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RESUMO 

 

O câncer gástrico (CG) apresenta uma etiologia complexa, responsável por cerca 

de 780.000 óbitos anualmente no mundo. Essa complexidade dificulta o 

entendimento do papel das alterações genéticas em seu desenvolvimento. Dessa 

forma, a caracterização das anormalidades genômicas em linhagens estabelecidas 

a partir de células tumorais de CG pode ajudar a encontrar genes importantes e 

esclarecer mecanismos da carcinogênese gástrica e auxiliar no direcionando 

abordagens e tratamentos eficazes para o CG, em especial de populações nas 

quais há um alta incidência desse tipo de neoplasia. Poucas linhagens tumorais 

gástricas foram estabelecidas e caracterizadas até o momento, representando uma 

amostra pequena da variabilidade genética humana. No Pará, o CG apresenta 

taxas de mortalidade acima da médica nacional. Assim, a caracterização das 

anormalidades genômicas em linhagens estabelecidas a partir de pacientes dessa 

população, etnicamente miscigenada, pode trazer dados interessantes que nos 

auxiliem a entender a alta taxa de incidência de CG, bem como direcionar 

abordagens e tratamentos eficazes para esses pacientes. Assim, o objetivo desse 

trabalho foi caracterizar o genoma de duas linhagens de câncer gástrico, AGP01 e 

ACP03, estabelecidas a partir de amostras tumorais de pacientes paraenses, e 

identificar alterações no número de cópias (CNAs) por meio de Hibridização 

Genômica Comparativa em microarranjos (aCGH). Os resultados indicaram que 

ambas as linhagens ainda conservam características genômicas associadas ao CG 

do tipo intestinal. As regiões de ganho 7p11, 7p21, 8q24 como as mais ricas em 

oncogenes e as regiões de perdas 19p13, 3q25-q27, 15q21-q26 como as mais ricas 

em supressores tumorais em ambas as linhagens. Essas regiões já foram 

Associadas ao CG em estudos prévios, e influenciam diretamente as vias de 

sinalização do ciclo celular, PI3K-AKT e predisposição para infecção viral. 

Identificamos a perda da citobanda 9p21, que inclui um cluster de IFN do tipo 1, o 

que pode influenciar no escape de células tumorais da imunovigilância. Nossa 

análise in sílico também apontou para os genes GNAD12, TERT, C10orf11, ERBB2, 

MYC, CDK6, CYP51A1, ANKIB como genes importantes para câncer gástrico, uma 

vez que, tiveram o aumento da sua expressão associada ao ganho no número de 

cópias. Além disso, apresentaram uma super expressão em amostras tumorais do 

TCGA quando comparados com tecido normal, os genes ERBB2, GNAD12 e TERT 

tiveram o aumento da expressão consistente com a piora no prognóstico. Já a 

relação de marcadores moleculares encontrados principalmente nos genes 

CYP51A1 e ANKIB ainda é pouco esclarecido no CG e devem ser melhor 

exploradas por experimentos in vitro e in vivo. Concluímos, que as linhagens AGP01 

e ACP03 conservam alterações genômicas relacionadas aos seus tipos histológicos 

originais, representando importantes modelos para experimentos in vitro que 

busquem desvendar a biologia  e comportamento desses tipos tumorais, incluindo 

ensaios pré-clinicos. 

 
Palavras-chave: Câncer Gástrico, Alterações no Número de Cópias, Linhagens 

Celulares, Deleções, Amplificações. 



 

ABSTRACT 

Gastric cancer (GC) has a complex etiology, accounting for about 780,000 deaths 

annually worldwide. Both ethnicity and gender influence the risk of developing gastric 

cancer. This complexity makes it difficult to understand the role of genetic alterations 

in its development. Thus, the characterization of genomic abnormalities in cell lines 

established from GC tumors can help to unravel new genetic markers, directing 

effective approaches and treatments for GC, especially in populations in which there 

is a high incidence of this type of neoplasm. Few gastric tumor lineages have been 

established and characterized so far, representing a small sample of human genetic 

variability. In Pará, the GC presents mortality rates above national rates. Thus, the 

characterization of genomic abnormalities in cell lines established from patients in 

this population, ethnically miscegenated, can bring interesting data that help to 

understand the high incidence rates of GC, as well as direct approaches and 

effective treatments for these patients. Thus, the aim of this work was to characterize 

the genome of two GC cell lines, AGP01 and ACP03, established from tumor samples 

from patients from Pará, identifying copy number alterations (CNAs) through 

Microarray Comparative Genomic Hybridization (aCGH). The results indicated that 

both cell lines still retain genomic characteristics associated with intestinal-type GC. 

The gain in 7p11, 7p21, 8q24 corresponded to the richest regions in oncogenes and 

the loss in 19p13, 3q25-q27, 15q21-q26 as the richest regions in tumor suppressors 

in both cell lines. These regions have already been found in other studies to be 

associated with GC, and directly influence cell cycle signaling pathways, PI3K-AKT 

as well as predisposition to viral infection. We identified the loss of the 9p21 

cytoband, which includes a type 1 NFI cluster, which may influence the escape of 

tumor cells from immunosurveillance. Our in silico analysis also pointed to genes 

GNAD12, TERT, C10orf11, ERBB2, MYC, CDK6, CYP51A1, ANKIB as important 

molecular markers for gastric cancer, since their increased expression was 

associated with a gain in copy number. In addition, they showed an overexpression 

of TCGA in tumor samples when compared to normal tissue, GNAD12, TERT, 

C10orf11, ERBB2 had the increase in expression consistent with worse prognosis. 

The relationship of molecular markers found mainly in genes CYP51A1 and ANKIB 

is still unclear in GC and should be better explored by in vitro and in vivo experiments. 

We therefore conclude that the cell lines AGP01 and ACP03 retain genomic 

alterations related to their original histological types, representing important models 

for in vitro experiments that aim to unravel the biology and behavior of these tumor 

types, including preclinical assays. 

 

 
Keywords: Gastric Cancer, Copy Number Alterations, Cell Lines, Deletions, 

Amplifications. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Câncer gástrico 

Todos os anos, cerca de 1 milhão de pessoas são diagnosticadas com Câncer 

Gástrico (CG) em todo o mundo (RAWLA; BARSOUK, 2019). Assim, globalmente, este tipo 

de câncer é um dos cinco mais incidentes, sendo responsável por aproximadamente 780.000 

óbitos por ano (BRAY et al., 2018; CURADO et al., 2019; GUINDALINI et al., 2019). Apesar 

dos avanços no diagnóstico e tratamento, a maioria dos países ainda registram taxas de 

sobrevida menores que 30% em casos de CG (JIN et al., 2015). Além disso, a maior parte 

dos estudos populacionais relata que cerca de 40% dos pacientes desenvolvem metástase 

tendo sobrevida média de 3 a 4 meses (RIIHIMÄKI et al., 2016). 

A diversidade das alterações genéticas encontradas no CG ainda não são totalmente 

esclarecidas, o que traz desafios para o diagnóstico precoce, limitando as opções de 

tratamento e um prognóstico mais assertivo (ARAKAWA et al., 2017) A caracterização das 

anormalidades genômicas pode ajudar a desvendar novos marcadores genéticos 

direcionando abordagens e tratamentos mais eficazes, especialmente aqueles direcionados 

a mecanismos de progressão do CG (RIIHIMÄKI et al., 2016). 

Dentre as alterações genéticas acumulativas observadas em células cancerosas, 

destacam-se as alterações no número de cópias (CNAs) de segmentos de DNA, que pode 

ter 1Kb de tamanho ou mais, pois são resultantes da amplificação, ganho, perda ou exclusão 

de segmentos genômicos (ARAKAWA et al., 2017; DIAB et al., 2020; HUANG et al., 2018). 

Ou seja, qualquer desvio do estado do número de cópias diploides (2n) de uma região do 

genoma representa uma CNA (HARBERS et al., 2021). 

A implementação da técnica de hibridização genômica comparativa baseada em 

microarray (aCGH) tem possibilitado pesquisas mais aprofundadas sobre o papel das CNAs 

no CG (SEABRA et al., 2014). Através do aCGH de tumores e linhagens de células gástricas 

tem sido possível identificar novas regiões e genes importantes na patogênese do câncer 

gástrico (SEABRA et al., 2014; 
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TAKENO et al., 2009). A variação no perfil de CNAs do CG permite que se 

identifiquem subtipos moleculares de câncer, que diferem entre si no que diz respeito aos 

seus possíveis genes “drivers” e mecanismos molecular (TAKENO et al., 2009). Um dos 

“drivers” mais conhecidos é o MYC (8q24.21), um fator de transcrição cuja função é regular 

o ciclo celular, estando geralmente superexpresso em células cancerígenas, estando 

relacionado à progressão do GC (CALCAGNO et al., 2005). 

A identificação de regiões cromossômicas mais susceptíveis a alterações genômicas, 

bem como o conhecimento do conjunto de genes e suas vias de regulação dentro da 

carcinogênese gástrica são passos importantes para a compreensão da dinâmica tumoral, 

o que lança luz a novos marcadores moleculares, além de direcionar estudos para 

prognóstico e tratamento (ANDOR; MALEY; JI, 2017).  

Assim, plataformas de dados como Atlas do Genoma do câncer (TCGA) e Cancer Cell 

Li-ne Encyclopedia (CCLE), fornecem inúmeras informações sobre os perfis moleculares e 

histopatológicos de linhagens celulares e amostras tumorais em diferentes populações, além 

de avaliar a eficácia terapêutica dos fármacos anticâncer e são amplamente utilizados para 

direcionar pesquisas, caracterização de linhagens (BARRETINA et al., 2012). 

1.2 Epidemiologia 

Fatores como avanços na área da medicina diagnóstica e preventiva e o surgimento 

de novas drogas para o tratamento do CG têm contribuído para a redução das taxas de 

mortalidade(ILIC; ILIC, 2022; MORGAN et al., 2022). No entanto, mesmo nesse cenário 

promissor, o CG possui a quarta maior taxa de mortalidade por câncer no mundo (BRAY et 

al., 2018). 

 A Ásia oriental é responsável por 60% dos novos casos de câncer e possui as 

maiores taxas de mortalidade (21,1/100.000 para homens e 8,8/100.000 para mulheres), 

seguida da Europa Oriental e América do Sul, enquanto que o Sul da Ásia Central, Norte da 

Europa, América do Norte e África possuem as menores taxas incidência. Figura 1 (SUNG et 
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al., 2021). 

Figura 1:Incidência mundial do Câncer Gástrico. Eixo X: Taxas de incidência por idade, Eixo Y: Incidência específica da região por sexo 

para câncer de estômago em 2020. Fonte SUNG et al (2021). 

 

Essas diferenças regionais na incidência do CG estão relacionadas ao crescimento 

e envelhecimento da população, uma vez que há correlação entre o 

aumento da idade e o aumento do risco de CG. Além disso, o desenvolvimento 

socioeconômico de cada região é um fator preponderante para o diagnóstico precoce e 

tratamento, diminuindo a mortalidade (BRAY et al., 2018). 
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1.3 Câncer gástrico no Brasil 

No Brasil, o Instituto Nacional do Câncer (INCA) aponta que para o triênio 2020-2022 

ocorrerão 21 mil novos casos de CG. Para homens, a estimativa é de 13.360 casos, 

enquanto que para mulheres esse número chega a 7.780 novos casos. No geral, o CG é o 

quarto câncer mais frequente entre os homens e o sexto entre as mulheres (figura 2) e a faixa 

etária mais atingida é entre 60 e 70 anos (INCA, 2019). 

 

Figura 2: Distribuição dos dez tipos de câncer mais incidentes no Brasil estimados para 2020, exceto pelo, não melanoma. Fonte (INCA, 

2019). 

 

Em relação às regiões, o câncer gástrico é mais incidente em homens do norte 

(11,75/100 mil) e nordeste (10,65/100 mil) e em mulheres do sul (9,15/100 mil) e do Norte 

(6,03/100 mil) (INCA, 2019). No estado do Pará, o CG é o segundo tipo de câncer mais 

incidente, ficando atrás apenas do câncer de próstata nos homens e câncer de mama nas 

mulheres (INCA, 2012). Fatores como a dieta rica em sal, a ingestão de caça e peixes 

complementada com farinha de mandioca pigmentada com tartariza (SOARES et al., 2015), 

associada a falta de políticas de saúde e atenção preventiva são fatores que podem estar 

contribuindo para essas taxas de incidência e mortalidade do CG no estado do Pará, como 

mostra a figura 3 (MENDES; SANTANA,           

2019). 
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1.4  Etiologia 

A etiologia do CG é multifatorial e vários fatores tem sido associados à sua incidência. 

