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Introdugdo 10

I- Introdugdo

L.1. Polimorfismos em genes de reparo do DNA e carcinogénese

Apesar dos seres humanos compartilharem cerca de 99% do genoma, o 1%
restante € crucial, uma vez que abriga as mudangas de base que estfio associadas com o risco a
doengas ou com a predisposi¢do a estados patolégicos (TARAMELLI; ACQUATI, 2004).

Knudson (1985) sugeriu que a populagdo poderia ser dividida em quatro

grupos ou oncodemes, dependendo da contribui¢do do ambiente e da genética no risco de

cincer. O primeiro oncodeme abrigaria individuos que desenvolvem céncer devido a
mutagdes ao acaso; no segundo, aqueles que desenvolvem céncer apds exposicdo a
carcinégenos ambientais; no terceiro, individuos com suscetibilidade genética a carcindgenos
ambientais € no quarto, individuos em que a suscetibilidade genética é mais importante em
relagdo aos eventos espontineos ou induzidos ambientalmente.

Provavelmente, a grande maioria dos cénceres ocorre nos oncodemes dois e
trés, pois é impossivel evitar a exposigdo a carcinégenos quimicos. Deste modo, o céncer
pode ser considerado um trago genético complexo, no qual genes e ambiente interagem,
conferindo variabilidade de risco nos individuos que herdam alelos de predisposi¢do
(TARAMELLI; ACQUATI, 2004). Enquanto apenas 5% dos casos de cancer humano estdo
relacionados a genes raros, mas altamente penetrantes, como 0 BRCAI e o BRCA2 no céncer
de mama, genes polimdrficos mais comuns, podem contribuir para uma grande proporgéo dos
casos (CRAWFORD; SHIELDS, 2000). O polimorfismo € considerado como um trago
mendeliano existente numa populagdo em no minimo dois fenétipos, nenhum dos quais
ocorrendo em freqiiéncia menor que 1% (FORD, 1940). Uma vez que estes polimorfismos

podem modular a resposta individual a agentes que lesam 0 DNA derivados da dieta, cigarro,
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bebida alcodlica e outros fatores ambientais, torna-se importante a avaliagdo do impacto

destes genes sobre o risco individual de cancer, permitindo a caracterizagéo de populagdes de

alto risco e aplicagdo de estratégias de prevengdo (HU et al., 2002).

Muitas proteinas envolvidas nos processos de metabolizagdo de drogas e de

reparo do DNA sdo polimérficas e podem influenciar a variabilidade interindividual na
capacidade de ativar ou inativar compostos carcinogénicos ou genotéxicos e de reparar os
danos no DNA por eles causados. A ativagdo e inativagdo de agentes genot6xicos potenciais
ocorre através da agdo das enzimas de metabolizagdo de xenobidticos de Fase I e II. Muitas
familias de enzimas participam deste processo, incluindo citocromo P450 (CYPs), glutatido S-
transferases (GSTs) e N-acetiltransferases (NATs). Como resultado do processo, sdo
formados metabdlitos inativos, rapidamente eliminados do organismo, mas também pode
ocorrer a geragdo de compostos altamente reativos que podem ligar-se covalentemente ao
DNA, RNA ou proteinas. Quando ndo éli.minados pelo sistema de repéro do DNA, a formagdo
de adutos com o DNA pode iniciar o processo que leva a mutagdes, transformagéo celular e

cancer (SCHOKET et al., 2001).

A integridade do genoma € mantida por mecanismos capazes de reconhecer e
reparar danos na molécula de DNA. Estes mecanismos sdo constituidos por complexos
enzimdticos que monitoram os cromossomos corrigindo nucleotideos danificados (WOOD et
al., 2001). Muitas destas alteragbes sdo causadas por mutdgenos enddgenos, incluindo
espécies de oxigénio reativos, bem como erros originados do processo de replicagdo,
recombinagdo e do préprio reparo em si. Outras, entretanto, sdo o resultado da reagdo do
DNA com uma variedade de compostos fisicos, quimicos e biolégicos, muitos dos quais
presentes no ambiente, e portanto, de exposi¢do continua ao homem (LINDAHL, 2000).

A eficiéncia do processo de reparo do DNA varia entre os individuos, deste

modo a capacidade de reparo reduzida pode constituir um fator de risco para vérios tipos de
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neoplasias. Isto pode ser devido a alelos que sdo encontrados em freqii€éncias polimérficas na

populagdo geral e possuem penetridncia incompleta (MOHRENWEISER; JONES, 1998).

Vérios polimorfismos em genes que codificam enzimas envolvidas nas vias de reparo do

DNA foram identificados, incluindo os dos genes ERCC1, XPD, XPF, XPC, XRCCI1, hOGGl,
XRCC3, dentre outros (SHEN; JONES; MOHRENWEISER, 1998; ISHIDA et al., 1999;
CHAVANNE et al., 2000).

O gene X-Ray Repair Cross Complementing 1 (XRCC1), localiza-se em
19q13.2-q13.3 e codifica a proteina XRCC1 envolvida no reparo de excisdo de bases (BER)
(THOMPSON et al., 1989). Este gene foi clonado gragas a sua capacidade de complementar a
linhagem celular mutante de ovario de hamster chinés (EM9) que apresenta hipersensibilidade
a agentes alquilantes e raios X (THOMPSON et al., 1990). Estas linhagens exibem actmulo
de quebras de cadeia simples no DNA e elevados niveis de aberragdes cromossdmicas
(THACKER; ZDZIENICKA, 2003).

O BER ¢ responsavel por identificar ¢ remover danos ao DNA, como bases
oxidadas ou alquiladas, surgidos espontaneamente na célula ou da exposi¢do a agentes
exdgenos como a radiagdo ionizante e luz UV (CHRISTMANN et al., 2003). Resumidamente,
o BER consiste da identificagdo e retirada do dano por uma glicosilase especifica,
reconhecimento de um sitio AP (apurinico-apirimidinico) e incisdo 5’ da cadeia de DNA por
uma AP endonuclease, sintese de DNA por uma DNA polimerase e ligagdo da cadeia de DNA.
Este caminho pode seguir duas vias: uma mais curta, na qual apenas um nucleotideo é
substituido e outra mais longa, com a substitui¢do de até 13 nucleotideos (para revisdo
DIANOV et al., 2003; DUARTE; CONFORTI; SILVA, 2004).

A proteina XRCC1 nfo tem atividade enzimética conhecida, mas forma um
complexo com outras proteinas de reparo, atuando como uma ponte, interagindo e regulando

as fungdes enzimaticas (THOMPSON; WEST, 2000). Em seu dominio N-terminal, a XRCC1
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interage com a DNA polimerase [; nos dominios BRCT-I e BRCT-II interage,
respectivamente, com PARP-1 (poli ADP-ribose polimerase) e DNA ligase III, além de
interagir com APE1 (AP endonuclease — 1) e PNK (polinucleotideo quinase) em outros sitios
(CALDECOTT, 2003). Desta forma, a XRCC1 atua como facilitadora e coordenadora do
processo de reparo de excisdo de bases, sendo imprescindivel na formagdo do complexo com

as demais proteinas. Outras fun¢des incluem: estimular a atividade da APE1 (VIDAL et al.,

2001) e PNK; recrutar e promover a ligagdo da DNA polimerase B na fita de DNA a ser

reparada; regular a atividade da PARP; estabilizar a DNA ligase III celular, protegendo-a
contra a degradagdo proteossomica, bem como direciona-la para os sitios de quebras do DNA;
favorecer o reparo em fita simples especifico da fase S do ciclo celular; detectar quebras
produzidas por agdo quimica, fisica ou enzimatica e atuar como ponte para as interagdes entre
as proteinases (para revisio CALDECOTT, 2003).

Trés polimorfismos foram identificados nas regides codificadoras do gene
XRCC1 envolvendo os cdédons 194 no éxon 6, 280 no éxon 9 e 399 no éxon 10, com
freqiiéncias de 0,25, 0,08 e 0,25, respectivamente. Estas substituigdes levam, respectivamente,
a mudangas dos aminodacidos arginina (Arg) por triptofano (Trp), arginina (Arg) por histidina
(His) e arginina (Arg) por glutamina (Gln). As variantes Arg194Trp e Arg280His ocorrem na
regido ligadora, que separa os dominios de ligagdo da DNA polimerase 8 ¢ PARP, enquanto a
substitui¢do Arg399GIn reside no dominio BRCT-1 de ligagdo com a PARP (SHEN; JONES;
MOHRENWEISER, 1998).

Viérios estudos tém avaliado as freqiiéncias destas variantes alélicas em lesdes
maliganas e pré-malignas nas populagdes humanas. O polimorfismo do cédon 194 foi
associado aos canceres colorretal (ABDEL-RAHMAN et al., 2000), cardia géstrica (SHEN et
al., 2000), cabega e pescogo (OLSHAN et al., 2002), mama (SMITH et al., 2003) e carcinoma

de célula escamosa de pele (HAN et al., 2004). A variante Arg399Gln é a mais freqiiente,
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constituindo um possivel marcador para diversas neoplasias como cabega e pescogo

(STURGIS et al., 1999), colorretal (ABDEL-RAHMAN et al., 2000), cardia gastrica (SHEN

et al., 2000), es6fago (YU et al., 2004), mama (DUELL et al., 2001) e pulméo (DIVINE et al.,

2001; ZHOU et al., 2003), assim como cirrose alcodlica (ROSSIT et al., 2002). Outros
estudos entretanto, tem encontrado resultados conflitantes, reforgando a importincia de
investigagOes destes polimorfismos na determinagdo de marcadores genéticos (DAVIDE-
BEABES; LONDON, 2001; OLSHAN et al., 2002; RATNASINGHE et al., 2004).

O gene XRCC3 (X-Ray Repair Cross Complementing — 3) estd mapeado em
14q32.3 (TEBBS et al., 1995) e codifica a proteina XRCC3, envolvida no reparo de quebras
de cadeia dupla no DNA (DSB). Este gene foi identificado na linhagem celular de hamster
chinés irs1SF, sensivel a uma variedade de compostos que lesam o DNA, principalmente
agentes de ligagdo cruzada no DNA, como a mitomicina C. Estas células também apresentam
instabilidade genética, especialmente freqiiéncias elevadas de aberragdes cromossémicas
(FULLER; PAINTER, 1988). Em mamiferos, mutagdes no gene XRCC3 reduzem a taxa de
reparo induzido por DSB de 30 a 250 vezes (BRENNEMAN et al., 2000).

As DSBs sdo uma das formas mais severas de danos ao DNA, levando a
quebras cromossdmicas e eventos de rearranjos que podem causar tumorigénese. As células
respondem a tais quebras induzindo a parada do ciclo celular, seguido de reparo do DNA e/ou
morte celular por apoptose (CHRISTMANN et al., 2003; RAFII et al., 2003). Em células de
mamiferos as DSBs podem ser reparadas por duas vias distintas, uma envolvendo a
recombinag@o homéloga e outra a ligagdo direta das extremidades quebradas.

O sistema de reparo por recombinagdo homologa (HRR), preserva a
integridade cromossémica durante a replicagdo do DNA e contribui para a remog&o de DSBs

e ligagdes cruzadas de agentes exégenos (YAMADA et al., 2004).
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Durante o HRR, os finais quebrados s@o processados e convertidos a
filamentos de nucleoproteinas com a RadS51. Esta funciona como uma proteina de
transferéncia (BAUMANN; WEST, 1997), permitindo que a outra molécula de DNA
homologa intacta seja deslocada para servir como molde na sintese de DNA. A montagem do
filamento nucleoprotéico de RadS1 € facilitada por cinco pardlogos de Rad51 (XRCC2,
XRCC3, Rad51B, Rad51C e Rad51D), que apresentam homologia em suas sequéncias (para
revisio CHRISTMANN et al., 2003; DUARTE; CONFORTTI; SILVA, 2004). Varios estudos
sugerem que XRCC3 interage com Rad51C e possivelmente com a Rad51 em si, sendo que o
complexo Rad51C-XRCC3 liga-se ao DNA, com maior afinidade ao DNA fita simples
(KURUMIZAKA et al., 2001; MASSON et al., 2001). Yamada et al. (2004), em estudo com
células selvagens e mutantes para o gene XRCC3, verificaram que a XRCC3 provavelmente
regula a formagdo e dissociagdo do complexo Rad51C-XRCC3, por meio da ligagdo e
hidrélise de ATP, sendo ambos 0s processos essenciais para a participagdo do complexo no
reparo por recombinag&o homdloga.

A proteina XRCC3 parece atuar tanto na fase inicial da recombinagdo
homologa, em que ocorre a procura por homologia na molécula ndo danificada e invasdo da
cadeia para a sintese de DNA (BISHOP et al., 1998), como também pode atuar nos ultimos
eventos de recombinagdo. Nesta fase, talvez auxiliando a estabilizago do complexo de
nucleoproteina e formagdo de DNA heteroduplex (BRENNEMAN et al., 2002).

No gene XRCC3, alguns polimorfismos genéticos foram identificados na

regido codificadora do éxon 7 (SHEN; JONES; MOHRENWEISER, 1998; RAFII et al.,

2003). O mais comum, com freqiiéncia alélica de 0,38, ocorre devido a substitui¢do de timina
por citosina no cédon 241, levando a mudanga do aminodcido treonina (Thr) por metionina
(Met) (SHEN; JONES; MOHRENWEISER, 1998). Essa substituicdo de um aminoacido

hidroxila para um sulfidrila, pode representar uma alterag&io substancial nas caracteristicas da
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proteina (WINSEY et al., 2000). Trés outros polimorfismos nos cédons 199, 213 e 241 no
éxon 7 também foram caracterizados, promovendo a substitui¢do de aminoécidos, mas com
freqliéncias muito baixas (RAFII et al., 2003).

O polimorfismo Thr241Met do gene XRCC3 tem sido associado com a
exposigdo ambiental a aminas aromaticas, que sdo capazes de gerar adutos e induzir lesdes no

DNA (MATULLO et al., 2001b). Outros estudos tém relacionado esta variante com alguns

tipos de cancer, como melanoma de pele (WINSEY et al., 2000), bexiga (MATULLO et al.,

2001b), mama (SMITH et al., 2003) e pulmio (JACOBSEN et al., 2004). No entanto, os
resultados sdo divergentes, pois alguns relatos ndo evidenciaram associa¢do desta variante
com um aumento da suscetibilidade ao cdncer de pulmdo (BUTKIEWICZ et al., 2001;
DAVID-BEABES; LUNN; LONDON, 2001), melanoma de pele (DUAN et al.,, 2002;
BERTRAM et al., 2004), mama (HAN et al., 2003), géstrico (SHEN et al., 2004) e bexiga
(SANYAL et al., 2004).

