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APRESENTAÇÃO 

O presente estudo, intitulado “PAPEL DA METILAÇÃO DO GENE P16 NA 

ONCOGÊNESE E PROGRESSÃO DE CARCINOMAS GÁSTRICOS: REVISÃO 

SISTEMÁTICA” foi realizado pelo acadêmico Luigi Wolkmer Spagnol, estudante do curso 

de medicina da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) – campus Passo Fundo, sob a 

orientação da Professora Doutora Jossimara Polettini e coorientação da Professora  Mestra 

Daniela Augustin Silveira. É requisito parcial para a obtenção de título de médico pela UFFS 

e está de acordo com as normas do Manual de Trabalhos Acadêmicos da UFFS, 3ª edição, 

revisado e atualizado em 2020 e com o Regulamento de TC do Curso. Este volume é 

composto por três capítulos: Projeto de pesquisa, Relatório de pesquisa e Artigo científico. 

O primeiro consiste no projeto de pesquisa, desenvolvido no Componente Curricular 

Trabalho de Curso I,  no primeiro semestre letivo de 2021. O Relatório da pesquisa encontra-

se no segundo capítulo, tendo sido desenvolvido durante o Componente Curricular Trabalho 

de Curso II, no segundo semestre letivo de 2021. O terceiro capítulo, formulado no primeiro 

semestre letivo de 2022, traz o Artigo Científico, elaborado a partir da análise dos dados 

obtidos. O propósito deste estudo foi investigar a potencial correlação da metilação do gene 

p16 com a carcinogênese gástrica, de modo a apreciar a frequência dessa alteração 

epigenética em espécimes gástricas neoplásicas, comparativamente à homóloga em tecidos 

não tumorais, e ponderar as características fenotípicas das malignidades às quais se associa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

RESUMO 

O carcinoma gástrico é a quarta maior causa de mortalidade relacionada a malignidades e o 

quinto câncer mais comum no mundo. Sua carcinogênese é engendrada através de múltiplos 

passos, incluindo infecção por H. pylori, carcinógenos exógenos, ativação de oncogenes, 

inibição de genes supressores, apoptose epitelial gástrica e irrupção da regulação do ciclo 

celular. Apesar de mutações serem o enfoque da maioria dos estudos oncológicos 

biomoleculares relacionados, a epigenômica também é fundamental para que a expressão 

gênica ocorra de modo ordenado, tornando valoroso o estudo de sua atuação na carcinogênese. 

Assim, a presente revisão sistemática objetivou investigar a potencial correlação da metilação 

do gene p16 com a carcinogênese gástrica, de modo a apreciar a frequência dessa alteração 

epigenética em espécimes gástricas neoplásicas, comparativamente à homóloga em tecidos não 

tumorais, e ponderar as características fenotípicas das malignidades às quais se associa. Sob 

essa óptica, buscou-se por estudos subsidiários pertinentes nas bases de dados MEDLINE e 

Scopus, com publicação até julho de 2021 e sem restrição de linguagem. O protocolo integral 

do estudo foi registrado na plataforma PROSPERO, sob a identificação 308218. Utilizou-se a 

escala Newcastle-Ottawa (NOS) para avaliação da qualidade metodológica dos manuscritos 

incluídos. Por sua vez, a metanálise foi conduzida através do software RevMan 5.4 ®; recorreu-

se ao modelo de efeitos randômicos, calculou-se Odds Ratio (OR) com intervalos de confiança 

de 95% (95% CI), mensurou-se heterogeneidade e relevância inferencial. Como amostra 

derivada, agregou-se 48 artigos na síntese qualitativa e 47 na metanálise, totalizando 6599 

espécimes gástricas avaliadas. Dentre os resultados obtidos, observou-se correlação da 

metilação de p16 com os seguintes desfechos: oncogênese gástrica (p < 0,00001); metaplasia 

intestinal (p = 0,002); pobre diferenciação histológica (p = 0,03); invasão local (p = 0,001); 

disseminação linfonodal (p = 0,03); estadiamentos TNM mais avançados (p = 0,01); e infecção 

pelo vírus Epstein Barr (p < 0,00001). Em contrapartida, não se encontrou associação da 

metilação de p16 com classificação histológica de Lauren (p = 0,62); metástase à distância (p 

= 0,71); ou infecção por Helicobater pylori (p = 0,79). Destarte, os achados descritos 

providenciam evidência empírica para a categorização da metilação de p16 como um passo 

biomolecular substancial na carcinogênese gástrica, além de revelarem papel crucial do vírus 

Epstein Barr na deflagração dessa alteração epigenética. 

Palavras chave: Neoplasias Gástricas. Genes p16. Metilação do DNA. Epigenômica. 

Carcinogênese. 

 



 
 

ABSTRACT 

Gastric carcinoma is the fourth leading cause of malignancy-related mortality and the fifth most 

common cancer in the world. Its carcinogenesis is engendered through multiple steps, including 

H. pylori infection, exogenous carcinogens, oncogene activation, suppressor gene inhibition, 

gastric epithelial apoptosis, and disruption of cell cycle regulation. Although mutations are the 

focus of most related biomolecular oncological studies, epigenomics is also essential for gene 

expression to occur in an orderly way, making the study of its role in carcinogenesis valuable. 

Thus, the present systematic review aimed to investigate the potential correlation of p16 gene 

methylation with gastric carcinogenesis, in order to appreciate the frequency of this epigenetic 

alteration in neoplastic gastric specimens, compared to the homolog in non-tumor tissues, and 

to elucidate the phenotypic characteristics of the malignancies to which it is associated. From 

this perspective, relevant subsidiary studies were searched in the MEDLINE and Scopus 

databases, with publication until July 2021 and without language restriction. The entire study 

protocol was registered on the PROSPERO platform, under identification 308218. The 

Newcastle-Ottawa (NOS) scale was used to assess the methodological quality of the included 

manuscripts. In turn, the meta-analysis was conducted using RevMan 5.4 ® software; a random 

effects model was used, odds ratio (OR) was calculated with 95% confidence intervals (95% 

CI), heterogeneity and inferential relevance were measured. As a derived sample, 48 articles 

were added in the qualitative synthesis and 47 in the meta-analysis, totaling 6599 evaluated 

gastric specimens. Among the results obtained, there was a correlation between p16 methylation 

and the following outcomes: gastric oncogenesis (p < 0.00001); intestinal metaplasia (p = 

0.002); poor histological differentiation (p = 0.03); local invasion (p = 0.001); lymph node 

spread (p = 0.03); more advanced TNM staging (p = 0.01); and Epstein Barr virus infection (p 

< 0.00001). In contrast, no association was found between p16 methylation and Lauren's 

histological classification (p = 0.62); distant metastasis (p = 0.71); or Helicobater pylori 

infection (p = 0.79). Thus, the findings described provide empirical evidence for the 

categorization of p16 methylation as a substantial biomolecular step in gastric carcinogenesis, 

in addition to revealing a crucial role of the Epstein Barr virus in triggering this epigenetic 

alteration. 

Keywords: Stomach Neoplasms. p16, Genes. DNA Methylation. Epigenomics. Carcinogenesis. 
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1 INTRODUÇÃO 

O carcinoma gástrico é a quarta maior causa de mortalidade relacionada a malignidades 

e o quinto câncer mais comum no mundo, apesar de sua incidência apresentar significativa 

variância geográfica (GLOBOCAN, 2020). O mais notável sistema de classificação histológica 

foi elaborado por Lauren, categorizando os tumores em intestinal, mais relacionado à infecção 

por Helicobacter pylori e outras perturbações ambientais; e difuso, essencialmente associado a 

polimorfismos genéticos. (ANG; FOCK, 2014).  

