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Introdução — 10

I­ Introdução

1.1. Polimorfismos em genes de reparo do DNA e carcinogênese

Apesar dos seres humanos compartilharem cerca de 99% do genoma, o 1%

restante é crucial, uma vez que abriga as mudanças de base que estão associadas com o risco a

doenças ou com a predisposição a estados patológicos (TARAMELLI; ACQUATI, 2004).

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

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

câncer. O primeiro oncodeme abrigaria indivíduos que desenvolvem câncer devido a

mutações ao acaso; no segundo, aqueles que desenvolvem câncer após exposição a

carcinógenos ambientais; no terceiro, indivíduos com suscetibilidade genética a carcinógenos

ambientais e no quarto, indivíduos em que a suscetibilidade genética é mais importante em
relação aos eventos espontâneos ou induzidos ambientalmente.

Provavelmente, a grande maioria dos cânceres ocorre nos oncodemes dois e

três, pois é impossível evitar a exposição a carcinógenos químicos. Deste modo, o câncer

pode ser considerado um traço genético complexo, no qual genes e ambiente interagem,

conferindo variabilidade de risco nos indivíduos que herdam alelos de predisposição

(TARAMELLI; ACQUATI, 2004). Enquanto apenas 5% dos casos de câncer humano estão

relacionados a genes raros, mas altamente penetrantes, como o BRCA] e o BRCA?Z no câncer

de mama, genes polimórficos mais comuns, podem contribuir para uma grande proporção dos

casos (CRAWFORD; SHIELDS, 2000). O polimorfismo é considerado como um traço

mendeliano existente numa população em no mínimo dois fenótipos, nenhum dos quais

ocorrendo em frequência menor que 1% (FORD, 1940). Uma vez que estes polimorfismos

podem modular a resposta individual a agentes que lesam o DNA derivados da dieta, cigarro,
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Introdução 11

bebida alcoólica e outros fatores ambientais, torna­se importante a avaliação do impacto

destes genes sobre o risco individual de câncer, permitindo a caracterização de populações de

alto risco e aplicação de estratégias de prevenção (HU et al., 2002).

Muitas proteínas envolvidas nos processos de metabolização de drogas e de
reparo do DNA são polimórficas e podem influenciar a variabilidade interindividual na

capacidade de ativar ou inativar compostos carcinogênicos ou genotóxicos e de reparar os

danos no DNA por eles causados. À ativação e inativação de agentes genotóxicos potenciais

ocorre através da ação das enzimas de metabolização de xenobióticos de Fase I e II. Muitas

famílias de enzimas participam deste processo, incluindo citocromo P450 (CYPs), glutatião S­

transferases (GSTs) e N­acetiltransferases (NATs). Como resultado do processo, são

formados metabólitos inativos, rapidamente eliminados do organismo, mas também pode

ocorrer a geração de compostos altamente reativos que podem ligar­se covalentemente ao

DNA, RNA ou proteínas. Quando não eliminados pelo sistema de reparo do DNA, a formação
de adutos com o DNA pode iniciar o processo que leva a mutações, transformação celular e

câncer (SCHOKET et al., 2001).

A integridade do genoma é mantida por mecanismos capazes de reconhecer e

reparar danos na molécula de DNA. Estes mecanismos são constituídos por complexos

enzimáticos que monitoram os cromossomos corrigindo nucleotídeos danificados (WOOD et

al., 2001). Muitas destas alterações são causadas por mutágenos endógenos, incluindo

espécies de oxigênio reativos, bem como erros originados do processo de replicação,

recombinação e do próprio reparo em si. Outras, entretanto, são o resultado da reação do

DNA com uma variedade de compostos físicos, químicos e biológicos, muitos dos quais

presentes no ambiente, e portanto, de exposição contínua ao homem (LINDAHL, 2000).

A eficiência do processo de reparo do DNA varia entre os indivíduos, deste

modo a capacidade de reparo reduzida pode constituir um fator de risco para vários tipos de
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Introdução — 12

neoplasias. Isto pode ser devido a alelos que são encontrados em frequências polimórficas na

população geral e possuem penetrância incompleta (MOHRENWEISER; JONES, 1998).

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

DNA foram identificados, incluindo os dos genes ERCCI, XPD, XPF, XPC, XRCCI, hoGGl,

XRCC3, dentre outros (SHEN; JONES; MOHRENWEISER, 1998; ISHIDA et al., 1999;

CHA VANNE et al., 2000).

O gene X­Ray Repair Cross Complementing 1 (XRCCI), localiza­se em

19913.2­913.3 e codifica a proteína XRCC1 envolvida no reparo de excisão de bases (BER)

(THOMPSON et al., 1989). Este gene foi clonado graças a sua capacidade de complementar a

linhagem celular mutante de ovário de hamster chinês (EM9) que apresenta hipersensibilidade

a agentes alquilantes e raios X (THOMPSON et al., 1990). Estas linhagens exibem acúmulo

de quebras de cadeia simples no DNA e elevados níveis de aberrações cromossômicas

(THACKER; ZDZIENICKA, 2003).

O BER é responsável por identificar e remover danos ao DNA, como bases

oxidadas ou alquiladas, surgidos espontaneamente na célula ou da exposição a agentes

exógenos como a radiação ionizante e luz UV (CHRISTMANN et al., 2003). Resumidamente,

o BER consiste da identificação e retirada do dano por uma glicosilase específica,

reconhecimento de um sítio AP (apurínico­apirimidínico) e incisão 5* da cadeia de DNA por

uma AP endonuclease, síntese de DNA por uma DNA polimerase e ligação da cadeia de DNA.

Este caminho pode seguir duas vias: uma mais curta, na qual apenas um nucleotídeo é

substituído e outra mais longa, com a substituição de até 13 nucleotídeos (para revisão

DIANOV et al., 2003; DUARTE; CONFORTI; SILVA, 2004).

A proteína XRCC1 não tem atividade enzimática conhecida, mas forma um

complexo com outras proteínas de reparo, atuando como uma ponte, interagindo e regulando

as funções enzimáticas (THOMPSON; WEST, 2000). Em seu domínio N­terminal, a XRCC1
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Introdução 13

interage com a DNA polimerase B nos domínios BRCT­I e BRCT­II interage,
respectivamente, com PARP­1 (poli ADP­ribose polimerase) e DNA ligase III, além de

interagir com APE1 (AP endonuclease — 1) e PNK (polinucleotídeo quinase) em outros sítios

(CALDECOTT, 2003). Desta forma, a XRCC1 atua como facilitadora e coordenadora do

processo de reparo de excisão de bases, sendo imprescindível na formação do complexo com

as demais proteínas. Outras funções incluem: estimular a atividade da APE1 (VIDAL et al.

2001) e PNK; recrutar e promover a ligação da DNA polimerase (3 na fita de DNA a ser

reparada; regular a atividade da PARP; estabilizar a DNA ligase III celular, protegendo­a

contra a degradação proteossômica, bem como direcioná­la para os sítios de quebras do DNA;

favorecer o reparo em fita simples específico da fase S do ciclo celular; detectar quebras

produzidas por ação química, física ou enzimática e atuar como ponte para as interações entre

as proteinases (para revisão CALDECOTT, 2003).

Três polimorfismos foram identificados nas regiões codificadoras do gene

XRCCI]I envolvendo os códons 194 no éxon 6, 280 no éxon 9 e 399 no éxon 10, com

frequências de 0,25, 0,08 e 0,25, respectivamente. Estas substituições levam, respectivamente,

a mudanças dos aminoácidos arginina (Arg) por triptofano (Trp), arginina (Arg) por histidina

(His) e arginina (Arg) por glutamina (Gln). As variantes Arg194Trp e Arg280His ocorrem na

região ligadora, que separa os domínios de ligação da DNA polimerase RB e PARP, enquanto a

substituição Arg399Gln reside no domínio BRCT­1 de ligação com a PARP (SHEN; JONES;

MOHRENWEISER, 1998).

Vários estudos têm avaliado as frequências destas variantes alélicas em lesões

malíganas e pré­malígnas nas populações humanas. O polimorfismo do códon 194 foi

associado aos cânceres colorretal (ABDEL­RAHMAN et al., 2000), cárdia gástrica (SHEN et

al., 2000), cabeça e pescoço (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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Introdução 14

constituindo um possível marcador para diversas neoplasias como cabeça e pescoço

(STURGIS et al., 1999), colorretal (ABDEL­RAHMAN et al., 2000), cárdia gástrica (SHEN

et al., 2000), esôfago (YU et al., 2004), mama (DUELL et al., 2001) e pulmão (DIVINE et al,

2001; ZHOU et al., 2003), assim como cirrose alcoólica (ROSSIT et al., 2002). Outros

estudos entretanto, tem encontrado resultados conflitantes, reforçando a importância de

investigações destes polimorfismos na determinação de marcadores genéticos (DAVIDE­

BEABES; LONDON, 2001; OLSHAN et al., 2002; RATNASINGHE et al., 2004).

O gene XRCC3 (X­Ray Repair Cross Complementing — 3) está mapeado em

14932.3 (TEBBS et al., 1995) e codifica a proteína XRCC3, envolvida no reparo de quebras

de cadeia dupla no DNA (DSB). Este gene foi identificado na linhagem celular de hamster

chinês irs1SF, sensível a uma variedade de compostos que lesam o DNA, principalmente

agentes de ligação cruzada no DNA, como a mitomicina C. Estas células também apresentam

instabilidade genética, especialmente frequências elevadas de aberrações cromossômicas

(FULLER; PAINTER, 1988). Em mamíferos, mutações no gene YRCC3 reduzem a taxa de

reparo induzido por DSB de 30 a 250 vezes (BRENNEMAN et al., 2000).

As DSBs são uma das formas mais severas de danos ao DNA, levando a

quebras cromossômicas e eventos de rearranjos que podem causar tumorigênese. 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

mamíferos as DSBs podem ser reparadas por duas vias distintas, uma envolvendo a

recombinação homóloga e outra a ligação direta das extremidades quebradas.

O sistema de reparo por recombinação homóloga (HRR), preserva a

integridade cromossômica durante a replicação do DNA e contribui para a remoção de DSBs

e ligações cruzadas de agentes exógenos (YAMADA et al., 2004).
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Introdução — 15

Durante o HRR, os finais quebrados são processados e convertidos a

filamentos de nucleoproteínas com a Rad5l. Esta funciona como uma proteína de

transferência (BAUMANN; WEST, 1997), permitindo que a outra molécula de DNA

homóloga intacta seja deslocada para servir como molde na síntese de DNA. À montagem do

filamento nucleoprotéico de RadS1 é facilitada por cinco parálogos de Rad5S1 (XRCOQ2,

XRCC3, Rad51B, Rad51C e Rad51D), que apresentam homologia em suas sequências (para

revisão CHRISTMANN et al., 2003; DUARTE; CONFORTI; SILVA, 2004). Vários estudos

sugerem que XRCC3 interage com RadS5S1C e possivelmente com a Rad51 em si, sendo que o

complexo RadS1C­XRCC3 liga­se 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 formação e dissociação do complexo RadS1C­XRCC3, por meio da ligação e

hidrólise de ATP, sendo ambos os processos essenciais para a participação do complexo no

reparo por recombinação homóloga.