Dada a complexidade da atuagdo das proteinas XRCC1 e XRCC3 no sistema
de reparo do DNA, sdo necessarios estudos adicionais que avaliem o significado funcional
dos polimorfismos moleculares destes genes e de suas conseqiiéncias na suscetibilidade ao

cancer.

I1.2. Carcinogénese Gastrica

O céncer géstrico € a segunda causa de mortalidade por cancer mundialmente,
responsavel por 9,9% dos casos € 12,1% de todas as mortes por cincer (PARKIN; PISANI;
FERLAY, 1999). Segundo as Estimativas de Incidéncia e Mortalidade por Cancer no Brasil,
estdo previstos cerca de 23 mil casos novos de cancer de estbmago em 2005, ocupando o

quarto lugar (INCA, 2004). A incidéncia do céncer géstrico apresenta grande varia¢do
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geografica, com as taxas mais elevadas ocorrendo nos paises asidticos, como Japdo e China e

paises em desenvolvimento, principalmente na América do Sul (PARKIN; PISANTI;

FERLAY, 1999; TERRY; GAUDER; GAMMON, 2002).

Esta neoplasia € duas vezes mais comum em homens do que em mulheres,
principalmente entre idosos. Sua freqii€ncia € relativamente baixa aos 40 anos, aumentando
progressivamente com a idade e atingindo sua incidéncia mais elevada por volta dos 70 anos
(COTRAN, 1999).

Durante os tltimos 50 anos, a incidéncia e mortalidade de cincer géstrico tem
diminuido mundialmente, principalmente em paises desenvolvidos, como Estados Unidos e
Inglaterra, devido principalmente a melhoria nas condi¢des de vida e aumento do consumo de
frutas e vegetais frescos, do que pelos progressos no tratamento. Esta redugdo ocorre
principalmente em tumores na regifio proximal ou cérdia, enquanto os tumores distais tém,
atualmente, dobrado -de incidéncia (HOI—IENBERGER; GRETSCHEL, 2003).

Aproximadamente 90% dos cénceres géstricos s3o adenocarcinomas.
Fenotipicamente podem ser divididos em duas entidades histomorfolégicas denominadas
“intestinal” e “difuso”, segundo a classificagdo de Lauren de 1965. Estes tipos histologicos
diferem em epidemiologia, patologia, conseqiiéncia clinica e perfil genético. O tipo intestinal
(ou bem diferenciado) € o resultado final de um processo multipasso que comega com uma
gastrite cronica, geralmente decorrente da infecgdo pela bactéria Helicobacter pylori e
progride para atrofia, metaplasia intestinal e displasia (para revisio CORREA, 2004). Este
tipo de tumor géstrico € mais freqiiente em paises com altas taxas de incidéncia da doenga
como o Jap@o e a China, afetando mais homens idosos. O tipo difuso (ou indiferenciado) ndo
apresenta lesdes histologicas precursoras conhecidas. Este tipo pode levar a metastases
precoces e mostra um curso clinico mais agressivo que o tipo intestinal. A incidéncia do tipo

difuso € similarmente alta na maioria das populagdes, ocorrendo mais freqiientemente em
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mulheres mais jovens, tendo um prognéstico menos favoravel (BEVAN; HOULSTON, 1999;
STADTLANDER; WATERBOR, 1999; NARDONE, 2003).

A etiologia do céancer gastrico € bastante complexa, com a participagdo de
muitos fatores, incluindo compostos genotoxicos provenientes da dieta (KOBAYASHI et al.,

2002) e do ambiente (SASAZUKI;, SASAKI; TSUGANE, 2002), fatores genéticos

(TAHARA, 2004), agentes infecciosos como a bactéria Helicobacter pylori (WU et al., 2003)

e lesGes gastricas benignas (GENTA, 1998).

O consumo elevado de alimentos ricos em sal e nitratos, parecem ser os
responsaveis pela incidéncia aumentada de céncer gastrico nos paises asiaticos. O consumo de
sal em excesso irrita a mucosa do estdmago, provocando gastrite atréfica e aumentando o
efeito mutagénico de alimentos nitrogenados, que formam compostos N-nitrosos, altamente
carcinogénicos. Alimentos defumados, enlatados, alta ingestdo de carboidratos e baixa
ingestdo de vegetais, frutas e leite, também aumentam os riscos de carcinoma géstrico (para
revisio STADTLANDER; WATERBOR, 1999). O consumo excessivo de élcool e cigarro
também tém sido associado com o aumento do risco de neoplasia gastrica (MUNOZ et al.,
2001). De modo contrario, antioxidantes como o 4cido ascorbico e a vitamina E, caroten6ides
e selenio na dieta parecem exercer um papel importante na prevencdo desta doenca
(KELLEY; DUGGAN, 2003).

A gastrite € a lesdo mais freqitentemente encontrada no estomago e caracteriza-
se pela inflamagdo da mucosa gastrica. A gastrite cronica pode aparecer como um processo
inflamatério superficial, podendo progredir para a atrofia do epitélio géstrico em que ocorre a
perda progressiva de glandulas, e pode estar associada a metaplasia intestinal. Neste tipo de
lesdo, as glandulas perdidas sdo substituidas por células epiteliais com fenétipo intestinal

(CORREA, 2004). Cerca de 10% dos pacientes com atrofia gistrica desenvolvem
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adenocarcinoma em um periodo de 15 anos (CHELI; GIACOSA, 1983), sendo por isso,
considerada uma les@o pré-maligna (GENTA, 1998).

A gastrite cronica € freqiientemente precedida pela infecgdo com Helicobacter
pylori, uma bactéria Gram-negativa, determinada como causa definitiva de céncer géstrico
pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Céncer (IARC, 1994). Vérios mecanismos foram
propostos para a carcinogénese associada a H. pylori, dentre os quais estdo a desregulagdo do
ciclo celular das células epiteliais géstricas, formag&o de adutos de DNA, geragdo de radicais
livres e compostos N-nitrosos, alteragGes na secregdo de fatores de crescimento e citoquinas e
diminui¢do das secregdes gastricas (HEAVEY; ROWLAND, 2004). Fatores de viruléncia da
bactéria como a citotoxina cagA que € injetada no citoplasma das células hospedeiras, € a
toxina vacuolizante polimérfica vacA, bem como fatores genéticos do hospedeiro, também

foram apontados como responsaveis pelo desenvolvimento de neoplasia gastrica (para revisdo

CORREA, 2004). A infecgdo pela H. pylori esta associada com dano significante as células

epiteliais e aumento da taxa de apoptose, resultando em atrofia glandular (GENTA, 1998;
HEAVEY; ROWLAND, 2004).

Alteragdes genéticas e epigenéticas miiltiplas em oncogenes, genes supressores
de tumor, reguladores do ciclo celular, moléculas de adesdo, genes de reparo do DNA e
instabilidade genética, estdo envolvidos no processo de muiltiplas etapas da carcinogénese
gastrica (TAHARA, 2004).

Estudos sobre o padrio de expressdo génica em tumores gastricos, tém
destacado expressdo aumentada dos genes Ciclina El, c-ERBB-2, AXIN2, [-catenina e
EPHB?2, e uma baixa expresséo dos genes MUC, TTFI e CDKNIC, que poderiam servir como
marcadores da tumorigénese gastrica (CHEN et al., 2003). Entretanto, combinagdes

particulares de alteragdes génicas diferem nos dois tipos histoldgicos de tumores géstricos,
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indicando que os adenocarcinomas intestinal e difuso diferem quanto aos processos que levam
a tumorigénese.
No processo de multiplas etapas do cincer géstrico tipo intestinal, a infecgdo

pela H. pylori pode desencadear a hiperplasia de células-tronco (com atividade da telomerase)

na metaplasia intestinal, levando a instabilidade genética, erros de replicagéo e hipermetilagdo

de alguns genes, em cerca de 30% dos casos de metaplasia intestinal. Além disso, mutagéo e
perda de heterozigosidade (LOH) de TP53, expresséo reduzida de p23, expressdo de Ciclina E
€ c-met, permite a transformag¢do maligna das lesGes pré-cancerosas para adenocarcinoma
gastrico tipo intestinal. Nos estadgios mais avangados da doenga, estdo associados a perda de
DCC e p27, LOH de 1q, mutagcdes em APC, expressdo reduzida de TGF-f e nm23 e
amplifica¢do do gene c-ERBB-2 (TAHARA, 2004).

No tipo difuso ou pouco diferenciado de céncer gastrico destaca-se a LOH no
cromossomo 17p, mutagdo ou LOH de TP53, mutagdo ou perda de E-caderina e cateninas.
Enquanto a amplificagdo dos genes K-sam e c-met, perda de p27 e expressdo reduzida de
nm?23, conferem progressdo, metastase e fibrose difusa (TAHARA, 2004).

Devido a grande complexidade na carcinogénese gastrica, em que ocorre forte
interagdo entre fatores genéticos e ambientais, ainda hd muitos processos a serem esclarecidos
quanto as vias moleculares envolvidas no desenvolvimento da doenga, possibilitando,
futuramente, a utilizagio de estratégias de prevengdo e o tratamento mais direcionado das
pessoas afetadas.

Os estudos moleculares t€ém evidenciado genes especificos que encontram-se
alterados, participando de diferentes etapas da carcinogénese do estdmago. Contudo outras
classes de genes relevantes, como os genes de reparo do DNA tém um importante papel na
manuten¢do da integridade celular, sendo que a presenga de polimorfismos genéticos pode

constituir um fator de risco para a suscetibilidade individual ao céncer. Deste modo, tornam-




Introdugdo 21

se necessarios estudos epidemiolégicos, em diferentes populagdes, que avaliem as
conseqiiéncias destes polimorfismos e a sua interagdo com fatores ambientais no processo

carcinogénico. Assim, permitindo estimar os riscos de desenvolvimento de canceres

especificos a partir da interagio gendtipo-ambiente.

I.3. Objetivos

De acordo com o exposto acima e, levando-se em conta a escassez de estudos
que avaliem o papel de polimorfismos em genes de reparo do DNA na carcinogénese géstrica
e sua interagdo com fatores ambientais envolvidos na etiologia desta doenga, este trabalho

teve por objetivos:

a) determinar as freqiiéncias alélicas dos polimorfismos para os cédons 194 e
399 do gene de reparo de excisdo de bases XRCCI e do cddon 241 do gene de reparo
homélogo XRCC3 em individuos saudéveis;

b) determinar estes mesmos pardmetros em individuos com adenocarcinoma
gastrico e gastrite cronica e verificar a ocorréncia de associagdo destes polimorfismos com
estas lesdes;

c) avaliar a interagdo dos polimorfismos observados nos diferentes grupos com
fatores ambientais, como tabagismo, etilismo e infecgdo pela H. pylori, que estdo envolvidos

na etiologia do clncer gastrico.
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DNA Repair Mechanisms and Cancer
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Macarisma de Reparc de DNA 2 Cancer

Introdugéo

0 genoma humang, assim como o de
outros organismos, codifica informa-
¢Oes que prolegem sua propria inlegri-
dade, Estas incluem ndo somente o
reconhecimento do dano e reparo,
como tamhem i transcrigdo e regulagio
do ciclo celular'. O DNA precisa ser
extremamente estavel para manter sua
infegridade e alto grau de fidelidade
durante a replicagio ¢, dessa maneira, &
plausivel considerar a existéncia de
Mecanismos que protejam ou reparem
o DNA dos danos que constantemente
alteram sua estrutura. Muitas dessas
alteragdes surgem durante o processo
de replicagio, recombinagdo ¢ do pro-
prio reparo em si, enquanto outras ilte-
ragoes provém da instabilidade de liga-
¢Oes quimicas vspecificas entre os
nucleotideos, ou ainda, da reagdo do
DNA com uma variedade de agentes
fisicos, bioldgicos ¢ quimicos, muitos
dos quais presentes no ambicnte,
Muitos desses sdo também mutagéni-
cos, possibilitando a4 ocorréneia de
danos severos a0 DNA, que podem
refletir-se em distirhios futuros graves,
comao o cincer.

As vias de reparo sdo constituidas de
complexos enzimaticos que atuam na
molécula de DNA para minimizar os
erros durante o processo de duplicagio,
tornando-sc indispensavel o conhei-
mento ¢ entendimento destes mecanis-
mos, uma vez que as mulagdes sdo
introduzidas no genoma de um indivi-
duo em conseqiéncia de danos no
DNA ¢, deste modo, padem afetar a
capacidade de crescimento, sobrevi-
véncia ¢ reprodugio de um organismo.

Serio aqui abordadas as principais
vias de reparo do DNA, como o reparo
de bases parcadas erroncamente, reparo
de excisdo de nucleotideos, reparo de
excisdo de bases, reparo recombinacio-
nal e reparo dircto’,

Mecanismo de Reparo_

1. Reparo de pareamento
errneo:

O reparo de parcamento crroneo ou
mismatch repair (MMR) cornge erros
ocasionais da duplicagio do DNA ¢ tam-
hém as heterologias formadas durante a
recombinagiao’, climinando as hases
mal parcadas ¢ algas de dekegioinser-
¢i0 que surgem em decorréncia do des-
lizamento da DNA polimerase durante
a sintese de DNA (Figura 1). O MMR
atua sobre a cadeia recém sintetizada.
Em E. coli, a hemi-metilagio da ade-
nina em seqiiéncias GATC fornece a
informagao que permite a discrimina-
¢io da cadeia, sendo que os grupos
metil residem na cadein parental.
Entretanto, em eucariolos, este meca-
nistno dinda ndo & bem compreendido’.

Inicialmente os genes mutlLS foram
descobertos em bactérias, sendo que os
principais membros desse caminho em
E. coli sdo Mutl,, MutS ¢ MutH, junta-
mente com a DNA polimerase, protei-
nas de ligagdo a cadeia simples ¢ DNA
ligascs.

