strains. 

Keywords: câncer, gastric cancer, mitochondria, mtDNA, MNU. 
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INTRODUÇÃO 

 

Câncer é o nome dado a um conjunto de doenças crônicas não-

transmissíveis, de impacto social devastador e considerado um problema de 

saúde pública mundial. Em 2012 foram estimados mais de 14 milhões de novos 

casos de câncer (excetuando o câncer de pele não melanoma) no mundo, sendo 

que deste total, mais de 60% dos casos ocorreriam em países em 

desenvolvimento. Com relação às taxas de mortalidade, este mesmo projeto 

estimou que 70% de um total de 8 milhões das mortes previstas ocorreriam 

nestes mesmos países (FERLAY, et al., 2013). A Organização Mundial de 

Saúde, estima que ocorrerão cerca de 20 milhões de novos casos de câncer até 

2025, sendo que 80% ocorrerão em países em desenvolvimento (HOWLADER, 

et al., 2017).  

Quando se observa a distribuição de ocorrência dos tipos de câncer, 

tem-se que em 2012, para a região da América Latina e Caribe, o câncer de 

próstata era previsto o mais incidente em homens, seguido pelo de pulmão, 

intestino, estômago e bexiga. Nas mulheres, a distribuição estimada era da 

seguinte maneira: mama (27%), colo do útero (12,2%), intestino (7,9%), pulmão 

(5,7%) e estômago (4,3%) (FERLAY , SOERJOMATARAM, et al., 2013).  

No Brasil, para o biênio 2018-2019, estima-se a ocorrência de cerca de 

600 mil novos casos de câncer para cada um dos anos, sendo destes cerca de 

170 mil de câncer de pele não melanoma e 420 mil novos casos de câncer. 

Excetuando-se o câncer de pele não melanoma, os canceres de próstata (68 mil 

– 31,7%) para homens e de mama (60 mil – 29,5%) para mulheres continuam 

sendo os mais incidentes (Figura 1). O câncer de estômago aparece em quarto 

lugar na incidência de canceres em homens no Brasil (6,3%) e não figurando 

entre os cinco primeiros para mulheres (INCA, 2017).  

O grande número de casos desta patologia pode ser explicado pela sua 

origem, a partir de alterações em genes do controle do ciclo celular. A célula 

passa então a se proliferar desobedecendo aos mecanismos de controle, 

podendo adquirir a capacidade de invadir outros tecidos. Desta maneira, 
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portanto, o câncer possui um componente genético em sua origem, podendo 

afetar, teoricamente, qualquer tipo celular do nosso organismo (GILBERTSON, 

2011). 

 

Figura 1 – Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados 
para 2018 por sexo, exceto pele não melanoma*. 

 
Fonte: (INCA, 2017). 

 

Tais alterações que podem desencadear a alteração maligna na célula 

podem ser genéticas, que irão alterar diretamente o cromossomo e o DNA, e/ou 

epigenéticas, que modificarão a expressão dos genes. Contudo, as modificações 

no DNA e na sua expressão não parecem explicar completamente a gênese dos 

canceres. Diferentes tipos de canceres possuem fatores externos que induzem 

ao seu surgimento. Por exemplo, o consumo excessivo de álcool, o fumo, o 

sedentarismo e a exposição às radiações ionizantes são alguns dos agentes 

externos associados direta ou indiretamente a muitos tipos de cânceres 

(CHAKRAVARTHI, NEPAL e VARAMBALLY, 2016). Outros fatores são 

considerados intrínsecos ao indivíduo, como os subprodutos metabólicos – 

produzidos pelo próprio organismo em seu metabolismo normal – capazes de 

afetar o DNA, tais como as espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, os 

produtos de peroxidação lipídica, os metabólitos de estrógeno e o colesterol, 

além dos radicais livres, entre outros (GABRIELLI, BROOKS e PAVEY, 2012). 

Desta maneira, a origem do câncer pode ser explicada sob uma ótica de 

interação de fatores externos e internos ao indivíduo que influenciam direta ou 

indiretamente, o comportamento e constituição do material genético das células 

afetadas. 
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CAPÍTULO I.  

BASES TEÓRICAS DOS PROCESSOS NEOPLÁSICOS 

 

1. CICLO CELULAR E PROCESSO NEOPLÁSICO 

 

As células vivas a todo momento recebem informações do meio em que 

vivem e precisam tomar decisões sobre quais respostas são as mais adequadas: 

crescer e dividir-se, diferenciar-se ou até mesmo encaminhar-se à apoptose são 

algumas das opções (TYSON e NOVAK, 2014). Ao se tratar de uma célula 

eucariótica – incluídas neste grupo, portanto, as células humanas – a decisão de 

proliferar-se é seguida de uma ordenada sequência de fases denominada ciclo 

celular. Neste ocorrem eventos de forma ordenada que, com o propósito de 

facilitar o entendimento, foram agrupados em fases, a saber: G1, S, G2 e M 

(Figura 2). Em cada uma destas ocorrem eventos específicos e necessários para 

a correta divisão da célula e seu material genético que resultará em duas células 

filhas idênticas entre si (BERTOLI, SKOTHEIM e DE BRUIN, 2013).  

 

Figura 2: Ciclo celular e suas fases. 

 
Fonte: (COLEMAN, MARSHALL e OLSON, 2004). 

 

Organismos pluricelulares dependem de sinalização para avançar no 

ciclo celular, tanto de origem interna à célula quanto externa a ela. Quando está 

sinalização ocorre de maneira externa a ela, a atuação de fatores de crescimento 
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em células com receptores de membrana específicos permite que seja 

deflagrado o processo de divisão celular (YASUTIS e KOZMINSKI, 2013). 

Entretanto, ressalta-se que o avanço no ciclo celular e consequente 

multiplicação celular é controlada de maneira muito eficiente, a fim de se evitar 

seu descontrole (DIAZ-MORALLI, et al., 2013). Os “checkpoints” ou pontos de 

checagem são o sistema de controle do ciclo celular que utiliza proteínas cinases 

dependentes de ciclinas (Cdks) ciclicamente ativadas (LIM e KALDIS, 2013). 

Como o próprio nome indica, as Cdks somente possuem efeito de cinase quando 

ligadas a uma ciclina, e o complexo ciclina-Cdks catalisa a fosforilação de 

membros da família de proteínas retinoblastomas (pRB, p107 e p130) 

proporcionando a progressão do ciclo. Em contrapartida, quando há um estimulo 

quiescente, são ativados a família de inibidores de Cdks (INK e CIP/KIP) 

(YASUTIS e KOZMINSKI, 2013) .  

Caso seja detectado em algum ponto de checagem, um dano qualquer à 

célula, haverá o desencadeamento de um mecanismo molecular de reparo 

celular. Se o reparo desencadeado não obtiver sucesso – seja por excesso de 

danos no DNA ou por defeitos no próprio sistema de reparo – a célula deve ser 

encaminhada à senescência ou até mesmo à apoptose. Contudo, algumas 

células podem burlar esses mecanismos e ganhar uma sobrevida, acumulando 

mais mutações em outros genes e dando início ao processo neoplásico 

(GABRIELLI, BROOKS e PAVEY, 2012; BOROUGHTS e DEBERARDINIS, 

2015). 

Vários foram os mecanismos e estratégias de reparo celular selecionados 

ao longo da evolução de células eucarióticas. Dentre os mais estudados, 

podemos citar o reparo por excisão de bases (BER – “base excision repair”), 

reparo por excisão de nucleotídeos (NER – “nucleotide excision repair”) e reparo 

por emparelhamento errôneo de DNA (MMR – “mismatch repair”) (BAUER, 

CORBETT e DOETSCH, 2015). Dentre as diversas causas para erros no DNA, 

as alterações no DNA causadas por espécies reativas de oxigênio (ROS) estão 

entre as mais comuns. Portanto, a presença de efetivos mecanismos de reparo 

se torna crucial para a sobrevida das células eucarióticas que vivem na presença 

de oxigênio (CADET e DAVIES, 2017). 
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Quando há uma falha nos mecanismos de reparo supracitados, pode ser 

acionado os mecanismos de morte celular programada, entre elas a apoptose. 

Fisiologicamente, esta morte celular pode ocorrer na organogênese e 

hematopoiese normal, na reposição fisiológica de certos tecidos maduros, na 

atrofia dos órgãos e na resposta inflamatória. Patologicamente, mecanismos que 

perturbem a homeostase celular e/ou tecidual podem desencadear a cascata 

apoptótica (GILBERTSON, 2011; CHAKRAVARTHI, NEPAL e VARAMBALLY, 

2016) .  

Morfologicamente, reconhece-se a apoptose por um encolhimento celular, 

com posterior fragmentação de seu conteúdo, inclusive o seu DNA, em vesículas 

denominadas de corpos apoptóticos. O fenômeno ocorre de maneira muito 

rápida e sem interferir com as células vizinhas. Os corpos apoptóticos são 

posteriormente fagocitados por células fagocíticas do sistema imune (CUTSEM, 

SAGAERT, et al., 2016).  

A classe de moléculas implicada por toda a cascata são as caspases. 

Estas moléculas pertencem à família de proteases que clivam proteínas alvo em 

resíduos específicos de aspartato, com múltiplas funções no processo apoptótico 

(MCARTHUR e KILE, 2018). Cerca de 18 caspases de mamíferos são descritas 

na literatura, algumas com funções bem descritas, outras ainda sem uma 

confirmação de  quais funções exatamente desempenham nas células 

(ECKHART, BALLAUN, et al., 2008; SHALINI, DORSTYN, et al., 2015).  

Os mecanismos moleculares da morte celular programada são bem 

descritos. Em mamíferos, incluindo os humanos, são identificadas duas vias 

apoptóticas: intrínseca (mediada por mitocôndria) e extrínseca (mediada por 

receptor de morte) (LI e YUAN, 2008).  

A maior via apoptótica de mamíferos é a intrínseca, chamada ainda de via 

mitocondrial ou via clássica. Como os nomes sugerem, a via é centrada na 

mitocôndria, levando a esta organela a ter uma função na célula tão crucial 

quanto a produção energética. As proteínas da família Bcl-2 estão envolvidas no 

processo de desencadeamento das vias apoptóticas. Os primeiros são os 

membros pró-sobrevivência, Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1 e A1, que mantêm as 

células vivas, impedindo a ativação de Bak e Bax, os dois mediadores essenciais 
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pró-morte da via intrínseca. Quando há sinais pró apoptóticos, um terceiro grupo 

de proteínas Bcl-2 são ativadas, as BH-3, que suprimem as proteínas pró 

sobrevivência permitindo o acionamento de Bak e Bax. Esta ativação induz a 

membrana externa mitocondrial a se tornar mais permeável. Com isto, há um 

efluxo de citocromo C que forma um complexo com o fator apoptótico ativador 

da protease-1 (Apaf-1, uma proteína adaptadora) e o zimogênio inativo da 

caspase-9. Esta ativação desencadeia a cascata de ativação de caspases e 

ocorre ativação das chamadas caspases executores (caspases 3 e 7) (LI e 

YUAN, 2008; GOLDAR, KHANIANI, et al., 2015). 

A via extrínseca é desencadeada via ativação do receptor de morte na 

membrana celular. Ligantes pró-apoptóticos externos à célula, tais quais fator de 

necrose tumoral (TNF), ligante Fas (Fas-L) e ligante indutor de apoptose 

relacionado ao TNF. Após ligação do ligante ao receptor, os receptores de morte 

ligam-se através do seu domínio de morte intracelular com um motivo proteico 

correspondente a proteínas adaptadoras, tais como domínio de morte associado 

a Fas (FADD) e domínio de morte associado a receptor de TNF. A partir daí, há 

ativação da pró-caspase-8, que irá desencadear o processo de cascata de 

caspases, ativando as caspases iniciadores (LOPEZ e TAIT, 2015). 

O balanço adequado de ativações de apoptose e desencadeamento de 

processos mitóticos são essenciais para a homeostase.  As vias apoptóticas 

podem ser alteradas pelas células cancerosas transcricionalmente, 

traducionalmente e pós-traducionalmente. Significativamente, esses 

mecanismos não são exclusivos e as células cancerosas podem usar diversas 

estratégias para escapar da apoptose (CHAKRAVARTHI, NEPAL e 

VARAMBALLY, 2016; GOLDAR, KHANIANI, et al., 2015) .  

Desta maneira, sendo a via clássica uma das mais importantes, 

perturbações na integridade funcional e genética da mitocôndria podem levar à 

alterações na capacidade de ativação de cascatas apoptóticas, sendo esta 

evasão à apoptose uma das marcas do câncer descrito por Hannanan e 

Weinberg. Neste sentido, estudos acerca da integridade mitocondrial e de seu 

DNA podem levar à descoberta de novos possíveis alvos terapêuticos ou novos 

mecanismos de prognostico e estadiamento tumoral (LOPEZ e TAIT, 2015; 
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GOLDAR, KHANIANI, et al., 2015; CAO e TAIT, 2018; HANAHAN e WEINBERG, 

2011). 