Em termos de tratamento, ambos as malignidades gástricas são manejadas através de 

cirurgia, possivelmente conjugada com modalidades de quimioradioterapia. No entanto, devido 

à inespecificidade das manifestações clínicas, a maioria dos casos são diagnosticados em 

estágios avançados, resultando em um pobre prognóstico (DIGKLIA; WAGNER, 2016). 

Compreende-se a oncogênese gástrica como processo multifatorial, incluindo infecção 

por H. pylori, carcinógenos exógenos, ativação de oncogenes, inibição de genes supressores, 

apoptose epitelial gástrica e irrupção da regulação do ciclo celular (WU et al., 2014). Além de 

alterações gênicas, diversos estudos já assinalaram a substancialidade da epigenética, 

principalmente supressões por metilação, na deflagração dos supracitados mecanismos 

(FIGUEIREDO; GONZALEZ; MACHADO, 2013). 

Por sua vez, o gene p16, por regular negativamente a via pRb-E2F durante o ciclo 

celular, coíbe a progressão da fase G1 para S (SPERKA; WANG; RUDOLPH, 2013). Como 

um importante gene antiproliferativo, sua inativação, seja derivada de metilação ou deleção, 

reflete-se na tumorigênese de malignidades humanas, nomeadamente na carcinogênese gástrica 

(PENG; ZHANG; SUN, 2014). 

 Destarte, a presente pesquisa pode contribuir para a compreensão do papel da metilação 

do gene p16 na oncogênese e progressão de carcinomas gástricos, possibilitando melhor 

estratificação biomolecular da patologia e potencializando o desenvolvimento de novas 

modalidades diagnósticas e terapêuticas. 

2. DESENVOLVIMENTO 

2.1 PROJETO DE PESQUISA 

2.1.1 Tema 

Papel da metilação do gene p16 na oncogênese e progressão de carcinomas gástricos. 
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2.1.2 Problemas 

 A metilação do gene p16 apresenta maior ocorrência em carcinomas gástricos, 

comparativamente a tecidos sadios? 

 A metilação do gene p16 associa-se à progressão de carcinomas gástricos a 

estadiamentos TNM mais agressivos? 

 A metilação do gene p16 apresenta maior ocorrência nos carcinomas gástricos com 

metástase linfonodal ou à distância, comparativamente aos tumores N0M0? 

2.1.3 Hipóteses 

 A metilação do gene p16 apresenta maior ocorrência em carcinomas gástricos, 

comparativamente a tecidos sadios. 

 A metilação do gene p16 associa-se à progressão de carcinomas gástricos a 

estadiamentos TNM mais agressivos. 

 A metilação do gene p16 apresenta maior ocorrência nos carcinomas gástricos com 

metástase linfonodal ou à distância, comparativamente aos tumores N0M0. 

2.1.4 Objetivos 

2.1.4.1 Objetivo geral 

 Investigar sistematicamente o papel da metilação do gene p16 na oncogênese e 

progressão de carcinomas gástricos. 

2.1.4.2 Objetivos específicos 

Avaliar a ocorrência de metilação do gene p16 em carcinomas gástricos, 

comparativamente à sua ocorrência em tecidos sadios. 

 Verificar se a metilação do gene p16 em malignidades gástricas associa-se a 

estadiamentos tumorais implicativos de pior prognóstico. 

 Verificar se a metilação do gene p16 em malignidades gástricas associa-se à deflagração 

de metástases linfonodais ou à distância. 

2.1.5 Justificativa 
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 O carcinoma gástrico é a quarta maior causa de mortalidade relacionada a malignidades 

e o quinto câncer mais comum no mundo, com mais de um milhão de novos casos anuais 

(GLOBOCAN, 2020). 

 Para pacientes com doença ressecável, a intervenção cirúrgica precoce, usualmente 

combinada com quimioterapia neoadjuvante ou quimioradioterapia, oferece as melhores 

chances de remissão. Todavia, mais de 50% dos pacientes acometidos são diagnosticados no 

estágio IV da patologia, inviabilizando quaisquer terapêuticas curativas (SAH et al., 2018). 

 Tais fatos, agregados com a elevada mortalidade específica, refletem o ominoso 

prognóstico desses agravos. Assim, explicita-se a necessidade de aprimorar a estratificação dos 

pacientes acometidos, elaborando um sistema de classificação molecular. 

 Nesse contexto, mediante o estudo de associações da metilação do gene p16 aos 

desfechos de carcinomas gástricos, pode-se robustecer os conhecimentos biomoleculares acerca 

dessa patologia e, em última análise, fecundar o desenvolvimento de novas modalidades 

diagnósticas ou terapêuticas, redutoras de letalidade (BAE et al., 2021). 

 Por fim, através da estruturação de uma revisão sistemática, constituir-se-á uma 

pesquisa multicêntrica, com significativa quantia de desfechos analisados, e cujas conclusões 

apresentarão, portanto, considerável poder estatístico. 

2.1.6 Referencial teórico 

2.1.6.1 Neoplasia e oncogênese 

 Define-se neoplasia como um distúrbio da proliferação celular, decorrente de alterações 

na estrutura ou expressão gênica, acometendo uma única célula e sua progênie clonal. Deriva-

se, pois, um processo de multiplicação celular irreversível, monoclonal e não regulado por 

estímulos fisiológicos (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016). 

 Acerca da oncogênese, sabe-se que todo tumor principia através de modificações no 

DNA de sua célula genitora. Tais alterações refletem em desregulações da expressão gênica, 

que eventualmente medeiam a irrupção de sistemas regulatórios substanciais ao ordenamento 

da proliferação celular, promovendo oncogênese e progressão tumoral (PATTERSON et al., 

2018).  

Dentre esses sistemas, constam proto-oncogenes, supressores de tumor e reguladores de 

apoptose. Os proto-oncogenes, quando afetados, transfiguram-se em oncogenes, passando a 



13 
 

mediar exacerbações na proliferação celular. Alternativamente, quando o dano acomete os 

supressores de tumor ou reguladores de apoptose, ocorre subversão de mecanismos que antes 

inibiam a multiplicação celular não estimulada, precipitando, pois, um ambiente intracelular 

hiperproliferativo (PATTERSON et al., 2018). 

As neoplasias malignas apresentam comportamento mais agressivo que suas homólogas 

benignas, na medida em que podem invadir tecidos adjacentes e disseminar-se a sítios distantes, 

em processo metastático. As nomenclaturas tumorais fundamentam-se na linhagem histológica 

de diferenciação; particularmente, malignidades que se originam de epitélios glandulares são 

denominadas adenocarcinomas, como é o caso do câncer gástrico (KUMAR; ABBAS; ASTER, 

2016). 

2.1.6.2 Epigenética 

 O dogma central da biologia molecular é a doutrina de que a unidade informacional 

celular flui apenas em uma direção - do DNA ao RNA e às proteínas. Tal dogma, outrora tido 

como absoluto, foi refutado frente ao reconhecimento do papel do meio ambiente na modulação 

da expressão dos genes. Nesse contexto, o termo “epigenética” foi cunhado para designar 

alterações da expressão gênica que ocorrem de modo exógeno à estrutura genômica (GAYON, 

2016). 

Os três principais mecanismos da epigenética são metilação do DNA, modificação das 

histonas e microRNAs. Esses sistemas são responsáveis pela iniciação e manutenção do 

silenciamento epigenético, com consequente regulação do perfil de expressão gênica. Atuam, 

pois, em uma série de processos celulares, incluindo diferenciação celular, expressão gênica, 

inativação do cromossomo X, embriogênese e impressão genômica (ZHANG; LU; CHANG, 

2020). 