Existem scis homologos do gene
mutS de E. coli em humanos, denomi-
nados penes MSH, MSII2, MSH3 ¢
MSH6, encontradas no nicleo. O
MSHI estd localizado na mitocondria.
enquanto MSI14 ¢ MSH3 sdo parte do
sisterna de recombinagdo’. Para o reco-
nheeimento da base mal parcada, a pro-
teina MSH2 forma um heterodimero
com outras duas proteinas de MMR. a
MSH6 para o reparo de algus de dele-
¢do/insergdo e a MSH3 para reparo de
bases mal pareadas. Um hewerodimero
de MLHI ¢ PMS2 {ou MLITI e MLH3)
coordena a fungdo do complexo de
reconhecimento de bases mal pareadas
¢ vutras proteinas envolvidas no reparo
como por ¢xemplo, um fator de prolife-
ragdo cclular (PCNA), exonucleases
(EXOI). DNA polimerases (8 e €).
fatores de replicagdo ¢ helicases’. O

complexo faz uma peguena incisdo na
cadeia de DNA, scguida da atividade
de exonuclease, resultando cm uma
lacuna de 100 a 1000 nucleatideos na
cadeia com a base mal pareada.
Depois. a lacuna ¢ preenchida e 0 DNA
é restaurado a forma correta’,

As alleragdes nessa via de reparo
levam a crros de replicagdo particular-
mente em regides de microssatélite que
contém  varias seqiiéncias de DNA
repetidas em “tandem”, que causam
“deslizamentos™ da DNA polimerase.
produzindo nucleotideos mal parcados.
niv reparados em células deficientes
desse tipo de reparo’,

As mutagdes nesses penes estio rela-
cionadas com um aumento do risce ( 70-
85%) de cneer de edlon ndo-poliposo
familial (HNPCC). Mutagoes nos genes
MLH1 e MLIT2 sio responsaveis pela
grande maioria das familias HNPCC,
enquinto mutagdes em MSHG cstio
relacionadas & ulta incidéncia de cancer
endometrial’. Qutros tipus d¢ ¢anceres
esporddicos parecem possuir alguns
defeitos em genes MMR. incluindo os
carcinomas de ovario, endométrio,
lumores de células pequenas ¢ nio
pequenas do pulmio, gastrico, cervical ¢
de mama.

2. Reparo Direto

Embora a reversie direta, efetuada
pelas enzimas fotoativias nos danos
induzidos por UV, nio tenha sido
detectada ¢m mamiferos placentarios,
outra forma pouco comum de reparo,
envolvendo a reversio ativa da lesdo
estd presente em células humanas. Esse
mecanismo ¢ muito eficiente, pois
remove a alteragdo da base, sem retirar
a basc dunificada, Isso envolve a corre-
¢iio du lesdo O"-metilguanina. produzi-
da endogenamente, em pequenas quan-
tidades, por catabélitos celulares reati-
vos. levando a transigoes G:C A:L
Uma metiltransferase especilica remo-
ve o grupo melil deletério do residuo
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de guanina do DNA ¢ transfere para o
seu proprio residuo cisteina. em um
processo de reparo rapido ¢ livie de
falhas. Esse sistema remove lais erros
rarvs, mas altamente mutagénicos a um
custo energeticamente alto, pois uma
molécula infeira da proteina ¢ sacrifi-
cada para cada lesdo corrigida’. Em
huminos a atividade de alquiliransfera-
s¢ ¢ realizada pela O-metil guamina-
DNA metil transferase (MGMT). Os
niveis dessa proleina em células tumo-
rais freqiientemente correlacionam sua
sensibilidade a agentes quimioterapéu-
ticos. Niveis elevados de MGMT foram
observados em cincer de ovanio, rabdo-
sarcoma. melanoma, cincer de mama,
pulmdo, pincreas, colon ¢ cérebro.

4. Reparo por Excisdo de

Bases (BER)

O reparo por excisdo de bases (BER)
protege as células contra os efeitos dele-
térios dos danos induzidos endogena-
mente a0 DNA, por hidrolise, espécics
de oxigénio reativas e outros metaboli-
tos intracelulares que modificam a estru-
wra das bases do DNA ¢ também ¢é
imporlante para resistir a kesoes produ-
2wdas por radiagio ionizante e potentes
agentes alquilantes® (Figura 2). Tais
lesdes no DNA sdo processadas em
sitios abisicos ou apurinicos-apirimidi-
nicos (Al") em procariotos ¢ ¢m mami-
feros, sendo reparados por BER. Em E.
coli, o BER consiste de um caminho
compesto de passos cnzimiticos seqtien-
ciais, seguindo a clivagem da ligagdo
N-glicosidica, por um evento ¢sponta-
neo ou através da acdo de uma DNA
gheosiluse. Em mamiferos, o reparo de
sitios AP ¢ geralmente iniciado pela
classe 1l de AP cndonuclease, seguido
pela dRpase, DNA polimerase e final-
mente DNA ligase. O BER caracteriza-
se pela excisdo relativamente pequena
de lacunas produzidas em DNA de fita

Figura 1 - Reparc de paroamento erroneo em E. cob. MulS reconhece a base mal pareacs » : e 2 Sk
torma um complexe com MutH e Mutl, que cham a cadeia retimndo ¢ dano. A sintese de dupla, apos a remagao dos sitios "“: £
DNA ¢ feita peia DNA pofimerase e a ligagdo do esquerelo agicar-fostata peia DNA hgase. o fato de que os adutos ¢ as lesdes

38w

AVA
cm 1 2 3 4 5 6 i unespw-l 12 13 14 15 1e¢ 17 18



Mecanismos de reparo do DNA e cdncer

repirados por BER distorcem menos a
molécula de DNA, comparados queles
reparados pelo NER®

Resumidamente, o BER consiste de
cinco passos seqiicncials: remogdo da
base danificada por uma DNA glicosi-
lase, levimdo a um sitio apurinico‘apiri-
midinico (AP); incisdo do sitio AP na
sug porgdo 57 por uma AP endonuciea-
se; excisio do terminal 5" da desoxrn-
bose fosfato (dRP). originando uma
lacuna de apenas um nucleotideo; sin-
tese de DNA pela DNA polimerase
para preencher a lacuna; ¢ ligagiio da
cadeia pela DNA ligase”.

Apos a remogio da base danificada,
o BER pode seguir duas vias, sendo
umi mais curta (“short patch™) e outra
mais longa (“long patch™). Na via mais
curta. o reparo é de apenas um nucleo-
tideo com a participagdo da DNA poli-
merase (. que remove a dRP ¢ adiciona
um nucleotideo, terminando com a
DNA ligase 1 ou DNA ligase 1LY
XRCC'| para selar o corte da cadeia "',
A segunda via, ¢ proposta como um
caminho secundino e envolve o deslo-
camento de 2 a 13 bases ao redor do
sitio AP. A sintese dos nucleotideos
correspondentes & realizada por viras
polimerases (5 ¢/ou €) cuja fungldo ¢
dependente de PCNA e RFC. Apds a
adigdo dos nucleotideos, a enzima
FENI ata removendo os grupos 5'-
dRP ¢ o reparo completo ocorre quan-
do a DNA ligase | ¢ possivelmente, a
DNA ligase 11IF XRCCI restaura a
ligagio fostodiéster' *. Os polimorfis-
mos nesses genes de reparo podem
levar a uma variagdo nas capacidades
de defesa contra os agentes danosos do
DNA ¢ podem ser de relevancia para o
desenvolvimento do ¢iincer, bem como
para os pacientes sob terapia quimiote-
rapica *.

4, Reparo por Exciséo de
Nucleotideos (NER)

O reparo por excisdo de nucleoti-
deos (NER} remove principalmente
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Figura 2 - Reparo por excisho de bases, A via oe reparo “short palch” envolve um sitio AP
produrida por uma AP endonuclease, sinlese de DNA pela DNA polimerase b assocada @
proteina XRCC! s ligago da cadela pelo compioxa DNA ligase I/XRCC 1. Na via “long
palch” o complaxo PARPIXRCCT mconhece 0 danc na cadela oe DNA, seguido peia
clivagam da caoma e sinfese de DNA pela DNA polimerase b cu « depenciente de PCNA.
A enzima FEN 1 ibera a caceia danlficaca @ a DNA figase | sels & cadea.

adutos do DNA que causam distorgio
da cstrutura da dupla hélice. Grandes
adutos incluindo dimeros de pirimidina
¢ hidrocarbonetos aromédticos policich-
cos podem ser repurados pelo NER'. O
NER ¢ o principal caminho de reparo ¢
envolve cinco passos, iniciando pelo
reconhecimente do dane a0 DNA,

unesp ™,

dupla incisdo sobre a cadeia danifica-
da, remogio do segmento de DNA que
contém o dano, sintese de DNA ¢ por
ultimo, ligagdo da cadeia® (Figura 3).

0 reconhecimento do dano ¢ feito
por um complexo protéico com a XPA
¢ a profeina A de replicagio (RPA). Em
seguida, esse complexo interage com o
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Macanismo da Reparo do DNA e Cancer

complexo fator 2H de transengio, com-
posto por ERCC3 e ERCC2, que esta
associado com a transengdo ¢ contém i
atividade helicase. Por fim, atuam duas
nucleases, ERCCI-XPF ¢ XPG. que
compreendem as subunidades restantes
da exonuclease. A incisdo ocorre,
quando o complexo da exonuckease
chva o cadeia de DNA damificada a
posigin S'e 3" do aduto ¢ requer uma
abertura da dupla fita de DNA realiza-
da por membros do complexo. Por sua
vez, o ehvagem ¢ observada guando a
por¢io ERCCI-XPF atua sobre o
esqueleto fosfodiéster a 8 da lesdo. A
localizagdo da incisio depende do
aduto ¢ ocorre entre 16 ¢ 25 ligagdes
fosfodiéster a 3' do aduto. A porgdo
XPG corta 0 DNA na posigio 3" da
lesio e ocorre entre 2 a 9 ligagdes fos-
fodiésier sobre o Indo 37 do aduto
Apesar da lesdo, as caracteristicas
estruturads da exonuclease, limita o
tamanho global do fragmento em 26 4
27 nucleotideos. A sintese de DNA eo
reparo estrutural sdo feitos pela DNA
polimerase & ¢ €, o antigeno nuclear de
proliferagio celular (PCNA), v fator de
replicagio C (RFC), a DNA ligase e
outras proteinas. Os RFC ¢ PONA,
auxiham na hgagdo da polimerase no
DNA, gue adiciona o5 nucleotideos
complementares ao grupo 3°- Ol livre.
Depois, 4 DNA ligase scla a incisio,
restaurando a hélice intacta’,

Neficiéncias do NTR pode originar
trés doengas humanas geneticamente
heterogéneas: o xeroderma pigimentoso
(XJ), com sete grupos de complemen-
tagio genética (XPA-XPG), sindrome
de Cockayne, com dois grupos de com-
plementagio (CS-A ¢ CS-B) ¢ thcotio-
distrofia (TTD). com trés grupos de
complementagao, TTD-A. XP grupo D
¢ XP grupo B.

5. Reparo de quebras no DNA
fita dupla

Os cromossomos sofrem uma série de
tipos de danos que podem resultar em

perda ou alteragdes du informugio
gendlica, Um tipo de dano ¢ v de que-
bra de fita dupla (DSB) do DNA, surgi-
da espontancamente por mecanismos
celulares, como aquekes indusidos por
radicais de oxigénio livres, replicagdo
do DNA ¢ defeites na topoisomerase
U POT UEeNICS EUNIONICOS Como @
radiagao jonizante. A fala de reparo
nessas lesdes ¢ a causa principal de

aberragdes cromossomicas'™ . A que-
bra de fita dupla ¢ extremamente cito-
loxica, existindo grande nimero de
proteinas nuckearcs que se ligam espe-
cilicamente a esse tipo de lesdo, sinali-
zando a presenga de tal dano e instruir
as proleinas responsaveis pelo controle
do ¢icho celular sobre o perigo iminen-
te. Fssas proteinas incluem a quinase
dependente de DNA, com sua subuni-

Reparo de Excisdo de Nucleotideo

Reparo Global

Reparo Acoplado & Transcricio

I

Figura 3 - As duas vas do raparo de excisdo de mucieotideos - Aeparo Giobal e Reparo
Acoplado a Transcrigdo. Estas vias imeam-se peio reconhecimento do dano ao DNA seguido
peia dupia inciséolexcisdo da cadeis através 08 um complexo enzimatico @ sintese pela DNA

polimerase d ou & decendante de PCNA.

ndl
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dade Ku. outras quinases como ATM ¢
ATR, PARP. a exonuclease RADS)
MRIET1-p95, o heterdimero DNA ligase
IV XRCC4 ¢ RADS27. Em mamiteros,
existem duas vias principalls pard o reparny
de quebras de Mt dupla: o reparo homo-
logo {RH) (Figura 4A ) ¢ 0 reparo por liga-
cio das extremidades ndo  homologas
(NHED) (Figura 4B). Durante o RH, a
seqliéncia homdlopa forma um  parci-
mento, com o uso da cromdtide innmd do
cromossomo  homologo como molde
para 0 evento do reparo . Apos o reco-
nhecimento da quebra, ocorre a degra-
dagiio da porgdo dunificada e o desloca-
mento da cromitide 1nnd para o sitio a
ser reparado, A cromatide serve como
molde para a sintese de DNA, restauran-
do a segiiéncia original anterior ao dano,
fazendo desse tipo de reparo um cyvento
preciso, livre de erros,

Durante o NHEJ, o dano ¢ eliminado
por mecanismos que envolvem a religa-
¢do direta das extremidades quebradas,
sem a permuta de seqiicneias homolo-
gas fornecidas por um cromossomo ou
cromalide intacta. Esse mecanismo &
capaz de converter terminais de DNA
nio complementarcs cm jungoes covi-
lentemente seladas por reagdes que
incluem i sintese de DNA, degradagio
exonucleolitica, ligagdo ¢ anelamento
de seqliéncias contendo porgdes de
homologia. Isso fregiientemente leva a
mudangas caracteristicas da seqiicneia
original no sitio de¢ quebra, gerando
substituigdo de bases, deleghes ¢ inser-
¢ous. Assim sendo, o NHE] ¢ um pro-
cesso mutagénico que pode causar
aberragics cromossomicas, doengas
geneticas e cancer. Por outro lado, o
estabelecimento de um rearranjo gené-
tico na linhagem germinativa pode for-
necer oportunidades evoluciondrias
para as espécies”,
Polimorfismos de genes
envolvidos no reparo do DNA

05 sistemas de reparo do DNA siio
responsiivels por manter a integridade

42 m

do penoma de células somaticas e ger-
minativas, minimizando erros de repli-
cagdo, removendo danos do DNA e
reduzindo rearranjos deletérios surgi-
dos por recombinagiio aberrante, sendo
importantes na protegdo do genoma
contra mutagoes que levam ao cincer e
outras doengas herdaveis ou degencra-
tivas °.