 

2. BIOLOGIA MOLECULAR DO CÂNCER 

 

Todo o processo de carcinogênese é caracterizado por um conjunto de 

características (ou “marcas”), compartilhado por praticamente todos os tipos de 

cânceres. Em 2000, Hanahan e Weinberg definiram as seis primeiras “marcas”: 

a autossuficiência em relação aos sinais de crescimento, a resistência aos sinais 

antiproliferativos, a evasão a apoptose, o potencial proliferativo ilimitado, a 

angiogênese, a invasão a tecidos adjacentes e a metástase (HANAHAN e 

WEINBERG, 2000). Com o avanço dos estudos sobre o câncer foram sendo 

sugeridas novas propriedades como: a evasão ao sistema imunológico, a 

instabilidade genômica, o estresse metabólico, mitótico e oxidativo e de danos 

ao DNA (NEGRINI, GORGOULIS e HALAZONETIS, 2010). Em 2011, Hanahan 

e Weinberg reformularam suas “marcas do câncer” (Figura 3), acrescentando às 

já existentes outras quatro: a evasão à destruição autoimune, a promoção de 

inflamação tumoral, a instabilidade genômica e mutação, e a desregulação da 

cinética celular  (HANAHAN e WEINBERG, 2011). 

Figura 3 - As marcas do Câncer propostas em 2011 por Hannahan e Weinberg 

 
Fonte (traduzida): (HANAHAN e WEINBERG, 2011). 
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Todas estas “marcas” são desencadeadas por alterações em genes que 

devem conferir à célula portadora a capacidade de sobreviver e proliferar em 

condições as quais normalmente seriam deletérias (VOGELSTEIN, et al., 2013). 

Como são muitos os genes envolvidos em todo o processo, estes podem ser 

divididos em duas classes: os oncogenes e os genes supressores tumorais. Os 

produtos desses genes fazem parte de uma rede de fatores que, juntos, 

trabalham no controle da proliferação celular, diferenciação e sobrevida das 

células (MCCARTHY, 2016). Mutações envolvendo-os são cruciais para o 

desencadeamento do processo neoplásico (BAEISSA, et al., 2016). 

Os oncogenes são correlacionados com eventos genéticos de ganho de 

função e possuem efeito dominante. São responsáveis por codificar proteínas 

responsáveis pelo controle positivo da proliferação celular (VICENTE‐DUEÑAS, 

et al., 2013). São originários da ativação dos proto-oncogenes através de 

translocações, amplificações gênicas ou ainda por alterações intragênicas que 

alterem a regulação do gene. Tais mutações garantem a célula portadora uma 

vantagem proliferativa ou um aumento da sobrevida da mesma (BAEISSA, et al., 

2016). 

Os genes supressores tumorais por sua vez estão envolvidos em funções 

críticas e altamente conservadas dentro da célula. Eles são responsáveis pela 

regulação do ciclo celular e apoptose, diferenciação celular, vigilância da 

integridade genômica e reparo de erros no material genético, transdução do sinal 

e adesão celular (VOGELSTEIN, et al., 2013). De acordo com sua função, os 

genes supressores tumorais podem ainda ser subdivididos em dois grupos, os 

“gatekeepers” ou genes protetores e os "caretakers” ou genes de manutenção 

(BUNZ, 2016).  

Os gatekeepers reúnem genes que desempenham papel diretamente 

ligado a regulação do ciclo celular. Eles são responsáveis por promover a 

proliferação ou enviar a célula ao processo apoptótico. Mutações nesta 

subclasse de genes estão diretamente ligadas ao processo de carcinogênese e 

progressão tumoral de inúmeros tipos de câncer. Os caretakers por sua vez, são 

responsáveis por processos adjacentes ao ciclo celular como o reparo do DNA 

e a conservação da integridade genômica. Mutações nesta classe de gene não 
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levam a célula ao desenvolvimento do fenótipo mutante, mas favorecem o 

surgimento de mutações em genes classificados como gatekeepers (JEGGO, 

PEARL e CARR, 2016).  

Entretanto, mutações na sequência de DNA por si só não são capazes 

de explicar toda a diversidade de fenótipos dentro de uma população de células 

cancerosas. Os fenômenos epigenéticos oferecem uma explicação adicional à 

essa diversidade. A epigenética é definida como modificações na expressão do 

DNA sem, no entanto, alterar a sua sequência (SHARMA, KELLY e JONES, 

2010). Essas alterações são reversíveis e herdáveis. Em uma célula normal, 

fenômenos epigenéticos direcionam um desenvolvimento adequado e uma 

apropriada diferenciação celular (SCHÜBELER, 2015). 

Dentre as modificações epigenéticas normais podem ser: as 

modificações de cromatina, alterações dos RNAs não codificadores, a metilação 

do DNA e o imprinting genômico, este último correlacionado à metilação do DNA 

(EASWARAN e BAYLIN, 2013). O mais bem estudado destes mecanismos é a 

metilação do DNA, que possui um importante papel no controle da atividade 

gênica (ESTELLER, 2008). 

Tais eventos genômicos e epigenéticos descritos acima são relatados 

funcionando em conjunto para o desenvolvimento de tumores e metástases. O 

avanço dos estudos acerca destes temas tem proporcionado a possibilidade de 

um melhor entendimento dos processos de iniciação, progressão e sinalização 

do câncer, abrindo caminhos para um melhor direcionamento terapêutico 

(CHAKRAVARTHI, NEPAL e VARAMBALLY, 2016).  
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CAPÍTULO II.  

O CÂNCER GÁSTRICO 

 

1. EPIDEMIOLOGIA E ETIOLOGIA. 

 

O câncer gástrico é tido como o quinto tipo de neoplasia que mais leva 

a óbito no mundo e o quarto tipo mais diagnosticado (TORRE, et al., 2015). 

Contudo, alguns pesquisadores associam a elevação dos números de novos 

casos de câncer gástrico com a melhoria no diagnóstico precoce, mudanças nos 

hábitos de conservação dos alimentos e maior consumo de frutas e verduras, o 

que pode acarretar também na diminuição no número de óbitos por esta 

neoplasia (ANG e FOCK, 2014). 

A incidência deste tipo de câncer não é uniforme ao redor do mundo. 

América Central e do Sul, Ásia, Leste e Sul Europeu são áreas de elevada 

incidência do câncer gástrico. Já América do Norte, Austrália e Nova Zelândia 

apresentam as mais baixas taxas de incidência (TORRE, et al., 2015; ANG e 

FOCK, 2014) (Figura 4). 

 

Figura 4 – Incidência do câncer gástrico ao redor do mundo. 

 
Fonte: Globocan 2012. IARC. 
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No Brasil, segundo o INCA, são aguardados para o ano de 2018 mais 

de 20 mil novos casos de câncer de estômago, sendo 13.540 para homens e 

7.750 para mulheres. Na região Norte, entre os homens ocupam a segunda 

posição de incidência entre os tipos de canceres excluindo-se os de pele não 

melanoma e o quinto entre as mulheres na mesma região. Para o estado do 

Pará, para o mesmo ano, especula-se que ocorram 7401 novos casos e cerca 

de 35% (2601 casos estimados) ocorram em sua capital, Belém (INCA, 2017) 

(Figura 5). 

 

Figura 5 – Incidência de casos de câncer gástrico nos diferentes estados do Brasil, 
apresentando sua distribuição distinta entre homens e mulheres. 

 

Fonte: INCA,2017. 

 

 

Desta maneira, inúmeras pesquisas buscam desvendar quais as causas 

que levam ao desenvolvimento desta neoplasia. Estudos epidemiológicos 

sugerem uma forte correlação entre fatores ambientais e genéticos/epigenéticos 

na gênese do câncer gástrico (VENERITO, et al., 2016). 

O fator ambiental mais fortemente correlacionado com o câncer gástrico 

é a infecção pela bactéria Helicobacter pylori (MOSS, 2017). Esta bactéria 

coloniza especificamente o epitélio gástrico e é a mais comum infecção 

                                            
1 Número arredondado para múltiplo de 10 (INCA, 2017). 
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bacteriana no mundo (EUSEBI, ZAGARI e BAZ, 2014), tendo sido considerada 

carcinógeno tipo 1 (definitivo) pela Agência Internacional de Pesquisa sobre o 

Câncer (IARC - International Agency For Research on Cancer) em 1994 (IARC, 

1994).  

Esta bactéria foi primeiramente isolada por Warren e Marshall em 1983 

(MARSHALL e WARREN, 1984). Trata-se de uma bactéria gram negativa, 

espiralada, com presença de flagelos unipolares (MCCOLL, 2010). A infecção 

por este microrganismo ocorre nos anos iniciais da vida do indivíduo e persiste 

por toda a sua vida adulta (GRAHAM, 2015). Países com melhora em suas 

condições sanitárias observam uma diminuição nos casos de infecção por esta 

bactéria, e consequentemente, diminuição nos números de casos de câncer 

gástrico (MOSS, 2017). 

A presença desta bactéria no epitélio gástrico desencadeia uma 

inflamação persistente, crônica, desencadeando processos que, se não 

cessados, resultam no desenvolvimento do câncer gástrico (Figura 6) 

(WADHWA, et al., 2013).  

Entretanto, a infecção por esta bactéria não é o único fator ambiental 

envolvido na gênese deste tipo de neoplasia. Hábitos alimentares também estão 

associados. Há evidências de que elevado consumo de sal e compostos N-

nitrosos e baixa ingestão de frutas e vegetais frescos aumentam o risco de 

câncer gástrico (VENERITO, et al., 2016).  

Estudos caso-controle associam positivamente a ingestão de sal e 

compostos N-nitrosos com o desenvolvimento de câncer de estômago, apesar 

de estudos prospectivos obterem resultados controversos (GUGGENHEIM e 

SHAH , 2013; ANG e FOCK, 2014). Ingestão de elevadas concentrações de sal 

destroem a mucosa gástrica, causando lesões e inflamações, propiciando a 

instalação da H. pylori e/ou levando ao desenvolvimento de uma gastrite, 

elevando o risco de desenvolvimento de câncer gástrico (GADDY, RADIN, et al., 

2013). Nitritos e nitratos – encontrados principalmente em alimentos defumados 

e em conserva – quando digeridos são convertidos em nitrosaminas (HOED e 

KUIPERS, 2016). Estas moléculas são capazes de provocar a desaminação de 

purinas e pirimidinas do DNA podendo levar a mutações de ponto, alterando 
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genes que possam estar envolvidos no processo de carcinogênese (SONG, WU 

e GUAN, 2015). 

 

Figura 6 - Carcinogênese promovida por H. pylori. 

 
Fonte: (WADHWA, et al., 2013). 

 

 

A ingestão de uma maior quantidade de frutas e vegetais frescos por sua 

vez, possui uma ação protetora com relação ao câncer de estômago (HOED e 

KUIPERS, 2016). Estes alimentos contêm substâncias antioxidantes e que 

garantem a integridade do DNA por evitarem a conversão de nitritos para 

nitrosaminas, além de possuírem uma grande quantidade de fibras. Estas 

últimas aparentemente funcionam neutralizando os nitritos presentes e 

reduzindo sua concentração intragástrica (ZHANG, et al., 2013). 

Por se tratar de uma patologia complexa, sua gênese não é explicada 

somente por fatores externos ao organismo. Da mesma maneira que os demais 
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tipos de tumores, alterações genéticas/epigenéticas possuem importante papel 

na carcinogênese gástrica. Por exemplo, mais de 50 mutações no gene CDH1 

estão relacionadas com o câncer gástrico difuso hereditário. Isto quer dizer que 

indivíduos com essas mutações ao associarem hábitos relacionados ao 

desenvolvimento dessa neoplasia, aumentam sua probabilidade de desenvolvê-

la (HANSFORD, et al., 2015).  

 

 

2. Classificação histopatológica e Molecular do Câncer gástrico. 

 

Anatomicamente, o estômago é dividido em três grandes áreas 

denominadas fundo, corpo e antro. Histologicamente, é constituído de cinco 

camadas sendo a mais interna a mucosa glandular, seguida pela submucosa, 

muscular, subserosa e mais externamente a serosa (Figura 7). O câncer gástrico 

pode se desenvolver em qualquer uma dessas áreas (COFFEY, et al., 2007). 

 

Figura 7 - Anatomia e histologia do estômago humano. 

 
Fonte (traduzido e adaptado): (COFFEY, et al., 2007). 

 

Várias classificações histopatológicas para o adenocarcinoma gástrico 

foram propostas. Duas classificações são as mais aceitas e utilizadas: a proposta 

por Lauren e a da Organização Mundial da Saúde (OMS) (CUTSEM, et al., 

2016). A mais difundida, e a utilizada no presente trabalho, foi proposta por 
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Láuren em 1965. Nesta classificação, os tumores são divididos em dois grandes 

grupos: intestinal (ou bem diferenciado) e difuso (ou pobremente diferenciado); 

tendo ainda os indeterminados e os mistos (ANG e FOCK, 2014). Estes subtipos 

diferem tanto em suas características histológicas, quanto na epidemiologia, 

patogenicidade e perfil genético (CUTSEM, et al., 2016).  

