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RESUMO

O cancer gastrico apresenta, mundialmente, uma elevada taxa de mortalidade, com alta
incidéncia no Brasil, sendo a infeccdo com Helicobacter pylori um fator de risco bem
estabelecido. Dependendo da presenga de genes de viruléncia como cagA, cagE, vacA e
virB11, H. pylori pode causar respostas inflamatorias diferenciadas, apresentando grande
quantidade de éxido nitrico (ON) gerado principalmente por iNOS. Quantidade elevada de
ON resulta em acumulo de espécies reativas do oxigénio cuja instabilidade causa danos
oxidativos no DNA. A integridade gendmica é garantida por enzimas de reparo importantes
como: APE-1, OGG-1, e PARP-1. Polimorfismos genéticos que modifiquem a atividade
dessas enzimas podem influenciar a capacidade de reparo e, portanto, a susceptibilidade do
hospedeiro ao desenvolvimento do cancer gastrico associado a H. pylori. Assim o objetivo
deste estudo foi avaliar a associag¢do dos polimorfismos C150T em iNOS, T2197G em APE-1,
C1245G em OGG-1 e A40676G em PARP-1 com o genotipo de H. pylori em 109 amostra de
pacientes diagnosticados com adenocarcinomas gastricos atendidos em hospitais de Fortaleza,
Ceara. A identificacdo dos polimorfismos foi feita por PCR-RFLP e a deteccdo e genotipagem
de H. pylori foram feitas por PCR. Os polimorfismos estudados apresentaram as seguintes
freqiéncias: iINOS - 78% CC, 21,1% CT e 0,9% TT; PARP-1- 69,7% AA, 26,6% AG e 3,7%
GG, para OGG-1 56% CC, 39,4% CG, e 4,6% GG e para APE-1 38,5%TT, 47,7%TG e
13,8% GG. Salienta-se a baixa frequéncia do genoétipo polimorfico (TT) de iINOS e alta
frequéncia do heterozigoto (TG) de APE. Os alelos variantes de iNOS e de PARP-1 foram
correlacionadas com individuos <55 anos, sugerindo que estes polimorfismos estariam
associados ao desenvolvimento precoce da neoplasia. Os tumores intestinais localizados na
regido ndo-antro correlacionaram-se com o genotipo OGG-1 CG; enquanto que os difusos,
localizados no corpo com o genétipo AA de PARP-1. H. pylori foi detectada em 92,6% dos
casos. Os genes cagA, cagE e virB11 foram detectados em 65,3%, 50,4% e 60,3% dos casos,
respectivamente e vacAslml detectado em 72,2%. Os casos foram agrupados considerando
os alelos de vacA e a integridade da ilha de patogenicidade cag, sendo os grupos Al e A2,
composto por cepas mais patogénicas, o qual foi observado em 33,6% e 13,8% dos pacientes,
respectivamente. Na analise individual de cada enzima, observou-se que 0s individuos
portadores dos alelos variantes de APE-1 (TG+GG) estavam infectados com cepas pouco
patogénicas (p=0,0422). Essas cepas pouco patogénicas também foram associadas aos
pacientes portadores do genotipo selvagem (AA) de PARP-1 (p=0,0396). Esses dados foram
confirmados quando os pacientes infectados por cepas mais virulentas foram comparadas aos
infectados por cepas menos virulentas (p=0,046). Analisando apenas o grupo Al observou-se
também uma correlacdo de APE-1 (TG) com OGG-1(CC). Quando os genotipos foram
combinados considerando somente as enzimas de reparo estudadas ou duas a duas, verificou-
se que parte dos pacientes infectados com o gendtipo selvagem de PARP-1 eram portadores
do alelo variante para pelo menos uma das enzimas e que parte dos pacientes infectados com
cepas menos patogénicas possuiam o alelo polimérfico de APE-1, independente do gendtipo
da enzima de reparo associada. Somados, esses dados indicam a relevancia do polimorfismo
da APE-1 no desenvolvimento do cancer gastrico em individuos infectados com cepas menos
virulentas e corroboram com a importancia do genotipo bacteriano, uma vez que, de maneira
geral, individuos com genoétipo selvagem para as enzimas de reparo estudadas desenvolveram
cancer gastrico quando infectados por cepas virulentas.

Palavras-chave: cancer gastrico; enzimas de reparo; Helicobacter pylori; polimorfismo
genético



ABSTRACT

Gastric cancer is the most deadly malignant neoplasia worldwide, with high incidence in Brazil
and Helicobacter pylori infection is a well-established risk factor. Depending on the presence of
virulence genes such as cagA, cagk, vacA and virB1l, H. pylori can cause differentiated
inflammatory responses, with large amounts of nitric oxide (NO) generated primarily by iNOS.
High amount of NO resulting in accumulation of reactive oxygen species can cause DNA
oxidative damage. The genomic integrity is guaranteed by important repair enzymes as: APE-1,
OGG-1 and PARP-1. Genetic polymorphisms that modify the activity of these enzymes may
influence the ability to repair and therefore the host susceptibility to the development of gastric
cancer H.pylori associated. Therefore, the goal of this study was to evaluate the association of the
C150T polymorphism in iNOS, T2197G in APE-1, C1245G in OGG -1 and A40676G in PARP-1
with H.pylori genotype in 109 cases of patients with gastric adenocarcinoma from hospitals in
Fortaleza, Ceard. The identification of polymorphisms was performed by PCR-RFLP and the
detection and genotyping of H.pylori were performed by PCR. The studied polymorphisms
showed the following frequencies: iINOS 78% CC, 21.1% CT and 0.9% TT; PARP-1 69.7% AA
26.6% AG and 3.7% GG to OGG -1 56% CC, 39.4% CG and 4.6% GG and APE-1 38.5% TT,
47.7% TG and 13.8% GG. Valuable to note the low frequency of the homozygous polymorphic
(TT) of INOS and the high frequency of heterozygous (TG) from APE-1. The variant alleles of
INOS and PARP-1 were correlated with subjects < 55 years, suggesting that these polymorphisms
were associated with early development of the neoplasia. Intestinal tumors located in the non-
antrum were correlated with heterozygous genotype of OGG-1 (CG), while diffuse, located on the
body with the AA genotype of PARP-1. H. pylori was detected in 92.6% of cases. The genes
cagA, cagE and virB11 were detected in 65.3%, 50.4% and 60.3% of cases respectively and
vacAs1lml was detected in 72.2%. The cases were also grouped considering the alleles of vacA
and the integrity of the cag-pathogenicity island. Thus, the groups Al and A2, consist of more
pathogenic strains, were observed in 33.6% and 13.8% of patients, respectively. In the individual
analysis of each enzyme, we observed that individuals carrying the variant alleles of APE-1
(TG+GG) were infected with low pathogenic strains (p=0.0422). These low pathogenic strains
were also associated with patients carrying the wild genotype (AA) of PARP-1 (p=0.0396). These
data were confirmed when patients infected with more virulent strains were compared to those
infected with less virulent strains (p = 0.046). Analyzing only the group Al, it was also observed
a correlation of APE-1 (TG) with OGG-1 (CC). When genotypes were combined by considering
only the repair enzymes studied or two by two, it was found that most patients infected with the
wild-type of PARP-1 were carriers of the variant allele for at least one of the enzymes and that
most patients infected with less pathogenic strains possess a polymorphic allele of APE-1,
independent of the genotype associated with the repair enzyme. Taken together, these data
indicate the relevance of the APE-1 polymorphism in the development of gastric cancer in
individuals infected with less virulent strains and corroborate the importance of the bacterial
genotype, since; in general, individuals with wild-type for enzymes repair studied developed
gastric cancer when infected with virulent strains.

Keywords: gastric cancer; repair enzymes, H. pylori, genetic polymorphism
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1 Introducao

1.1 Epidemiologia do Cancer Gastrico

O cancer gastrico € o quinto tipo de cancer mais comum e a segunda causa de mortes
por neoplasias no mundo, apesar da sua incidéncia e mortalidade terem diminuido bastante
nos ultimos 70 anos (CREW e NEUGUT, 2006). Dessa forma, esses tumores representam um
grave problema de saude publica (WEN e MOSS, 2009) que acomete os homens cerca de
duas vezes mais que as mulheres (CESAR et al., 2002). Dados do Instituto Nacional de
Cancer (INCA) mostram que o nimero de casos novos de cancer de estbmago estimados para
0 Brasil, no ano de 2010 é de 13.820 homens e de 7.680 mulheres acometidos. O Nordeste
possui elevada prevaléncia dessa neoplasia, especialmente o estado do Ceara, onde tumores
gastricos representam o0 segundo tipo de cancer mais comum entre 0s homens e o terceiro

entre as mulheres (INCA, 2010).

1.2 Caracteristicas Hitopatoldgicas

O cancer gastrico pode se localizar na regido proximal do estdbmago (cardia, fundo), do
corpo e na porcdo distal (antro, piloro) (Figura 1). Os tumores gastricos proximais tém
aumentado nas ultimas décadas e apresentam um progndstico menos favoravel comparado
aqueles tumores em outros sitios anatbmicos. Diferencas entre o tumor localizado na cérdia e
na regido ndo-cardia sugerem que eles representam doencas distintas com etiologias diferentes

(KONTUREK, et al., 2006).
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Figura 1: Sitios anatdmicos do estémago. Fonte: SABERNAWEB

Microscopicamente, determina-se a classificacdo histoldgica do carcinoma gastrico, a
classificacdo de Lauren, a classificagdo Tumor-Nodo-Metéstase (TNM), e o estadiamento do
tumor.

A classificacdo histolégica do cancer gastrico divide esses tumores em dois tipos
principais: nado-epiteliais e epiteliais. Dentre 0s tumores epiteliais, estdo incluidos os
adenocarcinomas, que representam de 90 a 95% dos tumores gastricos (WERNER et al.,
2001).

Os adenocarcinomas gastricos apresentam uma diversidade de arranjos histoldgicos.
Assim, baseado em aspectos morfoldgicos, varios sistemas de classificacdo histolégica tém
sido propostos, no entanto, a classificagdo mais comumente utilizada nos paises ocidentais é a
classificacdo de Lauren (1965), que divide o adenocarcinoma gastrico em dois tipos
histologicamente distintos: o tipo intestinal e o tipo difuso (Figura 2). Esses exemplares
histologicos diferem entre si com relagdo as caracteristicas epidemioldgicas e prognosticas

(BORK e BARONE, 2007; ESPEJO e NAVARRETE, 2003; IARC,2000).
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O adenocarcinoma do tipo intestinal em geral apresenta-se moderadamente ou bem
diferenciado, mostrando microscopicamente um padrdo glandular semelhante & mucosa
intestinal, com células coesas que formam estruturas tubulares, comumente acompanhado por
formagdo papilar ou componentes solidos. Em contraste, o subtipo difuso, de pior
progndstico, consiste em células pobremente coesivas resultando em pequenos grupos ou
mesmo em células tumorais solitarias, sem formacédo de estruturas glandulares, apresentando

algumas vezes um vacuolo citoplasmatico claro (WU, et al., 2006; HARTGRINK, et al.,

2009).

Figura 2: Adenocarcinoma gastrico [A] tipo intestinal Fonte: HARTGRINK, et al., 2009 e [B] tipo difuso Fonte:
ESPEJO e NAVARRETE, 2003

Existem dois sistemas principais usados para classificar o estadiamento do cancer
gastrico: o da "Japanese Classification of Gastric Cancer" (JCGC) e o Tumor-Nodo-
Metastase (TNM) da “International Union Against Cancer” (UIAC) (HARTGRINK, et al.,
2009). Na classificacdo patoldgica pTNM, resultante da avaliacdo patoldgica dos espécimes
retirados cirurgicamente ou a partir de bidpsias, sdo avaliados parametros como a
profundidade do tumor (T), a presenca de linfonodos comprometidos (N), e a presenca de

metastases a distancia (M). Tabela 1 (WERNER et al., 2001).
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Tabela 1: Definicdo do TNP patolégico®

Tumor Primario (pT)
TX Tumor primario ndo pode ser avaliado
TO Sem evidéncia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumorinvade a lamina prépria ou submucosa
T2 Tumor invade a muscular prépria ou subserosa
T2a Tumor invade a muscular prépria
T2b Tumor invade subserosa
T3 Tumorinvade a serosa sem invadir estruturas adjacentes
T4 Tumor invade estruturas adjacentes
Linfonodos Regionais (pN)
NX Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Sem metastase para linfonodos regionais
N1 Metdstase em 1 a 6 linfonodos regionais
N2 Metastase em 7 a 15 linfonodos regionais
N3 Metastase em mais de 15 linfonodos regionais
Metastase a distancia (pM)
MX Presenca de metastase a distdncia ndo pode ser avaliada
MO Sem metastase a distancia
M1 Com metdstase a distancia

raduzido de IARC 2000.

Baseado nesta classificacdo é estabelecido o estadiamento do tumor, classificado em
quatro estadios (I - V). Os estadios | e 1l podem ser agrupados como de baixo grau, enquanto
Il e IV s&o denominados de alto grau, os quais compreendem cerca de 65% de todos os

tumores e apresentam um pior progndstico (Tabela 2) (WERNER et al., 2001).

Tabela 2: Agrupamento por Estadiamento*

Estadiamento Combinacées TNM
0 Tis NO MO
1A T1 NO MO
1B T1 N1 MO
T2a/b NO MO
I T1 N2 MO
T2a/b N1 MO
T3 NO MO
1A T2a/b N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO MO
1B T3 N2 MO
v T4 N1-3 MO
T1-3 N3 MO

Qualquer Qualquer M1

"Traduzido de IARC 2000.
O céncer géstrico tem etiologia multifatorial, sendo que a associagdo com a infecgao
causada pela bactéria Helicobacter pylori (H. pylori) é bem estabelecida, sendo fortemente

aceito que esse microorganismo € o principal iniciador da inflamagdo e das alteragdes
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atroficas na mucosa géastrica, e é considerado pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
como carcindgeno tipo | desde 1994 (KONTUREK, et al., 2006).

Assim, o desenvolvimento e a progressdo do cancer gastrico caracterizam um processo
multifatorial e bastante complexo, no qual, segundo o conceito original proposto por Correa
(1992), a infec¢do por H. pylori dirige uma sequéncia de lesGes precursoras caracterizadas por
uma cascata de mudancas na mucosa gastrica que progridem a partir da mucosa normal,
evoluindo para gastrite cronica, desenvolvendo-se, posteriormente, em gastrite atrofica com
metaplasia intestinal, culminando com displasia e, por fim, com céncer gastrico do tipo
intestinal (Figura 3). Segundo esse modelo, este seria o0 tipo histolégico mais associado a
infeccdo por H. pylori; outros estudos, porém, nao encontraram diferenca significativa no que
se refere a prevaléncia de H. pylori entre os tipos intestinal e difuso (PARSONNET et al.,
1991; BURUK et al., 1993; HANSSON et al 1995). Entretanto, os mecanismos exatos pelos

quais H. pylori atua ainda sdo pouco conhecidos.

e
elicobacter py _“_‘-—-"“‘-—-———. /

lori
— \Gaﬂﬁb& Cronica
Defeitos
Geneticos
. Epige neticos . /:’
Gastrite Atrofica

N 't:'"“'“' N ‘——-—_\_\_Tetaplaﬁialntemnal
[antioxidantes /

ntes)... Defeitos Genéticos
Displasia
Cancer Gastrico
[Tipo Intestinal} )
Cancer Gastrico
(Tipo Difuso)

Figura 3: Esquema do modelo de carcinogénese gastrica sugerido por Correa (Traduzido de Correa, 1992)
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1.3 Helicobacter pylori (H. pylori)

A bactéria H. pylori foi descrita em 1983 por Robin Warren e Barry Marshall, que
ganharam o Prémio Nobel em 2005 por essa descoberta. Essa bactéria é caracterizada como
gram-negativa, microaerofilica, flagelada, espiralada e curvada. Apresenta de 0,5 a 0,9um de
largura e 2 a 4um de comprimento. Essa espécie esta classificada no Dominio Bacteria, filo
Proteobacteria, classe Epsilonproteobacteria, na ordem Campylobacterales, na familia
Helicobacteraceae e no género Helicobacter (GOODWIN, et al., 1989; OWEN, 2001;
MONTECUCCO e RAPPUOLI, 2001; NCBI). Essa bactéria tem sido descrita em forma de
bacilo ou espiralada nas quais se divide ativamente, ou na forma cocoide que néo é cultivavel,
embora seja viavel (LIU, et al., 2006).

H. pylori coloniza o estdmago de mais de 50% da populagcdo mundial, ou seja, mais de
3 bilhGes de pessoas (Tabela 3) e a colonizagcdo geralmente ocorre durante a infancia. Este
microorganismo € considerado um dos mais bem sucedidos patégenos bacterianos e tem-se
sugerido que H. pylori provavelmente parasita o ser humano ha dezenas de centenas de anos
e, como patodgeno, apresenta um modo de ac¢do lento (SUERBAUM e JOSENHANS, 2007),
cujas vias de transmissdo ndo sdo completamente entendidas, sendo aceitas: (1) a via fecal-
oral, caracteristica de paises em desenvolvimento, na qual a &gua poderia ser o veiculo; e (2) a
via gastro-oral e oral-oral, prevalente em paises desenvolvidos (LEHOURS, et al., 2007;
KHALIFA et al., 2010).

A alta prevaléncia mundial da infeccdo tem estimulado o desenvolvimento de varios
métodos para o diagndstico da infeccdo por H. pylori. Tais métodos classificam-se como
invasivos ou ndo invasivos (CEREZO, et al., 2006). Existem pelo menos sete ensaios

diagnosticos para deteccdo desse microorganismo (Tabela 4).
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Tabela 3: Exemplos de diferencas na prevaléncia de H. pylori dentro e entre paises representando

paises desenvolvidos e em desenvolvimento®

Pais Numero de casos Faixa etdria Prevaléncia
estudados
Brasil
Rural 40 (criangas) <20 anos 77,5%
Urbano 164 (adultos) 20-90 anos 84,7%
Comunidade Urbana 363 > 20 anos 63,4%
Pobre
Colombia (rural) 684 2-9 anos 69%
China
Sudeste da China 1727 N/A 44,2%
Hong Kong 397 36-65 58,6%
Egito
Alexandria (Nordeste) 169 maes N/A 88%
169 criangas <1 ano 13%
1,5 anos 25%
Cairo (central) 52 < 6 anos 33%
56 >6 anos 60%
india 238 3-70 anos 79%
México 11605 20-90 anos 66%
Nepal (rural) 1142 4-93 anos 56,8%
Peru 407 2meses-12 anos 48%
104 0-17 50%
Russia 213 20-75 anos 88%
Arabia Saudita 557 5-10 anos 40%
> 20 anos 70%
Taiwan 823 1-40 anos 54%
Paises Desenvolvidos
Australia 273 19-47 anos 23%
Dinamarca 3589 30-60 anos 25,9%
Alemanha 260 18-61 anos 39,2%
Israel (rural) 377 30-90 anos 72%
Japao 4361 19-69 anos 30%
Holanda 254 11-89 anos 27,2%
Nova Zelandia 579 40-64 anos 56%
Espanha 332 >18 anos 43%
Coréia do Sul 161 20-75 anos 75%
Suica 176 10-20 anos 7,3%
Reino unido
Inglaterra 267 >18 anos 41%
Irlanda do Norte 4742 12-64 anos 50,5%
Estados unidos
Carolina do Sul 938 soldados do exército 17-26 anos 26%
324 negros 44%
47 espanhdis 38%
536 brancos 14%
Califérnia 556 20-39 anos 27%
Texas 246 negros 15-80 anos 70%
239 brancos 34%

! Traduzido de: KHALIFA et al., 2010
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Tabela 4: Vantagens e desvantagens de alguns testes diagnaésticos de H. pylori

Método

Vantagens

Desvantagens

Refs.