Estudos de cincer hereditario ou
familial resultaram na identificagdo de
um grande nomero de genes envolvi-
dos na origem dessa doenga. Mesmo
assim, deve-se ressaltar que o mailoria

dos casos de cancer & esporadica ¢ nio
familial. No caso de cinceres esporadi-
cos, na auséncia de outros fatwores de
risco conhecidos, a existéncia de um
parente de primeiro grau com a doenga
¢ um fator de risco muito significante,
sugerindo que a variagio genética & um
clemento chave na suscetibilidade ao
cincer na maioria dos individuos",

Os genes associados com o nsco
aumentado em casos de cincer espord-
dico sdo denominados genes de susce-
tibilidade. Muitos trabalhos de epide-
miologia molecular tém mostrado que

;ﬁeparo por Recombinagao
Homéloga (HR)

Crométides rmés

b) Ligagéo dos finais néo
homélogos (NHEJ)

DNA fta dupia

,l Quebra de cadeia dupla
(DSB)

Figura 4 - Reparo de quebvas oo DNA fita dupla. A- Reparo por recornbinagdo homoioga.
A proteina RADSY reconhece a quetwa Ua cadeia de DNA e coordena as etapas de
dograciagdo 5'-3" e de irvasbo da cadeia da crométiae homologa. £sia seve como
moloe para sintese da cadela quebrada pala DNA polmerase. B- Reparo por ligagdo das
extremidades ndo homatogas. O complexo formado pelas DNA PKs e as proteinas Ku70

e Kud0 reakza 0 processamento das

regliza & Ngagdo oas cadeas.
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varignics alélicas em varios loci estio
associadas a um aumento de varias
vezes no risco de cdncer induzido por
agentes ambientais, e que também a
capacidade reduzida de reparo do DNA
constitui outro fator significante de
risco

Virios polimorfismos ¢m genes de
reparo do DNA foram identificados ¢
parte deles, em seqiéneias conservacas
evolutivimente. Muitos resultaram em
substituigdes de aminodeidos, sugerindo
umi possivel funciio na manutengio da
fungdo protcica normal™.

Os polimorfismos na via de reparo
de parcamento incorreto {MMR) cstdo
intimamente relacionados com o cin-
cer coloretal ndo poliposo hereditino,
principalmente os polimorfismos dos
genes MSH2, MLITI, MSH6, PMS] e
PMS2. A perda de fungdo desses gencs
causa instabilidade de microssatélite.
que adquire pequenas unidades repeti-
das em fandem. resultando na falta de
corregdo de erros surgidos durante a
replicagdo do DNA’. Outros clnceres
esporadicos tambem apresentam defei-
tos em genes do MMR, incluindo ovi-
rio, endométrio, ¢élula pequena ¢ ndo
pequena de pulmio. os carcinomas
pancreatico, gastrico, cervical ¢ de
mama’.

Niveis elevados da proteina O'-
metilguaning DNA - metiltransferase
(MGMT), que participa da via de repa-
ro direto, foram detectados em cancer
de ovario, rabdomiosarcoma, melano-
ma. cincer de mama, pulmdo, pén-
creas, colon ¢ tumores de cérebro,

Uma estrita conexdo entre defeitos
no reparo de quebras de (ita dupla
(DSB) no DNA e tumorigénese foi
encontrada nos genes de suscetibilida-
de ao ciincer de mama ¢ de ovirio here-
ditario. BRCA I ¢ BRCA2. As familias
com mutagdes nesses pencs mostram
um padrio de heranga autossomica
dominante para a suscetibilidade .
Viarias sindromes que predispdem so
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cincer, como a ataxia telangiectasia ¢ a
sindrome de Nijmegen sdo caracteriza-
das por instabilidade cromossdmica e
sensibilidade a agentes que causam
yucbras no DNA. Estudos sobre genes
emvolvidos nesta via verificaram que a
presenga de alguns polimortismos
aumentava o risco de desenvolver can-
cer de mama. dentre eles o XRCC2 ¢
XRCC3, enquanto o polimortismo de
Ligd foi associado com uma diminui-
¢éo do risco™,

O gene XRCC3 € membro de uma
familia de proteinas relacionadas a
Rad51 e codifica uma prolcina neces-
sliria para @ montagem e estabilizagdo
da Rad31""". Foi identificado um poli-
morfismo na regido codificadora no
cOdon 241 deste gene que resulta na
substituigiio de um aminodcido®, cau-
sando mudangas substanciais nas
caracteristicas da proteina. A presenca
desse polimorfismo foi associada ao
aumento da suscetibilidade a0 cancer
de bexiga" ¢ a0 melanoma de pele®,
mas nio em cancer de pulmio-'.

O gene humano XRCCI codifica
uma proteina gue torma um complexo
com outras enzimas de reparo por exci-
sdo de hases, a DNA ligase 111, DNA
polimerase B e a poli (ADP-ribusc)
polimerase (PARPY-#<'. Foram identi-
ficados § polimorfismos neste gene.
Trés deles resultam em substituigio de
aminoicidos ¢ foram detectados nos
codons 194, 280 e 399" Iissas altera-
¢des poderiom resultar em fungdo alte-
rada da proteina, o que prejudicaria a
feunido com as outras enzimas, mini-
mizando v processo de reparo. O alclo
variante do cddon 399 foi associado ao
cancer de csofago™, wo clincer de
mama’, pulmio”, estimago™, cabega ¢
pescoge™, entre outros. A varianie do
codon 194 foi agsociado com um risco
aumentado de cincer dc mama,

Os grandes adutos, induzidos no
DNA por carcinogenos quimicos do
cigarro, sdo reparados através da exci-

wdo de nucleotideos que inclui o gene
XPD, Uma variante XPD no éxon 23,
que leva a uma substitui¢do de aminoa-
cido, foi associada com capacidade de
reparo reduzida®. A proteina XPD tra-
balha como uma helicase 5°-3' depen-
dente de AT junto ao fator de transcri-
¢do basal 11 H (TFILH). A substituigdo
Lys751Gln foi associada com niveis
aumentados de adutos DNA-PAH ¢m
Erupes com cancer de mama, compara-
dos aos individuos saudiveis ™.

Perspectivas futuras

A redugdo do impacto do risco da
interagdo gene-ambiente depende da
identificacdo de individuos que consti-
tuem populagdes “de risco”, processo
relativamente ficil, permanecendo a
dificuldade em reduzir o risco subse-
qiente para o individuo. O dltimo passo
pode envolver a remogio da exposigio,
redugio farmacologica do efeito da
cxposigio, baseada no entendimento da
hiologia cfou observagdo ativa, para
identificar ¢ tratar docngas nos cslagios
mais precoces possiveis. Da mesma
manciri, 0 conhecimento do gendtipo
tornard possivel desenvolver protocolos
de tratamento individuals que maximi-
zam as conseqiéncias intencionais ¢
minimizam as conseqiiéncias indescja-
veis dos tratamentos farmacoligicos. A
capacidade de identificar variantes e
conduzir a genotipagem ¢ dominada
hoje em dia, enquanto que a capacidade
pitra entender ¢ utilizar essa informagio
requer novas pesquisas e tradugdo na
pratica médica.

Os beneficios ou promessas poten-
ciais da incorporagdo da vanagiio gend-
tica em estudos da incidéncia de cincer
¢ modelos de estimativa dos riscos
incluem: decisdes rucionais para traba-
lhar, tentando minimizar a exposigio ¢
risco de individuos suscetiveis; melhor
cstimativa do risco da doenga na popu-
lagao, resultando em exposigoes defini-
das ¢ regulagdes cientificamente vali-
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das: detecgiio precoce de doengas que,
sabidamente aumentam a observagio
de individuos em risco, resultandky em
um aumento da resposta ao tratamento;
e entender melhor o processo da doen-
¢a levando a tratamentos novos ¢
melhorados.

A vanagio na capacidade de reparar
o DNA ¢ um fator na suscetibilidade ao
ciincer ¢ € um paradigma para as pro-
messas de estimar os riscos individuais e
da populagio. Os beneficios potenciais
para a pesquisa ¢ 0 cuidado com a sadde
530 cnormes, Essas mesmas oportunida-
des demandam desafios para a comuni-
dade cientifica ¢ sociedade para parantir
que todos os individuos compartilhem
da aplicagio frutifera da tecnologia ¢ do
conhecimento”,
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Abstract

In several DNA repair genes, polymorphisms may result in reduced repair capacity, which has

been implicated as a risk factor for various types of cancer. The frequency of the polymorphic

alleles varies among populations, suggesting an ethnic distribution of genotypes. We
genotyped 300 healthy Brazilian individuals for polymorphisms of codons 194 and 399 of the
XRCC1 gene and of codon 241 of the XRCC3 gene, which participate in the base excision
repair and homologous recombination repair pathways, respectively. The allele frequencies of
Argl194Trp and Arg399GIn in the XRCCI gene and of Thr241Met in the XRCC3 gene were
0.07, 0.33 and 0.35, respectively. These frequencies were compared with those obtained for

different populations from several countries, evidencing ethnic variability.
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Introduction

Different DNA repair systems maintain the integrity of the human genome through the

removal of DNA damage induced by endogenous and environmental sources (Christmann et

al., 2003). A deficiency in the repair capacity due to mutations in genes involved in DNA

repair can lead to genomic instability that, in turn, is related to chromosomal instability
syndromes and carcinogenesis (Hansen and Kelley, 2000). DNA polymorphisms can result in
a subtle structural alteration of the repair enzymes, so individuals with a repair capacity below
the mean of population can be at an increased risk of developing different kinds of cancer
(Mohrenweiser and Jones, 1998)

Shen et al. (1998) first reported several polymorphisms in five DNA repair genes
(XPD, XPF, ERCCI1, XRCCI and XRCC3) representing three different repair pathways. Later
on, other studies reported different polymorphisms in DNA repair genes, such as XPA4, XPB,
XPC and hOGGI (Ishida et al., 1999; Butkiewicz et al., 2000; Chavanne et al., 2000).

The human genes XRCCI and XRCC3 (X-Ray Repair Cross Complementing family)
have been identified by their ability to restore DNA repair activity in Chinese hamster ovary
(CHO) mutant cell lines EM9 (Thompson et al., 1990) and irs1SF (AA8) (Fuller and Painter,
1988), respectively. The protein XRCC1 plays a role in base excision repair (BER), interacts
with DNA ligase III and complexes with DNA polymerase 3 and PARP (poly ADP-ribose
polymerase). These interactions may facilitate the repair of DNA strand breaks and damage
caused by ionizing radiation, oxidative damage and non-bulky adducts (Dianov et al., 2003).
Shen et al. (1998) identified three polymorphisms in the XRCCI gene at conserved sequences,
resulting in amino acid substitutions at codons 194 (Arg194Trp), 280 (Arg280His) and 399
(Arg399Gln), at reported allele frequencies of 0.25, 0.08 and 0.25, respectively.

Many authors analyzed these polymorphisms in human populations and found a

significant correlation between the Argl94Trp polymorphism and risk of early-onset
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colorectal carcinoma (Abdel-Rahman et al., 2000), gastric cardia cancer (Shen et al., 2000),

head and neck cancer (Olshan et al., 2002) and skin cancer (Han et al., 2004). The Arg399GIn

polymorphism is more frequent and was also associated with early-onset colorectal carcinoma

(Abdel-Rahman et al., 2000) and gastric cardia cancer (Shen et al., 2000), besides breast
cancer (Duell et al., 2001), lung cancer (Zhou et al., 2003) and esophageal cancer (Yu et al.,
2004), among others.

The product of the XRCC3 gene functions in the homologous recombination repair
(HRR) for double-strand breaks (DSBs) and cross-link repair in mammalian cells (Dianov et
al., 2003). During HRR, the XRCC3 protein interacts with Rad51C and possibly with Rad51
itself, enabling Rad51 protein multimers to assemble at the site (;f damage (Brenneman ef al.,
2002). A common polymorphism in exon 7 of the XRCC3 gene results in an amino acid
substitution at codon 241 (Thr241Met) that may affect the enzyme’s function. The XRCC3
variant allele has been identified in healthy individuals, at a frequency ranging from 0.23 to
0.38 (Shen et al., 1998; David-Beabs et al., 2001).

Molecular epidemiological studies have shown that the Thr241Met variant is
associated with increased risk of melanoma (Winsey et al., 2000), bladder cancer (Matullo et
al., 2001), breast cancer (Smith et al., 2003) and lung cancer (Jacobsen et al., 2004).

The frequencies of polymorphisms of both metabolic and repair enzymes are distinct
in different ethnic groups (Kato et al., 1992; Stephens et al., 1994; Lunn et al., 1999; Abdel-
Rahman et al., 2000). Thus, we conducted a study to estimate the frequency of the variants
Argl94Trp and Arg399GIn in the base excision repair gene XRCCI and Thr241Met in the
homologous recombination repair gene XRCC3, in healthy individuals from a Southeastern
ﬁrazilim population. As far as we know, this is the first study carried out to evaluate XRCCl1

and XRCC3 polymorphisms in a Brazilian population.
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Material and Methods

About 5 mL of whole blood were collected from three hundred healthy individuals

(164 males and 136 females) from S&o José do Rio Preto, State of Sdo Paulo, Southeastern

Brazil, with a mean age of 52 years (ranging from 19 to 93 years). After a visual and

interviewed-based classification, this population was ethnically classified into Caucasians
(262) and Negroids (38).

This study was approved by the National Research Ethics Committee, and written
informed consent was obtained from all individuals.

DNA was extracted as described by Abdel-Rahman et al. (1994). XRCC! genotypes
for codons 194 and 399 were detected using multiplex PCR-RFLP, as previously described
(Abdel-Rahman ef al. 2000) with modifications, to amplify the 491bp and 615bp fragments,
respectively. Codon 241 of the XRCC3 gene was genotyped by a PCR-RFLP technique, as
described by David-Beabs et al. (2001) with modifications. The amplified fragments of
codons 194 and 399 of the XRCCI gene and of codon 241 of the XRCC3 gene were digested
with the restriction enzymes Mspl and Nlalll, respectively, and resolved on 2% 1000 agarose
gel (Invitrogen, Brazil).

Statistical analyses were performed using the Statidisk computer software program.
The chi-square test was utilized to compare the genotype frequencies and factors such as

gender and ethnicity. The 0.05 probability level (p) was used as criterion of significance.

Results and Discussion

Table 1 shows the frequency distributions of the XRCC! and XRCC3 genotypes in
healthy individuals from Southeastern Brazil and compares these frequencies with those
previously published for different ethnic groups. For the XRCCI gene, the allele frequencies

of the 194Trp and 399GIn polymorphisms were 0.07 and 0.33, respectively, whereas for the
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241Met polymorphism of the XRCC3 gene the frequency was 0.35. Figure 1 shows the
banding patterns of the XRCC1 (A) and XRCC3 (B) polymorphisms.

Considering the variables gender and ethnicity, no statistically significant differences
were observed with respect to the genotype frequencies (Table 2). According to the literature,
it seems that the genotype distribution of XRCCI and XRCC3 does not vary between gender,
but differences among ethnic groups are suggested (Lunn ef al., 1999; Abdel-Rahman et al.,
2000; Shen et al., 2000).