Hábitos alimentares (ISLAMI et al., 2009), tabagismo (PRAUD et al., 2018), obesidade 

(O’SULLIVAN et al., 2018) consumo de álcool (DENG et al., 2021) e infecções por agentes 

patogênicos desempenham um papel importante na incidência de câncer gástrico (DE 

SOUZA et al., 2014; NISHIKAWA et al., 2018). Adicionalmente, o componente genético nos 

casos de CG é significativo uma vez que, a hereditariedade está associada a 10% dos casos 

deste tipo de câncer (VOGELAAR et al., 2012). 

 

Figura 3: Taxa de incidência estimada para Câncer gástrico no ano de 2020 no estado do Pará e na Capital Belém. Fonte (Inca, 2019).

  

O consumo de alimentos ricos em sal, contaminados com amianto ou metais 

pesados, carnes vermelhas, processadas e/ou em conserva, defumados e até à exposição 

contínua da mucosa gástrica a alimentos em altas temperaturas estão associadas ao 

aumento de risco de CG (FERRO et al., 2020; ISLAMI et al., 2009).  
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Adicionalmente, o tabagismo e o consumo de álcool tem importância na incidência 

de CG (DENG et al., 2021), sendo que o tabagismo tem sido frequentemente associado ao 

subtipo difuso ou cárdia (PRAUD et al., 2018) e o consumo de álcool, pode aumentar o risco 

de CG devido a produção de metabólitos primários e acetaldeídos (ARAKAWA et al., 2017; 

DENG et al., 2021; KARCZEWSKI et al., 2019; YOO et al., 2021). A obesidade é outro fator 

que contribui para a carcinogênese através de mecanismos como a sinalização alterada da 

insulina, inflamação crônica de baixo grau e alteração dos hormônios sexuais 

(KARCZEWSKI et al., 2019). 

A hereditariedade representa cerca de 1% a 3% dos casos totais de CG (SLAVIN et 

al., 2019). A maior parte dos casos hereditários envolve a síndrome do câncer gástrico difuso 

hereditário (HDGC), que geralmente é diagnosticado em torno dos 37 anos de idade 

(SLAVIN et al., 2019). Indivíduos que nascem com mutações no gene E-caderina (CDH1) 

tem até 50% chances de desenvolver a HDGC (VOGELAAR et al., 2012). Outras síndromes 

associadas a aumento do risco de CG são, síndrome da Polipose Adenomatosa Familiar 

(2%) causada por deleção do supressor tumoral APC (tumor adenomatous polyposis coli) 

localizado no cromossomo 5q21, Câncer de Cólon Hereditário sem Polipose, que envolve 

mutações nos genes MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 e Síndrome de Li-Fraumeni onde há prejuízo 

na função dos genes TP53 (SETIA et al., 2015). 

Infecções por H. pylori ocorre em mais de 50% da população mundial e é uma das 

mais prevalentes entre os seres humanos (BAKHTI; LATIFI-NAVID; ZAHRI, 2020). Do ponto 

de vista da incidência de CG, a infecção por H. pylori é significativa e representa 

aproximadamente 5,5% de todas as condições malignas em todo o mundo (KIM; WANG, 

2021). A presença da H. pylori no estômago do hospedeiro causa inflamação crônica que 

resultam em alterações morfológicas da mucosa gástrica, como o desaparecimento das 

células parietais e de células glandulares por autofagia o que caracteriza a gastrite atrófica, 

seguida de metaplasia intestinal (MI), e posteriormente lesões malignas, como displasia e 

GC (DINCĂ; MELIȚ; MĂRGINEAN, 2022). 

 

1.5  Infecções vírais e Câncer gástrico 

O principal vírus  associado ao CG é o Epstein-Bar (HHV-4), detectado pela primeira 
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vez em 1964, em células de linfoma de primeira infância ou Linfoma de Burkitt (LB), muito 

comum na África. A presença de um vírus com morfologia típica do grupo Herpes em células 

de LB foi confirmada através de microscopia eletrônica. Deste modo, o HHV-4 passou a ser 

classificado como pertencente à família Herpesviridae, sendo também denominado de 

Gamaherpesvirus humano 4 (HHV-4) (Balfour et al. 2015). 

O HHV-4 é um dos vírus mais comuns em seres humanos, pois está presente em 

cerca de 90-95% da população adulta mundial (Balfour et al. 2015), sendo transmitido pela 

saliva e infectando as células epteliais da orofaringe, nasofaringe e glândulas salivares, 

onde frequentemente ocorre a produção de novas partículas virais infecciosas (Balfour et 

al. 2015).  

O potencial oncogênico do HHV-4 é demonstrado pela expressão de várias proteínas 

oncogênicas que interferem diretamente nas vias de proliferação, apoptose, diferenciação 

e migração celular. Além disso, ao integra-se ao genoma do hospedeiro, o DNA viral pode 

causar mutações em genes como o TP53, importante regulador do ciclo celular (Ribeiro et 

al. 2017).  Deste modo, o HHV-4 induz a transformação dos linfócitos B e células  epiteliais, 

sendo apontado como agente causador da mononucleose infecciosa (doença do beijo), do 

linfoma de Burkitt, linfoma de Hodgkin (Cao et al. 2017). Além disso, está associado ao 

fenótipo maligno das células tumorais: o carcinoma nasofaringe em 95% dos casos  e 

câncer gástrico, em 10% dos casos (Dummire et al., 2018). 

Estudos in vitro têm demonstrado que o contato célula a célula entre linfócitos B 

infectados com HHV-4 e células da epiteliais gástricas tem sido suficiente para a entrada do 

vírus nessas células (IMAI; NISHIKAWA; TAKADA, 1998). Doenças como refluxo, gastrite 

crônica e úlcera gástrica podem aumentar a chance de interação entre as células epiteliais 

gástricas lesionadas e os linfócitos B infectados com o HHV-4, favorecendo a infecção por 

contanto célula a célula. Uma vez estabelecida a infecção do epitélio gástrico, o HHV-4 tende 

a permanecer em estado de latência expressando proteínas virais como LMP1 e EBNA1 entre 

outras, tidas como oncoproteínas, pois induzem a transformação e imortalização dessas 

células (YANG et al., 2019). 

 

1.5 Sintomas e Diagnóstico e estadiamento 
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Os sintomas do CG em estágio inicial não são comuns, e em estágios posteriores são 

variados e inespecíficos, podendo estar associados à várias outras patologias e tipos de 

câncer dificultando um diagnóstico precoce (WADDINGHAM et al., 2021). Falta de apetite, 

náuseas, vômitos com ou sem sangue, anemia, dores abdominais, sangue nas fezes são 

alguns dos mais comuns presentes em pessoas com CG (JOSHI; BADGWELL, 2021). 

Vários exames de imagem são importantes para auxiliar no prognóstico e identificar o 

estágio do CG como ressonância magnética e tomografia computadorizada (ZYTOON; EL-

ATFEY; HASSANEIN, 2020) No entanto, o principal método diagnóstico é a endoscopia 

digestiva alta com biópsia ou ecoendoscopia (HORIUCHI et al., 2021).  

 Esse método identifica tumor precoce raro (T1) e na maioria das vezes tumores de T2 

a T4 no tórax/abdome/pélvica (KIM; WANG, 2021). No entanto, a ecoendoscopia tem 

dificuldade de identificar com precisão metástases nodais (JOSHI; BADGWELL, 2021). 

Nesses casos a tomografia computadorizada é mais sensível que a ecoendoscopia, pois 

consegue detectar metástases em outros órgãos como fígado e pulmão, sendo o principal 

método de estadiamento (BARCHI et al., 2020). O processo de busca da localização e 

extensão do CG (e outros tipos de câncer) é denominado estadiamento, e é um procedimento 

crítico para o médico oncologista realizar um prognóstico mais assertivo (TANIGUCHI et al., 

2019).  

O sistema de estadiamento mais utilizado atualmente foi criado pela American Joint 

Committee on Cancer (AJJC 8° edição). Esse sistema avalia o estágio do tumor utilizando 3 

critérios primeiro a extensão do tumor primário (T), segundo pelo o grau de disseminação 

para os linfonodos (N) e terceiro a presença de metástase (M) (BARCHI et al., 2020) como 

mostra o quadro 1. 
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Quadro 1 - Classificação TNM de câncer gástrico. 

 
Tx Tumor primário não pode ser avaliado. 

T0 Sem evidência de tumor primário. 

Tis Carcinoma in situ tumor intraepitelial sem invasão de lâmina própria, 
displasia de alto grau. 

T1 Tumor invade a lâmina própria, muscular da mucosa ou submucosa. 

T1a Tumor invade a lâmina própria ou muscular da mucosa 

T1b Tumor invade a submucosa. 

T2 Tumor invade a muscular própria. 

T3 Tumor invade a subserosa sem invasão do peritônio visceral ou de 
estruturas adjacentes. 

T4 Tumor invade a serosa (peritônio visceral) ou estruturas adjacentes. 

T4a Tumor invade a serosa (peritônio visceral). 

T4b Tumor invade estruturas adjacentes. 

Linfonodos Regionais (N) 

Nx Metástases em linfonodos não podem ser avaliados 

N0 Ausência de metástases em linfonodos 

N1 Metástase em 1 a 2 linfonodos regionais. 

N2 Metástase em 3 a 6 linfonodos regionais. 

N3 Metástase em 7 ou mais linfonodos regionais. 

N3a Metástase em 7 a 15 linfonodos regionais. 

N3b Metástase em mais de 16 linfonodos regionais. 

Metástases a distância (M) 

Mx Metástases a distância não podem ser avaliadas. 

M0 Ausência de metástases à distância. 

Estádio 

0 TisN0M0 

I T1N0M0 

T2N0M0 

IIA T2N1-3M0 

T1N1-3M0 

IIB T3N0M0 

T4aN0M0 

IIIA T3N1-3M0 

T4aN1-3M0 

IVA T4b qualquer N M0 

IVB qualquer T qualquer N M1 

Adaptado de (SOBIN; WITTEKIND; INTERNATIONAL UNION AGAINST CANCER, 2002) 

 

 

1.6 Classificação do Câncer Gástrico 

A complexidade do CG tem sido alvo de vários estudos que buscam compreender a 

gênese tumoral bem como suas características histológicas, anatômicas, fisiopatológicas e 

moleculares, deste modo, surgiram diferentes formas de classificação, permitindo 

comparações entre tumores que mesmo semelhantes, apresentassem um conjunto de 

características distintas (BARCHI et al., 2020; BASS et al., 2014; LAUREN, 1965; OUE et al., 

2019). 

Tumor Primário (T) 
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A classificação de Lauren (1965) é baseada na histologia, dividindo os CG em subtipo 

intestinal e difuso. O subtipo intestinal é caracterizado por tumores bem diferenciados, as 

células tumorais se agrupam em formações glandulares ou 

tubulares. A metástase ocorre na maioria das vezes via sistema linfático e 

hematogênico com baixo grau de infiltração na mucosa gástrica. É associado a gastrite 

crônica atrófica e metaplasia intestinal provocada pela infecção pela H. pylori e apresenta 

maior prevalência em homens com o aumento da faixa etária (BRAY et al., 2018). 

Por outro lado, o subtipo difuso é pouco diferenciado e sem glândulas, pequenos 

grupos de células se isolam, organizam-se em anel de sinete e tendem a se espalhar através 

de metástases precoces via hematogênica ou peritoneal, com maior grau de infiltração da 

mucosa gástrica (PETRELLI et al., 2017). O tipo difuso é mais frequente em indivíduos com 

menos de 40 anos de idade e atinge homens e mulheres na mesma proporção. Tem origem 

no epitélio gástrico normal, sem lesão neoplásica (DHOBI et al., 2013). 

Avanços recentes na tecnologia genômica e análises de alto rendimento permitiram 

a criação em 2005 do The Cancer Genome Atlas (TCGA) um projeto de genômica do câncer 

que caracterizou alterações genéticas de mais de 20.000 cânceres primários e amostras 

normais correspondentes abrangendo 33 tipos de câncer usando matrizes de polimorfismo 

de nucleotídeo único de alta densidade (SNP) (HARBERS et al., 2021). Assim, o TCGA 

identificou mutações, perfis de metilação, e CNAs que podem afetar um ou múltiplos locis 

que prejudicavam principalmente o funcionamento de genes relacionados à integridade do 

genoma, remodelação da cromatina, adesão celular e citoesqueleto, e motilidade celular 

(CHIA, N.-Y.; TAN, 2016). O mapeamento das principais alterações revelou o 

comprometimento das vias oncogênicas canônicas, genes envolvidos na sinalização Wnt e 

receptor tirosina quinase (RTK) (YIN et al., 2022). 

