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RESUMO

As lesdes gastricas (LG) se desenvolvem a partir da mucosa normal infectada
cronicamente por Helicobacter pylori (H. pylori) e podem progredir para o cancer
gastrico (CG) através de um processo com mdltiplas etapas. A infeccdo por H. pylori
pode causar respostas inflamatérias diferenciadas, podendo resultar em acumulo de
espécies reativas do oxigénio (ROS), cuja instabilidade causa danos oxidativos no
DNA. A integridade gendmica € garantida por enzimas de reparo importantes como:
XRCC-1 e MLH1. Porém, polimorfismos nestes genes podem influenciar a capacidade
de reparo e a susceptibilidade individual do hospedeiro ao desenvolvimento do cancer
gastrico associada. Assim, este estudo objetiva verificar a associacdo entre 0s
polimorfismos de enzimas de reparo de XRCC-1 G28152A e MLH1 -93 G2A, as LG e
sua progressdo para 0 CG. Neste estudo foi obtido DNA de 369 pacientes, sendo 152 de
CG e 217 com LG nao-neoplasicas (LG), coletadas em quatro hospitais de Fortaleza-
CE. A identificagdo dos polimorfismos foi feita por PCR-RFLP. Em 99% dos casos foi
possivel determinar os gen6tipos estudados. Neste estudo, foi verificado que o genétipo
heterozigoto polimorfico de XRCC-1 G28152A, conferiu risco para o desenvolvimento
de CG. Por outro lado, analises estratificadas comparando Gastrite Cronica Inativa com
as demais lesdes mostraram que os portatores do genétipo homozigoto polimorfico
XRCC-1 28152AA foram associados a uma protecdo para a gastrite cronica ativa e o
alelo polimorfico XRCC-1 (A) foi associado a uma dimunicdo para a incidéncia dos
tumores na regido ndo cardia. Adicionalmente quando a metaplasia foi comparada aos
subtipos histologicos de CG foi observado uma protecdo para o desenvolvimento do
subtipo intestinal associado aos pacientes portadores do genotipo homozigoto
polimorfico de MLH1 (AA). Os dados demonstraram que polimorfismos nas enzimas de
reparo podem interferir com a eficiéncia do processo de reparo, mas diferem quando
modificado o perfil das analises. Os achados desse estudo contribuem com o futuro
estabelecimento de um perfil genotipico envolvido na progresséo do CG.

Palavras Chave: Polimorfismos, Enzimas de Reparo, Cancer.



ABSTRACT

Gastric lesions (LG) extends from normal mucosa infected with Helicobacter
pylori (H. pylori) and can progress to gastric cancer (GC) using a multi-step process.
The H. pylori infection can cause different inflammatory responses and may result in
accumulation of reactive oxygen species (ROS), whose instability causes oxidative
DNA damage. The genomic integrity is guaranteed by major repair enzymes as XRCC-1
and MLH1. However, polymorphisms in these genes may influence the ability to repair
and individual susceptibility of the host associated with the development of gastric
cancer. Thus, this study aimed to investigate the association between polymorphisms of
XRCC-1 G28152A and MLH1 -93 G>A repair enzymes, the LG and its progression to
the CG. This study was obtained DNA from 369 patients, 152 CG and 217 with pre-
malignant LG (LG), collected in four hospitals in Fortaleza-CE. The identification of
the polymorphism was performed by PCR-RFLP. In 99% of cases it was possible to
determine the genotypes. In this study it was found that the polymorphic homozygote
genotype XRCC-1 G28152A, gave risk for the development of GC. On the other hand,
stratified analyzes comparing GCIl with other lesions showed that carriers the
homozygous genotype polymorphic XRCC-1 28152AA were associated with protection
for the active chronic gastritis and polymorphic allele XRCC-1 (A), a decrease for
incidence of tumors in the region not cardia. Additionally when the metaplasia was
compared to histological subtypes of CG was observed a protection for the development
of the intestinal subtype associated with patients polymorphic homozygous genotype of
MLH1 (AA). The data showed that polymorphisms in repair enzymes can interfere with
the healing process efficiency, but differ when the modified profile analysis. Our
findings contribute to the future establishment of a genotypic profile involved in the

progression of CG.

Keywords: Polymorphism, Repair Enzimes, Cancer.
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1. INTRODUCAO

1.1 Danos ao DNA

A transmissdo da informacdo genetica e manutencdo da integridade do material
gendmico sdo dois fatores fundamentais para a sobrevivéncia dos organismos e perpetuacao
das espécies (ZHOU; ELLEDGE, 2000). O principal objetivo de cada forma de vida existente
é entregar seu material genético intacto e inalterado, para a proxima geracdo. Isso deve ser
alcancado apesar do constante ataque, de diferentes fontes, sobre a molécula de DNA. Todos
os dias cada celula do corpo humano recebe dezenas de milhares de lesdes (JACKSON;
BARTEK, 2009). De radiacdo UV, produtos quimicos genotoxicos, e radiacdo ionizante, a
subprodutos do metabolismo celular, tais como espécies reativas de oxigénio e peroxidacédo
lipidica, as nossas células estdo sendo constantemente agredidas por potenciais agentes
mutagénicos (CHOUDHARY, et al, 2009).

Espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio sdo produzidas como subprodutos da
respiracdo oxidativa ou por meio de eventos do ciclo redox envolvendo agentes toxicos
ambientais e reacdes Fenton mediadas por metals pesado (VALKO et al, 2006). Além disso,
estas espécies reativas sdo produzidas por macrofagos e neutrofilos em locais de inflamacéo e
infeccbes (KAWANISHI et al, 2006). A oxidacdo é parte fundamental da vida aerdbica e do
nosso metabolismo. O oxigénio é metabolizado dentro das células através de uma série de
reducdes de um elétron, com a producdo de intermediarios reativos e potencialmente danosos
chamados de espécies reativas de oxigénio (EROS) (LU et al, 2001). O organismo humano
sofre acdo constante dessas espécies reativas de oxigénio. As EROS s@o geradas em niveis
normais endogenamente em diversas condi¢cOes fisioldgicas, como na respiracdo, durante o
metabolismo celular aerdbico, na resposta inflamatoria, e na exposicdo a diversos agentes
guimicos e fisicos. No entanto essas moléculas sdo instaveis, e seu excesso apresenta efeitos
prejudiciais. Estas promovem uma série de reacdes com substratos bioldgicos podendo
ocasionar danos as biomoléculas incluindo o DNA (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

As lesbes a0 DNA causados pela EROS incluem a formacdo de adutos, que
prejudicam o emparelhamento de bases e/ou bloqueam a replicacdo e transcricdo do DNA,
podem ocasionar a perda de bases e quebra de fita simples da cadeia de DNA (“Single-
Strand-Breaks” - SSB). Algumas irregularidades na molécula de DNA surgem através de

processos fisioldgicos, como o0 mal pareamento de bases ocasionalmente introduzidas durante
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a replicagdo do DNA (JACKSON; BARTEK, 2009). Sequéncias de repeticdo simples
parecem ser particularmente propensas a erros de incorporacdo incorrecta pela polimerase
(MARTIN-LOPEZ; FISHEL, 2013). Uma variedade de lesdes também resulta em distorcées
significativas na dupla-hélice da molécula de DNA. Dentre os chamados “bulkys” de ligagdes
cruzadas entre bases, podemos destacar as CPDs e 6-4PPs, principais lesfes induzidas por luz
UV. Lesdes do tipo 6-4PPs resultam em distor¢des mais severas no DNA em relagdo a CPDs
(PEARLMAN; PIRKLE; KIM 1985) (Figura 1).

Essas lesdes podem bloquear a replicacdo e transcricdo gendmica, e podem levar a
mutacdes caso ndo sejam reparadas ou sejam reparadas inadequadamente. Dependendo da
extensdo do dano, a célula pode reparar o erro ou ndo. Caso nao repare, a célula pode seguir
uma via apoptética ou mutagénica. (SILVA; JASIULIONIS, 2014).

Figura 1: Fontes e exemplos de dano ao DNA.

Raios-X
Radicais liwres ILuz UV ——
Al quilantes ESion- 2
R 25 q; PP — l-ld‘ocm:l‘;onetos Quimioterapicos Frros de replicacio

“Mismatch” A-G

Uracila 64 PP LigacOes cruzadas
Sitios abasicos Adutos Quebras de fita-dupla  Mismatch” T-C
8- oxoguanina _PD Insercoes
Quebra de fitasimples Delecoes

Traduzida de HOUMAKERS, 2011

1.2 Sistemas de reparo ao DNA

Os mecanismos de reparo de DNA sdo processos fundamentais na protecéo das células
contra danos, assegurando a transmissdo fiel das informagfes genéticas de geracdo para
geracdo (FRIEDBERG et al, 2006). Trata-se de um conjunto de reacfes da célula para
assegurar a estabilidade genébmica. Em contrapartida a instabilidade gendmica €
compreendida como um estado do genoma no qual ocorre um aumento na extensdo de danos

ao DNA. Isso pode ser resultado de aumento nas taxas de dano induzido ao DNA, ao reparo



16

aberrante ou a ambos. A célula frente ao dano corrige o erro (sistemas de reparo) ou induz a
apoptose caso o erro ndo seja reparado (PAWLOWSKA,; BLASIAK, 2015).

Para combater estas ameagcas, Varios sistemas evoluiram para detectar danos no DNA,
sinalizar a sua presenca e mediar a sua reparacdo. Tais respostas, que tém impacto sobre uma
ampla gama de eventos celulares, sdo biologicamente significativas, pois evitam diversas
doencas humanas. H4 uma variedade de vias para o reparo dessas lesGes infligidas ao DNA.
Os componentes envolvidos nas decisdes de qual via tomar irdo variar de acordo com a
maneira em que o0 genoma tenha sido danificado, a quem pertence e a sua estabilidade global.
De maneira geral, os danos ao DNA resultantes da exposicdo a agentes toxicos podem ser
corrigidos por enzimas codificadas por uma ou mais vias de reparo do DNA trabalhando de
maneira integrada (BERRA; MENCK, 2006). Existem cinco principais vias de reparo,
incluindo o reparo por excisdo de bases (BER — “Base Excision Repair”), reparo por excisao
de nucleotideos (NER — “Nucleotide Excision Repair”), reparo de bases mal pareadas e
reparo por recombinacdo homologa (HR) e recombinacdo ndo-homologa (NHR) (LU et al,
2001) (Figura 2).



Figura 2 — Esquema dos danos ao DNA, suas vias de reparo e os fatores envolvidos nessas vias.
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Fonte: Traduzida de Postel-Vinay, 2012.

