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RESUMO

MOURA, K. C. R. Andlise da frequéncia do polimorfismo rs12979860 C/T no
gene da IL28B em pacientes acometidos por cancer gastrico. 2015. 72 f.
Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade
Estadual Paulista, 2015.

O cancer gastrico € um dos tipos de cancer mais comum e esta associado com
uma alta frequéncia de mortalidade. Embora nas ultimas décadas tenha ocorrido
um decréscimo na incidéncia mundial, o progndstico desta patologia permanece
ruim, principalmente quando o diagndstico é feito em estagios avancados. A
etiologia € complexa e multifatorial, onde a combinag¢ao de fatores genéticos e
ambientais parecem estar envolvidos na carcinogénese e progressao da doenca.
Desta forma, o objetivo deste estudo foi determinar a frequéncia do polimorfismo
rs12979860 C/T no gene IL28B em amostras de carcinoma gastrico provenientes
de dois estados brasileiros, Sao Paulo e Ceara, associando as caracteristicas
clinicas e epidemiolégicas desses pacientes. Os resultados demonstraram que
29,7% dos pacientes apresentam o gendtipo CC, enquanto a frequéncia dos
individuos heterozigotos e (CT) e homozigotos (TT) foram 56,3% e 9%,
respectivamente. Em comparagao com dados descritos na literatura e do dBSNP
de populagdes usadas como controle, a frequéncia do alelo T foi mais alta nos
pacientes acometidos por cancer gastrico (tumor difuso: 45,5%, tumor intestinal:
39%, literatura: 11 a 35 e dBSNP: 36%). Ainda neste contexto, encontramos uma
significante menor frequéncia do gendtipo CC entre os pacientes acometidos por
tumores difusos (22,7%), quando comparados aos individuos saudaveis (44 a
51%). Nos casos provenientes da populagdo cearense o alelo C foi
significativamente mais elevado no tipo intestinal (67%) quando comparado ao
tipo difuso (50%), ressaltando a maior frequéncia do alelo T nos casos difusos.
Analisando-se a frequéncia do polimorfismo rs12979860 C/T e a genotipagem de
Helicobacter pylori foi observada uma forte associagdo entre o gendtipo e a
infecgdo pela bactéria CagA+, onde pacientes portadores da cepa mais
patogénica (CagA+) apresentaram frequéncia maior do gendtipo menos protetor
(TT), principalmente no histotipo difuso (p=0,001). Além disso, este mesmo alelo
apresentou significante associagdo com a ocorréncia de metastases em
linfonodos regionais em tumores de mesmo tipo histoldégico. Baseados nos
resultados aqui obtidos, concluimos que parece haver uma relacdo do alelo T
aliado a infecgao pela cepa mais patogénica (CagA+) do Helicobacter pylori na
progressao tumoral gastrica em carcinomas do tipo difuso.

Palavras-chave: Cancer gastrico; IL28B; Polimorfismo.



ABSTRACT

Moura, K. C. R. Analysis of frequency of polymorphism rs12979860 C/T in
the IL28B gene in patients suffering from gastric cancer. 2015. 72 |.
Dissertation (Master) - Faculty of Medicine of Botucatu, Universidade Estadual
Paulista, 2015.

Gastric cancer is one of the most common types of cancer and is associated with
a high mortality rate. Although in recent decades there has been a decrease in
the global incidence, prognosis of this condition remains poor, especially when
the diagnosis is made in advanced stages. The etiology is complex and
multifactorial, where the combination of genetic and environmental factors appear
to be involved in carcinogenesis and progression of the disease. Thus, the aim of
this study was to determine the frequency of the polymorphism rs12979860 C/ T
in the IL28B gene in gastric carcinoma samples from two Brazilian states, S&o
Paulo and Ceara, associating the clinical and epidemiological characteristics of
these patients. The results showed that 29.7% of patients present with the CC
genotype, while the frequency of heterozygotes and (TC) and homozygous (TT)
were 56.3% and 9%, respectively. Compared to data reported in the literature and
used as control populations of dbSNP, the frequency of the T allele was higher in
patients affected by gastric cancer (diffuse tumor: 45.5%, intestinal tumor: 39%,
literature: 11-35 and dbSNP: 36%). Also in this context, we found a significant
lower frequency of the CC genotype among patients affected by diffuse tumors
(22.7%) when compared to healthy subjects (44-51%). In cases from Ceara
population the C allele was significantly higher in the intestinal type (67%)
compared to the diffuse type (50%), emphasizing the greater frequency of the T
allele in diffuse cases. Analyzing the frequency of polymorphism rs12979860 C /
T and genotyping of Helicobacter pylori was observed a strong association
between genotype and infection with CagA + bacteria, where patients with the
most pathogenic strain (CagA +) had a frequency higher than genotype less
protective (TT), particularly in diffuse histotype (p = 0.001). In addition, this same
allele was significantly associated with the occurrence of metastases in regional
lymph nodes in tumor same histological type. Based on the present results, we
conclude that there seems to be a T allele compared ally to infection by the most
pathogenic strain (CagA +) of Helicobacter pylori in gastric tumor progression in
the diffuse type carcinomas.

Keywords: Gastric cancer; IL28B; Polymorphism.
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1 INTRODUGCAO

O céancer gastrico ainda constitui um problema mundial grave de saude,

sendo a quarta neoplasia mais frequente no mundo.

No Brasil, o cancer gastrico ainda representa importante causa de 6bito
e se coloca entre as cinco localizagbes primarias mais comuns de mortes e de
casos novos de cancer, em ambos os sexos (TEIXEIRA & NOGUEIRA, 2003).
Para o pais, o numero estimado de casos novos para o ano de 2014 foi de
20.390, acometendo 12.670 homens e 7.520 mulheres. Quanto ao numero de
obitos, no ano de 2011 ocorreram 13.328 mortes por céncer gastrico, sendo
8.608 homens e 4.720 mulheres (INCA, 2014).

E um cancer duas vezes mais comum em homens, colocando-se como
0 segundo mais frequente nas regides Norte e Nordeste e o quarto nas regides
Sul, Sudeste e Centro-Oeste. Para as mulheres ocupa a quarta posicdo na
regido Norte, a quinta na regido Centro-Oeste e a sexta nas regides Sudeste, Sul
e Nordeste (INCA,

Trata-se de uma patologia rara antes dos 40 anos de idade, com seu
pico maximo de incidéncia registrado na sétima década de vida.

A incidéncia e a mortalidade do cancer gastrico tém diminuido nas
ultimas décadas no mundo inteiro, principalmente nos paises desenvolvidos. A
alta mortalidade é registrada atualmente na Ameérica Latina, principalmente na
Costa Rica, Chile e Colédmbia. Porém, o maior niumero de casos ocorre no Japao,
onde sdo encontrados 780 doentes por 100.000 habitantes (INCA, 2014). Com
excegao do Japao, a prevaléncia do CG é maior nas populagbes de baixo nivel
socioecondmico. As causas do declinio da incidéncia estdo provavelmente
relacionadas a mudangas na exposicdo das populagdes dos paises
desenvolvidos a fatores de risco para a doencga, em decorréncia da melhoria das
condi¢cdes econbmicas e sociais, tais como a mudanca nos habitos alimentares,
as facilidades de conservacao de alimentos e a diminuicio da taxa de infeccao
por Helicobacter pylori (BOGLIOLO, 2006).

O diagnéstico geralmente é feito na fase avangada da progressao da
doenga, o que dificulta a eficacia dos procedimentos terapéuticos e o prognéstico

dos pacientes. Tornando-se, portanto, relevante a identificacdo de fatores que
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possam ser utilizados como biomarcadores de risco para essa doenga (CUNHA,
2010).

Os fatores etioldgicos envolvidos na génese do cancer gastrico ndo sao
inteiramente conhecidos. Estudos epidemioldgicos demonstram a importancia de
fatores ambientais, notadamente alimentares, na patogenia desta neoplasia
(RODER, 2002).

A ocorréncia de cancer gastrico vem sendo associada a exposicao a
fatores extrinsecos, como o uso de dietas com altas concentracoes de cloreto de
sodio, nitratos e nitritos contidos em alimentos defumados e frituras e a fatores
intrinsecos decorrentes da constituicao genética (ABREU, 1997; CARNEIRO et
al., 1997).

Outras vias podem ainda contribuir para carcinogénese gastrica. Neste
contexto, o papel do sistema imunolégico na prevengdo ao surgimento e
progressao de tumores tem sido alvo de uma grande quantidade de estudos no
campo da imunologia tumoral.

Assim considerando os diversos fatores envolvidos no desenvolvimento
da neoplasia gastrica, cujas vias ainda ndo estdo bem elucidadas, aliados aos
dados que descrevem a participacdo de mediadores imunoldgicos nos processos
tumorais, a proposta deste projeto se resume ao interesse em determinar a
freqiéncia do polimorfismo rs12979860 C/T em pacientes acometidos por
carcinoma gastrico, buscando correlagbes entre a frequéncia desta variagédo
génica, a genotipagem de Helicobacter pylori e caracteristicas clinicas,

anatomopatolégicas e epidemioldgicas desses pacientes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Histopatologia

O cancer gastrico (CG) pode se iniciar em qualquer parte do estdmago.
Ele pode se espalhar pelos linfonodos préximos e para outras areas do corpo
como figado, pancreas, intestino grosso (célon), pulmdes e ovarios. Apresenta-
se, predominantemente, na forma de trés tipos histoldgicos: adenocarcinoma
(responsavel por 95% dos tumores), linfoma, diagnosticado em cerca de 3% dos
casos, e leiomiossarcoma, iniciado em tecidos que d&o origem aos musculos e
aos o0ssos (INCA, 2014). A maioria dos tumores que atingem o estbmago € do
tipo adenocarcinoma, ou seja, originam-se a partir da camada que reveste
internamente o estbmago (DE VITA, 1997).

A anatomia do estbmago permite a classificacdo da carcinogénese
gastrica por estadiamento. Os sistemas de estadiamento mais utilizados
atualmente sdo o de Borrmann, baseado no aspecto macroscoépico do tumor, os
sistemas de Laurén e o da Organizagdo Mundial da Saude, OMS, baseados em
achados microscopicos.