2.1.6.3 Metilação de DNA 

Aberrâncias na metilação do DNA são a manifestação mais comum de processos 

epigenéticos, caracteristicamente ocorrendo na posição 5’ de um resíduo de citosina. O mesmo 

resíduo de citosina pode ser metilado por inúmeras DNA metiltransferases (DNMTs), que 

desempenham um papel importante no silenciamento de fatores de transcrição, bem como na 

defesa contra a expressão de genes de retrovírus endógenos e na repressão de elementos 

transponíveis. Por extensão do fenômeno, aglomerados de dinucleotídeos de citosina e guanina, 
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chamados Ilhas CpG, ocorrem frequentemente nas áreas promotora de genes com terminação 

5’ (ZHANG; LU; CHANG, 2020). 

Em termos de resultado líquido, a metilação na região promotora de um gene 

desencadeia a supressão de sua expressão. Isso deriva, em suma, de efeitos químicos alostéricos 

mediados pelos grupamentos adicionados, coibindo a interação com o aparato de transcrição 

gênica (QU; DANG; HOU, 2013). 

2.1.6.4 Gene p16 

O gene p16 é o segundo gene supressor de tumor mais significativo, atrás somente do 

TP53. Recebe vários sinônimos, como MTS-1 (supressor de tumor principal 1) ou INK4A 

(inibidor da quinases dependentes de ciclina 4A). 

Pertence à família de genes INK4, que é composta por quatro membros: p16INK4A, 

p15INK4B, p18INK4C e p19INK4D, todos os quais compartilham propriedades biológicas, a 

saber, a inibição do crescimento celular e supressão tumoral. No genoma humano, localiza-se 

no cromossomo 9p21, consistindo de três éxons e dois íntrons e medindo aproximadamente 8,5 

kb de comprimento (SERRA; CHETTY, 2018). 

Pormenorizando-se em mecanismos funcionais, a expressão de p16 atua coibindo 

interações da pRb com os fatores de transcrição E2F durante o ciclo celular; isso ocorre, 

especificamente, através da ligação de p16 às proteínas CDK4 e CDK6, impedindo que estas 

intermedeiem a fosforilação de pRb. Nesse contexto, como a amplificação da fosforilação de 

pRb é condição necessária à evolução da fase G1 do ciclo celular à S, a proteína p16, em última 

análise, trava a célula em G1 (RAYESS; WANG; SRIVATSAN, 2012). 

Possíveis desarranjos que induzem à inativação de p16, produzindo condições celulares 

hiperproliferativas e potencialmente oncogênicas, incluem mutações pontuais, deleções 

homozigóticas, hipermetilação e perda de heterozigosidade. Apesar de cada neoplasia 

específica apresentar predileção por certo tipo de alteração no gene, hipermetilação representa 

a maioria das disfunções de p16 em adenocarcinomas gástricos (34%), enquanto mutações ou 

deleções são raras nessa malignidade (0% –2%) (LI; POI; TZAI, 2011). 

2.1.6.5 Câncer gástrico 

2.1.6.5.1 Epidemiologia 
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 Anualmente, cerca de um milhão de pessoas são diagnosticados com câncer gástrico. 

Configura-se, pois, como a quarta maior causa de mortalidade relacionada a malignidades e o 

quinto câncer mais comum no mundo (GLOBOCAN, 2020). 

 A incidência de carcinomas gástricos é distinta no que concerne a variabilidades de 

gênero e nacionalidade. Homens são duas vezes mais susceptíveis que mulheres. Ademais, mais 

de 50% das ocorrências são contabilizadas em países em desenvolvimento, de modo que 

pacientes advindos da América do Sul, América Central, leste da Europa e leste da Ásia 

apresentam maior probabilidade para esta patogênese (MACHLOWSKA et al., 2020). 

2.1.6.5.2 Manifestações clínicas 

 O câncer gástrico apresenta-se com estágios precoces assintomáticos, associados ou não 

com sintomas gastrintestinais inespecíficos, como dispepsia. Estágios mais tardios, 

alternativamente, podem cursar com dor abdominal, anorexia, perda de peso. Especificamente, 

tumores ulcerados podem ocasionar hematêmese, e tumores distais, vômitos intensos, 

decorrentes de estenose pilórica (CORREA, 2013). 

 No exame físico, deve-se atender especialmente a possíveis evidências de doença 

avançada, incluindo: doença nodal metastática, seja supraclavicular (nódulo de Virchow) ou 

periumbilical (nódulo Irmã Mary Joseph); e sinais indicativos de metástase intra-abdominal, 

como hepatomegalia, icterícia ou ascite (TOWSEND et al., 2021). 

2.1.6.5.3 Fatores de risco 

 Englobando elementos infecciosos, epidemiológicos, ambientais e polimorfismos 

genéticos, a oncogênese estomacal é multifatorial, apesar da infecção por H. pylori ser 

considerada o fator de risco hegemônico. O mesmo agente é reconhecido como causa primária 

de linfomas do tecido linfoide associado à mucosa (LEE et al., 2016). 

 H. pylori é uma bactéria capaz de colonizar a mucosa gástrica, sendo geralmente 

adquirida na infância e progressivamente elicitando graus variados de resposta imune no 

hospedeiro. A prevalência da bactéria é extensiva, tendo seus valores globalmente estimados 

acima de 50%, embora o carcinoma gástrico incida em menos de 1% dos casos. Uma categoria 

de gastrite derivada da infecção, denominada gastrite atrófica multifocal, potencialmente 

associa-se à condição pré-oncogênica (BURUCOA, 2017). 

 Cepas de H. pylori variam significativamente no que tange a patogenicidade e 

carcinogenicidade. As linhagens mais virulentas caracterizam-se pelo gene cagA, codificante 
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da proteína oncogênica CagA, a qual pode ser injetada diretamente no interior de células 

epiteliais gástricas, por intermédio de sistema de secreção tipo IV. Após o influxo 

citoplasmático, CagA é fosforilada em sítios incutidos das sequências EPIYA, dando início a 

uma cadeia de eventos moleculares ligados à tumorigênese. Estudos in vitro e in vivo 

associaram a cascata bioquímica induzida pela proteína CagA à irrupção de junções 

intercelulares, depleção de apoptose e maior ocorrência de atrofia gástrica, metaplasia intestinal 

e câncer gástrico (TOHIDPOUR, 2016). 

 Outro gene bacteriano associado à virulência é vacA, cuja proteína codificante 

relaciona-se à indução de vacúolos intracelulares, poros na membrana celular e apoptose. 

Apesar de todas as cepas de H. pylori apresentarem essa sequência genômica, variações 

genéticas na porção s (signal) determinam o grau de atividade oncogênica. Conjugado a isso, 

algumas proteínas de membrana também amplificam a virulência, com destaque à BabA, 

codificada pelo gene babA e relacionada à adesão celular (ANSARI e YAMAOKA, 2019). 

 Cotejando a influência de fatores ambientais na carcinogênese, observa-se risco 

aumentado em associação com tabagismo, alcoolismo, elevado teor de sal na dieta e consumo 

de alimentos processados ou defumados. Histórico familiar também é fator etiológico crucial: 

apesar da maioria dos casos serem esporádicos, 10% vinculam-se com agregação familiar 

(MACHLOWSKA et al., 2020). 

 Vários estudos relataram uma associação entre o risco de câncer e polimorfismos 

genéticos de genes ligados à resposta inflamatória, como as interleucinas IL-B, IL-1RN, IL-10 

e TNF-α (PERSSON et al., 2011). Adicionalmente, o vírus Epstein-Barr (EBV), da família 

Herpesviridae, é encontrado em cerca de 10% dos carcinomas gástricos, potencialmente 

desempenhando mecanismo oncogênico, mediado principalmente por metilação de genes 

supressores de tumor (NASEEM et al., 2018). 