De acordo com as características moleculares, o TCGA classificou o CG em quatro 

tipos. O subtipo positivo para o vírus HHV-4 (HHV-4CG) é responsável por 10% dos casos 

de CG, possui menor tendência de metástase nos linfonodos, menor taxa de mortalidade e 

em 80% dos casos há mutações no gene PI3K, além de amplificações dos genes JAK2, 

CD274, PDCD1LG2 e ERBB2 e deleções em PTEN, SMAD4, CDKN2A e ARID1A 

(NOWALK; GREEN, 2016). 
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Outro subtipo é o com Instabilidade de Microssatélites (MSI), associado ao 

adenocarcinoma do tipo intestinal, mais frequente em mulheres de idade avançada (PULIGA 

et al., 2021). A principal característica do subtipo MSI é a hipermetilação do promotor do 

gene MLH1, um dos envolvidos no sistema de reparo de incompatibilidade ou reparo de mal 

pareamento. Esse sistema de reparo é composto de proteínas que formam os complexos 

MSH2/MSH6/MSH3 e MLH1/PMS2 responsáveis por primeiro, se ligar e detectar erros de 

pareamento. Segundo responsável pela excisão e a ressíntese das bases (RATTI et al., 

2018).  

A ausência da expressão de um ou mais elementos dessa maquinária determina a 

deficiência do processo de reparo levando a um tumor com alta carga de mutação 

principalmente em genes importantes para a carcinogênese como os genes PIK3CA, 

ERBB3, ERBB2 e EGFR (7p11.2) (PULIGA et al., 2021). 

O subtipo Geneticamente Estável (GS) é mais prevalente no tipo difuso, sendo pouco 

diferenciado, ocorre em paciente mais jovens, com mutações nos genes TP53, CDH1 e 

RHOA (RAMOS et al., 2021). Finalmente, o subtipo com Instabilidade Cromossômica (NIC) 

está presente em 50% dos CG, sendo que a maioria dos casos com esse perfil vão 

apresentar mutações no TP53, ARID1A, KRAS, PIK3CA, RNF43, ERBB2 e APC e 

amplificações de genes que codificam receptores de tirosina quinases (RTKs), importantes 

para o crescimento celular descontrolado (FIGUEIREDO et al., 2017).  

 

1.7 Câncer gástrico e Alterações no número de cópias 

Variações do número de cópias (CNV) são variações genéticas que ocorrem na 

linhagem germinativa e levam a mudanças no número de cópias das regiões genômicas 

(KHALIL et al., 2020; MACDONALD et al., 2014). Por outro lado, as alterações no número 

de cópias (CNA) podem ser definidas como qualquer variação do número de cópias diploides 

(2n) de um segmento genômico em comparação com um genoma de referência (HARBERS 

et al., 2021). 

As CNAs de ganho ocorrem quando há um aumento no número de cópias de um 

cromossomo ou segmento cromossômico, sendo que quando ocorre um ganho de alto nível 
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de um segmento cromossômico, frequentemente definido como 8 cópias, temos uma 

amplificação (SANTARIUS et al., 2010).  

Quando estão relacionadas à diminuição do número de cópias, as CNAs são 

classificadas como  perda/deleção. As CNAs também são definidas em CNAs amplas, 

quando ocorrem a nível do braço cromossômico, e CNAs focais, quando variam de 1Mb à 

≤3 Mb, ou seja, podem cobrir de parte de um braço cromossômico à alguns quilobases 

(KRIJGSMAN et al., 2014). 

As amplificações focais são regiões frequentemente enriquecidas por oncogenes ou 

genes anti-apoptóticos, enquanto que deleções focais envolvem supressores de tumor ou 

pró apoptóticos (KHALIL et al., 2020). Amplificações e deleções focais são consideradas 

“drivers”, pois surgem após eventos diversos e oferecem às células vantagens seletivas que 

irão favorecer o processo de carcinogênese e resistência a drogas terapêuticas (DONG, Min 

et al., 2016; DONG, Yuanqiang et al., 2022). CNAs podem surgir em outras regiões, mas não 

conferem nenhuma vantagem seletiva a célula: essas alterações são chamadas de 

passageiras (DONG, et al., 2022; MERMEL et al., 2011). 

As CNAs drivers vem sendo estudadas em linhagens de células cancerosas, que são 

utilizadas como importantes modelos pré-clínicos para pesquisa sobre CG (KHALIL et al., 

2020). Esses estudos tem mostrado que há uma correlação entre aumento do número de 

cópias e a super-expressão de oncogenes, desregulando vias de sinalização importantes 

para o processo de carcinogênese como vias RTK/RAS/MAPK, ciclo celular e fatores de 

transcrição (CHIA et al., 2015).  

Os receptores de tirosina kinase (RTK) são receptores de membrana que regulam 

proliferação, metabolismo, migração e invasão celular (WANG, Xiaohong et al., 2016). Fazem 

parte da família de receptores RTK, o Receptor do Fator de Crescimento Epidérmico (EGFR) 

(7p11.2), Receptor Erb-B2 Tirosina quinase 2 (ERBB2), o proto-oncogene c-Met, e o 

Receptor 2 do Fator de Crescimento de Fibroblastos (FGFR2). A amplificação dos genes 

RTK está relacionada a super ativação das vias a jusante, como Ras/MAPK, PI3-quinase/Akt, 

JAK/Stat. Os RTKs são considerados drivers oncogênicos e sua amplificação está presente 

em 40% GC(WANG et al., 2019). 
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As vias de adesão celular também podem ser desreguladas pela ação das CNAs 

drivers, através da perda de segmentos genômicos contendo genes importantes para a 

adesão, como o supressor tumoral CDH1 (16q22.1) gene que codifica a proteína de adesão 

celular E-caderina. Essa proteína forma o desmossomo, uma junção ancoradora que une a 

membrana celular de uma célula à membrana da célula vizinha. Na ausência de E-caderina, 

as células se desprendem umas das outras, se tornam isoladas, com o citoplasma mucoso, 

o núcleo celular fica restrito as regiões periféricas do citoplasma. Morfologicamente, a célula 

fica semelhante a um anel de sinete, por esse motivo o tumor também chamado de 

Adenocarcinoma pouco coeso. Uma vez “soltas”, as células tumorais tem maior facilidade na 

invasão das estruturas adjacentes, além disso, não formam estruturas glandulares ou 

tubulares como no tipo intestinal. 

De acordo com essas alterações, o câncer gástrico foi também classificado em cinco 

subgrupos permitindo o tratamento personalizado de cada subgrupo por diferentes drogas 

(SHITARA et al., 2020). Quando a amplificação do gene HER2 é detectada através de biopsia 

líquida ou sólida, a terapia indicada é o Trastuzumab combinado com fluoropirimidina mais 

cisplatina, enquanto que casos com a amplificações de MET podem ser tratados com 

crizotinib e sapolitinib. Nos casos com aumento no número de cópias do EGFR (7p11.2) é 

mais indicado o onartuzumab e nimotuzumab (YAMAGUCHI; NAGAMURA; MIYAZAKI, 

2022). 

Os genes CCND1, CCNE1 e CDK6(7q21.2) codificam as ciclinas, classe de proteínas 

relacionados regulação do ciclo celular. Assim, a amplificação desses genes tem sido 

relacionada a malignidades gastresofágicas. O palbociclibe, um potente inibidor de CDK4/6, 

pode interromper a sinalização proliferativa do câncer gástrico (KARASIC et al., 2018). Além 

disso, estudos tem evidenciado que pacientes com co-amplificações da 19q12 (CCNE1) e 

17q12 (HER2) possuem resistência ao lapatinib (KIM; WANG, 2021; NING, 2021). 

Os fatores de transcrição KLF5, GATA4 (8p23.1) e GATA6 se ligam às sequências 

específicas de DNA. A co-expressão dos KLF5, GATA4 e GATA6, ativam a expressão do 

HNF4α, e juntos promovem a proliferação de células gástricas in vitro e in vivo (CHIA et al., 

2015). Cerca de 30% dos pacientes do GC apresentam amplificações em KLF5/GATA4 

/GATA6. No entanto, o medicamento antidiabético Metformina tem como alvo o HNF4α 

impedindo que esse seja super-expressos, mesmo que os fatores de transcrição estejam 

amplificados, contribuindo para terapêutica do CG (CHANG et al., 2016). 
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1.8 Linhagens Celulares de Câncer 

Os estudos in vitro são ferramentas flexíveis, fáceis de manusear, geneticamente 

tratáveis, além de serem os modelos próximos das condições in vivo (PREKSHA; 

YESHESWINI; SRIKANTH, 2021). Permitem o estudo de crescimento e proliferação celular, 

absorção de drogas e interações microbianas do hospedeiro, reduzindo as despesas e as 

questões éticas associadas ao uso de experimentos com animais (COSTA; AHLUWALIA, 

2019). São muito utilizados em estudos de biologia do câncer, pesquisas farmacológicas e 

toxicológicas, engenharia de tecidos, engenharia genética e têm auxiliado amplamente a 

pesquisa biomédica básica e aplicada (ZEILINGER et al., 2016). 

O estômago é um órgão importante para o processamento de alimentos, portanto fica 

permanentemente em contato com diversos nutrientes, toxinas e microrganismos gerando 

um ambiente muito tóxico para as células que compõem sua mucosa (SEIDLITZ; KOO; 

STANGE, 2021). Todas essas adversidades suportadas pelas células gástricas, traz 

dificuldade na execução de experimentos in vivo. Culturas de células simplificam o estudo de 

fenômenos in vivo complexos, permitindo condições bem controladas e repetíveis para a 

avaliação da resposta celular (COSTA; AHLUWALIA, 2019). Os sistemas in vitro podem 

fornecer informações valiosas sobre o desenho de protocolos clínicos para tratamento de 

câncer de estômago em humanos, pois servem como excelentes sistemas modelo para 

estudos envolvendo as respostas heterogêneas a drogas e radiação, identificação de 

mecanismos de sensibilidade e resistência a drogas e o teste de esquemas de tratamento 

de combinação de drogas 

Apesar do câncer gástrico ter uma alta mortalidade, poucos grupos de pesquisa pelo 

mundo estabeleceram e caracterizaram linhagens tumorais gástricas, e portanto há pouca 

variabilidade étnica entre as linhagens derivadas de câncer gástrico disponíveis para estudo 

(MYTAR et al., 2018). Em 1961 foi estabelecida a primeira linhagem celular tumoral gástrica, 

a CaVe, (KULAGINA; MUZURENKO; POGOSIANTS, 1975). A partir de então, começaram 

a surgir estudos sobre linhagens em todo o mundo. Barranco et al (1983) estabeleceram e 

caracterizaram a linhagem de adenocarcinoma gástrico AGS, derivada de pacientes 

americanos (BARRANCO et al., 1983). 

Entre os anos de 1990 e 1997, um grupo de pesquisadores coreanos estabeleceram 

e caracterizaram as linhagens SNU-1, SNU-5 e SNU-16 NCI-N87, todas derivadas de 
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adenocarcinoma gástrico metastático. Posteriormente, foi a vez das linhagens SNU-484, 

SNU-520 e SNU-719 derivadas de adenocarcinoma primário e as linhagens SNU-601, SNU-

620, SNU-63, SNU-668 e SNU216, derivadas de líquido ascítico e metástase linfonodal 

(PARK et al., 1990;1997). 

Em 1993, os pesquisadores alemães desenvolveram duas linhagens derivadas de 

tumores primários (St23132, St3051) e mais duas derivadas de metástases linfonodais 

(St2474, St2957) (VOLLMERS et al., 1993). Em 2000 mais oito linhagens originadas de 

câncer gástrico de pacientes japoneses se tornaram ferramentas de estudo. Trata-se das 

linhagens TMK-1, MKN-1, MKN-7, MKN-8, MKN-45 e MKN-74, KATO-III e HSC-39, todas 

originadas de tumores gástricos em metástase, coletadas órgãos como fígado, linfonodos, 

pleura e fluído ascético. (YOKOZAKI, 2000). 

Em 2018, pesquisadores poloneses também estabeleceram e caracterizaram mais 

três novas linhagens (GC1401, GC1415 e GC1436) todas derivadas de fluídos ascíticos de 

pacientes caucasianos com CG (MYTAR et al., 2018), e em 2020 a linhagem XGC-1 foi 

estabelecida a partir de um adenocarcinoma gástrico pouco diferenciado de um paciente 

chines (PENG; XU; CAI, 2020). 