Cultura bacteriana
(coldnias pequenas,
acinzentadas, translucidas
e fracamente B-
hemoliticas);

Teste rapido da uréase;

Teste respiratdrio com
ureia marcada com
carbono 13;

Histologia;

Teste do antigeno fecal;

Sorologia;

Reac¢do em cadeia da
polimerase (PCR);

O isolamento da cepa;

Rapido;
Barato;

Nao Invasivo;
Réapido;
Barato;

Barato;

N3o invasivo;
Relativamente barato;
Sensivel (92-94%) e
Especifico (92-95%) para
individuos ndo tratados;

Alta Sensibilidade quando o
nlmero de organismos
presente é pequeno;
N3o Invasivo;

Alta Sensibilidade quando o
ntmero de organismos
presente é pequeno;
Rapido;
Altamente Sensivel;
Altamente Especifico;
Realizavel em material
fresco, bem como em
parafina

Invasivo;

Baixa Sensibilidade quando
o numero de organismos
presente é pequeno;
Dificuldade em se cultivar
devido a sua natureza
fastidiosa e crescimento
lento;

Invasivo;

Baixa Sensibilidade quando
o numero de organismos
presente é pequeno;
Pode ndo ser especifico na
presenca de outras
bactérias urease-positivas;

Baixa Sensibilidade quando
o numero de organismos
presente é pequeno;

Baixa Sensibilidade quando
o nuimero de organismos
presente é pequeno;
Invasivo;

Baixa Sensibilidade (40%)
cerca de quatro semanas
apos a erradicagdo da
bactéria;

Pode ndo diferenciar a
infeccdo ativa de uma
infecgdo passada;
Especificidade 83%

Invasivo;

KONEMAN 2008; HE,

et al., 2002
HE, et al., 2002;
HE, et al., 2002;
HE, et al., 2002;

CARTAGENES, et al.,
2009; HE, et al., 2002;

WGO, 2006; HE, et al.,
2002;

HE, et al., 2002;
FRANCISCO-JUNIOR,
et al., 2004

Dentre esses testes, destaca-se a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), uma técnica

altamente sensivel, detecta de maneira especifica seqiiéncias de acidos nucléicos da bactéria

(HE, et al, 2002; KONEMAN, 2008; CARTAGENES, et al., 2009; WGO, 2006;

FRANCISCO-JUNIOR, et al., 2004).
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1.3.1 Helicobacter pylori e a Colonizacéo

Desde que H. pylori foi descrita, varios estudos tém sido feitos no sentido de
determinar a patogenicidade deste microorganismo e sua relacdo com distarbios gastricos,
dentre eles o cancer de estomago (LADEIRA et al., 2003) ficando evidente que fatores
ambientais, genéticos (do hospedeiro) e aspectos bacterianos (relacionados a viruléncia da
cepa infectante), estdo associados com o aumento da intensidade da inflamagéo e,
consequentemente, com o aumento do risco de desenvolver esta neoplasia (HARTGRINK, et
al., 2009).

Assim, observou-se que para o sucesso da infec¢do por H. pylori, interagem varios
fatores bacterianos. Dentre eles, a enzima urease ¢ um fator de vital importancia para a
colonizacéo, pois Ihe permite resistir e se adaptar ao &cido cloridrico, sobrevivendo a acidez
gastrica e atravessando o liumen do estbmago. Essa enzima converte a uréia, presente em
condices fisioldgicas no suco gastrico, em amonia e bicarbonato (TOMBOLA et al., 2001)
promovendo a alcalinizagdo local e resultando no aumento do pH periplasmatico e do
microambiente préximo, prevenindo acimulo toxico de uréia dentro da bactéria e protegendo
esse patdgeno dos efeitos deletérios do pH é&cido do estdmago (Figura 4) (WEEKS e SACHS,
2001). Para a colonizacdo, a bactéria precisa atravessar a camada de muco que protege o
epitélio gastrico. Assim, lipases e proteases sintetizadas por H. pylori degradam essa camada
facilitando a etapa de colonizacdo. Além disto, H. pylori move-se facilmente devido a sua
morfologia em espiral e aos seus flagelos, atravessando a camada de muco e estabelecendo
intimo contato com as células epiteliais de revestimento (LADEIRA et al., 2003). Os fatores
de aderéncia da bactéria contribuem para a sua fixacdo ao epitélio gastrico favorecendo

também o processo de colonizagdo (PRINZ et al., 2001).
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Figura 4: Helicobacter pylori a) Micrografia eletrénica b) Representacdo esquemética mostrando a forma,
flagelo polar, uréase, canal de uréia e a produgdo de amonia, a qual neutraliza o ambiente acidico
em amarelo, o citosol e 0o ambiente imediatamente ao redor da bactéria (azul). (Traduzido de
MONTECUCCO e RAPPUOLL, 2001)

1.3.2 Variabilidade Genética e Patogenicidade

O genoma de H. pylori é relativamente pequeno, com aproximadamente 1,4 — 1,73
Mb; exibe porém, uma notavel variabilidade genética entre as cepas, 0 que pode acarretar
respostas distintas do hospedeiro, de maneira que algumas cepas bacterianas podem causar
resposta inflamatéria mais severa que outras (ZAWILAK e ZAKRZEWSKA-
CZERWINSKA, et al., 2001; LADEIRA et al., 2003). Assim, apenas uma pequena
porcentagem da populacdo colonizada (2-5%) progride para cancer gastrico, enquanto que a
maioria exibe lesGes benignas assintomaticas (RAMIREZ RAMOS e SANCHEZ SANCHES,
et al., 2008).

Um fator importante na viruléncia de H. pylori é o gene vacA (vacuolating cytotoxin
A), presente em todas as cepas de H. pylori. Este gene codifica uma potente toxina

vacuolizante que é secretada no espaco extracelular e é internalizada por endocitose pela
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célula do hospedeiro, induzindo alteragdes nas juncOes celulares e a formagdo de largos
vacuolos intracelulares, culminando com a morte celular (Figura 5) (MONTECUCCO e

RAPPUOLLI, 2001; FUKUTA, et al., 2002).

Endossomo

Figura 5: Modelo das alteracGes celulares induzidas pela cititoxina VacA. A) A toxina é um oligbmero. B) Ela
se liga a porcéo apical das células epiteliais e se insere na membrana plasmatica, formando um canal
seletivo hexamérico de baixa condutancia. Estes canais liberam bicarbonato e &nions orgéanicos do
citosol favorecendo o crescimento bacteriano. Os canais de toxina sdo lentamente endocitados e
formam o compartimento endossomal, aumentando a sua permeabilidade a &nions que se acumulam
no endossomo e favorece o influxo de dgua inchaco da vesicula, um passo essencial na formagao do
vaclolo. Po um mecanismo ainda ndo identificado, a toxina VacA altera as juncGes celulares e
aumenta a permeabilidade a ferro, niquel e outros nutrientes esséncias para o crescimento de H.
pylori na mucosa subjacente. (Traduzido de MONTECUCCO e RAPPUOLL, 2001)
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VariagBes alélicas especificas do gene vacA exibem diferentes niveis de atividade da
toxina e sdo associados a diversos riscos de doencas gastrintestinais. A regido sinal (s) deste
gene codifica parte do peptideo sinal da citotoxina e a por¢do N-terminal, enquanto a regido
do meio (m) codifica parte da subunidade C-terminal. Existem dois tipos de regido sinal (sl e
s2) e da regido do meio (ml e m2); e as diferentes combinacdes possiveis entre esses alelos
causam diferencas na atividade vacuolizante individual de cepas de H. pylori (ATHERTON et
al., 1995). As cepas portadoras do genétipo vacA slml produzem grande quantidade de
citotoxina, enquanto as cepas s1lm2 produzem quantidade moderada e as cepas s2m2, pouca
ou nenhuma citotoxina (SUGIMOTO e YAMAOKA, 2009). Foi reportado na literatura que a
combinacdo s2ml ocorre de maneira rara, sugerindo que os portadores desses alelos sofrem
desvantagem seletiva que compromete a viabilidade bacteriana; embora os fatores que
determinam essa desvantagem ndo tenham sido identificados (DE FRANCESCO et al., 2008)

Um dos principais determinantes da viruléncia de H. pylori € a ilha de patogenicidade
cag (cag-PAl) (FIGURA 6), que comporta cerca de 31 genes, alguns dos quais estdo
envolvidos em codificar componentes do sistema de secrecdo do tipo IV (FUKUTA, et al.,
2002). Esse sistema de secrecdo atua como agulha e serve para injetar moléculas efetoras da
bactéria na célula hospedeira, permitindo que este microorganismo module vias do
metabolismo celular do hospedeiro (COVACCI et al. 2000). Dentre os genes da ilha, destaca-
se 0 gene cagA (cytotoxin associated gene A), localizado na extremidade direita da ilha e
considerado marcador de integridade de cag-PAl. Esse gene codifica uma proteina de mesmo
nome, altamente imunogénica (SUGIMOTO e YAMAOKA, 2009). Foi relatado inclusive,
gue individuos infectados com cepas cagA(+) tém probabilidade trés vezes maior de
desenvolver cancer gastrico do que aqueles infectados por cepas cagA(-) (DING, et al., 2004).
Na infeccdo crénica com cepas cagA(+), as células epiteliais gastricas sdo continuamente

expostas a injecdo desta proteina, que € transportada via sistema de secrecdo do tipo 1V para a
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célula hospedeira, onde desregula a sinalizacdo intracelular provocando alteracBes no
citoesqueleto, que resultam no fenoétipo hummingbird (REYES-LEON, et al., 2007), e

destroem a arquitetura epitelial normal.
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Figura 6: llha de patogenicidade contendo genes que mostram marcante variagdo de sequéncia. As proteinas
codificadas pelos genes da ilha estdo envolvidas em dois processos principais: a inducdo da
producdo de interleucina-8 (IL-8) pelas células epiteliais gastricas e a translocacdo de CagA da
bactéria para a célula do hospedeiro. Todos os genes representados por setas em tons escuros de
vermelho e verde indicam genes que sdo essenciais para indugdo de IL-8; considerando os tons mais
claros de vermelho e verde, indicam 0s genes que ndo estdo envolvidos neste processo. As setas
marcadas com um ponto vermelho indicam os genes que ndo sdo necessarios para a translocacéo de
CagA, os genes ndo marcados, sdo essenciais para a translocacdo. Traduzido de SUERBAUM e
JOSENHANS (2007)

Outros dois genes da ilha de patogenicidade com alta freqiiéncia nas cepas
relacionadas com o céncer gastrico sdo cagE e virB11(LIMA, et al., 2010). cagE (cytotoxin
associated gene E), localizado no lado direito da ilha, € associado a construcao do sistema de
secrecdo do tipo IV. Também foi relatado que cagE estd associado a inducdo de IL-8 em
células epiteliais gastricas, além de ter sido considerado como melhor marcador de

integridade cag-PAI (OWEN et al., 2001; FUKUTA et al., 2002; SOZZI et al., 2005).
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virB11, localizado do lado esquerdo da ilha, codifica a proteina VirB11 que apresenta
estrutura composta por 6 mondmeros que além de exibir atividade de ATPase, compbe
juntamente com outras proteinas o sistema de secrecdo do tipo IV (Figura 7) (BACKERT et

al., 2008; NGUYEN et al., 2008).

Parede

sglulzr

H. pylori
Sistemade Secrecdo doTipo IV

CélulaEpitelial Gastrica

AT e T A
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caPerturbacdo da sinalizagdo
intracelular

Figura 7: Entrega de cagA as células epiteliais gastricas via sistema de secre¢do do tipo 1V. As proteinas
compondo este sistema sdo codificadas pelos genes presentes na cag-PAl. No interior da célula
epitelial gastrica, cagA é fosforilada e perturba a sinalizagdo intracelular (Traduzido de
HATAKEYAMA, 2009)

1.4 Infeccdo por H. pylori e resposta do hospedeiro

Uma vez instalada a infeccdo por H. pylori, o hospedeiro gera uma resposta
imunoldgica na qual ha predominio da produgdo de anticorpos e de citocinas, contribuindo
para o processo inflamatério (LADEIRA et al., 2003). Os fatores de viruléncia (cagA, cagE e
vacA) aumentam a inflamacdo da mucosa gastrica e induzem a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias, como IL-1, IL-8 e Fator de Necrose Tumoral (TNF)-a (SUGIMOTO e
YAMAOKA, 2009). Uma associacao entre inflamag&o cronica e 0 aumento do risco de cancer

ja foi, inclusive, estabelecida (BARTSCH, 2006).
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No processo inflamatorio, gerado em resposta a infeccdo por H. pylori, ocorre o
recrutamento de diferentes fagocitos, tais como neutréfilos, macréfagos e eosindfilos, para o
local da injdria onde geram mediadores, como o éxido nitrico e espécies reativas do oxigénio

(ROS), em resposta a produtos da parede celular bacteriana.

1.4.1 O oxido nitrico como mediador da resposta do hospedeiro

O Oxido Nitrico (ON) é um gas envolvido em muitos processos fisioldgicos dos
mamiferos, incluindo a neurotransmissdo, o controle da pressdo sanguinea, a inflamacéo, as
reacbes imunoldgicas e os mecanismos de defesa contra microorganismos (acéo
antibacteriana, antiparasitica e antiviral). Entretanto, dependendo da quantidade gerada, esse
géas pode levar a morte celular e a danos teciduais decorrentes do acimulo de espécies reativas
do oxigénio (ROS), de maneira que o descontrole na sintese de ON esta relacionado a origem

de vérias patologias, incluindo o cancer (COSTA, et al., 2003).

1.4.2  Oxido Nitrico Sintetase induzivel (iNOS)

Em mamiferos, trés isoformas de 6xido nitrico sintetases foram identificadas. NOS |
(NOSL1, ncNOS), NOS 11 (NOS2, iNOS) e NOS 11l (NOS3, ecNOS), as quais sao codificadas
por trés genes distintos. As isoformas NOS | e NOS Ill sdo constitutivamente expressas e
reguladas por Ca?* e calmodulina, sintetizando éxido nitrico (ON) por curtos periodos. Por
outro lado, a expressdao da isoforma NOS Il é induzida pela combinacdo de
lipopolissacarideos e de certas citocinas. Sua atividade é grande ou completamente
independente de Ca** e apresenta papel de destaque na resposta inflamatdria, uma vez que o
oxido nitrico € sintetizado, principalmente por esta enzima, por longos periodos

(FORSTERMANN et al., 1998; COSTA, et al., 2003; GOTO et al., 2006).
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O gene de INOS localiza-se no cromossomo 17q11.2-q12 (Figura 8), apresenta um
tamanho de 43.763pb, composto por 27 éxons e codifica uma proteina de 131.117Da,
composta por 1153aa (UCSC-Genome Bioinformatics; Genecards V3). Esse gene apresenta
outras designa¢des como, NOS tipo |1, hepatdcito NOS e 6xido nitrico sintetase 2A (NOS2A).

Jé& foi demonstrado que durante a fase inicial da infeccdo por H. pylori ocorrem altos
niveis de expressdo de iINOS e de danos oxidativos no DNA das células da mucosa gastrica
(CHANG, et al., 2004; LADEIRA et al., 2003) em decorréncia do acumulo de ROS.
Demonstrou-se, ainda, que a propria H. pylori gera ROS por meio de seu metabolismo,
levando a altas concentracdes dessas moléculas nas células epiteliais gastricas (DING et al.,
2004; NAGATA et al., 1998).

ROS sdo geradas em niveis normais endogenamente na respiracdo, durante o
metabolismo celular aerdbico, na resposta inflamatodria, e na exposicdo a diversos agentes
quimicos e fisicos. No entanto, essas moléculas sdo instaveis e reagem com lipidios, proteinas
e acucares, aléem do DNA, causando danos as células do hospedeiro por bloquear a replicacgéo,
podendo ser citotoxicas e mutagénicas (Figura 9) (LU et al., 2001; LADEIRA et al., 2003;

DING, et al., 2004).
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Figura 8: Ideograma representativo da localizagdo do gene [a] PARP-1, [b] OGG-1, [c] APE-1 e [d] iNOS, nos
cromossomos humanos. Fonte: NCBI
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1.4.3 Danos ao DNA e sistema de reparo na infeccédo por H. pylori

O dano oxidativo ao DNA é a principal causa de mutacdo em organismos vivos (LU et
al., 2001). Destes danos, podem resultar varios tipos de lesdes, dentre elas a oxidacdo da
guanina, gerando 8-oxo-7,8-diidroguanina (8-oxoG); as lesBGes apurinicas/apirimidicas do

DNA e a quebra da fita de DNA.

Infeccdo por H. pylori
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Figura 9: Esquema patogenético da carcinogénese gastrica (Traduzido de MONTECUCCO e RAPPUOLL,
2001)

A retirada de bases danificadas ou improprias pelo sistema de reparo gera sitios
apurinicos/apirimidinicos (sitios AP). Esses sitios também podem se formar espontaneamente
e constituem lesdes potencialmente mutagénicas e letais por bloquear a replicagdo e a

transcrigéo.
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Adicionalmente, a retirada dos sitios AP pelas enzimas especificas geram quebras da
fita de DNA (BOITEUX e GUILLET, 2004), podendo ser simples (SSB “single strand
breaks”) ou duplas (DSB “double strand breaks”). Ambas constituem lesdes que também
precisardo ser reparadas (LU et al., 2001; DAVID, 2007).

Os danos ao DNA causados pelo estresse oxidativo sdo ocorréncias constantes, mesmo
na fisiologia normal da célula, de modo que a frequéncia desses danos tem sido estimada em
10” lesBes/célula/dia em humanos. Assim, essas lesdes requerem um reparo continuo (LU et
al., 2001; KALPPINEM, 2007). Nesse sentido, a célula dispde de enzimas apropriadas que
visam garantir a integridade gendmica, a fidelidade da informacéo génica e a protecdo da
célula contra a morte (GURUSAMY, et al., 2007).

Sé&o vérias as vias de reparo existentes, tais como o reparo por excisdo de bases (BER
— “Base excision repair”), por excisdo de nucleotideos (NER — “nucleotide excision repair”),
de bases mal pareadas, por recombinacdo homologa e recombina¢do ndo-homologa. Dessas, 0
BER constitui 0 mecanismo de protecdo mais importante em resposta ao dano oxidativo ao
DNA (LU et al., 2001). Das enzimas importantes nessa via de reparo, destacam-se a
Endonuclease apurinica/apirimidinica 1 (APE-1), a 8-oxoguanina DNA glicosilase (OGG-1) e
a Poli (ADP-Ribose) Polimerase-1 (PARP-1).

As enzimas chave no processo de reparo por excisdo de base sdo as DNA glicosilases,
responsaveis pelo reconhecimento da base aberrante e pela clivagem da ligacdo dessa base
com a desoxirribose. Essa desoxirribose livre da base aberrante é clivada em seguida por uma
endonuclease apurinica/apirimidinica (APE) na por¢do 5’ do agticar. O defeito resultante, em
fita Gnica, € reparado frequentemente pela DNA polimerase 3, e as pontes fosfodiéster sdo

entdo reparadas pela DNA ligase Il (Figura 10).
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Figura 10: Esquema representativo do Reparo por Excisdo de Base (CASTRO-JUNIOR, 2009).

1.4.4 8-oxoguanina DNA glicosilase-1 (OGG-1)

A principal enzima OGG em leveduras e em mamiferos € a OGG1, também conhecida
como 8-hidroxiguanina DNA glicosilase, AP liase ou N-glicosilase/DNA liase. Em humanos,
0 gene desta enzima localiza-se no cromossomo 3p26.2 (Figura 8) e apresenta um tamanho de
7.460pb, composto por 7 éxons e codifica uma proteina de 38.782Da, composta por 345aa
(UCSC-Genome Bioinformatics; Genecards V3).

As 8-0xoG glicosilases sdo responsaveis por reconhecer e retirar 0 produto da
oxidagdo da guanina (8-0xoG), considerado o0 mais estavel e deletério conhecido, causado
pelo dano oxidativo ao DNA (LU et al., 2001), protegendo assim, as células dos efeitos
mutagénicos desse produto. Sem a remoc¢do do 8-0x0G, que é semelhante estruturalmente a
timina, ocorreria 0 pareamento com a adenina, formando o par de bases 8-0x0G:A, em
substituicdo ao pareamento normal G:C (DAVID, 2007).

OGG-1 apresenta atividade bifuncional: atividade de DNA glicosilase, removendo o
dano 8-0xoG do DNA, e de AP-endonuclease, promovendo a clivagem de sitios abasicos no

DNA.

1.4.5 Endonuclease apurinica/apirimidinica 1 (APE-1)
APE-1 é a principal AP endonuclease humana com atividade para processar sitios AP.
Essa enzima também pode ser designada como APE, APEN, APEX, APX, HAP1 e REF1. O

gene que codifica esta endonuclease localiza-se no cromossomo 14q11.2-q12 (Figura 8)
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apresenta um tamanho de 2.636pb, composto por 5 éxons e codifica uma proteina de
35.555Da, composta por 318aa (UCSC-Genome Bioinformatics; Genecards V3). Trata-se de
uma proteina multifuncional que desempenha papel essencial na homeostase celular, tendo
sido reportado inclusive, que dele¢cdes homozigotas do gene de APE-1 sdo embriologicamente
letais. E expressa em células normais do epitélio gastrico, sendo encontrada tanto no ndcleo
quanto no citoplasma (DING et al., 2004).