2.1.6.5.4 Classificação histológica 

Os cânceres gástricos são majoritariamente adenocarcinomas, mas apresentam-se de 

modo heterogêneo no que diz respeito à arquitetura, crescimento, diferenciação celular, 

histogênese e patogênese molecular. Em virtude disso, desenvolveram-se uma miríade de 

sistemas de classificação histológica, sendo o de Lauren o mais amplamente utilizado, por sua 

simplicidade e robustez (LAUREN, 1965). 
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Nesse sentido, os carcinomas gástricos são categorizados em dois subtipos principais – 

difusos e intestinais – excetuando-se as formas mistas e indeterminadas. Os tumores difusos 

são pobremente diferenciados, constituindo-se de células sem coesão. Em contrapartida, os 

tumores intestinais, de apresentação mais comum, são usualmente bem diferenciados, 

compondo glândulas semelhantes àquelas presentes nos adenocarcinomas colorretais 

(CUTSEM et al., 2016). 

2.1.6.5.5 Estadiamento 

 Performa-se o estadiamento tumoral de carcinomas gástricos utilizando o sistema TNM, 

fundamentando-se na profundidade de invasão tumoral (T), no número de linfonodos 

acometidos (N) e na presença ou ausência de metástase à distância (M). As informações 

subsidiárias à classificação são acessadas através de ultrassonografia endoscópica e análise 

histopatológica por biópsia, sendo essenciais para a eleição da modalidade terapêutica e 

estimação prognóstica (TOWSEND et al. 2021). 

Quadro 1: Estadiamento TNM para carcinomas gástricos 

Tumor primário (T) 

Catergoria T Critérios 

TX Tumor primário não pode ser acessado 

T0 Sem evidência de tumor primário 

Tis Carcinoma in situ, tumor intraepitelial sem invasão de lâmina própria 

T1 Tumor invade lâmina própria, muscular da mucosa ou submucosa 

T1a Tumor invade lâmina própria ou muscular da mucosa 

T1b Tumor invade submucosa 

T2 Tumor invade muscular própria 

T3 Tumor penetra a serosa, sem invadir o peritônio visceral ou estruturas 

adjacentes 

T4 Tumor invade o peritônio visceral ou estruturas adjacentes 

T4a Tumor invade o peritônio visceral 

T4b Tumor invade estruturas adjacentes 

Linfonodos regionais (N) 

Categoria N Critérios 

NX Linfonodos regionais não podem ser acessados 

N0 Sem evidência de metástase linfonodal 
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N1 Metástase em 1-2 linfonodos regionais 

N2 Metástase em 3-6 linfonodos regionais 

N3 Metástase em 7 ou mais linfonodos regionais 

N3a Metástase em 7-15 linfonodos regionais 

N3b Metástase em 16 ou mais linfonodos regionais 

Metástase à distância (M) 

Categoria M Critérios 

M0 Sem evidência de metástase à distância 

M1 Metástase à distância 

Fonte: adaptado de TOWSEND et al. (2021). 

Quadro 2: Estágios de carcinomas gástricos 

Estágio Possíveis TNM 

0 TisN0M0 

IA T1N0M0 

IB T2N0M0 

T1N1M0 

IIA T3N0M0 

T2N1M0 

T1N2M0 

IIB T4aN0M0 

T3N1M0 

T2N2M0 

T1N3M0 

IIIA T4aN1M0 

T3N2M0 

T2N3M0 

IIIB T4bN0M0 

T4bN1M0 

T4aN2M0 

T3N3M0 

IIIC T4bN2M0 

T4bN3M0 



19 
 

T4aN3M0 

IV M1, quaisquer T e N 

Fonte: adaptado de TOWSEND et al. (2021). 

2.1.6.5.6 Carcinogênese gástrica 

A carcinogênese gástrica envolve o acúmulo gradual de desordens biomoleculares, 

levando a ganho de função em oncogenes e perda de função em genes supressores de tumor ou 

pró-apoptóticos. Alterações genéticas, como p53, KRAS, PIK3CA, ARID1A, mutações MLL3 

e MLL, bem como amplificação PIK3CA, C-MET, ERBB4 e CD44, são frequentemente 

encontrados no câncer gástrico, sugerindo que podem ser marcadores tumorigênicos 

importantes na etiopatogenia (QU; DANG; HOU, 2013). 

Outrossim, um crescente corpo de evidências também aponta para o papel de alterações 

epigenéticas na oncogênese, adicionalmente às disfunções genéticas supracitadas. Notabiliza-

se, portanto, a relevância dos mecanismos de hipermetilação das Ilhas CpG, modificações pós 

traducionais de histonas, microRNAs, RNAs não codificantes e posicionamento de 

nucleossomos (ZIOGAS; ROUKOS, 2009). 

Com efeito, dentre tais modificações epigenéticas, conjectura-se que a metilação na área 

do gene promotor de p16 apresente pertinência sobressalente, elicitando a importância de 

quantificar seu papel na carcinogênese e vislumbrar potenciais aplicações diagnósticas ou 

terapêuticas (PENG; ZHANG; SUN, 2014). 

2.1.6.6 Métodos atuais para análise de metilação 

 Recentemente, com a exacerbação do interesse científico nos processos epigenéticos, 

nomeadamente na metilação do DNA, desenvolveram-se uma miríade de técnicas para a análise 

dessas modicações genômicas. 

 Sequenciamento de bissulfito (BS) é o método mais direto para a detecção do estado de 

metilação de cada resíduo de citosina em uma sequência alvo. Geralmente, após a desnaturação 

e modificação com bissulfito, o fragmento genético de interesse é amplificado através da reação 

de cadeia da polimerase (PCR). Dessa forma, torna-se um método acurado, porém que falha em 

prover informações acerca dos padrões epigenéticos de alelos individuais (QU; DANG; HOU, 

2013). 
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 PCR metilação-específica (MSP) é uma maneira simples e eficaz para a análise de 

pequenas amostras de DNA, incluindo aquelas de tecidos dissecados congelados ou embebidos 

em parafina. Assim, as diferenças entre alelos metilados e não metilados, derivadas do 

tratamento com bissulfito, constituem a base do MSP (QU; DANG; HOU, 2013). 

 Outrossim, técnicas de Western blot, imunoprecipitação, sequenciamento genômico, 

pirosequenciamento de bisulfito e detecção eletroquímica também podem ser empregadas em 

pesquisas epigenéticas (CHATTERJEE et al., 2017) 

2.1.7 Metodologia 

2.1.7.1 Tipo de estudo 

Revisão sistemática de literatura, elaborada consoante às diretrizes do PRISMA 

(Preferred Reporting Items for Systematic Review and Meta-Analyses). 

A questão norteadora da pesquisa será fundamentada no acrônimo PICO: população (P), 

intervenção (I), controle (C) e “outcome”/desfecho (O), cujos componentes constam no quadro 

a seguir. 

População (P) Espécimes gástricos humanas, obtidas através de exames 

histopatológicos de pacientes com diagnóstico confirmado de carcinoma 

gástrico. 

Intervenção (I) Os espécimes serão estudados quanto ao seu status de metilação do gene 

p16. 

Controle (C) Espécimes histológicas humanas de tecidos não neoplásicos 

Desfecho (O) Correlação da metilação do gene p16 com oncogênese de carcinomas 

gástricos, progressão para estadiamentos mais avançados e ocorrência de 

disseminação linfonodal ou metastática. 

Fonte: elaborado pelo autor. 

2.1.7.2 Estratégia de busca 

Por intermédio das bases de dados PubMed e Scopus, identificar-se-á os estudos 

relevantes à presente revisão sistemática, sem nenhuma restrição quanto a data ou linguagem 

de publicação. Os seguintes termos MeSH serão empregados na busca: (“DNA Methylation” 

ou “Methylation”) e (“Stomach Neoplasm” ou “Gastric Neoplasm” ou “Stomach Cancer” ou 
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“Gastric Cancer”) e (“Genes, p16” ou “p16 Gene” ou “p16INK4 Gene” ou “Genes, CDKN2” 

ou “CDKN2 Gene” ou “MTS1 Gene”). 