O sistema proposto pela OMS considera o padrdo histologico
encontrado e classifica os tumores de acordo com o predominante. O
adenocarcinoma subdivide-se em quatro tipos, de acordo com o seu padrao de
crescimento (papilar, tubular, mucinose e anel de sinete) (WATANABE et al.,
1997).

Com base no aspecto macroscopico, os tumores gastricos podem ser
classificados de acordo com a classificagdo de Borrmann (1926) da seguinte
forma: Tipo | — lesdo vegetante ou polipdide, que cresce em diregédo a luz
gastrica (Borrmann [); Tipo Il — lesdo ulcerada e delimitada, de crescimento
predominantemente expansivo (Borrmann Il); Tipo Il — les&o ulcero-infiltrante,
que tem crescimento predominantemente na parede do 6rgdo, com limites
imprecisos (Borrmann lll) e do tipo IV — lesao infiltrativa, de limites imprecisos,
que cresce na parede, espessando-a e que, quando atinge o érgao, é chamada
de linite plastica (Borrmann V).

Quanto aos achados microscopicos, Laurén (1965) propdés uma

classificacdo em que existem duas formas de CG com aspectos epidemiolégicos,
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patogénicos e morfoldgicos distintos. O carcinoma do tipo intestinal, comum nas
populagbes de alto risco para CG, acomete preferencialmente homens (relacéo
masculino / feminino de 1,8-2:1), com média de idade em torno de 60 anos,
associa-se a gastrite crdnica atréfica e metaplasia intestinal e é constituido por
glandulas mais ou menos diferenciadas, com escassa secregdo de muco. Nos
paises desenvolvidos, queda das taxas de mortalidade por CG deve-se a
reducido da prevaléncia desse tipo de neoplasia. O carcinoma do tipo difuso é
mais freqliente nas populagdes de baixo risco, nas quais corresponde a cerca de
50% dos casos; acomete igualmente ambos os sexos, na faixa etaria em torno
de 50 anos, ndo tem relacdo com a gastrite cronica atréfica ou metaplasia
intestinal, origina-se provavelmente no epitélio gastrico normal e é constituido por
células isoladas e com tendéncia a produzir e acumular muco intracelular. Sua
prevaléncia nao se alterou significativamente nas ultimas décadas (BOGLIOLO,
2006).

Diagnéstico

A maior parte dos casos de cancer gastrico é diagnosticada em estadios
avancados da doenca, comprometendo a eficacia dos procedimentos
terapéuticos e contribuindo para o mau prognéstico. Nos paises ocidentais nao
ha estratégias de rastreamento. Na maior parte dos casos os pacientes
apresentam quadro clinico assintomatico ou inespecifico, dificultando o
diagnostico precoce. Os sintomas cursam de acordo com a localizagéo
anatémica do tumor, podendo incluir emagrecimento, anemia, vémitos, nauseas,
anorexia, plenitude pés prandial e em alguns casos hematémese (INCA, 2010).

O diagndstico é realizado principalmente através de endoscopia
digestiva alta, que permite visualizar a lesdo em uma analise macroscopica
auxiliando no planejamento cirargico. O exame permite ainda, a realizagcao de
biépsia para obtencdo de material para estudo histolégico e pode ser associado
a tomografias computadorizadas, ultrassonografias endoscoépicas, exames
radiolégicos de duplo contraste e avaliagdes bioquimicas (INCA, 2010; MINCIS e
POSSIK, 2002).
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Estadiamento

Uma vez diagnosticado, a terapéutica deve ser instituida baseada no
estadiamento do tumor.

Clinicamente a ecoendoscopia e a tomografia axial computadorizada
(TAC) apresentam-se como o0s principais meios para estabelecer o
estadiamento. Através destes exames pode-se determinar o nimero de camadas
do estdbmago atingidas e analisar o comprometimento dos o6rgéos, vasos e
ganglios adjacentes. A analise da presenga de metastases e de acometimento
ganglionar é dificultada por estes meios devido a capacidade limitada da
penetracao das sondas (MOTOO et al., 1994).

A ressonadncia magnética nuclear apresenta alta sensibilidade na
identificacdo de doenca metastatica e lesbes hepaticas suspeitas, sendo ainda
uma alternativa nas situagdes em que ha contra-indicacdo a TAC por alergia ao
contraste ou insuficiéncia renal. PET-CT Scan (Scan Positron Emition
Tomography) permite identificar locais de metastases com alta sensibilidade
devido a deteccao de anormalidades metabdlicas através da tomografia por
emissbes de positrons. Pode ainda auxiliar no estadiamento, detectar
precocemente a recidiva de tumores e verificar resposta a terapéutica. A
laparoscopia e a videolaparoscopia podem auxiliar no estadiamento contribuindo
para selecionar de forma mais efetiva pacientes candidatos a resseccao
cirurgica, contra indicando uma possivel laparotomia (MINCIS e MINCIS, 2008).

O estadiamento patoldgico é realizado através da analise microscépica
proveniente da ressecgao cirurgica. Atualmente existem dois principais sistemas
de estadiamento que levam em conta critérios como o tamanho do tumor,
invasdo ganglionar com linfonodos acometidos e presenca de metastases. Nos
paises orientais, o sistema utilizado foi instituido pela JCGC (Japanese
Classification of Gastric Carcinoma). No Brasil utiliza-se a classificagdo pTNM
(Tabela 1), estabelecido pela AJCC (American Joint Committee on Cancer) para

compor o estadiamento tumoral (Tabela 2).
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Tabela 1: TNM Patolégico, classificacdo baseada na observacdo microscoépica
do material proveniente da ressecgao cirurgica, visando avaliar a profundidade do tumor
(T), presenga de linfonodos comprometidos (N) e ocorréncia de metastase a distancia
(M).

“Tumor Primario (pT)

TX Tumaor primédrio ndo pode ser avaliado
TO Sem evidéncia de tumor primario
Tis Carcinoma /7 sty
T1 Tumor invade a lamina propria ou submucosa
T2 Tumor invade a muscular propna ou subserosa
T2a  Tumorinvade a muscular propria
T2b  Tumor invade subserosa
T3 Tumor invade a serosa sem invadir estruturas adjacentes
T4 Tumor invade estruturas adjacentes
[ e e Y I [ DI DI ]
Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
Sem metastase para linfonodos regionais
N1 Metastase em 1 a 6 linfonodos regionais
N2 Metastase em 7 2 15 linfonodos regionais
N3 Metastase em mais de 15 linfonodos regionais

Mx Presenca de metdstase a distancia ndo pode ser avaliada
MO  Sem metastase 2 distancia
M1 Com metastase a distancia

Fonte: Adaptado do Cancer Staging Handbook, 2002.
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Tabela 2: Estadiamento pTNM baseado nos dados obtidos na analise pTNM
(tabela 1).

Estadiamento pTNM
0 Tis NO MO
1A T1 NO MO
T1 N1 MO
1B
T2a/b N1 MO
T1 MO
N2
I1 T2a/b MO
N1
T3
T1 NO MO
II1IA
T2a/b N1 MO
111B T3 N2 MO
T4 N1-3 MO
IV T1-3 N3 MO

Qualquer Qualquer M1

Fonte: Adaptado do Cancer Staging Handbook, 2002.

Tratamento e Sobrevida

Atualmente o sucesso cirurgico e terapéutico para um paciente
diagnosticado com céncer gastrico é relatado como uma sobrevida global de
cinco anos. Os numeros variam mundialmente, chegando a 21% em individuos
europeus (Berrino et al., 1999; Akoh e Macintyre, 1992) e até 47% no Japao
(Hisamichi e Sugawara, 1984), retratando efeitos benéficos que programas
rastreamento podem apresentar. No Brasil, poucos estudos relatam estes dados.
Observa-se uma sobrevida global em 5 anos muito inferior aos paises
desenvolvidos, atingindo uma taxa de apenas 9% (Bustamante-Teixeira et al.,
2006). O tratamento padrédo para pacientes com céancer gastrico é a
gastrectomia, que pode ser total ou parcial. A opgao cirlrgica baseia-se na
localizagdo, tamanho e estadiamento do tumor. Naqueles localizados na porg¢ao

alta e média do corpo gastrico, indica-se a gastrectomia total, e nos situados
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abaixo dessa regido, a ressecgao parcial. De acordo com o estadiamento da
doenga, a abordagem cirurgica podera ser estendida a uma linfadenectomia, que
pode ser orientada por marcadores através da técnica de linfonodo sentinela.
Outros tratamentos incluem a quimioterapia e a radioterapia, que podem ser
realizadas em diversos esquemas terapéuticos, de acordo com as caracteristicas
clinico-patoldgicas do paciente (Hiratsuka et al., 2001).

Para pacientes em estadios avancados da doenca existem ainda os
tratamentos paliativos, que podem incluir todas as abordagens relatadas
anteriormente, porém, sem a intencao curativa. Os critérios para realizacao de
cirurgias de resseccao paliativa ou tratamento paliativo endoscépico levam em
conta, dentre outros fatores, o alivio de sintomas e melhora da qualidade de vida
do paciente. Comumente sao realizadas abordagens cirurgicas de derivacao
para prolongar o uso do trato gastrointestinal ou apenas para tratamento de

complicagcbes como perfuragées e hemorragias (Bandoh et al., 1991).

Etiologia

A ocorréncia de cancer gastrico vem sendo associada a exposi¢cao a
fatores extrinsecos, como o uso de dietas com altas concentracdes de cloreto de
sodio, nitratos e nitritos contidos em alimentos defumados e frituras e a fatores
intrinsecos decorrentes da constituigdo genética (ABREU, 1997; CARNEIRO et
al., 1997). Estudos epidemiolégicos comprovam a relagao entre nutricdo e cancer
de estbmago, indicando que a associagao entre fator protetor com dieta
composta por legumes frescos e frutas € altamente consistente em numerosos
estudos e sugere que a vitamina C e o caroteno diminuem o risco de cancer de
estdbmago (LATORE, 1997; KONO & HIROHATA, 1996).