APE-1 participa da regulagdo redox de varios fatores de transcricdo como ativador de
proteinas (AP)-1, Fos, Jun, Fator Nuclear (NF)-kB, Myb, p53 entre outros. Somado a isso,
APE-1 age como um fator regulador negativo do seu préprio gene (DING et al., 2004).

No reparo, APE-1 possui funcdo de AP endonuclease, com a qual inicia o reparo dos
sitios AP e com a funcdo de fosfoesterase agregada, ela repara a quebra na fita do DNA (LU
et al.,, 2001; DING et al., 2004). Quando ligada a dupla hélice, essa enzima interage com
varias outras, como a DNA polimerase 3, DNA ligase 1 e proteina XRCC1, a qual forma um
heterodimero com ligase Il e interage com a enzima Poli (ADP-ribose) polimerase (PARP)
(LU etal., 2001).

Foi demonstrado que H. pylori e ROS aumentam a expressdo de APE-1 em células
epiteliais gastricas isoladas de individuos cronicamente infectados com essa bactéria, bem
como em células cultivadas in vitro (DING et al., 2004). Assim, OGG-1 e APE-1 sdo enzimas
gue desempenham um papel central na via de reparo por excisdo de base (RUYCK, et al.,

2007).

1.4.6 Poli (ADP-ribose)polimerase-1 (PARP-1)

A enzima PARP-1, também designada PARP, PPOL, ADPRT, ADPRT1, PARP-1,
pADPRT-1 ou PARP1, é uma enzima associada a cromatina que & composta por trés
dominios: de ligagdo ao DNA, de automodificacdo e de ligacdo a NAD (ZHANG et al., 2009).

O gene dessa enzima localiza-se no cromossomo 1g41-g42 (Figura 8) apresenta um tamanho
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de 47.409pb, composto por 23 éxons e codifica uma proteina de 113.084Da, composta por
1014aa (UCSC-Genome Bioinformatics; Genecards V3). Trata-se de uma proteina altamente
conservada, abundante e constitutivamente expressa, envolvida na modificagdo e remodelacao
da cromatina (HASSA et al., 2005; BERTRAM e HASS, 2008).

PARP-1 ¢ ativada pelas quebras (simples ou duplas) na fita de DNA. Dessa maneira, a
funcdo normal de OGG-1 (gerando sitio AP pela remogdo do 8-0xoG) estd associada a
ativacdo de PARP-1 em situagOes relacionadas ao elevado estresse oxidativo (MABLEY, et
al., 2004). Foi reportado que ratos com o gene dessa enzima deletado mostram alta
susceptibilidade a carcinogénese induzida por agentes alquilantes (ZHANG et al., 2009).

Uma vez ativada pelos danos no DNA, PARP-1 é responsavel por uma série de
funcBes celulares, tais como: sintetizar e transferir polimeros de ADP-ribose para proteinas
alvo, atuar na regulacdo da resposta inflamatdria, na morte celular e facilitar e regular o reparo
do DNA mantendo a integridade genémica, desempenhando, assim, importante papel no BER
(GONZALES-REY, et al., 2007; KALPPINEM, 2007; ZHANG et al., 2009).

A maneira como PARP-1 facilita o reparo do DNA ainda ndo esta elucidada, porém ja
estd estabelecido que ela cataliza poli-ADP-ribosilacdo (Figura 11) de proteinas, como
histonas, cuja ribosilacdo confere uma carga negativa a essas proteinas, de maneira que elas se
repelem do DNA, gerando um relaxamento da cromatina local, deixando o material genético
mais acessivel a acao de proteinas de reparo (KALPPINEM, 2007). Além das histonas, outras
proteinas, como p53, DNA ligases, DNA polimerases, AP-endonuclease e a propria PARP-1,
também sdo poli-ADP-ribosiladas em rea¢6es que usam a nicotinamida adenina dinucleotideo
(NAD) como substrato (ZHANG et al., 2009; BERTRAM e HASS, 2008). Subsequentemente
ao reconhecimento por PARP-1, do DNA danificado, um complexo de alerta é formado
composto por varias moléculas para iniciar uma cascata de sinalizacdo (BERTRAM e HASS,

2008).
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Figura 11: Esquema ilustrativo da poli(ADP)-ribosilacdo no reparo de DNA. [A] Esquema da coenzima
respiratoria nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD+); [B] A formacéo de quebras no DNA
ativam as PoliADP-ribose-polimerases (PARP1 e PARP2) que catalisam a polimerizacdo de ADP-
ribose (bolha azul) usando como substrato o NAD+, com a liberacdo da nicotinamida e
posteriormente fixando varias moléculas de ADP-ribose em proteinas-alvo (Traduzido de
POURQUIER, 2006)

1.5  Polimorfismos de um Unico Nucleotideo (Single nucleotide polymorphisms —
SNPs) em Genes de Reparo e de Sintese do Oxido Nitrico e sua Associacdo com o
Cancer Gastrico

Muitos pesquisadores vém propondo a existéncia de interacdo entre os diferentes
mecanismos de reparo de DNA, sugerindo-se que apesar de existir afinidades por
determinadas lesdes, os diferentes mecanismos de reparo de DNA trabalham de uma forma
bastante integrada (BERRA e MENCK, 2006). No entanto, apesar de as estratégias de reparo
serem teoricamente eficientes, o equilibrio entre a geracdo de ROS e a atividade adequada do

sistema de reparo é o que garante a integridade da informacédo genética. Assim, a geracdo de
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altas quantidades de ROS ou de enzimas com atividade de reparo comprometida pode alterar
esse equilibrio, contribuindo para o acimulo de danos no DNA (BERTRAM e HASS, 2008).

Mudancas na atividade enzimética podem ser decorrentes de polimorfismos genéticos,
sendo que os genes chamados polimoérficos apresentam variantes alélicas com frequéncia
superior a 1%. Estima-se que cerca de 90% das variagdes de sequéncias em seres humanos
sdo causadas por polimorfismos de substituicdo da base nitrogenada de um Unico nucleotideo
(Single Nucleotide Polymorphisms — SNPs). Quando ocorre em regides génicas codificantes,
0s SNPs podem ser sinénimos (ndo causam a mudanca de um aminoécido) ou ndo-sinénimas
(quando um aminoacido é alterado) (HUNT et al.,, 2009). Tem sido reportado que
polimorfismos nos genes de reparo podem ser associados com diferencas na capacidade de
reparar o DNA, influenciando, portanto, a susceptibilidade individual ao estresse oxidativo e a
progressdo maligna (HUNG et al., 2005).

Tem-se dado muita atencdo ao papel dos polimorfismos em genes de reparo do DNA
que resultam em variacBes na capacidade de corrigir o erro, influenciando o risco de cancer,
contribuindo, inclusive, na etiologia do cancer gastrico. No entanto, as informacGes neste
ambito ainda sdo escassas (CAPELLA et al., 2008).

Assim, dentre outros polimorfismos existentes no gene de OGG-1, o polimorfismo
Ser326Cys é comum na populacdo e tem sido estudado em uma variedade de canceres (PAZ-
ELIZUR et al., 2006). Esse polimorfismo é o resultado da mudanca do nucleotideo 1245 C -
G no cddon 326 do éxon 7, ocorrendo substituicdo do aminoacido Serina por Cisteina
(GOODE et al., 2002; SUGIMURA et al., 1999), sendo associado a diminui¢do da capacidade
de reparo do DNA (RUYCK, et al.,, 2007), implicando em acumulo de 8-0x0G,
consequentemente promovendo instabilidade gendmica e carcinogénese (HILL e EVANS,
2006). Um estudo prévio in vitro, usando cepas de Escherichia coli, mostrou que a proteina

com o alelo polimoérfico, 326Cys, tem menos habilidade de reparar 8-0xoG do que a proteina
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com o alelo selvagem, 326Ser (KOHNO et al., 1998). Além disso, em um estudo caso-
controle, esse polimorfismo foi associado a carcinogénese gastrica (HANAOKA, et al., 2001).

Outro SNP bastante estudado é Asn148Glu de APE-1 (resultado de uma transversdo T
- G no nucleotideo de posicdo 2197 no codon 148 do éxon 5 deste gene), resultando na
substituicdo do aminoéacido asparagina pelo acido glutamico (HADI et al., 2000; LI, et al.,
2006). Foi mostrado que individuos portadores do alelo 148Glu apresentam uma maior
sensibilidade a radiacdo ionizante do que aqueles portadores do alelo 148Asn (HU et al.,
2001; LI, et al., 2006), embora tenha sido observado que o polimorfismo Asn148Glu de APE1
per si, ndo estaria influenciando a capacidade de reparo ao DNA danificado oxidativamente
(VODICKA, et al., 2007).

Além destes, vem sendo estudado o polimorfismo Val762Ala de PARP-1, resultado de
uma transicdo A - G no nucleotideo 40676, no cddon 762, éxon 17 deste gene, promovendo
a substituicdo do aminoacido Valina por Alanina. Esta alteracdo, inclusive, tem sido associada
a susceptibilidade ao céancer gastrico por reduzir a atividade de PARP-1 (LI et al., 2006;
WANG, et al., 2006).

Interacbes entre esses SNPs tém sido observadas, tal como uma diminuicdo
significante na capacidade de reparar o DNA dos danos oxidativos que foi associada com 0s
alelos variantes dos polimorfismos Ser326Cys de OGG-1 e Asn148Glu de APE-1, quando a
interacdo binaria gene-gene foi investigada, propondo assim, que o polimorfismo Asn148Glu
de APE-1 contribui para aumentar o efeito do alelo variante G em Ser326Cys de OGG-1
(VODICKA, et al., 2007). Somado a isso também foi encontrada uma associacao significativa
entre o polimorfismo Asn148Glu de APE-1 e o polimorfismo Val762Ala de PARP-1, com o
cancer (LI et al., 2006; WANG, et al., 2006).

Além destes polimorfismos do sistema de reparo, vem sendo estudado também o

polimorfismo ndo-conservativo Ser608Leu de iNOS, resultado de um SNP no nucleotideo
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32969 dentro do éxon 16 em que ocorre mudanga de C - T no codon 608, resultando em
substituicdo do aminoécido Serina por Leucina (LI et al., 2007; QU et al., 2008). Sendo que 0
homozigoto Leu/Leu tem sido reportado por conferir alta atividade e expressdo de iNOS,
resultando em aumento da produgdo de ON. (SHEN, et al., 2004; WANG, et al., 2006).
Assim, o alelo variante 608Leu ja foi associado com a severidade da asma (HOLLA, et al.,
2006) apresentou uma associagdo com a diabetes tipo | (JOHANNESEN, et al., 2001). Além
disto, o homozigoto Leu/Leu apresentou risco duas vezes maior para desenvolver linfoma
ndo-Hodgkin (WANG, et al., 2006) e também foi associado & susceptibilidade ao céncer
gastrico (SHEN, et al., 2004) .

Tendo em vista que um dos mecanismos propostos para o potencial carcinogénico de
H. pylori se refere a sua capacidade de gerar uma resposta inflamatéria exacerbada e danosa
no hospedeiro, é fundamental que se investigue nos portadores de cancer gastrico, a interacdo
entre o grau de viruléncia da cepa infectante, e os polimorfismos que influenciam a sintese de
ON e o sistema de reparo do hospedeiro, a fim de que se possa contribuir para definir um
perfil genético que ajude a identificar grupos com alta susceptibilidade de desenvolver cancer

gastrico, ajudando a entender a etiologia desta neoplasia.

1.6 Perguntas de Partida

o Cepas de H. pylori mais virulentas (que apresentem todos o0s genes estudados)
estariam gerando ROS em grande quantidade e causando danos maiores que a
capacidade do sistema de reparo teria em corrigi-los (ainda que com enzimas
eficientes)?

o Cepas mais virulentas quando associadas a determinadas enzimas de reparo com

atividade comprometida resultariam no desenvolvimento de cancer?
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o Cepas menos virulentas estariam associadas a determinadas enzimas de reparo com

atividade comprometida nos pacientes com cancer gastrico?

1.7 Hipotese de Trabalho
Existe uma relagdo entre a patogenicidade da cepa de H. pylori e a eficiéncia do

sistema de reparo do hospedeiro que favorece ao desenvolvimento do cancer.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral
o Relacionar o perfil genotipico de viruléncia de Helicobacter pylori com o perfil
genotipico dos polimorfismos de enzimas do sistema de reparo por excisdo de

base e de sintese de dxido nitrico em pacientes com cancer gastrico.

2.2 Objetivos Especificos

e Genotipar cepas de H. pylori quanto aos genes de viruléncia vacA, cagA, cagE
e virB11 presentes em pacientes com cancer gastrico;

e Detectar a freqiiéncia dos polimorfismos C150T em iNOS, T2197G em APE-1,
C1245G em OGG-1 e A40676G em PARP-1, nestes pacientes;

e Correlacionar caracteristicas clinico-epidemiolégicas com a distribuicdo
genotipica dos polimorfismos estudados;

e Correlacionar as cepas de H. pylori com a presenca dos polimorfismos na
amostra estudada;

e Analisar em conjunto caracteristicas clinico-epidemioldgicas, genotipicas de H.

pylori e genotipicas do hospedeiro.
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3 Material e Métodos

3.1 Casuistica

Um total de 109 amostras de tumores gastricos foram obtidos a partir de pacientes
submetidos a gastrectomias totais ou parciais nos hospitais: Santa Casa de Misericordia de
Fortaleza (SCMF), Hospital Universitario Walter Cantideo (HUWC) e Hospital Geral César

Cals (HGCC).

Os espécimes tumorais frescos foram coletados nos centros cirdrgicos dos respectivos
hospitais, imediatamente apds a gastrectomia, obedecendo as condic¢des ideais de assepsia, de
acordo com o protocolo de coleta (Anexo 1). As amostras foram retiradas sem
comprometimento da investigacdo histopatoldgica da rotina hospitalar e em seguida foram
transportadas rapidamente em compartimento contendo gelo para o Laboratorio de Genética
Molecular — LABGEM do Departamento de Patologia e Medicina Legal — DPML, onde
foram mantidas em freezer a temperatura de — 80°C, até 0 momento da extracdo do DNA. De
cada amostra congelada foram feitos cortes histoldgicos, em micrétomo criostato, com uma
espessura de aproximadamente 5um, corados com Hematoxilina-Eosina e avaliados quanto ao
percentual de células tumorais pelo patologista do grupo de pesquisa. Apenas aquelas
amostras que continham um percentual maior ou igual a 80% de células tumorais foram

dirigidas para a extracdo do DNA gendmico.

3.2 Aspectos Eticos

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de FEtica em Pesquisa do Hospital
Universitario Walter Cantidio sob protocolo n° 047.06.09 (Anexo I1), observando as normas
que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho Nacional de Saude de acordo

com as resolugbes 196/96, 251/97, 292/99, 303/00, 304/00, 347/05, 346/05. Foram incluidos
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neste estudo apenas aqueles individuos submetidos & ressecgdo cirdrgica, que apos serem
informados sobre a pesquisa, concordaram em participar dela, assinando espontaneamente o

termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo I11).

3.3 Coleta de Dados
Os dados epidemioldgicos e clinico-patolégicos foram obtidos no momento da
entrevista com o paciente, bem como por meio da consulta de prontuarios sendo registrados

em fichas estruturadas (Anexo 1V).

3.4 Avaliacao Histopatoldgica
Os dados histopatoldgicos tais como subtipos tumorais, profundidade da invaséo,
acometimento de linfonodos e/ou metéstase a distancia e estadiamento, foram extraidos dos

laudos patoldgicos, presentes nos respectivos prontuarios.

3.5 Extracdo do DNA de Espécimes Congelados

As amostras tumorais com pelo menos 80% de células tumorais foram submetidas a
extracdo do DNA genbémico de alto peso molecular, utilizando-se 0 método de extragdo com
CTAB descrito por Foster e Twell (1996). Neste método, fragmentos de aproximadamente
0,59 foram macerados com auxilio de bastdo de vidro esterilizado, em tubo tipo Falcon de
15mL e em seguida, adicionou-se o tampao de extracdo (2% CTAB; 1,4M de NaCl; 20mM de
EDTA; 100mM de Tris-HCI pH 8,0; 0,2% de 2-Mercaptoetanol); obedecendo-se proporgéao
de 6mL de tampéo de extracdo para cada 0,5g de tecido tumoral e incubado em banho-maria a
60 °C por 16 horas com algumas inversdes. Apos a incubagéo, adicionou-se volume igual de
cloroférmio-alcool isoamilico (24:1), para purificacdo, seguido de centrifugacdo a 2000 rpm
por 15 min. Em seguida, a fase superior foi transferida para tubo tipo Falcon estéril de 15mL e
0 DNA foi precipitado com 2/3 do volume de isopropanol a 100%, centrifugado a 2000rpm

por 5 min. Apo6s a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi
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ressuspendido com NaCl 1M, para liberagdo do complexo DNA-CTAB. Em seguida
adicionou-se 2,5 volumes de etanol 100% gelado e centrifugado a 2000 rpm por 5 min. Em
seguida foi lavado com etanol 70% e colocado para secar & 37°C. Depois de seco, 0 DNA foi
ressuspendido em 400ul de agua Milli-Q estéril com DEPC 0,1% e armazenado em freezer a -
14°C. Para avaliar a qualidade do DNA, cada amostra foi submetida a eletroforese em gel de
agarose a 1% corado com brometo de etideo e observado sob transluminador de luz
ultravioleta; Paralelamente, o DNA foi quantificado usando um espectrofotdmetro

NanoDrop™ 3300 (Wilmington, DE, USA).

3.6 Detecgéo de H. pylori

A deteccdo da presenca de H. pylori e de seus respectivos genes foi realizada pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A tabela 5 mostra as especifica¢cdes de cada reacao.
Em todas as reagdes foram usados como controle negativo, um mix de PCR sem amostra de
DNA foi usado para certificar-se de que o produto final da PCR estava livre de contaminacao.
A presenca de H. pylori nas amostras estudadas foi detectada pela presenca da regido interna,
especifica para H. pylori, do gene que codifica a proteina urease (ureC) (BICKLEY, et al.,
1993). A mistura para PCR foi composta por tampao 1x (Tris-HCI 20mM [pH 8,4], KCI 50
mM), 1,25 U de Platinum Taq DNA Polimerase Invitrogen®; 0,4 mM deoxinucleotideos tri-
fosfato (ANTP); 1,5 mM de MgCl,; 0,4 UM de cada oligonucleotideo iniciador e 100 ng de
DNA, adicionada de agua estéril suficiente para 25uL. Os produtos amplificados nessas
reacOes foram visualizados em gel de poliacrilamida a 6% corado com nitrato de prata. Como
controles positivos foram utilizadas amostras de DNA extraido de amostras sabidamente
positivas para infeccdo por H. pylori e para amplificacdo de cada um de seus genes, foram
utilizadas, como controles positivos, para 0s respectivos genes, amostras que foram
previamente amplificadas, seqlienciadas e gentilmente cedidas pela Profa. Dra. Maria Inés de

Moura Campos Pardini da Faculdade de Medicina — UNESP — Botucatu.
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3.6.1 Presenca e subtipos do gene vacA de H. pylori
3.6.1.1 vacAsles2

Os subtipos sl e s2 foram amplificados em uma mesma reagdo. A mistura para PCR
foi composta por tampdo 1x (Tris-HCI 20mM [pH 8,4], KCI 50 mM); 0,1% Tween 20; 1,25 U
de Go Taq® Flexi DNA Polimerase (PROMEGA); 0,24 mM deoxinucleotideos tri-fosfato
(dNTP); 1,5 mM de MgCly; 0,48 uM de cada oligonucleotideo iniciador e 100 ng de DNA,
adicionada de agua estéril suficiente para 12,5 puL. Os produtos amplificados nessas reaces

foram visualizados em gel de poliacrilamida a 6% corado com nitrato de prata.

3.6.1.2 vacAmlem2

Os subtipos m1 e m2 foram amplificados individualmente. Para amplificacdo do subtipo
m1 a mistura para PCR foi composta por tampéo 1x (Tris-HCI 20mM [pH 8,4], KCI 50 mM),
0,1% de Tween 20, 1,25 U de Platinum Tag DNA Polimerase Invitrogen®; 0,2 mM
deoxinucleotideos tri-fosfato (ANTP); 1,5 mM de MgCl,; 0,4 uM de cada oligonucleotideo
iniciador e 100 ng de DNA, adicionada de agua estéril suficiente para 25pL.