2.1.7.3 Seleção de artigos 

Postula-se, como critérios de inclusão: (1) utilização exclusiva de tecidos humanos; (2) 

modelagem experimental comparativa do status de metilação do gene p16 entre carcinomas 

gástricos e espécimes gástricas não neoplásicas, ou entre subgrupos fenotípicos distintos de 

carcinomas gástricos; (3) confirmação histopatológica dos diagnósticos de carcinoma gástrico; 

(4) utilização de DNA gástrico como substrato para aferição de metilação genômica e 

especificação do método molecular utilizado. Quaisquer estudos que não se adequarem aos 

critérios de inclusão ou potencialmente contiverem dados redundantes serão descartados. 

A seleção dos artigos será realizada em duplicata pela equipe de pesquisa, e casos 

discrepantes serão ponderados por um terceiro avaliador independente. Nesse processo, para 

fins de gerenciamento bibliográfico, os documentos incluídos serão salvos no software 

Mendeley 1.19.8 ®. 

2.1.7.4 Coleta de dados 

Utilizando como subsídio os artigos previamente selecionados, os dados pertinentes 

serão sistematicamente extraídos através de formulário padronizado (Apêndice A) e 

transferidos ao software Excel ®. 

2.1.7.5 Controle de qualidade 

Os estudos selecionados serão avaliados formalmente por meio dos critérios da escala 

Newcastle-Ottawa (NOS), ferramenta de avaliação de risco de viés para ensaios clínicos 

observacionais (STANG, 2010). Os parâmetros da NOS consideram três facetas dos artigos, a 

saber, seleção, exposição e comparabilidade; sua pontuação resultante varia de 0 a 9, de modo 

que valores acima de 7 assinalam boa qualidade metodológica. 

2.1.7.6 Análise estatística 

A meta-análise, se aplicável considerando-se o nível de homogeneidade dos dados 

extraídos, será conduzida através do software Cochrane RevMan 5.4 ®, utilizando os modelos 

estatísticos apropriados às variáveis dicotômicas obtidas. Relevância inferencial e 

heterogeneidade também serão quantitativamente cotejadas. 

2.1.7.7 Aspectos éticos 
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O presente estudo encontra-se adequado à Resolução 510/2016 do Conselho Nacional 

de Saúde e, tratando-se de uma revisão sistemática de literatura, não será submetido ao Comitê 

de Ética e Pesquisa com Seres Humanos da UFFS. 

2.1.8 Recursos 

Os gastos orçamentários serão integralmente custeados pela equipe de pesquisa. 

ITEM QUANTIDADE CUSTO UNITÁRIO 

(R$) 

CUSTO TOTAL 

(R$) 

HD externo 1 200,00 200,00 

Acesso aos artigos 1 Indefinido Indefinido 

TOTAL Indefinido 

Fonte: elaborado pelo autor. 

2.1.9 Cronograma 

Mediante aprovação do projeto de pesquisa, este estudo será encaminhado para registro 

na base de dados internacional de revisões sistemáticas PROSPERO. A partir de então, o 

seguinte cronograma será contemplado. 

ETAPA 

REALIZADA 

Ago 

21 

Set 

21 

Out 

21 

Nov 

21 

Dez 

21 

Jan 

22 

Fev 

22 

Mar 

22 

Abr 

22 

Mai 

22 

Jun 

22 

Jul 

22 

Consulta de 

literatura 

X X X X X X X X X    

Orientação X X X X X X X X X X X X 

Seleção de 

artigos 

X X X X         

Extração de 

dados 

    X X X      

Elaboração do 

artigo 

       X X    

Correções          X X  

Divulgação 

resultados 

           X 

Fonte: elaborado pelo autor. 
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IDENTIFICAÇÃO 

Pesquisador responsável:  

Data:  

ASPECTOS QUALITATIVOS 

Autoria:  

Data de publicação:  

Local de publicação:  

Método de detecção de metilação genômica:  

ASPECTOS QUANTITATIVOS 

Grupo experimental:  

Grupo controle:  

n grupo experimental:  

n grupo controle:  

n grupo experimental com desfecho:  

n grupo controle com desfecho:  
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2.2 RELATÓRIO DE PESQUISA 

Conforme preconizado no Componente Curricular Trabalho de Curso I, o projeto de 

pesquisa “Papel da metilação do gene p16 na oncogênese e progressão de carcinomas gástricos: 

revisão sistemática” foi desenvolvido ao longo do 2º semestre letivo de 2021. O projeto teve 

como objetivo comparar o status de metilação do gene promotor de p16 em tecidos neoplásicos 

gástricos humanos com seu homólogo em tecidos sadios, avaliando o papel dessa modificação 

epigenética na oncogênese e progressão tumoral. 

A eleição de uma revisão sistemática como a metodologia para o êxito do objetivo 

descrito se deve à notória robustez estatística que este tipo de estudo confere, bem como sua 

importância singular dentro do escopo da Medicina Baseada em Evidências. Nesse sentido, o 

presente estudo foi conduzido consoante às diretrizes metodológicas do Cochrane Handbook e 

revisada de modo a atender os critérios sugeridos pelo Preferred Reporting Items for Systematic 

Reviews and Meta-Analyses (PRISMA). O estudo foi protocolizado na plataforma PROSPERO, 

com o ID 308218. 

Por intermédio das bases de dados MEDLINE e Scopus, identificou-se os estudos 

relevantes, com publicação até julho de 2021 e sem restrições de linguagem. Utilizando os 

termos MeSH pertinentes e os operadores booleanos “OR” e “AND”, estruturou-se a seguinte 

estratégia de busca: (“DNA Methylation” OR “Methylation”) AND (“Stomach Neoplasm” OR 

“Gastric Neoplasm” ou “Stomach Cancer” OR “Gastric Cancer”) AND (“Genes, p16” OR “p16 

Gene” OR “p16INK4 Gene” OR “Genes, CDKN2” OR “CDKN2 Gene” OR “MTS1 Gene”). 

A seleção dos artigos foi realizada em duplicata pela equipe de pesquisa (LWS, GMW), 

e casos discrepantes foram ponderados por um terceiro avaliador independente (JP); nesse 

processo, para fins de gerenciamento bibliográfico, os manuscritos incluídos foram 

armazenados no software Mendeley 1.19.8 ®. Balizando-se nos critérios de eligibilidade 

elaborados, incluiu-se 48 manuscritos na síntese qualitativa e pôde-se dispor de 47 artigos para 

a consecução de metanálise. Extraiu-se os dados pertinentes para o Calc ®. 

O software Cochrane RevMan 5.4 ® foi utilizado para a consecução da metanálise e, 

em virtude da relativa heterogeneidade entre os estudos, recorreu-se ao modelo de efeitos 

randômicos. Calculou-se Odds Ratio (OR) com intervalos de confiança de 95% (95% CI) para 

a quantificação das associações. Performou-se os testes I², Chi², Tau² e df para mensuração de 

heterogeneidade, além dos cálculos de Z e p para aferir a relevância inferencial dos resultados 

agregados. 
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Ademais, para avaliação da qualidade metodológica dos manuscritos incluídos, 

recorreu-se à escala Newcastle-Ottawa (NOS), tratando-se de uma ferramenta de mensuração 

de risco de viés para ensaios clínicos observacionais. 

Durante o 1º semestre letivo de 2022, tendo em mãos os resultados da pesquisa, 

elaborou-se o artigo científico. A redação foi direcionada à publicação na revista Biochimica et 

Biophysica Acta - Reviews on Cancer (ISSN: 0304419X), em virtude de seu elevado fator de 

impacto, agregado ao enfoque em mecanismos biomoleculares mediadores de carcinogênese. 