O mecanismo molecular do BER inicia-se pelo reconhecimento e excisdo de bases
danificadas pelas DNA glicosilases sem ou com atividade 3’-AP liase associada (LINDHAL,;
WOOD, 1999). Cada glicosilase é especifica para um nimero limitado de bases modificadas.
A excisdo da base resulta num sitio Apurinico/Apirimidico (AP), que € reconhecido por outro
grupo de enzimas, as AP-endonucleases (APE-1), que fazem a incisdo na extremidade 3’ ou
5’ do sitio AP, gerando uma lacuna. Esta é preenchida através de polimerizagio e ligacdo de
novos nucleotideos a sequéncia de DNA (SLUPPHAUG; KAVLI; KROKAN, 2003). A
polimerizacdo pode ser completada por duas vias: a via curta (“Short-Patch Repair™), que
remove apenas um nucleotideo. Esta via utiliza poucos fatores, como a polimerase p e DNA
ligase 111 estimulada pela XRCC-1 (“X-ray repair complementing defective repair in Chinese
hamster cells 1”). Ja a via longa (“Long Patch Repair”’) remove de 2-8 nucleotideos, e requer
uma série de fatores que também estdo envolvidos em replicacdo, como a DNA polimerase o
ou ¢ (aparentemente estimuladas pela ), FEN1, DNA ligase | e provavelmente RPA. O gene
XRCC-1 e responsavel por uma proteina esqueleto que se associa diretamente com outras
proteinas, tais como DNA-polimerase-p, PARP (ADP-ribose polimerase) e a DNA-ligase 11
num complexo, para facilitar os processos de reparo por excisdo de bases (BER) ou reparo de
guebra de cadeia simples. A proteina XRCC-1 pode se ligar diretamente tanto a fita de DNA
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cortada, quanto a fita com uma fenda e associada a DNA-polimerase-f, sugerindo que esta
proteina possa estar indepedentemente envolvida com o reconhecimento do dano ao DNA
(SLUPPHAUG; KAVLI; KROKAN, 2003) (Figura 3).

Figura 3 - Etapas da via de reparo por excisdo de bases (BER).
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Fonte: Traduzida de Curtin, 2005

Além disso, quando dois SSBs surgem muito préximos, ou quando o aparto de
replicacdo do DNA encontra um SSB ou determinadas outras lesdes, as quebras de cadeias
duplas (“Double-Strand-Breaks” - DSBs) sdo formadas. Embora DSBs ndo ocorram tdo
freqlientemente quanto as outras lesGes acima citadas, elas sdo dificeis de reparar e
extremamente toxicas (KHANNA; JACKSON, 2001). Dois mecanismos principais podem ser
citados para o reparo dessas DSB: recombinagdo homologa (HR) e recombinagdo nao
homdloga (NHR). O reparo por recombina¢do homologa (HR) é equipado para manter a
fidelidade na sequencia da molécula de DNA. Ja o reparo por recombinagdo ndo-homologa é
propenso a erros e pode atuar em qualquer fase do ciclo celular (JACKSON; BARTEK,
2009). Esse processo pode levar a perda da sequencia de DNA. Por outro lado, a imprecisdo
de NHR na abertura das estruturas em hairpin do DNA contribui para a diversidade do
sistema imunoldgico (SOULAS-SPRAUEL et al, 2007).
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O mecanismo de reparo por excisdo de nucleotideos (“Nucleotide Excision Repair” -
NER) é considerado um dos mais versateis e flexiveis por reparar lesdes do tipo CPD e 6-
4PP, que causam distorcdes na dupla hélice do DNA. LesGes do tipo 6-4PP apresentam uma
taxa de reconhecimento e incisdo pela via NER superior ao observado para CPD, sugerindo
assim que, dependendo do grau de distor¢cdo na molécula de DNA, os danos s&o reconhecidos
e reparados de modo mais eficiente (CHANDRASEKHAR; VAN HOUTEN, 2000). Pode-se
resumir esta via em 5 passos: reconhecimento do dano, incisdo, excisao, sintese de reparacao
e ligacdo.(NOUSPIKEL, 2009). Além disso, NER pode trabalhar em conjunto com a
transcri¢cdo. Transcricdo acoplada ao reparo assegura que, cadeias contendo genes ativos sdo
reparadas com uma prioridade mais elevada do que o resto do genoma, provavelmente devido
a RNA polimerase Il, que atua como um sensor de danos (DEACONESCU;
ARTSIMOVITCH; GRIGORIEFF, 2012).

No reparo do dano de bases mal pareadas (“Mismatch Repair” - MMR), a deteccao do
dano e de loops de insercdo/delecdo desencadeia uma incisdo de fita simples na molécula de
DNA, e entdo se tornam alvo de enzimas nuclease, polimerase e ligase que irdo reparar 0 erro
(JACKSON; BARTEK, 2009). Essa via € responsavel, principalmente, pela eliminacdo de
erros de bases mal pareadas e de algas insercdo-delecdo que surgem como consequéncia do
deslizamento da DNA polimerase durante a replicagdo (JIRICNY; NYSTROM-LAHTI,
2000). O sistema MMR é composto por dois complexos de proteinas: o MutS e o MutL. A
operacdo desse sistema requer que o complexo de proteinas MutlL, que compreende as
proteinas MLH1 (mutL homolog 1), PMS1 (postmeiotic increased segregation 1), PMS2
(postmeiotic segregation Increased 2) e MLH3 (mutL homolog 3), se ligue a MutSo ou a
MutSpB. Estas ultimas, fazem parte do complexo MutS, e correspondem a MSH2 (mutS
homolog 2) e MSH6 (mutS homolog 6), e MSH2 e MSH3 (mutS homolog 3), respectivamente
(KOLODNER; MARSISCHKY, 1999). O gene humano homélogo ao gene mutL de E. coli,
MLH1 (MutL homologl), produz uma das enzimas envolvida no reparo de erro de
pareamento (mismatch repair MMR) onde juntamente com outras proteinas reconhece leses
no DNA sendo responsavel pelo recrutamento de proteinas necessarias para a excisdo e o

reparo. O gene de MLH1 esta localizado na posicéo 3p22.2. (Figura 4).
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Figura 4 - Etapas da via de reparo de bases mal pareadas (MMR)
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Se 0 produto dessas vias falha em reparar o dano devido a alguma deficiéncia
funcional, a célula acumula uma quantidade excessiva de danos. Os danos nao reparados
podem levar a mutagoes, incluindo alterages cromossémicas que, por sua vez, podem alterar
as sinalizacbes para apoptose, desregular o crescimento celular e induzir a carcinogénese
(CHRISTMANN et al., 2003). Estudos epidemiologicos indicam que polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs), de uma variedade de genes relacionados ao reparo do DNA, estdo
associados com o risco do desenvolvimento de diferentes tipos de tumores (GOODE;
ULRICH; POTTER, 2002).



21

1.3 Polimorfismos

Polimorfismos genéticos sdo variacOes alélicas com frequéncia superior a 1%. Estima-
se que cerca de 90% das variaches de sequéncias em seres humanos sdo causadas por
polimorfismos de substituicdo da base nitrogenada de um dnico nucleotideo (Single
Nucleotide Polymorphisms — SNPs). Quando ocorre em regifes génicas codificantes, os SNPs
podem ser sindnimos (ndo causam a mudanca de um aminoacido) ou nao-sindnimas (quando
um aminodcido é alterado) (HUNT et al., 2009). Ao comparar duas sequéncias de DNA, essa
sequéncia sendo uma combinacdo linear de quatro nucleotidos, posi¢do por posicdo, onde
quer que vocé se depare com diferentes nucleotideos na mesma posi¢do, isso € um SNP.
Acredita-se que SNPs reflitam mutacOes passadas que eram em sua maioria (mas néo
exclusivamente) eventos Unicos, e dois individuos que compartilham de um alelo variante sdo,
assim, marcados com uma heranca evolutiva comum. Em outras palavras, nossos genes tém
ancestrais, e andlise de padrbes comuns de variacdo de SNP pode identifica-los. Eles
fornecem uma rica fonte de informag6es sobre a historia evolutiva das popula¢cdes humanas
(STONEKING, 2001).

Muitos genes de reparo do DNA carregam polimorfismos e estudos de associagao
genética sobre o risco de cancer tém-se centrado na identificacdo de efeitos de polimorfismos
de nucleotideo Unico (SNPs) nesses genes com o desenvolvimento de diversos tipos de
tumores (LI et al., 2011). Pelo menos 125 variantes de substituicdo de nucleotideos em 37
genes de reparo do DNA foram identificados em humanos, incluindo genes do BER, NER,
HR e MMR (SMITH et al., 2003). Esses polimorfismos alteram as func¢des das proteinas, por
eles codificadas, e alteram a capacidade de reparacdo do DNA. Apesar dos esforcos,
informacdes neste Ambito ainda sdo escassas (CAPELLA et al., 2008, QIAN et al., 2011).

Polimorfismos de MLH1 podem ter um efeito sobre a capacidade de reparacdo do
DNA e, por conseguinte, o risco de cancer, especialmente a substituicdo G>A da regido
promotora -93 (DOMINGO et al, 2005). Esse polimorfismo parece ter potencial de afetar a
regulacao da expressao génica, alterando dessa forma a eficiéncia do reparo da via MMR. Ele
tem sido relatado com um risco aumentado de cancer colorretal, associada a alta instabilidade
de microssatélite (MSI) (RAPTIS et al., 2007). O genotipo homozigoto polimoérfico tem sido
relacionado a um risco trés vezes maior de cancer colorretal com imunohistoquimica negativa
para MLH1 (ALLAN et al., 2008), bem como foi demonstrado que esse gendtipo esta
associado com o fenotipo metilado de MLH1 (CHEN et al., 2007)
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Um dos polimorfismos, encontrados mais frequentemente em sitios conservados de
XRCC1, leva a uma substituicdo G = A no codon 399 do exon 10 do gene, levando a
alteracdo de um aminoéacido arginina (Arg) por uma Glutamina (GlIn). O alelo 399GIn esta
localizado no lado acido-carboxilico terminal da poliadenosina ribose-difosfato, dominio de
interacdo da polimerase (WANG et al, 2003).

Os polimorfismos genéticos nos genes de reparo XRCC-1 (G28152A) e MLH1 (-93
G—>A) ja foram identificados, e estudos sugerem que esses polimorfismos podem estar

associados com risco ao cancer (LI et al, 2011).

1.4 Lesdes gastricas

Por um longo periodo do século passado, acreditou-se que as gastrites e Ulceras
pépticas eram causadas por inumeros fatores fisiolégicos, sendo o mais importante deles a
hipersecrecdo de é&cido cloridrico pelas células oxinticas do estdmago (BANASCH E
SCHMITZ, 2007). Em 1983, Warren e Marshal desmistificaram a ideia de que apenas 0s
fatores fisiologicos eram causadores destas doencas gastricas quando obtiveram um isolado de
Helicobacter pylori do estbmago humano em cultura. Marshal ingeriu uma suspensédo desta

cultura bacteriana e provou que o microrganismo isolado provocava gastrite.

As lesdes gastricas podem estar localizadas em qualquer parte do estbmago, que se
divide em cinco regifes anatdbmicas: cardia, por¢do conica e estreita situada imediatamente
apos a unido gastresofagica; fundo gastrico, regido em forma de clpula do estomago proximal
que se estende no sentido superior lateral a regido da cardia; corpo gastrico, que compreende
0 restante do estdbmago proximal que vai até a incisura angular; antro gastrico; e regido pré-
pilorica, sendo separado deste pelo piloro (KUMAR; KUMAR; DIXIT, 2011) (Figura 5).