Para a amplificacdo do subtipo m2, foi feita a mistura para PCR contendo tampédo 1x
(Tris-HCI 20mM [pH 8,4], KCI 50 mM): 0,1% de Tween 20; 1,25 U de Go Taq® Flexi DNA
Polimerase (PROMEGA); 0,25 mM deoxinucleotideos tri-fosfato (dNTP); 1,5 mM de
MgCly; 0,32 uM de cada oligonucleotideo iniciador e 100 ng de DNA, adicionada de agua
esteril suficiente para 12,5pL.

Os produtos gerados nessas reagdes foram visualizados em gel de poliacrilamida 6%,

corado com nitrato de prata.
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3.6.2 Deteccdo do gene cagA

O gene cagA de H. pylori foi amplificado em uma mistura para PCR composta por
tampdo 1x (Tris-HCI 20mM [pH 8,4], KCI 50 mM); 0,1% Tween 20; 1,25 U de Go Taq®
Flexi DNA Polimerase (PROMEGA); 0,24 mM deoxinucleotideos tri-fosfato (dNTP); 1,5
mM de MgCl,; 0,48 uM de cada oligonucleotideo iniciador e 100 ng de DNA, adicionada de
agua estéril suficiente para 12,5 pL. Os produtos gerados foram visualizados em gel de

poliacrilamidas a 6% corado com nitrato de prata.

3.6.3 Deteccéo do gene cagE

O gene cagE de H. pylori foi amplificado em uma mistura para PCR composta por
Master Mix 1X, 0,1% Tween 20, 0,48 uM de cada oligonucleotideo iniciador e 100 ng de
DNA, adicionada de &gua estéril suficiente para 20 pL. Os produtos amplificados nessas
reaces foram visualizados em gel de agarose a 2% corado com brometo de etideo sob

transluminador de luz ultravioleta.

3.6.4 Deteccao do gene virB11

O gene virB11 de H. pylori foi amplificado em uma mistura contendo 10 pl de Go Taq
Master Mix, 0,5 mM de MgCl,;, 0,3 uM de cada oligonucleotideo iniciador e 100 ng de
DNA, adicionada de &gua estéril suficiente para 20 pL. Os produtos que foram visualizados

em gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo sob transluminador de luz ultravioleta.
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Tabela 5: Detalhes das PCR’s para os genes de H. pylori

Gene

ureC

vacA

s1/s2

ml

m2

cagA

cagk

virB11

Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores

F-5" AAG CTTTTA GGG GTG TTAGGG GTTT 3’
R-5"AAG CTT ACT TTC TAA CACTAACGC ¥

F- 5" ATG GAA ATA CAA CAAACA CAC3’
R-5" CTG CTT GAATGC GCCAAAC3’

F- 5 GGT CAA AAT GCG GTCATG G ¥
R- 5" CCATTG GTA CCT GTA GAAAC 3’

F-5 GGA GCCCCAGGAAACATTG 3
R-5" CAT AACTAG CGCCTTGCAC3’

F-5" ATA ATG CTA AAT TAG ACAACT TGAGCG A 3’
R-5 TTA GAATAA TCA ACA AACATAACG CCAT 3’

F-5 TTG AAA ACT TCA AGG ATA GGA TAG AGC 3’
R-5" GCC TAG CGT AAT ATC ACCATT ACCC 3’

F-5" TTA AAT CCT CTA AGG CAT GCT AC 3’
R-5" GAT ATA AGT CGT TTT ACCGCT TC 3’

Desnat.
Inicial ciclo
94°C 94°C

(5) (1)
94°C 94°C
(5)  (507)
95°C 94°C
(5)  (307)
94°C 95°C
(5) (1)
95°C 95°C
(5) (1)
95°C 95°C
(5") (1)

Temp
Anel.

55°C
(1)

55°C
(457)

55°C
(307)

56°C
(1)

53°C
(1)

49°C
(1)

Extensao
ciclo final
72°C 72°C

(1) (7)
72°C 72°C
(1[30'1) (7[)
68 °C 68 °C
(2') (7)
72°C 72°C
(1) (7)
72°C 72°C
(1) (10)
72°C 72°C
(1) (10')

Ciclos
(N°)

35

40

35

40

45

45

PCR
(pb)

294

(s1)259
(s2)286

290

192

297

509

491

Referéncia

LAGE et al,
1995

ATHERTON et
al. 1995

DOMINGO et
al., 1999

SOZZl et al.,
2005

SOZZl et al.,
2005

v
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3.7 Deteccdo dos Polimorfismos Genéticos do Hospedeiro

A presenca de polimorfismos de Unico nucleotideo (SNPs) nos genes que codificam as
enzimas de reparo, APE-1, OGG-1 e PARP-1, e a enzima de sintese de 6xido nitrico, iNOS,
foram detectados por meio da analise do DNA gendmico, utilizando a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) e RFLP (restriction fragment length polymorphism), que é a PCR seguida
de restricdo enzimatica. O numero de referéncia de cada polimorfismo unico de nucleotideo
(SNP) para acesso no gene bank foi obtido a partir do endereco eletronico do National Center
of Biotechnology Information (NCBI). O padrdo de clivagem de cada um dos genes das
enzimas estudadas estd esquematizado nas Figuras 12, 13 e 14. Amostras distintas,
sabidamente possuidoras dos sitios de clivagem para cada enzima de restricdo especifica,
foram usadas como controle das reacGes de restricdo enzimética. Os resultados da
genotipagem foram regularmente confirmados por regenotipagem de aproximadamente 10%

das amostras.

3.7.1 APE-1e OGG-1

A maioria das reac6es para determinar a presenca de polimorfismos nestes genes foi
conduzida no Laboratério de Biologia Molecular e Genémica-LBMG da Universidade
Federal do Rio grande do Norte, e as amostras posteriormente coletadas foram genotipadas no
Laboratorio de Genética Molecular — LABGEM da Universidade Federal do Ceara para
completar o0 nimero amostral. Em cada uma das reacdes de PCR, foram utilizados na mistura
0 tampdo 1x (Tris-HCI 20mM [pH 8,4], KCI 50 mM), 0,4uM de cada oligonucleotideo
iniciador (tabela 6), 3,6 U de Platinum Tag DNA Polimerase Invitrogen® 0,3 mM
deoxinucleotideos tri-fosfato (dNTP); 2,0 mM de MgCl,; e 100 ng de DNA, adicionada de
agua estéril suficiente para 25uL. Um produto de 164 pb, amplificado a partir do cédon 148
no éxon 5 do gene APE-1, e 250pb, amplificado a partir do codon 326 no éxon 7 no gene

OGG-1, foram visualizados em gel de agarose a 2% corado com brometo de etideo sob
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transluminador de luz ultravioleta. Os produtos gerados foram submetidos a digestdo
enzimética com 5U da endonuclease de restrigdo especifica descrita na Tabela 7, acrescida do
tampé&o sugerido pelo fabricante em um volume final de 20pL. Os fragmentos resultantes da
restricdo foram visualizados em gel de poliacrilamida 8% e posteriormente corados com

nitrato de prata (Figura 12).

APE1T=2>G

T GG TG
T : lodpb —p | === __ ==
. 144pb >
T
G
20pb — —  —
0GG-1C>G
cC GG CcG
/I:;J
o — -
96pb —P _— -

Figura 12: Padrdo de clivagem e de corrida dos fragmentos de restricdo dos genes APE-1 e OGG-1

3.7.2 PARP-1

Para amplificar o fragmento de 127pb no codon 762 do éxon 17 deste gene, foram
utilizados na mistura de cada uma das reacées de PCR, PCR MasterMix 1X (PROMEGA,
Madison WI, USA); 0,4 uM de cada oligonucleotideo iniciador e 100ng de DNA, adicionada
de &gua estéril suficiente para 20pL. A sequéncia de oligonucleotideos iniciadores descrita na
tabela 6, foi desenhada utilizando-se o programa Primer-Introduced Restriction Analysis

(PIRA-PCR) (KE, et al., 2001) e foi gentilmente cedida pela Prof®. Lucymara Fassarela
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Agnez Lima do Laboratorio de Biologia Molecular e Gendmica-LBMG da Universidade
Federal do Rio grande do Norte. O produto final da reacdo foi um fragmento de 127 pb
visualizado em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo sob transluminador de luz
ultravioleta. Em seguida realizou-se a digestdo enzimatica com 5U da endonuclease distinta,
descrita na Tabela 7, acrescida do tampé&o especifico de acordo com o fabricante, totalizando
um volume de 20pL. Os produtos gerados desta digestdo enzimatica foram visualizados em

gel de poliacrilamida 8% e em seguida corados com nitrato de prata (Figura 13).

PARP-1A-2>G

/ 127pb — —_— —_—
107pb — _— -

20 pb —»

Figura 13: Padrdo de clivagem e de corrida dos fragmentos de restricdo do gene PARP-1

3.7.3 iNOS

A mistura da reacdo de PCR para amplificacdo do fragmento de 220pb, do c6don 608
no éxon 16 deste gene, foi composta por tampéo 1x (Tris-HCI 20mM [pH 8,4], KCI 50 mM),
0,8uM de cada oligonucleotideo iniciador (Tabela 6) 1,25 U de Platinum Taq DNA
Polimerase Invitrogen®; 0,2 mM deoxinucleotideos tri-fosfato (ANTP); 1,5 mM de MgCly; e
100ng de DNA, adicionada de agua estéril suficiente para 25uL. O produto gerado, um
fragmento de 220 pb foi visualizado em gel de agarose 1% e corado com brometo de etideo
sob transluminador de luz ultravioleta. O fragmento amplificado foi submetido a digestao
enzimatica que foi conduzida acrescentando-se o tampao especifico indicado pelo fabricante
associado a 0,13U da endonuclease de restri¢cdo especifica descrita na Tabela 7 acrescido de

0,1% de BSA, totalizando um volume final de 12,5 pL. Os fragmentos resultantes da digestao
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enzimética foram visualizados em gel de poliacrilamida 6% e posteriormente corados com

nitrato de prata (Figura 14).

iNOSC=>T
CcC T cT
....................... ‘_‘“r PR 176ph —» — —
A — — —
c - ., 143pb
’.‘IJ’-‘ /‘If" — — ——— 44 pb
T - . - =T 33pb

Figura 14: Padrdo de clivagem e de corrida dos fragmentos de restricdo do gene iNOS
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Tabela 6: Detalhes das PCR’s para os genes das enzimas de reparo e de sintese de oxido nitrico

Gene

APE-1

0GG-1

PARP-1

iNOS

Sequéncia dos Desnat.

oligonucleotideos iniciadores Inicial

F 5'CTGTTTCATTTCTATAGGCTA3’ .
R 5’AGGAACTTGCGAAAGGCTTC3' 94°C
(5)
F 5’ AGTGGATTCTCATTGCCTTCG3’ .
R 5’GGTGCTTGGGGAATTTCTTT3’ 94°C
(5)
F 5'TTTGCTCCTCCAGGCCAACG3’

R 5’ACATCGATGGGATCCTTGCTGC3’ 95°C
(5)

5' CATATGT AAA CCAACT TCC GTG 3'
5' GGC AGG GCT AGG AGT AGG AC 3' 94 °C

(5")

ciclo

94°C
(457)

95°C
(45”)

95°C
(45”)

94°C
(45”)

Temp
Anel.

48,5°C
(457)

54°C
(45”)

57,5°C
(45”)

55°C
(45”)

Extensao
ciclo final
72°C 72°C

(1) (5")
72°C 72°C
(1) (5%)
72°C 72°C
(1) (5%)
72°C 72°C

(1)

(5')

Num.
Ciclos

35

35

35

35

PCR
(pb)

164

250

127

220

Referéncia

Vodicka, et. al.,
2007

Vodicka, et. al.,
2007

Desenhado na
UFRN!

Fermin-Mearin
et al, 2006

'Utilizou-se o programa Primer-Introduced Restriction Analysis (PIRA-PCR) segundo KE, et al., 2001.
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Tabela 7: Detalhe do polimorfismo Unico de nucleotideo (SNP) das enzimas estudadas
Referéncia do
Gene Polimorfismo SNP para Tamanho dos fragmentos Enzima Sitio Ref.
No residuo Na base acesso nolgene Exon digeridos (pb) de: ) de Corte
bank Restrigdo
de aa
APE-1 Asn148Glu T2197G rs1130409 5 T(164) Bfal 5 c'1AG3 Vodicka,
G (144+20) 36aT'cs etal,
2007
TG (164+144+20)
0GG-1 Ser326Cys C1245G rs1052133 7 C 250 Fnu4HI 5'Gc'NGC3’ Vodicka,
G (154 + 96) ycen'ces et 2l
2007
CG (250 + 154+96)
PARP-1  Val762Ala  A40676G rs1136410 17 A (127) BstUl 5'¢G'cG3
AG (107+20) Egcladclo,
G (107)
Ve, Fermin-
iNOS Ser608Leu C150T rs2297518 16 C(176+44) Tsp509! SIAAVTB’ Mearin
T (143+44+33) STTAAS etal,
CT (175+142+44+33) 2006
'Fonte: NCBI

3.8 Andlise Estatistica

As distribuicGes genotipicas foram obtidas por contagem direta e examinadas para

verificar se 0s grupos analisados encontravam-se em equilibrio de Hardy-Weinberg. Essa

verificacdo foi feita pela comparacdo da freqiéncia observada do genotipo com aquela

esperada em equilibrio e adotando como limite de significancia p=0,05.

Os dados clinico-patoldgicos e os resultados das PCR’s foram demonstrados através

de gréficos e tabelas como auxilio dos programas computacionais Microsoft Office Excel®

2007 e Microsoft Office Word® 2007 (Microsoft®, USA). As anélises estatisticas foram

realizadas utilizando-se os programas estatisticos: EPINFO® versdo 6.0 e SPSS® 12.0,

realizando-se o Teste do x* e Teste Exato de Fisher. Foram considerados estatisticamente

significantes, valores de p < 0,05.
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4 Resultados

4.1 Aspectos Clinico-Epidemioldgicos

Dos 109 casos de adenocarcinoma gastrico analisados, 69% era de pacientes do sexo
masculino e 31% de pacientes do sexo feminino; com uma razdo masculino/feminino
estimada de 2,2:1. A idade dos pacientes variou de 23 a 90 anos com uma mediana de 56,5.
Quando estratificada em faixas etarias de acordo com a padronizagdo da IARC, observou-se
que a faixa mais freqiiente foi a de > 65 anos ¢ que 60% dos homens estavam nesta faixa
etaria.

Considerando a localizagdo anatémica, 75,3% (82/109) dos tumores, estava localizado
nas regides de corpo e antro (regido ndo-cardia). Os tumores localizados na cardia foram

associados aos individuos do sexo masculino (r= + 0,249; p= 0,009) (Figura 15).

[a] [b] 53,2%

[c] 60% [d] Corpo

38,2%
11%
B Feminino
M Masculino
17,6% 1 70 17,3% o
14,7% Cardia
8,8% 8% II 24,8%

0-14 15-44 45-54 55-64 265

Antro
54,1%
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Figura 15: Percentual dos casos de cancer gastrico distribuido quanto [a] ao género, [b] faixa etaria [c] género e
faixa etaria e [d] localizacdo anatdbmica do tumor

4.2 Analises Histopatoldgicas
Foi observado que 61,5% dos casos apresentaram-se nos estadiamentos mais

avancados, Il e IV (Figura 16).

31,2% 7
24,8% e
13,8% '
Il I
IV

Figura 16: Distribuicdo dos casos de cancer géastrico quanto ao estadiamento do tumor

Considerando o tamanho do tumor, observou-se que 62,04% (67/109) eram tumores
T3. Os tumores T4 foram pouco representados (19 casos) (Figura 17). Quanto a presenca de

metastase 9,1% (10/109) dos casos possuiam metastase.

62,04%
17,59%
12,96%
7,41%
T1 T2 T3 T4

Figura 17: Distribuigdo dos casos de cancer gastrico quanto ao tamanho do tumor
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Quando os casos foram analisados de acordo com o subtipo histolégico, o subtipo
intestinal foi ligeiramente mais freqliente do que o difuso, representando 55% (60/109) dos
casos (Figura 18a), sendo correlacionado com a faixa etaria > 65 anos (r=-0,261; p= 0,006).
Contrariamente, observou-se que os individuos com idades entre 15-44 anos foram
correlacionados com o subtipo difuso (r= +0,265; p= 0,005) (Figura 18b). Foi observada uma
ligeira prevaléncia do sexo masculino no subtipo intestinal (46/60; p=0,051; Figura 18c). Nao

houve predominancia de tipo histoldgico nos grupos de estadiamentos (18d).

[a] [b] 65%
38,8%
9 Intestinal
18,4% 1% =1
Intestinal 16,3% e m Difuso
559 13,39
1,7%'
15-44 45-54 55-64 265

[c] [d]

33,3%

26,7%

36,7%

28,6%

22,4% 25%

: 15%
B Masculino 12,2%
B Feminino
e [ ) . ~
Z - —
: I
11

Intestinal v

Intestinal

m Difuso

Figura 18: Percentual dos casos de cancer gastrico distribuido [a] quanto a classificagdo de Lauren, [b] quanto a
faixa etaria nos subtipos histoldgicos, [c] quanto ao género nos subtipos histologicos, [d] quanto ao
estadiamento nos subtipos histologicos

4.3 Frequéncia dos polimorfismos das enzimas de reparo do DNA e de sintese de 6xido
nitrico

Em todos os casos foi possivel determinar os genotipos estudados. Para o éxon 16 do

gene iNOS, 78% (85/109) eram CC, 21,1% (23/109) eram CT e 0,9% (1/109) era TT. Para o

éxon 17 do gene PARP-1, 69,7% (76/109) dos casos foram AA, 26,6% (29/109) foram AG e
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3,7% (4/109) foram GG, para o éxon 7 do gene OGG-1 verificou-se que 56% (61/109) dos
casos eram CC, 39,4% (43/109) eram CG, e 4,6% (5/109) eram GG e para o0 éxon 5 do gene
APE-1 observou-se que 38,5% (42/109) dos casos eram TT, 47,7% (52/109) eram TG e
13,8% (15/109) eram GG. A distribuicdo genotipica, de todas as enzimas estava no equilibrio
de Hardy-Weinberg.

Na figura 19 observa-se que excetuando APE-1, o genétipo mais frequente foi o
homozigoto selvagem, seguido pelo heterozigoto e posteriormente pelo homozigoto para o
alelo variante. No entanto, para APE-1 o gendtipo heterozigoto foi o predominante. Essa
enzima também foi a que apresentou a maior frequéncia do homozigoto para o alelo variante,
contrastando com o gene da enzima iNOS, cuja frequéncia do homozigoto variante foi

extremamente baixa.

. - iNOS [b] 69,7% PARP-1
26,6%
21,1% l
-'"'."'--Qﬁ% 3 g
‘__7““__7___7__7__““_7 . ] 7_
CcC CT a _"_—m“/ )
: GG
56% 0GG-1 W .
[c] ) [
39,4%
13 8%
///_,’ I _7__7__7_0_4,6%
: TG
. GG

Figura 19: Frequéncia genotipica dos polimorfismos nos genes das enzimas [a] INOS, [b] PARP-1, [c] OGG-1 e
[d] APE-1 nos 109 casos de adenocarcinoma gastrico estudados
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Na figura 20 sdo apresentados geéis de poliacrilamida mostrando os tamanhos de
fragmentos gerados apds amplificacdo dos genes de cada uma das enzimas estudadas e

subsequente tratamento com a enzima de restri¢do especifica.

mM_1 2 3 M1 2 3 4

176pb
143pb
44pb

164pb
144pb

250pb

154pb

127pb —>
107pb —>

96pb

Figura 20: Exemplos de fragmentos de restricdo em géis de poliacrilamida: [a] APE-1 (M) Marcador de 50pb,
(1) Homozigoto Selvagem, (2) Homozigoto para o alelo variante e (3) Heterozigoto [b] INOS (M)
Marcador de 100pb, (1) Produto de PCR, (2) Homozigoto Selvagem, (3) Heterozigoto e (4)
Homozigoto para o alelo variante [c] PARP-1 (M) Marcador de 100pb, (1) Homozigoto Selvagem,
(2) Heterozigoto, (3) Homozigoto para o alelo variante [d] OGG-1 (M) Marcador de 100 pb (1)
Homozigoto Selvagem, (2) Homozigoto para o alelo variante, (3) Heterozigoto

4.3.1 Associacao dos polimorfismos com os parametros epidemioldgicos e histopatoldgicos
A Figura 21 mostra distribuicdo dos gendtipos das enzimas estudadas de acordo com a
faixa etaria. Por esses graficos observa-se que para os genes iNOS e PARP-1 o genotipo
selvagem foi mais freqliente na faixa >65 anos, sendo estatisticamente significativo para
INOS (p=0,027), enquanto que os genotipos de OGG-1 e APE-1 aumentam gradativamente
com a idade. Essas distribuicOes refletem nas anélises de correlagdo (Tabela 8) onde pacientes
na faixa etaria de 45-54 anos, se correlacionaram positivamente com o alelo variante de iNOS
e pacientes com idade >65 anos se correlacionaram com o gendtipo selvagem (CC) dessa

enzima. Adicionalmente, considerando 55 anos como faixa de corte para a idade, observou-se
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claramente que a presenga do alelo variante de iINOS (CT + TT) estava correlacionada aos

individuos com idade <55 anos, enquanto que aqueles com idade >55 anos apresentavam

principalmente o genotipo selvagem CC. Por outro lado houve correlagdo dos portadores do

genotipo heterozigoto (AG) de PARP-1 com a faixa etaria de 55-64 anos.