In this study, the allele frequencies of the 194Trp polymorphism in Caucasians (0.07)
and Negroids (0.09) were the same as those previously published for 96 healthy Brazilian
individuals from the same region of the country (Rossit et al., 2002). Likewise, our results are
in accordance with those observed for American Caucasians (Lunn et al., 1999; Smith et al.,
2003) and African Americans residing in North Carolina (Lunn et al., 1999) and for the
Egyptian population (Abdel-Rahman et al., 2000), but not with the frequencies reported for
Taiwanese (0.27) (Lunn et al., 1999), Chinese (0.35) (Shen et al., 2000) and that described by
Shen ef al. (1998) in twelve healthy individuals (0.25).

The frequency of the allele 399GIn (XRCC!) in Caucasians (0.34) found in the current
study was comparable with that described by Rossit ef al. (2002) in a group of Brazilian white
individuals, in North American Caucasians (Lunn et al., 1999; David-Beabs and London,

2001; Smith et al., 2003) and in Italy (Matullo et al., 2001). However, this frequency was

higher than that reported for Taiwanese (0.26) (Lunn ef al., 1999), Chinese (0.26) (Shen ef al.,

2000), Korean (0.22) (Park et al., 2002) and Egyptian (0.14) (Abdel-Rahman et al., 2000)
populations. In Negroids, although the difference observed was not significant, the allele
frequency was lower (0.26) than that of Caucasians, but higher than that described in African

Americans (0.17) (Lunn et al., 1999) and 0.18 (David-Beabs and London, 2001).




Polymorphisms of the DNA repair genes XRCCI and XRCC3 in a Brazilian population 39

Data from our study on Brazilian individuals showed that the allele frequency of the
XRCC3 241Met polymorphism was similar in Caucasians (0.36) and Negroids (0.31). These
frequencies were comparable with that observed in Italian (Matullo ef al., 2001) and North
American studies (David-Beabs ef al., 2001; Smith ef al., 2003), but higher than that observed
in African American (David-Beabs ef al., 2001) and Chinese (Shen et al., 2004) populations.

The Brazilian population is very heterogeneous, as a result of mating between different
ethnic groups, including native Indians and immigrants from Europe, Africa and Asia. Our
results are in accordance with this fact, since no significant difference was found between the
Brazilian individuals of both ethnic groups, while there are differences in the allele
frequencies compared to other populations, mainly Taiwanese, Chinese and Egyptian. Thus,
hybridization plays an important role in the genotype distribution and, as Brazil is a large
country, there can be differences in this distribution among different States, according to the
origin of the immigrants which settled in each one of them.

Our study describes for the first time both allele frequencies of the XRCCI and
XRCC3 polymorphisms in a Southeastern Brazilian population. The differences observed with
regard to other populations emphasize the role of ethnic variability in the allelic distribution

of the XRCCI and XRCC3 genes and reinforce the importance of further studies on

polymorphisms of DNA repair genes that may play an important role in cancer susceptibility

in different populations.
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Table 1. YRCCI and XRCC3 genotypes and allele frequencies among healthy Brazilian individuals and comparison with other populations.

Codon

Genotypes

Brazil

USA

Italy

China

Egypt

Korea

Current
study

Caucasian/
Negroid

Rossit et
al., 2002

Caucasian/
Negroid

Lunn et al., 1999

African-

Taiwanese
American

Caucasian

David-Beabs and
London, 2001* David-
Beabs et al., 2001°

Caucasian

African-
American

Smith e al,
2003

Caucasian

Matullo et
al., 2001

Caucasian

Shen et al.,
2000°; Shen
et al., 2004

Chinese

Abdel-
Rahman
et al., 2000

Egyptian

Park et al.,

2002

Korean

194
XRCCI

399
XRCCI

241
XRCC3

Arg/Arg
Arg/Trp
Trp/Trp
Total
Allele
frequency

Arg/Arg
Arg/Gln
GIn/GlIn
Total
Allele
frequency

Thr/Thr
Thr/Met
Met/Met
Total
Allele
frequency

258 (86%)
41 (13.7%)
1 (0.3%)
300

0.07

139 (46%)

123 (41%)

38 (13%)
300

0.33

128 (42.7%)

131 (43.7%)

41 (13.6%)
300

0.35

79 (82.3%)
17 (17.7%)
0 (0%)
96

0.08

49 (51%)
34 (35.4%)
13 (13.6%)

96

150 (89%)
18(11%)  9(9%)
1(0.5%)  0(0%)

169 98

80 (91%) 67 (56%)
42 (35%)
11 (8%)
120
0.06 0.05 027
65 (38%)
83 (49%)
21 (13%)
169

67 (69%)
27 (28%)
3 (3%)
97

63 (53%)
51 (43%)
6 (4%)
120
0.37 0.17 0.26
ND
ND
ND
ND

407 (88%)
54 (12%)
0 (0%)
461

0.06*

186 (40%)

217 (47%)

58 (13%)
461

0.36"

175 (39%)

210 (46%)

68 (15%)
453

0.38"

205 (84%)
36 (15%)
2 (1%)
243

0.08*

164 (67%)
70 (29%)
9 (4%)
243

0.18"

136 (58%)
88 (38%)
10 (4%)
234

0.23°

264 (87.7%)
36 (12%)
1(0.3%)

301

0.08

119 (40%)

150 (50%)

31 (10%)
300

0.37

112 (37%)

141 (47%)

49 (16%)
302

0.43

ND
ND

ND

53 (43%)

58 (47%)

13 (10%)
124

0.39

33 (26%)

64 (52%)

27 (22%)
124

0.35

70 (42.2%)

77 (46.4%)

19 (11.4%)
166

0.35°

94 (56.6%)
59 (35.5%)
13 (7.8%)
166

0.26°

150 (90%)
16 (10%)
0 (0%)
166

0.05¢

43 (89.6%)
5 (10.4%)
0 (0%)
48

0.05
37 (77.1%)
9 (18.8%)
2 (4.1%)
48

0.14

ND
ND

ND

81 (60%)
48 (35.6%)

ND = not determined.

L

AVA
2 unespmiﬁ 17 18 28 20 21

22 23

24 25

26

27

28
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Table 2. Genotype distribution of genes XRCC/ and XRCC3 by gender and ethnicity.

Codon Genotypes

Gender

Male Female

Ethnicity
Caucasian Negroid

Arg/Arg
Arg/Trp
Trp/Trp
Allele frequency
Probability

194
XRCCI

Arg/Arg
Arg/Gln
Gln/Gln
Allele frequency
Probability

Thr/Thr
Thr/Met
Met/Met
Allele frequency
Probability

137 (83.5%)
26 (15.9%)
1 (0.6%) 0 (0%)
0.08 0.05
p=0.1266

121 (89%)
15 (11%)

72 (43.9%)
70 (42.7%)
22(134%) 16 (11.7%)
0.35 0.31
p=0.6469

67 (49.3%)
53 (39%)

67 (40.8%)
68 (41.5%)
29 (17.7%)
0.38
p=0.0841

61 (44.9%)
63 (46.3%)
12 (8.8%)
0.31

226 (86.3%) - 32 (84.2%)
36 (13.7%)  5(13.2%)
0 (0%) 1 (2.6%)
0.07 0.09
p=0.7337

119 (45.5%)
107 (40.8%)
36 (13.7%) 2 (5.3%)
0.34 0.26
p=0,4048

20 (52.6%)
16 (42.1%)

110 (42%)
115 (43.9%)
37(14.1%) 4 (10,5%)
0.36 0.31
p=0.5306

18 (47.4%)
16 (42.1%)
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Figure legend:

Figure 1. Representative RFLP analysis of Mpl and Nlalll digest of the PCR products
containing codons 194 and 399 of the XRCCI gene (A) and codon 241 of the XRCC3 gene
(B), respectively, separated on 2% 1000 agarose gel. A — Lane 1: molecular weight marker;
Lane 2: heterozygous Arg/Trp 194 and wild-type homozygous Arg/Arg 399; Lanes 3, 6 and 7: '
homozygous Arg/Arg 194 and mutant homozygous Gln/Gln 399; Lane 4: wild-type
homozygous Arg/Arg 194 and Arg/Arg 399; Lane 5: homozygous Arg/Arg 194 and
heterozygous Arg/Gln 399; Lane 8: mutant homozygous Trp/Trp 194 and heterozygous
Arg/Gln 399. B — Lane 1: molecular weight marker; Lanes 2 and 4: mutant homozygous
Met/Met 241; Lane 3: wild-type homozygous Thr/Thr 241; Lane 5: heterozygous Thr/Met

241.
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Abstract

AIM: To evaluate the association between polymorphisms XRCCI Argl94Trp and
Arg399GIn and XRCC3 Thr241Met and the risk for chronic gastritis and gastric cancer, in a

Southeastern Brazilian population.

METHODS: Genotyping by PCR-RFLP was carried out on 202 patients with chronic
gastritis (CG) and 160 patients with gastric cancer (GC), matched to 202 (C1) and 150 (C2)

controls, respectively.

RESULTS: No differences were observed among the studied groups with regard to the
genotype distribution of XRCC1 codons 194 and 399 and of XRCC3 codon 241. However, the
combined analyses of the three variant alleles (194Trp, 399Gln and 241Met) showed an
increased risk for chronic gastritis when compared to the GC group. Moreover, an interaction
between the polymorphic alleles and demographic and environmental factors was observed in
the CG and GC groups. XRCC1I 194Trp was associated with smoking in the CG group, while
the variant alleles XRCC1I 399Gln and XRCC3 241Met were related with gender, smoking,

drinking and H. pylori infection in the CG and GC groups.

CONCLUSION: Our results showed no evidence of a relationship between the

polymorphisms XRCCI Arg194Trp and Arg399Gln and XRCC3 Thr241Met and the risk of

chronic gastritis and gastric cancer in the Brazilian population, but the combined effect of
these variants may interact to increase the risk for chronic gastritis, considered a premalignant
lesion. Our data also indicate a gene-environment interaction in the susceptibility to chronic

gastritis and gastric cancer.
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INTRODUCTION

DNA repair pathways are responsible for maintaining the integrity of the genome in

face of environmental insults and general DNA replication errors, playing a role in protecting

it against mutations that lead to cancer'"). So, polymorphisms of DNA repair enzymes, which

may alter the function or efficiency of the DNA repair, may contribute to an increased risk of
environmental caxci.nogenesis{zl. These low-penetrance susceptibility genes have common
variants and interact with environmental factors, contributing as a major factor to the
populational incidence of cancer. Several polymorphisms in genes that participate in
different DNA repair pathways, such as XPD, XPF, ERCCI, XRCC1, XRCC3"™, hOGGI™,
XPA, XPB'® and XPC'"), have been identified and related to cancer susceptibility.

The XRCC1I gene is responsible for a scaffolding protein that directly associates with
other proteins such as DNA polymerase B, PARP (ADP-ribose polymerase) and DNA ligase
III in a complex, to facilitate the processes of base excision repair (BER) or single-strand
break repair’). The BER pathway repairs DNA damage caused by a variety of endogenous
and exogenous factors, including oxidation, alkylating agents and ionizing radiation"”). The
XRCCI protein can bind directly to both gapped and nicked DNA, as well as to gapped DNA
associated with DNA polymerase B, suggesting that this protein might be independently
involved in DNA damage recognition'”’ Two polymorphisms, more often found in XRCCI’
conserved sites, lead to a C—T substitution at codon 194 in exon 6 and to a G—A
substitution at codon 399 in exon 10 of the gene, leading to the amino acid alterations arginine
(Arg) to tryptophan (Trp) and arginine (Arg) to glutamine (Gln), respectively. These changes
in conserved protein sites may alter the BER capacity, increasing the chances of DNA
damage!®.

The Arg399GIn variant is more frequent and has been associated with head and

neck!"], colorectal!, gastric!'®!, esophageal!'*!®), breast!'® and lung!'™'® cancers. The




Polymorphisms of DNA repair genes XRCC1 and XRCC3, interaction with environmental exposure and 52
risk of chronic gastritis and gastric cancer

Arg194Trp polymorphism has been related to colorectal™®, gastric!"™), head and neck™ and
skin?®) cancers.

Protein XRCC3 functions in the DNA double-strand break (DSB) and cross-link

repair®!) and interacts and stabilizes Rad51%%, one of the key components of the homologous

repair (HR) pathway. The HR pathway uses a second intact copy of a homologous
chromosome as a template to copy the information lost at the DSB site, resulting in a high-
fidelity process and preventing chromosomal aberrations™. The main polymorphism in this
gene involves the change of threonine (Thr) to methionine (Met) at codon 241 in exon 7%,
Little is known about the functional consequences of this variation, although some studies
observed a positive relation between the Thr241Met polymorphism and an increased risk for
skin®, bladder®®”, breast’® and lung®! cancers.

So far, the investigations about interactions between XRCCI and XRCC3
polymorphisms and environmental carcinogenesis have produced scarce and conflicting

ts[27,28,29,30,3 1,32]

resul , showing the functional complexity of these variants, that can include

their interaction with environmental factors, thus modulating the susceptibility to cancer.
Regarding gastric cancer, only a few studies were conducted to investigate its association with
XRCC1 and XRCC3 variants!'> 21-33],

In Brazil, gastric cancer is still one of the most frequent types of cancer. The estimate
for 2005 points to the fourth place in incidence and mortality, with about 23,000 new cases

and 12,000 deaths®)., However, multiple factors are thought to play a role in gastric

[36]

carcinogenesis, including diet®®, lifestyle?®), pathological changes in the stomach such as

371

chronic gastritis®’), and genetic alterations?®®**), besides the infection by Helicobacter pylori,

the first bacterium to be termed as a definitive cause of cancer*?.
Thus, we conducted a study to evaluate the association between the polymorphisms

XRCCI Argl94Trp and Arg399GIn and XRCC3 Thr241Met and the risk of chronic gastritis
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and gastric cancer in a Brazilian population, as well as the interaction between these

polymorphisms and environmental factors involved in gastric carcinogenesis.