Denomina-se de gastrite a inflamagdo aguda ou cronica da mucosa gastrica. A fase
aguda da gastrite é de curta duragcdo e a resposta imune elimina a infeccdo, mas ndo a
colonizacdo de H. pylori. Desta forma, em algumas semanas, ocorre a producdo gradual de
células inflamatdrias cronicas (ATHERTON et al, 1997), levando a gastrite aguda a progredir
para uma gastrite cronica. A gastrite crénica € um processo de longa duragdo caracterizada
pelo aumento de linfécitos e plasmdcitos na lamina prépria. Apresenta variacOes de
intensidade dependendo do agente agressor e do desenvolvimento da resposta do hospedeiro
ao dano podendo variar desde uma inflamacdo superficial até a atrofia da mucosa (DANI;
PASSOS, 2011).
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Figura 5 — Sitios anatdmicos do estdmago.

Eso6fago —
Funcm
Cardia
|

Curvatura 1)
Pequena Corpo
Piloro —

Duodeno /
|\

Curvatura
Grande

Antro

Fonte: http://www.misodor.com/images/45FF1.jpg

Com a progressdo da injaria na mucosa e a consequente destruicdo das glandulas, a
atrofia é estabelecida. Esta é a primeira alteracdo sugestiva de malignidade (KAYACETIN;
GURESCI, 2014; CORREA, 1992). A perda de tecido glandular leva ao afinamento da
mucosa provocando danos graves que podem apresentar erosdo ou ulceracdo da mucosa com
destruicdo da camada glandular (LAUWERS; SRIVASTAVA, 2007). A Ulcera péptica € uma
doenca heterogénea com comprometimento de toda a espessura da mucosa e invasdo da
parede muscular (TARNAWSKI, 2005). Pacientes com Ulcera gastrica tem um risco de 1,8

vezes mais chances de desenvolver cancer de estbmago (HANSSON et al., 1996).

A metaplasia € uma alteracdo reversivel onde um tipo celular diferenciado é
substituido por outro tipo celular diferenciado e representa, muitas vezes, uma mudanca
indesejavel pela possibilidade de induzir transformacdes malignas no epitélio metaplésico
(KUMAR; ABBAS; ASTER, 2013). Na metaplasia intestinal ha substituicdo do epitélio
gastrico por epitélio intestinal em resposta a irritacdo persistente da mucosa provocada pela
infeccdo por H. pylori. Esta lesdo pode aumentar a suscetibilidade a carcinogénese géstrica
em até 10 vezes, via sequéncia: metaplasia - displasia - carcinoma (MARQUES-SILVA et al,
2014). Numa sequéncia bem definida da carcinogénese a displasia epitelial gastrica precede o
desenvolvimento da maioria dos adenocarcinomas. A displasia epitelial gastrica é uma
proliferacdo epitelial neoplésica caracterizada por variacdo na arquitetura celular e atipia.
Essas alteracOes displasicas podem se tornar tdo graves a ponto de constituirem um carcinoma
in situ (LAUWERS; SRIVASTAVA, 2007).
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A classificacdo histoldgica do cancer géastrico divide esses tumores em dois tipos
principais: ndo-epiteliais e epiteliais. Dentre os 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 histolégicos.
Assim, baseado em aspectos morfoldgicos, varios sistemas de classificagdo histoldgica tém
sido propostos, no entanto, a classificacdo mais comumente utilizada nos paises ocidentais € a
classificacdo de Lauren (1965). Segundo a classificacdo histologica de Lauren essas
neoplasias podem ser definidas em dois tipos distintos: o tipo intestinal (bem diferenciado) e o
tipo difuso (pouco diferenciado). Esses exemplares histoldgicos diferem entre si com relagdo
as caracteristicas epidemioldgicas e prognoésticas (BORK; BARONE, 2007; ESPEJO;
NAVARRETE, 2003; IARC, 2000).

O adenocarcinoma difuso compreende o tipo menos frequente e é caracterizado por
apresentar pior progndstico. Nesse tipo de tumor as células apresentam-se menos aderentes,
que difusamente adentraram o estroma gastrico resultando em pequenos grupos ou mesmo em
células tumorais solitarias, com pouca formacéo de glandulas e apresentando, algumas vezes,
um vacuolo citoplasmatico claro. Esse tipo de tumor acomete, principalmente, pessoas mais
jovens, geralmente é hereditario e ndo se desenvolve em etapas. Isto compreende maior
propagacao intra e trans parietal e esta associado com o0 mau progndéstico em compara¢do com
o tipo intestinal (HAMILTON; MELTZER, 2006; HARTGRINK, et al., 2009).

O tipo mais frequente dentre os adenocarcinomas compreende aos tumores do tipo
intestinal. Em geral, estes se apresentam como estruturas de células malignas unidas que se
assemelham a glandulas gastrointestinais funcionais. Essa formacédo apresenta células coesas
formando estruturas tubulares, comumente acompanhadas por formacdo papilar ou
componentes solidos. Tumores intestinais se desenvolvem através de passos seqiienciais que
comeca com gastrite, progride para gastrite atrofica e sdo seguidos por metaplasia intestinal, e
finalmente cancer gastrico. Esse tipo de tumor cresce expansivamente, com alta
vascularizagdo e ocorre freqlientemente em pessoas idosas. Estes tumores sdo fortemente
influenciados pelo ambiente (WU, et al., 2006; HAMILTON; MELTZER, 2006). O
desenvolvimento e a progressdo do cancer gastrico do subtipo intestinal caracterizam um
processo multifatorial e bastante complexo, no qual, segundo o conceito original proposto por
Correa (1992), a infeccdo por H. pylori dirige uma sequéncia de lesbes precursoras
caracterizadas por uma cascata de mudangas na mucosa gastrica que progridem ao cancer

gastrico do tipo intestinal (Figura 6).
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Figura 6 - Esquema do modelo de carcinogénese gastrica sugerido por Correa.
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E bem estabelecida a associacio da infeccdo por Helicobacter pylori e o
estabelecimento do carcinoma géstrico. A infecgdo por essa bactéria desempenha um papel
critico na carcinogénese gastrica, na qual uma interaccao, a longo prazo, entre os fatores de
viruléncia bacterianos e a respota inflamatoria do epitélio gastrico do hospedeiro culmina na

acumulacdo de mutac6es e modificacdes epigenética que podem levar a neoplasia.

Uma vez instalada a infecgdo por H. pylori, as células epiteliais da mucosa gastrica
geram a ativacdo de cascatas imunoldgicas e inflamatérias Iniciadas pela resposta imune.
Nessa resposta ha predominio da producgéo de anticorpos e de citocinas, contribuindo para o
processo inflamatério. Fatores de viruléncia de H. pylori aumentam a inflamag&o da mucosa
gastrica e induzem a producdo de citocinas pro-inflamatorias (ROBINSON; ARGENT;
ATHERTON, 2007; LADEIRA et al., 2003). No processo inflamatorio, gerado em resposta a
infeccdo, ocorre o recrutamento de diferentes fagocitos, tais como neutrofilos, macrofagos e
eosinofilos, para o local da injuria onde geram mediadores, como o 6xido nitrico e espécies

reativas do oxigénio (EROS), em resposta a produtos da parede celular bacteriana.

1.5 Epidemiologia do cancer géstrico

Os tumores gastricos compdem o quarto tipo de cancer mais frequente no mundo,
sendo a segunda causa de morte por cancer em ambos os sexos (LIM et al., 2014). A

frequéncia destes tumores € duas vezes maior em homens que em mulheres (WEN; MOSS,
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2009). Dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA) mostram que 0 nimero de casos novos
de céncer de estbmago estimados para o Brasil, no ano de 2016 é de 20 mil novos casos,
sendo 12.920 homens e 7.600 mulheres acometidos. O Nordeste possui elevada prevaléncia
dessa neoplasia, sendo o segundo entre os homens e o quinto entre as mulheres, especialmente
0 estado do Ceara, onde os tumores gastricos representam o terceiro tipo de cancer mais
comum entre homens e mulheres (INCA, 2014).

Tendo em vista que um dos mecanismos propostos para o0 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 e nos
portadores de lesbes gastricas de diferentes graus os polimorfismos que influenciam 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.

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo estimar o risco da presencga dos
polimorfismos XRCC-1 (G28152A) e MLH1 (-93G>A) considerando lesbes géastricas de
diferentes gravidades. Adicionalmente, verificar se a presenca desses polimorfismos no

cancer gastrico predispde a um subtipo ou sitio anatdmico do seu desenvolvimento.

1.6 Pergunta de Partida

Os polimorfismos das enzimas de reparo XRCC-1 (G28152A) e MLH1 (-93G>A) podem ser
marcadores de progressao das lesbes gastricas?

1.7 Hipotese

Que a presenca do alelo ou gendtipo polimorfico de XRCC-1 (G28152A) e MLH1 (-93G>A)

pode influenciar no desenvolvimento e progressédo das leses gastricas
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Populacéo de estudo

Um total de 369 amostras foram coletadas. Todos os individuos, apds serem
informados sobre a pesquisa, concordaram em participar dela, assinando espontaneamente o
termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anxos...) Amostras de 217 pacientes com
sintomas dispépticos, submetidos a endoscopia em trés hospitais de Fortaleza, Hospital
Universitario Walter Cantideo (HUWC), Hospital Sdo José e Hospital Geral de Fortaleza
(HGF), que tiveram algum tipo de lesdo gastrica (LG) confirmada por um patologista, foram
selecionadas. Amostras LG obedeceram ao seguinte critério de exclusdo: caso a cirurgia
gastrica ou duodenal tinha sido executada anteriormente ou se houvesse uso recente de
medicamentos anti-inflamatérios e/ou antibidticos ndo esterdides. Dessas amostras, dois
fragmentos foram obtidos das regides do antro e do corpo, de acordo com a localizacdo da
lesdo. Os dados histopatol6gicos tais como subtipos tumorais e regido de localiza¢do do tumor

foram extraidos dos laudos patoldgicos, presentes nos respectivos prontuarios.

As 152 amostras restante, compreendem aos tumores gastricos obtidos a partir de
pacientes submetidos a gastrectomia total ou parcial nos hospitais: Santa Casa de Misericordia
de Fortaleza (SCMF), Hospital Universitario Walter Cantideo (HUWC), Hospital Geral César
Cals (HGCC) e Hospital Geral de Fortaleza (HGF). Os espécimes tumorais frescos foram
coletados nos centros cirdrgicos dos respectivos hospitais, imediatamente apds a gastrectomia,
obedecendo as condicGes ideais de assepsia. 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 5u m, corados com Hematoxilina-Eosina e avaliados quanto
ao percentual de células tumorais pelo patologista do grupo de pesquisa. Apenas aguelas
amostras que continham um percentual maior ou igual a 80% de celulas tumorais foram

dirigidas para a extragdo do DNA gendmico.

2.2 Extracao do DNA

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
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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 propor¢ao
de 6mL de tampé&o de extracédo para cada 0,5¢g de tecido tumoral e incubado em banho-maria a
60 °C por 16 horas com algumas inversdes. Apos a incubacédo, 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
o0 DNA foi precipitado com 2/3 do volume de isopropanol a 100%, centrifugado a 2000rpm
por 5 min. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi
ressuspendido com NaCl 1M, para liberacdo 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 a 37°C. Depois de seco, 0 DNA foi
ressuspendido em 400ul de dgua Milli-Q estéeril 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).