O tipo difuso caracteriza-se por apresentar células pouco coesas, 

difusamente infiltradas no estroma gástrico, com pouca ou nenhuma formação 

glandular (Figura 8). Não há descrição de lesões pré-neoplásicas e não possui 

distribuição geográfica definida. Os pacientes acometidos por este tipo são em 

sua maioria jovens, do gênero feminino, com histórico familial e apresentam o 

pior prognóstico em comparação ao tipo intestinal (KHATOON, RAI e PRASAD, 

2016). Microscopicamente, a lesão não apresenta limites definidos, 

apresentando espalhamento extensivo na submucosa e metástases precoces. 

Possui um componente hereditário mais forte do que o tipo intestinal e possui 

correlação com fatores ambientais, como infecção por H. pylori (PIAZUELO e 

CORREA, 2013). 

 
 
Figura 8 - Cortes histopatológicos de Adenocarcinoma gástrico do tipo difuso (segundo 
classificação de Lauren, 1965), corados em H&E. 

 
Fonte: Site AnatPat – Unicamp. http://anatpat.unicamp.br/lamtgi3.html 

 
 
 

O tipo intestinal está associado com o desenvolvimento de lesões pré-

neoplásicas previas (Figura 9). Estas por sua vez podem ser classificadas na 

chamada cascata pré-neoplásica ou Cascata de Correa, possuindo etapas com 

características bem definidas: Gastrite não atrófica → gastrite atrófica multifocal 

sem metaplasia → metaplasia intestinal do tipo completo → metaplasia intestinal 
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do tipo incompleto → displasia. Esta cascata foi proposta em 1975, por Correa e 

colaboradores após observação de população colombiana com alto risco de 

câncer gástrico (CORREA, et al., 1975; PIAZUELO e CORREA, 2013; 

MARTÍNEZ-GALINDO, et al., 2015; CUTSEM, et al., 2016) 

 

Figura 9 – Cascata pré-cancerosa proposta por Correa, em 1975.  
A, mucosa gástrica normal. B, Gastrite crônica não atrófica. Abundante infiltrado 
inflamatório na lâmina própria com glândulas bem preservadas observadas na metade 
mais profunda da mucosa. C, Gastrite atrófica multifocal sem metaplasia intestinal. 
Perda marcada de glândulas, com infiltrado inflamatório proeminente e proliferação de 
tecido fibroso na lâmina própria. D, Metaplasia intestinal, tipo completo. Células 
caliciformes alternando com enterócitos absorventes que apresentam borda de pincel 
bem desenvolvida. E, Metaplasia intestinal, tipo incompleto. Células caliciformes 
alternando com células colunares que contêm gotículas de mucina de tamanhos 
variáveis. F, Displasia. Epitélio com displasia de alto grau (metade inferior da fotografia) 
ocorrendo em um fundo de metaplasia incompleta (observada no epitélio superficial 
foveolar). (H &E. E, ampliação original: A-C x 100, D-F x 200). 

 
Fonte: (PIAZUELO e CORREA, 2013). 

 

 

A cascata proposta por Correa culmina no tipo histológico intestinal 

proposto por Lauren (1965). É assim chamado por apresentar glândulas ou 

túbulos revestidos por epitélio semelhante a mucosa intestinal (Figura 10).  É o 



 

 

32 

 

tipo histológico predominante em áreas de alto risco para câncer gástrico, 

entretanto, vem diminuindo a sua incidência nas últimas décadas, contribuindo 

fortemente para a queda da incidência global do câncer de estômago. 

Geralmente ocorre em indivíduos entre 55 e 80 anos de idade, e a proporção 

entre homens e mulheres é de 2:1. Histologicamente, caracteriza-se por células 

epiteliais malignas que apresentam coesão e diferenciação glandular infiltrando-

se no estroma. As células tumorais podem apresentar diferentes graus de atipia 

nuclear e podem apresentar estruturas tubulares, trabeculares, papilares ou 

túbulo-papilares (PIAZUELO e CORREA, 2013; CORREA, 2013; MARTÍNEZ-

GALINDO, et al., 2015; CUTSEM, et al., 2016). 

 
 
Figura 10 – Adenocarcinoma gástrico do tipo intestinal. Três tipos tumorais são 
mostrados com formação irregular de glândulas, túbulos e papilas.  

 
Fonte: (PIAZUELO e CORREA, 2013). 

 

Uma pesquisa publicada, com os resultados do perfil genômico completo 

de 295 adenocarcinomas gástricos primários identificou quatro subgrupos 

tumorais: positivos para o vírus Epstein-Barr (9%), tumores com instabilidade de 

microssatélites (22%), tumores genomicamente estáveis (20%) e tumores 

cromossômicos instáveis  (50%). A correlação com as características 

histológicas revelou enriquecimento do subtipo difuso no grupo genomicamente 

estável (73%) (Figura 11). A frequência de tumores cromossômicos instáveis foi 

aumentada nos adenocarcinomas da junção gastresofágica, e a maioria dos 

tumores positivos para o vírus Epstein-Barr estava localizada no fundo ou no 

corpo do estômago. Finalmente, os tumores positivos para este vírus foram 

encontrados principalmente em homens (81%), enquanto tumores com 

instabilidade de microssatélites apresentou-se ligeiramente associado ao gênero 

feminino (THE CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK, 2014).  
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Figura 11 – Caracterização molecular dos subtipos de carcinomas gástricos. CIN= 
tumor com instabilidade cromossômica. EBV= tumores infectados por Epstein-Barr. 
CIMP= Fenótipo de ilhas CpG metiladas MSI = tumores com instabilidade de 
microssatélite.   

 
Fonte: (THE CANCER GENOME ATLAS RESEARCH NETWORK, 2014). 

 

 

 

3. Fatores Genéticos e epigenéticos associados à carcinogênese 

gástrica. 

 

Várias são as causas de desregulação de genes em câncer gástrico e 

esta pode ocorrer em diferentes níveis: genômico, a nível de sinalização e a nível 

pós transcricional. Portanto, o desenvolvimento e progressão deste tipo de 

câncer envolve muitas alterações genéticas e epigenéticas tanto em genes 

supressores tumorais quanto em oncogenes (CUTSEM, et al., 2016). Apesar da 

patogênese do câncer de estômago ser muito incerta – principalmente quando 

se trata do tipo difuso – muito tem se descoberto acerca da biologia molecular 
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do câncer como um todo, o qual tem proporcionado evidências de que a 

malignização de uma célula epitelial se dá através de um processo de múltiplas 

etapas, resultado de acúmulos de anomalias genéticas. A sequência de estágios 

pré-neoplásicos proposta por Correa 1975 é, então, acompanhada por 

sucessivas mudanças genéticas/epigenéticas (MCLEAN e EL-OMAR, 2014). 

Com o advento da tecnologia do sequenciamento de nova geração, que 

tem se tornado mais acessível e mais eficiente, houve um significativo avanço 

sobre a descoberta de novas alterações genéticas e o esclarecimento das já 

correlacionadas com o câncer gástrico. Alterações nos genes CDH1 e TP53 

continuam sendo as mutações de maior ocorrência dentre os tumores gástricos 

estudados. Contudo, outros genes têm ganhado atenção pelo seu envolvimento 

na carcinogênese gástrica (KATONA e RUSTGI, 2017). 

As alterações genéticas mais comuns seriam a perda de 

heterozigosidade e mutações de pontos em genes supressores tumorais; e as 

epigenéticas seriam a inativação de genes supressores tumorais através de 

metilação de ilhas CpG´s e silenciamento a nível transcricional. Mutações 

genéticas locais que alteram a expressão gênica incluem amplificação gênica, 

deleções e mutações em regiões codificadoras ou regulatórias. Outras 

alterações associadas ao câncer gástrico são a instabilidade de microssatélites 

(MSI) (CHOI, et al., 2014), mutações em reguladores do ciclo celular, ativação 

da telomerase e polimorfismos genéticos (WU, LIN e TSAI, 2014). Na Figura 12 

estão esquematizadas as principais alterações genéticas e epigenéticas 

associadas ao câncer gástrico. 

Um mecanismo comum de inativação de genes em câncer gástrico é o 

silenciamento epigenético através da metilação do DNA e está normalmente 

associada a genes supressores tumorais (RÖCKEN, 2017). No câncer gástrico, 

inúmeros genes supressores tumorais já foram descritos como silenciados 

através deste mecanismo como o hMLH1, APC, CHFR, COX2, DAP-kinase, 

DCC, E-cadherina (CDH1), GSTP1, HRK, LOX, MGMT (O6-metilguanina 

metiltransferase), PTEN, RASSF1A, RUNX3, 14-3-3 sigma, THBS1, TIMP-3, e 

TSLC1 (KATONA e RUSTGI, 2017). Também foi observado um aumento do 

número de genes metilados à medida que ocorre a progressão tumoral, 
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indicando uma correlação entre esta e a metilação do DNA (LIU e MELTZER, 

2017). 

 

Figura 12 – Alterações genéticas e epigenéticas associadas ao Câncer gástrico. 

 
Fonte (modificado e adaptado): (LIU e MELTZER, 2017). 

 

Os genes supressores tumorais também aparecem alterados em 

tumores de estômago. Algumas deleções intragênicas - ou até mesmo do gene 

inteiro - já foram descritas na literatura, envolvendo principalmente o gene CDH1. 

Outras mutações podem ocorrer neste gene. São descritos polimorfismos em 

seu promotor e alterações nos padrões de metilação das ilhas CpG´s que 

modificam a expressão do gene. Uma super-expressão de CDH1 é encontrada 

em câncer gástrico e correlacionada com a aquisição de habilidades infiltrativas 

e de metástase. As mutações genéticas e os eventos epigenéticos neste gene 

também foram correlacionadas com alterações na linhagem germinativa que 

levam ao desenvolvimento de câncer gástrico do tipo difuso de origem familial 

(HANSFORD, et al., 2015). Outro gene supressor tumoral largamente estudado 

e envolvido na carcinogênese gástrica é o TP53. Este gene codifica uma proteína 
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responsável pelo controle do ciclo celular, reparo do DNA, diferenciação celular 

e apoptose. Sua função pode ser alterada através de perda de heterozigosidade, 

mutações e alterações nos padrões de metilação de seu promotor (CHIA e TAN, 

2016). Mudanças nos padrões de expressão deste gene são uma das mais 

prevalentes alterações genéticas em cânceres humanos, incluído em tumores 

gástricos, onde aparece alterado em cerca de 40% dos casos. Observa-se ainda 

que em pacientes mais jovens, em comparação aos de idade avançada, há uma 

menor incidência de mutações no TP53 (CORREA, 2013). 

Em tumores gástricos, muitos proto-oncogenes são ativados. Os 

mecanismos envolvidos podem ser desde uma amplificação gênica com 

consequente aumento de expressão do mesmo, quanto alterações epigenéticas 

(principalmente relacionada a perda de metilação de ilhas CpG´s). Dentre os 

oncogenes envolvidos na carcinogênese gástrica podemos citar o C-MET, C-

ERB2, K-RAS, C-MYC, C-KIT, K-SAM E O TNF-Α (RÖCKEN, 2017). 

Outra característica genética marcante dos tumores gástricos é a 

presença de MSI. A instabilidade de microssatélite é a consequência de defeitos 

no processo de reparo do DNA que leva a instabilidade gênica (YODA, et al., 

2014). A principal causa desta alteração, é o silenciamento dos genes de reparo 

hMLH1 e hMSH2 através de hipermetilação de seus promotores (MARRELLI, et 

al., 2015). Há então uma alteração espontânea em sequências repetitivas 

simples chamadas de microssatélites, com inserção ou deleção de uma ou mais 

repetições. Existem três níveis de MSI que podem ser identificados: alta 

instabilidade de microssatélite (MSI-H), baixa (MSI-L) e ausência de instabilidade 

(MSS) (CHOI, et al., 2014; YODA, et al., 2014). 

A prevalência de MSI é variável no câncer gástrico, ficando entre 15% e 

60% de acordo com a população estudada. A sua presença propicia um acúmulo 

de outras mutações que contribuem para a patogênese deste tipo de câncer. 

Tumores com MSI-H apresentam características diferentes quando 

correlacionadas aos que possuem MSI-L ou mesmo MSS, sendo relatado um 

melhor prognóstico e maior sobrevida (YODA, et al., 2014). 

A existência de polimorfismo genéticos também foi associada a gênese 

de tumores gástricos e estariam principalmente envolvidos na progressão dos 
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mesmos (MCLEAN e EL-OMAR, 2014). Polimorfismos são variações genéticas 

funcionais encontradas em cerca de 1% da população que ocasionam 

variabilidade genética. Trata-se de uma importante causa endógena do câncer 

(ZHOU, et al., 2014). Alguns polimorfismos que comprovadamente modificam o 

risco ao câncer gástrico envolvem os genes IL-1beta (IL1B), o receptor 

antagonista IL-1 (IL1RN) e o N-acetiltransferase (NAT1) (LIU e MELTZER, 2017). 

Outros ainda apresentam uma correlação fraca com a gênese do câncer 

gástrico, mas são associados a respostas diferenciadas aos tratamentos 

quimioterápicos. Como por exemplo os de genes são os envolvidos na via do 

folato, como o metileno tetrahidrofolato (MTHFR) e o timidilato sintase (TS) 

(GAO, et al., 2013). 