Ainda considerando os fatores extrinsecos, encontra-se a infecgdo
causada pela bactéria Helicobacter pylori (HP), classificada como carcinégeno de
classe |, no cancer gastrico, pela Organizacdo Mundial da Saude (IARC, 1994).
Essa bactéria é aceita como a principal causa de caracteristicas histolégicas que
levam as doencas gastroduodenais, incluindo a ulcera péptica, gastrite crénica e
linfoma de MALT (mucosa associated lymphoid tissue).

Varios mecanismos tém sido implicados no papel do H. pylori no

processo de carcinogénese gastrica. A agdo do microorganismo na mucosa
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gastrica leva a esfoliagao do epitélio, o que provoca um aumento da proliferagao
celular, normalmente acompanhada de células precursoras imaturas. Desta
forma a produgdo de mucina é alterada, prejudicando a integridade e fungéo
protetora da mucosa gastrica. Adicionalmente, durante a resposta inflamatéria do
hospedeiro, ocorre estimulo de citocinas, IL-1, IL-6, IL-8 e TNF-a e atragdo de
neutrofilos e células inflamatérias mononucleares, as quais causam danos na
superficie epitelial gastrica (GO & CROWE, 2000; MONTECUCCO & RAPPUOLI,
2001). Essas alteracbes podem levar a perda das células parietais (atrofia),
metaplasia intestinal e adenocarcinoma (BJORKHOLM et al., 2003).
Notadamente, a inflamacdo causada por HP pode gerar radicais livres que
podem contribuir para a ocorréncia de mutagbes. A infecgdo causa gastrite
crbnica em quase todos os individuos infectados (KUIPERS et al., 1995; VALLE
et al., 1996) e a gastrite crbnica esta presente na grande maioria dos casos de
cancer gastrico e esta associada com um aumento do risco para essa condi¢cido
(SIPPONEN, 1994). Contudo, somente uma pequena porcentagem das pessoas
infectadas com HP desenvolvera qualquer das complicagbes gastricas
associadas a infec¢do, sugerindo que o desenvolvimento das doengas parece
ser determinado pela combinacao de varios fatores relacionados ao hospedeiro e
ao micro-organismo (ATHERTON, 1998).

A suscetibilidade genética individual, na realidade, deve ter um papel
critico em uma variedade de processos relevantes para a carcinogénese
gastrica, incluindo a prote¢do da mucosa em face da infecgdo por HP e outros
carcindgenos; a resposta inflamatéria, que condiciona a manutengao, severidade
e resultado da infeccao por HP; o funcionamento da desintoxicagdo dos
carcindgenos e protegao antioxidante; a variabilidade intrinseca dos processos
de reparo do DNA e o controle da proliferagao celular (GONZALEZ et al., 2002).

A parte dos fatores relacionados ao hospedeiro, ha determinantes
especificos de viruléncia das cepas de HP que influenciam os resultados clinicos
da infecgdo. Dois importantes fatores de viruléncia, a citotoxina vacuolizante
(vacuolating cytotoxin, VacA) e a proteina associada a citotoxina (cytotoxin-
associated protein, CagA) foram identificados. Essas proteinas sdo codificadas
respectivamente pelos genes VacA e CagA (COVER et al., 1990). A citotoxina

vacuolizante (VacA) induz a formagéo de vacuolos em células epiteliais gastricas
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in vitro (RUDI et al., 1999) e esta associada com ulcera péptica. Todas as cepas
de H. pylori possuem o gene vacA, no entanto, foi observada uma variagao
consideravel entre as linhagens, na atividade vacuolizante da toxina. A
heterogeneidade dos alelos de VacA pode ser um fator determinante nas
variagbes das doengas entre pacientes infectados por HP. Existem duas regides
variaveis no gene VacA: uma regido de aproximadamente 50 pares de bases
(pb), denominada s, localizada na regido 5’ terminal, que codifica um peptideo
sinal, onde séo identificados os tipos s1 (com subtipos s1a, s1b e si1c) e s2, e
uma regido mediana do gene, em torno de 700 pb que apresenta os subtipos m1
e m2 (ATHERTON et al., 1995).

A combinagcdo em mosaico desses tipos alélicos distintos (s e m)
determina a producdo e a especificidade da atividade da citotoxina e esta
associada a patogenicidade bacteriana. Todas as linhagens possuem um dos
tipos de sequéncia sinal e um dos tipos da regiao mediana, desta forma as
possiveis variantes seriam s1m1, s1m2, s2m2 e cepas com s2m1 nao foram
encontradas. As cepas do tipo s1m1 produzem altos niveis da toxina, o tipo
s1m2 produz niveis de moderados a baixos da toxina, enquanto que s2m2 nao
produzem citotoxina ativa (DOORN et al., 1998; ATHERTON et al., 1997).

A sequéncia sinal do tipo s1, mas nao a do tipo s2, esta fortemente
associada a atividade de citotoxina in vitro, a Ulcera péptica e a presenca do
gene cagA (RUDI et al., 1999).

O gene cagA representa um possivel marcador de viruléncia. Faz parte
da ilha de patogenicidade cag (PAIl), um segmento de 40 quilobases com
aproximadamente 30 genes que desempenham papéis importantes na indugao
da inflamagéao (principalmente IL-8) e possuem homologia a genes que codificam
proteinas do sistema secretor do tipo IV, os quais exportam proteinas das células
bacterianas (PEEK & BLASER, 2002; TUMMURU et al., 1993). O gene cagA
esta presente em aproximadamente 60 a 70% das cepas de H. pylori e codifica
uma proteina de alto peso molecular (120 a 140 quilodaltons) (TUMMURU et al.,
1995). O fator de viruléncia CagA é fortemente associado ao risco de carcinoma,
enquanto que sua auséncia implica, quando muito, em um baixo risco para
adenocarcinomas difusos (PONZETTO et al.,, 1996; PARSONNET et al., 1997;
COVER et al., 1990). O gene cagA é terminal na ilha de patogenicidade e é
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utilizado como marcador para o locus cag inteiro (PEEK & BLASER, 2002).

Embora haja uma forte correlagdo entre a atividade da citotoxina
vacuolizante e a presenca de cagA, os dois genes, cagA e vacA, localizam-se
em loci distintos no genoma do H. pylori e mutagbes de cagA que resultem na
perda da expressdo da proteina CagA, nao afetara a producdo da toxina,
sugerindo que a expressdo das duas proteinas seja independente (ISRAEL &
PEEK, 2001).

As populagbes de HP sdo extremamente diferentes, devido a mutagdes
pontuais, substituicbes, insergdes e/ou delegdes em seu genoma. Um Unico
hospedeiro pode abrigar varias cepas que, com o decorrer do tempo, podem
sofrer mutagdes endégenas, rearranjos cromossémicos ou recombinagdes entre
as cepas (ISRAEL & PEEK, 2001) e a genotipagem de vacA e a deteccao de
cagA podera permitir a identificagdo de pessoas infectadas em diferentes niveis
de riscos (RUDI et al., 1999).

Dentre os fatores intrinsecos, as alteragcbes cromossOmicas e outros
defeitos genéticos tém sido associados ao cancer gastrico e estudos tém
demonstrado evidéncias de predisposi¢cao genética a esta neoplasia. A maioria
dos carcinomas gastricos ocorre esporadicamente e somente uma pequena
proporgdo dos casos (8-10%) parece estar associada a fatores familiais (LA
VECCHIA et al., 1992), entretanto, parentes em primeiro grau de pacientes com
cancer gastrico parecem ter duas ou trés vezes mais chances de serem
acometidos pela mesma doenga (BEVAN & HOULSTON, 1999; LA VECCHIA et
al., 1992).

Outras vias podem ainda contribuir para carcinogénese gastrica. Neste
contexto, o papel do sistema imunolégico na prevengao ao surgimento e
progressao de tumores tem sido alvo de uma grande quantidade de estudos no
campo da imunologia tumoral.

Estudos em humanos e animais de experimentagao
imunocomprometidos, tém evidenciado maior incidéncia de tumores,
comprovando a importadncia da resposta imune natural e adaptativa na
progressao tumoral. Contudo, os resultados s&o ainda controversos e carecem
de maiores esclarecimentos (de VISSER et al., 2006). Inicialmente, esperava-se

que todas as ceélulas tumorais expressassem proteinas estranhas ao organismo,
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porém, essa € a realidade de poucos tumores, frequentemente aqueles induzidos
por virus oncogénicos, nos quais as proteinas virais sdo antigenos estranhos e
tumores induzidos em animais por carcindbgenos potentes (como o
metilcolantreno) (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011).

Embora muitos tumores espontaneos provoquem imunidade fraca ou
mesmo indetectavel, o conhecimento a respeito dos mecanismos moleculares de
varias células pré-tumorais tornou evidente que a vigilancia imunologica e a
imunidade tumoral variam conforme o tipo de tumor, condi¢des organicas,
ambientais e o perfil genético do organismo, o que pode torna-las ineficazes ou
até mesmo favoraveis ao tumor (PIEMONT; ZERBI; DI CARLO, 2003).

As citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular, sintetizadas durante
a fase de ativacao e efetora da imunidade inata e especifica. A resposta imune é
mediada pela liberacdo de diferentes citocinas, que influenciam a producao e
atividade umas das outras, formando um sistema de inter-relacdo dessas
proteinas imunorregulatérias (DRANOFF, 2004).

Os intérferons (IFNs) sao glicoproteinas pertencente a familia das
citocinas, classificados em trés grupos distintos: Tipo | (IFN-a, IFN-B, IFN-¢, IFN-k
e IFN-w); Tipo Il (IFN-y) e Tipo Il (IFN-A: IL- 28A, IL-28B, IL-29) interagindo via
receptores celulares especificos, controlando a homeostasia do organismo
(VAZQUEZ; GOMES:; DAFNY, 2012). Tais proteinas sado produzidas em
situagodes fisiolégicas por diversos tipos celulares como macréfagos, mondcitos,
linfocitos T, células da glia e neurénios, atuando na adeséo celular, metabolismo,
controle de crescimento e diferenciagao celular, com efeito antiproliferativo (LIN
et al., 2012; YANG, 2005).

Inicialmente, os IFNs foram associados a resposta antiviral, contudo,
estudos posteriores evidenciaram o seu envolvimento na regulagdo do
crescimento celular e no efeito imunomodulatério (GOODBOURN et al., 2000;
STARK et al., 1998).

egativa sobre células em

crescimento, com ac¢do antagbnica a

natural killer (NK), |
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via MHC
classe | na membrana celular (WITTE et al., 2010; PIEMONT; ZERBI; DI CARLO,
2003).