2.2 Deteccao dos Polimorfismos

A presenca de polimorfismos de Unico nucleotideo (SNPs) nos genes que codificam as
enzimas de reparo, MLH1 e XRCC-1, foram detectados por meio da analise do DNA
genémico, utilizando a Reacdo em Cadeia da Polimerase PCR-RFLP (restriction fragment
length polymorphism), que é a PCR seguida de restrigdo 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). Amostras
distintas, sabidamente possuidoras dos sitios de clivagem para cada enzima de restricdo
especifica, foram usadas como controle das rea¢Ges de restricdo enzimatica. As reagdes para
determinar a presenca de polimorfismos nestes genes foram conduzidas no Laboratério de
Genética Molecular - LABGEM da Universidade Federal do Ceara. Em cada uma das reac6es
de PCR para as amostras de CG, foram utilizados na mistura o tampdo 1x (Tris-HCI 20mM
[pH 8,4], KCI 50 mM), pelo menos 0,4uM de cada oligonucleotideo iniciador, 3,6 U de
Platinum Taq DNA Polimerase Invitrogen®, 0,3 mM deoxinucleotideos tri-fosfato (ANTP);
2,0 mM de MgCl,; e 100 ng de DNA, adicionada de agua estéril suficiente para 25uL. O
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produto do PCR foi visualizado em gel de agarose a 2% corado com brometo de etideo sob

transluminador de luz ultravioleta.

Os protocolos para as reacdes de PCR das amostras de LG sofreram uma pequena
alteracdo. As reacdes para essas amostras foram realizadas segundo os protocolos a seguir
para cada um dos genes A mistura da reacdo de PCR para amplificacdo do fragmento de
259pb do gene de MLH1 para detecgdo do polimorfismo rs1800734 ocorreu em um volume
de 20 pL utilizando Green MasterMix® (Promega, Madison, USA), de acordo com protocolo
do fabricante com adicdo de 2uL de Tween 20 1%, 0.4uL de cada primer e 1 pL de amostra
de DNA a uma concentracdo de 25ng e completando o volume com 6,2 puL de &gua de
injecdo. O mix seguiu para o termociclador onde foi submetido a variacdes de temperatura de

acordo com o seguinte

Tabela 1 - Primers e enzimas de restrigGo das PCR’s para os genes das enzimas de reparo.

Sequéncia dos Oligonucleotideos Enzimade PCR .
Gene s I~ b) Referéncia
Iniciadores Restricgo (P
MLH1 F 5’ AGTAGCCGCTTCAGGGA3’ pvulll 259 Chenmetal,
9365a R S’CTCGTCCAGCCGCCGAATAA3’ 2005
XRCC-1  FS’TTGTGCTTTCTCTGTGTCCA3’ Msol 615 Yin, etal,
G2 R 5"TCCTCCAGCCTTTTCTGATA3’ P 2009

Para o polimorfismo rs25487 de XRCC-1 a reacdo de PCR ocorreu ulizando 8 pL de
agua com BSA, 10 uL de Green MasterMix® (Promega, Madison, USA), de acordo com
protocolo do fabricante com adici¢do de 0.5uL de cada primer e 1 uL de amostra de DNA a
uma concentracdo de 25ng. O mix seguiu para o termociclador onde foi submetido a variagoes
de temperatura de acordo com o seguinte programa: 94° durante 5 minutos para fase de
desnaturacdo inicial da fita de DNA, seguida por 35 ciclos de 94° por 1 minuto, 54° por 1
minuto e 72° por 2 minutos, para entdo ocorrer a fase de extenséo final a 72° por 5 minuto. Os
produtos do PCR foram observados por eletroforese em gel de agarose 1% corados com
Brometo de Etidio, para confirmacdo da amplificacdo e seguiram para o processo de restricdo

enzimatica.
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Em todos os casos, 0s produtos foram submetidos a digestdo enziméatica com 5U da
endonuclease de restricdo especifica descrita na Tabela 1, acrescida do tamp&o sugerido pelo
fabricante em um volume final de 20uL. Os produtos da digestdo foram submetidos a

eletroforese em gel de poliacrilamida 6% e posteriormente corados com nitrato de prata.

Figura 7 - Exemplos de fragmentos de restri¢cdo em géis de poliacrilamida

1 2 3 1 2 3

Legenda: Exemplos de fragmentos de restricdo em géis de poliacrilamida: [a] MLH1 -93G>A (1) Homozigoto
Polimorfico, Heterozigoto (2) e (3) Homozigoto para o alelo variante; [b] XRCC-1 G28152A (1) Produto de PCR
e Homozigoto para o alelo variante, (2) Homozigoto Selvagem e (3) Heterozigoto.

2.3 Analise estatistica

Os dados clinico-patologicos 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 o programa estatistico EPINFO® versdo 7.0 realizando-se o Teste do
% e Teste Exato de Fisher. Foram considerados estatisticamente significantes, valores de p <
0,05.
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3. RESULTADOS
3.1 Populacéo de Estudo

Dentre os 215 casos de LG 41,2% (89/215) eram do sexo masculino e 59,8%
(128/215) do sexo feminino, com razdo de 1,43 mulheres para cada homem. A mediana de
idade foi de 52 anos, variando de 8 a 88 anos de idade. A lesdo mais frequente foi a gastrite
cronica ativa (GCA) 57,3% (118/206), enquanto gastrite crénica inativa (GCI), Ulcera e
metaplasia contam com apenas 20,4%, 3,4% e 18,9% dos casos respectivamente. O grupo
cancer gastrico contou com 152 pacientes, sendo 63,8% (97/152) homens e 36,2% (55/152)
mulheres, com uma razdo masculino/feminino estimada de 1,76:1. A mediana das idades foi
65 anos, variando entre 23 e 92 anos. O subtipo intestinal foi levemente mais frequente que o
difuso com 54,1% (79/152) dos casos versus 45,9% (67/152) do subtipo difuso. Considerando
0 sitio anatémico, a regido ndo-cardia foi a mais frequente compreendendo 79,6% (121/152)
guando comparado aos tumores localizados na regido cardia com 20,4% (31/152) dos casos.
A anélise desses dados mostrou risco para o desenvolvimento de CG em homens [p=0,00001;
0.R.=2,53 (1,65 — 3,88)] quando comparadas as LG (Tabela 2).

Tabela 2 - Distribuig¢do dos casos de LG e CG quanto a idade e sexo.

LG CG O.R.

n (%) n (%) (95% CI) P
SEXO
F 128 (59,8) F 55 (36,2) Ref 1
M 89 (41,2) M 97 (63,8) a 65252 s  0.00001"
IDADE
<52 114 (53) <65 74 (48,7) Ref 1
1,17
>52 102 (47) >65 78 (51,3) 077 178) 0,43

Quando o sexo foi comparado entre as lesbes, tendo como referéncia a GCI, que é
considerada a lesdo mais leve, observou-se que os homens foram mais frequentes nas
metaplasias [p=0.009; O.R.=3,30 (1,32 — 8,28)] e no cancer gastrico intestinal [p=0,0008;
0.R.3,74 (1,70 — 8,24)].



Tabela 3 - Distribuicéo dos casos de LG e CG quanto a idade e sexo, nos diferentes tipos de lesdes.
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Gastrite  Gastrite
Cronica  Cronica OR Metaplasia OR
Inativa  Ativa (95% CI) P n (%) (95% CI) P
n (%) n (%)
Sexo
Mulheres 25 (59,5) 65 (55,1) Ref 1 12 (30,7) Ref 1
Homens 17 (40,5) 53 (44,9) 1’12 5%538 i 0,75 27 (69,3) 3,30(1,32-8,28) 0,009*
Idade
<52 21(30) 67 (56,7) Ref 1 10 (26,3) Ref 1
0,76 (0,37 - *
>52 21(70) 51 (43,3) 154) 0,44 28 (73,79 2,80(1,09-7,18) 0,02
Total 42 118 39
Gastrite Cancer Cancer
Croénica  Gastrico OR Gastrico OR
Inativa  Intestinal  (95% CI) P Difuso (95% CI) P
n (%) n (%) n (%)
Sexo
Mulheres 25(59,5) 22 (28,2) Ref 1 29 (43,3) Ref 1
Homens 17 (40,5) 56(71,8) 3,74 (1,70-8,24) 0,0008* 38 (56,7) 1,92 (0,88 - 4,21) 0,09
Idade
<65 21 (50) 28 (35,9) Ref 1 39 (58,2) Ref 1
1,78 (0,83 -
>65 21 (50) 50 (64,1) 3.82) 0,13 28 (41,8) 0,71 (0,33 -1,55) 0,40
Total 42 78 67

Para as analises de idade, o ponto de corte considerado foi calculado pela mediana das

lesGes e do cancer gastrico separadamente. Considerando esse ponto de corte foi observado

que 0s pacientes com metaplasia eram significativamente mais frequentes nos individuos
acima de 52 anos de idade [p=0.02; O.R.=2,80 (1,09 — 7, 18)].

Em 99% (215/217) dos casos de LG foi possivel determinar os genotipos estudados,

dois casos ndo amplificaram para ambos os polimorfismos estudados. Na distribuigédo

genotipica de acordo com as lesdes, o gendtipo mais frequente foi 0 homozigoto selvagem

para ambas as enzimas (Tabelas 3, 4 e 5). Andlises nédo estratificadas dos polimorfismos entre

as lesdes gastricas mostrou somente associacdo significativa para XRCC-1 G28152A, com
risco para o desenvolvimento de CG [p=0,004; O.R. 2,29 (1,27 — 4,12)] (Tabela 3).



Tabela 4 - Distribuicéo dos polimorfismos de XRCC-1 G28152A e MLH1 -93G>A nas lesGes gastricas

LG CG p OR
n (%) n (%) (95% CI)
MLH1
-93G>A
GG 103 (47,9) 74 (58,3) 1 Ref
GA 89 (41,4) 43 (33,8) 0,09 0,67
(0,41-1,07)
AA 23 (10,7) 10 (7,9) 0,21 0,60
(0,27 - 1,34)
Alelo G 192 117 1 Ref
Alelo A 112 53 0,21 0,77
(0,52 -1,15)
Total 215 127
XRCC-1
G28152A
GG 93 (43,2) 68 (54) 1 Ref
GA 25 (11,6) 42 (33,3) 0,004* 2,29
(1,27 -4,12)
AA 33 (15,3) 16 (12,7) 0,23 0,66
(0,33-1,30)
Alelo G 118 110 1 Ref
Alelo A 58 58 0,75 1,07
(0,68 —1,67)
Total 215 127

Legendas: LG = Lesdo Gastrica; CG = Cancer Gastrico
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3.2 Comparacao dos polimorfismos XRCC-1 G28152A e MLH1 -93G>A, entre LGs e CGs

Devido a natureza da lesdo, a gastrite cronica inativa (GCI) foi considerada como a
lesdo mais branda, pois ndo apresenta infiltrado neotrofilico, e nesse estudo foi utilizada como
referencia para as analises do risco da progressao das lesdes incluindo o cancer gastrico.Este
ultimo também foi comparado com a metaplasia por esta se tratar de um dos estagios finais

descrito na cascata de Correa como antecessora do CG Intestinal.

Nestas analises somente o polimorfismo de XRCC-1 G28152A mostrou dados
significativos. Pelas tabelas 4 e 5 observa-se que 0s portatores do gendétipo homozigoto
polimorfico XRCC-1 (AA) foram associados a uma protecdo para a gastrite cronica ativa
[p=0.001; O.R.=0,20 (0,07 — 0,57)] e o alelo polimorfico XRCC-1 (A), uma dimunicao para a
incidéncia dos tumores na regido ndo cardia. Apesar de nado significativo, observa-se também
uma tendéncia para o risco metaplasia, em portadores do genotipo variante de MLH1 -93G>A
(AA) [p=0.06; O.R.=5,03 (0,92 — 27,43)].