Como observamos, a maioria das linhagens celulares estabelecidas e caracterizadas 

são de origem Asiática (MYTAR et al., 2018). Entretanto, é desejável que um banco de 

linhagens de células tumorais reflita a diversidade de fenótipos e genótipos tumorais, uma 

vez que aspectos como, estadiamento tumoral, localização anatômica do tumor, a origem 

geográfica e a etnia do doador das células tumorais influenciam nas características 

genômicas da linhagem (LIN et al., 2015). 

Para termos linhagens primárias que refletissem as características da população 

brasileira, um grupo de pesquisa da Universidade Federal do Pará, estabeleceu e 

caracterizou em 2004 a primeira linhagem de CG do tipo intestinal brasileira denominada 

como ACP-01 (LIMA, et al., 2004). Em 2009, o mesmo grupo desenvolveu três novas 

linhagens derivadas de pacientes do norte do Brasil (AGP1, ACP02 e ACP03), região onde 

o CG é altamente incidente (INCA, 2012). 

A linhagem AGP01 foi originada de um indivíduo de 55 anos de idade, do sexo 

masculino. As células cancerosas foram obtidas a partir do líquido ascítico, através de 
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gastrectomia e linfadenectomia. O tumor foi retirado do antro e da porção mais baixa do corpo 

do estômago. Seguindo a classificação da UICC (Union Internationale Contre Le Cancer), 

correspondia a um adenocarcinoma gástrico do tipo intestinal e classificado como T3N2M1 

(LEAL et al. 2009). 

As linhagens celulares ACP02 e ACP03 foram estabelecidas a partir de 

adenocarcinoma gástrico de indivíduos do sexo masculino com faixa etária de 66 e 63 anos 

respectivamente. A ACP02 foi obtida a partir de tumor removido da região cárdia do 

estômago, sendo classificada como adenocarcinoma gástrico do tipo difuso e como 

T3N2M0, enquanto a linhagem ACP03 foi obtida através da remoção de um tumor presente 

na região do antro do estômago. Essa amostra foi então classificada como adenocarcinoma 

gástrico do tipo intestinal e como T4N1M0, conforme a classificação da UICC (LEAL et al. 

2009). 

Todas as linhagens foram obtidas de indivíduos residentes na região norte do Brasil, 

onde a população é composta pela mistura étnica de europeus, africanos e ameríndios. 

Quando analisadas por citogenética convencional e FISH, as linhagens AGP01, ACP02 e 

ACP03 apresentaram trissomia para o cromossomo 8 (83% das células). Essa trissomia pode 

provocar o aumento da expressão de genes presentes nesse segmento, como é o caso do 

C- MYC (8q24.21), localizado no cromossomo 8q24, importante regulador dos processos de 

crescimento celular, diferenciação e apoptose. Essas alterações genômicas tem sido 

frequente encontradas em amostras de câncer gástrico. A desregulação de C-MYC 

(8q24.21) também está relacionada ao linfoma de Burkitt associado ao vírus HHV-4 

(NISHIKAWA et al., 2018). 

Leal e colaboradores (2009) observaram que as linhagens AGP01 e ACP03 

apresentam trissomia do cromossomo 17 em 90% das células analisadas e a ACP02 

apresentou deleção do 17p em 50% das células. As alterações no cromossomo 17 como 

trissomias e deleções envolvem o locus que codifica a p53, uma das principais proteínas 

mediadoras dos processos de reparo do DNA e apoptose. Alteração da expressão da 

proteína p53 está presente em 50% dos cânceres humanos incluindo câncer gástrico (LEAL 

et al., 2011), 

Para uma maior compreensão da carcinogênese gástrica na população brasileira, 

essas linhagens são atualmente usadas para diversos estudos que vão desde ensaios de 
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expressão gênica como de avaliação fenotípica após o silenciamento de genes como PIWIL1 

(ARAÚJO et al., 2018) e genes envolvidos na desacetilação de histonas (WISNIESKI et al., 

2014), ensaios de citotoxicidade (SOARES et al., 2015) e farmacológicos (PINTO et al., 

2019). Estudos genômicos que permitiram identificar a alteração no número de cópias dos 

genes MYC (8q24.21), TP53 do cromossomo 17 (LEAL, Mariana et al., 2011), a amplificação 

de IL11RA e MELK (CALCAGNO, et al., 2016). (BURBANO et al., 2006) . 

Como vimos, as linhagens AGP01 e ACP03 são amplamente utilizadas em pesquisas 

científicas com os mais variados objetivos (BURBANO et al., 2006; CALCAGNO, et al., 2005; 

CALCAGNO, et al., 2016; LEAL, 2011; LEAL, 2009). No entanto, nenhum estudo mais amplo 

que explorasse o papel funcional das diversas CNAs encontradas nas linhagens AGP01 e 

ACP03 foi realizado. Assim, a identificação de CNAs recorrentes em tumores gástricos que 

sejam capazes de induzir a expressão diferencial e influenciar no prognóstico do paciente é 

importante para uma maior compreensão do mecanismos envolvidos na carcinogênese 

gástrica (CHENG et al., 2018). 



32 
 

2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

• Caracterizar o gênomica das linhagens celulares AGP01 e ACP03, 

identificando alterações no número de cópias (CNAs) e relacionando seu 

conteúdo gênico ao processo de desenvolvimento tumoral. 

2.2  Objetivos específicos 

• Dentificar a ocorrência de CNAs nas linhagens AGP01 e ACP03.  

• Determinar os possíveis efeitos de CNAs recorrentes no processo de 

carcinogênese e progressão tumoral. 

• Comparar os resultados obtidos com dados de outras linhagens de CG, a fim 

de verificar se as alterações encontradas são concordantes com esses tipos 

tumorais de outras etnias. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Linhagens de células 

Neste estudo, foram utilizadas duas linhagens de câncer gástrico AGP01 e ACP03. A 

linhagem AGP01 foi derivada do fluído ascítico canceroso de um paciente de 55 anos com 

adenocarcinoma gástrico. O tumor foi retirado da região do antro e corpo do estômago, sendo 

classificado como T3N2M1. A linhagem ACP03 (Adenocarcinoma Gástrico Tipo Intestinal) 

localizado na região do antro e classificado como T4N1M0. Essas linhagens foram 

estabelecidas e caracterizadas pelo grupo do laboratório de Citogenética Humana da 

Universidade Federal do Pará (UFPA) (LEAL et al., 2009). 

As linhagens foram cultivadas em garrafas plásticas estéreis de 25cm2 utilizando 

Dulbecco's Modified Eagle Medium Nutrient Mixture F-12 (DMEN/F12) (1/1 vol) 

suplementado com soro bovino fetal à (10%) e mantidas em estufa de 37°C, com 5% de CO2. 

Os repiques ocorreram aproximadamente a cada sete dias, quando a confluência estava 

acima de 80%, com a utilização de solução de tripsina 0,25% em tampão fosfato salino (PBS). 

 

3.2 Extração e quantificação de DNA das linhagens AGP01 e ACP03 

Para a extração de DNA, foi utilizado o QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden, 

Alemanha) de acordo com as instruções do fabricante. A concentração e qualidade do DNA 

genômico foi verificada através do nanodrop ND-2000 Spectrophotometer, versão 1.4.1 

(Thermofisher, Waltham, EUA). 

 

3.3 Hibridização Genômica Comparativa baseada em array (aCGH) 

A técnica aCGH foi utilizada para a detecção de alterações genéticas de ganho e 

perda cromossômica, através da matriz SurePrint G3 Cancer CGH+SNP Microarray Kit, 

4x180K, da Agilent. Essa matriz contém cerca de 120.000 sondas para identificação de 

CNAs, cobrindo o total de clones do consórcio ISCA (International Standards for 

Cytogenomic Arrays, disponível em (http://isca.genetics.emory.edu)(MILLER et al., 2010). 

http://isca.genetics.emory.edu/
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3.3.1 Digestão enzimática e marcação das amostras 

O DNA extraído da AGP01 e ACP03, foram diluídos na proporção de 1 µg/22 µL em 

água ultra-pura. Logo depois, o DNA das linhagens juntamente com o DNA de referência 

(Human Reference DNA Male or Female da Agilent), disponibilizado no kit. Foram 

submetidos a digestão enzimática originando fragmentos de 200 a 500pb. Esses fragmentos 

de DNA foram marcados com Cy5-dUTP e Cy3-dUTP respectivamente, utilizando-se o kit 

SureTag Complete DNA Labeling seguindo o protocolo do kit foram utilizados 21 µL do 

Labeling Master Mix (composto por água ultrapura, tampão de reativação 5x, 10x dNTPs, 

Cy3-dUTP ou Cy5-dUTP e Exo- Klenow, uma DNA polimerase). 

 

3.3.2 Purificação e quantificação das Amostras 

A purificação das amostras de DNA foi realizada através de duas lavagens, a primeira 

com 430 µL de 1xTE (pH8.0), seguida de centrifugação a 14.000xg por 10 minutos e descarte 

do sobrenadante, a segunda lavagem foi com 480 µL de 1xTE (pH 8.0). Após a segunda 

centrifugação, a coluna foi invertida em tubo coletor novo de 2 mL e centrifugada a 1000 x g 

para obtenção do material purificado. O Nanodrop foi utilizado para a realizar quantificação 

das concentrações do DNA marcador que foram utilizados, junto com a medição do volume 

final da amostra, para a estipulação dos valores de atividade específica dos marcadores e 

rendimento do processo de marcação. 

 

3.3.3 Tratamento pré-hibridização 

Após a quantificação, o DNA das linhagens AGP01 e ACP03 e o DNA de referência 

foram pré-tratados: com 71 µL do Hybridization Master Mix para posterior incubação a 95ºC 

por 3 minutos e imediatamente transferidos para um banho maria a 37ºC, por 30 minutos. 

Após essa etapa, o material foi centrifugado por 1 minuto a 6000x g após a conclusão dessa 

etapa iniciou-se o processo de hibridização. 
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3.3.4 Hibridização 

O processo de hibridização seguiu os seguintes passos: 

1. Em uma lamínula específica, foi adicionado 100µL da solução de hibridização 

em cada um dos poços. 

2. Então foi encaixado a lâmina com microarranjos sobre a lamínula, e as duas 

unidades – lâmina e lamínula – foram fixadas com uma base de fixação. 

3. Manualmente foi ajustada uma braçadeira para manter o conjunto – lâmina e 

lamínula bem fixadas. 

4. As duas unidades – lâmina e lamínula foram movidas verticalmente para que 

o líquido se espalhe uniformemente sobre cada arranjo e para que possíveis bolhas de ar 

não se fixem nessa região. 

5. Logo depois – o conjunto foi colocado em uma câmara de hibridização e 

mantida a 65ºC por 24 horas, com uma rotação de 20 rpm. 

 

3.3.5 Lavagem 

A lavagem dos microarranjos foi realizada em ambiente pobre em ozônio. A primeira 

lavagem do conjunto “lâmina+lamínula” em tampão de lavagem 1 (Wash Buffer 1 – Wash 

Buffer 1 – Agilent Oligo aCGH/ChIP-onChip Wash) onde serão mergulhadas para ajudar na 

dissociação. Na segunda lavagem as lâminas serão colocadas em uma cuba de vidro 

contendo novamente tampão de lavagem 1 sob agitação com magneto, por cinco minutos. 

Tanto a dissociação como a primeira lavagem serão feitas à temperatura ambiente. As 

lâminas serão então transferidas para uma terceira cuba contendo o tampão de lavagem 2 

(Wash Buffer 2), em agitação com magneto, à temperatura de 37ºC. Por fim, as lâminas serão 

cobertas com uma lamínula protetora de ozônio e encaixadas em um estojo para proceder 

para a próxima etapa. 

 

3.3.6 Escaneamento e extração de dados 

Os estojos com os microarranjos serão devidamente encaixados em cassetes do 
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scanner. O scanner tem a capacidade para até 48 estojos de cada vez. Após o encaixe e 

fechamento da tampa, o controle e obtenção das imagens do scanner serão realizados com 

o uso do software Feature Extraction v10.10 Technologies), utilizando o protocolo 

CGH_10.7_Sep09. 

 

3.3.7 Análise de Dados 

Os dados foram analisados com auxílio do software Agilent CytoGenomics 5.0, 

aplicando o algoritmo estatístico ADM-2, limiar de sensibilidade 6 e filtro de aberração 

Mosaico, o número mínimo de sondas para ganho e perda = >5; Tamanho mínimo (Kb) da 

região de ganho e perda = > 0.0 e mínimo de log2 Ratio para ganho e perda= < 0.15. Os 

dados das CNAs das linhagens AGP01 e ACP03 foram baixados do cytogenomics 5.0 e 

organizados em Excel para posterior análise descritiva das CNAs. 