[a] 45,9% iNOS [b] 40,4% PARP-1
mCC HAA
17,4% T HAG
T BGG
6,4% 8,3% ¢ a% 5,5% 7,3%
. W
15-44 45-54 55-64 265 15-44 45-54 55-64 265
[c] 0GG-1 [d] 66% APEL
29,4%
21,19
22,9%
mcc ™
13,8% [fec 0.2 11% BTG
0,
(]
% GG : 8,3%
9,2% - D 5,5% GG
3,7% 3,7% 5,5% 28637 37040 2,8% 3,7%
0-14 15-44 45-54 55-64 >65 0-14 15-44 45-54 55-64 265

Figura 21: Distribuigdo das frequéncias genotipicas das enzimas [a] INOS, [b] PARP-1, [c] OGG-1 e [d] APE-1

nas faixas etarias

Quando o genotipo heterozigoto foi associado ao homozigoto para o alelo variante,

observou-se que as correlagdes com as faixas etérias foram reconfirmadas.




Dissertagdo - Isabelle Joyce de Lima Silva Fernandes

Associacdo entre Helicobacter pylori e Polimorfismos em Enzimas do Sistema de Reparo de DNA e de Sintese de Oxido

Nitrico no Cdncer Gdstrico

Tabela 8: Correlacdo entre diferentes faixas etarias e os genétipos das enzimas

Faixas Etdrias r=
45-54
iNOS CT +0,212
iNOSTT +0,224
iNOSCT+TT +0,260
<55
CT+TT +0,228
255
CcC +0,228
55-64
PARP AG +0,215
PARP AG+GG +0,210
265
iNOS cC +0,212
iNOS CT+TT -0,212

p:

0,027
0,019
0,006

0,017

0,017

0,025
0,028

0,027
0,027
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Analisando-se 0s tumores de acordo com os subtipos histoldgicos (intestinal ou

difuso), notou-se que as correlagdes positivas dos alelos variantes de PARP-1 e iNOS com

pacientes jovens foram vistas exclusivamente no subtipo intestinal e nesse exemplar

histolégico, a maioria dos pacientes portadores do genétipo heterozigoto (CG) de OGG-1

apresentaram tumores localizados na regido nao-antro (corpo + cardia) (r= +0,260; p= 0,045)

(Tabela 9). No subtipo difuso, os tumores da regido do corpo estavam correlacionados

positivamente com os portadores do genétipo selvagem (AA) de PARP-1 (r= +0,299; p=

0,037).
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Tabela 9: Distribuicéo dos gendtipos nos subtipos histoldgicos e sitios anatdmicos

Gene INTESTINAL DIFUSO
Cardia Corpo Antro Total Cirdia Corpo Antro Total

iNOS
cc 15 9 23 47 6 12 20 38
CcT 2 1 9 12 3 1 7 11
TT 1 - - 1 - - - -
PARP-1
AA 13 6 23 42 5 12 17 34
p=0,037
AG 5 4 8 17 3 1 8 12
GG - - 1 1 1 - 2 3
APE-1
TT 6 3 13 22 5 5 10 20
TG 9 7 16 32 2 6 12 20
GG 3 - 3 6 2 2 5 9
0GG-1
cc 10 4 22 36 4 6 15 25
cG 7 6 7 20 5 6 12 23
p=0,045
GG 1 - 3 4 - 1 - 1
Total geral 18 10 32 60 9 13 27 49

4.4 Deteccdo e genotipagem da bactéria Helicobacter pylori

Dos 109 casos analisados, 92,6% (101/109) foram positivos para H. pylori. A
genotipagem dessa bactéria detectou o gene cagA em 65,3% (66/101) das amostras, 0 gene
cagkE em 50,4% (51/101) e virB11l em 60,3% (61/101). Os alelos s1 e ml de vacA se
distribuiram da seguinte maneira: vacAsl em 88,1% (89/101) e vacAm1 em 76,2% (77/101).
As associagcOes em mosaico mostraram a alta frequéncia de vacAslml, presente em 72,2%
(73/101) das amostras, enquanto que vacAslm2/s2m1l foi identificada em 19,8% (20/101) e

vacAs2m2 em 7,9% (8/101) dos casos.
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Nenhum dos genes de H. pylori se correlacionou, isoladamente, com idade,
localizacdo anatdbmica do tumor, estadiamento, ou com os subtipos histoldgicos. Na Tabela 10

é mostrada a distribuicdo genotipica de H. pylori nos subtipos histoldgicos.

Tabela 10: Frequéncia dos genes de H. pylori distribuidos quanto aos subtipos histoldgicos

cagA cagE virB11 vacA Total
simil sim2/s2m1l s2m2
C. Lauren - + - + - + - + - + - +

Intestinal 17 39 28 28 22 34 14 42 45 11 53 3 56
Difuso 18 27 22 23 18 27 14 31 36 9 40 5 45

Total 35 66 50 51 40 61 28 73 81 20 101 8 101

Considerando apenas os casos H. pylori positivos constatou-se que os tumores do tipo
intestinal estavam associados com o sexo masculino (r= - 0,224; p= 0,024) e que no subtipo
difuso os homens estavam infectados principalmente por cepas vacAslm2/s2ml (r= + 0,427,

p=0,003).

4.5 Andlise dos polimorfismos das enzimas estudadas com os genes de H. pylori
Analisando-se 0 gene de cada uma das enzimas, individualmente, observou-se que
pacientes que apresentavam os genotipos CC + CT de iNOS, apresentaram correlacao
negativa com cepas vacAslmz2/s2ml (r= - 0,201; p= 0,044). O Unico individuo portador do
gendtipo homozigoto para o alelo variante (TT) de iNOS estava infectado com uma cepa
vacAslm2. Considerando o gene PARP-1, foi encontrada uma correlacdo positiva entre 0s
pacientes portadores do gendtipo homozigoto para o alelo variante (GG) e a infeccdo com
cepas cagE(+) (r= +0,201; p= 0,044). Considerando o gene APE-1, o alelo variante
(TG+GG) foi negativamente correlacionado com cepas vacAslml (r= -0,228; p= 0,022) e 0
homozigoto para o alelo variante (GG) foi positivamente correlacionado com cepas

vacAslmz2/s2ml (r= + 0,212; p= 0,034). Adicionalmente, os pacientes portadores do alelo
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selvagem (TT+TG) de APE-1 apresentaram correlagdo positiva com cepas cagE(+) (r= +

0,199; p= 0,046).

Associacdes também foram encontradas quando se analisou os tumores pelo subtipo

histoldgico. No subtipo intestinal, os pacientes portadores do alelo variante (AG+GG) de

PARP-1 estavam infectados principalmente por cepas cagE(+) (r= +0,272; p= 0,043), e

pacientes portadores do genotipo (TT+TG) de APE-1 eram infectados principalmente por H.

pylori virB11(+) (r= +0,312; p= 0,019). Por outro lado, os pacientes portadores do genotipo

homozigoto para o alelo variante (GG), se correlacionaram negativamente com cepas

virB11(+) (r=-0,312; p= 0,019) e positivamente com cepas vacAslm2/s2ml (r= + 0,265; p=

0,049). No subtipo difuso, foi observado somente correlacdo com PARP-1, onde o gendtipo

heterozigoto (AG) correlacionou-se negativamente com as cepas cagE(+) (r=

0,035).

A analise genotipica da enzima OGG-1 com H. pylori mostrou que

-0,315; p=

ndo houve

correlacdo entre os gend6tipos e 0s genes distintos da bactéria na andlise geral ou por subtipo

histoldgico. Estes resultados estdo sumarizados no Quadro 1.

Quadro 1: Correlagdes entre os genes de H. pylori e os genétipos das enzimas

GENES

INTESTINAL

DIFUSO

cagE(+)

vacAsimil
vacAslm?2

vacAslm2/s2ml

cagE(+)

virB11(+)

vacAslm2/s2ml

cagE(+)

Correlacdo com:

APE-1TT+TG
PARP-1 GG

APE-1 TG+GG
iINOSTT

iNOS CC + CT
APE-1 GG

PARP-1 AG+GG
APETT+TG
APE GG

APE GG

PARP-1 AG

r=

+ 0,199;
+0,201;

-0,228;

-0,201;
+ 0,212

+0,272;
+0,312;
-0,312;

+0,265;

-0,315;

p:

0,046
0,044

0,022

0,044
0,034

0,043
0,019
0,019

0,049

0,035
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4.6 Analise dos polimorfismos das enzimas estudadas considerando os genétipos de H.
pylori

Com o intuito de analisar a possivel influéncia dos gendtipos de H. pylori agrupados,
os casos foram reunidos considerando-se a presenga da ilha de patogenicidade (cag-PAl),
baseado na deteccdo dos genes cagA, cagE e virB11, nos alelos de vacA.: Grupo A, aqueles
casos em que o paciente estava infectado com genotipo vacAslml; Grupo B, com cepas
vacAs1lm?2 ou vacAs2mil, sendo estes casos considerados moderadamente patogénicos e por
ultimo o Grupo C, no qual foram alocados os casos que apresentavam infec¢do por cepas com
genotipo vacAs2m2. Somado a isso, dentro de cada um desses grupos, 0s genes de H. pylori
foram considerados marcadores da presenca de cag-PAl pelo seu posicionamento na ilha;
Assim, os genes cagA e cagE foram considerados marcadores do lado direito e virB11 do
lado esquerdo. Dentro deste panorama, cada um dos grupos, A, B e C, foram subdivididos em
quatro (1, 2, 3, e 4). O primeiro subgrupo representa 0s casos que possuiam 0s trés genes
usados como marcadores de cag-PAI (Al, B1 e C1), o segundo representa 0s casos que
possuiam, pelo menos, um marcador do lado direito da ilha e o marcador do lado esquerdo
(A2, B2 e C2), o terceiro era composto pelos casos que apresentavam apenas um gene de cag-
PAI ou dois marcadores do mesmo lado da ilha (A3, B3 e C3), por fim, o quarto grupo era
formado pelos casos que ndo apresentava nenhum dos trés genes da ilha de patogenicidade de
H. pylori (A4, B4 e C4). Dentro destes agrupamentos, foi observado que o grupo mais
frequente foi o grupo A, 72,2% (73/101), destacando o grupo Al, que concentra 33,6%
(34/101) da amostra analisada, seguido dos grupos B (vacAslm2 e vacAs2ml), com 19,8%
(20/101) e C, com 7,9% (8/101) dos casos. O grupo sem 0s genes estudados da ilha de

patogenicidade (A4+B4+C4), representou 17,8% (18/101) dos casos.
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Tabela 11: Distribui¢io dos polimorfismos estudados nos grupos de H. pylori

iNOS PARP-1 APE-1 0GG-1
CC CT TT AA AG GG TT TG GG CC CG GG Total
n n n n n
Grupo A: vacAsimil (%) (%) (%) (%)
Al: cagA(+), cagE(+) e virB11(+) 27/79  7/21 - 21/69 9/28  4/4 13/37 18/49  3/15 21/58 13/39 - 34
(34,1) (33,3) (30,4) (32,1) (100)  (351) (36,7) (20) (36,2) (33,3)
p=0,004
A2: cagAl(+) e virB11(+); cagE(+) e virB11(+) 10/79  4/21 9/69 5/28 7/37  6/49  1/15 6/58 5/39 3/4 14
(12,6) (19) - (13) (17,8) - (18,9) (12,2) (6,6) (10,3) (12,8) (75)
p=0,008
A3: cagA(+) ou cagE(+) ou virB11 (+) ou cagA(+) cagE(+) 16/79 11/69 5/28 7/37  6/49  3/15 10/58 6/39 16
(20,2) - - (15,9) (17,8) - (18,9) (12,2) (20) (17,2) (15,3)
p=0,021
A4: ureC (+) 5/79  4/21 5/69  4/28 - 4/37  4/49  1/15 4/58 5/39 - 9
(6,3) (19) - (7,2) (14,2) (10,8) (8,1) (6,6) (6,8)
Grupo B: vacAs1m2 e vacAs2m1l
B1: cagA(+), cagE(+) e virB11(+) 2/79 1/21 2/69 1/28 - 1/37 1/49  1/15 3/58 - - 3
@25 @76 - 28 65 ) @ 66 61
B2: cagA(+) e virB11(+); cagE(+) e virB11(+) 2/79 1/21 2/69 1/28 - 1/37  2/49 - - 2/39 1/4 3
(2,5) (4,76) - (2,8) (3,5) (2,7) (4) (5,1) (25)
B3: cagA(+) ou cagE(+) ou virB11 (+) ou cagA(+) cagE(+) 7/79 1/1 7/69 1/28 - - 6/49 2/15 4/58 4/39 - 8
(8,8) - (100) (10,1) (3,5) (12,2) (13,3) (6,8) (10,2)
B4: ureC (+) 5/79 1/21 5/69 1/28 - 1/37  2/49 3/15 4/58  2/39 - 6
63 (476) - (720 (35) 27 @ @0 (68 (1)
p=0,013
Grupo C: vacAs2m2
C1: cagA(+), cagE(+) e virB11(+) - - - - - - - - -
C2: cagA(+) e virB11(+); cagE(+) e virB11(+) 2/79 2/69 - - 1/37 1/49 - - 2/39 - 2
(215) - - (218) (217) (2) (511)
C3: cagA(+) ou cagE(+) ou virB11 (+) ou cagA(+) cagE(+) 1/79 2/21 2/69 1/28 - - 3/49 - 3/58 - - 3
(1,2) (9,5) - (2,8) (3,5) (6,1) (5,1)
C4: ureC (+) 2/79 1/21 3/34 - - 2/37 - 1/15 3/58 - - 3
(2,5) (4,76) - (4,3) (5,4) (6,6) (5,1)
101
Total 79 21 1 69 28 4 37 49 15 58 39 4

65
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A distribuicdo dos casos de acordo com o polimorfismo estudado nos grupos
genotipicos de H. pylori é apresentada na Tabela 11, onde se observou que 0s pacientes
portadores dos genotipos selvagens estavam infectados principalmente por cepas mais
patogénicas (Al e A2). As cepas do grupo A3 infectavam pacientes portadores do gendtipo
selvagem (CC) de iNOS, (r= +0,229; p= 0,021), sendo encontrada uma diferenca estatistica
deste com os demais grupos (p=0,021). Observou-se também que das trés cepas C3, 2
estavam associadas aos portadores do alelo variante (CT) (r= +0,198; p= 0,047).
Adicionalmente, todos os pacientes com o gen6tipo homozigoto para o alelo variante (GG) de
PARP-1 estavam infectados com cepas do grupo Al (r= + 0,285; p= 0,004) sendo encontrada
uma diferenca estatistica quando comparado com outros grupos (p= 0,004). Com relacéo aos
gendtipos de APE-1, foi vista uma correlacdo positiva entre o gendtipo homozigoto para o
alelo variante (GG) e o grupo B4 (r= +0,248; p= 0,012). Também foi vista uma diferenca
estatistica entre a alta frequéncia de pacientes portadores do alelo selvagem (TT+TG) néo
infectados com cepas do grupo B4 (p=0,013) em relacdo aos infectados. A analise genotipica
de OGG-1 mostrou que os pacientes portadores do genodtipo homozigoto variante (GG)
estavam infectados principalmente por cepas A2, que se mostrou estatisticamente diferente
dos outros grupos de H. pylori (p= 0,008). Curiosamente, no subtipo intestinal, os individuos
com gendtipo selvagem (AA) de PARP-1 estavam correlacionados positivamente ao grupo de
cepas sem cag-PAl [(A4+B4+C4); r= + 0, 270; p= 0,045]. Esses resultados estdo

sumarizados no Quadro 2.
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Quadro 2: Correlagdes entre os grupos de H. pylori e 0s genétipos das enzimas

GRUPOS

Al

A2

A3

B4

Sem B4

C3

INTESTINAL

A4+B4+C4

Correlacdo com: r=
PARP-1 GG 0,285
OGG-1 GG -

iNOS CC +0,229
APE-1 GG +0,248
APE-1TT+TG -
iNOS CT 0,198
PARP-1 AA 0,270

p=
0,004
0,008
0,021
0,012
0,013

0,047

0,045

4.7 Comparagdes entre cepas de H. pylori de alta e baixa patogenicidade

61

A andlise dos casos também foi feita considerando o perfil de viruléncia de H. pylori

como o grupo de cepas de alta viruléncia (A1->B2), ou de baixa viruléncia (B3->C4) devido a

freqiiéncia das cepas menos virulentas ser menor. Por essas analises, observou-se para o gene

da enzima iNOS, uma alta frequéncia de cepas virulentas independente do genétipo nao

sendo, portanto, identificada diferenca estatistica nessa distribui¢éo (Figura 22).

78,4%

21,5%

B Alta patogenicidade

Baixa patogenicidade

73,9%

21,7%

cC

CT+TT p=0,9033

Figura 22: Distribuicdo dos casos de cancer gastrico segundo o gendétipo de iNOS e quanto a patogenicidade das

cepas infectantes
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Com relagdo ao gene PARP-1, 29 de 32 individuos portadores do alelo variante (AG
ou GG) estavam infectados por cepas de alta patogenicidade (Figura 23). Curiosamente, 0s
pacientes que portavam o genotipo selvagem (AA) de PARP-1 foram significativamente mais
infectados por cepas pouco patogénicas em 27,5% (19/69) casos (p= 0,0396). Dessa maneira,
foi verificado, para estes pacientes, 0s genétipos das outras enzimas de reparo, identificando-
se que 78,9% (15/19) eram portadores do alelo variante de APE-1 (TG+GG) e 36,8% (7/19)

eram portadores do gendtipo heterozigoto de OGG-1.

90,6%

72,4%

W Alta patogenicidade

Baixa patogenicidade

27,5%

9,3%

AA AG+GG p=0,0396

Figura 23: Distribuicdo dos casos de cancer gastrico segundo o gendtipo de PARP-1 e quanto a patogenicidade
das cepas infectantes. *p<0,05

Por outro lado, considerando APE-1 os pacientes com 0 gendétipo heterozigoto e
homozigoto para o alelo polimorfico (TG e GG) estavam significativamente infectados por

cepas pouco patogénicas (p= 0,0422) (Figura 24).
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89,1% *
71%
W Alta patogenicidade
28.1% Baixa patogenicidade
10,8%
T TG+GG p=0,0422

Figura 24: Distribuicdo dos casos de cancer gastrico segundo o genétipo de APE-1 e quanto a patogenicidade
das cepas infectantes. *p<0,05

Ndo foi observada diferenca quanto aos genotipos de OGG-1 em relacdo a
patogenicidade da cepa infectante em nenhuma das anélises: CC+CG vs GG (p= 0,22); CC vs

CG (p=0,67) ou CC vs CG+GG (p=0,505) a qual é mostrada na Figura 25.

81,3%
75,8%
MW Alta patogenicidade
24,1% Baixa patogenicidade
18,6%
cc CG+GG p= 0,505

Figura 25: Distribuigcdo dos casos de cancer gastrico segundo o genétipo de OGG-1 e quanto a patogenicidade
das cepas infectantes

A distribuicdo das cepas patogénicas ou com baixa patogenicidade nos casos
homozigotos selvagens para o gene de cada enzima de reparo (Figura 26) revelou uma
diferenca significativa entre os alelos variantes de PARP-1 e APE-1, onde 19 pacientes com

gendtipo selvagem de PARP-1 estavam infectados por cepas de baixa patogenicidade,
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enquanto que apenas quatro pacientes portadores do genotipo selvagem de APE-1, estavam
infectados por essas cepas (p= 0,046). Entre APE-1 (TT) e OGG-1 (CC) foi vista apenas uma
ligeira diferenca (p= 0,075) e entre OGG-1(CC) e PARP-1 (AA) ndo houve diferenca

estatistica (p= 0,6635).