Tabela 5 - Associacao entre diferentes tipos de lesdes gastricas (LG) e os gen6tipos das enzimas XRCC-1 G28152A e MLH1 -93G>A.

Gatrite Gastrite OR Metaplasia Gastrite OR
Cronica Ativa  Cronica Inativa o p X Cronica Inativa o p
o e (95% CI) n (%) o (95% CI)
MLHL
-93G>A
GG 57 (49,1) 23 (54,7) Ref 1,00 16 (41) 23 (54,7) Ref 1,00
GA 48 (41,3) 17 (40,4) o S ) 072 16 (41) 17 (40,4) o ey g 082
221 5,03
AA 11 (9,4) 2 (47) 045 1080 050 7 (18) 2 (47) 002 a4z 008
elo s , € ) ) e )
AlloG 105 (90,51) 40 (95,2) Ref 1,00 32 (82) 40 (95,2) Ref 1,00
Alelo A 59 (50,9) 19 (45,2) o 62?_12 2 060 23 (59) 19 (45,2) o 73513 2 0.28
Total 116 22 39 22
XRCC-1
G28152A
GG 46 (39,6) 18 (42,8) Ref 1,00 19 (48.7) 18 (42,8) Ref 1,00
GA 55 (47,4) 16 (38.1) o B S 13 (33,3) 16 (38.1) o 3 g 080
0,20 i 0.8
AA 15 (13) 8 (19) 007 057 0001 7 (18) 8 (19) 020 275 075
Alelo G 101 (87) 34 (81) Ref 1,00 32 (82) 34 (81) Ref 1,00
Alelo A 70 (60,4) 24 (57,1) o 55?? 29 095 20 (51.,3) 24 (57,1) o 43’?? o) 075

Total 116 42 39 42
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Tabela 6 - Associacao entre gastrite cronica inativa (GCI) e CG na regido nao-cardia, € 0s gendtipos das enzimas
XRCC-1 G28152A e MLH1 -93G>A.

Cancer

EESITED N Cr@Si?:?l’lr;[gtiva ol
Cardia (95% CI) P
n (%)
n (%)
MLH1
-93G>A
GG 60 (61,2) 23 (54,7) Ref 1,00
GA 29 (29,6) 17 (40,4) 0,65 (0,30 —1,40) 0,27
AA 9(9,2) 2 (4,7 1,72 (0,34 - 8,59) 0,75
Alelo G 89 (90,8) 40 (95,2) Ref 1,00
Alelo A 38 (38,7) 19 (45,2) 0,89 (0,46 —1,74) 0,75
Total 98 42
XRCC-1
G28152A
GG 56 (57,7) 18 (42,8) Ref 1,00
GA 27 (27,8) 16 (38,1) 0,54 (0,24—1,22) 0,13
AA 14 (14,4) 8 (19) 0,56 (0,20 —1,55) 0,26
Alelo G 83 (85,6) 34 (81) Ref 1,00
Alelo A 41 (42,3) 24 (57,1) 0,49 (0,25-0,97)  0,03*
Total 98 42

Quando as analises entre metaplasia e 0 CG foram realizadas considerando os
subtipos histologicos foi observado uma protecdo para o desenvolvimento do subtipo
intestinal associado aos pacientes portadores do genotipo homozigoto polimorfico de
MLH1 (AA) [p=0,03; O.R.= 0,19 (0,03 — 0,98)]. Por outro lado, nos portadores do
gendtipo de MLH1 -93G>A heterozigoto polimoérfico (GA) foi observado uma
tendéncia a protecdo ao subtipo difuso, ja que apesar da significancia encontrada, o IC
ndo confirma o achado [p=0,05; O.R.= 0,41 (0,16 — 1,04)] (Tabela 6).

Os casos de cancer gastrico também foram analisados entre si considerando 0s
subtipos histologicos e as regides de localizacdo do tumor. Somente foi observada uma
diferenca estatistica quanto as regifes de localizacdo do tumor, na qual o genotipo
heterozigoto de XRCC-1 G28152A apresentou associagdo significativa para o risco no
desenvolvimento de tumores na regido cardia [p=0.03; O.R.=2,59 (1,06 — 6,29)] (Tabela
7).



Tabela 7 - Associacdo entre metaplasia (M) e os subtipos histologicos de CG, quanto aos genotipos das enzimas XRCC-1 G28152A e MLH1 -93G>A.
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Car}ﬂi;;fglmo Metaplasia OR 0 Géstcr: iacl:rc])clnguso Metaplasia OR 0
0] 0) 0) (0)
e n (%) (95% CI) s n (%) (95% CI)
MLHL
-93G>A
GG 36 (53,7) 16 (41) Ref 1,00 36 (63,2) 16 (41) Ref 1,00
GA 28 (41,8) 16 (41) o 339_7 ’ &) 0,56 15 (26.3) 16 (41) o 1g’f : oy 005
0,19 . 0,38
AA 3 (4,5) 7(18) 003 098) 0,03 6 (10,5) 7 (18) o1 13y O
Alelo G 64 (95,5) 32 (82) Ref 1,00 51 (89,5) 32 (82) Ref 1,00
Alelo A 31 (46,3) 23 (59) o 33?f71 3 0,25 21 (36.8) 23 (59) o ! g O3
Total 67 39 57 39
XRCC-1
G28152A
GG 34 (51,5) 19 (48.7) Ref 1,00 33 (57.,9) 19 (48.7) Ref 1,00
GA 24 (36,4) 13 (33,3) o 4;’93; ) 0,94 17 (29.8) 13 (33,3) o 38’_7 i sy 054
0,63 0,57
AA 8 (12,1) 7 (18) 020" 3.03) 0,44 7 (12.3) 7 (18) 017 1gg 03
Alelo G 58 (87.9) 32 (82) Ref 1,00 50 (87.7) 32 (82) Ref 1,00
Alelo A 32 (48,5) 20 (51,3) o 43?? . 0,72 24 (42,1) 20 (51,3) o 3(?—7 i oy 048
Total 67 39 57 39




Tabela 8 - Associagdo entre os subtipos histoldgicos, as regibes anatémicas de CG, quanto aos gendtipos das enzimas XRCC-1 G28152A e MLH1 -93G>A.
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Cancer Gastrico Cancer OR Cancer Cancer Gastrico OR p
P Géstrico Nao (95% CI) Géstrico Difuso Intestinal (95% CI)
Cardia .o p
Cardia n (%) n (%)
n (%)
n (%)
MLH1
-93G>A
GG 14 (48.3) 60 (61,2) Ref 1,00 36 (63,2) 36 (53,7) Ref 1,00
GA 14 (48.3) 29 (29.6) o o 00) 0,09 15 (26,3) 28 (41,8) o 2> g O
0,47 2
AA 1(3.4) 9(9.2) 005 407 0,68 6 (10,5) 3 (4.5) oa6 sy 048
Alelo G 28 (96,6) 89 (90,8) Ref 1,00 51 (89,5) 64 (95,5) Ref 1,00
Alelo A 15 (51,7) 38 (38,7) o 63’_252 1) 0,54 21 (36.8) 31 (46,3) o 439'fi o) 063
Total 29 98 43 67
XRCC-1
G28152A
GG 12 (41,4) 56 (57,7) Ref 1,00 33 (57,9) 34 (51,5) Ref 1,00
GA 15 (51,7) 27 (27.8) a 062’5% 2y  003* 17 (29.8) 24 (36,4) o 33?'_7 2 s 043
AA 2 (6.9) 14 (14,4) o 1§f2 2) 1,00 7(12,3) 8 (12,1) o ng’g 5 08
Alelo G 27 (93,1) 83 (85,6) Ref 1,00 50 (87,7) 58 (87,9) Ref 1,00
Alelo A 17 (58.6) 41 (42,3) o 621372 ) 0,50 24 (42,1) 32 (48,5) o 4gf371 s O
Total 29 %8 43 67
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4. DISCUSSAO

As amostras de LG corresponderam a 217 pacientes com sintomas dispépticos e
152 casos de cancer gastrico foram incluidos nesse estudo. E interessante notar aumento
significativo do risco observado para 0os homens com a progressao das lesdes quando
comparado a lesdo mais branda (GCI) com metaplasia e com o CG intestinal. Esse é um
dado esperado, ja que nos dados epidemioldgicos, 0 homem € mais frequente. As razdes
para tais diferencas ndo sdo claras. Exposi¢cBes ambientais ou profissionais podem
desempenhar um papel importante. Por exemplo, os homens tém sido historicamente
mais propensos a fumar, embora as taxas elevadas em homens parecem persistir, mesmo
em paises onde os homens e as mulheres tém padrdes de fumo semelhantes
(FREEDMAN et al., 2010). Alternativamente, as diferencas de sexo podem refletir
diferengas fisiol6gicas. Os niveis de estrogenos podem proteger contra o
desenvolvimento de GC. Nas mulheres, a menopausa retardada e aumento de fertilidade
pode diminuir o risco de GC, enquanto que as drogas anti-estrogénio podem aumentar
as taxas de CG (SHEH et al., 2011; DERAKHSHAN et al., 2009).

Quando o género foi comparado no CG considerando os subtipos e o sitio
anatomico, obsevou-se que diferindo dos tumores ndo-cérdia, tumores da regido cardia
foram mais frequentes nos homens, corroborando com estudos que ja relataram uma
associacdo entre os tumores na regido cardia e o sexo masculino em varias partes do
mundo (BROWN; DEVESA, 2002; FREEDMAN et al., 2010; AMORI et al., 2016).
Nas amostras referentes ao CG, os homens foram mais acometidos do que as mulheres,
0 que reproduz as estimativas do INCA, nas quais a relagdo homem/mulher € de 1,79
(INCA 2014).

A mediana de idades nas lesdes gastricas, também ficou dentro do esperado ja
citado na literatura, com pequenas variacdes em diferentes grupos étnicos (SONG et al.,
2015; CHOI; SONNENBERG, 2015; MARAN et al., 2013). Considerando os CG, na
maioria das populagdes ha um aumento progressivo no risco com a idade, com
prevaléncia entre 50 e 70 anos, reproduzido pelo presente estudo ao se deparar com
mais da metade (51,3%) dos pacientes integrantes desta pesquisa apresentando idade
maior ou igual a 65 anos e a menor idade encontrada foi a de 23 anos (CREW;
NEUGUT, 2006, PARKIN, 2006).
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Quanto a regido anatdmica a mais frequente (79,6% dos casos) foi a regido néo-
cardia. O encontro dessa regido como a mais frequente corrobora com outros estudos
que apontam a posicdo distal do estbmago como o sitio mais frequente dos tumores
géastricos em paises em desenvolvimento e no Japao do que na América do Norte, Norte
e Oeste da Europa e Autralia/Nova Zelandia, bem como estudo realizado no estado do
Ceara (PARKIN, 2006; DA COSTA et al, 2015).