Mais recentemente os pesquisadores voltaram o foco para alterações no 

metabolismo energético da célula, revisitando o conceito do efeito Warburg e 

suas implicações. Alterações no DNA mitocondrial tem sido implicada tanto na 

gênese da neoplasia quanto como alvo terapêutico (SUN, et al., 2016). 
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CAPÍTULO 3.  

MODELOS EXPERIMENTAIS EM PESQUISAS 

ONCOLÓGICAS 

 

Modelos animais têm se demonstrado valiosas ferramentas nos estudos 

acerca da carcinogênese. Nas últimas décadas, inúmeros esforços foram 

combinados para se obter o máximo de informações sobre a patogênese do 

câncer gástrico e quais são suas etapas pré neoplásicas, além de quais fatores 

influenciam diretamente em sua instalação e progressão. Alguns desses estudos 

foram feitos utilizando roedores como modelo experimental, mas o tamanho de 

seus órgãos impossibilita realizar alguns procedimentos como coleta de sangue 

e diagnóstico de imagem demonstrando o desenvolvimento da doença 

(TSUKAMOTO, MIZOSHITA e TATEMATSU, 2007). Vale ressaltar que o uso de 

roedores é muito útil para o teste em larga escala de potenciais carcinógenos, 

devido ao baixo custo de manutenção desses animais (USHIJIMA e SASAKO, 

2004; TAKAYAMA, THORGEIRSSON e ADAMSON, 2008). 

Os primatas não humanos por sua vez constituem excelentes modelos 

experimentais para os casos em que se quer avaliar a instalação e progressão 

dos tumores gástricos. Estes animais possuem proximidade evolutiva e 

filogenética aos seres humanos, possuindo similaridade anatômica, fisiológica e 

bioquímica muito maior do que os roedores. O tamanho de seus órgãos também 

confere uma vantagem para este tipo de experimento, pois permite a realização 

de procedimentos de coleta de sangue, biópsias e exames de endoscopia tantas 

vezes forem necessárias no mesmo animal em diferentes períodos. Comparados 

aos roedores, a incidência de tumores esporádicos é baixa, mas a longevidade 

desses animais permite que sejam expostos a carcinógenos por um longo 

período, comparável aos seres humanos. As desvantagens são óbvias: os 

custos de manutenção são elevados e o longo tempo para o surgimento dos 

primeiros resultados (TAKAYAMA, THORGEIRSSON e ADAMSON, 2008).  

O primata não humano da espécie Sapajus apella é conhecido 

popularmente como macaco prego e pertence à subordem Anthropoidea, 
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superfamília Platyrrhini, família Cebidae e gênero Sapajus. Essa espécie é 

encontrada na região leste e sul da Colômbia, sul da Venezuela, Guianas, leste 

do Equador, grande parte do Brasil, Bolívia e Paraguai (NAVES , et al., 2006). 

Os macacos do gênero Sapajus são indivíduos de tamanho médio, com 

tamanho corpóreo de até 60 centímetros, pesam entre 2,5 e 5,0 quilogramas, 

apresentam o corpo robusto e exibem dimorfismos sexuais, e possuem grande 

capacidade de adaptação a diferentes habitats (FERREIRA, 2009). 

A utilização crescente dos primatas da espécie Sapajus apella em 

pesquisas científicas, dentre tantas outras espécies, tem ocorrido graças a sua 

homologia com o Homo sapiens, o que demonstra sua relevância na 

investigação de mecanismos patológicos e fisiológicos nas áreas de 

hematologia, imunologia, virologia e oncologia (VASCONCELOS, 2008; 

FERREIRA, 2009; FEIO, et al., 2017) 

Este tipo de modelo experimental – combinado ao uso de carcinógenos 

químicos para induzir ao câncer gástrico – estabelecido pelo National Cancer 

Institute (NIH) dos Estados Unidos e pelo National Cancer Research Institute do 

Japão (TAKAYAMA, THORGEIRSSON e ADAMSON, 2008). Dentre os 

carcinógenos químicos capazes de induzir tumores gástricos em modelos 

experimentais está o N-Metil-N-nitrosurea (MNU) (Figura 13). Este agente é 

capaz de provocar alterações genéticas e epigenéticas levando a alterações 

neoplásicas. É um conhecido carcinógeno que não necessita de ativação 

metabólica agindo diretamente sob o organismo (SWAN e MAGEE, 1968; 

BUDÁN, et al., 2008). 

 

Figura 13 - Estrutura química do MNU (N-Metil-N-nitrosurea). 

 
Fonte: (SEN, et al., 2000). 
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O MNU pertence à classe de compostos conhecidos genericamente 

como N-nitrosamidas, que são instáveis em solução aquosa, especialmente em 

pH> 5. É improvável que sejam encontradas MNU ou outras nitrosamidas em 

concentrações apreciáveis em alimentos ou bebidas. Entretanto, é possível que 

estes compostos sejam formados no estômago in vivo de humanos a partir de 

precursores ingeridos (como amidas e nitritos). Experimentos demonstram que 

pode haver formação de nitrosamidas (como o MNU) a partir de precursores 

amidas correspondentes, sendo esta muito elevada em condições ácidas como 

as encontradas no estômago (FAUSTINO-ROCHA, et al., 2015). O MNU pode 

ainda ser formado como produto do metabolismo da creatinina (Figura 14) (SEN, 

SEAMAN, et al., 2000). Devido a probabilidade de formação de MNU a partir de 

amidas e nitritos, a ingestão de carnes curadas e alimentos salgados torna-se 

um fator ambiental predisponente ao câncer, principalmente o de estômago 

(BONEQUI, et al., 2013; GADDY, et al., 2013; FAUSTINO-ROCHA, et al., 2015). 

 

Figura 14 - Reação de formação de MNU a partir da Creatinina 

 
Fonte: (SEN, et al., 2000). 

 

A nível molecular, o MNU reage com a guanina do DNA formando O6-

metilguanina. A alquilação na posição O6 da guanina é associada à formação de 

mutação do DNA nos cânceres, como a transição de pares de guanina-citosina 
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e de adenina-timina na mutação no gene K-RAS ou no TP53, que ocorre porque 

guanina alquilados são reconhecidas como adeninas durante a replicação do 

DNA (BUDÁN, VARJAS, et al., 2008). Devido às características supracitadas, o 

MNU tem sido utilizado como carcinógeno em modelos experimentais (LEE, et 

al., 2016; ARAS, et al., 2013; CAICEDO–GRANADOS, et al., 2014)  

Sendo assim, a indução pelo MNU de lesões pré-neoplásicas 

semelhantes às que ocorrem antes do desenvolvimento do adenocarcinoma 

gástrico do tipo intestinal (TSUKAMOTO, MIZOSHITA e TATEMATSU, 2007) em 

primatas não humanos, permite que sejam coletadas amostras de tecido gástrico 

de cada estágio de desenvolvimento da doença e caracterizar quais as 

alterações genéticas e epigenéticas presentes. 
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CAPÍTULO IV.  

ALTERAÇÕES NO mtDNA, CARCINOGÊNESE 

GÁSTRICA E DIAGNÓSTICO PRECOCE.  
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ABSTRACT
Gastric cancer remains one of the most prevalent cancers in the world. Due to this, efforts are being
made to improve the diagnosis of this neoplasm and the search for molecular markers that may be
involved in its genesis. Within this perspective, the mitochondrial DNA is considered as a potential
candidate, since it has several well documented changes and is readily accessible. However, numerous
alterations have been reported in mtDNA, not facilitating the visualization of which alterations and
molecular markers are truly involved with gastric carcinogenesis. This review presents a compilation of
the main known changes relating mtDNA to gastric cancer and their clinical significance.
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Introduction

Gastric cancer remains the most common type of cancer
worldwide, being responsible for high amounts of death
(Cutsem et al. 2016). In the past years, a decrease in the
prevalence of gastric cancer has been observed, however, its
morbidity remains high as in most cases the diagnosis occurs
in advanced stage (Karimi et al. 2014). It is known that predis-
posing factors such as behavioural habits – like high salt
intake and smoking – and genetic alterations – like familial
hereditary changes in CDH1 gene (especially for the diffuse
type) (Hansford et al. 2015) – contribute to the genesis of
gastric cancer (Guggenheim and Shah 2013). Despite several
studies on the etiopathogenesis of gastric cancer, a unique
molecular marker that provides an early and less invasive
diagnosis, allowing a better prognosis for the patient, has not
yet been found (Karimi et al. 2014). This is due, in part, to the
complexity of nuclear DNA (nDNA) and the several changes
reported to be involved in gastric carcinogenesis (Van der
Post et al. 2015), such as those triggered by Helicobacter
pylori infection (Amieva and Peek 2016).

Despite the factors above, correlation between changes in
mitochondrial DNA (mtDNA) and gastric cancer has recently
been reported (Lee et al. 2014). Indeed, Warburg (1956)
suggested that defects in mitochondria lead to changes in
the behaviour of the entire cell, which can lead to a malig-
nant transformation and tumour progression (Warburg 1956;
Butcher et al. 2017). Recently, the involvement of mutations
and copy number variations in mtDNA in a variety of cancers
has been reported (Wallace 2013; Reznik et al. 2016), includ-
ing gastric cancer (Fernandes et al. 2014). Therefore, the
involvement of mitochondria in the carcinogenesis of some
cancers has been reported (Hofmann et al. 2014; McMahon
and LaFramboise 2014; Errichiello and Venesio 2017; Hardie
et al. 2017; Strickertsson et al. 2017; Zhu et al. 2017).

On the other hand, with more and more cases of cancer
being reported worldwide, the search for tumour markers
that can help in the screening of patients, selection of better
and more effective treatments and improvement in the early
diagnosis of cancer becomes an important field of research.
Due to the existence of hundreds of copies per cell which
are, theoretically easy to access, a molecular tumour marker
based on mtDNA is promising (Wallace 2012; Geurts-Giele
et al. 2015; Kleist et al. 2016; Kirches 2017). However, this
field has proved to be more difficult than it appeared, due to
difficulties in establishing effective methodologies and to the
need of improvement on the interpretations of the results.
These difficulties often relate to properly isolating mtDNA
from nDNA, in addition to the correct choice of the target
gene or mitochondrial region correlated with gastric carcino-
genesis (Vyas et al. 2016; Qian et al. 2017).

Nevertheless, many studies have shown promising results
concerning these challenges for diagnosis/prognosis of
gastric cancer (Maximo et al. 2001; Wu et al. 2005; Wang,
Wang, Wang, et al. 2014). To provide a perspective of such
advances, the present review intends to bring together the
main mitochondrial targets that may be used as tumour
molecular markers in gastric cancer diagnosis.

Mitochondrial genome and function

Mitochondria are eukaryotic cell organelles involved primarily
in cell energy generation and cellular homeostasis, mainly
by ATP production via respiratory chain that results in the
production of reactive oxygen species (ROS) which may
trigger apoptotic process (Wallace 2012; Sabharwal and
Schumacker 2014; Panieri and Santoro 2016; Je�zek et al.
2018). Moreover, mitochondria are special organelles in
the cell: they have their own DNA, which is circular,
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double-stranded and composed of 16,569 bp, with several
copies per organelle. Traditionally, mtDNA strands are classi-
fied as heavy or light depending on the presence of a higher
or smaller content of guanine (Lima and Prosdocimi 2017).

Human mtDNA encodes 13 polypeptides involved in res-
piration chain and oxidative phosphorylation of the cell,
besides two rRNA and 22 tRNA essentials for the synthesis of
proteins within the mitochondria. There is also one control
region, called displacement loop (D-LOOP), whose function is
to control the replication and transcription of the molecule
(Osellame et al. 2012). Due to exclusive maternal inheritance
of mitochondria, most cells in an organism have identical
mtDNA – a condition called homoplasmy. If changes in the
mtDNA occur and propagate, this condition is called hetero-
plasmy (DeBerardinis and Chandel 2016).

In general, because this organelle participates of important
cellular physiological processes, mutations or changes on its
genome copy number can lead to a deficiency in energy pro-
duction and large disorders in the cell (Wallace 2013;
Borriello and Ragione 2017). Indeed, mutations in mtDNA are
linked to some human diseases, aging and degenerative or
metabolic disorders caused by changes in DNA in a heredi-
tary or somatic way (Grimm et al. 2016; Young and Copeland
2016; Zong et al. 2016; Kauppila et al. 2017). Association
between mutations in mtDNA and cancer has become an
interesting research field since Warburg described changes in
cancer cell metabolism (Warburg 1956). After Warburg’s
discovery, which revealed that cancer cells prefer to metabol-
ize glucose via glycolysis even in the presence of O2, many
studies have shown that aerobic glycolysis is a hallmark of
cancer (Hanahan and Weinberg 2011; Ward and Thompson
2012; Cairns and Mak 2016; Lim et al. 2016; Pavlov and
Thompson 2016; Trachootham et al. 2017). Glycolysis requires,
initially, the conversion of glucose to pyruvate, and then
pyruvate is subsequently forwarded to the mitochondria for
the production of acetyl-CoA and following the Krebs cycle.
Oxygen deprivation in mammalian cells leads to a lower
production of ATP due to the production of lactic acid rather
than pyruvate (Boroughts and DeBerardinis 2015;
DeBerardinis and Chandel 2016; Martinez-Outschoorn et al.
2017). The so-called Warburg effect is therefore related to
defects caused by oxidative phosphorylation in mtDNA
genes, where such alterations induce cancer cells to anaer-
obic glycolysis (Ward and Thompson 2012; Maiuri and
Kroemer 2014).