Um membro da familia de IFNs do tipo Ill, subfamilia de IFN-A3
(lambda), a Interleucina 28B (IL28B), parece ter um papel fundamental nas
respostas imunes antivirais e antitumorais (KOTENKO et al., 2003). Essa
proteina é codificada pelo gene IFNL3 (interferon, lambda 3), localizado no locus
19913 e possui seis exons (SHEPPARD et al., 2003; LI et al., 2009; WITTE et al.,
2010).

Semelhante aos IFNs do tipo | (IFN-a, IFN-B), o INF do tipo Il age
aumentando a expressido de MHC | pelas células tumorais ou infectadas por
virus, auxiliando o reconhecimento pelos linfécitos TCD8+, conferindo maior
citotoxicidade as células NK e mediando a apoptose celular (LI et al., 2009;
WITTE et al., 2009; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2011; BELLANTI et al., 2012).

Nas ultimas décadas, o IFN-a tém sido utilizado como adjuvante ao
tratamento das hepatites B e C (MONDELLI et al., 2012) e, mais recentemente,
em algumas tentativas na terapia contra melanomas, tumores de rim e algumas
leucemias (KIRKWOOD et al.,, 2001; TARHINI; GOGAS; KIRKWOOD, 2012).
Entretanto, os efeitos colaterais do tratamento sao téxicos e severos, o que torna
dificil a sua continuidade (HEIM, 2012; PESTKA, 2007; FUNG; LOK, 2004).

Quando as sequéncias nucleotidicas e/ou peptidicas de IFNs | e IFNs Il
sdo comparadas, nota-se pouca similaridade, algo em torno de 12% de
identidade (FOX et al., 2009). Contudo, ambas citocinas exercem acao antiviral
pelo desencadeamento da mesma cascata de sinalizagao intracelular, via JAK1 e
TYK2 (TAGAWA et al., 2011; DUMOUNTIER et al., 2004) e a alta similaridade
funcional entre os IFNs tipo | e tipo Ill sugere que ambos possuam fungbes
sobrepostas e redundantes na resposta antiviral e, possivelmente, antitumoral.

Baseados nesse conhecimento, varios estudos estdo sendo dirigidos
para investigar o potencial antitumoral dos IFN-A (STEEN; GAMERO, 2010),
principalmente devido a menor toxicidade desta citocina (MILLER et al., 2009).

Resultados encorajadores tem sido apresentados para certos tipos de

canceres como carcinomas de esofago (LI et al., 2010), tumores intestinais
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(BRAND et al., 2005), hepatocarcinomas (ANK et al., 2006; DOYLE et al., 2006;
MARCELLO et al., 2006), adenocarcinomas de pulmao (MEAGER et al., 2005),
linfoma de Burkitt (ZHOU et al., 2009), tumores neuroenddcrinos (ZITZMANN et
al., 2006) e melanoma (GUENTERBERG et al., 2010).

Recentemente foi descoberto que o SNP rs12979860 C/T localizado 3
mil bases antes do gene IL28B prediz o resultado do tratamento com IFN-a
peguilado associado com ribavirina (RBV) contra o virus da hepatite C.
Individuos com o gendtipo CC apresentaram maiores chances de depuragao
espontanea viral (80%), quando comparados aqueles com genétipo TT (25%) e
CT (razdo intermediaria) (BIBERT et al.,, 2013; FABRIS et al., 2011). Este
polimorfismo parece estar associado ao aumento da expressdo no RNA
mensageiro (RNAm) do IL28B (XIE et al., 2012; BELLANTI et al., 2012), contudo,
a literatura cientifica carece de estudos sobre a importancia desse polimorfismo

na carcinogénese ou progressao tumoral.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais
Analisar a frequéncia do polimorfismo rs12979860 C/T no gene IL28B

em pacientes acometidos por cancer gastrico.

3.2 Objetivos Especificos
Analisar a frequéncia do polimorfismo rs12979860 C/T em amostras de
adenocarcinoma gastrico;
Comparar os dados obtidos com a genotipagem de Helicobacter pylori e

caracteristicas clinicas, anatomopatoldgicas e epidemioldgicas desses pacientes.



Material e Métodos
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Casuistica

A casuistica a ser analisada sera composta por 64 amostras (tumor e
contrapartida normal do mesmo paciente) coletadas por ocasido do projeto de
doutorado “Andlise de Tumores Gastricos Infectados pelos Agentes
Tumorigénicos Helicobacter pylori e Virus Epstein Barr" de Adriana Camargo
Ferrasi sob numero de aprovagdo no CEP 1891/2004 (Anexo 1).

Tais amostras foram obtidas de pacientes acometidos por tumores
gastricos em acompanhamento e tratamento nos hospitais da Faculdade de
Medicina de Botucatu e da Universidade Federal do Ceara. O critério de inclusao
foi a positividade no exame de bidpsia para cancer gastrico e o encaminhamento
para o tratamento cirurgico (gastrectomia parcial ou total). Todos os pacientes
que aceitaram participar do estudo foram informados quanto as caracteristicas
do projeto e procedimentos, tiveram todas as suas duvidas esclarecidas, leram e

assinaram o Termo de Consentimento, levando consigo uma copia do mesmo.

4.2 Coletas, processamento inicial e armazenamento dos materiais
biolégicos

Os tecidos provenientes de gastrectomia por tumor (tumor e normal)

foram coletados durante o procedimento cirurgico e foram fragmentados em

aproximadamente 3mm?®, depositados imediatamente em criotubos contendo

500uL de conservante. Ap6s, foram identificados através de cdédigos e,

posteriormente, armazenados em freezer a -80°C, no Laboratdrio de Biologia

Molecular do Hemocentro de Botucatu (UNESP)- Divisdo Hemocentro.

4.3 Extracao de acidos nucléicos (DNA)

A extracdo de DNA foi realizada com o kit Wizard Genomic DNA
Purification Kit (Promega Corporation) segundo as especificagbes do fabricante.
A concentragdo dos acidos nucléicos, apds a extracdo, foi determinada em
espectrofotdmetro (NanoDrop ND-1000) e cada amostra foi avaliada quanto a
sua pureza pela razao de absorbancia A260/A280nm.

Esse DNA estd armazenado em freezer a -80°C, no Laboratério de

Biologia Molecular do Hemocentro de Botucatu (UNESP)- Divisao Hemocentro.
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4.4 Deteccgao do polimorfismo rs12979860 C/T no gene da IL28B

Para a analise germinativa do polimorfismo rs12979860 C/T foi realizada
a amplificacdo por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) de uma regido do
gene IL28B em 100ng de DNA proveniente do tecido normal, com os
oligonucleotideos iniciadores que amplificam especificamente fragmentos de
tamanho de 242 pares de bases (Tabela 3).

Em 25uL, a mistura para PCR foi composta por: tampao de PCR 1x
(Tris-HCI 20mM (pH 8,4), KCI 50mM), 1,25U de Platinum Tag DNA Polimerase
Invitrogen, 0,2mM deoxinucleotideos tri-fosfato (ANTP), 1,5 mM de MgCl,, 0,2uM
de cada oligonucleotideo iniciador e 100ng de DNA. A mistura foi submetida a
uma desnaturacdo inicial a 94°C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos
(desnaturacdo a 94°C por 45 segundos, anelamento a 62°C por 1 minuto,
extensdo a 72°C por 1 minuto) e extensao final a 72°C por 7 minutos. O produto
amplificado nessa reacao (242pb) foi submetido a incubacédo a 60°C durante 6
horas com a enzima de restricdo BSTU | (New England Bioloabs, Hitchin, UK)
que reconhece e corta o sitio de restricido CGCG.

A andlise da digestao sera realizada pela visualizagao dos fragmentos
em gel de poliacrilamida ndo desnaturante 7% (SAMBROOK et al., 2001) corado
por nitrato de prata (SANGUINETTI et al., 1994).

Esperou-se, como resultado da digestdo, os padrbes eletroforéticos a

seguir:

- Individuo homozigoto para o alelo C (CC): 03 bandas (135pb, 82pb e
25pb);

- Individuo homozigoto para o alelo T (TT): 03 bandas (162pb, 82pb e
25pb);

- Individuo heterozigoto (CT): 04 bandas (162pb, 135pb, 82pb e 25pb).

Tabela 3. Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores para amplificagdao da
regiao do SNP rs12979860 C/T no gene da IL28B

Oligonucleotideos Sequéncia 5’-3’
Sense GCTTATCGCATACGGCTAGG
Anti-Sense AGGCTCAGGGTCAATCACAG

*Fabris et al., 2011.
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4.5 Deteccao da infecgcdao por H. pylori pela amplificagao do gene da
UreaseC

A presenca do Helicobacter pylori na amostra analisada foi verificada pela
amplificacdo por PCR de 100 ng do DNA com os oligonucleotideos iniciadores
sense 5- AAG CTT TTA GGG GTG TTA GGG GTT T -3’ e anti sense 5-AAG
CTT ACT TTC TAA CAC TAA CGC -3, que amplificam especificamente uma
regidao de 294 pb do gene bacteriano da UreaseC (LAGE et al., 1995). Em 25
ML, a mistura para PCR era composta por: tampao de PCR 1x (Tris-HCI 20 mM
(pH 8,4), KCI 50 mM), 1,5 U de Platinum Tag DNA Polimerase Invitrogen, 0,4 mM
deoxinucleotideos tri-fosfato (dNTP), 1,5 mM de MgCI2, 0,4 uM de cada
oligonucleotideo iniciador e 100 ng de DNA. A mistura foi submetida a uma
desnaturacgao inicial a 94°C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos (desnaturacéo a
94°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por 30 segundos, extensédo a 72°C
por 2 minutos) e extensao final a 72°C por 5 minutos.

O produto amplificado nessa reagdo foi visualizado em gel de
poliacrilamida ndo desnaturante 6% (SAMBROOK et al., 2001) corado pelo
nitrato de prata (SANGUINETTI et al., 1994).