O protocolo registrado na plataforma PROSPERO (308218) foi cumprido integralmente, tal 

como os objetivos do projeto foram atingidos. 
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Daniela Augustin Silveira, MD, MSC 

Jossimara Polettini, PHD 

Resumo 

Introdução: O câncer gástrico é a quarta principal causa de morbidade neoplásica no mundo, 

e sua patogênese tem sido relacionada a alterações genéticas e epigenéticas em genes 

reguladores do ciclo celular, como o p16. Objetivos: a presente revisão sistemática foi 

desenvolvida para investigar a associação da metilação de p16 com oncogênese e progressão 

de carcinomas gástricos. Metodologia: buscou-se por estudos subsidiários pertinentes nas 

bases de dados MEDLINE e Scopus, com publicação até julho de 2021 e sem restrição de 

linguagem. O protocolo completo foi registrado na plataforma PROSPERO, sob a identificação 

308218. Utilizou-se a escala Newcastle-Ottawa (NOS) para avaliação da qualidade 

metodológica dos manuscritos incluídos. A metanálise foi conduzida através do software 

RevMan 5.4 ®. Recorreu-se ao modelo de efeitos randômicos, calculou-se Odds Ratio (OR) 

com intervalos de confiança de 95% (95% CI), mensurou-se heterogeneidade e relevância 

inferencial. Resultados: agregou-se 48 artigos na síntese qualitativa e 47 na metanálise, 

totalizando 6599 espécimes gástricas avaliadas. Observou-se correlação da metilação de p16 

com os seguintes desfechos: oncogênese gástrica (p < 0,00001); metaplasia intestinal (p = 

0,002); pobre diferenciação histológica (p = 0,03); invasão local (p = 0,001); disseminação 

linfonodal (p = 0,03); estadiamentos TNM mais avançados (p = 0,01); e infecção pelo vírus 

Epstein Barr (p < 0,00001). Em contrapartida, não se encontrou associação da metilação de p16 

com classificação histológica de Lauren (p = 0,62); metástase à distância (p = 0,71); ou infecção 

por Helicobater pylori (p = 0,79). Conclusões: os achados descritos providenciam evidência 

empírica para a categorização da metilação de p16 como uma etapa biomolecular substancial 

na carcinogênese gástrica, além de revelarem papel crucial do vírus Epstein Barr na deflagração 

dessa alteração epigenética. 

Palavras chave Câncer Gástrico. Genes, p16. Metilação do DNA. Epigenômica. 

Carcinogênese. 
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Introdução 

O carcinoma gástrico é a quarta maior causa de mortalidade relacionada a malignidades 

e o quinto câncer mais comum no mundo, com mais de um milhão de novos casos anuais (1-

2). Em termos de tratamento, é manejado através de cirurgia, possivelmente conjugada com 

modalidades de quimioradioterapia; no entanto, devido à inespecificidade das manifestações 

clínicas, a maioria dos casos são diagnosticados em estágios avançados, resultando em um mau 

prognóstico (3-4). 

Compreende-se a oncogênese gástrica como um processo multifatorial, envolvendo 

infecção por Helicobacter pylori e Epstein Barr, carcinógenos exógenos, ativação de 

oncogenes, inibição de genes supressores, apoptose epitelial gástrica e irrupção da regulação 

do ciclo celular (5-7). Além de alterações gênicas, diversos estudos já assinalaram a relevância 

da epigenética, principalmente supressões por metilação, na deflagração dos supracitados 

mecanismos (8-10). 

Por sua vez, o gene p16 caracteriza-se como o segundo gene supressor de tumor mais 

significativo, atrás somente do TP53. Pertence à família de genes INK4, que é composta por 

quatro membros: p16INK4A, p15INK4B, p18INK4C e p19INK4D, todos os quais 

compartilham propriedades biológicas relacionadas à inibição de ciclinas, com consequente 

atividade antiproliferativa e supressora tumoral (11-13). 

Possíveis desarranjos que induzem à inativação de p16, produzindo condições celulares 

hiperproliferativas e potencialmente oncogênicas, incluem mutações pontuais, deleções 

homozigóticas, hipermetilação e perda de heterozigosidade. Apesar de cada neoplasia 

específica apresentar predileção por certo tipo de alteração no gene, a hipermetilação representa 

a maioria das disfunções de p16 em adenocarcinomas gástricos (34%), enquanto mutações ou 

deleções são raras nessa malignidade (0% –2%) (14-16). 

Nesse contexto, mediante o estudo de associações da metilação do gene p16 aos 

desfechos relacionados à carcinogênese gástrica, pode-se robustecer os conhecimentos 

biomoleculares acerca dessa neoplasia e, em última análise, fecundar o desenvolvimento de 

novas modalidades diagnósticas ou terapêuticas, redutoras de letalidade (17-21). 

O presente ensaio objetiva, pois, investigar a potencial correlação da metilação do gene 

p16 com a carcinogênese gástrica, de modo a apreciar a frequência dessa alteração epigenética 
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em espécimes gástricas neoplásicas, comparativamente à homóloga em tecidos não tumorais, e 

ponderar as características fenotípicas das malignidades às quais se associa.  

Metodologia 

Desenho do estudo 

 A presente revisão sistemática e metanálise foi elaborada consoante às diretrizes 

metodológicas do Cochrane Handbook (22) e revisada de modo a atender os critérios sugeridos 

pelo Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA). O 

estudo foi protocolizado na plataforma PROSPERO, com o ID 308218. 

Estratégia de busca 

 Por intermédio das bases de dados MEDLINE e Scopus, identificou-se os estudos 

relevantes, com publicação até julho de 2021 e sem restrições de linguagem. Utilizando os 

termos MeSH pertinentes e os operadores booleanos “OR” e “AND”, estruturou-se a seguinte 

estratégia de busca: (“DNA Methylation” OR “Methylation”) AND (“Stomach Neoplasm” OR 

“Gastric Neoplasm” ou “Stomach Cancer” OR “Gastric Cancer”) AND (“Genes, p16” OR “p16 

Gene” OR “p16INK4 Gene” OR “Genes, CDKN2” OR “CDKN2 Gene” OR “MTS1 Gene”). 

Seleção de artigos 

 Determinou-se, como critérios de elegibilidade: (1) utilização exclusiva de tecidos 

humanos; (2) modelagem experimental comparativa do status de metilação do gene p16 entre 

carcinomas gástricos e espécimes gástricas não neoplásicas, ou entre subgrupos fenotípicos 

distintos de carcinomas gástricos; (3) confirmação histopatológica dos diagnósticos de 

carcinoma gástrico; (4) utilização de DNA gástrico como substrato para aferição de metilação 

genômica; e (5) especificação do método molecular utilizado. Quaisquer estudos inadequados 

aos critérios ou potencialmente redundantes em sua base de amostra foram descartados. 

A seleção dos artigos foi realizada em duplicata pela equipe de pesquisa (LWS, GMW), 

e casos discrepantes foram ponderados por um terceiro avaliador independente (JP). Nesse 

processo, para fins de gerenciamento bibliográfico, os manuscritos incluídos foram 

armazenados no software Mendeley 1.19.8 ®. 

Extração de dados 

Utilizando como subsídio os artigos previamente selecionados, os dados pertinentes 

foram sistematicamente extraídos através de formulário padronizado e transferidos ao software 
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Calc ®. As variáveis coletadas incluíram: autoria, ano de publicação, desfecho avaliado, 

método para aferição de metilação, grupo controle, amostra total do grupo controle, amostra do 

grupo controle com desfecho, grupo experimental, amostra total do grupo experimental, 

amostra do grupo experimental com desfecho. 

Controle de qualidade 

Os estudos selecionados foram avaliados formalmente por meio dos critérios da escala 

Newcastle-Ottawa (NOS), ferramenta de avaliação de risco de viés para ensaios clínicos 

observacionais. Os parâmetros da NOS consideram três facetas dos artigos, a saber, seleção, 

exposição e comparabilidade; a pontuação resultante varia de 0 a 9, de modo que valores ≥ 7 

assinalam boa qualidade metodológica (23). 