MATERIAL AND METHODS

Subjects

This was a case-control study on chronic gastritis and gastric cancer. The case groups
comprised 202 patients with a histopathologically confirmed diagnosis of chronic gastritis
(100 men and 102 women), with a mean age of 52 years (range 19-86 years), and 160 patients
with a histopathologically confirmed diagnosis of gastric adenocarcinoma (118 men and 42
women), with a mean age of 61 years (range 28-93 years). All subjects were recruited from
the Hospital de Base in Sdo José do Rio Preto, SP, and from the Pio XII Foundation in
Barretos, SP, Brazil. Gastric adenocarcinomas were classified as diffuse or intestinal types,

[41]

according to the classification proposed by Lauren''”, and the chronic gastritis cases

according to the Sidney System"?. H. pylori infection was histologically established by the

Giemsa staining technique. Two cancer-free control groups with no previous history of gastric
disease were matched to the case groups with respect to age, gender and ethnicity. The control
group for chronic gastritis (C1) was composed of 202 healthy individuals (100 men and 102
women) with a mean age of 51 years (range 20-85 years), and the control group for gastric
cancer (C2) consisted of 150 healthy volunteers (108 men and 42 women) with a mean age of
59 years (range 22-93 years). Epidemiological data on the study population were collected
using a standard interviewer-administered questionnaire, with questions about current and
past occupation, smoking habits, alcohol intake and family history of cancer. This work was
approved by the National Research Ethics Committee and written informed consent was

obtained from all individuals.
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DNA extraction and genotype analyses

About SmL of whole blood were collected from all study participants in sterile EDTA-

coated vacutainers. The samples were assigned a unique identifier code. DNA was extracted

according to Abdel-Rahman et al.'*) and stored at -20°C until used for genotyping.

Genotypic analyses of the XRCC! gene were carried out by multiplex PCR-RFLP,
using primers for codons 399 (F 5-TTGTGCTTTCTCTGTGTCCA-3’ e R 5’-
TCCTCCAGCCTTTTCTGATA-3’) and 194 (F 5’-GCCCCGTCCCAGGTA-3’ ¢ R 5’-
AGCCCCAAGACCCTTTCACT-3"), which generate a fragment of 615 and 491 bp,
respectively, as previously described!"? with modifications. Briefly, PCR was performed in
25 pL reaction buffer containing 12,5 pmol each primer, 0,2 mM of dNTPs, 3 mM of MgCl,,
about 100 ng DNA and 1 U of Taq DNA polymerase. The PCR products were digested
overnight with 10 U of MspI at 37°C. The wild-type Arg allele for codon 194 is identified by
the presence of a 293 bp band, and the mutant Trp allele by the presence of a 313 bp band
(indicative of the absence of the Mspl cutting site). For codon 399, the presence of two bands
of 375 and 240 bp, respectively, identifies the wild-type Arg allele, while the uncut 615 bp
band identifies the mutant Gln allele (indicative of the absence of the Mspl cutting site). A
178 bp band, resulting from an additional invariant Mspl cutting site in the 491 bp amplified
fragment, is always present and serves as an internal control for complete enzyme digestion.

Polymorphism of the XRCC3 gene was determined by PCR-RFLP, using codon 241
primers (F- 5> GCCTGGTGGTCATCGACTC 3’ e R- 5> ACAGGGCTCTGGAAGGCACT
GCTCAGCTCACGCACC 3°), as previously described by David-Beabes et al."*. The 25uL
PCR mixture contained about 100 ng of DNA, 12,5 pmol of each primer, 0,2 mM of dNTPs, 2
mM of MgCl; and 1 U of Taq DNA polymerase. The 552 bp amplified product was digested

overnight with 5 U of Nalll at 37°C. The wild-type allele Thr was identified by the presence




Polymorphisms of DNA repair genes XRCCI and XRCC3, interaction with environmental exposure and 55
risk of chronic gastritis and gastric cancer.

of two 239 and 313 bp bands, while the mutant allele Met was represented by 105, 208 and

239 bp bands.

Statistical analyses

Chi-square or Fisher’s exact tests were utilized to compare the groups with regard to
genotype frequencies and putative risk factors such as age, gender, ethnicity, smoking,

drinking, H. pylori infection and histological type of adenocarcinoma. To investigate the

gene-environment interactions, the odds ratios (OR) and their 95% confidence intervals (95%

CI) were calculated, according to a combination of the XRCCI and XRCC3 polymorphisms
with putative risk factors. The statistical analyses were performed using Statidisk and
GraphPad InStat computer software programs. A probability level (P) of less than 0.05 was

used as criterion of significance.

RESULTS

Demographic data and risk factors of the study population are summarized in Table 1.
Cases and controls did not show any statistically significant difference with regard to age,
gender and ethnicity, indicating a well-matched study population. Gastric cancer (GC)
patients were more likely to be cigarette smokers or alcohol drinkers than chronic gastritis
(CG) patients and controls (C2), and this difference was statistically significant (£<0.05), the
same occurring with CG patients when compared to controls (C1).

The XRCC1 and XRCC3 genotypes and the allele frequency distributions among cases
and controls are presented in Table 2. The allele frequencies of polymorphisms 194Trp,
399GIn and 241Met were similar in cases and controls, not showing any statistically
significant differences (P>0.05). However, a combined analysis of the XRCCI Argl94Trp

and Arg399GIn polymorphisms and the XRCC3 Thr241Met polymorphism (Table 3), and the
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assessment of the inter- and intra-gene interactions of these three polymorphisms revealed a
statistically significant (P= 0.0372) association when the three variant alleles interacted in the
chronic gastritis group, as compared to the gastric cancer group. Other combinations did not
show any significant difference. The banding patterns of XRCC/ Argl94Trp and Arg399Gin
and of XRCC3 Thr241Met are represented in Figure 1.

Table 4 shows the associations of the different genotypes with the variables gender,

smoking, drinking and H. pylori infection, among the groups. For this analysis, we combined

the heterozygous and mutant homozygous genotypes. Allele 194Trp was associated with
smoking, with an increased OR for chronic gastritis (4.16, 95%CI=1.16-16.66), when we
compared the CG and C1 groups. The comparison between the CG and GC groups revealed
that in men who were smokers and drinkers there was an association with increased OR’s for
gastric cancer in the individuals with the alleles XRCC1I 399Gln (3.03, 95%CI=1.58-5.55;
2.27, 95%CI=1.22-4.16 and 3.22, 95%CI=1.75-5.88, respectively) and XRCC3 241Met (3.22,
95%CI=1.66-6.25; 1.88, 95%CI=1.01-3.57 and 2.63, 95%CI=1.41-4.76, respectively).
Comparing the CG and GC groups further, we found increased OR’s for gastric cancer in the
association between H. pylori-negative subjects and the alleles XRCCI 399GIn (0.26,
95%CI=0.11-0.63) and XRCC3 241Met (0.36, 95%CI=0.15-0.85). An association between
smoking and drinking and the polymorphisms 399Gln (2.04, 95%CI=1.17-3.57 and 2.63,
95%CI=1.35-5.26, respectively) and 241Met (2.44, 95%CI=1.42-4.16 and 2.13, 95%CI=1.10-
4.00, respectively) was observed when we compared the CG and C1 groups, with increased
OR’s for chronic gastritis. Likewise, when we compared GC and C2, we observed an
association between smoking and drinking, with an increased OR for stomach cancer, and
alleles 399GIn (3.57, 95%CI=1.85-6.66 and 5.55, 95%CI=2.77-10.99) and 241Met (2.70,
95%CI=1.38-5.26 and 4.34, 95%CI=2.17-9.09). The other evaluated parameters as age and

ethnicity, presented no association with the studied polymorphisms.
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DISCUSSION

There is increasing evidence that genetic variation leads to different DNA repair

capacities in the human population. So, common polymorphisms can play a role in the

individual genetic susceptibility to cancer®). Very few studies have investigated the role of

polymorphisms of the DNA repair genes XRCCI and XRCC3 in the risk of gastric cancer,
and, to our knowledge, so far no study examined both gene polymorphisms in this type of
cancer and in chronic gastritis. We conducted the first case-control study to investigate the
relationship between the polymorphisms XRCC! Argl94Trp and Arg399GIn and XRCC3
Thr241Met and the risk of chronic gastritis and gastric cancer, in a Southeastern Brazilian
population.

Our data showed no association between the XRCCI and XRCC3 polymorphisms and
an increased risk for chronic gastritis and gastric cancer. To date, there are three published
reports on investigations of the association between XRCCI polymorphisms and gastric
cancer risk!>***?], and only one that examined the influence of an XRCC3 polymorphism®*"},
with conflicting results. While Shen et al.!"* found the variant genotypes Arg194Trp and
Arg399GIn in the XRCCI gene to be associated with an increased risk of gastric cardia
cancer, Ratnasinghe ef al.®® observed a significant reduction in the risk of this type of cancer,
both in Chinese populations. Similarly, Lee ef al.?*! did not find any association with the risk
of gastric cancer in a Korean population, but suggested that the 194Trp allele might be a
protective allele with regard to gastric antral cancer. The only study that investigated the role
of the XRCC3 polymorphism in gastric cancer in a Chinese population found no evidence of
an association between this polymorphism and an increased risk of gastric cancer”"),

The differences observed in these reports may be due to the different types of gastric
cancer studied (cardia and antrum), which may have a distinct pathogenesis and ethnical

differences®®). In the Brazilian population, most gastric cancers are located in the antral
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region, as in the Korean population, and are commonly associated with H. pylori infection.
We also found that in the gastric cancer group the variant allele frequency of 194Trp was
lower (0.06) and those of 399GIn and 241Met were higher (0.33 and 0.31, respectively) than
those reported in Asian populations!'>?33133],

These differences can yet be due to the presence of variants of the common
susceptibility polymorphisms, not just a single one, but DNA repair genes or activation and
detoxification genes may jointly contribute to the susceptibility of gastric and other cancers.
Thus, it is important to include more gene polymorphisms for the same or other DNA repair
pathways to verify the gene-gene interactions, as well as the gene-environment interactions
that may be important in the etiology of the disease.

When we assessed the association of XRCC1 Argl94trp and Arg399Gln and XRCC3
Thr241Met with the risk of chronic gastritis and gastric cancer, we found an increased risk for
chronic gastritis when all three variant alleles were present at the same time, supporting the
hypothesis of an additive effect of these three polymorphisms. There are no studies on chronic
gastritis regarding its association with DNA repair gene polymorphisms, as there are for

several metabolizing genes, such as GSTMI, GSTTI and CYP1Al, in Brazilian®® and

Chinese!” populations. Chronic gastritis, a frequent inflammation of the stomach!®®, is

considered a premalignant lesion™, Gastritis may start after an H. pylori infection and
progress over time from an initially superficial form to more severe forms, including severe
atrophic gastritis with intestinal metaplasia®”, About 10% of patients with gastric atrophy
develop gastric cancer within a time period of 15 years*®). Therefore, a reduced DNA repair
capacity due to variant alleles may allow mutations to accumulate in the DNA of the epithelial
cells of the stomach, resulting from the inflammatory process caused by H. pylori or from

environmental factors such as dietary habits and lifestyle, increasing the risk of gastric cancer.
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Gastric cancer has a complex etiology in which genetic and environmental factors play
an important role. In this study, we observed a statistically significant association between
variant alleles and demographic and environmental factors such as gender, smoking, drinking
and H. pylori infection.

It is known that H. pylori infection has a very important role in the development of
chronic gastritis and in its development into gastric cancer®. Various mechanisms were

proposed for H. pylori-associated carcinogenesis, such as the formation of DNA adducts, the

generation of free radicals, and a dysregulation of the gastric epithelial cell cycle®*3. So,

these factors, associated with a decreased DNA repair capacity, may increase the risk for
gastric cancer. Differently from these findings, we found a high frequency of variants 399GIn
and 241Met in H. pylori-negative gastric cancer patients, as compared to chronic gastritis
patients. However, these data must have been influenced by the great number of H. pylori-
negative individuals, as compared to the H pylori-positive individuals found in the gastric
cancer group, probably due to an underestimate of the histological diagnosis in these patients.

In smokers, the presence of XRCCI 194Trp was more frequent in chronic gastritis
cases, while polymorphisms XRCC! 399GIn and XRCC3 241Met were more frequent in both
the chronic gastritis and the gastric cancer groups, compared with healthy controls. Whether
the mechanisms of tobacco carcinogens act in human gastric cancer is currently uncertain.
The main carcinogens contained in tobacco smoke include polyaromatic hydrocarbons (PAH),
N-nitrosamines and aromatic amines. Cigarette smoking increases the number of single-strand
breaks and DNA adducts, which, if left unrepaired, can lead to gene mutation®>), These DNA
damages can be repaired by BER, in which the XRCC1 protein has an important role.
Functional studies of XRCCI variants observed a significantly elevated level of sister
chromatid exchange (SCE) in peripheral blood lymphocytes after in vifro exposure to the

tobacco-specific NNK in carriers of the 399Gln allele, but the same was not observed for the
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194Trp polymorphism®*. Duell et al.® reported higher frequencies of SCE for current

smokers with the 399GIn polymorphism than for smokers with the Arg/Arg genotype.

Protein XRCC3 participates in the DSB repair by the homologous repair pathway and
the 24 1Met variant may lead to biological implications for the enzyme’s function and/or the
interaction with other proteins involved in DNA damage repair. Matullo et al.® associated
the 241 Met polymorphism with *?P-DNA adduct levels, indicating a possible role of the
XRCC3 gene in the repair of bulky DNA adducts. Thus, variations in DNA repair capacity
caused by polymorphisms of DNA repair genes may modulate the genotoxic effect of tobacco
smoking.

Excessive alcohol consumption can also lead to DNA damage through the production
of free radical intermediates, such as reactive oxygen species, which are produced during the
ethanol metabolismP®”. The frequency of DNA single-strand breaks also increases with
chronic exposure to alcohol®®. We observed an association with alcohol consumption in the -
patients with chronic gastritis and gastric cancer, and found an increased risk for these
diseases when polymorphisms XRCC! 399Gln and XRCC3 241Met were present.

In conclusion, in the Brazilian population studied, we did not find evidence of a
relationship between the polymorphisms XRCCI Argl94Trp and Arg399GIln and XRCC3
Thr241Met and the development of chronic gastritis and gastric cancer. However, intra- and
inter-gene interactions may contribute to the development of chronic gastritis, a precursor
lesion of stomach cancer. We also verified a gene-environment interaction between the
XRCCI and XRCC3 polymorphisms, mainly with the habits of smoking and drinking, in the
chronic gastritis and gastric cancer patients. Our study is an important addition to the small
number of previously published reports on DNA repair gene variants in gastric cancer and
shows the need for further studies in different populations, to elucidate the role of these

polymorphisms in carcinogenesis.
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Table 1. Frequency distribution analysis of selected demographic and risk factors in chronic

gastritis (CG) and gastric cancer (GC) patients and respective control groups C1 and C2.