Considerando o subtipo histoldgico, verificaram-se frequéncias similares dos
tipos intestinal e difuso. Embora o tipo intestinal seja apontado como o mais frequente
pela IARC (2000), Ang e Fock, 2014 relatam um declinio na incidéncia dos tumores do
tipo intestinal e um aumento de tumores do tipo difuso, contribuindo para as frequéncias
equivalentes, atualmente encontradas. Outros estudos, assim como este, também nao
encontraram predominio de um dos dois tipos histologicos, onde foram observadas, para
os tumores do tipo intestinal, frequéncias que variaram de 51%, a 58,6% em estudos
realizados no Brasil (PEREIRA et al., 2001; LOPES et al., 2004, CREW; NEUGUT,
2006).

Considerando os polimorfismos estudados, apesar de polimorfismos nos genes
de varias enzimas de reparo do DNA serem bastante estudados em varios tipos de
cancer, incluindo o cancer gastrico, devido ao seu papel critico na manutencdo da
integridade do genoma (GOODE; ULRICH; POTTER, 2002; HUNG, et al., 2005;
CAPELLA, et al., 2008), ndo ha muitos estudos relativos aos polimorfismo de MLH1 e
XRCC-1 ou em lesdes gastricas que ndo cancer. Assim, 0 estudo aqui proposto teve
como objetivo, associar os polimorfismos XRCC1 G28152A e MLH1 -93G>A em
lesbes géastrica de diferentes gravidades incluindo o céancer géstrico, este ultimo

considerando os subtipos histopatoldgicos e sitios anatdmicos.

Quando o total das lesdes foi comparado aos casos de cancer gastrico com
relacdo a distribuicdo genotipica dos polimorfismos estudados, foi encontrado um
aumento de 1,29 vezes no risco para a progressdo para o cancer associado genotipo
heterozigoto polimoérfico XRCC1 28152GA. E biologicamente plausivel supor que esses
polimorfismos podem ter significado funcional. O polimorfismo modifica o sitio de
interacdo com a polimerase (WANG et al., 2003) e adicionalmente, Lunn et al. (1999)
demonstraram que o alelo polimérfico do gene XRCC-1 G28152A estd associado a
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niveis mais elevados lesGes ao DNA (adutos) ocasionada por aflatoxina-B1 e
glicoforina, sugerindo assim que esse polimorfismo resulta em reparo ineficiente do
DNA, justificando a associagdo encontrada. Apenas um estudo desenvolvido na regido
Sul do Brasil compara o polimorfismo de XRCC1 G28152A em lesdes géastricas com
CG, sem encontrar nenhuma associagéo significativa (DUARTE et al, 2005). Entretanto
as frequéncias do polimorfismo XRCC-1 G28152A encontradas por Duarte e
colaboradores diferiu das do presente estudo nos casos de lesdes gastricas que ndo o
cancer, no qual as frequéncias aqui encontradas estavam menores no genotipo
heterozigoto (11,6% x 45%) e maiores no gen6tipo homozigoto polimorfico (15,3% x

6,5%). Podendo, assim, justificar os resultados conflitantes.

Dados sobre a associacdo do polimorfismo de XRCC1 G28152A e risco ao
cancer, sdo inconsistentes na literatura. Ghosh et al. (2016), em estudo caso controle
com paciente da india ndo observaram associagdo com esse polimorfismo. Enquanto
Shen et al. (2000), também em um estudo caso-controle, encontraram aumento no risco
de CG para individuos portadores do gendtipo variante para 0 mesmo polimorfismo do
gene XRCC1. Ratnasinghe et al. (2004) encontraram uma reducdo significativa na
incidéncia de CG em portadores do alelo polimérfico de XRCC1 28152A.

Quando as lesdes foram estratificadas e comparadas considerando o diagnostico
histopatol6gico, o genétipo homozigoto polimorfismo XRCC1 28152AA foi associado a
protecdo para o desenvolvimento de gastrite cronica ativa e o alelo A para CG ndo
cardia. O reparo do DNA é um componente essencial da resposta a danos no DNA
celular (DDR), é a reacdo da celula para lidar com insultos gendmicos endogenos e
ex0genos, que podem interferir com o processo de transferéncia de informacédo genética,
perturbar o ciclo celular e induzem a morte celular No entanto, para proteger de
apoptose excessiva, as células cancerosas podem tolerar algumas lesdes do DNA, o que
pode aumentar a instabilidade do genoma e levar ao cancer (PAWLOWSKA et al,
2015). Esse mecanismo pode ser uma possivel explicacdo para os achados controversos
em estudos com o polimorfismo G28152A de XRCC-1.

Contrastando com a protecdo um risco foi observado para os tumores localizados
na cardia. Esse dado pode estar relacionado com dados relatos de outro estudo no qual
encontraram 0 genotipo XRCC-1 28152AA ligado ao aumento do risco de cancer

relacionados com o tabaco entre fumantes leves, mas diminui¢cdo do risco entre 0s
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fumantes pesados (TUIMALA et al., 2004). A incidéncia de cancér na céardia ja foi
postulada por ser influenciada com fatores ambientais, mais especificamente o
tabagismo (CAl et al, 2003, LAGERGREN et al, 2000; TUIMALA et al., 2004)

Considerando o polimorfismo -93G>Ade MLH1, associacdo significativa foi
encontrada apenas quando comparadas metaplasia com os subtipos de CG. Foi
observada uma protecdo em portadores do gendtipo homozigoto polimérfico (AA) para
o0 desenvolvimento do subtipo intestinal. O gene humano homélogo de mutL (MLH1) é
um dos principais genes na via MMR desempenhando um papel importante ndo s6 no
reconhecimento e no reparo de pares de base de DNA mal pareadas, mas também em
outros processos celulares vitais incluindo a parada do ciclo celular, estresse oxidativo,e
apoptose. O polimorfismo localizado na posicéo -93 do residuo de adenina do codon de
iniciacdo é ralatado afetar a expressdo do gene MLH1 em cultura de linhagens celulares
oncogenica e ndo oncogenica alterando a ligacdo de fatores de transcri¢cdo ao promotor
de MLH1 com diferente grau de afinidade dependendo do fator de trancricdo (PAN et
al, 2011; PERERA et al., 2011). H& também estudos que mostram 0 aumento da
susceptibilidade da sequéncia promotora a metilacdo em carcinoma colo retal
(MIYAKURA et al., 2014).

Muitos estudos tém avaliado a relacdo do polimorfismo-93G>Ade MLH1, com o
risco de cancer, porém os resultados permanecem contraditérios. Alguns estudos
relataram a relacdo da presenca do alelo polimorfico de MLH1-93G>A com o risco de
cancer coloretal (CRC) (RAPTIS et al.,, 2007; ALLAN et al., 2008; NIZAM et al,
2013). No entanto, na populacdo mexicana um estudo constatou a existéncia de um
risco significativamente reduzido de CRC para o gendtipo -93A/A (MUNIZ-
MENDOZA et al.,, 2012) corroborando com o0s dados encontrados neste estudo.
Contudo, estudos envolvendo o gene MLH1 e CG estdo mais focados em entender o
papel da metilacdo desse gene no desenvolvimento da carcinogénese gastrica. Apenas
um trabalho foi identificado relatando associacéo significativa do polimorfismo -93G>A
de MLH1 com CG, no qual encontraram um aumento no risco para o desenvolvimento
dessa doencga em individuos portadores do alelo MLH1 -93A (ZHU et al., 2016). Para
explicar esses resultados discordantes, foi proposto que o polimorfismo -93G>A de
MLH1 pode ser cis-ativado com variantes desconhecidas na regido minima para

trascricdo — definida entre -320 e -76 por Arita et al (2003) — e co-modula a expressao
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de MLH1. Na verdade, esses autores provaram que mutantes individuais na regido -91 a
-96 mostraram menor atividade no promotor (13-17%) e que mutantes duplos ou triplos
para esse e outros polimorfismos desse gene, apresentaram atividade moderada (30%)
(ARITA et al, 2003). No entanto, ndo existe qualquer evidéncia conclusiva de que o
alelo -93A reduza a atividade do promotor, e nenhum elemento nuclear para a
transcricdo de MLHL foi identificado (MEI et al, 2010; PERERA et al, 2011).



43

5. CONCLUSAO

A andlise entre os tumores e as demais lesGes agrupadas mostrou aumento
significativo do risco para o desenvolvimento de CG para o genotipo AA de XRCC-1
G28152A. Por outro lado, analises estratificadas revelaram protecdo para os portatores
do gendtipo homozigoto polimorfico XRCC-1 28152AA, associados a gastrite cronica
ativa e o alelo polimorfico XRCC-1 (A), uma dimunicdo para a incidéncia dos tumores
na regido nao cardia. Adicionalmente quando a metaplasia foi comparada aos subtipos
histologicos de CG foi observado uma protecdo para o desenvolvimento do subtipo
intestinal associado aos pacientes portadores do gendtipo homozigoto polimérfico de
MLH1-93G>A (AA). Baseado nessas analises é possivel afirmar que os polimorfismos
em enzimas de reparo estudados podem vir a ser bons marcadores de progressao para o
desenvolvimento do CG. Porém mais estudos no ambito da analise comparativa entre 0s
diferentes tipos de lesbes se fazem necessarios para confirmar esse achado, e para
entender melhor os fatores envolvidos na progresséo e desenvolvimento do CG.

Adicionalmente, os resultados envolvendo o sexo destacam a relevancia de analisar
outros parametros do hospedeiro a fim de encontrar uma associacdo distinta que possa

auxiliar no estabelecimento de fatores de risco.
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ANEXOS
Anexo | - Parecer do Comité de Etica —Cancer Gastrico

HUWC/UFC
Comi(é de Etica em Pesquisa

Céd CEP-  OYF.06,09

g

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
HOSPITAL UNIVERSITARIO WALTER CANTIDIO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Rua Capitdo Francisco Pedra, 1290 - Rodolfo Tedfilo ~ 60.430-370 - Fortaleza-CE
FONE: (85) 3366-8589 / 3366-8613  E-MAIL: cephuwe@huwe.ufc.br

Protocolo n°: 047.06.09

Pesquisadora Responsavel: Silvia Helena Barem Habenhorst

Departamento / Servigo:

Titulo do Projeto: “Polimorfismos de interleucinas e enzimas do sistema de reparo do
cAncer gastrico: associagdo com Helicobater pylort”

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Walter Cantidio analisou
na sessio do dia 07/07/09 o projeto de pesquisa: “Polimorfismos de interleucinas e
enzimas do sistema de reparo do cAncer géstrico: associaciio com Helicobater pylori”,
tendo como pesquisadora responsavel Silvia Helena Barem Habenhorst.

Baseando-se nas normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do
Conselho Nacional de Saude (Resolugdes CNS 196/96, 251/97, 292/99, 303/00, 304/00,
347/05, 346/05), o Comité de Etica resolve classificar o referido projeto como:
APROVADO.

Salientamos a necessidade de apresentagio de relatdrio a0 CEP-HUWC da pesquisa
dentro de 12 meses (data prevista: 07/07/10).

Fortaleza, 07 de julho de 2009.

lowio  facaulo

Dra. Ménica Cardoso Faganha
Coordenadora do CEP-HUWC
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Anexo 11 - Parecer do Comité de Etica — LG Pré-Neplasicas

ERNO _ e R A

COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEPHGF

Forialeza, 12 de julho 2010.
lima.sra. comunicamos-Ihe o parecer do CEP

Pesquisadora; Ana Paula Santos do Carmo

Projeto Intitulado: Identificagdo genotipica e prevaléncia de cepas da helicobacter pylori
responsdveis pelo desenvolvimento dos adenccarcinomas gistricos: estudos em lesdes
precursoras.