*
89,1%
0y
75,8% 72,4%
W Alta patogenicidade
Baixa patogenicidade
24,1% 27,5%
10,8%
APE-1(TT) 0GG-1(CC) PARP-1(AA) p=0,046

Figura 26: Distribuicdo dos casos de cancer gastrico segundo a patogenicidade das cepas
infectantes de H. pylori nos casos homozigoto selvagem para o gene de cada enzima de reparo
estudada. * p<0,05

4.8  Analise dos genes de H. pylori com os polimorfismos das quatro enzimas
associados

Com o intuito de observar a influéncia dos polimorfismos em associacdo, 0s pacientes
foram agrupados de acordo com o seu perfil genotipico em relagdo as enzimas de reparo e de
sintese do dxido nitrico. Inicialmente, os pacientes foram classificados como homozigotos
selvagens a) HS: presenca do gendtipo homozigoto selvagem para as quatro enzimas
estudadas; b) HET: se portavam pelo menos um gene em heterozigoze subdivididos em
1HET, 2HET e 3HET ou 4HET; ¢) POL.: se portavam apenas um gene em homozigoze para
um alelo polimorfico, sendo os demais homozigotos selvagens; e d) POL+HET, para aqueles
gue além de um gene em homozigoze para um alelo variante apresentavam heterozigoze para
outros genes estudados, formando assim dois subgrupos: POL+1HET e POL+2HET. Também

0s grupos POL e POL+HET foram reunidos formando o grupo V, considerando que estes
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pacientes apresentavam pelo menos um gene em homozigoze para um alelo variante. Dos 109
pacientes incluidos neste estudo, nenhum apresentou homozigoze para um alelo variante em
mais de um gene das enzimas estudadas.

A frequéncia dos grupos formados é mostrada na Figura 27 onde se vé que a maior
frequéncia foi de pacientes portando um ou dois alelos variante, (LHET +2HET),
representando a maioria dos casos, contrastando com apenas um paciente, que apresentou 0s
quatro genes das enzimas em heterozigoze.

Considerando o total das amostras, notou-se correlagfes positivas entre 0s pacientes
do grupo (POL) e pacientes com 14-44 anos (r= + 0,193; p= 0,044)] e entre 0 grupo

POL+2HET e pacientes com 45-54 anos (r= +0,229; p= 0,017).

29,4%
22%
12,8% 114,
- b Q,
. . 0.9% 6',4/0
T e I
T T = = =
- S T z T T
: 3 ™ =
& 9
HS
POL+HT
HET.
POL.
Grupo V

Figura 27: Distribuicdo dos possiveis grupos formados a partir das diferentes combinages possiveis dos
gendtipos das enzimas de reparo e de sintese de 6xido nitrico

Considerando-se apenas as amostras positivas para H. pylori (Tabela 12) notou-se que
0 Unico caso que apresentou 0s quatro genes estudados em heterozigoze estava infectado por
uma cepa do grupo A4 sem os genes estudados da ilha de patogenicidade cag. O grupo de

pacientes portadores do gendtipo POL+2HET estavam, na sua maioria, infectados com cepas
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mais patogénica (r= +0,263; p= 0,008). O grupo POL se correlacionou positivamente com as

cepas menos patogénicas A4+B4+C4 (r=+ 0,211; p=0,034).

Tabela 12: Distribuicao dos agrupamentos possiveis dos genes das enzimas nos grupos de H. pylori

iNOS (C->T); APE-1(T->G); OGG-1(C->G); PARP-1(A->G) H. Al A2 A3 A4 Bl B2 B3 B4 C2 C3 C4

pylori Total

()

HS: (CC)+(TT)+(CC)+(AA) 2 3 3 4 - 1 - - - - - 1 14
1HET: (CT) ou (TG) ou (CG) ou (AG) 2 12 3 4 3 - - 4 1 1 1 1 32
2HET: (CT)+(TG) ou (CT)+(CG) ou (CT)+(AG) ou (TG) + (CG) ou 24
(TG) + (AG) ou (CG) + (AG) 1 9 1 4 3 1 1 - 2 1 1 -
3HET: (CT+TG+CG) ou (CT+TG+AG) ou (CT+CG+AG) ou 13
(TG)+(CG)+(AG) 2 3 3 1 1 - 1 1 - -1 -
4HET: (CT+TG+CG+AG) - - - - 1 - - - - - - - 1
POL: (TT) ou (GG) ou (GG) ou (GG) 11 1 1 - - - - 2 - - 1 7
POL+1HET: 12
[(TT) ou (GG) ou (GG) ou (GG)] + [(CT) ou (TG) ou (CG) ou
(AG)] -4 - 2 1 1 1 2 1
POL+2HET:
[(TT)ou(GG)ou(GG)ou(GG)] + [(CT)+(TG) ou (CT)+(CG) ou - 2 3 - - - -1 - - - - 6
(CT)+(AG) ou (TG) + (CG) ou (TG) + (AG) ou (CG) + (AG)]
Total 8 34 14 16 9 3 3 8 6 2 3 3 109

Para avaliar a influéncia da associagdo dos polimorfismos apenas nos genes das
enzimas de reparo (desconsiderando o gene da enzima iNOS), os casos foram agrupados
usando o mesmo critério do perfil genotipico ja descrito. Nesta analise foi observada uma
correlacdo positiva entre o grupo 2HET com pacientes da faixa etaria 45-54 anos (r= +0,199;
p= 0,038) e, curiosamente, observou- se que dois dos trés casos de cepas de patogenicidade
muito baixa (C4), estavam infectando individuos do grupo HS (r= +0,233; p= 0,019).

A fim de se observar o perfil de susceptibilidade dos gen6tipos das enzimas de reparo
associada a presenca de cepas de H. pylori, 0os genes das enzimas foram analisados
associando-os dois a dois. Em relagdo a associacdo APE-1 e OGG-1, observou-se que 0S
pacientes heterozigotos para o0 gene de uma das duas enzimas se correlacionaram
positivamente com cepas cagA(+) (r= +0,248; p= 0,012) e também com o grupo Al (r=
+0,276; p=0,005) e o grupo C3 (r= +0,203; p= 0,042). Observou-se também uma correlacao
positiva entre pacientes portando um dos dois genes em homozigoze para um alelo variante e
cepas slml (r= +0,206; p=0,039) bem como cepas do grupo B4 (r= +0,197; p= 0,048).

Considerando APE-1 e PARP-1, foi vista uma correlacdo positiva entre 0s pacientes que



Dissertagdo - Isabelle Joyce de Lima Silva Fernandes 67
Associacdo entre Helicobacter pylori e Polimorfismos em Enzimas do Sistema de Reparo de DNA e de Sintese de Oxido
Nitrico no Cancer Gdstrico

portavam um dos dois genes em homozigoze para um alelo variante e cepas slm2/s2ml (r=
+0,232; p= 0,020), bem como cepas do grupo B4 (r= +0,263; p= 0,008). A analise dos
genotipos das enzimas PARP-1 e OGG-1 mostrou uma correlagdo positiva entre os individuos
que apresentavam pelo menos um dos dois genes em homozigoze para um alelo variante,
podendo o outro estar ou ndo em heterozigoze, com cepas virB11(+) (r= +0,238; p=0,017),
além de uma correlacao positiva com cepas do grupo A2 (r= +0,201; p= 0,044).

CorrelagOes entre os genes das enzimas de reparo foram vistas no grupo de pacientes
infectados por cepas sem 0s genes estudados da ilha cag (A4+B4+C4), onde o genoétipo
selvagem de iNOS (CC) e o alelo variante (TG+GG) de APE-1 (r= +0,645; p= 0,004) se
correlacionaram positivamente. A correlacdo oposta também foi vista entre o alelo variante de
INOS (CT ou CT+TT) e o gendtipo selvagem de APE-1 [TT (r= +0,645; p= 0,004)]. Por
outro lado, também foi vista correlagdo entre 0s genes das enzimas, no grupo de pacientes
infectados pelas cepas mais virulentas (A1), onde o gendtipo heterozigoto de APE-1 (TG) e 0
gendtipo selvagem de OGG-1 (CC) se correlacionaram positivamente (r= +0,350; p= 0,043).

Finalizando, para observar a relevancia de cada polimorfismo estudado nos genes das
enzimas de reparo, as analises das associacOes entre eles foram realizados fixando o genétipo
de uma delas e comparando com as cepas mais e menos virulentas. A tabela 13 e Anexo V
mostra as frequéncias e as significancias destas analises, onde se observou que um perfil de
susceptibilidade do hospedeiro a infeccdo por cepas menos patogénicas é conferido pela
presenca dos alelos variantes de APE-1 independentemente do genétipo das demais enzimas

de reparo.
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Tabela 13: Frequéncia das associag¢des dos genes das enzimas de reparo comparadas com as

cepas mais e menos virulentas

APE(T->G) +0GG-1(C->G) A1->B2 B3->C4 p=
TT/CC 18 3
TT/CG 14 1
T7/GG 1 0

(33) (4)

p=0,042

TG/CC 20 8
TG/CG 14 4
TG/GG 3 0
GG/CG 3 3
GG/CC 6 3

(46) (18)
APE(T->G) + PARP-1(A->G)
TT/AA 21 4
TT/AG 10 0
TT/GG 2 0

(33) (4) p=0,042
TG/AA 23 9
TG/AG 12 3
TG/GG 2 0
GG/AA 6 6
GG/AG 3 0

(46) (18)
PARP(A->G) + OGG(C->G)
AA/CC 29 12
AA/CG 18 7
AA/GG 3 0

(50) (19)
AG/CC 13 2 p=0,0396
AG/CG 11 1
AG/GG 1 0
GG/CC 2 0
GG/CG 2 0

(29) (3)
Total geral 79 22

68
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5. Discussao

5.1 Aspectos Clinico-Epidemiolégicos do Cancer Gastrico

O numero de casos de cancer gastrico tem diminuido nas Gltimas décadas, embora sua
incidéncia ainda seja significativa na China, Coréia, Japéo, parte da América Central e do Sul
(KHALIFA, et al., 2010). Mundialmente, essa neoplasia é a segunda em causa de morte por
cancer (CREW e NEUGUT, 2006) e no Brasil, € a quinta mais frequente entre os homens e a
terceira entre as mulheres, estimando-se a ocorréncia de 13.820 novos casos entre eles e 7.680
casos entre elas. O nordeste possui alta prevaléncia de cancer gastrico, sendo as estimativas
do INCA (2010), para o estado do Ceara, de 730 novos casos, sendo 190 desses em Fortaleza.
Isso posiciona o estado do Ceard, oficialmente, em quinto lugar quanto ao nimero de novos
casos de cancer gastrico nesse ano, logo depois do Parand, Santa Catarina, Espirito Santo e
Séao Paulo.

Neste estudo foram incluidos 109 casos de cancer gastrico obtidos de pacientes
atendidos em trés hospitais de Fortaleza. Nessa amostra 0s homens foram acometidos duas
vezes mais do que as mulheres, o que reproduz as estimativas do INCA, nas quais a relacédo
homem/mulher € de 1,79; bem como as descritas na literatura (CESAR et al., 2002;
VERDECCHIA et al., 2004).

Mais da metade dos pacientes integrantes desta pesquisa tinham idade maior ou igual
a 65 anos e a menor idade encontrada foi a de 23 anos, refletindo o caréter tardio do cancer
gastrico, cuja incidéncia € caracterizada por aumentar progressivamente com a idade, com
prevaléncia entre 50 e 70 anos (CREW e NEUGUT, 2006).

A regido anatbmica mais frequente (75,3% dos casos) foi a regido ndo-cardia,
correspondendo a descricdo da IARC (2000) e ao estudo de Thomazini et al., (2006) que

relata a porcdo distal do estbmago como o sitio mais frequente dos tumores gastricos.
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Diferindo dos tumores ndo-cardia, os tumores localizados na céardia foram mais frequentes
nos homens, corroborando com o estudo de Liu et al., (2004) que mostrou essa associa¢do em
uma populacdo do Japédo e com os dados de Freedman et al., (2010), em uma populacdo dos
Estados Unidos.

Mais de 60% dos pacientes apresentaram tumores nos estadiamentos mais avancados
(111 e 1V), caracterizando a identificacdo tardia do tumor. A triagem e a deteccdo dos tumores
géstricos em estadios iniciais em individuos assintomaticos conferem uma diminuigdo na
mortalidade, entretanto, poucos casos de cancer gastrico sdo descobertos nos estadios
recentes, mesmo em paises desenvolvidos como os Estados Unidos. No entanto, no Japao,
onde a incidéncia é alta, a identificacdo de tumores em estadios recentes é relacionada a
existéncia de programas de rastreamento, em massa, dessa neoplasia (CREW e NEUGUT,
2006). Nos demais paises, o diagndstico tardio é devido ao fato de que ndo existem sintomas
especificos do desenvolvimento do cancer gastrico (HARTGRINK, et al., 2009). No presente
estudo, outra possivel explicacdo é a baixa condi¢do sdcio-econdmica desses pacientes, e
portanto, com acesso limitado a assisténcia médica, tendo em vista que esta pesquisa foi
conduzida em hospitais do sistema de satde publico do Brasil.

Considerando o subtipo histologico, verificou-se frequéncias similares dos tipos
intestinal e difuso. Embora o tipo intestinal seja apontado como o mais frequente pela IARC
(2000), Crew e Neugut, (2006), relatam um declinio na incidéncia dos tumores do tipo
intestinal e um aumento de tumores do tipo difuso, contribuindo para as freqiéncias
equivalentes, atualmente encontradas. Outros estudos, assim como este, também ndo
encontraram predominio de um dos dois tipos histologicos, sendo observadas, para 0s tumores
do tipo intestinal, freqiiéncias que variaram de 51%, em um estudo realizado em S&o Paulo, a

58,6% em um estudo realizado em Belém, (PEREIRA et al., 2001; LOPES et al., 2004).
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O tipo intestinal é descrito, na literatura, ser mais comum em homens e pessoas mais
velhas, enquanto que o tipo difuso tem uma taxa homem/mulher equivalente sendo mais
freqliente em individuos jovens (LAUREN, 1965; LUNDEGARDH, et al., 1991). Essas

prevaléncias quanto ao género e a faixa etaria, também foram vistas neste estudo.

5.2 Frequéncia dos polimorfismos C150T de iNOS, T2197G de APE-1, A40676G de
PARP-1 e C1245G de OGG-1 e sua associa¢do com aspectos clinico-
epidemioldgicos

Polimorfismos nos genes de vérias enzimas de reparo do DNA, incluindo os genes de
APE-1, OGG-1 e PARP-1, tém sido bastante estudados em varios tipos de cancer, incluindo o
cancer gastrico, devido ao seu papel critico na manutencdo da integridade do genoma
(GOODE, et al., 2002; HUNG, et al., 2005; CAPELLA, et al., 2008). Alguns estudos
experimentais tém mostrado que varia¢fes funcionais nesses genes podem alterar as funcdes
do sistema BER (HADI, 2000; VODICKA, et al., 2007). Vérios estudos de risco também
apontam a influéncia desses polimorfismos nesse sentido (FIGUEROA et al., 2007; PARDINI
et al., 2008; LI et al., 2009; ZHANG et al., 2009). Diferente desses estudos, 0 aqui proposto
teve como objetivo, associar os polimorfismos presentes em enzimas de reparo, com a
histopatologia do cancer gastrico, além de verificar, pela primeira vez, uma correlagdo in vivo
entre 0 genotipo da cepa de H. pylori e polimorfismos dos genes de enzimas de reparo do
DNA (APE-1, OGG-1 e PARP-1) e da 6xido nitrico sintetase induzivel (iNOS).

Na amostra de cancer gastrico estudada, destacou-se a baixissima frequéncia de
individuos portadores do genotipo homozigoto para o alelo variante da enzima iNOS, onde
apenas um individuo foi identificado com esse gendtipo. Baixas freqliéncias de individuos TT
sdo observadas tambeém na literatura mundial (Tabela 22), onde se destaca a frequéncia de TT

semelhante a do presente estudo, entre os portadores de acalasia (desordem do es6fago), além
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de uma completa auséncia desse gendtipo entre os individuos saudaveis desse mesmo estudo,
que foi conduzido na Espanha (Ferm'in-Mearin, et al.,, 2006). No estudo do Japéo foi
observada também uma baixa frequéncia (0,5%) em cancer gastrico. J& no Brasil, os dados em
cancer géastrico foram maiores que os observados no presente estudo, indicando a

heterogeneidade alélica entre as varias regides do Brasil.

Tabela 14: Frequéncias genotipicas de estudos epidemiolégicos do polimorfismo C150T do gene iINOS

Populagdo Doenca iNOS (%)
CcC CT T
Silva-Fernandes, 2010 Brasil (CE) Cancer Casos 78 21,1 0,9
Gastrico
Jorge et al., 2010 Brasil (SP) Cancer Casos 70,7 24 5,3
Gastrico Controles 69 23,8 7,2
Shen, et al., 2004 China Cancer Casos 75,5 23 1,4
Gastrico Controles 76,8 19,9 3,2
Goto, et al., 2006 Japao Cancer Casos 87,1 12,4 0,5
Gastrico Controles 88,8 10,6 0,66
Wang, et al., 2006 EUA Linfoma ndo-  Casos 67 31 2
Hodkin
Controles 66 30 4
Qu, et al., 2007 China Silicose em Casos 76,1 21,7 2,2
tuberculose Controles 60,4 37,8 1,8
pulmonar
Bhatnagar, et al., 2007 Nova Déli Pré- Casos 78,5 21,5
(india) eclampsia
Controles 78 (C) 22 (T)
Li, et al., 2007 Texas (USA) Melanoma Casos 65,2 31 3,8
Cutaneo
Controles 67,1 30,6 2,3
Martin, et al.,2007 Espanha Doenga de Casos 71,1 DC1 25,6 DC1 3,2 DC1
Crohn
Colite 62,5c0°  349cu” 2,500
Ulcerativa
Controles 65,2 30,8 3,9
Ferm’in-Mearin, et al., 2006 Espanha Acalasia Casos 89,7 9,3 0,9
Controles 84,6 15,4 0
necar® (qC=0,87; qT=0,12)

T

Doenga de Crohn
2

Colite Ulcerativa

3
National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

A enzima iNOS é capaz de produzir altos niveis de o0xido nitrico por um periodo de

tempo prolongado e a producdo continuada de altos niveis dessa molécula resulta em
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inflamacéo cronica e dano tecidual (WANG, 2006). Por outro lado, no estudo de Hussain, et
al., (2004) foi observado que pequenas quantidades de ON diminuem a tumorigénese pela
indugéo da apoptose. Adicionalmente, o polimorfismo de iINOS (C150T) foi relacionado por
Shen, et al., (2004) e Wang, et al., (2006) ao aumento da atividade da enzima, e foi associado
ao risco de cancer gastrico relacionado a H. pylori em uma populacdo japonesa (GOTO et al.,
2006) e também quando associado a pacientes com histérico de tabagismo ou etilismo
(SHEN, et al., 2004), embora no estudo de Jorge et al., (2010), em uma populacdo brasileira,
ndo tenha sido observada associacdo desse polimorfismo com a gastrite crénica ou cancer
gastrico.

Estratificando os casos pela idade, foi observado, neste estudo, que os individuos com
idade menor de 55 anos apresentavam frequéncia significativa do alelo variante de iINOS
(CT+TT), enquanto que os pacientes com idade igual ou acima de 55 anos portavam
principalmente o genoétipo selvagem (CC). Esses achados sugerem uma associacdo do alelo
variante no desenvolvimento de cancer gastrico em idade precoce. Por outro lado, associacdo
do alelo selvagem com a idade é justificada pelos estudos de Escames et al., (2006) que
verificou, em um modelo animal, um aumento natural da atividade de iNOS e do contetido de
ON em decorréncia da idade. Nesse sentido, considerando que o0 aumento na atividade de
INOS ocorre naturalmente no processo de envelhecimento e que o cancer gastrico é uma
doenca de carater tardio, é razoadvel sugerir que o aumento da atividade dessa enzima,
provocada pela presenca do polimorfismo, esteja relacionada ao desenvolvimento precoce da

doenca (Figura 28).
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Figura 28: Gréfico ilustrativo ga influéncia do alelo variante de iINOS na idade do desenvolvimento do

cancer gastrico., - Representa o individuo infectado por H. pylori e portador do
polimorfismo estud

Considerando a frequéncia do homozigoto para o alelo variante de PARP-1 (GG),
observou-se uma grande variacdo de acordo com a populagdo estudada. Nesse estudo, a
frequéncia do alelo polimorfico foi baixa, semelhante aquela dos casos de melanoma cutaneo
encontradas por Li et al., (2006) em um estudo realizado no Texas (Tabela 23).