Variable CG C1 P value GC c2 P value
N (%) N (%) N (%) N (%)

Sex
Male 100 (49.5) 100 (49.5) 118 (73.7) 108 (67.5)
Female 102 (50.5) 102 (50.5) ; 42(26.3) 42 (32.5)
Total 202 (100) 202 (100) 160 (100) 150 (100)

Age

<50 94 (46.5) 103 (51.0) 25(15.6) 46 (30.7)
=50 108 (53.5) 99 (49.0) 135 (84.4) 104 (69.3)
Total 202 (100) 202 (100) 160 (100) 150 (100)

Ethnicity
Caucasoid 182 (90.0) 182 (90.0) 140 (87.5) 128 (85.3)
Negroid 20(10.0) 20(10.0) ; 20 (12.5) 22(14.7)
Total 202 (100) 202 (100) 160 (100) 150 (100)

Smoking status
Non-smoker 89 (44.1) 124 (61.4) 47 (29.4) 76 (50.7)
Smoker 113 (55.9) 78 (38.6) 113 (70.6) 74 (49.3)
Total 202 (100) 202 (100) 160 (100) 150 (100)

Smoking time (years)
<30 64 (56.6) 48 (61.5) 37(32.7) 33 (44.6)
=30 49 (43.4) 30(38.5) s 76 (67.3) 41 (55.4)
Total 113 (100) 78 (100) 113 (100) 74 (100)

Alcohol status
Non-drinkers 138 (68.0) 162 (74.7) 72 (45.0) 110 (75.9)
Drinkers 64 (32.0) 32(25.3) 88 (55.0) 35(24.1)
Total 202 (100) 194 (100) 160 (100) 143 (100)

Drinking time (years)
<30 37 (57.8) 17 (53.0) 49 (55.7) 11 (31.4)
=30 27(42.2) 15 (47.0) 39(44.3) 24 (68.6) 0.0152*
Total 64 (100) 32 (100) 88 (100) 35 (100)

H. pylori infection
Positive 85 (53.5) 21 (30.9)
Negative 74 (46.5) 47 (69.1)
Total 159 (100) 68 (100)

Tumor histological type
Intestinal 64 (50.4)

Diffuse 63 (49.6)
Total 127 (100)

* significant difference (P<0.05)
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Table 2. XRCCI and XRCC3 allele frequencies in patients with chronic gastritis (CG) and
gastric cancer (GC) and in the respective control groups C1 and C2.

Genotypes CG (n=202) C1 (n=202) Psliie - GC (@=160) C2(n=150)
N (%) N (%) N (%) N ®)

Arg/Arg 176 (87.1) 183 (90.6) 140 (87.5) 130 (86.7)
XRCC1 Arg/Trp 24 (11.9) 19 (94) 20 (12.5) 19 (12.7)
Codon 194 Trp/Trp 2(1.0) 0(0.0) 0(0.0) 1(0.6)
Arg/Trp+Trp/Trp 26 (12.9) 19 (9.4) 20 (12.5) 20 (13.3)
Allele frequency 0.07 0.05 0.06 0.07

Arg/Arg 98 (48.3) 95 (47) 73 (45.6) 70 (46.7)
XRCCI Arg/Gln 91 (45.0) 82 (40.6) 67 (41.9) 57 (38.0)
Codon 399 Gl/Gln 13 (6.3) 25 (12.4) 20 (12.5) 23 (15.3)
Arg/Gln+GIn/Gln 104 (51.5) 107 (53.0) 87 (54.4) 80 (53.3)

Allele frequency 0.29 0.33 0.33 0.34

Thr/Thr 92 (45.5) 84 (41.6) 84 (52.5) 67 (44.7)
XRCC3 Thr/Met 81 (40.1) 89 (44.1) 53 (33.1) 60 (40.0)

Codon 241 Met/Met 29 (14.4) 29 (14.3) 23 (14.4) 23 (15.3)
Thr/Met+MetMet 110 (54.5) 118 (58.4) 76 (47.5) 83 (55.3)

Allele frequency 0.34 0.36 0.31 0.35
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Table 3. Association between XRCC1I and XRCC3 genotype profiles and risk for chronic gastritis (CG) and gastric cancer (GC).

XRCCI XRCC3 Groups
Codon Codon Codon

194 399 241

OR (95% CI); P

OR (95% CI); P

OR (95% IC); P

All wide-type genotypes
o Arg Thr
One variant polymorphism
Trp Arg Thr
Arg Thr
Arg Arg Met
Two variant polymorphisms
Trp Gln Thr

Arg Met

Trp Arg Met

Three variant polymorphisms

Trp Gln Met

1.0 (reference)

0.6 (0.17-2.04);
0.5469

1.4 (0.68-2.50);
0.5124

2.0 (0.91-3.57);
0.1237

0.6 (0.13-2.63);
0.7106

1.0 (0.50-1.85);
1.0000

1.6 (0.52-5.00);
0.5771

8.3 (0.91-100);
0.0372*

1.0 (reference)

1,2 (0.32-4.16);
1.0000

0.8 (0.42-1.51);
0.5234

1.0 (0.51-1.75);
1.0000

0.6 (0.1-4.16);
1.0000

1.4 (0.69-2.43);
0.4309

0.6 (0.19-1.78);
0.4106

0.6 (0.17-2.04);
0.5400

1.0 (reference)

1.1 (0.32-3.44);
1.0000

1.2 (0.61-2.56);
0.5918

2,0 (0.83-3.70);
0.1426

1.1 (0.16-4.54);
1.0000

1.2 (0.63-2.50);
0.5389

1.6 (0.48-5.55);
0.5999

5.0 (0.40-50.0);
0.3113

* significant difference (P< 0.05)

24 25 26

27

28
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risk of chronic gastritis and gastric cancer

Table 4. Association of heterozygous and mutant homozygous polymorphisms of codons 194
and 399 of the XRCC! gene and of codon 241 of the XRCC3 gene with demographic and

environmental risk factors in chronic gastritis (CG) and gastric cancer (GC) patients and the

respective control groups C1 and C2.

Variable

Gender

Female
N (%)

Male
N (%)

Smoke

Yes
N (%)

No
N (%)

Drink

Yes
N (%)

No
N (%)

H. pylori infection

Negative
N (%)

Positive
N (%)

11(42.3) 15(57.7)

XRCCI

10(52.6) 9 (47.9)

Argl94Trp
R

Trp194Trp P=0.4929

55(53) 49 (47)

67 (77) 20(23)
P=0.0005*

XRCC1

55(529) 49(47.1)

Arg399Gin
4o

52(48.5) 55(51.4)

Gln399Gln
P=0.5335

67(77)  20(23)

56(70)  24(30)

P=0.3042

57(51.8) 53 (48.2)

59(77.6) 17 (22.4)

P=0.0004*
XRCC3
57(51.8) 53 (48.2)

Thr241Met
+ 59 (50)
Met241Met

59 (50)
P=0.7838
59(77.6) 17 (22.4)
59 (71.1) 24(28.9)

P=10.3458

9(34.6) 17(65.4)

13 (68.4) 6(31.6)
P=0.0250*

48 (46.2) 56 (53.8)
24(27.6) 63 (72.4)
P=0.0084*

48 (46.2) 56 (33.8)
68(63.6) 39(36.4)
P=00111*
24(27.6) 63 (72.4)
46 (57.5) 34 (42.5)
P=0.0001*

46 (41.8) 64 (58.2)
21(27.6) 55(72.4)
P=0.0494%

46 (41.8) 64 (58.2)
75(63.6) 43 (36.4)
P=0.0010*

21 (27.6) 55 (72.4)
42(50.6) 41(49.4)

P=0.0031*

20077  6(23)

17(89.5) 2(10.5)
P=0.4355
71(68.3) 33 (31.7)
35(402) 52(59.8)
P=0.0001*
71(68.3) 33 (3L.7)
91(85)  16(15)
P=0.0039*
35(40.2) 52(59.8)
63(78.8) 17(21.2)
P=10.0000*
77(70)  33(30)
36 (47.4) 40 (52.6)
P=0.0019*

77 (47.4) 33 (52.6)
98 (79.6) 20 (20.4)
P=0.0110*

36 (47.4) 40 (52.6)
66 (79.6) 17 (20.5)

P=0.0000*

45(53.6) 39 (46.4)

9(23.7) 29(76.3)

P=0.0021*

44 (52.4) 40(47.6)

10(28.6) 25(71.4)

P=0.0175*

* significant difference (P < 0.05)
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Figure legend:

Figure 1: PCR-RFLP of XRCCI (A) and XRCC3 (B) genes. A. Lane 1: molecular weight
marker. Lane 2: wild-type homozygous codons 194 and 399. Lane 3: wild-type homozygous

codon 194 and heterozygous codon 399. Lane 4: mutant homozygous codon 194 and wild-

type homozygous codon 399. Lane 5: heterozygous codon 194 and wild type-homozygous

codon 399. Lane 6: wild-type homozygous codon 194 and mutant homozygous codon 399. B.
Lane 1: molecular weight marker. Lanes 2 and 5: heterozygous codon 241. Lane 3: wild-type

homozygous codon 241. Lane 4: mutant homozygous codon 241.
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Codon 194 ArgArg Arg/Arg Trp/Trp Arg/Trp Arg/Arg ThrMet Thr/Thr Met/Met Thr/Mct
Codon 399 Arg/Arg Arg/Gln Arg/Arg Arg/Arg Gln/Gln
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V- Discussio

Estudos epidemiol6gicos, nas Gltimas décadas, tém evidenciado diversos alelos
variantes de enzimas que participam do metabolismo de xenobiéticos e do reparo do DNA e
sua associagdo com risco de cancer (NEBERT; MCKINNON; PUGA, 1996; GOODE;
ULRICH; POTTER, 2002). Os sistemas de reparo do DNA atuam na manutengio da
integridade gendmica, reparando danos causados a molécula de DNA por fatores endégenos e
exdgenos, bem como erros surgidos durante a replicagdo do DNA (LINDAHL, 2000). Uma
vez que polimorfismos nestes genes podem modular a resposta individual a agentes que lesam
o DNA, derivados da dieta, estilo de vida e ambiente, o estudo do impacto destas variantes
comuns na suscetibilidade ao cncer é importante para a caracterizagdo de populages de alto
risco. \-vir)

Neste estudo, foram estimadas as freqiiéncias dos polimorfismos dos cédons
194 e 399 do gene XRCCI que participa do reparo de excisdo de bases (BER) e do c6don 241
do gene XRCC3, envolvido no sistema de reparo de recombinagdo homéloga (HRR), em
individuos saudéveis da populagdo brasileira e a associagéo e interagfo desses polimorfismos
com fatores ambientais e risco para a gastrite cronica e cincer gastrico. Ndo foram observadas
diferengas significantes entre as distribuigdes genotipicas e alélicas destes polimorfismos
entre sexo e etnia no grupo de individuos saudaveis, nem entre esse grupo com os grupos de
pacientes com gastrite crOnica e cancer géstrico.

Nos 300 individuos saudaveis avaliados, as freqiiéncias dos alelos variantes

para os cddons 194 e 399 do gene XRCC! foram, respectivamente, 0,07 e 0,33, semelhante &

descrita por outro estudo brasileiro em 96 individuos (ROSSIT et al., 2002) e para outras
populagdes caucasianas (LUNN et al., 1999; DAVID-BEABS; LONDON, 2000; SMITH et

al., 2003). Considerando-se as diferentes etnias, o polimorfismo do cédon 194 apresentou
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freqiiéncia alélica semelhante a afro-americanos (LUNN et al,, 1999; DAVID-BEABS;
LONDON, 2000) e egipcios (ABDEL-RAHMAN et al., 2000), mas menores que. as

observadas em chineses (SHEN et al., 2000) e taiwaneses (LUNN et al., 1999). Enquanto que

a variante para o c6don 399 foi mais elevada que as observadas para afro-americanos (LUNN

et al.,, 1999; DAVID-BEABS; LONDON, 2000), taiwaneses (LUNN et al., 1999), chineses
(SHEN et al., 2000), egipcios (ABDEL-RAHMAN et al., 2000) e coreanos (PARK et al.,
2002).

Para o c6don 241 do gene XRCC3. ainda ndo héa na literatura estimativa da
freqliéncia desse alelo em populagGes brasileiras, assim o presente estudo apresenta os
primeiros resultados, mostrando uma freqii€éncia de 0,35, semelhante a descrita para
caucasianos americanos (DAVID-BEABS; LUNN; LONDON, 2001) e italianos (MATULLO
et al.,, 2001b), mas superior aquelas observadas para afro-americanos (DAVID-BEABS;
LUNN; LONDON, 2001) e chineses (SHEN et al., 20045. Estas difereng:aé mostram uma
variabilidade na distribuig#o alélica desses genes de reparo do DNA ;am diferentes populagdes
e etnias. Portanto, enfatizando a necessidade e importidncia de estudos que avaliem tais
pardmetros em populagdes diversas, principalmente a brasileira, caracterizada pela grande
miscigenagdo desde a época de sua colonizagdo, assim distinguindo-a dos demais paises.

Virios estudos tém avaliado os efeitos destes e outros polimorfismos sobre o
risco de muitos tipos de cénceres, e muitas vezes os resultados sdo divergentes, evidenciando
a grande complexidade funcional existente no processo carcinogénico. Para o céncer géstrico,
estes dados ainda sdo muito escassos, com apenas alguns estudos em chineses (SHEN et al.,
2000; SHEN et al., 2004; RATNASINGHE et al., 2004) e coreanos (LEE et al., 2002), em
que a freqiiéncia dessa neoplasia € bastante elevada.

O presente trabalho consiste também na primeira avaliagdo simultdnea desses

trés polimorfismos em pacientes com céncer géstrico e gastrite cronica, uma lesdo do
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estdmago, que apesar de benigna € muito freqiiente na populagdo e comumente acompanhada
pela infecgdo com a bactéria H. pylori, um potente carcin6geno (IARC, 1994), que aumenta
em até 10 vezes o risco de cincer de estdmago (GENTA, 1998).

Como relatado para outras populagdes ndo foi verificada associagdo dos

polimorfismos dos genes XRCCI e XRCC3 com o risco de cancer géstrico e gastrite cronica

na populagéo brasileira. Por exemplo, em populagdes coreana (LEE et al., 2002) e chinesa
(RATNASINGHE et al., 2004), os polimorfismos dos cédons 194 e 399 do gene XRCCI ndo
foram mais freqiientes nos pacientes com cancer géstrico do que nos controles. Porém, em um
tnico estudo na populagéo chinesa, Shen et al. (2000) observaram uma associagdo entre estes
dois polimorfismos e aumento de risco para o céncer gistrico na regido da cardia. Até o
presente, h4 conhecimento de apenas um estudo que avaliou o efeito do polimorfismo do
codon 241 do gene XRCC3 em céncer géstrico (SHEN et al., 2004) e, da mesma forma que os
dados ora obtidos, nfo evidenciou qualquer associagdo entre o alelo variante e o risco desta
neoplasia.