Análise estatística 

Obteve-se subsídios quantitativos satisfatórios para avaliar a potencial correlação da 

metilação p16 com os seguintes desfechos: oncogênese gástrica, metaplasia intestinal, invasão 

neoplásica local, disseminação neoplásica linfonodal, metástase à distância, estadiamentos 

TNM mais avançados, classificação histológica de Lauren, diferenciação celular, infecção pelo 

vírus Epstein Barr, infecção por Helicobater pylori. 

O software Cochrane RevMan 5.4 ® foi utilizado para a consecução da metanálise e, 

em virtude da relativa heterogeneidade entre os estudos, recorreu-se ao modelo de efeitos 

randômicos. Calculou-se Odds Ratio (OR) com intervalos de confiança de 95% (95% CI) para 

a quantificação das associações. Performou-se os testes I², Chi², Tau² e df para mensuração de 

heterogeneidade, além dos cálculos de Z e p para aferir a relevância inferencial dos resultados 

agregados. 

Resultados 

Característica dos estudos incluídos 

 A estratégia de busca identificou, inicialmente, 306 artigos. Após a remoção de 

duplicatas e a aplicação dos critérios de eligibilidade, dispôs-se de 48 estudos para a síntese 

qualitativa e 47 para a metanálise (Figura 1). 
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Figura 1. Aplicação do fluxograma PRISMA para a seleção dos estudos elegíveis 

 

 Conforme evidenciado na Tabela 1, os estudos incluídos foram publicados de 2001 a 

2021. Agregou-se um total de 6599 espécimes gástricas como amostra e a reação de cadeia da 

polimerase metilação-específica (MSP) foi o método biomolecular aplicado em todos os 

ensaios. 

Tabela 1. Caracterização dos estudos incluídos na revisão sistemática. 

 

Autores 

Ano de 

publicação 

Método de 

aferição de 

metilação 

Escala 

Newcastle-

Ottawa 

Amostra de 

espécimes 

gástricas (n) 

Leung et al. (24) 2001 MSP 5 61 

Jang et al. (25) 2001 MSP 7 100 

Oue et al. (26) 2002 MSP 6 45 

Vo et al. (27) 2002 MSP 5 107 

Waki et al. (28) 2002 MSP 7 188 

Kang et al. (29) 2002 MSP 5 77 

To et al. (30) 2002 MSP 7 98 

Osawa et al. (31) 2002 MSP 7 55 
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Vo et al. (32) 2002 MSP 7 111 

Tsujimoto et al. (33) 2002 MSP 7 59 

Kang et al. (34) 2003 MSP 6 290 

Ding et al. (35) 2003 MSP 5 40 

Tang et al. (36) 2003 MSP 6 96 

Chong et al. (37) 2003 MSP 5 62 

Zhao et al. (38) 2003 MSP 7 81 

Sakuma et al. (39) 2004 MSP 5 240 

Lee et al. (40) 2004 MSP 4 173 

Etoh et al. (41) 2004 MSP 5 207 

Mino et al. (42) 2006 MSP 4 96 

Chang et al. (43) 2006 MSP 7 106 

Oue et al. (44) 2006 MSP 6 110 

Luo et al. (45) 2006 MSP 5 82 

Zavala et al. (46) 2007 MSP 4 77 

Zhao et al. (47) 2007 MSP 7 101 

Arisawa et al. (48) 2008 MSP 5 85 

Lima et al. (49) 2008 MSP 6 66 

Zhang et al. (50) 2008 MSP 4 84 

Zou et al. (51) 2009 MSP 7 77 

Ksiaa et al. (52) 2009 MSP 5 121 

Silva et al. (53) 2010 MSP 6 55 

Goto et al. (54) 2010 MSP 7 49 

Geddert et al. (55) 2010 MSP 6 92 

Alves et al. (56) 2010 MSP 7 77 

Sugai et al. (57) 2010 MSP 6 148 

Ferrasi et al. (58) 2010 MSP 7 87 

Tahara et al. (59) 2010 MSP 7 146 

Shin et al. (60) 2010 MSP 6 430 

Hu et al. (61) 2010 MSP 8 170 

Mikata et al. (62) 2010 MSP 5 42 

Alves et al. (63) 2011 MSP 4 76 

Ben et al. (64) 2011 MSP 7 79 
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Lu et al. (65) 2012 MSP 6 98 

Song et al. (66) 2013 MSP 7 644 

Saito et al. (67) 2013 MSP 7 71 

Xiong et al. (68) 2013 MSP 7 826 

Xue et al. (69) 2014 MSP 7 106 

He et al. (70) 2015 MSP 5 94 

Bae et al. (71) 2021 MSP 7 214 

 

 Ademais, a Figura 2 caracteriza os artigos quanto a sua qualidade metodológica, 

avaliada consoante à escala New-Castle Ottawa (NOS). 

Figura 2. Avaliação de qualidade metodológica dos estudos elegíveis, consoante à escala 

Newcastle-Ottawa (NOS). 

 

Síntese de resultados quantitativos  

Obteve-se resultados estatisticamente significativos quando comparando-se as 

frequências de metilação do gene p16 em: carcinomas gástricos, versus tecidos não neoplásicos 

(OR = 7,00; CI = 3,93 – 12,45); espécimes gástricas com metaplasia intestinal, versus 

espécimes gástricas normais (OR = 4,7; CI = 1,81 – 12,22); carcinomas gástricos T1 ou T2, 

versus carcinomas gástricos T3 ou T4 (OR = 0,56; CI = 0,39 – 0,80 ); carcinomas gástricos N0, 

versus carcinomas gástricos com invasão linfonodal (OR = 0,68; CI = 0,49 – 0,96); carcinomas 

gástricos em estágios TNM 1 ou 2, versus carcinomas gástricos em estágios TNM 3 ou 4 (OR 

= 0,67; CI = 0,49 – 0,92); carcinomas gástricos EBV positivos, versus carcinomas gástricos 

EBV negativos (OR = 9,99; CI = 5,59 – 17,22); e carcinomas gástricos bem diferenciados, 

versus carcinomas gástricos pobremente diferenciados (OR = 0,72; CI = 0,53 – 0,96). 
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Por outro lado, não foi possível associar a metilação do gene p16 a: carcinomas gástricos 

M0, versus carcinomas gástricos com metástase à distância (OR = 0,88; CI = 0,46 – 1,69); 

carcinomas gástricos positivos para H. pylori, versus carcinomas gástricos negativos para H. 

pylori (OR = 1,05; CI = 0,74 – 1,48); e categorização histológica intestinal, versus difusa (OR 

= 0,9; CI = 0,61 – 1,35). 

Os resultados supracitados, conjugados com mensurações de heterogeneidade e 

relevância inferencial, constam nos diagramas Forest Plot das Figuras 3, 4, 5 e 6. 

Ressalta-se que dentre os 48 estudos incluídos na revisão sistemática, somente um deles 

não integrou a metanálise (57). A não incorporação do estudo de Sugai et al. decorreu da 

modelagem comparativa entre carcinomas intramucosos e submucosos, não replicada por 

nenhum outro manuscrito. 