 

3.4 Coleta de dados a partir de repositórios “CellMiner”, CCLE e TCGA 

Para este estudo, baixamos dados de sequenciamento de 1806 linhagens de células 

de diversos canceres  entre elas 38 linhagens de câncer gástrico fornecidos pelo CCLE 

(Cancer Cell Line Encyclopedia (Novartis/Broad, Nature 2012, NCI-60 Cell Lines (NCI, 

Cancer Res 2012). Além de dados de 478 pacientes (Stomach Adenocarcinoma (TCGA, 

Firehose Legacy). Os estudos foram selecionados com base na presença de informações 

sobre CNAs e foram acessados pelo cBioportal for câncer Genomics Acessado em: 01 de 

mar de 2022 (https//www.cbioportal.org/). 

 

3.5 Análises descritivas das CNAs nas linhagens AGP01 e ACP03 

Para mostrar a localização e a extensão das CNAs identificadas nas linhagens 

AGP01 e ACP03 utilizamos o software on line PhenoGram 

(https//ritchielab.org/software/phenogram-downloads). Para Análise funcional dessas CNAs 

realizamos uma análise de enriquecimento para isso utilizamos o Panther (pantherdb.org). 

Para gerar perfis de ontologia gênica de proteínas identificadas com base em processo 

https://www.cbioportal.org/
https://ritchielab.org/software/phenogram-downloads
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biológico, função molecular e para cada linhagem celular e vias de sinalização celular (MI 

etal., 2019). Para uma análise funcional mais específica das CNAs foi executada a análise 

de enriquecimento da via, KEGG e Wikipathways com o auxílio do DAVID 

(https://david.ncifcrf.gov/summary.jsp). O valor de p<0,05 foi selecionado como critério de 

corte. O enriquecimento GO, KEGG e Wikipathways foi concluído pelo SRplot 

(http://www.bioinformatics.com.cn/). Este é um servidor de web de livre acesso para a 

visualização de dados e geração de gráficos baseado na plataforma R (LUO; BROUWER, 

2013). 

 

3.5.1 Identificação de CNAs relevantes para a carcinogênese gástrica 

Para identificarmos regiões genômicas relevantes para a carcinogênese em geral e a 

carcinogênese gástrica utilizamos os dados gênomicos fornecidos pelo CCLE (CCNAS er 

Cell Line Encyclopedia (Novartis/Broad, Nature 2012), NCI-60 Cell Lines (NCI, CCNAS Res 

2012). Selecionamos apenas as regiões com frequência igual ou acima de dez por cento. A 

ferramenta Sumário dos Tipos de Câncer disponível no cBioportal foi utilizada para visualizar 

a frequência dessas CNAs em outros tipos de câncer. Para verificar a ocorrência de regiões 

genômicas compatíveis com a histologia das linhagens AGP01 e ACP03, fizemos uma análise 

comparativa entre com as CNAs mais frequentes e associadas a câncer presentes nas 

linhagens CG do tipo difuso MKN45 e FU97 e das linhagens de CG do tipo intestinal MKN74 

e MKN7. 

Utilizamos o software público GennePanther, (https//genepattern.org/) para ter acesso 

ao algoritmo de Identificação Genômica de Alvos Significativos em Câncer (GISTIC 2.0). O 

método identifica as regiões do genoma que são aberrantes com mais frequência do que 

seria esperado se as aberrações ocorressem ao acaso. O GISTIC 2.0, foi aplicado aos dados 

dos 478 pacientes com adenocarcinoma gástrico, o nível de confiança estabelecido foi de 

0,99. Ambos os limiares de amplificação e deleção foram estabelecidos em 0.1. As regiões 

que obtiveram valor q≥ 0,25 são consideradas regiões significativas exibidas em gráficos 

como regiões de pico (Mermel et al., 2011). 

Uma vez identificadas as CNAS frequentes linhagens de células do CCLE e CellMiner 

e as CNAS mais significativas (valor q≥0,25) nas amostras de adenocarcinoma gástrico do 

http://www.bioinformatics.com.cn/)
https://genepattern.org/
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TCGA. Estabelecemos as CNAs mais importantes para a carcinogênese e verificamos a 

ocorrência dessas alterações bem como seus respectivos genes, nas linhagens de células 

tumorais AGP01 e ACP03. 

 

3.5.2 Análise in silico: Indetificação dos genes diferencialmente expressos.  

Genes cobertos pelas CNAs mais relevantes nas AGP01 e ACP03 foram analisados 

através do GEPIA 2.0: um servidor de web aprimorado para criação de perfil de expressão 

em larga escala e análise interativa que contém dados de 9.736 tumores e 8.587 controles 

(TANG et al., 2019). Através do GEPIA 2.0 visualizamos a expressão do mRNA desses 

genes, em amostras de câncer gástrico e em amostras de gástricas não cancerosas esses 

dados estão disponíveis em: (http://gepia2.cancer-pku.cn/#analysis). As ferramentas 

oncoprints e plots do cbioportal foram utilizadas para estabelecer a frequência dos genes, 

bem como a correlação entre mRNA e alteração no número de cópias. O valor de p<0,05 foi 

selecionado como critério de corte. 

 

3.5.3 Análise in silico Kaplan-Meier plotter” 

 A Análise de sobrevida foi realizada por meio do banco de dados “The Kaplan-Meier 

plotter” (KM plotter), no qual dados atualizados de expressão gênica e informações de 

sobrevida incluem um total de 876 pacientes com câncer gástrico. Disponível em: 

(http://kmplot.com/analysis/index.php?p=service). 

  

http://gepia2.cancer-pku.cn/#analysis)
http://kmplot.com/analysis/index.php?p=service


39 
 

4 RESULTADOS 

 

4.1 Caracterização Geral das linhagens gástricas 

 

Na linhagem AGP01 encontramos 95 segmentos genômicos de 34Mb a 63Mb que 

tiveram alteração no número de cópias (78 perdas e 17 ganhos). Todos os cromossomos 

apresentaram perdas de segmentos genômicos. As maiores perdas ocorreram nas regiões 

2q13 -q24.3 (55,476.879Kb), 4p16.3 - p15.1(35,176.854Kb) e 13q13.2 - q21.31 

(31,148.126Kb). Ganhos no número de cópias foram encontrados nos cromossomos 2, 3, 4, 

6, 7, 8, 10, 14, 17, 19 e X. Os maiores ganhos ocorreram no cromossomo 8q13.1 - q24.21 

(63,001.903Kb), Xq21.31 - q28 (62,870.445Kb) e Xp22.33 - p11.21 (52,287.056Kb) e o 

cromossomo 7p22.1 - p11.2 (49,474.618Kb) (Figura 4). 

Na linhagem ACP03 encontramos 152 alterações no número de cópias (123 perdas 

e 24 ganhos) que variaram de 40Mb á 103Mb. Com exceção do cromossomo 20, todos os 

cromossomos apresentaram perdas de segmentos genômicos. As maiores perdas 

ocorreram nos cromossomos 3 q25 - q35.2 (103539542Kb), 13q11 - q34 (95773559Kb), 4q25 

- q35.2 (77258246Kb). Enquanto as regiões 8 q13.1 - q24.21 (63,001.903 Kb), 7 p22.1 - p11.2 

(49,335.109 Kb) e X p22.31 - p11.21 (48,501.956) (Figura 4). 

 

Figura 4:Ideograma mostra a distribuição das CNAs encontradas. A. CNAs presentes na Linhagem AGP01. B CNAS presentes na 
linhagem ACP03. 
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Realizamos uma análise comparativa entre a AGP01 e ACP03 e observamos que 8% 

dos ganhos (1077 genes) e 50%  das perdas (6510 genes) ocorreram em ambas as 

linhagens.  Os  nove segmentos que tiveram ganho no número de cópias na linhagem 

AGP01 cobriram cento  e quatro genes. Em relação as perdas  essa mesma linhagen perdeu 

vinte e oito genes. Enquanto que os dezessete segmentos encontrados como ganho na 

linhagen ACP03 cobriram apenas setenta e seis genes. também observamos que a ACP03 

perdeu um total de 5.244 genes como mostra a figura 5.  

 

 
 
 

 

 
Figura 5: Diagrama de Veen, A mostra o quantitativo de seguimentos genômicos exclusivos e comuns em ambas nas linhagens AGP01 
e ACP03. B número de genes. 

  

No geral, as linhagens apresentaram mais perdas do que ganhos, em algumas 

regiões do genoma os ganhos que variam de        2 até Dez cópias como correu na 10p15.3 

(Figura 5). 
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4.2 Ontologia geral 

 

No intuito de entender o papel funcional das CNAs de ganho e perda, os dados de 

aCGH das linhagens AGP01 e ACP03 foram submetidos a uma análise de enriquecimento 

realizada pelo sistema de classificação PANTHER. Os genes foram enriquecidos nas três 

categorias, processo biológico, função molecular e componente celular. As figuras 6, 7 e 8 

ilustram o número de genes envolvidos em cada uma dessas dessas categorias.   

 

 

 

 

Figura 6: Análise de enriquecimento funcional do Gene Ontology das linhagens AGP01 e ACP03.  PB processo biológico, FM Função 
molecular, CC compartimento celular. (+) termos que foram enriquecidos com CNAs de ganho. (-) termos enriquecidos com CNAs de 
perdas. 
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Figura 7:Análise de enriquecimento funcional do Gene Ontology da linhagen ACP03.  PB processo biológico, FM Função molecular, CC 
compartimento celular. (+) termos que foram enriquecidos com CNAs de ganho. (-) termos enriquecidos com CNAs de perdas. 
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Figura 8:Análise de enriquecimento funcional do Gene Ontology da linhagen AGP01.  PB processo biológico, FM Função molecular, CC 
compartimento celular. (+) termos que foram enriquecidos com CNAs de ganho. (-) termos enriquecidos com CNAs de perdas. 

 

 

Observamos que mesmo o conjunto de genes alterados especificamente em cada 

linhagen, contribuem com os mesmas categorias: No processo biológico as CNAs de ganho 

e perda enriqueceram os seguintes termos: Processo metábolico, regulação biológica, 

processo celular, localização estimulo, processo do sistema imunológico, desenvolvimento 

e adesão celular. O mesmo ocorreu para a categoria função molecular onde os termos mais 

enriquecimento foram ligação, atividade catalitica e atividade de transcrição. Na categoria 

Compomente celular os termos mais enriquecidos foram entidade anatômica celular e 

complexo contendo proteínas.  
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4.3 Análise comparativa entre as linhagens 

 

 

No intuito de explorar os dados de aCGH realizamos uma análise comparativa entre 

as CNAs das linhagens em estudo (AGP01 e ACP03) e os dados genômicos mais frequentes 

(≥10%) de linhagens de diversos cânceres obtidas no Cancer Cell Line Encyclopedia e 

CellMiner (n = 1806). A análise in silico revelou os ganhos mais frequentes e comuns entre 

as linhagens do CCLE, CellMiner, AGP01 e ACP03. No geral, identificamos 177 genes 

distribuídos nas regiões 7p11- p15, 7p21- p22, 7q21, 8q21-q22, em destaque a citobanda 

8q24 (45 genes) onde notou-se a maior parte desses ganhos. 

Também identificamos 203 genes que tiveram perda no número de  cópias, esses 

distribuídos nas regiões 2q11, 2q22, 3p14, 4p16, 4q13, 5p15, 6p22, 6q26, 7q35, 8p12, 8p22, 

8p23, 9p21, 9p22, 13q12, 13q13, 13q14, 14q11, 15q11,16p13, 16q23, 17p11, 17p13, 18q22, 

18q23, 19p12, 19p13, 22q11, 22q13, Yp11. Além dessas CNAs, a ACP03 também 

apresentou perdas de 143 genes, sendo a maioria nas regiões 1p36, 3p11, 3p12, 3q22, 3q26, 

4q27, 4q34, 4q35, 8q11, 9p241, 10q11, 10q21, 10q22, 10q23, 11p15, 11q22, 12p13, 13q21, 

13q22, 13q34, 15q24, 15q25, 18q21 como mostra a figura 9. 

