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Resumo

RESUMO

Introducdo: A inflamacdo cronica desencadeada pela bactéria Helicobacter pylori (H.
pylori), a qual é considerada o principal fator ambiental relacionado ao céncer gastrico, esta
associada ao desenvolvimento e progressdo de lesdes gastricas pré-cancerosas, desencadeando
diversas modificacdes histoldgicas e moleculares que promovem a transformacao maligna do
estdmago. Para isso, conta com fatores de viruléncia que promovem alteracGes superficiais e
em vias de sinalizacdo das células epiteliais gastricas. Consequentemente pode levar a
alteragdes no padrdo de expressdo de genes supressores tumorais e da atividade de enzimas
DNA metil transferases (DNMTSs), responsaveis pela metilagio do DNA e silenciamento
génico. Objetivos: O presente estudo avaliou se a infeccéo pela bactéria H. pylori, bem como
sua erradicacdo, altera a expressao do RNAm dos genes supressores SOCS1, RPRM, RUNX3
e dos genes de DNMTs (DNMT1, DNMT3A e DNMT3B) em pacientes com gastrite crénica
infectados (Hp+) em comparacdo com individuos com gastrite crénica sem infeccdo (Hp-).
Além disso, investigou a ocorréncia de correlagdo negativa entre a expressao do RNAm dos
genes supressores tumorais com a dos genes das DNMTSs, assim como a associagdo dos niveis
de expressdo génica em relacdo aos fatores de risco idade, sexo, tabagismo, etilismo e
gendtipo bacteriano cagA. Material e Métodos: A quantificacdo relativa (RQ) do RNAm foi
realizada por PCR (polymerase chain reaction) quantitativa em tempo real (qPCR) utilizando
ensaios TagMan® em 9 pacientes com gastrite cronica Hp- e 19 Hp+, sendo estes também
avaliados trés meses depois da terapia de erradicacdo bacteriana. O diagndstico molecular e
genotipagem do fator de viruléncia cagA foram realizados por PCR convencional.
Resultados: Os resultados mostraram que a infeccdo pela H. pylori e sua erradicacdo nao
alteraram significantemente a expressdo dos genes SOCS1, RPRM, RUNX3 e DNMTs, as
quais apresentaram, de modo geral, expressédo reduzida (RQ< 1,0), enquanto foi observado
expressao mais elevada de SOCS1 e RPRM no grupo sem infeccdo Hp-. Quanto aos fatores de
risco, também ndo foram encontradas associa¢des significantes com os niveis de expressdo
dos genes avaliados. A analise de correlagdo ndo mostrou correlacdo negativa da expressao
génica entre 0s supressores tumorais e as DNMTs, mas evidenciou algumas correlagdes
positivas entre a expressdo dos genes SOCS1 e DNMT1 e do RPRM com DNMT3A e
DNMT3B no grupo Hp+, que podem ter sido casuais. Conclusdo: Nossos resultados nédo
indicam que a infeccdo causada pela bactéria H. pylori e sua erradicacdo em pacientes com
gastrite cronica afetam a expresséo dos supressores tumorais SOCS1, RPRM, RUNX3 e das
DNMTs, assim como que seja influenciada pelos fatores idade, sexo, tabagismo, etilismo e
gendtipo bacteriano cagA. Além disso, a expressdo reduzida das DNMTs e auséncia de
correlacdo negativa com a dos genes supressores tumorais nao permite indicar que a baixa
expressdo dos genes supressores tumorais seja devido a hipermetilagio do DNA em
consequéncia da infecgéo.

Palavras-chave: Helicobater pylori. Gastrite Cronica. Terapia de erradicacdo. Expressao
Génica. Genes supressores tumorais. DNA metiltransferases.