Figura 3. Metilação aberrante do gene p16 e oncogênese gástrica: A - carcinomas gástricos 

(controle) versus espécimes gástricas não neoplásicas (experimental); B – metaplasia intestinal 

(controle) versus espécimes gástricas não neoplásicas (experimental) 
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Figura 4. Metilação aberrante do gene p16 e estadiamento de carcinomas gástricos: A – T1 ou 

T2 (controle), versus T3 ou T4 (experimental); B – N0 (controle), versus N1-N3 (experimental); 

C – M0 (controle), versus M1 (experimental); D – estágio 1 ou 2 (controle), versus estágio 3 

ou 4 (experimental) 
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Figura 5. Metilação aberrante do gene p16 e patógenos oncogênicos: A – carcinoma gástrico 

EBV positivo (controle), versus EBV negativo (experimental); B – carcinoma gástrico H. pylori 

positivo (controle), versus H. pylori negativo (experimental) 

 

Figura 6. Metilação aberrante do gene p16 e categorização histológica: A – carcinoma gástrico 

intestinal, versus difuso; B – carcinoma gástrico bem diferenciado, versus pobremente 

diferenciado. 
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Discussão 

A metilação do DNA é a modificação epigenética mais extensivamente estudada, na 

qual um grupo metila é adicionado à quinta posição de carbono do resíduo de citosina, em um 

dinucleotídeo CpG. Via de regra, o aumento da metilação na região promotora de um gene 

medeia a depleção de sua expressão, enquanto a metilação na região transcrita suscita um efeito 

variável (72-74). 

 Por sua vez, o gene p16, um dos mais relevantes genes supressores de tumor do genoma 

humano, localiza-se no cromossomo 9p21, consistindo de três éxons e dois íntrons e medindo 

aproximadamente 8,5 kb de comprimento (75-76). Pormenorizando-se em mecanismos 

funcionais, é um inibidor de quinases dependentes de ciclina (CDK4 e CDK6), enzimas que 

ligar-se-iam à ciclina D1 e fosforilariam a proteína retinoblastoma (Rb). Dessa forma, o gene 

p16 categoriza-se como antiproliferativo, na medida em que mantem a disposição química de 

Rb não fosforilada, obstando, pois, a progressão do ciclo celular de G1 para S (77-79). 

 Levando em conta a plausibilidade biológica da associação, performou-se uma 

metanálise para cotejar o papel da metilação do gene p16 na oncogênese e progressão de 

carcinomas gástricos. Agregou-se 6599 espécimes gástricas como amostra, e inferiu-se 

correlação da supracitada alteração epigenética com os seguintes desfechos: oncogênese 

gástrica (p < 0,00001); metaplasia intestinal (p = 0,002); pobre diferenciação histológica (p = 

0,03); invasão local (p = 0,001); disseminação linfonodal (p = 0,03); estadiamentos TNM mais 

avançados (p = 0,01); e infecção por EBV (p < 0,00001). 

 Tal papel carcinogênico relacionado à metilação de p16 é reforçado por outras 

metanálises análogas, que associam a mesma alteração epigenética a neoplasias de outros sítios, 

a saber, próstata, pulmão, fígado, esôfago, colo uterino, pâncreas, cólon, reto e tireoide. Em 

todos esses casos, atribui-se a hiperproliferação celular à inativação transcricional de p16, 

decorrente da metilação de seu gene promotor (80-87). 

 Considerando a metilação de p16 um evento molecular precoce na oncogênese gástrica, 

sua detecção sérica pode ser um biomarcador útil para o diagnóstico de neoplasias em fase 

inicial (88-89). Sob essa óptica, uma metanálise examinou tal hipótese, obtendo 0,44, 0,97 e 

0,44 como valores respectivos de sensibilidade, especificidade e área sob a curva ROC (90).  

Alternativamente, como a metilação de p16 associou-se à invasão local, disseminação 

linfonodal, estadiamentos TNM mais avançados e pobre diferenciação histológica, a apreciação 
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de seus níveis plasmáticos também apresenta potencial valor prognóstico (91-93). Nesse 

âmbito, um estudo com 53 pacientes com adenocarcinoma gástrico, submetidos à ressecção 

cirúrgica, concluiu que desaparecimento sérico pós-operatório de metilação de p16 

correlaciona-se com aumento de sobrevida para tumores com acometimento linfonodal (94). 

Dentre as aplicações terapêuticas derivadas da estratificação oncológica balizada por 

status epigenético, o estudo de Bae et al. associou tumores gástricos p16-metilados a um melhor 

perfil de sensibilidade ao quimioterápico abemaciclib. Em termos farmacodinâmicos, seu 

mecanismo de ação assenta-se justamente na inibição de CDK4/6, enzimas cuja hiperfunção é 

uma extensão da inibição transcricional de p16. Assim, como o abemaciclib apresentaria melhor 

resposta em um subgrupo de carcinomas gástricos de pior prognóstico, evidencia-se a 

pertinência da consecução de ensaios clínicos randomizados acerca desse fármaco (71, 95-96). 

Outrossim, a predominância da metilação do gene p16 em tumores positivos para 

Epstein-Barr (p < 0,00001) sugere que o vírus desempenhe papel crucial na deflagração dessa 

alteração. Com efeito, outros genes supressores de tumor, como CDH1, p15 e p72, encontram-

se comumente metilados em cânceres EBV positivos (72, 97-99). Um possível mecanismo 

molecular para o fenômeno seria a suprarregulação da proteína de membrana latente 2A 

(LMP2A) que, através da fosforilação do fator de transcrição STAT3, também amplificaria a 

expressão de DNA metiltransferases (100). 

 Em contrapartida, a presente metanálise não associou, com significância estatística, 

metilação de p16 a: classificação histológica de Lauren (p = 0,62); metástase à distância (p = 

0,71); ou infecção por H. pylori (p = 0,79). Todavia, contrastando com os resultados 

encontrados, há estudos observacionais que estabeleçam inter-relação entre H. pylori e 

aberrâncias de metilação no epitélio gástrico. A análise não segregada de sorotipos específico 

da bactéria, nomeadamente os mais virulentos cagA e vacA, pode ter influenciado nos 

resultados (101-102). 

Limitações 

 Apesar de a presente metanálise ter reunido diversas modelagens experimentais robustas 

acerca do papel da metilação de 16 na carcinogênese gástrica, suas conclusões contam com 

limitações. Primeiramente, encontrou-se relativa heterogeneidade entre os artigos, derivando 

valores de I² de até 89%, o que impacta a relevância inferencial de seu agregado. Em segundo 

lugar, o status de metilação de somente um gene foi avaliado, podendo haver outros 

mecanismos subjacentes ocultos, cuja expressividade só seria explicitada através de uma 
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análise multivariada. Por fim, enfatiza-se o risco de viés de publicação, inerente às revisões 

sistemáticas de literatura e não estimado no presente estudo, além da moderada qualidade 

metodológica dos manuscritos incluídos, ajuizada em consonância com a escala NOS. 

Conclusão 

Os achados descritos providenciam evidência empírica para a categorização da 

metilação do gene p16 como uma etapa biomolecular substancial na fisiopatologia das 

neoplasias gástricas, refletindo-se em metaplasia intestinal, oncogênese, pobre diferenciação 

histológica, invasão local, disseminação linfonodal e estadiamentos TNM mais avançados. O 

vírus Epstein-Barr, por sua vez, parece desempenhar papel fundamental na deflagração dessa 

alteração epigenética. Evidencia-se, pois, a relevância da consecução estudos adicionais acerca 

da temática, subsidiando-se nos resultados obtidos para fecundar novas modalidades 

diagnósticas, prognósticas e terapêuticas. 
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

A consecução do presente projeto possibilitou aprendizado extensivo nos âmbitos da 

epidemiologia, bioestatística e patologia, além de explicitar a importância das revisões 

sistemáticas de literatura no escopo da Medicina Baseada em Evidências. Depreendeu-se, 

ademais, a indissociabilidade entre o rigor metodológico e a prática científica. 

Por fim, ressalta-se que as competências desenvolvidas pelo acadêmico durante as 

disciplinas Trabalho de Curso I, II e III categoricamente influenciarão positivamente na prática 

clínica dos médicos provenientes da Universidade Federal da Fronteira Sul. À parte das 

tecnicidades, é fundamental que o profissional da saúde assuma seu papel social, atuando como 

agente defensor e promotor da ciência. 

 