O polimorfismo de PARP-1 (A40676G) é localizado no dominio catalitico da proteina
0 que pode reduzir a habilidade de PARP-1 em interagir com outras proteinas, afetando a
eficiéncia do BER (LI et al., 2009).

Os portadores do alelo variante de PARP-1 (AG ou GG), assim como para iNOS,
foram significativamente mais freqiientes nos individuos mais jovens, sugerindo que oS
pacientes portadores do polimorfismo de PARP-1 desenvolvem cancer gastrico em idade
precoce para 0 cancer gastrico (Figura 29). Esse achado é corroborado pelos experimentos

realizados por Mishra e Das (1992) e Quesada et al.,(1990) em células de cérebros de modelos
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animais, onde foi demonstrado que ocorre diminuicdo natural da atividade de PARP-1,
relacionada a idade, levantando a hipotese de que a diminuigdo da atividade de PARP-1 em
individuos senescentes resulta em diminuicdo da capacidade de reparo e consequente
vulnerabilidade aos diferentes danos ao DNA (STROSZNAJDER et al., 2000). Assim, tendo
em vista que a diminuigéo na atividade da enzima ocorre naturalmente com o envelhecimento
e sendo o céancer gastrico uma doenca de carater tardio, os achados do presente estudo
sugerem que a diminuicdo na atividade de PARP-1 em decorréncia da presenca do

polimorfismo esta relacionada ao desenvolvimento precoce dessa neoplasia.
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Figura 29: Grafico ilustrativo da influéncia do alelo variante de PARP-1 na idade do desenvolvimento do
cancer gastrico. - Representa o individuo infectado por H. pylori e portador do
polimorfismo estudado.

A presenca do polimorfismo A40676G de PARP-1, ja foi associado a ocorréncia de
cancer de bexiga (FIGUEROA et al., 2007), embora um outro estudo tenha mostrado, que a
presenca desse polimorfismo de PARP-1 se associou a diminui¢do do risco de linfoma nao-
Hodkin em homens coreanos; mostrando que a associacdo desse variante de PARP-1 e
malignidade revela resultados controversos de acordo com o 6rgdo afetado (JIN, et al., 2010).
Por outro lado, a associagdo desse polimorfismo com lesbes géstricas, também é controversa,

uma vez que Zhang et al., (2009) observou gque o0 genotipo homozigoto para o alelo variante
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conferiu um risco para o desenvolvimento do cancer géastrico, enquanto que Li et al., (2009)

ndo observou risco para a progressao de lesbes gastricas.

Tabela 15:Frequéncias genotipicas de estudos epidemiolégicos do polimorfismo A40676G do gene PARP-1

Populagao Doenga PARP-1 (%)
AA AG GG
Silva-Fernandes, 2010 Brasil CAancer Gastrico Casos 69,7 26,6 3,7
Jin, et al., 2010 Coréia do sul Linfoma ndo-Hodkin Casos 33 48,7 18,3
Contr. 30,7 49,1 20,2
Li, et al., 2006 Texas (USA) Melanoma Cutaneo Casos 72,6 24,4 3
Contr. 68,5 28,7 2,8
Wang, et al., 2006 EUA Linfoma ndo-Hodkin Casos 67 31 2
Controles 66 30
Nikitin, et al., 2008 RUssia Diabetes tipo | Casos 74,2 16,1 9,7
Contr. 87,2 11,6 1,2
Zhai, et al., 2006 China Cancer de Mama Casos 29,4pBM"  50,7DBM*  19,90BM’
31cm>  s07ecm’ 199cm’
Contr. 30,8 51,8 17,4
Zhang, et al., 2009 China Cancer Gastrico Casos 56,6 33,1 10,3
Contr. 35,9 50,4 13,7
Li et al., 2009 China Lesdes Gastricas Casos 48,7 41,7 9,6
Contr. 49,8 38,1 12,1
ncar® (qA= 0,83; qG= 0,16)

1

Doenga Benigna da Mama
2

Cancer de Mama

3
National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

A freqliéncia genotipica do homozigoto para o alelo variante de OGG-1 (GG)
encontrada neste estudo foi semelhante aquela encontrada por Hanaoka, et al., (2001) em
pacientes brasileiros com cancer gastrico, contrastando com a freqiéncia observada, pela
mesma autora, entre os pacientes brasileiros, descendentes de japoneses (primeira e segunda
geracOes) com a mesma doenca (Tabela 24).

Dentre os varios polimorfismos descritos no gene OGG-1, o polimorfismo C1245G é
relacionado & uma diminuicdo da capacidade de reparo do DNA (COLLINS e GAIVAO,
2007; RUYCK et al.,, 2007). Nas lesdes gastricas, esse polimorfismo foi associado, em

pacientes japoneses com gastrite atrofica, a alta susceptibilidade ao céancer gastrico
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(TSUKINO et al., 2004) e o estudo de Li et al., (2009) associou esse polimorfismo a evolugdo
de lesdes géstricas relacionadas a H. pylori em uma populagéo chinesa.
Diferente de INOS e PARP-1, ndo foi observada, neste estudo, associagdo do

polimorfismo estudado em OGG-1 com a idade dos pacientes.

Tabela 16: Frequéncias genotipicas de estudos epidemiolégicos do polimorfismo C1245G do gene OGG-1

Populagao Doenga 0GG-1 (%)
cc CG GG
Silva-Fernandes, 2010 Brasil (CE) Cancer Casos 56 39,4 4,6
Gastrico
Hanaoka, et al., 2001 Brasil (SP) Cancer Casos 34]31 50]31 15]31
Gastrico eanB”  32nB>  anB?
Cont.

358" azg' 218"

eonsB”  36NB° 4N’

Rohr, etal., 2010 Brasil (RS) ‘Exposi¢do a pesticidas’ Casos 60,4 36,8 2,8
Contr. 65 30 5
Parildar-Karpuzo, et al., 2002 Turquia Doenca de Alzheimer Casos 48,3 45,1 6,6
Contr. 55,9 40,9 3,2
Le Marchand, Caucasianos Cancer de Pulmdo Casos 26,1 13 3
etal., 2002 Japoneses, 10 13,4 9
Havaianos 5 10,4 9,7
41,1 36,8 18,7
Caucasianos Contr. 24,1 13 1,9
Japoneses, 12,3 18,2 6,4
Havaianos 71 118 4.6
43.5 43 12.9
Kasahara, et al., 2008 Japdo Cancer Colorretal Casos 25 75
2,2 7
Contr. 32, 67.8
Vodicka, et al., 2007 Eslovaquia ociental Populagdo saudavel Contr. 63,6 30,9 5,3

e Bohemia Oriental

N (qC=0,7; qG= 0,29)

1 -
Brasileiros descendentes de japoneses (primeira e segunda geragdes)
2 -
Brasileiros ndo japoneses
3
National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Contrastando com os outros polimorfismos estudados, o polimorfismo no gene de
APE-1 (T2197G) é freqliente na populacdo mundial (HADI et al., 2000). Essa alta frequéncia
também foi observada neste estudo, onde o grupo heterozigoto foi o genétipo predominante.

Alta frequéncia do genoétipo heterozigoto também pode ser observada em outras populacdes
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(Tabela 25). E interessante notar que no estudo de Parildar-Karpuzo, et al., (2002), com
pacientes da Turquia, o gendtipo homozigoto para o alelo variante tem uma frequéncia t&o

alta quanto a do homozigoto selvagem, o que difere dos demais estudos.

Tabela 17: Frequéncias genotipicas de estudos epidemiolégicos do polimorfismo T2197G do gene APE-1

Populagao Doenga APE-1 (%)
TT TG GG
Silva-Fernandes, 2010 Brasil Cancer Gastrico Casos 38,5 47,7 138
Parildar-Karpuzo, et al., Turquia Doenga de Casos 50,5 33 49,5
2008 Alzheimer
Contr. 51,6 344 484
Vodicka, et al., 2007 Eslovaquia ociental e Bohemia Oriental Populagdo saudavel Contr. 376 47,6 14,8
Kasahara, et al., 2008 Japdo Cancer Colorretal Casos 33,8 66,2
Contr. 57,9 42,1
Li, et al., 2006 Texas (USA) Melanoma Cutadneo Casos 31,2 454 234
Contr. 25,9 49,2 249
Li et al., 2009 China Lesdes Gastricas Casos 31,8 49,7 185
Contr. 33 49,1 17,9
neart (qT=0,5; 4G=0,4)

! National Center for Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

Em um estudo experimental, que visou caracterizar funcionalmente esse polimorfismo
de APE-1, ndo foi observada diferenca na capacidade da enzima se ligar ao DNA, como
também ndo foi observada diferenca na sua atividade de endonuclease, embora a autora tenha
sugerido que a presenca desse polimorfismo confere uma habilidade reduzida para interagir
com outras enzimas, comprometendo a via BER (HADI, et al., 2000). De fato, ndo existem
muitos estudos associando a presenca desse polimorfismo ao cancer gastrico; apenas o estudo
de Li et al., (2009) buscou investigar uma associa¢do desse polimorfismo com a progressdo de
lesbes géstricas, no entanto, ndo encontrou diferenca significativa da frequéncia genotipica
entre 0s casos e 0s controles.

Diferindo de iNOS e PARP-1, e da mesma forma que os gendtipos de OGG-1, a

frequéncia genotipica de APE-1 nédo variou com a idade.
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De maneira geral, as diferencas de frequéncia observadas na populagdo, mesmo em
estudos de cancer gastrico, mostram como as freqliéncias genotipicas dessas enzimas variam

de acordo com a etnia.

5.3 Aspectos Histopatologicos do Cancer Gastrico

No presente estudo, ndo foram observadas diferencas na distribuicdo dos
polimorfismos das enzimas de reparo estudadas em relacdo aos subtipos histologicos,
intestinal e difuso. Apenas o estudo de Hanaoka, et al., (2001) analisa a frequéncia da
distribuicdo genotipica considerando esse aspecto, e assim como no presente estudo, também
ndo foi observada diferenca na distribuicdo do polimorfismo C1245G de OGG-1 entre 0s
tipos intestinal ou difuso. Os polimorfismos estudados também ndo diferiram quanto a
localizacdo anatdémica, no entanto, quando os tumores foram, distribuidos de acordo com os
subtipos histologicos e com as regifes anatdmicas, observou-se, no subtipo intestinal, a
existéncia de uma correlacdo entre os tumores localizados na regido ndo-antro e o0s
heterozigotos para o polimorfismo estudado de OGG-1. Por outro lado, no subtipo difuso,
observou-se uma correlacdo dos tumores localizados no corpo com o gendtipo homozigoto
selvagem para o polimorfismo estudado de PARP-1. Esses dados sdo indicativos da
necessidade de se observar os tumores gastricos considerando tanto a localizagdo do tumor
quanto o subtipo histoldgico, uma vez que as analises desses parametros tém sugerido que se

tratam de doencas distintas, com diferentes etiologias (CREW e NEUGUT, 2006).

5.4 Frequéncia e genotipagem de H. pylori
Neste estudo foi observada a presenca de H. pylori em mais de 92% dos casos. Esta

alta incidéncia de infeccdo estd de acordo com outros estudos que detectaram essa bacteria
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por PCR em pacientes com cancer gastrico e reportaram frequéncia de 95% em uma
populacdo brasileira (THOMAZINI, et al., 2006) e 100% em uma populagdo da Turquia
(SARIBASAK, et al., 2004). Além de outro estudo que identificou H. pylori em 94% dos
casos de cancer gastrico usando a sorologia (NOMURA et al., 1991). A associacdo entre a
infecgdo cronica por H. pylori e o desenvolvimento de cancer gastrico é bem estabelecida
(BARTSCH, 2006; YOO et al., 2008). Porém, a vasta maioria de individuos infectados
continua assintomatica, sem nenhuma sequela clinica. Cofatores que determinam que pessoas
infectadas por H. pylori tém um risco particular de desenvolver cancer gastrico, incluem
fatores de viruléncia bacterianos e fatores do hospedeiro, como polimorfismos genéticos que
alteram a atividade de enzimas de reparo, com consequente acimulo de danos no DNA
(HUNG, et al., 2005; CAPELLA, et al., 2008).

Fatores de viruléncia bacterianos conferem diferencas de patogenicidade, tal como
variacdes alélicas no gene vacA de H. pylori, cujas cepas portadoras dos alelos s1ml séo
associadas as lesdes mais graves (ASHOUR, et al., 2002; DE FRANCESCO, et al., 2008;
SUGIMOTO e YAMAOKA, 2009). No presente estudo, a combinacdo alélica para o gene
vacA mais frequente foi siml (72,2%). Essa frequéncia esta de acordo com outros trabalhos
da literatura que constataram freqiiéncia deste genotipo variando de 67,5% em uma populacéo
colombiana a 100% em uma populacao japonesa (ZHOU et al., 2004; QUIROGA et al., 2005)
em varias lesdes gastricas, inclusive adenocarcinoma gastrico.

Outro gene na literatura correlacionado ao risco de desenvolver cancer gastrico é o
gene cagA (DING, et al., 2004). Neste trabalho, esse gene foi detectado em mais de 65% dos
casos positivos para H. pylori. No Japdo, proximo de 100% das cepas possuem o cagA
funcional (AZUMA, et al., 2002). Quiroga et al., (2005) também encontraram elevada

frequéncia (72,9%) deste gene, amplificado por PCR em uma populagdo da Colémbia. Altas



Dissertagdo - Isabelle Joyce de Lima Silva Fernandes 81
Associacdo entre Helicobacter pylori e Polimorfismos em Enzimas do Sistema de Reparo de DNA e de Sintese de Oxido
Nitrico no Cancer Gdstrico

freqUiéncias de cagA em pacientes com cancer gastrico tém sido descritas em estudos
brasileiros, variando de 54,7% a 100% (EVANS et al., 1998; THOMAZINI et al., 2006).

Mais de 50% dos casos H. pylori positivos, nas amostras estudadas, portavam o gene
cagE, cuja elevada freqiiéncia (74,7%) também foi observada por Quiroga et al., (2005), que
estudou o cancer gastrico juntamente com varias lesGes gastricas. De modo similar, o gene
virB11 foi encontrado, aqui, em mais de 60% dos casos. N&o existem trabalhos analisando a
freqUéncia de virB11, principalmente considerando o cancer gastrico separadamente. No
entanto, considerando trabalhos que o estudaram em doencas gastrintestinais, foi observada
frequéncia desse gene entre 90% a 94,7% em estudos realizados na Italia (TOMASINI et al.,
2003; SOZZI et al., 2005).

De maneira geral e de acordo com a viruléncia da cepa, a infec¢do croénica com H.
pylori geralmente aumenta o risco para carcinoma gastrico. Embora o mecanismo exato da
carcinogénese gastrica associada a esta bactéria seja desconhecido, sabe-se que a longa
permanéncia da infeccdo bacteriana, a inflamacédo crénica perpetuada e a proliferacéo celular
permanente da mucosa, produzem um ambiente carcinogénico (YOO et al., 2008). Nesse
estudo, foi encontrada elevada frequéncia de cepas portando todos os genes da ilha de

patogenicidade, associadas ao cancer gastrico.

5.5 Genes de H. pylori e os polimorfismos do hospedeiro
Tendo em vista que um dos mecanismos propostos para o potencial carcinogénico de
H. pylori se refere a sua capacidade de gerar uma resposta inflamatoria exacerbada e danosa
no hospedeiro, é fundamental que se investigue nos portadores de cancer gastrico, a interacéo
entre o grau de viruléncia da cepa infectante e os polimorfismos que influenciam o sistema de

reparo do hospedeiro .
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As analises individuais dos polimorfismos estudados revelaram algumas correlagdes
entre seus gendtipos e genes de H. pylori. Com iNOS, ndo foram observadas correlacbes
significativas e o Unico paciente portador do gen6tipo homozigoto para o alelo variante (TT)
estava infectado por uma cepa cagA(+), slm2, cagE(-) e virB11(-) sugerindo a relevancia de
fatores bacterianos e do hospedeiro, no entanto, como se trata de apenas um paciente, ndo é
possivel concluir um perfil genotipico, mostrando a necessidade de se realizar mais estudos
nesse sentido.

Com relacédo aos genotipos de PARP-1, foi visto que os individuos portadores do alelo
variante estavam significativamente correlacionados as cepas cagE(+), considerando tanto a
amostra total como também quando os casos foram estratificados nos subtipos intestinal e
difuso. Uma correlacdo entre cagk também foi observada na amostra total com os portadores
do alelo selvagem de APE-1 (TT+TG). Assim, a associacdo entre as cepas cagE(+) com o0s
gendtipos: variante de PARP-1 e selvagem de APE-1 indica a importancia do gene cagE, que
ja foi descrita, inclusive, em um estudo prévio do Laboratério de Biologia Molecular —
LABGEM, onde foi reportada a elevada frequéncia desse gene (53,2%) em portadores de
cancer gastrico (LIMA, et al., 2010). Também foi relatado que a presenca de cagE juntamente
com outros genes da bactéria, como cagT, hrgA, cagA e vacAslml, tem um alto valor
preditivo para o desenvolvimento de cancer gastrico (TIWARI et al., 2007).

Adicionalmente, é interessante observar que a presenca do genétipo homozigoto para
o alelo variante de APE-1 (GG) foi associada a infeccdo por cepas moderadamente virulentas,
vacAslm2/s2ml. Esses dados indicam a relevancia dessa enzima e destacam a
vulnerabilidade conferida pelo alelo variante na presenga de uma cepa de viruléncia
moderada.

De maneira geral, a analise dos genes de H. pylori, isoladamente, ndo reflete um perfil

genotipico da bactéria associado a infecgdo. Assim, para verificar a influéncia do gendtipo de
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H. pylori na infeccdo dos portadores de alelos polimoérficos, os casos foram agrupados,
considerando os gendtipos de vacA, pela sua importancia como fator de viruléncia observado
em varios estudos, além da presenca ou auséncia dos genes cagA, cagk e virB11l na ilha de
patogenicidade cag. Pelo fato desses genes estarem localizados em lados diferentes da ilha,
foi proposto que eles sejam usados como marcadores da integridade de cag-PAIl. No entanto,
ndo ha consenso quanto ao marcador de integridade da ilha mais apropriado (SOZZI et al.,
2005; SUGIMOTO e YAMAOKA 2009; LIMA, et al., 2010). De modo geral, o gene cagA é
considerado um indicador da presenca de cag-PAl (SUGIMOTO e YAMAOKA 2009),
enquanto que SOZZI et al., (2005) consideram o gene cagE. Tendo em vista que esses genes
estdo localizados em regibes proximas da ilha, no presente trabalho, os genes cagA e cagE
foram usados como marcadores do lado direito de cag-PAl, enquanto que o gene virB11 foi
usado como determinante da integridade do lado esquerdo da ilha, devido a sua localizacao
relevante e de sua funcdo na formacdo do aparato secretorio. Assim, quando os casos foram
agrupados considerando o grupo da cepa infectante, observou-se que a maior frequéncia dos
casos de cancer gastrico estava infectada por cepas que continham os trés genes estudados da
ilha, seguido pela infeccdo por cepas portadoras de um marcador do lado esquerdo e um do
lado direito, ou os dois do lado direito (A2). Esses dois grupos totalizaram 47,5% (48/101)
dos casos. Com o0s pacientes assim agrupados, procedeu-se a analise considerando o0s
polimorfismos das enzimas de reparo. Nessa distribuicdo, destacaram-se as cepas Al, que
estavam, em geral, associadas aos portadores dos genétipos homozigotos selvagens dos genes
das enzimas de reparo e de sintese de 6xido nitrico, demonstrando a relevancia dessas cepas
na carcinogénese gastrica, uma vez que atuam nesse Processo, mesmo na presenca de
gendtipos selvagens para as enzimas de reparo do sistema BER.