As diferengas relatadas nos diferentes estudos podem ser devidas a diversos
fatores, como a localizagdo do cdncer géstrico em diferentes regides do estdmago, que pode
estar relacionada com alteragGes genéticas distintas, conforme os fatores ambientais
desencadeantes. Neste estudo, a maioria dos tumores estavam localizados no antro € no corpo
gastricos, que sdo comumente associados com infec¢do pela H. pylori. Também deve ser
considerado o tamanho da amostra avaliada, que em alguns estudos, por ser reduzida, pode
ndo manifestar diferengas estatisticas entre caso e controle. No presente trabalho foram
analisados cerca de 200 individuos em cada grupo e seus respectivos controles, um nimero
considerével quando comparado aos relatados na literatura. Por exemplo, outros estudos em
céncer gastrico avaliaram cerca de 190 individuos (SHEN et al., 2000; LEE et al., 2002;

SHEN et al, 2004) e apenas um apresentou nimero inferior, de 90 individuos
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(RATNASINGHE et al., 2004). Também deve-se destacar que diferentes polimorfismos, em
outros sistemas de reparo ou na metabolizagdo de xenobibticos, podem interagir na
suscetibilidade aos diversos tipos de céncer.

Em gastrite cronica, ainda ndo ha relatos de estudos que investigaram a
associagdo com esses polimorfismos de genes de reparo, como jé descrito para alguns genes

de metabolizagdo como GSTMI, GSTTI e CYPI1AI nas populagdes brasileira (COLOMBO et

al., 2004) e chinesa (SETIAWAN et al., 2000). Apesar de ndo ter se constatado diferencas

estatisticas para os alelos variantes 194Trp, 399Gln e 241Met nos genes XRCCI e XRCC3,
respectivamente, no grupo de gastrite cronica quando foi investigada a interagfo intragénica e
intergénica, verificou-se que a combinagio dos trés alelos variantes pode estar associada com
o desenvolvimento desta lesdo, quando comparado com o grupo de céncer gastrico. Assim,
uma deficiéncia na capacidade de reparo do DNA devido a estes polimorfismos, pode permitir
o aciumulo de danos ao DNA derivados de diversos fatores endégenos e exégenos, aumentado
o risco de carcinogénese do estdmago.

As proteinas XRCC1 e XRCC3 atuam, respectivamente, nas vias de reparo por
excisdo de bases e reparo por recombinagdo homéloga, responsdveis principalmente pela
remogdo de danos como adutos de DNA, SSB (Single Strand Break), DSB (Double Strand
Break) e bases danificadas, originados por processos enddgenos ou induzidos por
carcinGgenos ambientais, como os provenientes do tabaco. Durante o processo de reparo,
estas proteinas interagem com outras que exercem fungdes especificas e importantes,
tornando-se entdo, essenciais para o funcionamento adequado destas vias. Alguns estudos tém
sugerido que os polimorfismos dos cédons 399 do gene XRCCI e 241 do gene XRCC3,
podem estar associados com fendtipos de multiplos danos a0 DNA em células e tecidos
humanos. Por exemplo, Lunn et al. (1999) descreveram que o alelo 399Gln estava associado

com aumento dos niveis de adutos aflatoxina-DNA em tecido placental, enquanto Duell et al.
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(2000) associou este mesmo alelo com adutos polifenol-DNA em células mononucleares
sanguineas e aumento de trocas entre crométides-irmis em linfécitos de fumantes. Para o
alelo 241Met, Matullo et al. (2001a) relacionaram com adutos de DNA em linfécitos em
individuos saudaveis. Deste modo, a variagdo na capacidade de reparo do DNA devido a estes
polimorfismos, pode modular o efeito genotdéxico de fatores ambientais como os metabdlitos
do cigarro e do alcool.

No estudo ora realizado, foi verificada uma associag@o entre o alelo variante
194Trp do gene XRCCI e tabagismo no grupo com gastrite cronica, enquanto os alelos
399GIn do gene XRCC1 e 241Met do gene XRCC3 foram associados ao tabagismo e etilismo
em ambos grupos com gastrite cronica e cancer gastrico. Os diversos carcindgenos presentes
no tabaco, como aminas aromaéticas e hidrocarbonetos aromaéticos policiclicos NEWCOMB;

CARBONE, 1992), bem como metabdlitos reativos formadbs durante a metabolizagdo do

etanol (BROOKS, 1997), podem provocar danos & molécula de DNA e, deste modo, aumentar

a suscetibilidade ao cancer quando os sistemas de reparo do DNA estéo prejudicados devido &
presenga de variantes genéticas. Muitos trabalhos t€m indicado o tabagismo e o etilismo na
etiologia do cincer gastrico (ZARIDZE et al., 2000; MUNOZ et al., 2001), porém, até o
presente, nenhum estudo havia descrito uma associagdo entre os polimorfismos dos genes
XRCC1 e XRCC3 com esses fatores ambientais na carcinogénese géstrica.

Embora nd3o tenha sido encontrada uma associagdo direta entre os
polimorfismos dos cédons 194 e 399 do gene XRCCI e c6don 241 do gene XRCC3 com o
risco de gastrite cronica e céncer gastrico neste trabalho, foi verificada uma forte interagdo
entre estes polimorfismos e fatores ambientais, que podem atuar na suscetibilidade & estas
lesdes, devendo ser destacada a interag@o entre os trés alelos variantes aqui estudados com o
risco de gastrite cronica. A escassez de estudos sobre polimorfismos de genes de reparo do

DNA neste tipo de neoplasia revela a importancia deste estudo e justifica outros que avaliem
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os aspectos funcionais destes e outros genes de reparo e metabolizagdo na suscetibilidade ao

cancer.
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VI - Conclusdes

1.

Os polimorfismos dos cédons 194 e 399 do gene XRCCI e do cbédon 241 do gene

XRCC3 em individuos sauddveis da populagdo brasileira apresentam freqiiéncias

similares entre sexo € etnia (caucaséides e negréides), mas diferem das descritas para

outras populagdes como a asidtica, mostrando variabilidade étnica;

Nido h4 uma associagdo direta entre os polimorfismos avaliados e suscetibilidade a
gastrite cronica e céncer gastrico. Contudo € observado um risco maior de gastrite
cronica com a combinagdo dos trés polimorfismos, evidenciando uma interagdo intra e

intergénica;

Os fatores ambientais como tabagismo e etilismo, que exercem papel importante na
carcinogénese do estdmago, podem interagir com os alelos variantes dos genes
XRCCl e XRCC3 e aumentar o risco para gastrite cronica € o cdncer gastrico.
Contudo, a infecg¢éo pela H. pylori apesar de ser um potente carcindgeno gastrico, ndo

mostrou associagdo com os polimorfismos avaliados.
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VII - Resumo

Os sistemas de reparo do DNA atuam corrigindo danos causados por
compostos de origem enddgena ou exdgena e erros do processo de replicagdo. A capacidade
de reparo reduzida, devido & mutagdes ou polimorfismos em genes que codificam as
diferentes enzimas de reparo do DNA, pode constituir um fator de risco para muitas doengas
humanas inclusive o céncer. O céncer gastrico, uma das neoplasias com maior taxa de
incidéncia e mortalidade mundialmente apresenta etiologia complexa, mas fatores ambientais
relacionados principalmente com a dieta, estilo de vida como o consumo de élcool e tabaco e
a infecgdo pela bactéria Helicobacter pylori, exercem importantes fungdes, pois séo fontes de
danos no material genético. Neste estudo, foram determinadas as freqii€ncias dos
polimorfismos dos c6dons 194 e 399 do gene de reparo de excisdo de bases XRCCI e do
cédon 241 do gene de reparo por recombinag@o homéloga XRCC3 em individuos saudéveis,
pacientes com cdncer géstrico e gastrite cronica, uma lesdo benigna que aumenta o risco desta

neoplasia. Também avaliou-se a interagdo desses polimorfismos com fatores ambientais e

susceptibilidade a estas lesGes. A genotipagem de 202 individuos com gastrite cronica (GC),

160 com céncer gastrico (CG) e 300 individuos saudéveis (C) foi realizada pela técnica de
PCR-RFLP. No grupo controle a freqiiéncia do alelo variante para os codons 194, 399 e 241
foi 0,07, 0,33 e 0,35, respectivamente. Estas freqliéncias ndo apresentaram diferengas
estatisticas entre sexo e etnia (caucasdides e negréides), mas foram distintas das descritas para
outras populagdes como chineses, taiwaneses, egipcios e coreanos, evidenciando variabilidade
étnica. Da mesma forma, ndo houve diferengas significantes dessas freqiiéncias alélicas entre
os grupos GC (0,07, 0,29 e 0,34), CG (0,06, 0,33 e 0,31) e os controles. Entretanto, a
ocorréncia dos trés polimorfismos simultaneamente contribuiu para aumentar o risco de

gastrite cronica (p=0,0372). O alelo variante 194Trp foi associado com tabagismo no grupo




de gastrite crénica (OR=0,24, 95%IC=0,06-0,86), enquanto o polimorfismo 399Gln foi
associado ao tabagismo e etilismo nos grupos de gastrite cronica (OR=0,49, 95%IC=0,28-
0,85 e OR=0,38, 95%IC=0,19-0,74) e céncer gastrico (OR=0,28, 95%IC= 0,15-0,54 e

OR=3,84, 95%IC=1,59-9,09), quando comparados aos respectivos grupos controles. O alelo

241Met do gene XRCC3 também foi associado ao tabagismo e etilismo nos grupos de gastrite

cronica (OR=0,41, 95%I1C=0,24-0,70 e OR=0,47, 95%IC=0,25-0,90) e cancer gastrico
(OR=0,37, 95%I1C=0,19-0,72 e OR=0,23, 95%IC=0,11-0,46). Este trabalho apesar de nfo
evidenciar uma associagdo direta entre os polimorfismos dos genes XRCCI e XRCC3 com
suscetibilidade a gastrite cronica e céncer géstrico, mostra pela primeira vez na populagdo
brasileira, uma interagdo intra e inter génica dos alelos variantes 194Trp e 399GIn do gene
XRCCI e 241Met do gene XRCC3 e o risco de gastrite cronica, uma lesdo pré-cancerosa.
Ainda foi evidenciada a interagfio gene-ambiente entre estes polimorfismos e o consumo de
cigarro e 4lcool, dois potentes fatores de risco, que podem conjuntamente contribuir para o

desenvolvimento do processo carcinogénico.

Palavras chave: cincer géstrico, gastrite cronica, polimorfismos, reparo do DNA, XRCCI,

XRCC3.
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VIII - Abstract

DNA repair systems act by correcting damages of endogenous or exogenous

origin and errors of the replication process. A reduced repair capacity, due to mutations or

polymorphisms in genes that encode the different DNA repair enzymes, can constitute a risk
factor for many human diseases besides cancer. Gastric cancer, one of the types of cancer
with the highest incidence and mortality rates worldwide, has a complex etiology, but
environmental factors related mainly to diet, lifestyle (such as the consumption of alcohol and
tobacco) and infection by the bacterium Helicobacter pylori, play an important role, because
they are sources of damage to the genetic material. In this study, we determined the
frequencies of the polymorphisms of codons 194 and 399 in the base excision repair gene
XRCCI and of codon 241 in the homologous recombination repair gene XRCC3, in healthy
individuals and in patients with gastric cancer and chronic gastritis, a benign lesion that
increases the risk of gastric cancer. The interaction of these polymorphisms with
environmental factors and susceptibility to these lesions was also evaluated. Genotyping of
202 subjects with chronic gastritis (CG), 160 with gastric cancer (GC), and 300 healthy
individuals (C) was accomplished using the PCR-RFLP technique. In the control group, the
variant allele frequencies for codons 194, 399 and 241 were 0.07, 0.33 and 0.35, respectively.
These frequencies did not present statistical differences regarding sex and ethnicity
(Caucasian and Negroid), but they were different from those found in other populations, such
as Chinese, Taiwanese, Egyptian and Korean, evidencing ethnic variability. Likewise, there
were no significant differences regarding these allele frequencies among the groups CG (0.07,
0.29 and 0.34), GC (0.06, 0.33 and 0.31) and the controls. However, the simultaneous
occurrence of the three polymorphisms contributed to increase the risk of chronic gastritis

(p=0.0372). The variant allele 194Trp was associated with cigarette smoking in the chronic
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gastritis group (OR=0.24, 95%CI=0.06-0.86), while the 399GIn polymorphism was associated
with smoking and drinking in the groups with chronic gastritis (OR=0.49, 95%CI=0.28-0.85

and OR=0.38, 95%CI=0.19-0.74) and gastric cancer (OR=0.28, 95%CI=0.15-0.54 and

OR=3.84, 95%CI=1.59-9.09), when compared to the respective control groups. Allele 241 Met

of the XRCC3 gene was also associated with smoking and drinking in the groups with chronic
gastritis (OR=0.41, 95%CI=0.24-0.70 and OR=0.47, 95%CI=0.25-0.90) and gastric cancer
(OR=0.37, 95%CI=0.19-0.72 and OR=0.23, 95%IC=0.11-0.46). This work, although it does
not show any direct association between the polymorphisms of the XRCC1 and XRCC3 genes
and susceptibility to chronic gastritis and gastric cancer, it however shows for the first time in
the Brazilian population an intra- and inter-gene interaction of the variant alleles XRCCI
194Trp and 399GIn and XRCC3 241Met and the risk of chronic gastritis, a precancerous
lesion. Moreover, a gene-environment interaction was evidenced between these
polymorphisms and the consumption of tobacco and alcohol, two major risk factors that

jointly can contribute to trigger the carcinogenic process.

Key words: gastric cancer, chronic gastritis, polymorphisms, DNA repair, XRCC1, XRCCS3.
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X- APENDICE A

Questiondrio do projeto: Intera¢fio dos polimorfismos dos genes de reparo XRCCI e XRCC3 com fatores

ambientais e suscetibilidade ao cfincer géstrico.

Responsaveis: Mestranda Mércia Cristina Duarte e Profa. Dra. Ana Elizabete Silva (Departamento de Biologia
IBILCE-UNESP, S@o José do Rio Preto-SP), Dr. Alaor Caetano e Dr. Aldenis Albanese Borim (Hospital de
Base de Sdo José do Rio Preto-SP) e Dr. Durval Renato Wornrath (Fundag@o Pio XII, Barretos-SP).

Data de nascimento........[.......[....... Sexo( )F ( )M
Grupo étnico: () caucasodide () negroide () asidtico

II. DADOS PESSOAIS E FAMILIAIS

- Consumo de bebida alcodlica: ( ) sim ( )ndo () ex-etilista

- Doengas anteriores:

() ulcera () gastrite

Histdria de cancer ou outras doengas na familia (grau de parentesco)

( )dulcera ( ) gastrite
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