Como controle positivo, foram utilizadas amostras cuja reagdo de PCR ja
havia sido positiva para este gene, submetidas ao sequenciamento de seu DNA
em sequenciador automatico ABI Prism 377 e comparadas as sequéncias
depositadas nos bancos de dados gendmicos publicos para verificar sua

autenticidade.

4.6 Genotipagem de Helicobacter pylori

A genotipagem e identificacdo de diferentes cepas de H. pylori foram
realizadas pela amplificagdo por PCR dos genes de viruléncia CagA e VacA
(subtipos s1 ou s2 e m1 ou m2). As reagdes de amplificacao foram realizadas
individualmente:

O gene CagA foi amplificado em 100 ng de DNA total com os
oligonucleotideos iniciadores sense 5- ATA ATG CTA AAT TAG ACA ACT TGA
GCG A-3 eantisense 5- TTA GAA TAA TCA ACA AAC ATAACG CCAT-3
(DOMINGO e colaboradores, 1999). A extensao esperada para o produto desta

reacao foi 297 pb. Em 25 L, a mistura para PCR era composta por: tampao de
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PCR 1x (Tris-HCI 20 mM (pH 8,4), KCI 50 mM), 1,25 U de Platinum Tag DNA
Polimerase Invitrogen, 0,2 mM deoxinucleotideos tri-fosfato (ANTP), 1,5 mM de
MgCl,, 0,4 uM de cada oligonucleotideo iniciador e 100 ng de DNA. A mistura foi
submetida a uma desnaturagao inicial a 95°C por 3 minutos, seguido de 40 ciclos
(desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 54°C por 45 segundos,

extensao a 72°C por 2 minutos) e extenséo final a 72°C por 5 minutos.

O produto amplificado nessa reacao foi visualizado em gel de poliacrilamida
ndo desnaturante 6% (SAMBROOK et al., 2001) corado pelo nitrato de prata
(SANGUINETTI et al., 1994).

Como controle positivo, foram utilizadas amostras cuja reacdo de PCR ja
havia sido positiva para este gene, submetidas ao seqlienciamento de seu DNA
em sequenciador automatico ABI Prism 377 e comparadas as sequéncias
depositadas nos bancos de dados gendmicos publicos para verificar sua

autenticidade.

A regiao S do gene VacA (subtipo s1 ou s2) foi amplificada em 100ng de
DNA com os oligonucleotideos iniciadores sense 5- ATG GAA ATA CAA CAA
ACA CAC -3’ e anti sense 5’- CTG CTT GAA TGC GCC AAA C -3 (ATHERTON
et al., 1995). A extensao esperada para o produto desta reagao foi 259 pb para
o sitio s1 e 286 pb para o sitio s2. Em 25 yL, a mistura para PCR era composta
por: tampao de PCR 1x (Tris-HCI 20 mM (pH 9), KCI 100 mM), 1 U de Amplitaq
Gold Applied Biosystems, 0,4 mM deoxinucleotideos tri-fosfato (ANTP), 1,5 mM
de MgCl,, 0,4 uM de cada oligonucleotideo iniciador e 100 ng de DNA. A mistura
foi submetida a uma desnaturagéo inicial a 95°C por 5 minutos, seguido de 35
ciclos (desnaturagéo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por 01 minuto,

extensao a 68°C por 2 minutos) e extensao final a 68°C por 7 minutos.

O produto amplificado nessa reagao foi visualizado em gel de poliacrilamida
ndo desnaturante 6% (SAMBROOK et al., 2001) corado pelo nitrato de prata
(SANGUINETTI et al., 1994).

Como controle positivo, foram utilizadas amostras cuja reagdo de PCR ja
havia sido positiva para o gene, submetidas ao sequenciamento de seu DNA em

sequenciador automatico ABI Prism 377 e comparadas as sequéncias
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depositadas nos bancos de dados gendmicos publicos para verificar sua

autenticidade.

A regiao M do gene VacA (subtipo m1 ou m2) foi amplificada em 100ng de
DNA, em reacgdes individuais: M1, com os oligonucleotideos iniciadores sense 5'-
GGT CAA AAT GCG GTC ATG G -3’ e anti sense 5- CCA TTG GTA CCT GTA
GAA AC -3, cujos fragmentos esperados possuiam 290 pb (ATHERTON et al.,
1995). Em 25 pL, a mistura para PCR era composta por: tampao de PCR 1x
(Tris-HCI 20 mM (pH 8,4), KCI 50 mM), 1U de Platinum Tag DNA Polimerase
Invitrogen, 0,2 mM deoxinucleotideos tri-fosfato (ANTP), 1,5 mM de MgCl,, 0,4
MM de cada oligonucleotideo iniciador e 100 ng de DNA. A mistura foi submetida
a uma desnaturagao inicial a 95°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos
(desnaturacao a 94°C por 30 segundos, anelamento a 52°C por 01 minuto,
extensdo a 68°C por 2 minutos) e extensao final a 68°C por 7 minutos; M2, com
os oligonucleotideos iniciadores sense 5 — GAA CAT GTT TTA GTG AAA GC -
3’ e anti sense 5 — ATG CTT TAA TAT CGT TGA GA - 3, cujos fragmentos
esperados possuiam 192 pb. Em 25 uL, a mistura para PCR era composta por:
tampao de PCR 1x (Tris-HCI 20 mM (pH 8,4), KCI 50 mM), 1,25 U de Platinum
Taq DNA Polimerase Invitrogen, 0,2 mM deoxinucleotideos tri-fosfato (ANTP), 1,5
mM de MgCl,, 200 ng de cada oligonucleotideo iniciador. A mistura foi submetida
a uma desnaturagao inicial a 94°C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos
(desnaturacao a 94°C por 40 segundos, anelamento a 57°C por 40 segundos,
extensado a 72°C por 2 minutos) e extensao final a 72°C por 7 minutos.

Os produtos amplificados nessas reag¢des foram visualizados em gel de
poliacrilamida nao desnaturante 6% (SAMBROOK et al., 2001) corado pelo
nitrato de prata (SANGUINETTI et al., 1994).

Como controle positivo, foram utilizadas amostras cuja reacdo de PCR ja
havia sido positiva para as regides estudadas, submetidas ao sequenciamento
de seu DNA em sequenciador automatico ABI Prism 377 e comparadas as
sequéncias depositadas nos bancos de dados genémicos publicos para verificar

sua autenticidade
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4.6 Analise de Resultados

Os dados das analises obtidas foram tabulados em planilhas eletrénicas
do programa Microsoft Excel® 2010 a partir das quais foram gerados tabelas e
graficos. A anadlise estatistica foi realizada por profissional habilitado. As
diferengas significantes estatisticamente foram avaliadas pelos testes do Qui-
Quadrado (x?) e Exato de Fisher e demais analises que se fizeram necessarias.
Os resultados foram considerados estatisticamente significantes quando obtidos

valores de p menores que 0,05.



Resultados
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5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagao da Casuistica

Foram analisadas 64 amostras de tumores gastricos, pareadas com seu
respectivo tecido normal adjacente, coletadas por ocasido do projeto de
doutorado “Analise de Tumores Gastricos Infectados pelos Agentes
Tumorigénicos Helicobacter pylori e Virus Epstein Barr" (FERRASI, 2007).

Dentre os casos analisados, a mediana das idades foi 61,5 anos (variando
entre 25 e 87 anos). Observou-se que 34,4% (22/64) dos pacientes pertenciam
ao sexo masculino e 65,6% (42/64) ao sexo feminino, perfazendo uma razao
masculino/feminino igual a 1,91.

Foram analisados pacientes provenientes de dois estados brasileiros,
Ceara e Sao Paulo, 31 e 33 casos, respectivamente.

A tabela 04 apresenta os dados epidemiolégicos distribuidos pela

procedéncia de cada paciente.

Tabela 4. Dados Epidemioldgicos de Pacientes com Adenocarcinoma Gastrico Distribuidos

Distribuido pela Procedéncia Geografica das Amostras.

ESTADOS BRASILEIROS

SAO PAULO (n=33) CEARA (n=31) P-value*
Mediana das Idades 64 (37 a 87 anos) 60 (25 a 77 anos)
Idade
<50 6 (18,2%) 6 (19,4%) 1.000
> 50 27 (81,8%) 25 (80,6%)
Sexo
Masculino 21 (63,6%) 21 (67,7%) 0.7960
Feminino 12 (36,4%) 10 (32,3%)

*Considera-se P< 0.05 = relacdo estatisticamente significante

As 64 amostras coletadas foram avaliadas quanto a classificagdo

histopatoléogica de Laurén (1965). Destas, 41

casos foram
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adenocarcinomas gastricos do tipo intestinal, 22 (34,4%) foram do tipo difuso e 1
(1,6%) do tipo misto. A tabela 5 apresenta os dados clinico-anatomopatolégicos

da casuistica, distribuida pela procedéncia geografica das amostras.

Tabela 5. Dados dados clinico-anatomopatoldégicos da casuistica distribuida pela

procedéncia geografica das amostras.

ESTADOS BRASILEIROS

SAO PAULO (n=33) CEARA (n=31) P-value*
Classificagao Laurén
Difuso 6 (18,17%) 6 (19,4%) 0.6249
Intestinal 27 (81,8%) 25 (80,6%)
Misto 1 (0,03%) 0 (0%)
Estadio
0-1 6 (18,2%) 4 (12,9%) 0.1481
I 1 (3%) 6 (19,4%)
1] 16 (48,5%) 10 (32,3%)
v 10 (30,3%) 11 (35,5%)
Metastase Linfonodo
Ausente 7 (21%) 7 (23%) 1.000
Presente 26 (79%) 24 (77%)

*Considera-se P< 0.05 = relagdo estatisticamente significante; Teste Exato de Fisher

Dentre os casos do tipo difuso (total de 22 amostras), 14 (63,6%)
pacientes pertenciam ao sexo masculino e 8 (36,4%) ao sexo feminino e a
mediana das idades foi 58,5 anos (de 25 a 87 anos), menor que para o tipo
intestinal (total de 41 amostras), que apresentou mediana das idades igual a 63
anos (entre 37 e 82 anos); sendo 27 (65,85%) pacientes do sexo masculino e 14
(34,15%) do sexo feminino.