Just as nDNA, mtDNA is exposed to environmental agents,
such as radiations and chemicals, which cause structural alter-
ations (Houten et al. 2016; Lambertini and Byun 2016;
Roubicek and Souza-Pinto 2017). However, mtDNA is most
likely to mutate, due to its proximity to the production of
some of these agents, especially ROS, and thus the rate of
mutation in mtDNA is about 10- to 200-fold higher than in
nDNA (Giannattasio et al. 2013).

Interestingly, the mtDNA has, as already mentioned above,
numerous coding regions that could harbour several genetic
mutations. However, mutation rates of mtDNA appear to be
concentrated in the D-LOOP region (Bussard and Siracusa
2017). D-LOOP is an important region, with 1122 base pairs
(bp), that controls the entire noncoding mtDNA. It contains

important sequences that are fundamental for the normal
mitochondrial functions, such as the origin of replication of
both mtDNA strands and the binding sites for transcription
factors of several mitochondrial genes (Young and Copeland
2016; Sun and St. John 2017). Alterations in this area may
impact the entire mitochondrial behaviour (Lee et al. 2014;
Guo et al. 2016; Govatati et al. 2017). In addition, besides the
higher nucleotide substitution rate, the D-LOOP region has
two hypervariable regions, called hypervariant I (HVI) and
hypervariant II (HVII) regions which have, as their name
indicates, high rates of nucleotide variation (Wei et al. 2011).
Although many studies do not show clinicopathological alter-
ations when D-LOOP is mutated, this region appears to be a
mutational hotspot associated with greater severity of the
related disease (Mousavizadeh et al. 2015; Xu et al. 2015;
Stoccoroa et al. 2017).

Utility of mtDNA for screening patients with
gastric cancer

The correlation between mtDNA and gastric cancer has been
discussed for decades, receiving a greater interest in the last
years (Table 1).

Deletions are a common reported alteration when analy-
sing primary gastric cancer. A 50 bp deletion had not been
reported as being a normal polymorphism (Burgart et al.
1995). Another indel event (248delA) was reported in an
analysis of 45 samples from patients with gastric cancer
(Tamura et al. 1999). However, such studies made no
inferences about the consequences and cellular behaviour of
such alterations.

Two polymorphisms are commonly reported: D310[C6]
and D514[CA5]; the former is more frequent in gastric cancer
samples, although lacking significant correlation with
patients’ clinicopathological data, such as the occurrence of
H. pylori (Hiyama et al. 2003). This polymorphism was
observed more frequent in gastric cancer samples than in
control samples. Another polymorphism (D16521) investi-
gated demonstrated similar results (Wei et al. 2011). At this
point, still clinicopathologically associated, however, it was
demonstrated that this polymorphism could be used has
molecular markers for gastric cancer. Indeed, instability in this
mtDNA area reported in other types of cancer demonstrated
a possible strong correlation with carcinogenesis (Tommasi
et al. 2014; Geurts-Giele et al. 2015; Chen et al. 2016).

The statement that D-LOOP is a mutational hotspot is
associated with the notion that increased production of ROS
in mitochondria directly influences their DNA and that such
region controls the transcription of the entire mtDNA.
Consequently, mutations in the D-LOOP may alter all the
encoded genes and the behaviour of the mitochondria and
of the cell itself. In analyses with samples of patients with
gastric cancer, it was identified that 18 mutations associated
with a significant increase in ROS production, apoptosis and
proliferation (Zhao et al. 2005). These data corroborate with
the assumption that changes in mtDNA lead to an uncon-
trolled production of ROS and, thereafter, affect cellular prolif-
eration rate and apoptosis. So, it is expected that mtDNA
impairment increases as the stages of gastric cancer progress.
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Table 1. Alterations observed in mtDNA in gastric cancer patients.

Region/gene Variation Author

– Large deletion (D4977 bp mtDNA) Maximo et al. (2001) and Wu et al. (2005)
Non-coding nucleotides Np5895 delC Hung et al. (2010)
conserved sequence block 2 or CSB220 50 bp del Burgart et al. (1995)
D310 (D-LOOP/HVII) 7C/7C

7C/8C
8C/8C
8C/9C
9C/9C
7C/8Cþ 8C/8C
7C
8C
8C/9Cþ 9C/9C
9C

Wei et al. (2011)

1-bp del
2-bp del

Hiyama et al. (2003)

D16521 (D-LOOP/16320-67np) T/T
C/T
C/C
C/Tþ C/C
T
C

Wei et al. (2011)

D-LOOP 260-bp tandem duplication/triplication in mtDNA
D-LOOP Region

Hung et al. (2008)

Np41 C!T
Np72 T!C

Zhao et al. (2005)

Np73 A!G
Np73 G!A

Han et al. (2003)
Wang, Wang, Wang, et al. (2014)

Np101 G!A Tamura et al. (1999)
Np143 G!A Han et al. (2003)
Np146 T!C Han et al. (2003)
Np150 C!T Tamura et al. (1999)
Np152 T!C Han et al. (2003)
Np167 C!G Zhao et al. (2005)
Np189 A!G Lee et al. (2005) and Wu et al. (2005)
Np204–207 TGTG!TG
Np204 T!C
Np204 T!T/C

Tamura et al. (1999), Han et al. (2003), Lee et al.
(2005) and Wu et al. (2005)

Np205 G!A Lee et al. (2005) and Wu et al. (2005)
Np235 A!G Han et al. (2003) and Wang, Wang, Wang,

et al. (2014)
Np248 A del Tamura et al. (1999)
Np255 G!A Zhao et al. (2005)
Np263 A!G Han et al. (2003)
Np303–309 (C)7!(C)9
Np303 (C)7!(C)8
Np303 (C)8!(C)7
Np303 (C)8!(C)9
Np303 (C)9!(C)8
Np303 (C)8!(C)10

Tamura et al. (1999)
Lee et al. (2005), Wu et al. (2005), Zhao et al.
(2005), Hung et al. (2008) and Wang, Wang,
Wang, et al. (2014)

Np310 T!CTCC Han et al. (2003)
Np311/568 ins Lee et al. (2005), Wu et al. (2005) and Hung

et al. (2008)
Np311–315 (C)5!(C)6
Np312 T!TCCCCC

Tamura et al. (1999) and Han et al. (2003)

Np318(317) C!T
Np321(320) C!T

Han et al. (2003)

Np324 C!G Wang, Wang, Wang, et al. (2014)
Np392 T! C Zhao et al. (2005)
Np481 C!T
Np483 C!A

Han et al. (2003)

Np489 C!T
Np489 T!C

Tamura et al. (1999), Han et al. (2003) and Wang,
Wang, Wang, et al. (2014)

Np514–523 (CA)5!(CA)4
Np514 (CA)5!(CA)8
Np514 (CA)5!(CA)6
Np514 (CA)5!(CA)4

Tamura et al. (1999), Maximo et al. (2001), Han et al.
(2003) and Zhao et al. (2005)

Np523 AC!del Han et al. (2003) and Wang, Wang, Wang,
et al. (2014)

Np527 C!T Han et al. (2003
Np567 (C)6!(C)7
Np568 (CA)6!(CA)9

Zhao et al. (2005) and Maximo et al. (2001)

Np611 G(ins)
Np641 A!T

Han et al. (2003)

Np16122 T!C Zhao et al. (2005)
(continued)
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Table 1. Continued

Region/gene Variation Author

Np16129 G!A Tamura et al. (1999)
Np16221 C!T Zhao et al. (2005)
Np16189 T!C Tamura et al. (1999)
Np16234 C!Del Zhao et al. (2005)
Np16260 C!T Lee et al. (2005) and Wu et al. (2005)
Np16325 T!C Tamura et al. (1999)
Np16362 T!C Wang, Wang, Wang, et al. (2014)
Np16366 T!C Zhao et al. (2005)
Np16399 A!C/A!A/G Tamura et al. (1999), Lee et al. (2005) and Wu

et al. (2005)
Np16401 C!A Lee et al. (2005)
Np16438 G!A/G!G/A Lee et al. (2005), Wu et al. (2005),

Zhao et al. (2005)
Np16465 A!G
Np16492 A!Del
Np16494 C!T

Zhao et al. (2005)

Np16519 C!T Lee et al. (2005), Wu et al. (2005) and Wang, Wang,
Wang, et al. (2014)

12S rRNA Np652 G(ins) Han et al. (2003) and Han et al. (2005)
Np663 A!G Han et al. (2005)
Np709 G!A
Np716 T(del)
Np716 T!G
Np728 C!T
Np745 A!G

Han et al. (2003) and Han et al. (2005)

Np750 G!A Han et al. (2005)
Np757 A!T Han et al. (2003) and Han et al. (2005)
Np759 A!T Han et al. (2005)
Np760 A!T Han et al. (2003)
Np764 A!C Han et al. (2005)
Np772 A!T Han et al. (2003) and Han et al. (2005)
Np782 A!T
Np794 T!C
Np799 A!C

Han et al. (2005)

Np960 insC Jiang et al. (2015)
Np1106 T!C
Np1160 A!G
Np1226 C!T

Han et al. (2003)

tRNALeu Np3244 G!A Habano et al. (2000)
ND5 Np13015 T!C (Leu!Leu) Hung et al. (2010)

Np12405 C!T (Leu!Leu)
Np12418 InsA (frame shift)
TTC!TCC¼ Phe!Ser Habano et al. (2000)
ATA!TTA¼Met!Leu
C ins¼ c�odon stop
Np12481 TTC!CTC¼ Phe49Leu Maximo et al. (2001)
Np12506 TCC!CCC¼ Ser77Pro
Np12529 AAC!AGC¼Asn65Ser
Np12561 CAG!CAA¼Gln75Gln
Np12536 CAC!CGC¼His67Ar

COI Np6573 (GGA)3!(GGA)4¼ (Gln)3226(Gln)4 Maximo et al. (2001)
Np7080 T!C Jiang et al. (2015)

ATPase 6 AC del¼ stop codon Habano et al. (2000)
Np8572 G> A (p.G16S) Bi et al. (2011)
Np8686 T!C Jiang et al. (2015)

ND1 Np3526 GCC!ACC¼Ala74Thr Maximo et al. (2001)
Np3644 T!C Jiang et al. (2015)
Np3447 CAA!CAG¼Gln47Gln Maximo et al. (2001)
Np3697 G!A Hung et al. (2010)
Np3580 AAA!AAG¼ Lys58Lys Maximo et al. (2001)

ND2 Np4632 G> A (p.A55T) Bi et al. (2011)
Np4996 G!A Hung et al. (2010)

ATPase8 Np8572 G> A (synonymous) Bi et al. (2011)
CytB Np15777 G>A (p.S344N)

Np15597 T> C (p.V284A)
Bi et al. (2011)

Np15767 C!G; Jiang et al. (2015)
Np15497 G!A Jiang et al. (2015)

RNR2 Np2148 2149dupAG
Np3200 T> C

Bi et al. (2011)

COIII Np9770 T!C (synonymous) Bi et al. (2011)
Np9986 G!A (Gly!Gly) Hung et al. (2010)

tRNA-pro Np15983 T!C Jiang et al. (2015)
tRNAser(ucn) Np7472 InscC Hung et al. (2010)
ND4 Np11253 T!C Jiang et al. (2015)

Np: nucleotide position; Del: deletion; Ins: insertion.
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However, despite several point mutations in the D-LOOP region
are reported, there is no observation in increase of mtDNA
impairment in these cases in gastric cancer (Lee et al. 2005).

Nevertheless, several reports suggest that changes in
mtDNA have a strong correlation with gastric carcinogenesis.
Regardless of association between genetic alterations in
mtDNA and Warburg’s effect, mtDNA depletion, resistance to
apoptosis and oxidative chain defects was reported. This
association, even without clinicopathological changes associ-
ated, resulting in an accumulation of a greater amount of
ROS and consequently major changes in the cell leads to
installation of the malignant phenotype (Wu et al. 2005).

In another approach, analysis in D-LOOP region and other
genes (ND1/tRNALeu, ND4, ND5, COII, Cytb, ND2, ND3 and
ATPase 6) suggested that microsatellite instability and frame-
shift mutations which lead to truncated products of the
ATPase6 and ND5 only in tumoural samples, corroborate the
idea that mtDNA changes contribute to gastric carcinogenesis
(Habano et al. 2000). Likewise, several alterations were found
in ND1, ND5 and COI genes, although most of the reported
mutations were concentrated in the D-LOOP region. Those
mutations were grouped in three types: large deletions
(D4977 bp mtDNA), point mutations (transitions) and small
indel events (Maximo et al. 2001). It is noteworthy to notice
that such alterations were only found in tumour tissue
samples. The discovery of the fact that both normal and
tumour tissues have alterations in mtDNA suggests that most
of the alterations were involved in gastric carcinogenesis.
When results were analysed using the classification proposed
by Lauren (Lauren 1965), a predominance of a large deletion
in D-LOOP (D4977 bp mtDNA) in diffuse type gastric cancer
was observed. Once again providing a way of differentiating
between the histological types of Lauren.