Area de conhecimento: Ciéncias da Sadide / Medicina

Data da entrada no CEP: 26/06/10

Protocolo do CEP: 0707 14/10

Sumario: Objetivo principal da pesquisa - Determinar os sublipes genéticos das cepas de
helicobacter pylori, quanto & presenca de genes de viruléncia circulantes na regido estudada,
em lesbes gastricas de diferentes gravidades. Um ndmero de 200 amostras de pacientes com
suspeita de lesdes gaslricas estudadas (gastrites, Uiceras e metaplasia intestinal) serd coletado
nos ambulaldnios dos hospitais. Os locais da pesquisa serdo Hospital Universitano Walter
Cantideo (HUWC), Hospital Sdc José (HSJ) e Hospital Geral de Fortaleza {HGF), ambos em
Fortaleza, A coleta serd feita em condipdes ideais de assepsia, no momento da endoscapia. A
confirmacdo diagnostica serd dada pelo laudo endoscopico bem como pelo exame
histopatolgico. Os sujeitos da pesquisa serdo pessoas que se dirigem a um destes hospitais
COM queixd, ou suspeita de doenga gastrica e que foi encaminhado a0 SEMVIGo de endoscop:a,
0 mesmo serd abordado momentos anles da reglizagio do exame pelo pesquisador
cadastrado junto ao comité de ética e a0 mesmo sera exphicado do gue se rala a pesquisa e
quais 08 possiveis riscos inerentes de sua participacio

Paracer:

Informamos a V.Sa., que o Comité de Etica em pesquisa apreciou o projelo, considerando que
o masmo alende as recomendagbes da Resolugdo 196/96 sobre pesquisa com seres humanos
& considerando que o mesmo ja tem aprovagic de oulre Comité, observou-se 08 aspectos
lecnicos da viabilizagio da pesquisa & o CEPMHGE considerou o projeto aprovado.

Lembramos ao pesquisador a entrega do relatdrio final da pesquisa no CEP e cumprimento dos
aspeclos elico-legais da pesquisa.

Atenciosamente,

]mmtﬁc%ﬁh;ggig'*_—(

-oordenadora do Comité de Etica em Pesquisa — CEP/HGF
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Anexo Il - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Amostras de Cancer
Gastrico

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

Enderecgo: Rua Coronel Nunes de Melo, 1127, Porangabucu

Investigadora Responséavel: Silvia Helena Barem Rabenhorrst

Titulo: AI:TERACC)ES MOLECULARES NO CANCER GASTRICO:
ASSOCIACAO COM FATORES EPIDEMIOLOGICOS

Eu, por
este meio, fui informado(a), em detalhes sobre o estudo intitulado: ALTERACOES
MOLECULARES NO CANCER GASTRICO: ASSOCIAGAO 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 atraves da presenca do material genético destes agentes infectantes no tumor.
Serdo também observadas as alteracfes genéticas das células tumorais. Estas alteracdes
serdo vistas pela expressdo de proteinas, ou pela analise 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
instituices, permitindo coleta de material necessario para o estudo. N&o havera
mudanca ou perdas em relacdo a andlise 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 habitos de vida e a
minha doenca. Estas informacGes serdo retiradas do meu prontuario ou na auséncia
delas, serdo perguntadas pessoalmente a mim.

Minha participagdo ndo tera beneficio direto imediato, em principio, mas que
podera estar contribuindo para que se entendam melhor os fatores de risco e alteracfes
que propiciem o aparecimento do cancer gastrico. A identificacdo dos fatores de risco
para cancer gastrico servira para direcionar medidas preventivas. Por outro lado as
alteracOes dos materiais genéticos encontradas nas células tumorais poderdo ser usadas
como fatores que auxiliardo no diagndstico, 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 saude e
profissionais envolvidos neste estudo, os quais, quando necessario, terdo acesso ao meu
prontuério.

Como minha participacdo € voluntaria, posso abandonar o estudo a qualquer
momento, sem que isso resulte em qualquer penalidade ou perda de meus direitos onde




54

recebo atendimento médico. Se tiver qualquer ddvida ou perguntas relativas a esse
estudo ou aos meus direitos no que diz respeito a minha participagdo, 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 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Amostras de LG Pré-
Neplasicas

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

Endereco: R. Coronel Nunes de Melo, 1127, Porangabugu

Investigadora Responséavel: Silvia Helena Barem Rabenhorst

Titulo: “ Identificacdo genotipica e prevaléncia de cepas da Helicobacter pylori
responsaveis pelo desenvolvimento dos adenocarcinomas gastricos: Estudos em lesbes
precursoras”

Eu,
por este meio, fui informado (a), em detalhes sobre o estudo intitulado: “ Identificacio
genotipica e prevaléncia de cepas da Helicobacter pylori responsaveis pelo
desenvolvimento dos adenocarcinomas gastricos: Estudos em lesoes precursoras” O
estudo estd sendo realizado pelo Departamento de Patologia e Medicina Legal da
Universidade Federal do Ceara. O estudo em questdo pretende associar fatores genéticos
e ambientais, que estdo relacionados as doencas, de modo a identificar os fatores de
risco, tais como a presenca de uma bactéria denominada Helicobacter pylori. Para
identificar esta bactéria, serdo feitos estudos no laboratério, analisando o material
coletado no momento da endoscopia. Cerca de 200 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, bem como o uso de todo material gerando a partir desta coleta, como laminas,
blocos e etc. . 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 habitos de
vida, como alimentacdo, ao consumo de bebida alcodlica e/ou cigarros e também em
relacdo a minha doenga, no que se refere aos sintomas e quando comecou. Estas
informacdes serdo retiradas do meu prontuario ou na auséncia delas, serdo perguntadas
pessoalmente a mim. Minha participacdo ndo ter4 beneficio direto imediato, em
principio, mas podera estar contribuindo para que se entendam melhor os fatores de
risco e alteracbes que ocorrem nas doencas gastricas. A identificacdo dos fatores de
risco para doengas gastricas servira para direcionar medidas preventivas. Todos 0s
dados da minha participacdo neste estudo serdo documentados e mantidos
confidencialmente, sendo disponiveis apenas para as autoridades de salde e
profissionais envolvidos neste estudo, 0s quais, quando necessario, terdo acesso ao meu
prontuario. Como minha participacdo € voluntaria, 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 ddvida ou perguntas relativas a esse
estudo ou aos meus direitos no que diz respeito a minha participacdo, posso contatar a
Dra. Silvia Helena Rabenhorst no telefone 3288 8206 ou 9994 5689.

Assinatura do

paciente:

Endereco do paciente:

Telefone: Data: / /
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Nome da testemunha
Assinatura da

testemunha:
Assinatura do

Investigador:
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Anexo V - Questionario de coleta de dados — Amostras de CG

Questionério de coleta de dados clinico — epidemioldgicos

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 instrucdo Profisséo

Histéria familiar:
[ TAVO [ JAVO [ ]Mé&e [ JPai [ ]Irmédo(d) [ ]Tio(@) [ ]Filho(a)
QOutros

Habitos: [ ]Sal [ ]Frutas [ ]Verduras [ ]Churrasco [ ]Carneseca| ]geladeira
[ ]JTabagista Tipo Frequéncia Fum. passivo [ ]
[ JAlcool  Tipo Frequéncia

Dados relativos a neoplasia.

Data do primeiro diagnoéstico / / Exam

H. pylori[ ]

Sitio anatémico Est. Clinico T N M
Aspecto morfoldgico Bormann

Exame anatomopatologico N°:

Tratamento: [ ]Radioterapia [ ]JQuimioterapia[ ]JHormonioterapia [ ]JImunoterapia
Protocolo

Cirurgia: realizada em / / Cirurgido
Responsavel pela Coleta
Tempo de ressec¢do da coleta: [ ]J<1h [ ]1h [ ]2h [ ]3h [ ]J< ou=4h[ ] Outras

Observagoes

N° de amostra Tumoral congelada[ ] N°de amostra Normal [ ]
Local Armazenamento:
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Anexo VI - Questionario de coleta de dados — Amostras de LG Pré-Neplasicas

Questionério de coleta de dados clinico — epidemioldgicos

Data / / N° Prontuario cédigo:
Local da coleta Amb:

| - IDENTIFICACAO

Nome SexoF[]M]]
Endereco
Tel
naturalidade
Procedéncia Ascendéncia
Cor: [ ] caucasiano [ ] negro [ Jasiatico [ Jmestico [ ] mulato:
Idade  Nasc / /| ABO___ Profissdo Grau de

instrucdo

11-HISTORIA FAMILIAR:
Familiares com histéria de
gastrite

Familiares com histéria de cancer

gastrico

Habitos: [ ]Sal [ JFrutas [ ]Verduras [ JChurrasco ou Carne seca [ ]geladeira
[ ]Tabagista Tipo Frequiéncia Fum. passivo [ ]

[ 1 Alcool Tipo Freqliéncia

111- DOENCA ASSOCIADA:

IV- USO DE MEDICAMENTOS:

V- ENDOSCOPIA ANTERIOR: [ ]Sim [ ]N&o H. pylori [ ] Técnica
Diagnostico:
Tratamento:
Bidpsia : N° data / / Laudo

VI-DADOS RELATIVOS A LESAO ATUAL. Teste de urease [ ]
Motivo da endoscopia (sintomas)
LAUDO ENDOSCOPICO-
Medico
Eso6fago:
Estémago: Tipo de leséo
Sitio anatémico

Duodeno:

Concluséo




VII- COLETA:Regiéo do corpo [ ] N° de fragmentos [ ] Regi&o do antro [ ] N° de
fragmentos [ ]

Tempo de ressecgéo da coleta: [ J<1h [J1h[]2h []3h [] <ou=4h[]
Local Armazenamento: Bidpsia[ ]
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Responsavel pela
coleta
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APENDICES
Apéndice A - Tabela de associacGes dos casos de Lesbes Gastricas Nao Malignas
GCA GCI OR U GClI OR M GCI OR
n (%) n (%) (95% CI) P n (%) n (%) (95% CI) P n (%) n (%) (95% ClI) P
Mulheres 65(551) 25 (59,5) Ref 1 328 22099 Ref 1 12307 22099 Ref 1
Homens 53(449)  17(408) g 5;'_13 i) 075 AGLY 17405 g 38132 go) 04 27(693) 17(405) 323'3’% o 000"
<52 67(56,7) 21 (50) Ref 1 2(285) 21 (50) Ref 1 10(263) 21 (50) Ref 1
>52 51433 21(60) g 337613 sy 044 SOL2 2160 g 1919% ) L0 28(3T) 260 05?3 g 002
MLHL
rs1800734
GG 57(49,1) 23 (54,7) Ref 1 4(571)  23(54,7) Ref 1 16(41)  23(54,7) Ref 1
1,13 0,33 1,35 (0,53
GA BULY)  T@OA) (oo 072 1042 17(04) 00”3y 063 16(4)  17(404) 3.4) 0,52
2,21 5,75 5,03
AA 11 (9,4) 200 45 100 080  2(289) 247 ger saaz 015 709 207 ooy 274z 008
Alelo G (9%)0551) 40 (95.2) Ref 1 5(714)  40(95.2) Ref 1 32(82)  40(%5.2) Ref 1
Alelo A 50(509) 19(452) g 63'_12 2 080 3(428) 19(52) 271_22 gy 100 23(9) 190452 73’5’% 25) 0,28
XRCC-1
rs25487
GG 46 (39,6) 18 (42,8) Ref 1 3(428)  18(42,8) Ref 1 19(487)  18(42.8) Ref 1
1,34 1,12 0,76 (0,29 —
GA 55(474)  16(81) (017,05 058 3(428)  16(81)  goTgge 100 13(383)  16(38)) 2 04) 0,59
0,20 0.001 0,75
AA 15 (13) 819 o7 057 e+ 1044 819 gop pas L0 719 8(19) 08(0,24—275) 0,75
Alelo G 101(87)  34(8L) Ref 1 6(857)  34(8L) Ref 1 32(82) 34 (81) Ref 1
Alelo A 0604 246G 53?81 g 095 4GLY 2461 22’?‘;, y 100 20(6L3) 246G 4ffi oy 07