5.2 Deteccéao e Genotipagem de Helicobacter pylori

Neste estudo, a presenga de H. pylori foi avaliada com a amplificagéo de

uma regido do gene da UreaseC por PCR e todas as amostras apresentaram-se
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positivas. A figura 1 apresenta foto ilustrativa das amplificacbes obtidas com os

oligonucleotideos especificos para o gene da UreaseC, utilizados neste trabalho.

PMT61 TR TG T Ter TR MM C+

300 pb 294 pb

Figura 1 - Gel de poliacrilamida 6% corada por nitrato de prata. A seta indica a
amplificagdo do fragmento do gene da UreaseC (294 pb). Marcador de peso molecular
ladder 100pb (Invitrogen), TG1-TG7(amostras HP+), C+ = controle positivo reagdo,
NoDNA = 4dgua + Mistura de PCR.

Dentre as amostras positivas para o gene da UreaseC, ou seja, que
confirmavam a presenga de Helicobacter pylori, 46 (71,8%) foram CagA®. A
figura 2 apresenta os resultados da genotipagem CagA entre os histotipos

intestinal e difuso.

& Difuso CagA+

m Difuso CagA-
Intestinal CagA+

H Intestinal CagA-

Figura 2: Dados relativos a genotipagem de Helicobacter pylori distribuidos por tipo

histologico.



5 ResuLTADOS [

A figura 3 apresenta foto ilustrativa das amplificagbes obtidas com os

oligonucleotideos especificos para o gene CagA, utilizados neste trabalho.

PM T610 TG11 T612 C+ MM C-

297 pb

300 pb

Figura 3. Gel de poliacrilamida 6% corado por nitrato de prata. A seta indica a
banda de 297 pb (frag, amplificado do gene CagA). Marcador de peso molecular
ladder 100pb (Invitrogen), TG10-TG11 (amostras CagA+), TG12 (amostra CagA),
C+ = controle positivo da reagdo, NoODNA= agua + Mistura de PCR, C- = controle

negative da reagéo.

Quando a regiao do gene bacteriano VacA (citotoxina vacuolizante) foi
avaliada, o genotipo VacAs1lml foi o mais prevalente na amostragem estudada
(95,3%).

Evidéncias de multipla infecgdo foram encontradas em 9 amostras, onde os
alelos s1 e s2 ou m1 e m2 foram detectados no mesmo paciente; um individuo
pode hospedar mais do que uma cepa do HP e achados similares sdo descritos

na literatura.

5.3 Andlise germinativa do polimorfismo rs12979860 C/T no gene da
IL28B
Em uma analise global, o gendtipo CC foi encontrado em 29,7% dos
pacientes analisados, ja a frequéncia dos individuos heterozigotos (CT) e
homozigotos (TT) foram 56,3% e 9%, respectivamente. A frequéncia alélica de C
foi 58% e de T foi 42%.
Para comparagao das frequéncias genotipicas e alélicas entre os casos

de cancer gastrico analisados e individuos saudaveis, foram utilizadas
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informacodes do banco de dados gendmicos (dbSNP)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/?term=rs12979860). Tais dados sdo baseados
nos resultados provenientes do projeto internacional "Projeto 1000 Genomas"
que realizou o sequenciamento do genoma completo de pelo menos 1.000
individuos estudados em todo o mundo.

Para a obtencéo da frequéncia desses alelos na populacéo brasileira, foi
realizada uma revisao bibliografica por artigos publicados nos ultimos cinco anos
que analisaram o polimorfismo em grupos controle compostos por brasileiros
doadores de sangue. Foram obtidos somente dois trabalhos com essas
caracteristicas e, por isso, foram incluidos os dados de artigo que apresentava a
genotipagem em europeus. A tabela 6 apresenta a frequéncia genotipica e

alélica do polimorfismo nessas populagdes.
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Tabela 6. Frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo rs12979860 do

gene da IL28B em doadores de sangue.

Origem Populagéo FREQUENCIA REFERENCIA
Genétipos
cC Brasil-SC (n:198) 47’4% Garcia et al., 2014
Ferreira, 2013
Brasil-SP (n=240) 43,8%
Par et al., 2014
Européia (n=105) 51,4%
cT Brasil-SC (n=198) 43.7% Garcia et al., 2014
Ferreira, 2013
Brasil-SP (n=240) 41,7%
Par et al., 2014
Européia (n=105) 37,1%
TT Brasil-SC (n=198) 8,9% Garcia et al., 2014
Ferreira, 2013
Brasil-SP (n=240) 14,6%
Par et al., 2014
Européia (n=105) 11,4%
Alelos
o Brasil-SC (n=198) 69% Garcia et al., 2014
Brasil-SP (n=240) 64.6% Ferreira, 2013
Européia (n=105) 89% Par et al., 2014
T Brasil-SC (n=198) 31% Garcia et al., 2014
Brasil-SP (n=240) 35.4% Ferreira, 2013
Européia (n=105) 1% Par et al., 2014

n = nimero de casos analisados; SC = Estado de Santa Catarina; SP = Estado de Séo

Paulo

A analise comparativa entre as frequéncias alélicas e genotipicas do

polimorfismo rs12979860, obtidas com as analises do presente estudo e também
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de dados disponiveis na literatura e no banco de dados dbSNP esta

representada na tabela 7.

Tabela 7. Analise comparativa entre as frequéncias genotipicas e alélicas dos casos de
adenocarcinoma gastrico (difuso e intestinal), dos provenientes da literatura atual
disponivel e do banco de dados dbSNP.

CANCER GASTRICO
Genétipos Difuso Intestinal LITERATURA" dBSNP™
cC 22,7%  34,1% 44 a 51% ND
CT 63,6% 53,7% 37 a 44% ND
TT 13,7%  12,2% 9a14% ND
Alelos
Cc 54,5% 61% 65 a 89% 64%
T 45,5% 39% 11a35% 36%

* Garcia et al., 2014; Par et al., 2014; Ferreira, 2013; **dbSNP: www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP; ND:dados néo
disponiveis

Com os achados estatisticos, pode-se observar que a frequéncia do
alelo T, que parece influenciar na diminuigdo da expressao do gene IL28B foi
mais alta nos pacientes acometidos por cancer gastrico, em ambos os tipos
histolégicos, ao compara-la com a frequéncia observada nas populagées usadas
como controles.

Digno de nota foi a significante menor frequéncia do genétipo CC entre
os pacientes acometidos por tumores difusos, quando comparados aos
individuos saudaveis.

A casuistica foi composta por pacientes provenientes de dois estados
brasileiros, Sdo Paulo e Ceara. As figuras 4 e 5 evidenciam as frequéncias

genotipicas e alélicas do polimorfismo, similar nas duas populagdes.
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Frequéncia genotipica do rs12979860 nos casos de
adenocarcinoma gastrico entre os estados de Sao Paulo e

Ceara
100 -
S 80
~§' 60,6
§D 60 - 51,6
« mCC
2 40 -
& mCT
g 20 .
£ mTT
0 .
SAO PAULO CEARA
Estados

Figura 4 - Distribuicdo da frequéncia genotipica de rs12979860 entre os

casos de adenocarcinoma gastrico dos estados de Sao Paulo e Ceara.

Frequéncia alélica do rs12979860 nos casos de adenocarcinoma
gastrico entre os estados de Sdo Paulo e Ceara

100 +

80 -
70 -
60 - 58 58
50 |
40 -
30 -
20 -
10 -

ucC
uT

Frequéncia alélica

SAO PAULO CEARA

Estados

F
Figura 5. Distribuicdo da frequéncia alélica de rs12979860 entre os casos

de adenocarcinoma gastrico dos estados de Sao Paulo e Ceara.

A tabela 8 demonstra os resultados da genotipagem de rs12979860
distribuidos entre os tipos histolégicos de cancer gastrico nos dois estados
estudados.
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Tabela 8. Frequéncias Genotipica e Alélica nos Tipos Intestinal e Difuso distribuidas entre os

Estados.

ESTADOS BRASILEIROS

SAO PAULO P-value CEARA P-value
Intestinal Difuso Intestinal Difuso
Freq. Genotipica
CcC 30% 20% 0.2337 39% 25% 0.2865
CT 52% 80% 56% 50%
TT 17% 0% 6% 25%
Freq. Alélica
C 57% 58% 0.7742 67% 50% 0.0214*
T 43% 42% 33% 50%

*Significancia Estatistica (P< 0.05); Teste Exato de Fisher

Nos casos provenientes da populagdo cearense, houve associagao
entre a frequéncia alélica e o histotipo. O alelo C foi significantemente mais
elevado no tipo intestinal quando comparado ao tipo difuso, ressaltando a maior

frequéncia do alelo T nos casos difusos do que nos intestinais.

A relagdo entre a frequéncia do polimorfismo rs12989760 e a

genotipagem de Helicobacter pylori pode ser observada na tabela 9.



5 RESULTADOS (A6

Tabela 9. Frequéncias Genotipica e Alélica nos Tipos Intestinal e Difuso distribuidas

pela genotipagem CagA de Helicobacter pylori.

CLASSIFICAGAO LAUREN

INTESTINAL
CagA+ CagA-
Freq. Genotipica

CcC 38% 25%

CT 48% 67%

TT 14% 8%

Freq. Alélica

C 62% 58%

T 38% 42%

P-value

0.024*

0.6651

DIFUSO
CagA+ CagA-
25% 17%
56% 83%

19% 0%
53% 58%
47% 42%

P-value

0.001*

0.5694

A analise observada na tabela 9 sugere a importancia da relagéo entre

gendtipo e infecgdo por HP CagA®, onde os pacientes portadores da cepa mais

patogénica (CagA") apresentaram frequéncia maior do genotipo menos protetor

(TT), principalmente no histotipo difuso. Essa relagdo apresentou significancia

estatistica.
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Tabela 10. Frequéncias Genotipica e Alélica nos Tipos Intestinal e Difuso distribuidas pela presenca

ou auséncia de metastases em linfonodos.