On the other hand, a correlation between the alterations
np652insG and np716T➜G of the 12S rRNA and gastric car-
cinogenesis, especially of the intestinal type was reported (Han
et al. 2005). This represents another distinction between Lauren
histological types that can assist in a screening of patients.

However, we cannot put apart the importance of H. pylori
infection in gastric carcinogenesis. In two studies that
analysed the influence of H. pylori infection on mtDNA based
on comparisons of cell cultures, animal models and human
samples, a decrease in the expression of genes involved in
base excision repair and mismatch repair (MMR) after
infection by H. pylori, both in vitro and in vivo was
demonstrated (Machado et al. 2009, 2013 – Table 1). These
transformations lead both nuclear and mtDNA to accumulate
errors which contribute to carcinogenesis. When mitochon-
drial genes were analysed (ND1, D-LOOP, ATPase6 and COI) in
this scenario, the mutation rate – especially transversions –
was observed to be higher in infected cells than in
uninfected cells. Analyses of patient samples focusing on the
D-LOOP region and coding region (ND1, ND3, ND4, ND5, COI
and ATPase6 genes), demonstrate a 20% increase in the
mutation rate. There was an association between mutations
in the D310 D-LOOP region and changes in the mtDNA
coding region of the ND1 gene complex (Machado et al.
2009). These results may suggest that changes induced by

bacteria can modify mtDNA and consequently alter all
functioning of the organelle by modification of gene products.

Based on previous studies showing that repair machine
malfunction may induce mutations in mtDNA altered the
expression of APE-1 and YB-1 to prove that they were
involved in the mitochondrial base excision repair and MMR
and were modified when there is an infection by H. pylori
(Machado et al. 2013). The results agreed with the proposed
hypothesis. To prove this, an mtDNA analysis involving the
D-LOOP region, comprising D310 (C6) and D514 (CA5)
repeats, as well as analyses of ND1 gene was performed. The
resulting data were similar to those published earlier
(Machado et al. 2009), with higher mutation rates in D-LOOP
and ND1 gene in cells infected by the bacteria than in
uninfected ones.

However, studies indicate that rather than alterations on
the mtDNA copy number (Liao et al. 2011; Jiang et al. 2015),
changes in the mtDNA (Wang, Wang, Zhao, et al. 2014) are
more associated with a chance of developing gastric cancer.
This was due to the observation that several alleles in
D-LOOP region (73G/A, 235A/G, 309insC/C, 324C/G, 16,362T/C
and 16,519C/T) were significantly associated with an
increased risk of gastric cancer, while the 523–524delAC allele
was associated with a minor risk to develop gastric cancer.
These findings suggest these SNPs can be used in screening
tests for patients at high risk of developing gastric cancer
(Wang, Wang, Zhao, et al. 2014). The SNP site 489C/T, located
at the hypervariable segment 3 (HV3) region of D-LOOP, is an
independent prediction marker for gastric cancer outcome,
whereas 523–524delAC is associated with overall survival in
this type of cancer (Wang, Wang, Wang, et al. 2014).

Analysis of biopsy material from gastric cancer patients
revealed changes in coding (ND1, ND2, ND5, COIII and tRNA
Ser (UCN)) and non-coding regions of mtDNA (Hung et al.
2010). Even though no correlation with clinicopathological
characteristics of individuals was observed, the alterations
were more frequent in samples from Lauren’s intestinal type,
a result similar to that of Han et al. (2005).

Two studies (Liao et al. 2011; Jiang et al. 2015) also indi-
cate that changes in the number of copies of mtDNA,
obtained from blood samples, may be associated with gastric
cancer. Even though no correlation was found between
changes reported in mtDNA and clinical aspects in patients,
even in early stages (Jiang et al. 2015), the authors suggest
that the results may be affected by the small sample size and
by the fact that analysed Tibetan population reside in high
altitude sites, forcing cells to adapt their mitochondrial
phosphorylation pattern and possibly even alter the mtDNA.
On the other hand, Liao et al. (2011) observed a decrease of
mtDNA copy number about two years before gastric cancer
development in the patients, but even so, no significant rela-
tionship between mtDNA copy number and gastric cancer in
general was found.

Bi et al. (2011) presented a new approach to the analysis
of all mtDNAs. Through phylogenetic analysis, mtDNA
sequences of cancer cells were compared to their normal
paired tissues (normal adjacent tissue or peripheral blood).
Unfortunately, due to the sample size the authors could not
associate the mutations found in mtDNA to the genesis of
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gastric cancer. However, this type of methodological
approach can be used for future studies, with a relevant
sampling, to determine which mutations in mtDNA are
indeed correlated with gastric carcinogenesis.

Conclusions and perspectives

Mutations in genes like TP53 and CDH1 are still mainly associ-
ated with gastric cancer (Van der Post et al. 2015). However,
they do not totally explain the differences in the clinical pre-
sentations of this type of cancer or imply different treat-
ments. Therefore, the search for new molecular markers that
can be used in treatment and prognosis for patients with
gastric cancer has been incessant. Alterations in mtDNA have
been shown to be unrelated to clinicopathological aspects,
but apparently associated with differentiated prognostics of
tumour evolution and involved in gastric carcinogenesis.

Despite some studies showed that alterations in mtDNA
could be used to screen patients for gastric cancer, more studies
are needed to find a common marker easy to identify. In view
of the fact that mitochondria are one of the therapeutic targets
used by anti-cancer chemotherapeutic drugs, it has been shown
that mtDNA changes are an important field of study (Borriello
and Ragione 2017; Martinez-Outschoorn et al. 2017).

Even with the D-LOOP region being considered as the
mtDNA area more prone to alterations and thus a mutational
hotspot with the potential to alter the behaviour of mtDNA
and the organelle itself, alterations in coding genes also
seem to have an influence on gastric carcinogenesis – espe-
cially those on ND1 gene, referred by some authors as
involved in the development of gastric cancer (Maximo et al.
2001; Jiang et al. 2015).

The classification of solid tumours regarding mtDNA status
will lead to changes in patient screening and treatment
management, as well as improvement in the establishment of
more accurate prognostics. We can therefore consider that
the use of mtDNA as a tumour marker for gastric cancer,
especially polymorphisms in the D-loop region, is promising,
leading to uses both in the diagnosis of the patient and in
the management of the treatment.
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JUSTIFICATIVA 

 

O câncer gástrico ainda configura como uma importante causa de morte 

no mundo e, não diferente, no Brasil. Tendo o Pará, especialmente Belém, já 

sido classificado como uma das cidades com maior taxa de incidência dessa 

neoplasia no mundo, pesquisas que esclareçam a complexidade de fatores 

envolvidos na carcinogênese desta neoplasia se fazem necessários. O 

prognóstico deste tipo de neoplasia é considerado ruim, pois em geral as 

descobertas ocorrem em níveis avançados de desenvolvimento, restando a 

cirurgia como principal tratamento com potencial curativo. Dada esta limitada 

opção de tratamento eficaz (uma vez que a radioterapia e a quimioterapia têm 

demonstrado resultados pouco satisfatórios), se torna urgente o melhor 

entendimento da carcinogênese gástrica para que se possa desenvolver 

melhores terapias e condutas de prevenção. 

O conhecimento adquirido sobre a gênese deste tipo de câncer vem 

crescendo nas últimas décadas, com expressivo conhecimento dos genes 

alterados no tumor. Entretanto o conhecimento sobre as modificações que 

desencadeiam a gênese dos tumores gástricos e todas as alterações 

genéticas/epigenéticas no processo pré-neoplásico até a instalação da neoplasia 

ainda é muito limitado. 

Por outro lado, alterações no mtDNA tem se demonstrado associadas 

na instalação e desenvolvimento de diversas neoplasias, incluindo a gástrica, 

contudo necessitando de mais estudos que comprovem esta associação. Fato 

inegável é que a mitocôndria é um importante alvo terapêutico, tendo em vista a 

sua importância em diferentes processos celulares, inclusive nas células com 

alterações malignas. 

O uso de modelos animais para estudos deste porte demonstra ser a 

chave nesse processo de construção deste conhecimento. Como já mencionado, 

animais de pequeno porte como os roedores são essenciais para testes em larga 

escala, mas impossibilitam estudos relacionando o estadiamento tumoral com 

análises moleculares. Já o uso de primatas não humanos, propicia este tipo de 
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estudo, possibilitando o acompanhamento da evolução tumoral com exames de 

imagens e bioquímicos, além de permitir biópsias de cada estágio pré-neoplásico 

e sua consequente caracterização molecular. Além deste fato, a proximidade 

filogenética dos primatas com humanos permite extrapolações mais confiáveis 

dos resultados. 

Como o surgimento espontâneo de tumores em primatas é baixo, faz-se 

necessária a escolha de drogas de estímulo a esta neoplasia, que desencadeiem 

o processo tumoral similar ao que ocorre de forma espontânea em humanos. O 

desafio é alcançar uma dose que não cause a morte desses primatas por 

intoxicação, mas que leve ao desenvolvimento tumoral o mais rápido possível a 

fim de se minimizar os custos e o tempo gasto. De fato, o MNU cumpre esse 

papel, desencadeando lesões similares a tumores do tipo intestinal. 

Diante desses fatos, estudos como este, que associam processo 

carcinogênico em modelo animal tão próximo ao humano, possuem um valor 

inestimável para elucidar mecanismos como os supracitados, auxiliando na 

busca de pontos de reversão do processo neoplásico que envolvam a 

mitocôndria e/ou elucidando quais alterações mitocondriais são importantes 

neste processo.
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OBJETIVOS  

 

OBJETIVO GERAL 

 

O presente estudo busca analisar as alterações genéticas envolvendo o 

mtDNA no desenvolvimento e evolução do câncer gástrico, possibilitando a 

identificação de marcadores para o diagnóstico, bem como de valor prognóstico, 

com potencial para desenvolvimento de alvos terapêuticos. 

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Identificar alterações nos genes COI, COIII, ND1, ND3, e ATPASE8 que 

possam ter correlação com o câncer gástrico.  

 Avaliar alterações nucleotídicas dos genes do complexo I (ND1 e ND3), 

complexo IV (COI) e complexo V (ATPASE8) do DNA mitocondrial em 

linhagens de câncer gástrico humano implantadas em primatas da espécie 

Sapajus apella; 

 relacionar as alterações mitocondriais encontradas com as lesões 

provocadas por MNU, uma vez que o agente MNU é responsável por causar 

alterações semelhantes às lesões que ocorrem no câncer gástrico pela 

exposição à fatores ambientais. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

AMOSTRAS E DESENHO EXPERIMENTAL 

 

O presente estudo foi aprovado pelo comitê de ética em pesquisa com 

animais de experimentação da Universidade Federal do Pará (Parecer MED002-

10 – em anexo). Foi executado a partir de linhagens tumorais em modelos 

xenobióticos de macacos Sapajus apella. 

Após a obtenção das amostras de biópsia e da análise histopatológica, 

as amostras foram encaminhadas ao laboratório de biologia molecular para que 

fosse realizada a extração do DNA. Todo o DNA (tanto das amostras de 

linhagem quanto das de biopsia) foi extraído através da utilização do QIAamp 

DNA Mini Kit (Qiagen, Mainz, Rheinland-Pfalz, Alemanha) seguindo as 

instruções do fabricante. Após a extração, foi realizada a quantificação no 

NanoDrop 1000 Spectrophotometer V3.7 (Thermo Scientific). 

 

Grupo de amostras: linhagens tumorais em modelos xenobióticos. 

Linhagens tumorais foram inoculadas em 13 espécimes de primatas 

Sapajus apella com ou sem MNU. Os animais foram avaliados por veterinários 

e apresentavam bom estado de saúde. Todos os animais eram identificados com 

microchips e seguiam uma dieta balanceada sem adição de sódio. Os indivíduos 

tinham entre sete e seis anos, pesando entre 2,7 e 3,6 kg. As amostras estão 

descritas na Tabela 1. 

As linhagens utilizadas foram a AGP01, ACP03, ACP02, P-100 e CS256. 

AGP01 é uma linhagem originária de células tumorais obtidas de um aspirado 

de líquido ascítico e classificada como do tipo intestinal. As linhagens ACP03 e 

ACP02 foram isoladas de adenocarcinomas gástricos primários, sendo o 

primeiro classificado como do tipo intestinal e o último como difuso. As três 

linhagens foram retiradas de pacientes do norte do Brasil e estabelecidas pela 

equipe do laboratório de Citogenética Humana do Instituto de Ciências 
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Biológicas da Universidade Federal do Pará. Elas apresentam cariótipo com 

alterações cromossômicas, sendo a mais comum a trissomia dos cromossomos 

7, 8 e deleção do braço pequeno do cromossomo 17. Adicionalmente, foi 

detectada também a trissomia do cromossomo 17 em ACP03 e AGP01 (LEAL,  

et al., 2011; LEAL, et al., 2009). 

 

Tabela 1 - Descrição das amostras de linhagens inoculadas em Sapajus apella. 