Considerando os polimorfismos estudados, isoladamente, com 0s grupos genotipicos

de H. pylori, foi observado para PARP-1, que o gendtipo homozigoto selvagem (AA) se
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correlacionou com cepas de viruléncia elevada do grupo Al, refletindo a importéncia da
viruléncia da cepa. Por outro lado, dos seis casos B4, trés foram significativamente associados
ao gendtipo homozigoto para o alelo polimérfico de APE-1, ressaltando a relevancia desse
polimorfismo na vulnerabilidade individual a infecgdo por cepas patogenicamente fracas. As
andlises dos gendtipos de OGG-1 mostraram apenas a associagao entre os homozigotos para o
alelo variante (GG) e cepas A2, representando uma situagdo em que ocorre um acumulo de
fatores de risco, pela presenca de cepas com alta viruléncia e pela presencga do polimorfismo,
que ja foi associado a carcinogénese gastrica (HANAOKA, et al., 2001).

Considerando somente o grupo Al, além da correlagcdo anteriormente mencionada
com PARP-1 (AA), dentro deste grupo de pacientes foi observado que a correlagdo
significativa entre o genotipo heterozigoto de APE-1 (TG) e o gendtipo selvagem de OGG-
1(CC). Sabe-se que no sistema BER, APE-1 interage com OGG-1, e a habilidade reduzida da
enzima com o aminoacido variante em interagir com OGG-1, dentre outras proteinas do BER,
resulta em eficiéncia diminuida dessa via e uma susceptibilidade a doenca (HADI et al.,
2000), colocando a significancia de OGG-1 em posicdo secundaria a de APE-lvariante.
Adicionalmente, esses pacientes se encontravam infectados por cepas de viruléncia elevada,
havendo, portanto, a sobreposicdo de dois fatores predisponentes no desenvolvimento do
cancer gastrico (FISHEL e KELLEY, 2007). Sabendo-se da interacdo nas funcdes das
enzimas de reparo, varios trabalhos tém mostrado a atua¢do em conjunto de alguns desses
polimorfismos. Apesar do presente estudo ndo ter encontrado uma associacdo entre 0S
gendtipos variantes, ja foi relatada uma diminuicdo significativa na capacidade de reparo de
danos oxidativos no DNA associada com a combinacdo de alelos variantes de OGG-1
(C1245G) e APE-1 (T2197G) (VODICKA et al., 2007). Os polimorfismos T2197G de APE-1
e C1245G de OGG-1 tambem foram associados ao aumento do risco de cancer colorretal em

individuos simultaneamente homozigotos para os alelos variantes (PARDINI et al., 2008).
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Por outro lado, considerando apenas as cepas menos Vvirulentas (A4+B4+C4),
verificou-se no subtipo intestinal que os pacientes com o gendtipo selvagem (AA) de PARP-1
estavam significativamente associados a essas cepas, demonstrando que mesmo a atividade
normal desempenhada pela enzima codificada pelo genétipo selvagem, conferiu certa
susceptibilidade celular & infeccdo por cepas pouco virulentas. Tal susceptibilidade p6de ser
evidenciada também quando os casos foram analisados de acordo com os grupos de alta (Al-
>B2) e baixa (B3->C4) viruléncia da cepa. Sabe-se que a atividade de PARP-1, em
polimerizar grupos de ADP-ribose e transferi-los para vérias proteinas nucleares, consome
NAD-+, e assim, consome a energia da célula. Embora PARP-1 tenha um papel importante no
reparo, a sua ativacdo pode causar necrose e inflamacdo devido a essa deplecdo da energia
celular (PEDDI et al., 2006). Dentro desse grupo de cepas com auséncia dos genes estudados
da ilha de patogenicidade, a correlacdo significativa observada entre os genotipos CT+TT de
INOS e o genotipo selvagem de APE-1 (TT) sugere que os pacientes portadores do alelo
variante de INOS estdo associados ao cancer gastrico, mesmo estando infectados por cepas
pouco virulentas e a despeito da atividade de reparo normal de APE-1. Embora ndo haja
relatos na literatura de que esses polimorfismos de APE-1 e OGG-1 se correlacionem, esse
achado esta de acordo com o trabalho de Canzian, et al., (2008), que verificou que a presenca
desse polimorfismo de iNOS ja foi associada a um risco elevado de desenvolver gastrite
atrdfica, que é uma lesdo pré-neoplasica, em uma populacdo venezuelana, caracterizada por
altas taxas de infeccdo por H. pylori. Em céancer géastrico, Goto et al., (2006), demonstraram
em uma populacdo japonesa, que o polimorfismo C150T de iNOS estd associado ao risco
relacionado a H. pylori. Assim, parece que o possivel aumento da atividade da enzima
conferido pela presencga do polimorfismo, resultando em alta producéo de ON, é relevante na
tumorigénese gastrica (SHEN, et al., 2004; WANG, et al., 2006). Também foi observado que

dos trés casos C3, dois estavam associados aos pacientes heterozigotos (CT) para iNOS
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confirmando a importancia dessa alteracdo e sugerindo que 0s pacientes com cancer gastrico
portadores desse polimorfismo progridem na carcinogénese gastrica a despeito da infeccdo
por cepas de H. pylori patogenicamente fracas.

Vale a pena salientar que o grupo de cepas C4 estava infectando também pacientes que
portavam o genoétipo selvagem para os polimorfismos estudados no hospedeiro. Mostrando
que a despeito de um sistema de reparo eficiente e da presenca de uma cepa de baixissima
viruléncia, os individuos desenvolveram cancer géastrico, indicando a necessidade de que
outros polimorfismos também sejam investigados, na via BER, ou em outras vias.

Assim, a melhor forma de perceber um perfil genotipico de interesse, foi analisar os
dados considerando a viruléncia das cepas de H. pylori, em alta (cepas A1->B2) ou baixa
(cepas B3->C4) em relacdo aos geno6tipos de cada um dos polimorfismos estudados. Por meio
dessas analises, destacaram-se os polimorfismos estudados nas enzimas APE-1 e PARP-1.

APE-1 revelou uma forte susceptibilidade a infeccdo por cepas pouco patogénicas,
associada aos portadores do alelo polimorfico, provavelmente pela inabilidade da enzima
codificada pelo alelo variante em se comunicar com outras enzimas de reparo do BER,
destacando a relevancia dessa alteracdo (HADI et al., 2000). Por outro lado, a presenca do
gendtipo selvagem (AA) de PARP-1 demonstrou uma forte associacdo com a infeccdo por
cepas pouco patogénicas, possivelmente devido a vulnerabilidade decorrente do consumo da
energia celular anteriormente mencionado, confirmando os dados de correlacdo anteriormente
vistos entre PARP-1 e cepas fracas, mostrando a relevancia da analise dos gendtipos de H.
pylori agrupados.

Quando os pacientes foram agrupados de acordo com o perfil genotipico dos
polimorfismos estudados, sem levar em consideracdo um polimorfismo especifico, destacou-
se, apesar de ndo ter sido estatisticamente significativo, a elevada frequéncia de pacientes

portando um gene em heterozigoze, seguido dos portadores de dois genes em heterozigoze,
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representando a maioria dos casos (51,4%). E interessante notar também que nenhum dos 109
pacientes apresentou homozigoze para o alelo variante em mais de um gene estudado,
indicando a importancia do sistema de reparo na manutencdo da integridade do genoma. No
entanto, as andlises dos quatro polimorfismos agrupados, ou somente considerando 0s
polimorfismos nos genes das enzimas de reparo conferindo aos seus alelos variantes a mesma
importancia, ndo identifica as enzimas e ainda mostra uma dispersdo grande dos dados, isso €
validado pelas correlacGes vistas entre esses grupos e as cepas de H. pylori, nas quais se
enquadrou um namero reduzido de casos. Deste modo, tais agrupamentos ndo esclareceram
um padréo de infeccdo.

Quando os casos foram analisados observando o gendtipo das trés enzimas de reparo
estudadas, destacou-se a relevancia do gene de APE-1, cuja presenca do genotipo selvagem,
mostrou uma baixissima frequéncia de infec¢cdo por cepas pouco patogénicas, enquanto que a
presenca do alelo variante foi associada a alta infec¢do por essas cepas. Tais caracteristicas
apresentaram diferenca estatistica, independentemente do gendtipo das outras duas enzimas
de reparo estudadas. Por outro lado, quanto aos gendtipos de PARP-1, a susceptibilidade a
infeccdo por cepas pouco patogénicas foi associada a presenca do gendétipo selvagem. Desse
modo, essa correlacdo se mostrou relevante e pode ser justificada, em parte dessas amostras,
pela presenca dos alelos variantes de APE-1 e OGG-1. Logo, essa associacdo entre gendtipo
selvagem de PARP-1 e cepas pouco patogénicas, deve ser especulada, a fim de se entender
melhor a relacdo bactéria e hospedeiro.

H. pylori é uma bactéria muito bem adaptada a mucosa géastrica humana, colonizando-
a ha aproximadamente 50.000 anos e tem permanecido a questdo de por que e como essa
bactéria causa doengas em uma minoria da populagédo colonizada (ATHERTON E BLASER,

2009). O conceito crescente é que polimorfismos em uma colecdo de genes que regulam



Dissertagdo - Isabelle Joyce de Lima Silva Fernandes 88
Associagdo entre Helicobacter pylori e Polimorfismos em Enzimas do Sistema de Reparo de DNA e de Sintese de Oxido
Nitrico no Cancer Gdstrico

processos celulares como reparo de DNA, dentre outros, contribuem para o desenvolvimento
do cancer (HUNG et al., 2005).

Portanto, os achados do presente estudo s&o uma contribuicdo relevante como o
primeiro trabalho, in vivo, associando a cepa de H. pylori com o reparo, contribuindo com o
estabelecimento de um perfil genotipico de vulnerabilidade do hospedeiro que contribui para

a carcinogénese gastrica.
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PERSPECTIVAS

Tendo em vista a complexidade da interacdo bactéria—hospedeiro observada, aqui,
pelo ponto de vista de polimorfismos em genes de enzimas de reparo, mostra-se interessante a
investigacdo de outros polimorfismos no hospedeiro, ligados a sistemas de reparo (que podem
compensar deficiéncias nas enzimas atualmente estudadas), além de polimorfismos que
possam contribuir com o aumento do dano, como no caso dos polimorfismos das
interleucinas. Por outro lado, dado o carater multifatorial do cancer gastrico, o estudo
adicional de fatores como tabagismo, etilismo e fatores genéticos associados ao cancer
gastrico familiar, como no caso da mutacdo da E-caderina, podem agregar valor.

Apesar da complexidade, explicar quais sdo os fatores que contribuem na interacéo:
hospedeiro e infeccdo de H. pylori, considerando a viruléncia da bactéria assim como a
suscetibilidade do hospedeiro, sdo importantes e mostram-se relevantes para elucidar a
carcinogénese gastrica, bem como identificar individuos infectados sob o risco de desenvolver

doencas mais graves.
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CONCLUSOES

um perfil patogénico da bactéria pela sua alta freqiiéncia nestes tumores;

90

Os genes vacA, cagA, cagE e virB11 de H. pylori mostraram-se bons marcadores de

e O desenvolvimento de cancer gastrico em pacientes com idade menor que 55 anos

parece ser associado a presenca dos alelos variantes de INOS e PARP-1;

e O gene cagE se destacou dentre os genes de H. pylori como fator predisponente ao

desenvolvimento do cancer gastrico quando associado a presenca dos alelos variantes

de PARP-1;

e Os subtipos histolégicos, intestinal e difuso, diferem quanto a associacdo dos

polimorfismos de acordo com a localizagdo, onde tumores do subtipo intestinal

localizados na regido ndo-antro foram associados ao genétipo heterozigoto de OGG-1

e tumores do subtipo difuso localizados no corpo foram correlacionados com o

gendtipo selvagem de PARP-1;

e Cepas com genotipo considerado mais virulento de H. pylori estdo associadas ao

cancer gastrico mesmo na presenca de um gendtipo selvagem das enzimas de reparo

aqui estudadas, indicando a relevancia dessas cepas neste processo;

e Cepas menos virulentas de H. pylori estdo mais associadas ao cancer gastrico na

presenca dos gendtipos variantes de APE-1 e na presenca do gendtipo selvagem de

PARP-1,

e As andlises dos polimorfismos das enzimas de reparo associadas, mostrou a relevancia

do sistema de reparo, pois parte dos pacientes infectados por cepas consideradas mais

patogénicas possuiam pelo menos um polimorfismo de reparo.
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Anexo |

Protocolo de Coleta no Centro cirargico

Durante todo o procedimento utilizar mascara e luvas estereis.

1- Conferir o material a ser utilizado para coleta (ldentificacdo do pacientes, maquina
fotogréfica, régua, caneta para tubo, criotubo estéril e protocolo a ser preenchido);

2- ldentificar os tubos com o niumero da amostra, tipo de mucosa (tumoral ou normal) e a data
(Ex.: CG-01-N1/D-M-2004);

3- Apos a retirada da peca, coloca-la em cuba estéril e lava-la com soro fisioldgico estéril (se
necessario). Secé-la com compressa estéril;

4- colocar a peca em um campo azul estéril, em seguida a régua e a identificacdo logo abaixo
da peca, tirar uma foto panoramica e uma foto somente do tumor utilizando flash (total 2
fotos);

5- Com o auxilio de pinca e bisturi estéreis, coletar primeiramente quatro espécimes da
mucosa normal (o0 mais distante do tumor), em seguida quatro espécimes do tumor
(preferencialmente as bordas, evitando as areas de necrose e fibrose), colocar o material
colhido dentro do criotubo estéril e acondiciona-los imediatamente em recipiente com gelo;

6- Tirar uma foto da peca pos-coleta com flash e sem régua;

7- Preencher o cadastro do tecido da peca cirdrgica em duplicata e desenhar um esboco
marcando os locais dos quais foram coletados, bem como as margens cirdrgicas € o tamanho
do tumor;

8- Transportar imediatamente o0s tubos para armazenagem em nitrogénio liquido.
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Anexo —11

Parecer do Comité de Etica
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Anexo - 111

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Instituicdo: DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL — UFC
LABORATORIO DE GENETICA MOLECULAR — LABGEM

Enderego: Rua Coronel Nunes de Melo, 1127, Porangabucu

Investigadora Responséavel: Silvia Helena Barem Rabenhorrst

Titulo: ALTERACOES MOLECULARES NO CANCER GASTRICO: ASSOCIAGCAO
COM FATORES EPIDEMIOLOGICOS

Eu, por este
meio, fui informado(a), em detalhes sobre o estudo intitulado: ALTERAGCOES
MOLECULARES NO CANCER GASTRICO: ASSOCIACAO COM FATORES
EPIDEMIOLOGICOS. O estudo esta sendo realizado pelo Departamento de Patologia e
Medicina Legal da Universidade Federal do Ceard. O estudo em questdo pretende associar
fatores genéticos e ambientais, que podem levar ao desenvolvimento do carcinoma gastrico,
de modo a identificar os fatores de risco, tais como a presenca de uma bactéria denominada H.
pylori e de um virus denominado EBV. Esses serdo detectados através da presenca do
material genético destes agentes infectantes no tumor. Serdo também observadas as alteracdes
genéticas das células tumorais. Estas alteragdes serdo vistas pela expressdo de proteinas, ou
pela anélise do DNA/RNA do tumor.

Cerca de 150 pacientes serdo incluidos no presente estudo. Portanto, concordando em
participar serei um dos pacientes deste estudo que envolve diversas instituicdes, permitindo
coleta de material necessario para o estudo. Ndo havera mudanca ou perdas em relacdo a
analise pelo patologista do meu material. Paralelamente, serdo anotadas algumas questdes
referentes a minha pessoa, no que diz respeito a dados pessoais como a data de nascimento e
relativo a héabitos de vida e a minha doenca. Estas informacgdes serdo retiradas do meu
prontuario ou na auséncia delas, serdo perguntadas pessoalmente a mim.

Minha participacdo ndo tera beneficio direto imediato, em principio, mas que podera
estar contribuindo para que se entendam melhor os fatores de risco e alteragcdes que propiciem
0 aparecimento do cancer gastrico. A identificacdo dos fatores de risco para cancer gastrico
servira para direcionar medidas preventivas. Por outro lado as alteracbes dos materiais
genéticos encontradas nas células tumorais poderao ser usadas como fatores que auxiliardo no
diagnostico, prognostico e também como alvos das novas terapias que estdo sendo agora
desenvolvidas.

Todos os dados da minha participacdo neste estudo serdo documentados e mantidos
confidencialmente, sendo disponiveis apenas para as autoridades de salde e profissionais
envolvidos neste estudo, os quais, quando necessario, terdo acesso a0 meu prontuario.

Como minha participacdo é voluntéaria, posso abandonar o estudo a qualquer
momento, sem que isso resulte em qualquer penalidade ou perda de meus direitos onde recebo
atendimento médico. Se tiver qualquer duvida ou perguntas relativas a esse estudo ou aos
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meus direitos no que diz respeito a minha participacao, posso contactar a Dra. Silvia Helena
Rabenhorst no telefone 3288 8206 ou 9994 5689.

Assinatura do paciente:
Endereco do paciente:

Telefone: Data: / /
Nome da testemunha
Assinatura da testemunha:
Data: / /
Assinatura do investigador:
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Anexo - IV

Cadastro de Pacientes Submetidos a Coleta de Tecido de Peca Cirurgica

Cddigo CG: Data / /

N° Prontuario Data de admisséo no servico hospitalar __/ /

Depto Responsavel Hospital

Nome Sexo F[ IM[ ]

Endereco

Contato Naturalidade Procedéncia

Idade Nasc / / Cor ABO

Grau de instrucéo Profissdo

Histéria familiar:

[ JAVO [ JAVO [ IMée [ ]JPai [ JIrmdo(d) [ ]Tio(a) [ ]Filho(a) Outros

Habitos: [ ]Sal [ ]Frutas [ ]Verduras [ ]Churrasco [ ]Carne seca[ ]geladeira

[ ]JTabagista Tipo Frequéncia Fum. passivo [ ]

[ JAlcool  Tipo Frequiéncia

Dados relativos a neoplasia.

Data do primeiro diagnéstico / / Exam
H. pylori[ ]
Sitio anatémico Est. Clinico T N M

Aspecto morfoldgico Bormann
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Exame anatomopatologico N°:

Tratamento: [ ]Radioterapia [ ]Quimioterapia[ ]JHormonioterapia [ ]JImunoterapia

Protocolo

Cirurgia: realizada em / / Cirurgido

Responsavel pela Coleta

Tempo de ressec¢do da coleta: [ ]<1h [ ]1h [ ]2h[ ]3h [ ]<ou=4h[ ] Outras

Observacdes

N° de amostra Tumoral congelada[ ] N°de amostra Normal [ ]

Local Armazenamento:
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Anexo -V

Tabela de analise das trés enzimas de reparo

3 GENOTIPOS

APE (T->G)

0GG (C->G)

PARP (A->G) Al A2 A3 A4 Bl B2 B3 B4 C2 C3 C4 Total geral

OGG (S) TT/CC/AA (Selv.) 4 3 2 1 1 2 19

FIXO  1G/CC/AA 9 1 4 2 18
TT/CC/AG 1
TG/CC/AG
GG/CC/AA
TT/CC/GG
GG/CC/AG 1
TG/CC/GG 2

1 2 1
0O 0 0 0O OO O O
1

O W N

4
2
1
1 1 1 1 1
1
0
1

N W O O 0o n

3 GENOTIPOS

APE (T->G)

0GG (C->G)

PARP (A->G) Al A2 A3 A4 Bl B2 B3 B4 C2 C3 C4 Total geral

APE (S) TT/CC/AA (Selv.) 4 3 2 1 1 2 19
FIXO  1T/CG/AA 2 1 1 1 1
TT/CC/AG 2 1
TT/CG/AG 3 1
1

0

N N S

TT/GG/AA

TT/CC/GG 0
TT/CG/GG 2
TT/GG/AG 0O 0 0O 0O 0O OO OO 0O O

o

0O 0 0 0 0 0 0O O

O N O N O Ul ©

3 GENOTIPOS

APE (T->G)

0GG (C->G)

PARP (A->G) Al A2 A3 A4 Bl B2 B3 B4 C2 C3 C4 Totalgeral

PARP (S) TT/CC/AA (Selv.) 4 3 2 1 1 2 19
FIXO TT/CG/AA 2 1 1 1 1 8
TG/CC/AA 9 1

2

1

N N R B

TG/CG/AA 3
TT/GG/AA
GG/CC/AA 1 1 1 2 1
TG/GG/AA 1 1

GG/CG/AA 2 1 2 1

(S) Selvagem