Abstract

ABSTRACT

Introduction: Chronic inflammation caused by Helicobacter pylori (H. pylori), which is
considered the main environmental factor related to gastric cancer, is associated with the
development and progression of precancerous gastric lesions, triggering several histological
and molecular changes that promote stomach malignant transformation. For this, it has
virulence factors promoting superficial and signaling pathways of gastric epithelial cells
changes. Consequently, it can lead to alterations in the expression of tumor suppressor genes
and DNA enzyme activity methyl transferases (DNMTSs), responsible for DNA methylation
and gene silencing. Objectives: This study evaluated whether the infection by the bacterium
H. pylori and its eradication change the mRNA expression of suppressor genes SOCSI,
RPRM, RUNX3 and DNMTs (DNMT1, DNMT3A and DNMT3B) genes in patients with
chronic gastritis infected (Hp+) compared to individuals with chronic gastritis without
infection (Hp-). In addition, we investigated the occurrence of negative correlation between
MRNA expression of tumor suppressor genes with the ones of DNMTs, as well as the
association of gene expression levels in relation to the risk factors age, sex, smoking, drinking
and bacterial genotype cagA. Methods: The relative quantification (RQ) mRNA was
performed by PCR (polymerase chain reaction) quantitative real-time (qPCR) using
TagMan® assays in 9 patients with chronic gastritis Hp- and 19 Hp+, which are also
evaluated three months after bacterial eradication therapy. The molecular diagnostics and
genotyping of the virulence factors CagA were performed by standard PCR. Results: The
results showed that the infection by H. pylori and eradication did not significantly alter the
gene expression of SOCS1, RPRM, RUNX3 and DNMTSs, which presented, in general,
reduced expression (RQ <1.0); on the other hand, higher expression of SOCS1 and RPRM was
observed in the group without Hp- infection. As for risk factors, no significant associations
with the expression levels of evaluated genes were found. The correlation analysis not showed
a negative correlation of gene expression in the tumor suppressor and DNMTs, but showed
some positive correlations between the expression of SOCS1 and DNMT1 genes and RPRM
with DNMT3A and DNMT3B the Hp + group, which may have been casual. Conclusion: Our
findings do not indicate that the infection caused by the bacterium Helicobacter pylori and its
eradication in patients with chronic gastritis affect the expression of tumor suppressor SOCS1,
RPRM, RUNX3 and DNMTSs, as it is influenced by factors such as age, sex, smoking,
alcoholism and bacterial genotype cagA. Furthermore, the reduced expression of DNMTs and
no negative correlation with the tumor suppressor genes do not indicate that the low
expression of tumor suppressor genes is due to DNA hypermethylation in consequence of
infection.

Keywords: Helicobacter pylori. Chronic gastritis. Eradication therapy. Gene expression.
Tumor suppressor genes. DNA methyltransferases.
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I. INTRODUCAO

1.1 Helicobacter pylori: inflamacéo cronica e lesdes gastricas

A interacdo de patégenos com células especificas do hospedeiro pode causar
inflamacdo crénica e estabelecer doengas infecciosas ou, em alguns casos, pode ser silenciosa
em decorréncia de adaptacfes ao hospedeiro, como fatores especializados para escapar de
seus mecanismos de defesa (POSSELT; BACKERT; WESSLER, 2013). Estima-se que de 10
a 15% das neoplasias estdo relacionados a inflamacdo crénica desencadeada por bactérias,
virus e outros patogenos (WANG et al., 2013). Uma importante e bem estabelecida relagdo
entre patdgeno, inflamacdo cronica e ocorréncia de lesbes teciduais é observada entre a
bactéria Helicobacter pylori (H. pylori) e a cascata de progressao tumoral do estbmago. No
tecido gastrico, o epitélio é a primeira barreira efetiva contra patégenos e possui uma camada
de muco que o protege contra a acdo de enzimas e do acido gastrico, mantendo sua funcéo e
integridade (WROBLEWSKI; PEEK, 2011, CADAMURO et al., 2014). Ainda assim, a H.
pylori possui inUmeras estratégias para colonizar o estbmago humano (MONACK;
MUELLER; FALKOW, 2004), como os fatores de viruléncia capazes de atuar na membrana
ou serem translocados para o citoplasma das células hospedeiras, atuando diretamente em
suas funcdes (POSSELT; BACKERT; WESSLER, 2013).