CLASSIFICAGAO LAUREN

INTESTINAL P-value DIFUSO P-value
MLN+  MLN- MLN+  MLN-
Freq. Genotipica

CcC 11 (35%) 3 (30%) 0.8967 3 (16%) 2 (66%) 0.1404

CT 16 (52%) 6 (60%) 13 (68%) 1(34%)

TT 4 (13%) 1 (10%) 3 (16%) 0%

Freq. Alélica

C 19(62% 58% 0.6651 19 (50%) 5 (83%) <0.0001*
T 38% 42% 19 (50%) 1 (17%)

*P value < 0.0001, considerado extremamente significante; Teste Exato de Fisher

A frequéncia alélica foi significantemente associada a ocorréncia de
metastases nos linfonodos. O alelo C parece proteger da disseminagdao de
células tumorais para os linfonodos no histotipo difuso. Contudo essa relagao
deve ser interpretada com muita cautela devido ao reduzido nimero amostral

dos casos difusos (n=22).



Discussao
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6 DISCUSSAO

O céncer gastrico ainda constitui uma neoplasia maligna de relevancia
na pratica clinica e nas politicas publicas de gestdo de saude. Além de possuir
uma alta incidéncia na populagdo em geral, caracteriza-se por um progndstico
ruim, com alta taxa de mortalidade. Com isso, desenvolver estudos que possam
contribuir para elucidacdo dos eventos patologicos que levam ao diagnéstico
mais precoce, a tratamento mais especifico e benéfico e consequentemente com
um melhor prognéstico, torna-se fundamental para alcangcarmos uma populagao
com uma melhor qualidade de vida frente as doengas oncoldégicas que
acometem individuos em todo o mundo.

Neste contexto, os nossos resultados evidenciaram que a neoplasia
maligna de estdbmago esta presente tanto em homens e mulheres, em uma
proporgao de 1,91, sendo que 34,4% (22/64) dos pacientes pertenciam ao sexo
masculino e 65,6% (42/64) ao sexo feminino. Quanto a faixa etaria dos mesmos,
as idades variaram entre 25 e 87 anos, com valor mediano de 61,5 anos.
Analisando-se separadamente os grupos conforme o género, detectamos que a
faixa etaria das pacientes acometidas foi de 25-83 anos (mediana de 60,5 anos)
e dos pacientes de sexo masculino, 37-87 anos com mediana de 63,5 anos.
Estes dados estdo em concordancia com os achados epidemiolégicos tanto do
Brasil como de outros paises em que apontam uma maior incidéncia do cancer
gastrico em homens, com idade acima de 50 anos.

Analisando-se a casuistica quanto a procedéncia, os pacientes do
estado de Sao Paulo apresentaram idade entre 37 e 87 anos (mediana de 64
anos), sendo 63% (21/33) do sexo masculino e 36,4% (12/33) do sexo feminino,
com uma razao de 1,75 entre homens e mulheres. Os casos do estado do Ceara
constituiram-se por pacientes com idade entre 25 e 77 anos (mediana de 60
anos), sendo 67,7% (21/31) homens e 32,3% (10/31) mulheres, perfazendo uma
razdo de 2,1 entre individuos do sexo masculino e feminino. Em ambos estados
foi alta a porcentagem dos casos com idade maior que 50 anos, sendo 81,8%
(27/33) em Sao Paulo e 80,6% (25/31) no Ceara, corroborando os dados da
literatura quanto a incidéncia da neoplasia maligna do estdbmago que pode
acometer tanto jovens como idosos, porém com uma maior ocorréncia em

pacientes em idade adulta.
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Quanto a classificagdo histopatolégica segundo Lauren, 41 (64%) dos
casos foram adenocarcinomas gastricos do tipo intestinal, 22 (34,4%) foram do
tipo difuso e 1 (1,6%) do tipo misto. Considerando a distribuicdo das amostras
conforme a procedéncia, no estado de Sdo Paulo foi visualizado 6 (18,17%) do
tipo difuso, 27 (81,8%) do tipo intestinal e 1 (0,03%) do tipo misto. No Ceara, em
mesma ordem, obteve-se 6 (19,4%), 25 (80,6%) e 0 (%), respectivamente. Tais
resultados mostram valores bem préximos quando comparados os dois estados.
As lesdes do tipo intestinal sdo as mais frequentes nas regides de alta incidéncia
de cancer gastrico, bem diferenciadas, dependentes de fatores ambientais e
associadas com a presenca de lesdes pré-cancerosas, como gastrite crbnica,
atrofia gastrica, metaplasia intestinal e displasia (SHIAO et al., 1997; LAUWERS,
2003; LOPES et al., 2004).

Nos 22 casos de cancer gastrico difuso, 14 (63,6%) pacientes
pertenciam ao sexo masculino e 8 (36,4%) ao sexo feminino e a mediana das
idades foi 63 anos (variacdo de 25 a 87 anos), semelhante ao intestinal, que
apresentou mediana das idades igual a 63 anos (entre 37 e 82 anos); 27
(65,85%) dos pacientes eram do sexo masculino e 14 (34,15%) do sexo
feminino. Dados da literatura apontam que o histotipo intestinal € encontrado
predominantemente em individuos do sexo masculino e em idades mais
avangadas enquanto que o tipo difuso pode acometer pacientes mais jovens e
apresentar uma frequéncia aumentada em mulheres (CESAR et al., 2002;;
NARDONE, 2003; SHANG e PENA, 2005; PARKIN et al., 2005). Entretanto,
nossos resultados nao apresentam diferengas significativas comparando-se as
caracteristicas quanto ao sexo, idade e tipo histoldgico tumoral dos individuos
analisados; tendendo a uma certa homogeneidade dos grupos.

Ainda considerando variaveis clinico-anatomopatolégicas, 78,8% dos
pacientes do estado de S&o Paulo foram diagnosticados com estadio lll e IV e
21,2% em estagio inicial da doenca (I e IlI). No Ceara 67,8% dos pacientes
apresentaram lesao tumoral em estadio lll e IV e 32,3% em estadio | € Il. Embora
o estado nordestino tenha apresentado menor porcentagem de tumores mais
avangados em comparagao com Sao Paulo, ambos tiveram um alto nimero de
casos em estagio Il e IV, corroborando com outros estudos que evidenciam uma

maior prevaléncia de individuos diagnosticados com tumores em estadio mais
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avancado, com causa provavel da detecgao tardia da neoplasia.

Quanto a ocorréncia de metastase em linfonodos regionais (N), 14/64
(21,88%) casos nao tiveram acometimento linfonodal (NO), 25 (39,07%)
apresentaram metastase em 1 a 6 linfonodos regionais (N1), 21 (32,8%) tiveram
metastase em 7 a 17 linfonodos regionais (N2) e 4 (6,25%) tiveram mais do que
15 linfonodos acometidos. Avaliando-se separadamente cada estado, os
numeros mostram-se distribuidos de forma semelhante, no estado de Sao Paulo
7/33 (21%) dos pacientes nao apresentaram metastase linfonodal e 7/31 (23%)
no estado do Ceard com mesma condicdo. As metastases mostraram-se
presentes segundo a distribuicao: Sao Paulo — 11/26 (42,31%) apresentaram
metastases em 1 a 6 linfonodos regionais (N1), 14/26 (53,84%) tiveram
metastase em 7 a 17 linfonodos regionais (N2) e 1/26 (3,85%) tiveram mais do
que 15 linfonodos acometidos e no Ceara - 14/24 (58,34%) apresentaram
metastase em 1 a 6 linfonodos regionais (N1), 7/24 (29,16%) tiveram metastase
em 7 a 17 linfonodos regionais (N2) e 3/24 (12,50%) tiveram mais do que 15
linfonodos acometidos. A presenca de disseminacdo neoplasica em noédulos
linfaticos regionais é condizente com os resultados do estadio tumoral
encontrado nos casos analisados; visto que 47/64 (70,15%) dos tumores
analisados apresentaram estadio lll e IV.

Analisando-se a presenga da bactéria Helicobacter pylori, todas as
amostras submetidas ao teste da UreaseC apresentaram-se positivas, sendo que
71,8% demonstraram genotipagem CagA”, resultado proximo ao da literatura que
aponta prevaléncia (60-70%) de cepas CagA" presentes em amostras de cancer
gastrico (TUMMURU et al., 1995). Evidéncias de multipla infecgcdo foram
encontradas em 9 amostras, onde os alelos s1 e s2 ou m1 e m2 foram
detectados na mesma amostra; um individuo pode hospedar mais do que uma
cepa do HP e achados similares sdo descritos por Sicinschi e colaboradores
(2003), indicando uma possivel co-infecgao por duas cepas diferentes do HP. O
gendtipo CagA*s1mi foi prevalente na amostragem estudada (95,3%).

Nogueira e colaboradores (1993), analisou 19 casos de CG e HP foi
detectado em 82,5% dos casos (Minas Gerais), Martins e colaboradores (2002)
investigaram 55 pacientes com Ulcera gastrica e observaram 93% das amostras

infectadas por HP (Belém). Em um outro estudo realizado no estado de Minas
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Gerais, Dolores e colaboradores (1998), encontraram 100% (n=16) das amostras
de CG infectadas por HP. Yon e colaboradores (2002), analisou 33 casos de CG
em pacientes coreanos e detectou 86% de cepas CagA® (Coréia). Segundo
Dolores (1998), a presenca de cepas HP CagA" varia de uma regido geografica a
outra, observa-se Japao, Coréia e China (100%), EUA e Europa (~50%) e
Canada (41%). Segundo Domingos e colaboradores, (1999) cepas CagA*S1
estdo relacionadas a complicagbes gastricas mais severas do que CagA*S2. Yon
e colaboradores (2002) analisaram 22 amostras de CG e encontraram S1M1
(63,6%), S1M2 (18,2%), e nao detectaram S2M1 ou S2M2. Matar e
colaboradores (2000) analisaram 40 amostras de pacientes com ulcera duodenal
(Sado Paulo) e observaram cepas 45% (18/40) CagA+S1M1, 5% (02/40)
CagA+S1M2, 5% (02/40) CagA+S2M2 e 45% (17/40) Hibridos (tanto CagA
quanto CagA").