Amostra Linhagem Tempo* MNU 

AGP01-7 
AGP01 

7 dias -- 
AGP01-14 14 dias -- 
AGP01-MNU 7 dias 16 mg/Kg 
ACP02-7 

ACP02 
7 dias -- 

ACP02-14 14 dias -- 
ACP02-MNU 7 dias 16 mg/Kg 
ACP03-7 

ACP03 
7 dias -- 

ACP03-14 14 dias -- 
ACP03-MNU 7 dias 16 mg/Kg 
PG100-7 

PG100 
7 dias -- 

PG100-MNU 7 dias 16 mg/Kg 
CS256-7 Carcinossarcoma 

256 de Walker 
7 dias -- 

CS256-14 14 dias -- 
*tempo desde a inoculação das linhagens nos animais até a retirada cirúrgica dos tumores. 

 

Na linhagem PG100, a inoculação com resgate do tumor em 14 dias não 

foi possível pois o animal foi a óbito. Esta linhagem foi obtida do Banco de células 

do Rio de Janeiro, sendo um adenocarcinoma gástrico primário que compartilha 

das principais alterações genéticas encontradas em câncer gástricos, como a 

trissomia do cromossomo 8 e deleção do braço curto do cromossomo 17 

(RIBEIRO, et al., 2010). 

Alguns animais receberam, concomitantemente com as linhagens, MNU 

(16mg/kg) por via oral. Após 72 horas, as linhagens causaram crescimento 

tumoral e após uma semana ou quatorze dias os tumores foram recuperados por 

meio de cirurgia. Em dois animais foram implantadas células do carcinossarcoma 

256 de Walker, uma linhagem de câncer de mama de rato albino (Wistar rats) 

que se prolifera em uma grande variedade de animais e órgãos, com objetivo de 



 

 

57 

 

ser o controle positivo (MCEUEN e THOMSON, 1933; LEWIS, et al., 2013; 

SHENOY, et al., 2016) . 

 

REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) 

 

As sequências genômicas utilizadas para os iniciadores desse estudo, 

se encontram descritas na Tabela 2. As reações de cadeia de polimerase foram 

feitas com o volume final de 25 μl, sendo 50 ng de DNA, 50mM MgCl2, 10xPCR 

buffer, 0,20mM de dNTP, 10pM de cada um dos indicadores específicos e 0,5 U 

de Taq DNA polimerase (ThermoFisher Scientific). Os tempos, temperaturas e 

número de ciclos utilizados na ciclagem estão especificados na tabela 2. 

 

 
Tabela 2 - Iniciadores utilizados para amplificação das amostras com as respectivas 
referencias de origem das sequencias. 

REGIÃO INICIADOR SEQUÊNCIA 5’3’ 
TAMANHO 

FRAGMENTO 
REFERÊNCIA 

CO I 

COI – F  GTTGTAGCCCACTTCCAC  
222 

(LEE, et al., 
2005) 

COI – R  CATCGGGGTAGTCCGAGTAA 

ATPase 
8 

ATPase 8 – 
F  

CCCACCATAATTACCCCCAT 
102 

ATPase 8 – 
R  

TTTTATGGGCTTTGGTGAGG  

ND1 

ND1F  GACGCCATAAAACTCTTCAC  
390 

(MAXIMO, 
PAULA, et 
al., 2001) 

ND1R  GGTTGGTCTCTGCTAGTGTG  

ND3 
ND3F  CCTGCCACTAATAGTTATGTC 

210 
ND3R  
 

GATATGAGGTGTGAGCGATA  

 

Para visualização das amplificações, foram utilizados 3μl do produto da 

PCR, 2 μl GelRedTM (Biotium) e 2μl de corante de visualização (5 mL glicerol, 1 

mL de azul de bromofenol 0,1%, 1 mL de xileno-cianol 0,1%, 2 mL de EDTA 

0,5M) em gel de agarose a 2%, eletroforese horizontal e tampão (Tris-Borato-

EDTA 1x), com corrente de 100V por aproximadamente 15 minutos. Por fim, as 
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confirmações das bandas positivas foram feitas em transiluminador com luz 

ultravioleta. 

Após a PCR, os fragmentos amplificados foram sequenciados utilizando 

o sequenciador ABI3130 (ThermoFisher Scientific), a reação de sequenciamento 

foi realizada utilizando o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 

(ThermoFisher Scientific). 

As sequencias foram alinhadas e analisadas utilizando o programa 

BioEdit 7.2.6.1 (HALL, 2013), com uma sequência de referência do DNA 

mitocondrial humano, retirada do banco de dados NCBI (NCBI Reference 

Sequence: NC_012920.1). 

 

MODELO DE ALTERAÇÃO DA PROTEÍNA 

 

Quando identificada uma alteração que resultasse em mudança de 

aminoácido, a estrutura da proteína resultante foi analisada através de 

modelagem 3D com o auxílio do software SWISS-MODEL (BIASINI, et al., 2014). 

 

ANÁLISE DAS SEQUÊNCIAS 

 

Os dados obtidos após o processo de sequenciamento das amostras, os 

produtos de sequência foram analisados com o auxílio do programa Bioedit 7.2.5 

(HALL, 2013) e as alterações tabuladas em planilhas para análises estatísticas.  
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CAPÍTULO V 

RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

O uso de primatas não humanos em trabalhos experimentais se 

mostra promissor devido à complexidade fisiológica e a homologia genética 

desses animais com a espécie humana, o que habilita a produção de estudos 

sem ser necessária restrição do sistema imune dos animais para o sucesso de 

estudos xenográficos. As amostras analisadas estão listadas na Tabela 3, com 

os respectivos genes e alterações encontradas. 

 

Tabela 3 – Amostras com os seus respectivos genes analisados e resultados obtidos 
por gene. Np=posição de nucleotídeo 

AMOSTRAS COI ND1 ND3 ATPASE8 

AGP01-7 Sem alterações Sem alterações Sem alterações Sem alterações 

AGP01-14 Sem alterações Sem alterações Sem alterações Sem alterações 

AGP01-MNU Sem alterações Sem alterações Sem alterações Sem alterações 

ACP02-7 Sem alterações Sem alterações Sem alterações Sem alterações 

ACP02-14 Sem alterações Sem alterações Sem alterações Sem alterações 

ACP02-MNU Sem alterações Sem alterações Sem alterações Sem alterações 

ACP03-7 Sem alterações Sem alterações Sem alterações Sem alterações 

ACP03-14 Sem alterações 
NP3594 CT 
NP3693 GA 

NP10398 AG Sem alterações 

ACP03-MNU Sem alterações 
NP3594 CT 
NP3693 GA 

NP10398 AG Sem alterações 

PG100-7 Sem alterações Sem alterações Sem alterações Sem alterações 

PG100-MNU Sem alterações Sem alterações NP10398 AG Sem alterações 

CS256-7 Sem alterações 
NP3594 CT 
NP3693 GA 

NP10398 AG Sem alterações 

CS256-14 Sem alterações 
NP3594 CT 
NP3693 GA 

NP10398 AG Sem alterações 
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Neste trabalho não foram encontradas alterações nos genes COI e 

ATPase8 nas amostras de linhagens tumorais, o que corrobora os resultados de 

Luo et al. (2010) em tumores gástricos (LUO , et al., 2010). A Citocromo oxidase 

I é uma das subunidades codificadas pelo mtDNA que formam o complexo IV da 

cadeia respiratória, e alterações neste gene foram encontradas em diferentes 

tipos de câncer, como câncer de mama (GHATAK, et al., 2014) e próstata (RAY, 

et al., 2009; SCOTT, ARNOLD e PETROS, 2012). Nos trabalhos que utilizaram 

amostras de câncer gástrico, as análises do gene COI não encontraram 

correlação com as neoplasias (MAXIMO, et al., 2001; JIANG, et al., 2015). Já o 

gene ATPase8 é uma das subunidades da ATP sintase, e mutações nesse gene 

já foram relacionadas ao câncer de mama (GRZYBOWSKA-SZATKOWSKA, et 

al., 2014). A correlação com o câncer gástrico de alterações neste gene ainda 

não foi estabelecida, havendo poucos relatos de alterações (RODRIGUES-

ANTUNES e BORGES, 2018; BI, et al., 2011). Desta forma, nossos resultados 

corroboram o que já foi descrito na literatura, de uma não associação provável 

de alterações desses genes ao câncer gástrico. 

Em seu estudo sobre carcinomas colorretais, Araújo e colaboradores 

(2015) identificaram uma alta taxa de mutações nos genes mitocondriais do 

complexo I neste tipo tumoral (ARAUJO, et al., 2015). No presente estudo, no 

gene ND1 foram observadas duas alterações. A primeira foi uma transição 

CT na posição 3594 do DNA mitocondrial, localizada na posição 3 do códon 

96 do gene ND1 (Figura 15; Tabela 4). Em câncer gástrico são relatadas 

poucas alterações no gene ND1 (RODRIGUES-ANTUNES e BORGES, 2018) 

entretanto, nenhuma similar às encontradas no presente estudo (HUNG, et 

al., 2010; MAXIMO, et al., 2001; JIANG, et al., 2015). Nosso estudo descreve 

pela primeira vez, no nosso conhecimento, as alterações observadas. 
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Tabela 4 – Relação de amostras de linhagens associadas com as alterações em 
genes mitocondriais encontradas. Está indicado a alteração de aminoácidos 
relacionado a alterações de uma única base identificadas nas amostras. 

Gene 
Troca de 

nucleotídeo 
Posição da 
alteração 

Aminoácido Amostras alteradas 

ND1 CT 3594 ValVal 
ACP03-14, ACP03-MNU, 

CS256-7, CS256-14 

ND1 GA 3693 LeuLeu 
ACP03-14, ACP03-MNU, 

CS256-7, CS256-14 

ND3 AG 10398 ThrAla 

ACP03-14, 

ACP03-MNU, PG100-MNU, 
CS256-7, CS256-14 

 

Figura 15 – Cromatograma do gene ND1 evidenciando a mudança de uma citocina 
para timina, correspondente à posição 3594 do mtDNA. No cromatograma superior 
é apresentado a amostra PG100-7, sem a alteração, e no inferior a amostra ACP03-
14, com alteração.  

 

 

Essa mudança não altera a transcrição do aminoácido (mutação 

sinônima), que continua sendo uma valina (Val). Algo semelhante ocorre na 

transição encontrada na posição 3693 (GA), que não acarreta uma mudança 

de aminoácidos da proteína codificada pelo gene ND1 (LeuLeu), sendo, 

portanto, sinônima (Tabela 4; Figura 18) (MACA-MEYER, et al., 2001; 

HERRNSTADT, et al., 2002; BRANDON, BALDI e WALLACE, 2006). Essas 

alterações não parecem apresentar relação com o desenvolvimento do câncer 
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gástrico. A posição 3594T é associada ao perfil do haplogrupo mitocondrial L1/L2 

(WALLACE, 2007; MITOMAP, 2006), relacionado a descendência africana.  

Apesar de ser relacionada à ancestralidade genética, a presença desses 

marcadores nas amostras analisadas parece ser resultado do acaso, uma vez 

que não temos como confirmar a ascendência do paciente que originou essas 

amostras. 

Na região responsável pela transcrição da unidade ND3 do Complexo I, 

foi detectada a transição de uma adenina para guanina na posição 10398 do 

DNA mitocondrial ( Tabela 4; Figura 17), já descrita na literatura como altamente 

polimórfica (CZARNECKA, et al., 2010; MAO, et al., 2013; YU, et al., 2015). Essa 

alteração do DNA mitocondrial acarreta na mudança de treonina (Thr) para 

alanina (Ala), na posição 114 localizada na extremidade carboxi-terminal da 

subunidade ND3 do complexo I da cadeia respiratória (FANG, et al., 2010).  

Outro estudo desenvolvido por Canter e colaboradores (2005) detectou 

uma associação inversa do polimorfismo 10398G e o câncer de mama invasivo 

em uma população afro-americana, sendo o alelo 10398A ligado a esse tipo de 

tumor. Apesar disso, essa relação ainda não é bem compreendia, ocorrendo 

discordâncias na literatura (SETIAWAN, et al., 2008; MOSQUERA-MIGUEL, et 

al., 2008). Esse mesmo padrão também foi observado em um estudo de câncer 

de mama na Índia (DARVISHI, et al., 2007). Os alelos A e G parecem ter 

diferentes correlações dependendo do grupo étnico ao qual ele é relacionado, 

sendo que em populações afro-americanas o polimorfismo 10398A estaria 

relacionado ao câncer de mama e próstata  (CANTER, et al., 2005; MIMS, et al., 

2006), enquanto que em populações europeias a alteração 10398G foi 

correlacionada ao câncer de mama (BAI, et al., 2007; CZARNECKA, et al., 2010). 

Apesar de ser mais estudado em câncer de mama, o polimorfismo na posição 

10398 também já foi identificado em doenças neurodegenerativas (CHU, et al., 

2015), desordens psiquiátricas (HWANG, et al., 2017) e outros tipos de câncer, 

como o de tireoide (YEH, et al., 2000) e próstata (ARNOLD, et al., 2015).  
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Figura 16 – Cromatograma evidenciando alterações no gene ND1 levando à mudança 
de uma guanina para adenosina na posição 3693 do mtDNA. Na parte superior da figura 
observamos o cromatograma da amostra PG100-7, sem a alteração, e na parte inferior 
da amostra ACP03-14, alterada. 