A resposta inflamatoria é um processo complexo que envolve diversos mediadores pré
e anti-inflamatorios responsaveis por iniciar e, posteriormente, levar a resolucdo apropriada da
inflamacdo (LAWRENCE; WILLOUGHBY; GILROY, 2002). Entretanto, a infeccédo
persistente pela H. pylori estabelece um ambiente inflamado no qual pode ocorrer o
desenvolvimento de lesdes teciduais (HAN; ULEVITCH, 2005) em decorréncia do estimulo
prolongado para a liberacdo de citocinas pelas células epiteliais gastricas e imunes, causando
remodelacdo dos componentes da matriz extracelular (PARDO; SELMAN, 2005), dano ao
DNA por espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNs) (FUENTES-PANANA;
CAMORLINGA-PONCE; MALDONADO-BERNAL, 2009), recrutamento de células imunes
e promocdo da angiogénese (CHIBA et al., 2012), favorecendo a transformacdo celular
maligna e a propagacao de doencas invasivas (FERRONE; DRANOFF, 2010; BALKWILL;
MANTOVANI, 2012).

A etiologia multifatorial das doencas gastricas ha muito tempo vem sendo investigada,
mas somente na década de 1980 foi elucidado o fato de que a H. pylori, e ndo o estresse € 0
principal fator associado ao desenvolvimento da gastrite (PARSONNET; FRIEDMAN;

VANDERSTEEN, 1991). Esta descoberta revolucionou o gerenciamento e o desenvolvimento
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de terapias para doengas géastricas, fornecendo uma inestimével contribuicdo para o
entendimento da patogénese e consequéncias da infeccdo e inflamacdo cronica nos pacientes
(KUSTERS, 2006). Além disso, por ser um fator de risco ao desenvolvimento do cancer
gastrico, foi considerada um carcindgeno do tipo | pela Agéncia Internacional para a
Investigacdo do Cancer (IARC, 1994).

A H. pylori é uma bactéria Gram-negativa que infecta mais da metade da populagao
mundial (BANATVALA et al., 1993), sendo adquirida geralmente no inicio da vida pelas vias
fecal-oral ou gastrico-oral, particularmente nos paises em desenvolvimento devido a sua
relacdo ao nivel socioecondmico (FIEDOREK et al., 1991; SITAS, YARNELL, FORMAN,
1992) e condi¢Oes precarias de sanitizacdo e higiene (PERRY et al., 2006).

Em termos evolutivos, o tempo de interacdo deste patdgeno com os seres humanos é
estimado em 100.000 anos, e a diversidade de cepas bacterianas e sua distribuicdo acompanha
a dos homens anatomicamente modernos (LINZ; BALLOUX; MOODLEU, 2007). Este
tempo de convivéncia resulta em questbes intrigantes, como o fato da H. pylori ser
beneficiada pela inflamacdo desencadeada pela infeccdo (TAN; TIMPKINS; AMIEVA,
2009). A maior parte da populacdo bacteriana presente no estdmago coloniza a camada de
muco, onde recebe nutrientes essenciais provenientes das células danificadas em resposta a
infeccdo (TAN; TIMPKINS; AMIEVA, 2009). Comparada & outras bactérias Gram-
negativas, seu lipopolissacarideo (LPS) da parede celular é considerado pouco endotdxico e
imunogénico (MUOTIALA et al., 1998), sendo proposto que a manipulacdo da resposta
imune do hospedeiro ndo é um evento decisivo para o seu estabelecimento, mas sim para sua
permanéncia (BAMFORD et al., 1998).