 

 

4.4 Linhagens gástricas 

 

Realizamos uma segunda análise comparativa, para verificamos quais são as CNAS 

mais frequentes (≥10%) nas 38 linhagens gástricas de adenocarcinoma gástrico 

provenientes do CCLE e quais dessas alterações estão presentes nas linhagens AGP01 e 

ACP03. Identificamos a perda de 546 genes distribuídos nas regiões 1p21, 2q11, 2q21, 

2q22, 2q33, 3p14, 3q28, 3q29, 4p15, 4p16, 4q13, 4q35, 5p14, 5p15, 6p22, 6q24, 6q25, 6q26, 

7p22, 8p23, 8q24, 9p21, 11p15, 11q11, 12q24, 13q12, 13q21, 13q31, 14q11, 15q11, 16q23, 

16q24, 17p11, 17p13, 18p11, 19p12, 19p13, 21q21, 22q11, 22q13, Yp11. Além dessas 

CNAS, a ACP03 também apresentou perdas de 181 genes, nas regiões 1p36, 2p22, 2q37, 

3p12, 3q13, 3q22, 3q24, 3q25, 3q26, 3q27, 3q28, 4q32, 4q34, 4q35, 6q25, 7p11, 8q11, 8q22, 

9p24, 10q11, 10q21, 10q22, 11p15, 11q14, 11q21, 11q22, 12p13, 12q21, 15q24, 15q25, 

16p13, 16q24, 17p13, 18q21, 18q22, 19q13 como mostra a figura 9.  

Também identificamos regiões onde 414 genes tiveram ganho no número de cópias, 
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3p13, 7p11, 7p12, 7p13, 7p14, 7p15, 7p21, 7p22, 7q21, 8q13, 8q21, 8q22, 8q23, 8q24, 

14q32, 17q12, Xp11, Xp21, Xp22, Xq21, Xq26, Xq27, Xq28 figura 9. 

A análise dos genes nos levou a identificar um grupo de CNAS de perda e ganho 

comuns nas linhagens em estudo (AGP01 e ACP03) e que possuem frequência entre 10% 

á 89% nas linhagens obtidas do CCLE e Cell Miner. Além disso, identificamos um grupo de 

CNAS que foram mais frequentes nas linhagens gástricas do que em linhagens provenientes 

de outros cânceres, como mostra a figura 9. 

 

 

  

 
 
 
Figura 9 - Regiões que tiveram alteração no número de cópias para perda (quadrados azuis), ou ganhos 

(quadrados vermelhos) com frequência ≥10% e que são comuns as linhagens em estudo (AGP01 e ACP03). 

Perdas exclusivas da linhagem ACP03 (quadrados CNAS os).  (A) Mostra as CNAS mais frequentes nas 

linhagens do CCLE/CellMIner (n = 1806). (B) CNAS presentes nas linhagens AGP01 e ACP03 e frequentes 

nas linhagens gástricas do CCLE (n=38).  O Diagrama de Venny, mostra o conjunto de genes (C) presentes nas 

CNAS de perda e (D) conjunto de genes nas CNAS de ganho. 
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No total foram 308 genes que ocorreram apenas nas linhagens gástricas do CCLE  e 

que também estão presentes nas linhagens AGP01 e ACP03. A análise de vias KEEG 

mostra que esses genes enriqueceram vias de sinalização como infeção pelo vírus Epstein 

Barr, via de sinalização MAPK como mostra a tabela 1. 

 

Tabela 1: Vias KEEG enriquecidas com CNAs presentes nas linhagens AGP01 e ACP03 e nas linhagens gástricas (n=38) do CCLE. 

 
 

 

Também verificamos a ocorrência dessas CNAs nas linhagens de adenocarcinoma 

gástrico do tipo difuso MKN45 e FU97 e nas linhagens de adenocarcioma gástrico do tipo 

intestinal MKN74 eMKN7, as linhagens foram selecionadas com base na sua histologia. A 

Análise in sílico aponta     que 17 genes associados a câncer que tiveram as mesmas 

alterações nas                  linhagens AGP01, ACP03, MKN74 e MKN7 demostrando que as linhagens 

analisadas ainda possuem alterações típicas do sub tipo intestinal como mostra a  tabela 2. 

Termos Enriquecidos N° de genes Genes FDR

Infecção do Herpes vírus Simplex 46

ZNF28, ZNF550, ZNF470, ZNF83, ZNF528, ZNF525, IL12A, ZNF765, ZNF600, 

ZNF468, ZNF841, ZNF665, ZNF543, ZNF587, ZNF761, ZIM3, ZNF583, ZNF582, 

ZNF460, ZNF160, ZFP92, HLA-A, TICAM1, HCFC1, ZNF519, ZNF616, ZNF836, 

ZNF813, ZNF417, IRF7, ZNF614, BAX, ZNF613, ZNF415, ZNF611, ZNF534, 

ZNF479, ZNF677, ZNF578, ZNF554, ZNF114, ZNF432, ZNF135, ZFP28, BIRC3, 

ZNF552

1.0

Vias do Câncer 32

RET, RALA, CTBP1, LRP5, KLK3, ADCY1, PLD1, GLI3, GNGT1, MECOM, 

HEY1, TERT, GNG7, GNA12, PLCG2, IL12A, ELOC, HRAS, FGF22, FGF21, 

FZD1, PRKCG, APC2, GADD45B, FZD6, DAPK3, MITF, CCNE2, LPAR6, BAX, 

FGFR3, BIRC3

1.0

Interação ligante  receptor de vias neuroativas 24

PTGIR, SCT, GRIK5, GABRA3, GPR50, GPR83, FPR3, PTH2, BRS3, CRHR2, 

GRIN2D, GRM3, GHRHR, GRM5, GAL, CCKAR, CALCR, MTNR1B, TBXA2R, 

LPAR6, NPVF, NPBWR1, GABRE, TAC1

1.0

MAPK vias de sinalização 20

MAP2K3, PRKCG, GADD45B, DUSP8, DUSP9, NTF4, CACNG6, CACNG7, 

CACNG8, MECOM, RRAS, PDGFD, GNA12, MKNK2, TEK, HRAS, PAK2, 

FGFR3, FGF22, FGF21

1.0

Câncer gástrico 13
FZD1, APC2, SHC2, GADD45B, FZD6, LRP5, TERT, CCNE2, BAX, HRAS, 

CDH17, FGF22, FGF21
1.0

Câncer de Mana 12
FZD1, APC2, SHC2, HEY1, GADD45B, FZD6, LRP5, BAX, PGR, HRAS, FGF22, 

FGF21
1.0

Receptor de sinalização de células B 9 IFITM1, PLCG2, LILRB2, LILRA1, LILRB3, LILRA2, HRAS, LILRB4, LILRB5 1.0

Secreção pancreatica 9 PRKCG, CPA3, CPB1, CCKAR, AMY2A, SCT, CA2, ADCY1, TPCN2 1.0
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Tabela 2:CNAS associadas a câncer e que são comuns entre as linhagens AGP01, ACP03 e as linhagens de adenocarcinoma gástrico 
do tipo difuso MKN45 e FU97 e tipo intestinal MKN74 e MKN7 

 
Localização 

 
Gene 

 
Descrição 

 
Evento 

 
Linhagens 

Tipo 
Histológico das 

Linhagens. 

2q22.1-q22.2 LRP1B 
Proteína 1B relacionada ao receptor de lipoproteína 

de baixa densidade 
perda MKN7 e MKN74 Tubular 

3p14.2 FHIT Tríade frágil da histidina perda 
MKN7, MKN74, FU97 

e MKN45 
Tubular e 

Difuso 

6q26 PRKN Parkin RBR E3 proteína ubiquitina ligase perda 
MKN7, MKN74, FU97 

e MKN46 
Tubular e 

Difuso 

7p11.2 EGFR Receptor do fator de crescimento epidérmico ganho 
MKN7, MKN74, FU97 

e MKN47 
Tubular e 

Difuso 

7p15.2 HNRNPA2B1 Ribonucleoproteína nuclear heterogênea A2/B1 ganho 
MKN7, MKN74, FU97 

e MKN48 
Tubular e 

Difuso 

7p15.2-p15.1 JAZF1 JAZF dedo de zinco 1 ganho 
MKN7, MKN74, FU97 

e MKN49 
Tubular e 

Difuso 

7p22.1 RAC1 
RAC familia das pequenas proteínas sinalizadoras 

Rho Gtpases. 
ganho MKN7 e MKN74 Tubular 

7q21.2 CDK6 Quinase 6 dependentes de ciclinas ganho MKN7 e MKN74 Tubular 

8p23.1 GATA4 Fator de transcrição GATA-4 perda MKN7 e MKN74 Tubular 

8q23.1 RSPO2 R-Espondina 2 ganho MKN7 e MKN74 Tubular 

8q24.11 EXT1 Exostosina-1 ganho MKN7 e MKN74 Tubular 

8q24.11 RAD21 Componente Complexo de Coesina RAD21 ganho MKN7 e MKN74 Tubular 

8q24.21 MYC MYC Proto-Oncogene ganho MKN7 e MKN74 Tubular 

9p21.3 CDKN2B Inibidores de quinase dependente de ciclinas 2B perda FU97 e MKN45 Difuso 

9p21.3 CDKN2A Inibidores de quinase dependente de ciclinas 2A perda MKN7 e MKN74 Tubular 

9p21.3 MTAP Metiltioadenosina Fosforilase perda MKN7 e MKN74 Tubular 

9p21.3 MLLT3  Subunidade do Complexo de super Alongamento 
MLLT3 

perda MKN7 e MKN74 Tubular 

. 
 
 
 

Uma vez estabelecida as regiões mais frequentes entre as linhagens em estudo 

AGP01 e ACP03 e as linhagens do CCLE, utilizamos o algoritmo GISTIC 

2.0 para identificar as CNAs e genes mais significativos nas amostras de 478 

pacientes com câncer gástrico disponíveis no TCGA. No geral identificamos 52 perdas e 35 

ganhos. Em seguida verificamos a ocorrência dessas CNAs nas linhagens AGP01 e ACP03. 

Nossa análise identificou 25 perdas e 4 ganhos que foram significativas nas amostras de CG 

do TCGA e que estão presentes nas linhagens estudadas (AGP01 ACP03) como mostra a 

figura 10. Além disso identificamos ganhos de cópias dos genes TERT (5p15.13) e GNA12 

(7p22.3)  e perdas de cópias do gene C10orf11 (10q22) ocorreram apenas nas linhagens 

gástricas do CCLE sendo também presentes nas linhagens em estudo AGP01 e ACP03. 

Como mostra a figura 10.   
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  Figura 10:O gráfico GISTIC mostra vinte e dois cromossomos estão organizados verticalmente de cima para baixo. A linha pontilhada 
indica centrômero. A linha verde representa o limiar de significância (valor q = 0,25), os picos que ultrapassam a linha verde sinalizam 
as citobandas mais significativas. Picos Azuis são perdas, picos vermelhos representam ganhos. Em negrito estão destacadas as 
citobandas encontradas em linhagens de diversos cânceres do CCLE e AGP01 e ACP03. As citobandas destacadas dentro dos 
retângulos ocorrem apenas as linhagens gástricas do CCLE e AGP01 e ACP03.  

 
 
 

Nossa análise in sílico mostra que regiões genômicas frequentes nas linhagens do 

CCLE e CellMIner foram apontadas pelo GISTIC 2.0 como  as mais significativas nas 

amostras do TCGA (figura 10) esses achados apontam essas regiões como importantes 

para a carcinogênese de modo geral.  Destacamos as regiões 10q22, 5p15 e 7p22 como 

regiões importantes para a carcionogênese gástrica uma vez que foram encontradas em 

linhagens gástricas tumorais e em amostras de pacientes (dados fornecidos pelo TCGA).  

 

Para uma melhor compreensão dessas regiões, o Wikipathways foi utilizado para 

explorar a funcionalidade dessas CNAs. Verificamos quais vias de sinalização são 

enriquecidas por esses genes. As CNAs de ganho enriqueceram vias relacionadas ao controle 

do ciclo celular, sinalização RAC1/PANK1/P38/MMP2, Câncer gástrico  e sinalização WNT, 

infecção viral. Genes presentes nessas vias foram localizados nas citobandas 7p11 (EGFR), 

7p21 (RPA3, CDK6, POLR1F, CYCS, NDUFA4) 8q24 (FAM91A1, ATAD2, DSCC1, MYC, 

EIF3, HNDUFB9, ANGPT1). Da mesma forma as vias de sinalização enriquecidas pelas 

CNAs são as vias de infecção viral e PI3K-AKT. As CNAs que enriqueceram vias são 
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4q35.1(CASP3), 13q14.2 (HTR2A, CYSLTR2), 17p13.2 (CXCL16, ARRB2, CRK, OR1D2, 

OR1D4, OR1A2), 18q21.33 (PHLPP1, BCL2, SERPINB2, GALR1) (Figura 11). 