 

 
 
 
Figura 17 – Cromatograma evidenciando alteração no gene ND3 de guanina para 
adenosina, na posição 10398 do mtDNA. Na porção superior, cromatograma da amostra 
PG100-7, sem a alteração, e na parte inferior a amostra ACP03-14, alterada. 
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Sabe-se que o metabolismo tumoral é prioritariamente glicolítico visto 

que parte de suas células carregam mitocôndrias disfuncionais. Dessa forma, 

a troca de aminoácido A114T já foi objeto de diversos estudos in vitro sobre 

sua função. No entanto, não há ainda consenso na literatura sobre a 

funcionalidade desta alteração. Um estudo associou um maior pH da matriz 

mitocondrial nas células com polimorfismo 10398G em comparação com 

células portadoras do polimorfismo 10398A. Com isso, foi levantada a 

hipótese de que o pH mitocondrial teria papel na produção de ATP, apoptose 

e na mudança na permeabilidade de poros na membrana da mitocôndria. 

Quando a atividade do complexo I foi avaliada, observou-se, também, que 

células com o alelo A tiveram menor atividade deste complexo em 

comparação com as com o alelo G, suportando a hipótese de que o pH 

influenciaria nas funções da mitocôndria. Além disso, no alelo A também foi 

constatado o aumento da concentração de cálcio no interior da mitocôndria 

e a resposta à histamina (KAZUNO, et al., 2006; STAFFORD e QUIN-CHEN, 

2010). 

Ainda em relação ao metabolismo celular, um estudo comparativo com 

os dois alelos em linhagens de câncer de mama isoladas de pacientes afro-

americanas, demonstrou que o alelo A apresentava um atraso no ciclo celular 

em comparação com o alelo G, devido a uma maior atividade do complexo I, um 

dos maiores produtores de ROS da cadeia respiratória. Essas linhagens também 

apresentaram maior resistência a apoptose mediada por etopósido e maior 

capacidade de metástase, em comparação com a linhagem do alelo G 

(KULAWIEC, OWENS e SINGH, 2009). Além do aumento da produção de ROS, 

também foram observadas em linhagens com a alteração 10398G a diminuição 

da atividade da enzima glicolítica Piruvato Cinase M2, o aumento da captação 

de glicose e da produção de lactato (SINGH, et al., 2014). 

Outro estudo feito em uma população malaia, também sugeriu não só 

que o alelo G, mais frequente em pacientes com câncer de mama, seria um 

marcador para essa doença, mas também que esse polimorfismo aumentaria a 

produção de ROS, alterando a função do complexo I e inibindo a apoptose 

através do alto nível de expressão do gene anti-apoptótico BCL-2 (NADIAH, 
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HASNAN e ZAFARINA, 2012). Além disso, foi também sugerido que células 

portadoras deste polimorfismo sensibilizariam as células normais ao seu redor, 

induzindo a apoptose dessas, enquanto as células tumorais com alterações no 

Complexo I da Cadeia de Transporte de Elétrons, estariam protegidas da 

indução da morte celular, tornando-se as dominantes sobreviventes da massa 

tumoral (BAHARUDIN, JAAFAR e ZAINUDDIN, 2012). Desta maneira, podemos 

inferir que alterações no gene ND3 podem desencadear processos apoptóticos 

importantes a nível tecidual, podendo até mesmo ser um importante marcador 

para prognóstico do paciente.  

A análise da molécula proteica nos permitiu identificar as diferenças 

entre a ND3 selvagem e ND3 com a alteração do penúltimo aminoácido (Figura 

20), resultante da alteração A10398G. Foi possível identificar um menor índice 

de solvatação (1,68) e maior índice de torção (-4,0) da proteína resultante da 

alteração em comparação com a normal (respectivamente 1,75 e -3,63). Neste 

trabalho foi concluído que isso possa ter sido causado pela troca de um 

aminoácido polar (Thr) por um apolar (Ala). Apesar disso, as consequências do 

aumento na torção na função proteica ainda não estão bem esclarecidas. Neste 

estudo o aumento da torsão pode estar corroborando com o estudo de Kazuno 

et al. (2006) e Canto et al. (2016), que sugerem que células com o alelo G tem 

seu Complexo I com atividade mais aumentada do que células com o alelo A. 

(KAZUNO, et al., 2006; CANTO, et al., 2016). 

 
Figura 18 – Representação gráfica das proteínas codificadas pelo gene ND3.  
A) Proteína normal, sem a alteração; B) Proteína alterada, com a alteração no penúltimo 
aminoácido (114Ala). 
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Apesar de não se ter muitas informações sobre o tumor de onde a 

linhagem PG100 foi isolada, sabe-se que a linhagem ACP03 foi isolada de 

um tumor gástrico do tipo intestinal em estágio mais avançado (T4N1M0) do 

que o observado nas linhagens AGP01 (T3N2M1) e ACP02 (T3N2M0) (LEAL, 

et al., 2009; LEAL, et al., 2011). A alteração 10398G foi observada também 

na linhagem controle de Carcinossarcoma 256 de Walker, conhecida por ter 

um comportamento extremamente agressivo, crescimento muito rápido e 

pequeno período de latência (MORAES, et al., 2000). Essa mesma alteração 

só foi observada em ACP03 após 14 dias de implantação no modelo 

xenográfico, o que pode indicar o aumento da agressividade da mesma com 

o passar do tempo, devido as alterações no Complexo I. Da mesma forma, o 

MNU parece atuar aumentando a agressividade das linhagens, visto que 

ACP03-MNU e PG100-MNU também apresentaram esta alteração. O DNA 

mitocondrial existe em abundancia nas élulas, uma vez que cada mitocôndria 

possui mais de cinco copias de DNA. Isso abre uma maior possibilidade para 

que ocorra mutações nessas moléculas, resultando em uma 

heterogeneidade. Quando uma posição do mtDNA apresenta dois “alelos” 

diferentes, pode-se dizer que a população de mitocôndrias daquela célula 

não é exatamente idêntica, e que o mtDNA selvagem e o altrado coexistem 

em um estado chamado de heteroplasmia (HE, et al., 2010). Neste estudo 

foram identificados dois sitios heteroplasmicos em apenas uma amostra (PG100-

MNU), nas posições 3594 e 3693 (Tabela 5; Figuras 20 e 21),mesmo com um 

tempo menor de implantação (7 dias). Diante dos resultados, podemos inferir 

que a associação da presença do alelo 10398G associado ao MNU leva a um 

fenótipo mais agressivo. Quando pensamos no padrão alimentar da 

população paraense, por exemplo, devemos lembrar que possui muitos 

alimentos que, em contato com o ambiente ácido do estomago, levam à 

formação de composto nitrosos semelhantes ao MNU. Desta forma, caso a 

pessoa já possua o alelo 10398G ou haja alteração para este alelo no tecido 

gástrico, seu prognostico tenderá a ser pior.  

O DNA mitocondrial existe em abundância nas células, uma vez que 

cada mitocôndria possui mais de cinco cópias de DNA. Isso abre uma maior 

possibilidade para que mutações ocorram nessas moléculas, resultando em uma 
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heterogeneidade. Quando alguma posição do mtDNA apresenta dois “alelos” 

diferentes, pode-se dizer que a população de mitocôndrias daquela célula não é 

exatamente idêntica, e que o mtDNA selvagem e o alterado coexistem em um 

estado chamado de heteroplasmia (HE, et al., 2010). Neste estudo foram 

identificados dois sítios heteroplásmicos em apenas uma amostra (PG100-

MNU), nas posições 3594 e 3693 (Tabela 5; Figura 20 e 21). 

 

 

Figura 19 – Cromatograma evidenciando a alteração no gene ND3 de 
guanina para adenosina, na posição 10398 do mtDNA. Porção superior da 
figura corresponde à amostra PG100-7, sem a alteração e na parte inferior a 
amostra PG100-MNU. 

 

Tabela 5 – Heteroplasmias identificadas na amostra PG100-MNU de 
adenocarcinoma gástrico 

Amostra Nucleotídeo 
Posição 

alteração 
Gene 

PG100-MNU C/T 3594 ND1 

PG100-MNU A/G 3693 ND1 
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Figura 20 – Cromatograma evidenciando a heteroplasmia no gene ND1 na posição 
3594 do mtDNA. Cromatograma superior da amostra PG100-7, sem a alteração e na 
parte inferior a amostra PG100-MNU. 

 

Figura 21 – Cromatograma evidenciando a heteroplasmia na posição 3698. 
Cromatograma superior da amostra PG100-7, sem alteração e na parte inferior da 
amostra PG100-MNU. 
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A heteroplasmia pode não causar nenhuma alteração grave, mas 

podendo levar à patogenicidade (ELLIOTT, et al., 2008). Esse estado pode ser 

decorrente da simples divisão celular, por exemplo no caso da segregação 

vegetativa, onde uma célula com mitocôndrias em estado de heteroplasmia se 

divide em duas, resultando em uma célula filha com o mtDNA selvagem e outra 

com o alterado, com a seleção ocorrendo em nível celular (STEWART e 

CHINNERY, 2015). Estudos recentes têm relacionado o valor de heteroplasmia 

para prognósticos em diferentes doenças (QI, et al., 2016; SEQUEIRA, et al., 

2015). Um estudo de câncer de pulmão, demonstrou que tumores induzidos por 

MNU apresentam maior número de mutações de apenas um nucleotídeo em 

comparação com outro modelo de camundongos com o proto-oncogene KRAS 

geneticamente ativado (WESTCOTT, et al., 2015). Kurowska e colaboradores 

(2012) demonstraram mutações induzidas em plantas por MNU se apresentaram 

em sua maioria como transições. Isso também foi visto tanto nos casos de troca 

de nucleotídeo e heteroplasmia ocorridas na amostra PG100-MNU. Esse tipo de 

alteração, observado apenas nessa linhagem, pode ser indicativo de um melhor 

funcionamento do O6-metilguanina DNA metil transferase (MGMT), principal 

gene que faz o reparo de O6-metilguanina para uma guanina novamente, nas 

outras linhagens em comparação com a PG100 (SHIRAISHI, SAKUMI e 

SEKIGUCHI, 2000; FAHRER e KAINA, 2013). 

O uso do MNU como agente indutor da carcinogênese não deve, 

entretanto, ser visto apenas do ponto de vista experimental. Temos exposição 

às substâncias que, na presença do ambiente ácido do estômago, são 

convertidas em compostos nitrosos que podem desencadear processos 

carcinogênicos similares aos induzidos pelo MNU. Este quadro se agrava mais 

ainda com a ausência de fatores ambientais protetores, como ingestão de frutas 

e verduras. Na população paraense este quadro se torna mais preocupante. A 

farinha de mandioca ainda constitui uma das bases alimentares da maioria da 

população. Neste alimento é muito comum encontrarmos a anilina, um composto 

que é fonte de radicais amina e dióxido de nitrogênio, os quais são substratos 

para a formação de nitrosaminas que podem posteriormente ser convertidas em 

nitritos que irão agredir a mucosa gástrica (OLIVEIRA, et al., 2014). Somando-

se a esse fato a provável alta incidência de H. pylori na população, - tendo em 
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vista a falta de saneamento básico de boa parcela da mesma, entre outros 

fatores -, temos a justificativa plausível para as altas incidências de câncer 

gástrico na região. Tendo em vista ainda que o processo carcinogênico gástrico 

ainda não está totalmente elucidado, apesar de associação de vários genes 

terem sido feitas ao longo dos anos, ainda não sabemos quais outros fatores 

podem estar intimamente associados a esta. Desta maneira, alterações dos 

genes do mtDNA podem ser um fator de prognostico decisivo para o melhor 

manejo da população afetada pela neoplasia, devendo receber atenção sobre 

quais tipos de polimorfismos são presentes na população e assim melhorar o 

prognostico e/ou modificar o tratamento que será ofertado a ele.  
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CONCLUSÕES 

 

Após a realização das análises das amostras do presente trabalho chegamos 

a algumas conclusões: 

 Amostras com maior grau de agressividade (CS256-7 e CS256-14) 

apresentaram mudança de aminoácido (A10398G, p. T114A) relacionada com 

alterações na função do gene ND3. Esta mesma alteração só foi observada em 

amostras tratadas com MNU (ACP03-MNU e PG100-MNU) e em uma amostra 

retirada de um tumor invasivo (ACP03-14) com tempo maior de implantação, o 

que pode ser sugestivo de um aumento da agressividade destas linhagens;  

 O MNU agiu como indutor de heteroplasmias apenas na linhagem PG100, o 

que pode sugerir uma diferença no sistema de reparo do DNA nesta linhagem 

em comparação com as demais; 

 Se faz necessário a avaliação dos polimorfismos e alterações presentes no 

mtDNA da população com câncer gástrico para que seja feita um melhor 

prognostico dos pacientes, tendo em vista a influência destas no fenótipo 

celular. 
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