A habilidade da H. pylori em manipular a célula hospedeira ocorre por interferéncias
nos processos celulares e desregulacdo de vias de sinalizacdo, resultando em aderéncia,
resposta pré-inflamatoria, inibicdo da apoptose, proliferacdo e liberagdo de citocinas e
quimiocinas (POSSELT; BACKERT; WESSLER, 2013) (Figura 1). Dos fatores bacterianos
de risco envolvidos nesses processos estdo as proteinas bacterianas CagA e VacA (AMIEVA,
EL-OMAR, 2008), e a adesina BabA (ILVER et al., 1998) (Figura 2). Cepas triplo positivas
(VacAsl®, CagA*, BabA+) exibem maiores densidades de colonizacdo e intensa resposta
inflamatoria no tecido gastrico (RAD et al., 2002). Além dos fatores de viruléncia, a H. pylori
também sintetiza a enzima urease, que hidrolisa a ureia em amonia e didxido de carbono,
neutralizando o pH e permitindo a colonizagdo do ambiente indspito do estbmago
(LADEIRA; SALVADORI; RODRIGUES, 2003).
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Figura 1. Resposta celular a colonizacdo da H. pylori no epitélio gastrico. A bactéria expressa fatores de
adesdo de membrana e libera fatores que podem ser injetados na célula hospedeira, como o CagA via sistema de
secrecdo tipo 4 (T4SS). Estes fatores atuam nas células epiteliais gastricas promovendo diversas respostas
celulares, que podem resultar em infeccdo persistente, inflamagéo e progressdo da cascata tumoral. Adaptado de
Posselt, Backert e Wealler (2013).

O fator de viruléncia BabA promove a adesdo da H. pylori as células epiteliais
gastricas, permitindo a translocacdo de CagA via sistema de secrecdo tipo IV (T4SS)
(MONACK; MUELLER; FALKOW, 2004). O gene cagA (cytotoxin-associated gene) é o
responsavel pela producédo do fator de viruléncia CagA, e esta localizado em um segmento de
DNA denominado ilha de patogenicidade cag (cag PAI), onde também estdo os genes que
originam os componentes do T4SS (HATAKEYAMA, 2009; BAUER; MEYER, 2011). Uma
vez injetados via T4SS, CagA e lipoproteinas alteram e/ou desencadeiam vias de sinalizacéo
dentro da célula hospedeira, alterando sua morfologia e polaridade (BACKERT; CLYNE;
TEGTMEYER, 2011; WESSLER, GIMONA, RIEDER, 2011), induzindo também a
inflamacdo e a ativacao de proto-oncogenes (BASSO et al., 2008; ISHIJIMA et al., 2011).

O gene vacA (vacuolating cytotoxin) codifica o fator de viruléncia VacA, o qual
provoca as respostas celulares de vacuolizacdo e apoptose para inibir as funcdes das células T
durante a resposta inflamatoria (COVER, BLANKE, 2005; RASSOW, 2011). Por sua vez, a
proteina VVacA é considerada heterogénea e pode apresentar diferentes atividades na infecgédo
pela H. pylori (POSSELT, BACKERT, WESSLER, 2013) devido a diversidade de gendtipos
bacterianos em decorréncia de polimorfismos nos alelos s (s1 ou s2) e m (m1 ou m2) presentes
na sequéncia do gene (ATHERTON et al., 1995; RHEAD et al., 2007).

Em conjunto, essas alteragdes sdo responsaveis pela colonizacdo persistente da

bactéria ao longo da vida do hospedeiro, causando diversas doencgas gastrointestinais como a
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gastrite cronica, atrofia gastrica, metaplasia intestinal, Ulcera péptica, linfoma MALT (tecido
linfoide associado a mucosa) e o adenocarcinoma gastrico (WEN; MOSS, 2009) (Figura 2). A
gastrite crbnica consiste em uma inflamacdo cronica da mucosa gastrica, cuja etiologia
predominante é a infeccdo pela H. pylori (BODGER; CRABTREE, 1998). Nesta lesdo, se
observa aumento no infiltrado inflamatorio, como linfocitos na I1amina prépria, e a presenga
de leucacitos polimorfonucleados indicam inflamagéo ativa (BODGER; CRABTREE, 1998).
Na gastrite atrofica ocorre a perda ou encolhimento de glandulas com morfologia e funcéo
apropriadas associado a expansdo fibrdtica da 1amina circundante, resultando em diminuicéo
da massa glandular, sem modificacfes no epitélio inicial (RUGGE et al., 2008). Por outro
lado, na metaplasia as glandulas nativas geralmente sdo substituidas por um componente
celular intestinal, ndo necessariamente ocorrendo reducdo no nimero de glandulas (RUGGE
et al., 2008).
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Figura 2. Efeito dos fatores de viruléncia bacterianos na célula hospedeira. A maior parte da populagdo de
H. pylori se estabelece na camada de muco do estdmago, onde sdo secretados diversos fatores que atuam
favorecendo a infeccdo e a persisténcia da bactéria. A enzima urease promove a neutralidade do microambiente
circundante, enquanto CagA e VacA alteram diretamente as fungdes da célula epitelial gastrica, modulando as