A proteína XRCC3 parece atuar tanto na fase inicial da recombinação

homóloga, em que ocorre a procura por homologia na molécula não danificada e invasão da

cadeia para a síntese de DNA (BISHOP et al., 1998), como também pode atuar nos últimos

eventos de recombinação. Nesta fase, talvez auxiliando a estabilização do complexo de

nucleoproteína e formação de DNA heteroduplex (BRENNEMAN et al., 2002).

No gene XYRCC3, alguns polimorfismos genéticos foram identificados na

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

2003). O mais comum, com frequência alélica de 0,38, ocorre devido à substituição de timina
por citosina no códon 241, levando a mudança do aminoácido treonina (Thr) por metionina

(Met) (SHEN; JONES; MOHRENWEISER, 1998). Essa substituição de um aminoácido

hidroxila para um sulfidrila, pode representar uma alteração substancial nas características da
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Introdução — 16

proteína (WINSEY et al., 2000). Três outros polimorfismos nos códons 199, 213 e 241 no

éxon 7 também foram caracterizados, promovendo a substituição de aminoácidos, mas com

frequências muito baixas (RAFII et al., 2003).

O polimorfismo Thr241Met do gene XYRCC3 tem sido associado com a

exposição ambiental a aminas aromáticas, que são capazes de gerar adutos e induzir lesões no

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

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

2001b), mama (SMITH et al., 2003) e pulmão (JACOBSEN et al., 2004). No entanto, os

resultados são divergentes, pois alguns relatos não evidenciaram associação desta variante

com um aumento da suscetibilidade ao câncer de pulmão (BUTKIEWICZ «et al., 2001;

DAVID­BEABES; LUNN; LONDON, 2001), melanoma de pele (DUAN «et al, 2002;

BERTRAM et al., 2004), mama (HAN et al., 2003), gástrico (SHEN et al., 2004) e bexiga

(SANYAL et al., 2004).

Dada a complexidade da atuação das proteínas XRCC1 e XRCC3 no sistema

de reparo do DNA, são necessários estudos adicionais que avaliem o significado funcional

dos polimorfismos moleculares destes genes e de suas consegiiências na suscetibilidade ao

câncer.

1.2. Carcinogênese Gástrica

O câncer gástrico é a segunda causa de mortalidade por câncer mundialmente,

responsável por 9,9% dos casos e 12,1% de todas as mortes por câncer (PARKIN; PISANI;

FERLAY, 1999). Segundo as Estimativas de Incidência e Mortalidade por Câncer no Brasil,

estão previstos cerca de 23 mil casos novos de câncer de estômago em 2005, ocupando o

quarto lugar (INCA, 2004). A incidência do câncer gástrico apresenta grande variação
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Introdução 17

geográfica, com as taxas mais elevadas ocorrendo nos países asiáticos, como Japão e China e

países em desenvolvimento, principalmente na América do Sul (PARKIN; PISANI;

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

Esta neoplasia é duas vezes mais comum em homens do que em mulheres,
principalmente entre idosos. Sua frequência é relativamente baixa aos 40 anos, aumentando

progressivamente com a idade e atingindo sua incidência mais elevada por volta dos 70 anos

(COTRAN, 1999).

Durante os últimos 50 anos, a incidência e mortalidade de câncer gástrico tem

diminuído mundialmente, principalmente em países desenvolvidos, como Estados Unidos e

Inglaterra, devido principalmente a melhoria nas condições de vida e aumento do consumo de

frutas e vegetais frescos, do que pelos progressos no tratamento. Esta redução ocorre

principalmente em tumores na região proximal ou cárdia, enquanto os tumores distais têm,

atualmente, dobrado de incidência (HOHENBERGER; GRETSCHEL, 2003).
Aproximadamente 90% dos cânceres gástricos são adenocarcinomas.

Fenotipicamente podem ser divididos em duas entidades histomorfológicas denominadas

“intestinal” e “difuso”, segundo a classificação de Lauren de 1965. Estes tipos histológicos

diferem em epidemiologia, patologia, consequência clínica e perfil genético. O tipo intestinal

(ou bem diferenciado) é o resultado final de um processo multipasso que começa com uma

gastrite crônica, geralmente decorrente da infecção pela bactéria Helicobacter pylori e

progride para atrofia, metaplasia intestinal e displasia (para revisão CORREA, 2004). Este

tipo de tumor gástrico é mais freqilente em países com altas taxas de incidência da doença

como o Japão e a China, afetando mais homens idosos. O tipo difuso (ou indiferenciado) não

apresenta lesões histológicas precursoras conhecidas. Este tipo pode levar a metástases

precoces e mostra um curso clínico mais agressivo que o tipo intestinal. A incidência do tipo

difuso é similarmente alta na maioria das populações, ocorrendo mais frequentemente em
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mulheres mais jovens, tendo um prognóstico menos favorável (BEVAN; HOULSTON, 1999;

STADTLANDER; WATERBOR, 1999; NARDONE, 2003).

A etiologia do câncer gástrico é bastante complexa, com a participação de

muitos fatores, incluindo compostos genotóxicos provenientes da dieta (KOBA YASHI 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 lesões gástricas benignas (GENTA, 1998).

O consumo elevado de alimentos ricos em sal e nitratos, parecem ser os

responsáveis pela incidência aumentada de câncer gástrico nos países astáticos. O consumo de

sal em excesso irrita a mucosa do estômago, provocando gastrite atrófica e aumentando o

efeito mutagênico de alimentos nitrogenados, que formam compostos N­nitrosos, altamente

carcinogênicos. Alimentos defumados, enlatados, alta ingestão de carboidratos e baixa

ingestão de vegetais, frutas e leite, também aumentam os riscos de carcinoma gástrico (para
revisão STADTLANDER; WATERBOR, 1999). O consumo excessivo de álcool e cigarro |

também têm sido associado com o aumento do risco de neoplasia gástrica (MUNÕÔZ et al,

2001). De modo contrário, antioxidantes como o ácido ascórbico e a vitamina E, carotenóides

e selenio na dieta parecem exercer um papel importante na prevenção desta doença

(KELLEY; DUGGAN, 2003).

A gastrite é a lesão mais freqitentemente encontrada no estômago e caracteriza­

se pela inflamação da mucosa gástrica. A gastrite crônica pode aparecer como um processo

inflamatório superficial, podendo progredir para a atrofia do epitélio gástrico em que ocorre a

perda progressiva de glândulas, e pode estar associada a metaplasia intestinal. Neste tipo de

lesão, as glândulas perdidas são substituídas por células epiteliais com fenótipo intestinal

(CORREA, 2004). Cerca de 10% dos pacientes com atrofia gástrica desenvolvem
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adenocarcinoma em um período de 15 anos (CHELI; GIACOSA, 1983), sendo por isso,

considerada uma lesão pré­maligna (GENTA, 1998).

A gastrite crônica é frequentemente precedida pela infecção com Helicobacter

pylori, uma bactéria Gram­negativa, determinada como causa definitiva de câncer gástrico
pela Agência Internacionalde Pesquisa em Câncer (IARC, 1994). Vários mecanismos foram
propostos para a carcinogênese associada à H. pylori, dentre os quais estão a desregulação do

ciclo celular das células epiteliais gástricas, formação de adutos de DNA, geração de radicais

livres e compostos N­nitrosos, alterações na secreção de fatores de crescimento e citoquinas e

diminuição das secreções gástricas (HEAVEY; ROWLAND, 2004). Fatores de virulência da

bactéria como a citotoxina cagA que é injetada no citoplasma das células hospedeiras, e a

toxina vacuolizante polimórfica vacA, bem como fatores genéticos do hospedeiro, também

foram apontados como responsáveis pelo desenvolvimento de neoplasia gástrica (para revisão

CORREA, 2004). A infecção pela H. pylori está associada com dano significante às células
epiteliais e aumento da taxa de apoptose, resultando em atrofia glandular (GENTA, 1998;

HEAVEY; ROWLAND, 2004).

Alterações genéticas e epigenéticas múltiplas em oncogenes, genes supressores

de tumor, reguladores do ciclo celular, moléculas de adesão, genes de reparo do DNA e

instabilidade genética, estão envolvidos no processo de múltiplas etapas da carcinogênese

gástrica (TAHARA, 2004).

Estudos sobre o padrão de expressão gênica em tumores gástricos, têm

destacado expressão aumentada dos genes Ciclina El, c­ERBB­2, AXIN2, P­catenina e

EPHB2, e uma baixa expressão dos genes MUC, TTFI e CDKNIC, que poderiam servir como

marcadores da tumorigênese gástrica (CHEN et al., 2003). Entretanto, combinações

particulares de alterações gênicas diferem nos dois tipos histológicos de tumores gástricos,
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indicando que os adenocarcinomas intestinal e difuso diferem quanto aos processos que levam

a tumorigênese.

No processo de múltiplas etapas do câncer gástrico tipo intestinal, a infecção

pela H. pylori pode desencadear a hiperplasia de células­tronco (com atividade da telomerase)
na metaplasia intestinal, levando à instabilidade genética, erros de replicação e hipermetilação

de alguns genes, em cerca de 30% dos casos de metaplasia intestinal. Além disso, mutação e

perda de heterozigosidade (LOH) de TP53, expressão reduzida de p23, expressão de Ciclina E

e c­met, permite a transformação maligna das lesões pré­cancerosas para adenocarcinoma

gástrico tipo intestinal. Nos estágios mais avançados da doença, estão associados a perda de

DCC e p27, LOH de lg, mutações em 4PC, expressão reduzida de TGF­P enm2i3e

amplificação do gene c­ERBB­2 (TAHARA, 2004).

No tipo difuso ou pouco diferenciado de câncer gástrico destaca­se a LOH no

cromossomo 17p, mutação ou LOH de 7P53, mutação ou perda de E­caderina e cateninas.

Enquanto a amplificação dos genes K­sam e c­met, perda de p27 e expressão reduzida de

nm23, conferem progressão, metástase e fibrose difusa (TAHARA, 2004).

Devido a grande complexidade na carcinogênese gástrica, em que ocorre forte

interação entre fatores genéticos e ambientais, ainda há muitos processos a serem esclarecidos

quanto às vias moleculares envolvidas no desenvolvimento da doença, possibilitando,

futuramente, a utilização de estratégias de prevenção e o tratamento mais direcionado das

pessoas afetadas.

Os estudos moleculares têm evidenciado genes específicos que encontram­se

alterados, participando de diferentes etapas da carcinogênese do estômago. Contudo outras
classes de genes relevantes, como os genes de reparo do DNA têm um importante papel na

manutenção da integridade celular, sendo que a presença de polimorfismos genéticos pode

constituir um fator de risco para a suscetibilidade individual ao câncer. Deste modo, tornam­
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se necessários estudos epidemiológicos, em diferentes populações, que avaliem as

conseqgiiências destes polimorfismos e a sua interação com fatores ambientais no processo

carcinogênico. Assim, permitindo estimar os riscos de desenvolvimento de cânceres

específicos a partir da interação genótipo­ambiente.