 

 
 

 
Figura 11: O gráfico das Wikipathways mostra dez vias de sinalização mais, significativas (pvalor<0,05). A. Vias enriquecidas com 
genes que tiveram ganho no número de cópias. B. Vias enriquecidas com genes que tiveram perda no número de cópias. 

 
 
 

4.5 Identificação de  regiões ricas em supressores tumorais e oncogenes.  

 

No intuito de identificar regiões genômicas, com papel relevante na carcinogênese, 

utilizamos dados do OncoBK para verificar se oncogenes e supressores tumorais que são 

utilizados como biomarcadores preditivos de precisão estão presentes nas linhagens AGP01 

e ACP03. No geral identificamos 183 genes distribuídos em 49 regiões genômicas, o 

diagrama de Venn mostra que esse mesmo conjunto de genes também ocorre nas linhagens  

do CCLE e CellMiner como mostra a figura 12. 
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Figura 12:Diagrama de Veen mostra conjunto de biomarcadores que tiveram ganho ou perda no número de cópias e que estão 
presentes nas linhagens AGP01 e ACP03. 

 

 

A análise dos 183 genes encontrados nas linhagens AGP01 e ACP03 mostra que a 

maior parte são supressores tumorais (101 genes) e se encontram em regiões de perda 

genômica, sendo que 70% á 90% se concentram nas regiões 19p13, 3q25-q27, 15q21-q26 

Figura 13. 

 
 

 

Figura 13:O Diagrama mostra a distribuição cromossômicas dos biomarcadores preditivos para câncer. 

 

 

Também identificamos 43 oncogenes, a maior parte, se concentram nas regiões 

Xp11, 8q21-q24, Xq22-q26. Também identificamos ganho no número de cópias dos 

oncogenes FOXP1, MITF (3p13), EGFR (7p11), INHBA (7p14), CDK6 (7q21), GNA12 
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(7p22), RAC1, RUNX1T1, WWP1 (8q21), UBR5 (8q22), MYC, (8q24), ARAF, TFE3, 

CCNB3 (Xp11), AR, MED12 (Xq12-q13), BTK, XIAP (Xq22- q26), esses são oncogenes e 

tiveram ganho no número de cópias nas linhagens AGP01 e ACP03. Como mostra figura 13. 

Esses 183 genes enriqueceram vias de sinalização relacionadas principalmente a 

infecção viral, ciclo celular. Além disso, na linhagem ACP03 foram   alteradas vias de adesão 

celular e vias relacionadas a síntese de proteoglicanos indicando que essa linhagem possa 

ter um maior potencial invasivo conforme descrito na tabela 3. 

 

 

Tabela 3:Principais vias enriquecidas com oncogenes e supressores tumorais encontrados nas linhagens AGP01 e ACP03. 
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4.6 Genes dferencialmente expressos 
 

Através da análise interativa de perfis de expressão gênica 2 (GEPIA2), comparamos 

os níveis de expressão dos genes que tiveram alteração no número de cópias em amostras 

tumorais de pacientes de câncer gástrico (TCGA N° = 408) e  em amostras normais (GTEx, 

N° = 211). A análise do box plots indicou que os níveis de expressão dos genes ERBB2, 

MYC, CDK6, CYP51A1, ANKIB são significativamente (p< 0,05) aumentados nas amostras 

tumorais em comparação com as amostras normais    do TCGA como mostra a figura 14. 

Quando análisamos o padrão de expressão das CNAs presentes apenas em linhagens 

gástricas, observamos que o ganho no número de cópias do GNA12  nessas linhagens pode 

está relacionado com o aumento da expressão em amostras tumorais uma vez que o 

resultado foi significativo (p< 0,05). O mesmo padrão de expressão foi observado no gene 

TERT e gene C10orf11, no entanto, a comparação entre amostras normais e tumorais não 

foi significativa. 

  

 

 

 
 
 

Figura 14:Genes diferencialmente expressos em amostras tumorais de câncer gástrico. Cor vermelha indica nível de expressão em 
amostras tumorais, em cinza indica nível de expressão em amostras normais. 
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Por meio da ferramenta Plos disponível no cBioportal, verificamos que os níveis de 

expressão gênica desses genes são consistentes com a alteração do número de cópias. 

Valores da correlação de Pearson (p<0.05) como mostra a figura 15. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 



54 
 

 

 
 

 
 
 

Figura 15:Correlação da expressão de mRNA e alterações genômicas em ERBB2, MYC, CDK6, CYP51A1, ANKB1, GNA12, TERT, 
C10orf11. Os dados foram recuperados da web portal cBioportal of Câncer Genomics. A expressão de mRNA (RNAseq V2 RSEM) (log2) 
é plotado contra alterações putativas do número de cópias de CNA de GISTIC. Esferas Azuis indica perda, esferas vermelhas indica 
ganho no número de cópias, esferas cinzas indicam número de diploide.  

 
  
 

Os genes  ANKIB1 (Pearson = 0.76) e ERBB2 (Pearson = 0.83) foram os únicos que 

apresentaram uma correlação forte entre o ganho no número de cópias e o aumento da 

expressão.  Essa correlação também foi observada nos genes GNA12 e CDK6 que também 

tiveram aumento no número de cópias.  

 

 

4.7 Análise dos genes diferencialmente expressos 

 

A utilizamos a ferramenta onprints para verificar a frequência dos genes observamos 

que com execeção do GNA12,  todos possuem frequência acima 10% em amostras tumorais 

gástricas do TCGA. Destacamos o gene ERBB2 que além possuir uma maior frequência, 

também é pontado como um gene drive na ocorrência de mutações. Além disso, os 

CYP51A1 e ANKIB1 ambos localizados na região 7q21 tiveram frequência alta apesar de 

não serem considerados oncogenes e nem supressores tumoraiscomo mostra a figura 16. 

 



55 
 

 
Figura 16:Frequência dos genes diferencialmente expressos em amostras de câncer gástrico 

 
 

4.8 Análise Kmplot  
 

Para analisamos a a influência desses genes na sobrevida desses pacientes  

acessamos os valores da expressão dos mRNAs dos genes ERBB2, MYC, CDK6, 

CYP51A1, ANKIB1, GN12 e TERT  através do kmplot. Observamos que o aumento expressão 

do ERBB2 (17q12) TERT ( 5p15) e GN12 (7p22)  está significativamente correlacionada com a 

piora do prognóstico para todos os pacientes com câncer gástrico, o que também foi 

observado no aumento da expressão de ANKIB1 (7q21.2) apesar de não ter sido 

significativo. O oposto foi observado na análise de expressão do MYC (8q24) e CYP51A1 

(7q21.2) onde a baixa expressão estaria relacionada a piora no prognóstico. 
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Figura 17:Análise kmPLot dos genes diferencialmente expressos. 
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5 DISCUSSÃO 

 

 
A AGP01 e ACP03 são linhagens de células de adenocarcinoma gástrico do 

tipo intestinal derivada de líquido ascítico canceroso e tumor sólido 

respectivamente. Ambas foram estabelecidas e caracterizadas por Leal e 

colaboradores (2009). Por serem derivadas de pacientes do Pará, cuja população é 

caracterizada pela miscigenação entre europeus, africanos e ameríndios, essas 

linhagens trazem informações relevantes sobre a genômica do CG. 

Apesar dessas linhagens serem amplamente utilizadas em pesquisas 

voltadas a esse tipo de câncer (LIMA et al., 2004; LEAL et al., 2009, 2011; SOARES 

et al., 2015; ARAUJO et al., 2018; PINTO et al., 2019), o conjunto de CNAs 

presentes na AGP01 e ACP03 nunca havia sido comparado com de outras 

linhagens celulares e mesmo com dados de outras populações. Entretanto, esses 

dados podem maximizar os resultados em pesquisas sobre biomarcadores ou alvos 

terapêuticos em estudos de drogas anticâncer. 

Entendemos que nem todas as regiões de ganho ou perda genômica 

possuem significado funcional ou um significado relevante para a carcinogênese. 

Por esse motivo, uma análise mais aprofundada dos dados obtidos sobre CNAs 

encontradas é importante para uma maior compreensão dos mecanismos tumorais. 

Inicialmente, realizamos uma caracterização geral das regiões de perda e ganho 

genômico, e identificamos 95 segmentos genômicos alterados na linhagem AGP01 

(78 perdas e 17 ganhos). Já na linhagem ACP03, encontramos 

152 CNAs (123 perdas e 24 ganhos). Apesar da diferença na quantidade, a 

proporção entre segmentos perdidos ou ganhados, bem como a distribuição das 

CNAs foi semelhante ao observado por Zang e colaboradores (2011) que 

analisaram um conjunto de 50 amostras de CG do tipo intestinal utilizando a técnica 

de MLPA para identificar ganhos no número de cópias em segmentos dos 

cromossomos 1q, 5p, 7, 8, 13 e 20 e perdas no número de cópias nos cromossomos 

1p, 3p, 4, 5q, 9p, 17p, 18q, 19p, 21 e 22 (ZANG et al., 2011). 

Da mesma forma, identificamos um conjunto de CNAs de ganho e perda nas 

linhagens AGP01 e ACP03 que se mostraram frequentes nas linhagens do CCLE 
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e CellMiner. Essas CNAs também foram frequentes em diversos cânceres 

indicando que podem estar relacionadas a processos de transformação celular. Em 

geral, CNAs recorrentes afetam genes que fazem parte de vias importantes de 

controle de proliferação celular. CNAs significativas para o processo de início e 

proliferação celular devem afetar as células de modo que essas adquiram 

capacidade proliferativa, evitem supressores tumorais, resistam à apoptose, 

repliquem-se ilimitadamente, ativem angiogênese e a invasão e metástase, 

reprogramem seu metabolismo e evitem a destruição imunológica, características 

importantes para a formação de tumores malignos (HANAHAN, 2022). 

O tipo histológico do tumor gástrico também influencia no perfil de CNAS 

(TAKADA et al., 2005). Em nosso estudo verificamos se CNAS presentes em 

linhagens comerciais de adenocarcinoma gástrico do subtipo difuso (MKN45 e 

FU97) e do subtipo intestinal (MKN74 e MKN7) também ocorrem nas linhagens 

AGP01 e ACP03. Nossos resultados apontaram apenas a perda do CDKN2B 

(9p21.3) como evento comum entre as linhagens de estudos (AGP01 e ACP03) e 

linhagens do CG do subtipo difuso (MKN45 e FU97). Esse subtipo de CG é 

caracterizado por ser geneticamente estável e está mais atrelado a mutações no 

CDH1, RHOA, por podem ser herdadas de formas hereditárias, além de estar 

associado ao pior prognóstico e tem maior resistência as terapias (ASSUMPÇÃO 

et al., 2020). 

Já os ganhos 7q, 8q,17q e as perdas 2q22, 8p23.1, 9p21.3 foram 

identificadas tanto nas linhagens do subtipo intestinal MKN74, MKN7 como nas 

AGP01 e ACP03. Esses resultados corroboram como os apresentados na literatura 

(BURBANO et al., 2006; CALCAGNO et al., 2005; CALCAGNO, et al., 2016; LEAL, 

et al., 2011). Além disso, também identificamos o ganho no número de cópias dos 

genes GNA12 (7p22), TERT(5p15) e perda do número de cópias do C100rf11 

ocorreram apenas em linhagens gástricas inclindo  as linhagens em estudo. 

Observamos que as linhagens em estudo AGP01 e ACP03 ainda preservam 

características do seu tipo histológico de original, caracterizado como subtipo 

intestinal conforme descrito por Leal colaboradores (2009), que observaram a 

ocorrência de trissomias nos cromossomos 7 e 8 e deleção do braço curto do 

cromossomo 17 região do gene TP53 em ambas as linhagens AGP01e ACP03. 

Essas alterações são descritas por vários autores como características da 
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instabilidade genômica presente em adenocarcinoma do subtipo intestinal (JIANG; 

HE; ZHANG, 2020; LARIOS-SERRATO et al., 2022). Ganhos na região 8q24 locus 

do MYC também foi observado em amostras tumorais gástricas do subtipo 

intestinal (BURBANO et al., 2006). Posteriormente essas mesmas alterações foram 

relatadas por Calcagno e colaboradores (2013) ao comparar alterações genômicas 

nas linhagens AGP01 e ACP03 com alterações encontradas em 33 amostras de 

CG de pacientes Brasileiros. Essas evidencias sugerem que embora essas 

alterações cromossômicas sejam frequentes e comumente observadas em outras 

linhagens celulares, não são em decorrência do processo de cultivo celular, mas sim 

uma característica genômica de CG do subtipo intestinal de pacientes brasileiros. 