O modelo da carcinogénese gastrica € descrito como uma série de
fases sequenciais, iniciando com uma inflamagao ativa crdénica em resposta a
infecgdo pelo Helicobacter pylori (HP). Infiltragdo da mucosa gastrica pelos
tecidos linfoides associados a mucosa e neutrofilia polimorfonuclear, assim como
danos as células epiteliais, caracterizam esta fase. A fase seguinte € dominada
por alteracdes dos ciclos das células epiteliais, especialmente taxas aumentadas
de apoptose e proliferagao celular. Essas mudangas podem ser responsaveis por
uma atrofia multifocal que caracteriza o tipo de gastrite associada com um maior
risco de cancer. A terceira fase, a mais avancada do modelo exibe
anormalidades nos nucleos e da arquitetura celular, que podem ser
representativas de progressivos eventos mutacionais, como seria de se esperar
ao observarmos os modelos classicos de carcinogénese (FEARON &
VOLGESTEIN, 1990).

A infecgao pelo H. pylori € reconhecida como um importante fator de
risco para ulceras, adenocarcinomas gastricos e linfomas de MALT. Embora seja
uma das bactérias que mais infecta o ser humano em todo o mundo, a maioria
dos individuos infectada € assintomatica e somente uma minoria deles
desenvolvem doencas mais severas (CORREA, 2004). A infeccdo com certos
gendtipos de H. pylori, entre eles CagA® e variantes de VacAsl, parecem estar

associados com a progressdo para doencas mais severas, como ulceragao
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péptica e carcinomas gastricos. O produto do gene CagA é uma proteina de
membrana externa altamente imunogénica. Embora a presen¢a de uma ilha de
patogenicidade funcional CagA seja comprovadamente associada com uma
maior viruléncia, medida pela resposta inflamatéria do estémago, a fungédo do
gene CagA ainda permanece por ser descrita detalhadamente.

Relacionando o tipo histolégico com a presencga da cepa CagA, ambos
histotipos apresentaram uma porcentagem maior para a cepa CagA®, conforme
ilustrado na Figura 2. O fator de viruléncia CagA" é fortemente associado ao
risco de carcinoma, enquanto que sua auséncia implica, quando muito, em um
baixo risco para adenocarcinomas difusos (PONZETTO et al, 1996;
PARSONNET et al., 1997; COVER et al., 1990).

O polimorfismo rs12979860 tem sido amplamente estudado em todo o
mundo. Diversos estudos demonstraram grande associagao entre a resposta ao
tratamento da hepatite crénico pelo virus C quanto com o clareamento viral
espontaneo (THOMAS, 2009). Entretanto, quando buscamos estudos que
relacionem a presencga deste polimorfismo com grupos tumorais, poucos dados
sdo encontrados publicados; restringindo-se a estudos com pacientes que
desenvolveram hepatocarcinoma com diagndéstico prévio de hepatite viral.

Em relagdo aos grupos estudados, de forma global, a frequéncia do
alelo C encontrada foi de 58% (tabela 4). Na populacdo de doadores descrita na
literatura, a frequéncia do alelo C verificada foi de 64,6% a 89%. Em
contrapartida, a frequéncia do alelo T foi de 42%, valor maior que os encontrados
na literatura em pacientes controles, que apresentaram numeros entre 11% e
35,4%. Estes resultados aliados aos relatos descritos na literatura sobre este
polimorfismo na hepatite C sugerem possivelmente uma relagéo do alelo T no
processo carcinogénico do tumor gastrico.

Quando analisamos a frequéncia genotipica para o gendétipo CC entre
os tipos histoldgicos (tabela 4), notamos em ambos os grupos uma frequéncia
inferior aos dados de referéncia, sendo encontrados 22,7% no tipo difuso e
34,1% no intestinal. A frequéncia deste gendtipo encontrada na literatura foi de
44 a 51%. Valendo ressaltar que a diferenga entre os casos difusos e os dados

da literatura foi altamente expressiva, os pacientes do tipo em questado
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apresentaram frequéncia do gendtipo CC 51,6% menor que o valor do grupo
controle.

Quando analisamos a frequéncia genotipica do gendtipo CT entre os
grupos ainda separados pelo tipo histolégico, observamos que os valores
encontrados em ambos os grupos também mostram-se diferentes dos valores de
referéncia. Nas amostras do tumor do tipo difuso, a frequéncia do gendétipo CT
estd 69,2% maior que o valor de referéncia (amostras de cancer gastrico = CC =
63,6% e dados da literatura = CC = 37 a 44%).

Na analise do gendtipo TT, os valores encontrados nao desviaram do
intervalo encontrado na literatura.

Avaliando-se as frequéncias dos gendtipos entre os estados de Sao
Paulo e Ceara, observamos no estado nordestino as frequéncia do genétipo CC
e TT sao superiores a de Sao Paulo e a do gendtipo CT inferior. Porém na
analise da frequéncia alélica de C e T, os valores sdo similares, nao
apresentando diferencas relevantes entre as regibes estudadas.

Na avaliagdo das frequéncias genotipicas e alélicas por tipo histolégico
nos dois estados estudados, encontramos diferencga estatisticamente significativa
quanto a distribuicdo do alelo C nos casos intestinais pertencentes ao estado do
Ceara. Direcionando um olhar mais atento para este alelo nas analises
realizadas, levando-se em conta o tipo histoldgico e a origem da populagéo.

A correlagdo entre os gendtipos e alelos avaliados e as cepas de
Helicobacter pylori detectadas dentro dos tipos histolégicos, evidenciou uma forte
associagdo entre os pacientes portadores da cepa mais patogénica (CagA’) e o
gendtipo menos protetor (TT), inferindo que individuos com tumor gastrico do tipo
difuso, em contato com cepas CagA+, apresentam uma menor frequéncia do
genodtipo CC e uma frequéncia maior do gendtipo TT. Corroborando os
resultados vistos anteriormente que associam uma frequéncia maior deste alelo
nas amostras de tumor difuso.

Na ocorréncia de metastase em linfonodos regionais, a presenga do
alelo parece ser de relevancia para a disseminagdo de células tumorais via
linfatica, principalmente nas amostras dos casos difusos. Entretanto, em vista do

baixo numero amostral do nosso estudo, torna-se necessario a avaliagdo de um
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grupo com n amostral expandido a fim de confirmarmos os valores obtidos nesta

pesquisa.



Conclusoes
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7 CONCLUSOES

No presente estudo foi possivel concluir que:

1) A frequéncia do polimorfismo rs12979860 nos portadores de cancer
gastrico é de 29,7% para o gendtipo CC, 56,3% para o genétipo CT e de 9% para o

genotipo TT;

2) Os pacientes com tumor do tipo difuso estdo associados, independente

do estado analisado, com uma maior frequéncia do alelo T;

3) A presenca da cepa mais patogénica do Helicobacter pylori aliada ao tipo

tumoral difuso estd associado com uma maior frequéncia do alelo T.
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RISCOS: Mi0 52 aplica. As amosiras |a foram coletadas, Sendo proposio neste projsto realizar novas
anallses para expandr o estudos de fatores gensticos.

BEMEFICIOS: A reallz=cao 0o estudo pode contribulr para ampllar 3 comgreens3o de neoplasias gashicas.

Comentarios o Conalderagdes sobre a Peaquisac

METCDOLOGIA

A casulsiica @ ser analisada serd composta por B0 amostras (lumor e contrapariida nomal do mesma
padents) coletadas por ocasiSo do projetn de doutorado “Ardlise de Tumores Gastricos Infectados pelos
Agenies Tumorigenicos Hellcobacter pylorl & Winis Epsteln Bam™ (ndmere g2 aprovagio no CEP
13/01/2004).Tals amostras foram ootidas de paclentes acometidos por tumores gastricos em
acompanhamento e iaamento nos hospitals da Faculdade de Medlcing de Botucatu e da Universidade
Federal do Ceard.

A extragio de DNA fol reallzada com o kit Wizard Genomic DNA Purification K3 {Promega Corporation)
SEqQUNE0 a5 especicaces 0o fabricante. A conceniracdo oos

acidos nuUCKSicos, apos a extrago, fol determinada em espectrofoldmeto (ManoDrop ND-1000) & cada
amostra Tol avallada quanto & su3 pureza pela razdo de ansorbdncla AXS0/AZE0NM.Para a anallse
gaminativa do polmorfisma 512973650 CiT 523 r2alzada a amplficagdo por Reagdo em Cadela da
Fullmerass (PCR) oe uma regio do gene IL23B. As tecnicas de andlse estlo detahadaments descriias no
texto do projeto.

CRITERIOS DE INCLUSAD amastras sullciente para 35 anallses Necessanos para 0 objefvo 40 et

ORCAMENTO FINANCEIRD: SarSo utlizados InSUmes de outros projetos que [4 Toram realizados no
laboratorio e pesquisa em Biologla Moiacular 8o Hemocantn.

Erdarecn:  Chicasn Butignell | s

Bawro: Fobdie ordo CEF: A 818070
UF: 8P Menkcipk: BOTUCATU
Telefone (14150801808 E~manl:  opelopsfint wme B
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FACULDADE DE MEDICINA DE
BOTUCATU -UNESP W

Conalderagtes aobre o8 Termes de apressntag3o cbrigadiria:
Faram apreseniaices s 05 focumenins exigidos por eshe colegiado:
- Foilna de rosio

- Termo de Compromisso Resolplo 465

- Aytorizacdo do Hemocenim

- Apmovacio CEP Processo 18512004

0= autores soliciam 3 @spensa do TCLE, pols essa matenal fod coletado anos atras e mufios dessss
pacientes penderam ssguimenta Mg SEMVICo oU |3 faleceram (fevido 30 Mau prognestico 43 doenga).

Recomendagnas:

Siem recomendapies

Conclusdes ou Pendénclas & Lista de Inadequagies:

(06 atRomes, Siendendo 3 sofciagio desie coleglad, apresaniaram justifcativa plausivel para a dspensa oo
TCLE, 3 qual fol acatada. Sendo 356, recomendo 3 aprovagss do estubo, sem necessidade oo emvio 3
CONEP.

SRuagsn do Parecer

Aprovads

Mecesalia Apreciagdo da COMEP:

Mo

Conalderagies Finals a cribéro do CEP:

Projeto de Pesquisa APROWADOC, deliberads em reunide exirsordinaria do CEP de 17/11/2014, sem
nagessidade oe envio 3 CONER.
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CarSnuaeic do Fassosr BT4557
BOTUCATL, 17 de Movembn de 2014
SILVANA ANDREA MOLINA LIMA
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