1.3. Objetivos

De acordo com o exposto acima e, levando­se em conta a escassez de estudos

que avaliem o papel de polimorfismos em genes de reparo do DNA na carcinogênese gástrica

e sua interação com fatores ambientais envolvidos na etiologia desta doença, este trabalho

teve por objetivos:

a) determinar as frequências alélicas dos polimorfismos para os códons 194 e

399 do gene de reparo de excisão de bases XYRCCI e do códon 241 do gene de reparo

homólogo XRCC3 em indivíduos saudáveis;

b) determinar estes mesmos parâmetros em indivíduos com adenocarcinoma

gástrico e gastrite crônica e verificar a ocorrência de associação destes polimorfismos com

estas lesões;

c) avaliar a interação dos polimorfismos observados nos diferentes grupos com

fatores ambientais, como tabagismo, etilismo e infecção pela H. pylori, que estão envolvidos

na etiologia do câncer gástrico.
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GCIêncialBásica
SPOC/GBOC

Mecanismos de Reparo do DNA e Câncer
DNA Repair Mechanisms and Cancer
Duarte, M.C.; Conforti, N.C.; Silva, A. E.

2 3 4 5 6

Introdução: O DNA coluler está sujeito a ataque contínuo, tanto
por espécies reazivas das céiulas quanto por agentes ambientais.
Conseghencias xicos e musiênicas sto dimivuídas por cantinhos
de reparo do DNA distintos que nôs descrevemos brevemente, que
ão: reversão direta, pareamerto erróneno, exc:são de nucleotideo,
excisão de base e quebras no DNA fita dupla. Recentermente Toi
descoberto, tem grande número de poluimorf.smos que podem afetar
4a capacidade de reparo e modular a suscetibilidade ao câncer em
populações expostas. À madulaição na canacutade de reparo do DXA
podoria levar a aplicações clínicas, incluindo um diagmóstico precoce
e tratamento com drogas anticâricer,

Abstract

Introduction: Cellvíar DNA dx byected te contireal attack, both
bucreusínve species und Es envinammontal agents, Toxto amd
Mo Renio cosseguentes are ininimized be distinct pattinavs ot DNA
vegaie, vwvbuck we have attempird to Erieily and sucemers describe,
such ou: direct reversal, movonteb, nucleoníde creiston: Inte extension
and DNA deutle­strand breats Recentlv. a number of rolumoniis
in senerol DNA repair vetes Bive Been discavered, and 18 is prasíble

han these polvmorphoas may ufícer DNA repair capacite omni divs
nendedate cancer ascentítidito ja exposed pupuatatínis Muedaiafios
OLDNA renais Wieuld lead te clinical anplcatian. ne fuding à
Precovinus Jiaganse amd trocataent veith enticancer deu:
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Macarismo de Hepa'e de DNA 2 Câncer

Introdução

O genoma humano, assim como o de
outros organismos, codifica informa­
ções que protegem sua própria integri­
dade, Estas incluem não somente o

reconhecimento do dano e reparo,
como também à Irunscrição e regulação
da ciclo celular, O DNA precisa ser
extremamente estável para manter sua
integridade e alto grau de fidelidade
durante a replicação e, dessa maneira, é
plausivel considerar à existência de
Mecanismos que protejam ou reparem
o DNA dos danos que constuntemente
alleram sua estrutura. Muitas dessas

alterações surgem durante o processo
de replicação, recombinação e do pró­
prio reparo em si, enquanto outras alte­
rações provém da instabilidade de lipa­
ções químicas especificas entre os
nuclentideus, ou ainda, da reação do
DNA com uma variedade de agentes
físicos, biológicos c quimicos, muitos
dos quais presentes no ambiente,
Muitos desses são também mutagéni­
cos. possibilitando à ocorrência de
danos severos ao DNA, que podem
refletir­se em distúrbios futuros graves,
como o câncer.

As vias de reparo são constituídas de
complexos enzimáticos que atuam na
molécula de DNA para minimizar os
erros durante o processo de duplicação,
tornando­se indispensável 6 conheci­
mento e entendimento destes necanis­
Mos, UMa vez que as mutações são
introduzidas no genuma de um indiví­
duo em conscgúência de danos no
DNA cv, deste modo, podem afetar à
capacidade de crescimento, sobrevi­
véncia e reprodução de um organismo.

Serão aqui abordadas as principais
vias de reparo do DNA, como o reparo
de bases parcadas erroneamente, repuro
de excisão de nucleotídeos, reparo de
excisão de bases, reparo recombinacio­
nal e reparo direto”,

2 3 4 5 6

Mecanismo de Reparo

1. Reparo de pareamento
errôneo:

O reparo de parcamento crrôneo ou
mismatch repair (MMR) corrige emos
ocasionais da duplicação do DNA e tam­
bém às heterologias formadas durante a
recombinação”, eliminando as bases
mal pareadas e alças de deleção/inser­
ção que surgem em decorrência do des­
lizamento da DNA polimerase durante
a síntese de DNA (Figura 1), O MMR
atua sobre a cadeia recém sintetizada.
Em E. coli, à hemi­metilação da ade­
nina em segiiências GATC fornece à
informação que permite a discrimina­
ção da cadeia, sendo que os grupos
metil residem na cadeia parental.
Entretanto, em eucarivotos, este meca­
nisto ainda não é bem compreendido",

Inicialmente os genes mutHLS foram
descobertos em bactérias, sendo que os
principais membros desse caminho em
E. coli são Mut, MulS e Mutl4, junta­
mente com à DNA polimerase, protei­
nas de ligação à cadeia simples e DNA
ligascs.

Existem seis homólegos do gene
mutS de E. coli em humanos, denomi­
nados genes MSH, MSIP, MSH3 c
MSIT6, encontradas no núcleo, O
MSI está localizado na mitocóndria,
enquanto MS1I4 c MSHS são parte do
sistema de recombinação”, Para v reco­
nheenmento da base mal parcada, a pro­
teina MSH2 forma um heterodimero

com outras duas proteínas de MMR, a
MSHO para o reparo de alças de dele­
ção/inserção e a MSH3 para reparo de
bases mal pareadas. Um beterodimero
de MLHI c PMS2 (ou MLHI e MUH3D)
coordena a função do complexo de
reconhecimento de bases mal pareadas
e vutras proteinas envolvidas no reparo
como por exemplo, um fator de prolife­
ração celular (PCNA), exonucleasces
(EXOI). DNA polimerases (8 e e)
fatores de replicação e helicases*. O)
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complexo faz uma pequena incisão na
cadeia de DNA, seguida da atividade
de exonuclease, resultando em uma
lacuna de 100 a 1000 nuclentideos na

cadeia com à base mal pareada.
Depois. a lacuna é preenchida e o DNA
é restaurado à forma correti,

As alterações nessa via de reparo
levam à erros de replicação particular­
mente em regiões de microssatélite que
contém várias sequências de DNA
repetidas em “tandem”, que causam
“deslizamentos” da DNA polimerase,
produzindo mueleotideos mal parados,
não reparados em células deficientes
desse tipo de reparo”.

As mutações nesses genes estão rela­
ciunadas com um aumento do risco (70­
85%) de câncer de cólon não­poliposo
familial (VINPCC). Mutações nos genes
MLH] e MULH2 são responsáveis pela
grande maioria das famílias YINPCC,
enquinto mutações em MSI6 caso
relacionadas à alta incidência de câncer

endometrial*, Outros tipos de cónceres
esporádicos parecem possuir alvuns
deleitos em genes MMR. incluindo os
carcinomas de vvário. endométrio,

lumores de células pequenas e não
pequenas do pulmão, gástrico, cervical c
de mama.

2. Reparo Direto
Embora a reversão Jirela. efetuada

pelas enzimas foloativas nos danos
induzidos por UV, não tenha sido
detectada em mamíferos placentários.
outra forma pouco comum de reparo,
envolvendo a reversão ativa da lesão
está presente em células humanas. Esse
mecanismo é muito eficiente, pois
remove à alteração da base, sem retirar
a base danificada, Isso envolve a corre­
ção da lesão O"­metilguanina, produzi­
da endovenamente, em pequenas quan­
tidades, por catabólitos celulares reati­
vos, levando a transições G:C AT.
Uma metiltransferase específica remo­
ve o grupo metil deletério do residuo

= s7
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Reparo de pareamento errôneo
Hase ral pareade

cassa fia

Caseia parertal

Reconhecimento
do dano

ED
j

*”

Sintese de DNA é
ligação da fita reparada

* Base motiada
Figura 1 ­ Reparo de paroamento erróneo em E, coli. MutS reconhece à base ma! parada a
torma um complexo com MutH é MutL, qua chvam a cadeia retirando o dano. À sintase de
DNA é feita poia DNA pofirmarase e à igação do esqueteto açúcar­fostato pala DNA hgase.

38m

FS
AVAVAV

de guanina do DNA e transtere para à
seu próprio resíduo cisteina. em um
processo de reparo rápido e livre de
falhas. Esse sistema remove lais erros
raros, mas altamente mutagênicos a um
custo energeticamente alto, pois uma
molécula inteira da proteina é sacrift­
cada para cada lesão corrigida”. Em
humanos à atividade de alquiltransíera­
se é realizada pela O'­metil guanina­
DNA metil transferase (MGMT). Os
niveis dessa proteína em celulas tumo­
rais freqientemente correlacionam sua
sensibilidade à agentes quimioterapéu­
ticos, Niveis elevados de MGMT forum
obscrvados em cáncer de ovário, rabdo­
sarcoma, melanoma, câncer de mama,
pulmão, pâncreas, cólon e cérebro.

4. Reparo por Excisão de
Bases (BER)
O reparo por excisão de bases (BER)

protege às células contra os efeitos dele­
térios dos danos induzidos endogena­
mente ao DNA, por hidrólise, espécies
de oxigênio reativas e outros metabóli­
tos intracelulares que modificam a estru­
tura das bases do DNA c também é
importante para resistir a kesões produ­
Lidas por radiação jonizante e potentes
upentes alquilanies* (Figura 2). Tais
lesões no DNA são processadas em
sítios abásicos ou apurinicos­apirimidi­
nicos (AP) em procarintos e em mamí­
feros, sendo reparados por BER. Em E.
coli, o BER consiste de um caminho
composto de passos criimiáticos segúen­
ciais, seguindo à clivagem da ligação
N­glicosidica, por um evento espontá­
nco uu através da ação de uma DNA
glicosilase. Em mamíferos, é reparo de
sítios AP é geralmente iniciado pela
classe H de AP endonuclease, seguido
pela dRpasc, DNA polimerase e final­
mente DNA liguse. O BER caracteriza­
se pela excisão relativamente pequena
de lacunas produzidas em DNA de fita
dupla, após à remoção dos sítios AP e
pelo fato de que os adutos é as lesões
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repurados por BER distorcem menos à
molécula de DNA, comparados àqueles
reparados pelo NER*.