Legenda: GCA = Gastrite Cronica Ativa; GCI = Gastrite Cronica Inativa; U = Ulcera; M = Metaplasia



Apéndice B - Tabela de associa¢des entre os subtipos de Cancer Gastricos e GCI
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e GCl OR CGD GCl OR CGD CGl OR
n (%) n (%) (95% CI) P n (%) n (%) (95% CI) P n (%) n (%) (95% CI) P
Mulheres 22 (282) 25 (59.5) Ref 1 20(433) 25 (59,5) Ref 1 20(433) 22 (28,2) Ref 1
Homens 56 (71,8) 17 (40,5) 3,74 0,0008* 38(56,7) 17 (40,5) 1.92 009  38(567) 56 (718) 0,51 0,05*
: : 170-824) O : S ogs_a2n : 8 02s-10) ©
<65 28(359) 21 (50) Ref 1 39(582) 21 (50) Ref 1 39(582)  28(359) Ref 1
178 0,71 0,40 .
> 65 50(641)  20(50) (g3 3gy 013 28(4L®)  20(0) (o ioo 040 28(4L)  S0(BAD) (00, 0.007
MLH1
rs1800734
GG 36(537) 23 (54.7) Ref 1 36(632) 23 (54.7) Ref 1 36(632) 36 (53.7) Ref 1
1,05 0,56 0,53
GA BULE)  1T@OH) o, 05 090 15063  17(04) (. 018 1563 280418  ,0°% 0 ol
AA 3 (4.5) 2 (4.7) 0,95 1 6(105)  2(47) 1,91 070  6(105)  3(45) 2 0,48
: : (0,14 — 6,18) : : (035-1032) : : 046-861)
AleloG  64(955) 40 (95,2) Ref 1 51(89,5) 40 (952) Ref 1 51(895) 64 (95,5) Ref 1
1,01 0,86 0,85
AeloA  31(63) 19(452) qcipq, 095 21(368) 190452 ()09 g, 070 20(368)  3L(63 g5 1e 063
XRCC-1
rs25487
GG 34(515) 18 (42.8) Ref 1 33(57.9) 18 (42.8) Ref 1 33(579) 34 (515) Ref 1
0,79 0,59 0,57 0,22 0,72
GA 24(364) 16081 (o35 g 17298)  16(8D) (955" 4 17(298)  24(364) (o35 1sg 043
0,52 0.26 0,47 0,20 0,90
AA BU2) B9 (417 16 7123 819 0" g 7(123) 8121 g,0737 085
AleloG  58(87,9)  34(81) Ref 1 50(87.,7) 34 (81) Ref 1 50(87.7) 58 (87.9) Ref 1
0,78 0,68 0,87
AeloA  32(485) 24(70) g3 1ey 04T 24(21) 24671 (%0 028 24821 20485 g0Cige 067

Legenda: CG-I = Cancer Gastrico Intestinal; CG-D = Céancer Géstrico Difuso; GCI = Gastrite Crdnica Inativa



Apéndice C - Tabela de associagdes entre sitios de localizagdo dos tumores gastricos e GCI
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CG-C GClI OR CG-NC GCl OR CG-C CG-NC OR
n (%) n (%) (95% CI) n (%) n (%) (95% CI) P n (%) n (%) (95% CI) P
Mulheres 27 (87,1) 25 (59,5) Ref 1 51(422)  25(59,5) Ref 1 27(87.1) 51(42.2) Ref 1
0,21 * 2,01 * 0,10 0,000005
<65 14(437)  21(50) Ref 1 61(504)  21(50) Ref 1 14(437)  61(50,4) Ref 1
1,28 0,98 1,30
> 65 18(563)  21(0)  (g5iTany 050 60(408)  21(50)  (g,g7 g 09  18(63)  60(408) o) gn 050
MLH1
rs1800734
GG 14 (483) 23 (54.7) Ref 1 60(6L,2) 23(547) Ref 1 14(483) 60 (612) Ref 1
1,35 0,54 0,65 2,06
GA 1483 1704 o) e 20(206) 17(804)  oo0%) 0 027 14(B3)  29(96) o7,y 009
0,82 1,72 0,47
AA 1(3.4) 2 (4,7) 006901 L0 902 2(4,7) 034 859 O 1G4 992 (go5 407 068
AleloG  28(966)  40(95.2) Ref 1 89(90,8) 40(952) Ref 1 28(96)  89(90,8) Ref 1
1,12 0,89 1,25
AleloA  15(17)  19(852) 4055 077 38(EBT) 19652 7 o, 075 15(LY) 8EBD g re, 054
XRCC-1
rs25487
GG 12 (414) 18 (42.8) Ref 1 56(577) 18 (428) Ref 1 12(414) 56 (57.7) Ref 1
1,40 0,50 0,54 2,59 -
GA 15617 166BD o505 21(278) 16(@BY  (gpp 159 013 15GL)  27(Q18 oo g 003
0,37 0,56 0,66
AA 2 (6,9) 8 (19) 006 207 04 14048 809 020 1g5 0% 269 14048 o0 100
AlloG  27(931)  34(81) Ref 1 83(856)  34(81) Ref 1 27(931) 83(856) Ref 1
0,89 0,49 - 1,27
AleloA  17(886)  24(571) o400 gg O 4LM23) (LY gpe ooy 008 17(88) 41423 o0 050

Legenda: GCI = Gastrite Cronica Inativa; CG-C = Cancer Gastrico Cardia; CG-NC = Cancer Gastrico Nao-Cardia



Apéndice D - Tabela de associagdes entre os subtipos histoldgicos de CG e a Metaplasia
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CG-I M OR CG-D M OR
n (%) n (%) (95% CI) P n (%) n (%) (95% CI) P
Mulheres 22 (28,2) 12 (30,7) Ref 1,00 29 (43,3) 12 (30,7) Ref 1,00
Homens 56 (71,8) 27 (69,3) L1 0,77 38 (56,7) 27 (69,3) 0,58 0,20
' ' (0,48 — 2,62) : : ' (0,25 — 1,34) :
<65 28 (35,9) 10 (26,3) Ref 1,00 39 (58,2) 10 (26,3) Ref 1,00
0,63 0,25 .
> 65 50 (64,1) 28 (73,7) 027 150) 0,30 28 (41,8) 28 (73,7) 010" 061) 0,001
MLH1
rs1800734
GG 36 (53,7) 16 (41) Ref 1,00 36 (63,2) 16 (41) Ref 1,00
0,77 0,41 .
GA 28 (41,8) 16 (41) 033 182) 0,56 15 (26,3) 16 (41) 016 1,08 0,05
0,19 * 0,38
AA 3 (4,5) 7 (18) (0.03-098) 0,03 6 (10,5) 7 (18) 011 131) 0,11
Alelo G 64 (95,5) 32 (82) Ref 1,00 51 (89,5) 32 (82) Ref 1,00
0,67 0,57
Alelo A 31 (46,3) 23 (59) 033 133) 0,25 21 (36,8) 23 (59) 027 - 119) 0,13
XRCC-1
rs25487
GG 34 (51,5) 19 (48,7) Ref 1,00 33 (57,9) 19 (48,7) Ref 1,00
1,03 0,75
GA 24 (36,4) 13 (33,3) (042 2.48) 0,04 17 (29,8) 13 (33,3) (030" 188) 0,54
0,63 0,57
AA 8 (12,1) 7 (18) (020 - 203) 0,44 7 (12,3) 7 (18) 017 189) 0,36
Alelo G 58 (87,9) 32 (82) Ref 1,00 50 (87,7) 32 (82) Ref 1,00
0,88 0,76
Alelo A 32 (48,5) 20 (51,3) 043 178) 0,72 24 (42,1) 20 (51,3) 0.3 - 161) 0,48

Legenda: CG-I = Cancer Gastrico Intestinal; CG-D = Cancer Géstrico Difuso; M = Metaplasia
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Apéndice E - Tabela de associacfes entre os subtipos histologicos de CG e a Metaplasia

H. PYLORI OR P CG-l OR p CG-D OR P
n (%) (95% CI) n (%) (95% CI) n (%) (95% CI)
+V V ny V TV V
MLH1
GG 15(88,2) 56 (57,1) Ref 1 8(57,1) 25(52,1) Ref L 718 29(617) Ref 1
GA 6(26,1) 34(34,7) 0,69 048 5(357) 21(43,7) 0,74 0,64 1(11,1) 13(27.6) 0,31 0,41
(0,24 — 1,95) (0,21 - 2,62) (0,03 — 2,86)
AA 287  8(82) 0,93 100 1(7,1) 2(42) 1,56 1,00 1(11,1) 5(10,6) 0,82 1,00
(0,17 — 4,86) (0,12 - 19,59) (0,08 — 8,26)
Alelo G 21(91,3) 90 (91,8) Ref 1 13(92,9) 46 (95,8) Ref 1 8(889) 420 Ref 1
Alelo A 8(11,8) 42 (42,9) 0,71 047 6(429) 23(47,9) 0,81 073 2(22,2) 18
(0,27 - 1,83) (0,24 — 2,70)
XRCC-1
GG 17(73,9) 49 (50,5) Ref 1 11(78,6) 22 (46,8) Ref 100 449 26(553) Ref 1
GA 5(21,7) 35(36,1) 0,41 010 3(21,4) 19 (40,4) 0,31 0,12 2(22,2) 15(31,9) 0,57 0,69
(0,13 - 1,22) (0,07 - 1,30) (0,10 - 3,23)
AA  1(43) 13(13,4) 0,22 017 0(0)  6(12,8) - - 1(11,1) 6(128) 0,72 1,00
(0,02 - 1,82) (0,07 - 7,17)
Alelo G 22 (95,7) 84 (86,6) Ref 1 - 41 (87,2) Ref - 8(88,9) 41(87.2) Ref 1
Alelo A 6(26,1) 48 (49,5) 0,47 0,12 - 25 (53,2) - - 3(33,3) 21(447) 0,73 1,00
(0,18 — 1,25) (0,17 — 3,05)

+V = Cepas de H. Pylori mais Virulentas (VacS1+llha Cag-Pai completa); -V = Cepas de H. Pylori mais Virulentas (VacS1+Ilha Cag-Pai incomplete e VacS2); CG-1 = Cancer Gastrico
Intestinal; CG-D = Céncer Gastrico Difuso