Nossa análise evidenciou que as CNAs apontadas como mais significativas 

nas amostras tumorais são as mesmas apontadas como mais frequentes nas 

linhagens comerciais. O enriquecimento das vias acionadas por CNAs de ganho 

indicaram mudanças significativas no ciclo celular, sinalização 

RAC1/PANK1/P38/MMP2, sinalização WNT e infecção viral. Também encontramos 

um grupo de CNAs presentes apenas em linhagens gástricas, cujo o 

enriquecimento das vias  de sinalização estava atrelado ao mecanismos virais. 

Essas vias impulsionam mecanismos de proliferação celular, migração, 

diferenciação e angiogênese (GONZALEZ-VILLASANA et al., 2015). A maior parte 

dos genes que      enriqueceram essas vias estão localizados nas regiões 5q 15, 7p11, 

7p21, 7p22, 8q24, uma possível explicação para a influência dessas CNAs em vias 

relacionadas a carcinogênese é devido a presença massiva de oncogenes nessas 

regiões. 

Os dados do OncoBK evidenciaram o ganho no número de cópias de mais 

de 40 oncogenes classificados como biomarcadores preditivos concentrados em 

regiões específicas dos cromossomos 7 e 8 que tiveram ganho no número de 

cópias nas linhagens AGP01 e ACP03. Esses resultados sugerem que as linhagens 

AGP01 E ACP03 possuem regiões genômicas de ganho que favorecem o 

crescimento e a transformação celular corroborando com dados da literatura. Para 

Wee et al (2018), os ganhos genômicos estão relacionados ao aumento da 

expressão de genes que possam proporcionar as células cancerosas uma 

vantagem para o desenvolvimento de metástase. Em células tumorais é natural o 

ganho no número de cópias de regiões ricas em oncogenes (WEE et al., 2018). 
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Por esse motivo ganhos nos cromossomos 7 e 8 foram descritos por vários 

autores que estudaram CNAs em câncer gástrico (BIBI et al., 2018; FAN et al., 

2012; JIN et al., 2015; SEABRA et al., 2014). A análise de aCGH de 40 pacientes 

com CG realizado por Jin e colaboradores (2015) destaca as regiões 7p22 

(FBXL18, ACTB, ACTG1 e RNF216) e 8q24 (PLEC1, GPAA1, SHARPIN, BOP1, 

HSF1, SLC39A4, RECQL4). Em outro estudo, envolvendo 88 pacientes com CG o 

ganho no número de cópias do (8q24) MAPK15 foi correlacionado com o aumento 

da expressão do mRNA, enquanto que a perda da função do MAPK15 foi associada 

a diminuição da proliferação celular, através da parada do ciclo celular. 

Do mesmo modo identificamos ganhos no número de cópias das regiões 

7q12 (ERBB2, GRB7, MIEN1), 7q21.2 (KRIT1, CDK6, PEX1, GATAD1, RBM48, 

FAM133B, LRRD1), 8q24 (MYC) Esses genes foram apontados pelo OncoBK como 

oncogenes ou supressores tumorais e enriqueceram vias relacionadas a 

carcinogênese, via PI3K-AKT, vias de sinalização WNT infecção viral e ciclo celular, 

que podem esta super expressas nas linhagens AGP01 e ACP03. Nossos achados 

sugerem que regiões dos cromossomos 7 e 8 são ricas em drives genômicos e, 

portanto, devem ser melhores estudas uma maior compreensão dos mecanismos 

moleculares intrínsecos a essas regiões. 

A análise de enriquecimento das vias acionadas pelas perdas genômicas, 

destacou a via de sinalização de indutores do gene do ácido rentinóico I (RIG-I), 

esses são receptores de reconhecimento de padrões (RRP), avaliam padrões 

moleculares associados a patógenos, são ativos no citoplasma e ao reconhecerem 

sequências de RNA viral, ativam a transcrição dos IFN de tipo I e citocinas pró- 

inflamatórias, dessa forma desempenham um papel importante na imunidade 

antiviral (YOSHINO et al., 2018). Estudos em camundongos imunodeficientes 

mostram que tratamentos com (RRP) exercessem efeitos antitumorais (LI et al., 

2017). Sugerimos que as CNAs 4q35.1, 9p21, 17p13.2 e 18q21 podem deixar as 

linhagens AGP01 e ACP03 mais susceptíveis a infecções virais e também a efeitos 

de oncovírus como o HHV-4, uma vez que receptores de reconhecimento de 

padrões (RRP) possa não está sendo expressos o que facilitaria a replicação viral 

na célula tumoral. 

Na região 9p21 há uma cluster do cluster de IFN tipo I, a perda dessa região é 
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comum em câncer do cérebro, mama, cervical, rim, fígado, pulmão, mesênquima, 

mesotelioma, tireóide e útero (RAZAGHI et al., 2021). A perda da do cluster de IFN 

tipo I, permite que vias oncogênicas reprimam vias de sinalização imunológica, 

promovendo a tumorigênese e ajudando células tumorais a evitar a imunovigilância 

(YE et al., 2018). 

Esse mecanismo de evasão imunológica foi associado a um pior prognóstico 

em pacientes com melanoma (LINSLEY et al., 2014). Assim, a perda da 9p21 pode 

ser útil como um marcador de prognóstico, além de se poder prever a resistência à 

imunoterapia, como o tratamento anti-CTLA4 (RAZAGHI et al., 2021). Além dos 

interferons o locus 9p21 também abriga inibidores do ciclo celular como CDKN2A 

(codificando p16INK4a, p14ARF) e CDKN2B (codificando p15INK4b), que 

coletivamente ativam as principais vias supressoras de tumor p53 e RB17b 

(BARRIGA et al., 2022). As vias enriquecidas pelas perdas genômicas sugerem que 

as linhagens AGP01 e ACP03 tenham desenvolvido mecanismos de resistência e 

de evasão da resposta imune através da desregulação das vias envolvendo família 

de indutores do gene do ácido rentinóico I (RIG-I) e IFN de tipo 

I. Além disso, observamos que a perda 9p21 também esteja relacionada com o 

potencial proliferativo das linhagens analisadas, uma vez que houve perdas de 

genes que controlam a apoptose. 

As perdas genômicas podem estar relacionadas a perda de função de 

supressores o que facilitaria a progressão tumoral (ZHAO; ZHAO, 2016). Nossos 

resultados corroboram os dados da literatura, uma vez que identificamos uma maior 

presença de supressores tumorais (101 genes) nas regiões de perda genômica, em 

destaque estão as regiões 19p13, 3q25-q27, 15q21-q26 onde se concentram de 70 

a 90% desses supressores. A maior parte dos supressores tumorais estão 

localizados na região 19p13 e enriqueceram as vias de sinalização PI3K-Akt, Ciclo 

celular e resposta antiviral que como vimos, sofreram a perda de supressores 

tumorais e também obtiveram ganhos de oncogenes como já comentamos. O 

desequilíbrio dessas vias ocorre em ambas as linhagens AGP01 e ACP03 e estão 

tem sido associado a outros tipos de câncer de mama (OESTERREICH et al., 2001) 

e adenocarcinoma esofágico (WHITSETT et al., 2018). Além das alterações citadas 

acima a linhagem ACP03 também apresenta um conjunto de CNAs específicas. 

Uma dessas alterações foi a perda da região 15q21-q26 onde se localizam os 
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supressores TP53BP1, B2M, SMAD3, (BONILLA CARLOS, 2014). A perda no 

número de cópias dessa região foi relatada em carcinomas do colorretal, câncer de 

bexiga, mama e pulmão (BONILLA CARLOS, 2014). Além de ter sido associada a 

metástase em carcinomas escamosos de cabeça e pescoço (POETSCH; KLEIST, 

2006). Outra alteração encontrada a linhagem ACP03 está relacionada a 

citobanda1p36 onde estão localizados os supressores tumorais MTOR, SDHB, 

SPEN, ERRFI1, MAD2L2 a perda do número de cópias de todos esses genes foi 

associada ao pior prognostico (NADERI, 2020).  

No estudo envolvendo 83 pacientes japoneses com adenocarcinoma do 

gástrico tipo intestinal a região 1p36 foi significativamente associada a tumores 

avançados e metástases linfonodais (JIAO et al., 2006). Essas alterações levaram a 

ACP03 a apresentar alterações nas vias relacionada aos proteoglicanos, uma das 

moléculas presente na matriz extracelular e no glicocálix das células. Diversos 

estudos relatam que mudanças no estrona tumoral é causado pela disfunção dos 

proteoglicanos o que pode contribuir para metástases(BASS et al., 2014; GUO et 

al., 2020; IOZZO; SANDERSON, 2011). Apesar da linhagem ACP03 ser derivada 

de tumor sólido, uma característica mais invasiva pode ter sido adquirida durante a 

manutenção do cultivo celular. 

Os genes CDK6(7p21), CYP51A1 e ANKIB1 (7q21), MYC (8q24),  

GNA12 (7p22), TERT (5p15),  C10orf11 (10q22) ERBB2 (17q12), foram 

identificamos como genes diferencialmente expressos em amostras de gástrico do 

TCGA e nas linhagens AGP01 e CP03. Além disso, a expressão desses genes foi 

correlacionada com o aumento no número de cópias em vários estudos de câncer 

indicando a importância dessas regiões para a carcinogênese (BIBI et al., 2018; 

DEKKEN et al., 2009; OESTERREICH et al., 2001; TAMILZHALAGAN; 

RATHINAM; GANESAN, 2017).   Esses genes foram diferencialmente expressos 

em amostras tumorais do TCGA, além de disso, tiveram sua expressão fortemente 

correlacionada com ao aumento no número de cópias, além de serem frequentes 

nas amostras tumorais. A análise do Kmplot mostra que GNA12 (7p22), TERT 

(5p15),  C10orf11 (10q22) ERBB2 (17q12) foram associados a um pior prognóstico. 
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As CNAs são uma das principais características da carcinogênese gástrica, 

contribuem para o início, progressão e resistência terapêutica do câncer. No 

entanto as regiões cromossômicas com ganho e perda frequentes ainda são mal 

definidas. Bancos de dados com TCGA, CCLE, CellMIner e OncoBK, ajudam a 

elucidar as alterações genômicas importantes para a carcinogênese. Uma vez 

caracterizadas as CNAs ricas em marcadores moleculares são cada vez mais 

utilizadas como indicadores de prognóstico. No entanto, a utilização das CNAs no 

tratamento do câncer permanece pouco inexplorado. As linhagens células AGP01 

e ACP03 são amplamente utilizadas para pesquisas sobre o CG principalmente na 

busca de novos marcadores e de novas drogas a caracterização dessas linhagens 

pode ajudar no direcionamento dos próximos estudos. 

 

 
6 CONCLUSÃO 

Destacamos que ganho no número de cópias  GNA12 (7p22), TERT (5p15),  

ERBB2 (17q12) e a perda de cópias do C10orf11 (10q22) podem está relacionados 

ao CG  a uma piora do prognóstico.  

Destacamos os ganhos 7p11, 7p21, 8q24 nas linhagens AGP01 e ACP03 

por serem regiões ricas em oncogenes e as perdas 19p13, 3q25-q27, 15q21-q26 

por serem regiões ricas em supressores tumorais. 

As regiões de ganho e perda influenciam diretamente e de forma simultânea 

as vias de sinalização ciclo celular, PI3K-AKT e infecção viral essas são as vias 

mais afetadas nas linhagens AGP01 e ACP03, uma vez que sofreram perdas de 

supressores tumorais e ganho no número de cópias de oncogenes. 

A análise comparativa entre linhagens celulares de CG revelou as CNAs 

2q22, 3p14.2, 6q26, 7p11- p15, 7p22, 7q21, 8q23, 8q24, 9p21 ocorrem tanto nas 

linhagens tumorais gástricas do subtipo intestinal de origem asiática como nas 

linhagens AGP01 e ACP03, indicando que ambas ainda conservam características 

associadas ao câncer gástrico do tipo intestinal. 

Nossa análise in sílico evidencia o ganho no número do gene está correlacionado 

com o aumento da expressão de ERBB2, MYC, CDK6, CYP51A1, ANKIB, esses genes 

respondem a variação no número de cópias e são diferencialmente expressos em amostras 
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tumorais. portanto, esses genes podem ser importantes marcadores moleculares, no entanto, 

estudos de expressão gênica são indicados para confirmar esses dados. 
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