Resumidamente, o BER consiste de

cinco passos seglicnciais: remoção da
base danificada por uma DNA glicosi­
lase, levando a um sitio apurinico'apiri­
midínica (AP); incisão do sítio AP na
sua porção 5' por uma AFP endonuclea­
se; excisão do terminal S' da desoxirri­
bos fosfato (dRP). originando uma
lacuna de apenas um nuckutídceo; sín­
tese de DNA pela DNA polimerase
para preencher a Jacuna; e ligação da
cadeia pela DNA livase”,

Após a remoção da base danificada,
o BER pode seguir duas vias, sendo
uma mais curta ("short patch") e outra
mais longa ("long patch"). Na via mais
curta, o reparo é de apenas um nucleo­
tideo com à participação da DNA poli­
meriase PB. que remove à dRP e adiciona
um nucleotídeo, terminando com à
DNA ligase 1 ou DNA ligase 1
XRCC1 para selar o corte da cadeia",
À segunda via, é proposta como um
caminho secundário é envolve o deslo­
camento de 2 à 13 bases ao reder do
sítio AP. A síntese dos nucleotideos
correspondentes é realizada por várias
polimerases (8 </ou €) cuja função é
dependente de PCNA e RFC. Após à
adição dos nucleotídeos, a enzima
FENT1 atua removendo os grupos 5*­
dRP e o reparo completo ocorre quan­
do à DNA ligase | e possivelmente, à
DNA ligase 111º XRCCI restaura à
lignção fosfodiêster*". Os polimorfts­
mas nesses genes de reparo podem
levar a uma variação nas capacidades
de defesa contra os agentes danosos do
DNA e podem ser de relevância para o
desenvolvimento do câncer. bem como
para es pacientes sob terapia quimiíote­
rápica*?.

4, Reparo por Excisão de
Nucleotídeos (NER)
O reparo por excisão de nucleoti­

deos (NER) remove principalmente

40nm
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Reparo de pareamento errôneo

Espécies de
Oxigénio reativos

(ROS)

LLRRILILIALIAS

DNA ARCO Q a PP
gicoslaze 2 crólica espontânea > J

EAR: ISItio átás Co:

Liiidiiis id

DNA lizãão | 1]
LidLLididitis

Figura 2 ­ Rogaro por excisão de bases, À via de repiro “short patch" envolve um sito AP
produzida por uma AP endonucieasa, síntese de DNA pela DNA polimerasa b associada a
proteina XRCC) É ligação da cadeia pato complexo DNA figase INI/XACC1, Na via “long
patch" o complexo PARP/XACC?1 raçconheçe o dano na cadeia de DNA, seguido peta
clivagam da cagceria e síntese de DNA pela DNA potimerasa À ou « deponcente de PCNA.
À enzimaFEN 1 úbera a cadeia dantficadaé à DNA Kgase | sela à cadeia.

adutos do DNA que causam distorção — dupla incisão sobre à cadeia danifiça­
da estrutura da dupla hélice: Grandes — da, remoção do segmento de DNA que
adutos incluindo dímerosde pirimídina — contém o dano, sintese de DNA e por
e hidrocarbonetos aromáticos policícçli­ — último, ligação da cadeia" (Figura 3).
cos podem ser repitrados pelo NER*. O O reconhecimento do dano é feito
NER é o principal caminho de reparo e — por um complexo protéico com a XPA
envolve cinco passos, iniciando pelo — ca proteínaÀ de replicação (RPÁ). Em
reconhecimento do dano ao DNÁ, — seguida, esse complexo interage com o
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Mecanismo da Reparo do DNA É Câncer

complexo fator 2H de trunscrição, com­
posto por ÉERCO3 e ERCC?, que está
associado com à transcrição e contém à
atividade helicase. Por fim, atuam duas
nucleçases, ERCCI­XPF e XPG, que
compreendem as subunidades restantes
da exonuclease, À incisão ocorre,
quando o complexo da exonuclegse
ela à cadeia de DNA danificada à

posição Se 3º do aduto e requer uma
abertura da dupla fita de DNA realiza­
da por membros do complexo. Por sua
vez, à clivagem é observada quando à
porção ERCCI­XPF atua sobre o
esqueleto fosfodiêster a 5º da lesão. À
localização da incisão depende do
aduto c ocorre entre 16 e 25 ligações
fosfodiêster a S' do aduto. À porção
XPG corta o DNA na posição 3º da
lesão e ocorre entre 2 2 9 ligações fos­
fodiêster sobre é lado 3' do aduto.

Apesar da lesão, às caracteristicas
estruturais da exonuclease, limita o
tamanho global do fragmento em 26 à
27 nucleotideos. À sintese de DNÃ eo

reparo estrutural são feitos pela DNA
polimerase à e €, o antigeno nuclear de
protiferação celular (PCNA), o flor de
replicação C (RFC), a DNA ligase e
outras proteinas. Os REC e PCNA,
auxiliam na ligação da polimerase no
DNA, que adiciona os nucleotideos
complementares ao grupo 3*­ OH livre.
Depois. à DNA ligase scla a incisito,
restaurando a hélice intacta".

Deficiências do NTR pode originar
três doenças humanas geneticamente
heterogêncas: o xerederma pigrnentoso
(XP), com sete grupos de complemen­
tação genética (XPA­XPG), sindrome
de Cockayne, com dois grupos de com­
plementação (CS­À e CS­B) e tricotio­
distrofia (TTD), com três grupos de
complementação, TTD­A, XP grupo D
e XP grupo B.

5. Reparo de quebras no DNA
fita dupla

Os cromossomos sofrem uma série de

tipos de danos que podem resultar em

2 3 4 5 6

perda ou alterações da informação
genética. Um tipo de dano é o de que­
bra de fita dupla (DSB) do DNA, surgi­
da espontaneamente por mecanismos
eclulares, como aqueles induzidos por
radicais de oxigênio livres, replicação
do DNA e defeitos na topolsomerase
OU POr Ugentes genotôxicos como à
radiação ionizante. À falta de reparo
nessas lesões é à causa principal de

aberrações eromossômicas”* *, À que­
bra de fita dupla é extremamente cito­
lôxica, existindo grande número de
proteinas nucleares que se ligam espe­
cificanente a esse tipo de lesão, sinali­
ando a presença de tal dano e instruir
as proteinas responsáveis pelo controle
do cielo celular sobre o perigo iminen­
te. Essas proteinas incluem a quinase
dependente de DNA, com sua aubuni­

Reparo de Excisão de Nucleotídeo

Reparo Global Reparo Acoplado à Transcrição

Figura 3 ­ As duas vias do reparo de excisão de nucleotídeos — Reparo Global e Reparo
Acopiado à Transcrição. Estas vias iniciam­se pelo reconhecimento do dano ao DNA seguido
peia dupla incisão/excisão da cadeia através 08 um complexo enzimático e síntese pata DNA
potimerase d ou « dependente de PCNA.
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dixke Ku. outras quinages como ATM c
ATR, PARE à exonuclease RADSO
MRT11­p95, o helerodimero DNA ligase
IV: XRCC4 c RADS27. Em mamiteros,
existem duas vias principuis para 0 reparo
de quebras de fita dupla: o reparo homó­
logo (RH) (Figura 4A) € o reparo por liga­
ção das extremidades não: homéólogas
(INHEJ) (Figura 4B), Durante o RH, a
sequência homóloga forma um parca­
mento, com o uso da cromátide inmã do
cromossomo homólogo como melde
pura o evento do reparo”. Após o reco­
nhecimento da quebra, ocorre a degra­
dação da porção danificada € o desloca­
mento da cromátide innã para o sitio a
ser reparado, À crumálide serve como
molde para a sintese de DNA, restauran­
do a seqiiência original anterior ao dano,
fazendo desse tipo de reparo um evento
preciso, livre de erros,

Durante o NHEJ, o dano é eliminado
por mecanismos que envolvem a religa­
ção direta das extremidades quebradas,
sem a permuta de sequências homólo­
ess fomecidas por um cromossomo vu
eromátide intacta. Esse mecanismo é
capaz de cunverter terminais de DNA
não complementares em junções cova­
lentermente seladas por reações que
incluem à síntese de DNA, degradação
exonucleolitica, ligação e anelamento
de seqiências contendo porções de
homologia. Isso frequentemente leva a
mudanças características da sequência
original no sitio de quebra, gerando
substituição de bases, delcções e inser­
ções, Assim sendo, o NHEJ é um pro­
cesso mutagénico que pode causar
aberrações: cromossômicas, doenças
genéticas e câncer. Por outro lado, o
estabelecimento de um rearranjo gené­
tico na linhagem germinativa pode for­
necer oportunidades evolucionárias
para as espécies”?,

Polimorfismos de genes
envolvidos no reparo do DNA

Os sistemas de reparo do DNA são
responsáveis por manter a integridade

425
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do genonta de células somáticas e ger­
minativas, minimizando erros de repli­
cação, removendo danos do DNA e
reduzindo rearranjos deletérios surgi­
dos por recombinação aberrante, sendo
importantes na proteção do genoma
contra mutações que levam ao câncer e
Outras doenças herdáveis ou degencera­
tivas?

Estudos de câncer hereditário ou
famílial resultaram na identificação de
um grande número de genes envolvi­
dos na origem dessa docnça. Mesmo
assim, deve­se ressaltar que à maioria

dos casos de câncer é esporádica c não
familial. No caso de cânceres esporádi­
cos, na auséncia de outros fatores de
risco conhecidos, a existência de um
parente de primeiro grau com a decnça
é um fator de risco muito significante,
sugerindo que à variação genética é um
clemento chave na suscetibilidade ao

cáncer na maioria dos indivíduos",

Os genes associados com o risco
aumentado em casos de câncer esporá­
dico são denominados genes de susce­
tibilidade. Muitos trabalhos de epide­
miologia molecular têm mostrado que

a) Reparo por Recombinação
Homóloga (HR)

Cromátides mês

(DSB)

EE.J Degradação 5' ­ 3

ARC 52
== +? ,—

: ! Invasão da cadeia

BOALL PAD sº

DNA col

CHA que
Sintesa da DNA

migração da cadeiado

Ligação das cadeias

DNA reparado com alta fidelidade

Í Quebra de cadeia dupla

b) Ligação dos finais não |
homólogos (NHEJ)

DNAta dupla

$ DSB

( Processamento
DNA Pás dos finais

KI. 80=PKU oKL= SO KUTO
Abas V Ligação dosDA los V XROC4 finais

DNA reparado com
baixa fidelidade

Figura 4 ­ Reparo de quebras do DNA fita dupia. A­ Reparo por recombinação homóloga.
À proteina RADSS reconheceà quebra da cadeia de DNA e cooroiena as etapas de
dagradeção 5'­3' e de invasão da cadeia da cromátida homóloga. Esta save como
molda para síntese ds cadeia quebrada pala DNA potirmerase, 8B­ Reparo por igação das
extremidades não homótogas. O complexo formado petas DNA PKs e as proteinas Ku70
6 Ku8O reaxra o proc WHO dus ext dades quetiradas, anquanto a DNA figase 1V
rBaúza à Ngação O08s cadeias.
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variantes alélicas em vários loci estão
associadas à um aumento de várias
vezes no risco de câncer induzido por
agentes ambientais, e que também à
capacidade reduzida de reparo do DNA
constitui outro fator significante de
nseo.

Vários polimarfismos cm genes de
reparo do DNA foram identificados c
parte deles, em segliências conservadas
crolutivaumente. Muitos resultaram em
substituições de aminoscidos, sugerindo
una possível função na manutenção da
função protéica normal".

Os polimorfismos na via de reparo
de parcamento incorreto (MMR) cstão
intimamente relacionados com o câán­
cer colorcuil não poliposa hereditário,
principalmente os polimorfismos dos
genes MSH2, MU, MSH6, PMS] e
PMS? À perda de função desses gencs
causa instabilidade de microssatélite,
que adquire pequenas unidades repeti­
das em tandem, resultando na falta de
correção de erros sunidos durante a
replicação do DNA. Outros cânceres
esporádicos também apresentam defer­
tos em genes do MMR, incluindo ová­
rio, enduinéótrio, célula pequena e não
pequena de pulmão, os carcinomas
pancreático, gástrico, cervical ce de

Niveis elevados da proteína O»
metilguanina DNA metiltransferase
(MGMT), que participa da via de repa­
ro direto. foram detectados em câncer
de ovário, rabdomiusarcoma, melano­
ma. câncer de mama, pulmão. pán­
creas, cólon e tumores de cérebro,

Uma estrita conexão entre defeitos
no reparo de quebras de fita dupla
(DSB) no DNA e tumorigênese foi
encontrada nos gencs de suscetibilida­
de ao câncer de mama e de ovário bere­

ditário, BROCA e BRCA2.As famílias
com mutações nesses gencs mostram
um padrão de herança autossêmica
dominante para a suscetibilidade”.
Várias síndromes que predispõem ão

4âo
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câncer. como a ataxia telangicctasia c à
sindrome de Nijmegen são caracteriza­
das por instabilidade cromossômica e
sensibilidade a agentes que causam
quebras no DNA. Estudos sobre genes
envolvidos nesta via verificaram que a
presença de alguns polimertismos
aumentava o risco de desenvolver cán­
cer de mama, dentre eles o XRCC? e
XRCC3, enquanto o polimorfismo de
Lig4 foi associado com uma diminui­
ção do risco",

O gene XRCC3 é membro de uma
familia de proteinas relacionadas a
Rad5] e codifica uma proteína neces­
sária para a montagem e estabilização
da RadS1"**, Foi identificado um poli­
morfismo na região codificadora no
códon 241 deste gene que resulta na
substituição de um aminoácido”, cau­
sando mudanças substanciais nas
caracteristicas da proteina. À presença
desse polimorfismo foi associada ao
aumento da suscetibilidade ao câncer
de bexiga" e so melanoma de pele”,
mas não em câncer de pulmão”.

O gene humano XRCC1 codifica
uma proteína que torma um complexo
com outras enzimas de reparo por exci­
são de bases, a DNA liguse 111, DNA
polimerase BB e à poli (ADP­ribusc)
polimeraso (PARPY:2, Foram identi­
ficados $ polimorfismos neste gene.
Três deles resultam em substituição de
aminoácidos e foram detecundos nos
códouns 194, 280 e 399", Fssas altera­
ções poderiam resultar em função alte­
rada da proteina, o que prejudicaria a
Teunião com às outras enzimas, mini­
mizando v processo de reparo. O alclo
variante do códon 399 foi associado ao
Câncer de esófago", o câncer de
mama”, pulmão”, estômago”, cabeça e
pescoço”, entre outros. À variante do
códon 194 foi associado com um risco
aumentado de câncer de mama.

Os yrandes adutos, induzidos no
DNA por carcinógenos químicos do
cigarro, são reparados através da exci­
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são de nucleotídeos que incluí o gene
XPPD, Uma variante XPD no éxon 23,
que leva a uma substituição de aminoá­
Cido, toi associada com capacidade de
reparo reduzida”. À proteina XPD tra­
balha como uma helicase 5*­3' depen­
dente de ATP junto ao fator de transcri­
ção basal 11 H (TFIH), À substituição
Lys751Ghh foi associada com níveis
aumentados de adutos DNA­PAH cm

Erupos com câncer de mama, compara­
dos aos indivíduos saudáveis”,

Perspectivas futuras

A redução do impacto do risco da
interação gene­ambiente depende da
identificação de indivíduos que consti­
tucm populações “de risco”, processo
relativamente fácil, permanecendo à
dificuldade em reduzir o risco subse­

quente para o indivíduo. O último passo
pode envolver a remoção da exposição,
redução fanmacológica do efeito da
exposição, baseada no entendimento da
biologia c/ou observação ativa, para
identificar e tratar docnças nos estágios
mais precoces possíveis, Da mesma
mancira, o conhecimento do genótipo
tornará possível desenvolver protocolos
de tratamento individuais que maximi­
zam as consequências intencionais e
minimizam as conseqiiências indescjá­
veis dos tratamentos farmacológicos. À
capacidade de identificar variantes e
conduzir a genotipugem é dominada
hoje em dia, enquanto que a capacidade
purs entender e utilizar essa informação
requer nuvas pesquisas e tradução na
prática médica,

Os benefícios ou promessas poten­
ciais da incorporação da variação gené­
Lica em estudos da incidência de câncer
ce modelos de estimativa dos riscos

incluent: decisões racionais para traba­
Ihar, tentando minimizar a exposição e
risco de individuos suscetíveis; melhor
estimativa do risco da doença na popu­
lação, resultando em exposições defini­
das e regulações cientificamente vali­
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das: detecção precoce de doenças que,
sabidamente aumentam a observação
de indivíduos cm risco, resultando em
um aumento da resposta ao tratamento:
e entender melhor o processo da dven­
ça levando a tratamentos novos c
melhorados.

À variação na capacidade de reparar
o DNA é um fator na suscetibilidade ao

câncer e é um paradigma para as pro­
messas de estimar os riscos individuais e
da população. Os beneficios potenciais
para a pesquisa c o cuidado com à saúde
são enormes, Exsas mesmas oportunida­
des demandam desafios para à comuni­
dade científica e sociedade para parantir
que todos os individuos compantilhem
da aplicação frutifera da tecnologia e 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

XRCC!I 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 Arg399Gln in the XRCC! gene and of Thr241Met in the YRCC3 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, ERCCI, XRCC! and XRCC3) representing three different repair pathways. Later

on, other studies reported different polymorphisms in DNA repair genes, such as XPA, XPB,

XPC and hOGG! (Ishida et al., 1999; Butkiewicz et al., 2000; Chavanne et al., 2000).
The human genes XRCCI and XYRCC3 (X­Ray 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 XRCC!1 plays a role in base excision repair (BER), interacts

with DNA ligase III and complexes with DNA polymerase ? and PARP (poly ADP­ribose

polymerase). These interactions may facilitate the repair of DNA strand breaks and damage

caused by ionizing radiation, oxidative damage and non­bulky adducts (Dianov et al., 2003).

Shen et al. (1998) identified three polymorphisms in the XYRCC/ 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 early­onset
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colorectal carcinoma (Abdel­Rahman 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 early­onset colorectal carcinoma

(Abdel­Rahman 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 YRCC3 gene functions in the homologous recombination repair

(HRR) for double­strand breaks (DSBs) and cross­link repair in mammalian cells (Dianov er

al., 2003). During HRR, the XRCC3 protein interacts with Rad51C and possibly with Rad51

itself, enabling Rad51 protein multimers to assemble at the site of damage (Brenneman et al,,
2002). A common polymorphism in exon 7 of the XRCC3 gene results in an amino acid
substitution at codon 241 (Thr241 Met) that may affect the enzyme's function. The XYRCC3

variant allele has been identified in healthy individuals, at a frequency ranging from 0.23 to
0.38 (Shen et al., 1998; David­Beabs 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 er a/., 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

Argl194Trp and Arg399Gln in the base excision repair gene XRCC!I and Thr241Met in the

homologous recombination repair gene XRCC3, in healthy individuals from a Southeastern

Brazilian population. As far as we know, this is the first study carried out to evaluate XRCC1]
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 São José do Rio Preto, State of São Paulo, Southeastern

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

interviewed­based 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 Abdel­Rahman et al. (1994). XRCCI genotypes

for codons 194 and 399 were detected using multiplex PCR­RFLP, as previously described

(Abdel­Rahman et al. 2000) with modifications, to amplify the 491bp and 615bp fragments,

respectively. Codon 241 of the XYRCC3 gene was genotyped by a PCR­RFLP technique, as

described by David­Beabs er 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 MsplI and Nlalll, respectively, and resolved on 2% 1000 agarose

gel (Invitrogen, Brazil).

Statistical analyses were performed using the Statidisk computer software program.

The chi­square 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 XYRCCI] and XRCC3 genotypes in

healthy individuals from Southeastern Brazil and compares these frequencies with those

previously published for different ethnic groups. For the XYRCC! 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 XYRCC3 gene the frequency was 0.35. Figure 1 shows the

banding patterns of the XRCCI (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 ofXRCCI and XRCC3 does not vary between gender,

but differences among ethnic groups are suggested (Lunn et al., 1999; Abdel­Rahman 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 er 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 (Abdel­Rahman 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 et al. (1998) in twelve healthy individuals (0.25).

The frequency of the allele 399GIn (XYRCCI) in Caucasians (0.34) found in the current

study was comparable with that described by Rossit er al. (2002) in a group of Brazilian white

individuals, in North American Caucasians (Lunn et al., 1999; David­Beabs and London,

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

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

2000), Korean (0.22) (Park et al., 2002) and Egyptian (0.14) (Abdel­Rahman ef 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 (David­Beabs and London, 2001).
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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 et al., 2001) and North

American studies (David­Beabs et al., 2001; Smith er al., 2003), but higher than that observed

in African American (David­Beabs er al., 2001) and Chinese (Shen et al., 2004) populations.

The Brazilian population is very heterogeneous, as a result ofmating 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

KXRCC3 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 YRCCI 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. XRCC!] and XYRCC3 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

Caucasian
African­

American
Taiwanese

David­Beabs and
London, 2001* David­

Beabs et al., 2001*
Caucasian

African­
Americam

Smith et al,
2003

Caucasian

Matullo et

al., 2001

Caucasian

Shen et al.,
2000“; Shen
et al., 2004º

Chinese

Abdel­
Rahman

et al., 2000

Egyptian

Parket al,
2002

Korean

194
XRCCI

399
XRCCI

241
XRCC3

Arg/Arg
Arg/Trp
Trp/Trp
Total
Allele

frequency

Arg/Arg
Arg/Gln
Gln/Gln
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 (17.71%)

0 (0%)
9%

0.08

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

9%

0.31

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

169

0.06

65 (38%)
83 (49%)
21 (13%)

169

0.37

ND
ND
ND

ND

89 (91%)
9 (9%)
O (0%)

98

0.05

67 (69%)
27 (28%)

3 (3%)
97

0.17

67 (56%)
42 35%)
11 (8%)

120

0.27

63 (53%) ­
51 (43%)

6 (4%)
120

0.26

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

0.23º

264 (871%)
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“º

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

166

0.26"

150 (90%)
16 (10%)

0 (0%)
166

0.05º

43 (89.6%)
5 (10.4%)

0 (0%)
48

0.05

37 (17.1%)
9 (18.8%)
2 (4.1%)

48

ND
ND

ND

81 (60%)
48 (35.6%)

ND = not determined.

11 12 unesp *; 17 18 19 20 21 22 23
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Table 2. Genotype distribution of genes XYRCCI and XRCC3 by gender and ethnicity.

Codon Genotypes Gender
Male Female

Ethnicity
Caucasian Negroid

Arg/Arg
Arg/Trp
Tip/Irp

Allele frequency
Probability

194
XRCCI

Arg/Arg
Arg/Gln
Gin/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(17,1%) — 12(8,8%)

0.38 0.31

p=0.0841

61 (44.9%)
63 (46.3%)

226 (86.3%) ­ 32 (842%)
36(13.7%) — 5(132%)

0 (0%) 1 (2,6%)
0.07 0.09

p=0.7337

119(45.5%)  20(52.6%)
107 (40.8%) 16(42.1%)
36(13.7%) — 2(5,3%)

0.34 0.26
p=0,4048

110 (42%)
115 (43.9%)
37 (141%) — 4(10,5%)

0.36 0.31
p=0.5306

18 (47.4%)
16 (42.1%)

2 3 4 5 6
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Figure legend:

Figure 1. Representative RFLP analysis of Mspl and Nlalll digest of the PCR products
containing codons 194 and 399 of the YRCCI gene (A) and codon 241 of the YRCC3 gene

(B), respectively, separated on 2% 1000 agarose gel. À — Lane 1: molecular weight marker;

Lane 2: heterozygous Arg/Trp 194 and wild­type homozygous Arg/Arg 399; Lanes 3, 6 and 7:

homozygous Arg/Arg 194 and mutant homozygous Gln/Gln 399; Lane 4: wild­type

homozygous Arg/Arg 194 and Arg/Arg 399; Lane 5: homozygous Arg/Arg 194 and

bheterozygous 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: wild­type 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

Arg399Gln and XRCC3 Thr241Met and the risk for chronic gastritis and gastric cancer, in a

Southeastern Brazilian population.

METHODS: Genotyping by PCR­RFLP 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 ofXRCCI codons 194 and 399 and ofYRCC3 codon 241. However, the

combined analyses of the three variant alleles (194Trp, 399GIn 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. XYRCC!] 194Trp was associated with smoking in the CG group, while

the variant alleles XYRCCI 399GIn 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 YRCC!I Argl194Trp 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 gene­environment 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 carcinogenesis!, These low­penetrance 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, XRCCI, XRCC3"!, oGGI"),

XPA, XPB! and XPC!), have been identified and related to cancer susceptibility.

The XYRCCI gene is responsible for a scaffolding protein that directly associates with

other proteins such as DNA polymerase B, PARP (ADP­ribose polymerase) and DNA ligase

IM in a complex, to facilitate the processes of base excision repair (BER) or single­strand

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 (À, 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 GOA

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 Arg399Gln variant is more frequent and has been associated with head and

[17,18]neck!"!, colorectal!"), gastric!!, esophageal!!*!51, breast!"º and lung cancers. The
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Arg194Trp polymorphism has been related to colorectal!*!, gastric!"*!, head and neck!!! and
skin? cancers.

Protein XRCC3 functions in the DNA double­strand break (DSB) and cross­link

repair?1 and interacts and stabilizes Rad51P*], 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 7º),

Little is known about the functional consequences of this variation, although some studies

observed a positive relation between the Thr241 Met polymorphism and an increased risk for

skin, bladderP?*!, breast?*! and lungP*! Cancers.
So far, the investigations about interactions between XRCCI and XRCC3

polymorphisms and environmental carcinogenesis have produced scarce and conflicting
[27,28,29,30,31,32]results , 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

XRCCI and XRCC3 variants!!?­ 289139,

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 dietP*!, 1ifestyleBP1, pathological changes in the stomach such as

BT)chronic gastritis”"], and genetic alterations], pesides 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

XRCC!] Argl94Trp and Arg399Gln 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 case­control 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 19­86 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 28­93 years). All subjects were recruited from

the Hospital de Base in São José do Rio Preto, SP, and from the Pio XII Foundation in

Barretos, SP, Brazil. Gastric adenocarcinomas were classified as diffuse or intestinal types,

411) and the chronic gastritis casesaccording to the classification proposed by Lauren!

according to the Sidney System!"*]. H. pylori infection was histologically established by the

Giemsa staining technique. Two cancer­free 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 20­85 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 22­93 years). Epidemiological data on the study population were collected

using a standard interviewer­administered 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 ofwhole 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 Abdel­Rahman er al.*º! and stored at ­20ºC until used for genotyping.

Genotypic analyses of the XYRCC] gene were carried out by multiplex PCR­RFLP,

using primers for codons 399 (F S"*­TIGIGCTTICITCTIGTGICCA­3' e R 5*­

TCCTCCAGCCTTTTCTGATA­3"') and 194 (F S­GCCCCGTCCCAGGTA­3' e R 5*­

AGCCCCAAGACCCTTICACT­3"), which generate a fragment of 615 and 491 bp,

respectively, as previously described!" with modifications. Briefly, PCR was performed in

25 unL reaction buffer containing 12,5 pmol each primer, 0,2 mM of dNTPs, 3 mM of MgCb,

about 100 ng DNA and 1 U of Taq DNA polymerase. The PCR products were digested

overnight with 10 U of Mspl at 37ºC. The wild­type 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 wild­type Arg allele, while the uncut 615 bp

band identifies the mutant Gln allele (indicative of the absence of the MsplI cutting site). À

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 XYRCC3 gene was determined by PCR­RFLP, using codon 241

primers (F­ 5º GCCTGGTGGTCATCGACTC 3' e R­ 5º ACAGGGCTCTGGAAGGCACT

GCTCAGCTCACGCACC 3º), as previously described by David­Beabes er 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 Nlalll at 37ºC. The wild­type allele Thr was identified by the presence
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of two 239 and 313 bp bands, while the mutant allele Met was represented by 105, 208 and

239 bp bands.

Statistical analyses

Chi­square 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

gene­environment interactions, the odds ratios (OR) and their 95% confidence intervals (95%

CD) 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 well­matched 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 (P<0.05), the

same occurring with CG patients when compared to controls (C1).

The XRCC! and XRCC3 genotypes and the allele frequency distributions among cases

and controls are presented in Table 2. The allele frequencies of polymorphisms 194Trp,

399Gln and 241Met were similar in cases and controls, not showing any statistically

significant differences (P>0.05). However, a combined analysis of the XYRCCI Argl194Trp

and Arg399Gln polymorphisms and the XRCC3 Thr241Met polymorphism (Table 3), and the
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assessment of the inter­ and intra­gene 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 ofXRCC] Arg194Trp and Arg399GIn

and ofXYRCC3 Thr241 Met 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=1.16­16.66), 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 XYRCCI 399GIn (3.03, 95º%CI=1.58­5.55;

2.27, 957%CI=1.22­4.16 and 3.22, 95%CI=1.75­5.88, respectively) and XYRCC3 241Met (3.22,

95%CI=1.66­6.25; 1.88, 95%CI=1.01­3.57 and 2.63, 95%CI=1.41­4.76, respectively).

Comparing the CG and GC groups further, we found increased OR's for gastric cancer in the

association between H. pylori­negative subjects and the alleles YRCCI 399GIn (0.26,

95%CI=0.11­0.63) and XYRCC3 241Met (0.36, 95%CI=0.15­0.85). An association between

smoking and drinking and the polymorphisms 399GIn (2.04, 95º%CIE1.17­3.57 and 2.63,

95%CI=1.35­5.26, respectively) and 241 Met (2.44, 95º%CI=1.42­4.16 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=1.85­6.66 and 5.55, 95º%CI=2.77­10.99) and 241Met (2.70,

95%CI=1.38­5.26 and 4.34, 959%CI=2.17­9.09). 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]I 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 case­contro! study to investigate the

relationship between the polymorphisms XRCCI Argi94Trp and Arg399GIn and XRCC3

Thr241 Met and the risk of chronic gastritis and gastric cancer, in a Southeastern Brazilian

population.

Our data showed no association between the XYRCCI 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]I polymorphisms and gastric

cancer risk[?283%]. and only one that examined the influence of an XRCC3 polymorphismP!,

with conflicting results. While Shen er al.!º*! found the variant genotypes Argl94Trp and

Arg399Gln in the XRCC] gene to be associated with an increased risk of gastric cardia

cancer, Ratnasinghe er al.P*! observed a significant reduction in the risk of this type of cancer,

both in Chinese populations. Similarly, Lee er al.º*! 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 ofgastric 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 commonty 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!3283123]

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 gene­gene interactions, as well as the gene­environment interactions

that may be important in the etiology of the disease.

When we assessed the association of YRCCI Argl94trp and Arg399Gln and XYRCC3

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 CYPIAI, in Brazilian"! and

Chinesel*"! populations. Chronic gastrítis, a frequent inflammation of the stomacht!, is

considered a premalignant lesiont*!, 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. pylori­associated carcinogenesis, such as the formation of DNA adducts, the

generation of free radicals, and a dysregulation of the gastric epithelial cell cycle", 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. pylori­negative 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. pylori­positive individuals found in the gastric

cancer group, probably due to an underestimate of the histological diagnosis in these patients.

In smokers, the presence of YRCCI 194Trp was more frequent in chronic gastritis

cases, while polymorphisms XRCCI 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),

N­nitrosamines and aromatic amines. Cigarette smoking increases the number of single­strand

breaks and DNA adducts, which, if left unrepaired, can lead to gene mutation"**], These DNA

damages can be repaired by BER, in which the XRCCI1 protein bas an important role.

Functional studies of YRCCI variants observed a significantly elevated level of sister

chromatid exchange (SCE) in peripheral blood lymphocytes after in vitro exposure to the

tobacco­specifice NNK in carriers of the 399GlIn allele, but the same was not observed for the
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194Trp polymorphism!**!, Duell et al.P*! 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 241 Met 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.ºº! associated

the 241 Met polymorphism with **P­DNA 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 ofDNA 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 metabolism""!. The frequency of DNA single­strand 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] 399GlIn and XYRCC3 241Met were present.

In conclusion, in the Brazilian population studied, we did not find evidence of a

relationship between the polymorphisms YRCC!I Argl94Trmp and Arg399GIn and XRCC3

Thr241Met and the development of chronic gastritis and gastric cancer. However, intra­ and

inter­gene interactions may contribute to the development of chronic gastritis, a precursor

lesion of stomach cancer. We also verified a gene­environment 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 Cc1t P value
GC o2

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)
250 108 (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
Non­smoker 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) 76 (67.3) 41 (55.4)
Total 113 (100) 78 (100) 113 (100) 74 (100)

Alcohol status

Non­drinkers 138 (68.0) 162 (747) 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) 11314)
> 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. XYRCC!I 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) CI(1=202) pyvajue GCGZ160) — C2(n=150)
N (%) N(%) N (%) NO)

Arg/Arg 176 (87.1) 183 (90.6) 140 (87.5) 130 (86.7)
XRCCI Arg/Trp 24 (11,9) 19 (9.4) 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 (48.5) 95 (47) 73 (45.6) 70 (46.7)
XRCCI Arg/GIn 91 (45.0) 82 (40.6) 67 (41.9) 57 (38.0)

Codon 399 Gln/GIn 13 (6.5) 25 (124) 20 (12,5) 23 (15.3)
Arg/Gin+Gln/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)
KXRCC3 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 (144) 23 (15.3)
Thr/Met+Met/Met 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 XRCCI and XRCC3 genotype profiles and risk for chronic gastritis (CG) and gastric cancer (GC).

XRCCI XRCC3

Codon Codon Codon
194 399 241 OR (95% CD; P

Groups

OR (95% CD; P OR (95% IO); P

All wide­type genotypes

Arg Arg Thr
One variant polymorphism

Trp Arg Thr

Arg Thr

Arg Arg Met

Two variant polymorphisms

Trp Gln Thr

Arg Gn Met

Trp Arg Met

Three variant polymorphisms

Trp Gln Met

1.0 (reference)

0.6 (0.17­2.04);
0.5469

1.4 (0.68­2.50);
0.5124

2.0 (0.91­3.57);
0.1237

0.6 (0.13­2.63);
0.7106

1.0 (0.50­1.85);
1.0000 |

1.6 (0.52­5.00);
0.5771

8.3 (0.91­100);
0.0372*

1.0 (reference)

1,2 (0.32­4.16);
1.0000

0.8 (0.42­1.51);
0.5234

1.0 (0.51­1.75);
1.0000

0.6 (0.1­4.16);
1.0000

1.4 (0.69­2.43);
0.4309

0.6 (0.19­1.78);
0.4106

0.6 (0.17­2.04);
0.5400

1.0 (reference)

1.1 (0.32­3.44);
1.0000

1.2 (0.61­2.56);
0.5918

2,0 (0.83­3.70);
0.1426

1.1 (0.16­4.54);
1.0000

1.2 (0.63­2.50);
0.5389

1.6 (0.48­5.55);
0.5999

5.0 (0.40­50.0);
0.3113

* significant difference (P< 0.05)
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Table 4. Association of heterozygous and mutant homozygous polymorphisms of codons 194
and 399 of the XRCCI 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 (%)

1(423) 156577)XRCCI

Arg194Trp 10(526) 9(474)
+

Trp194Trp P=0.4929

55 (53) 49 (47)

67 (77) 20 (23)

|

P=0.0005*
XRCC!

55(529) 49(471)
Arg399Gln

+ 52 (48.5) S55(514)
Gln399GIn

P=0,5335

677) 2003)

56(70) — 24(30)
P=0.3042

57(51.8) 53(482)

59 (77.6) 17(22.4)

P=0.0004*
XRCC3

57(51.8) 53(482)
Thr241Met

+ 59 (50)
Met241Met

59 (50)

P=0.7838

59(77.6) 17(224)

59(7L1) 240289)

P=0,3458

9(34.6) 17(654)

13(68.4) 6316)

P=0.0250*

48(46.2) 56(53.8)

24027.6) 63(124)

P=0,0084*

48 (462) S6(53.8)

68 (63.6) 39(36.4)

P=0.0111*

24(27.6) 63(712.4)

46 (57.5) 34(42,5)

P=0,0001*

46(41.8) 64(582)

21(27.6) 55(724)

P=0.0494*

46(41.8) 64(582)

75(63.6) 43(364)

P=0.0010*

21076) 55(724)

42(50.6) 41(494)

P=0,0031*

20077)  6(23)

17(89.5)  2(10.5)

P=0,4355

71(68.3) 33617)

35(40.2) 52(59.8)

P=0.0001*

TI1(68.3) 33GLT)

91(85) 16015)

P=0.0039*

35(40.2) 52(59.8)

63(78.8) 170212)

P=0.0000*

TIMO) 330)

36(47.4) 40(52.6)

P=0.0019*

TINTA) 33(52.6)

98(79.6) 20(20.4)

P=0.0110*

36(474) 40(52.6)

66(79.6) 17(20.5)

P=0.0000*

45(53.6)  39(464)

9237) 29(763)

P=0.0021*

44(524) 40(47.6)

10(28.6) 25(714)

P=0.0175*

* significant difference (P <0.05)
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Figure legend:

Figure 1: PCR­RFLP of XRCC!I (A) and XYRCC3 (B) genes. A. Lane 1: molecular weight

marker. Lane 2: wild­type homozygous codons 194 and 399. Lane 3: wild­type 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 type­homozygous

codon 399. Lane 6: wild­type homozygous codon 194 and mutant homozygous codon 399. B.

Lane 1: molecular weight marker. Lanes 2 and 5: heterozygous codon 241. Lane 3: wild­type

homozygous codon 241. Lane 4: mutant homozygous codon 241.
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Codon 194 ArgArg Arg/Arg Try/Trp Arg/Dp Arg/Arg Codon241 Th/Md Thr/Ilr MA/MÊA Th/Md

Codon 399 Arg/Arg Arg/Gln Arg/Arg Arg/Arg Gln/Gin
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V­ Discussão

Estudos epidemiológicos, nas últimas décadas, têm evidenciado diversos alelos

variantes de enzimas que participam do metabolismo de xenobióticos e do reparo do DNA e
sua associação com risco de câncer (NEBERT; MCKINNON; PUGA, 1996; GOODE;

ULRICH; POTTER, 2002). Os sistemas de reparo do DNA atuam na manutenção da

integridade genômica, reparando danos causados à molécula de DNA por fatores endógenos e
exógenos, bem como erros surgidos durante a replicação 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 câncer é importante para a caracterização de populações de alto

risco. LE)

Neste estudo, foram estimadas as freqiiências dos polimorfismos dos códons

194 e 399 do gene XRCCI que participa do reparo de excisão de bases (BER) e do códon 241

do gene YRCC3, envolvido no sistema de reparo de recombinação homóloga (HRR), em

indivíduos saudáveis da população brasileira e a associação e interação desses polimorfismos

com fatores ambientais e risco para a gastrite crônica e câncer gástrico. Não foram observadas

diferenças significantes entre as distribuições genotípicas e alélicas destes polimorfismos
entre sexo e etnia no grupo de indivíduos saudáveis, nem entre esse grupo com os grupos de

pacientes com gastrite crônica e câncer gástrico.

Nos 300 indivíduos saudáveis avaliados, as frequências dos alelos variantes

para os códons 194 e 399 do gene XYRCCI foram, respectivamente, 0,07 e 0,33, semelhante à

descrita por outro estudo brasileiro em 96 indivíduos (ROSSIT et al., 2002) e para outras

populações caucasianas (LUNN et al., 1999; DAVID­BEABS; LONDON, 2000; SMITH et

al., 2003). Considerando­se as diferentes etnias, o polimorfismo do códon 194 apresentou
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frequência alélica semelhante a afro­americanos (LUNN et al., 1999; DAVID­BEABS;

LONDON, 2000) e egípcios (ABDEL­RAHMAN «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 códon 399 foi mais elevada que as observadas para afro­americanos (LUNN
et al., 1999; DAVID­BEABS; LONDON, 2000), taiwaneses (LUNN et al., 1999), chineses

(SHEN et al., 2000), egípcios (ABDEL­RAHMAN et al., 2000) e coreanos (PARK «et al,

2002).

Para o códon 241 do gene XRCC3.ainda não há na literatura estimativa da

frequência desse alelo em populações brasileiras, assim o presente estudo apresenta os

primeiros resultados, mostrando uma frequência de 0,35, semelhante à descrita para

caucasianos americanos (DAVID­BEABS; LUNN; LONDON, 2001) e italianos (MATULLO

et al., 2001b), mas superior àquelas observadas para afro­americanos (DAVID­BEABS;
LUNN; LONDON, 2001) e chineses (SHEN et al., 2004). Estas diferenças mostram uma

variabilidade na distribuição alélica desses genes de reparo do DNA em diferentes populações

e etnias. Portanto, enfatizando a necessidade e importância de estudos que avaliem tais

parâmetros em populações diversas, principalmente a brasileira, caracterizada pela grande

miscigenação desde a época de sua colonização, assim distinguindo­a dos demais países.

Vários estudos têm avaliado os efeitos destes e outros polimorfismos sobre o

risco de muitos tipos de cânceres, e muitas vezes os resultados são divergentes, evidenciando

a grande complexidade funcional existente no processo carcinogênico. Para o câncer gástrico,
estes dados ainda são 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 frequência dessa neoplasia é bastante elevada.

O presente trabalho consiste também na primeira avaliação simultânea desses

três. polimorfismos em pacientes com câncer gástrico e gastrite crônica, uma lesão do
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estômago, que apesar de benigna é muito fregiiente na população e comumente acompanhada

pela infecção com a bactéria H. pylori, um potente carcinógeno (TIARC, 1994), que aumenta

em até 10 vezes o risco de câncer de estômago (GENTA, 1998).

Como relatado para outras populações não foi verificada associação dos
polimorfismos dos genes XYRCCI e XRCC3 com o risco de câncer gástrico e gastrite crônica

na população brasileira. Por exemplo, em populações coreana (LEE et al., 2002) e chinesa

(RATNASINGHE et al., 2004), os polimorfismos dos códons 194 e 399 do gene XRCC! não

foram mais frequentes nos pacientes com câncer gástrico do que nos controles. Porém, em um

único estudo na população chinesa, Shen et al. (2000) observaram uma associação entre estes

dois polimorfismos e aumento de risco para o câncer gástrico na região da cárdia. Até o

presente, há conhecimento de apenas um estudo que avaliou o efeito do polimorfismo do

códon 241 do gene XYRCC3 em câncer gástrico (SHEN et al., 2004) e, da mesma forma que os

dados ora obtidos, não evidenciou qualquer associação entre o alelo variante e o risco desta

: neoplasia.

As diferenças relatadas nos diferentes estudos podem ser devidas a diversos

fatores, como a localização do câncer gástrico em diferentes regiões do estômago, que pode

estar relacionada com alterações genéticas distintas, conforme os fatores ambientais

desencadeantes. Neste estudo, a maioria dos tumores estavam localizados no antro e no corpo

gástricos, que são comumente associados com infecção pela H. pylori. Também deve ser
considerado o tamanho da amostra avaliada, que em alguns estudos, por ser reduzida, pode |
não manifestar diferenças estatísticas entre caso e controle. No presente trabalho foram

analisados cerca de 200 indivíduos em cada grupo e seus respectivos controles, um número

considerável quando comparado aos relatados na literatura. Por exemplo, outros estudos em

câncer gástrico avaliaram cerca de 190 indivíduos (SHENet al., 2000; LEE et al., 2002;

SHEN «et al, 2004) e apenas um apresentou número inferior, de 90 indivíduos
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(RATNASINGHE et al., 2004). Também deve­se destacar que diferentes polimorfismos, em

outros sistemas de reparo ou na metabolização de xenobióticos, podem interagir na

suscetibilidade aos diversos tipos de câncer.

Em gastrite crônica, ainda não há relatos de estudos que investigaram a

associação com esses polimorfismos de genes de reparo, como já descrito para alguns genes

de metabolização como GSTMI, GSTTI e CYPIAI nas populações brasileira (COLOMBO et
al., 2004) e chinesa (SETIAWAN et al., 2000). Apesar de não ter se constatado diferenças

estatísticas para os alelos variantes 194Trp, 399Gln e 241Met nos genes XRCCI e XRCC3,

respectivamente, no grupo de gastrite crônica quando foi investigada a interação intragênica e

intergênica, verificou­se que a combinação dos três alelos variantes pode estar associada com

o desenvolvimento desta lesão, quando comparado com o grupo de câncer gástrico. Assim,

uma deficiência na capacidade de reparo do DNA devido a estes polimorfismos, pode permitir

o acúmulo de danos ao DNA derivados de diversos fatores endógenos e exógenos, aumentado

O risco de carcinogênese do estômago.

As proteínas XRCC] e XRCC3 atuam, respectivamente, nas vias de reparo por
excisão de bases e reparo por recombinação homóloga, responsáveis principalmente pela

remoção de danos como adutos de DNA, SSB (Single Strand Break), DSB (Double Strand

Break) e bases danificadas, originados por processos endógenos ou induzidos por

carcinógenos ambientais, como os provenientes do tabaco. Durante o processo de reparo,

estas proteínas interagem com outras que exercem funções específicas e importantes,
tornando­se então, essenciais para o funcionamento adequado destas vias. Alguns estudos têm

sugerido que os polimorfismos dos códons 399 do gene XRCCI e 241 do gene XRCC3,

podem estar associados com fenótipos de múltiplos danos ao DNA em células e tecidos

humanos. Por exemplo, Lunn et al. (1999) descreveram que o alelo 399GlIn estava associado

com aumento dos níveis de adutos aflatoxina­DNA em tecido placental, enquanto Duel! et al.
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(2000) associou este mesmo alelo com adutos polifenol­DNA em células mononucleares

sanguíneas e aumento de trocas entre cromátides­irmãs em linfócitos de fumantes. Para o

alelo 241Met, Matullo et al. (2001a) relacionaram com adutos de DNA em linfócitos em

indivíduos saudáveis. Deste modo, a variação na capacidade de reparo do DNA devido a estes

polimorfismos, pode modular o efeito genotóxico de fatores ambientais como os metabólitos

do cigarro e do álcool.

No estudo ora realizado, foi verificada uma associação entre o alelo variante

194Trp do gene XYRCCI e tabagismo no grupo com gastrite crônica, enquanto os alelos

399GIn do gene XYRCCI e 241 Met do gene XYRCC3 foram associados ao tabagismo e etilismo

em ambos grupos com gastrite crônica e câncer gástrico. Os diversos carcinógenos presentes

no tabaco, como aminas aromáticas e hidrocarbonetos aromáticos policíclicos NEWCOMB;

CARBONE, 1992), bem como metabólitos reativos formados durante a metabolização do
etanol (BROOKS, 1997), podem provocar danos àmolécula de DNA e, deste modo, aumentar

a suscetibilidade ao câncer quando os sistemas de reparo do DNA estão prejudicados devido à

presença de variantes genéticas. Muitos trabalhos têm indicado o tabagismo e o etilismo na

etiologia do câncer gástrico (ZARIDZE et al., 2000; MUNÕÔZ et al., 2001), porém, até o

presente, nenhum estudo havia descrito uma associação entre os polimorfismos dos genes

XRCCI e XRCC3 com esses fatores ambientais na carcinogênese gástrica.

Embora não tenha sido encontrada uma associação direta entre os

polimorfismos dos códons 194 e 399 do gene XYRCCI e códon 241 do gene XYRCC3 com o

risco de gastrite crônica e câncer gástrico neste trabalho, foi verificada uma forte interação

entre estes polimorfismos e fatores ambientais, que podem atuar na suscetibilidade à estas

lesões, devendo ser destacada a interação entre os três alelos variantes aqui estudados com o

risco de gastrite crônica. A escassez de estudos sobre polimorfismos de genes de reparo do

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

câncer.
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VI — Conclusões

1. Os polimorfismos dos códons 194 e 399 do gene XRCCI e do códon 241 do gene

XRCC3 em indivíduos saudáveis da população brasileira apresentam frequências

similares entre sexo e etnia (caucasóides e negróides), mas diferem das descritas para

outras populações como a asiática, mostrando variabilidade étnica;

Não há uma associação direta entre os polimorfismos avaliados e suscetibilidade à

gastrite crônica e câncer gástrico. Contudo é observado um risco maior de gastrite

crônica com a combinação dos três polimorfismos, evidenciando uma interação intra e

intergênica;

Os fatores ambientais como tabagismo e etilismo, que exercem papel importante na

carcinogênese do estômago, podem interagir com os alelos variantes dos genes

XRCCI e XRCC3 e aumentar o risco para gastrite crônica e o câncer gástrico.

Contudo, a infecção pela H. pylori apesar de ser um potente carcinógeno gástrico, não

mostrou associação com os polimorfismos avaliados.
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VII ­ Resumo

Os sistemas de reparo do DNA atuam corrigindo danos causados por

compostos de origem endógena ou exógena e erros do processo de replicação. À capacidade

de reparo reduzida, devido à mutações ou polimorfismos em genes que codificam as

diferentes enzimas de reparo do DNA, pode constituir um fator de risco para muitas doenças

humanas inclusive o câncer. O câncer gástrico, uma das neoplasias com maior taxa de

incidência e mortalidade mundialmente apresenta etiologia complexa, mas fatores ambientais

relacionados principalmente com a dieta, estilo de vida como o consumo de álcool e tabaco e

a infecção pela bactéria Helicobacter pylori, exercem importantes funções, pois são fontes de

danos no material genético. Neste estudo, foram determinadas as frequências dos

polimorfismos dos códons 194 e 399 do gene de reparo de excisão de bases XRCCI e do

códon 241 do gene de reparo por recombinação homóloga XRCC3 em indivíduos saudáveis,

pacientes com câncer gástrico e gastrite crônica, uma lesão benigna que aumenta o risco desta

neoplasia. Também avaliou­se a interação desses polimorfismos com fatores ambientais e

susceptibilidade à estas lesões. A genotipagem de 202 indivíduos com gastrite crônica (GC),

160 com câncer gástrico (CG) e 300 indivíduos saudáveis (C) foi realizada pela técnica de

PCR­RFLP. No grupo controle a frequência do alelo variante para os códons 194, 399 e 241

foi 0,07, 0,33 e 0,35, respectivamente. Estas frequências não apresentaram diferenças

estatísticas entre sexo e etnia (caucasóides e negróides), mas foram distintas das descritas para

outras populações como chineses, taiwaneses, egípcios e coreanos, evidenciando variabilidade

étnica. Da mesma forma, não houve diferenças significantes dessas freqiências 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

ocorrência dos três polimorfismos simultaneamente contribuiu para aumentar o risco de

gastrite crônica (p=0,0372). O alelo variante 194Trp foi associado com tabagismo no grupo
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de gastrite crônica (OR=0,24, 95%IC=0,06­0,86), enquanto o polimorfismo 399GIn foi

associado ao tabagismo e etilismo nos grupos de gastrite crônica (OR=0,49, 95%IC=0,28­

0,85 e OR=0,38, 95%IC=0,19­0,74) e câncer gástrico (OR=0,28, 95%IC= 0,15­0,54 e

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

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

crônica (OR=0,41, 95%IC=0,24­0,70 e OR=0,47, 95%IC=0,25­0,90) e câncer gástrico

(OR=0,37, 95%IC=0,19­0,72 e OR=0,23, 95º%IC=0,11­0,46). Este trabalho apesar de não

evidenciar uma associação direta entre os polimorfismos dos genes XRCCI e XRCC3 com

suscetibilidade à gastrite crônica e câncer gástrico, mostra pela primeira vez na população

brasileira, uma interação intra e inter gênica dos alelos variantes 194Trp e 399Gln do gene

XRCCI e 241Met do gene XYRCC3 e o risco de gastrite crônica, uma lesão pré­cancerosa.

Ainda foi evidenciada a interação gene­ambiente entre estes polimorfismos e o consumo de

cigarro e álcool, dois potentes fatores de risco, que podem conjuntamente contribuir para o

desenvolvimento do processo carcinogênico.

Palavras chave: câncer gástrico, gastrite crônica, polimorfismos, reparo do DNA, XRCCI,

KXRCC3.
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DNA repair systems act by correcting damages of endogenous or exogenous

origin and errors of the replication process. À 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. Gastrioc 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 (suchas 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 XYRCC3, 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 PCR­RFLP 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=0.06­0.86), while the 399Gln polymorphism was associated

with smoking and drinking in the groups with chronic gastritis (OR=0.49, 95%CI=0.28­0.85

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

OR=3.84, 95º%CIE=1.59­9.09), 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, 95º%CI=0.24­0.70 and OR=0.47, 95%CI=0.25­0.90) and gastric cancer

(OR=0.37, 95%CIF=0.19­0.72 and OR=0.23, 95%IC=0.11­0.46). This work, although it does

not show any direct association between the polymorphisms of the XYRCCI 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 inter­gene interaction of the variant alleles XYRCCI

194Trp and 399GIn and XRCC3 241Met and the risk of chronic gastritis, a precancerous

lesion. Moreover, a gene­environment 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, XRCCI, XRCC3.
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Apêndice A

X­ APÊNDICE A

Questionário do projeto: Interação dos polimorfismos dos genes de reparo XRCCI e XRCC3 com fatores
ambientais e suscetibilidade ao câncer gástrico.

Responsáveis: Mestranda Márcia Cristina Duarte e Profa. Dra. Ana Elizabete Silva (Departamento de Biologia
IBILCE­UNESP, São José do Rio Preto­SP), Dr. Alaor Caetano e Dr. Aldenis Albanese Borim (Hospital de
Base de São José do Rio Preto­SP) e Dr. Durval Renato Wornrath (Fundação Pio XII, Barretos­SP).

IL IDENTIFICAÇÃO

Data de nascimento:......./.iidonaaos Sexo( )F ( JM

Grupo étnico: ( )caucasóide ( )negróide ( ) asiático

I. DADOS PESSOAIS E FAMILIAIS

­ Consumo de bebida alcoólica: (/ ) sim ( )não ( )ex­etilista

­ Doenças anteriores:

( ) úlcera ( ) gastrite

( )úlera ( ) gastrite
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