respostas inflamatéria e imune. A longo prazo, tais alteracdes podem propiciar a transformacdo do tecido,
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inclusive no desenvolvimento de lesGes malignas como o adenocarcinoma gastrico. Adaptado de Cadamuro et
al., 2014.

Embora seja o principal fator de risco para o desenvolvimento do cancer gastrico, nem
todos os individuos infectados pela H. pylori desenvolvem a doenca em decorréncia da
heterogeneidade das cepas bacterianas, das caracteristicas de predisposi¢cdo do hospedeiro,
como fatores genéticos (AMIEVA; EL-OMAR, 2008), e também dos fatores de risco
ambientais, como consumo de sal na dieta (FORMAN; BURLEY, 2006) e os habitos
tabagista (OLIVEIRA,; SILVA, 2012) e etilista (JORGE; DUARTE; SILVA, 2010). Neste
aspecto, é estabelecido que a carcinogénese gastrica ocorre ao longo de estagios histologicos e
patofisiologicos bem definidos, nos quais a inflamacdo cronica da mucosa gastrica, seguida
por atrofia, é a entidade patoldgica mais relevante, enquanto a diminuicdo do acido cloridrico
na secrecdo gastrica é a principal anormalidade fisioldgica.

O adenocarcinoma gastrico € o tipo histolégico mais comum do cancer gastrico,
correspondendo a 95% dos tumores malignos (INCA, 2016), o qual pode ser classificado
como intestinal ou difuso (LAUREN, 1964). De acordo com o0 modelo de multiplos estagios
proposto por Correa (1988), o adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal pode ocorrer a partir
da gastrite cronica decorrente da infeccdo pela H. pylori, que progride para atrofia glandular,
metaplasia intestinal, displasia e carcinoma, com subsequente disseminacdo metastatica
(PIAZUELO; EPPLEIN; CORREA, 2010).

O céncer gastrico possui alta incidéncia mundialmente, responsavel pela morte de
14.182 pessoas no Brasil em 2013 e estimativas do Instituto Nacional do Cancer apontam
20.520 novos casos para 0 ano de 2016, sobretudo em individuos do sexo masculino com
idade superior a 50 anos (INCA, 2016). Nos pacientes com diagndstico precoce, cerca de 90%
tém taxa de sobrevivéncia de 5 anos (WANG et al., 2013), enquanto 80% dos pacientes
diagnosticados tardiamente morrem em decorréncia de tumores locais recorrentes ou pela
presenca de metastases mesmo apOds a remocdo cirurgica do tumor e tratamento
quimioterapico (HARTGRINK et al., 2009).

Assim, uma maneira de prevenir a progressdo de lesdes precursoras para 0 cancer
gastrico associado a bactéria H. pylori é a sua erradicacdo. Existem terapias diversas de
erradicacdo, como a realizada pela combinagdo de dois ou trés antibioticos e um inibidor de
bombas de prétons (IBP), com ou sem sal de bismuto, no periodo de uma ou duas semanas
(RIMBARA et al., 2011). Na terapia tripla padrdo, o IBP €é administrado junto a
claritromicina e amoxilina ou metronidazol, de sete a quatorze dias (CHUAH et al., 2011). A
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terapia quéadrupla é utilizada nos casos em que a terapia tripla padrdo falha, e consiste na
administracdo de bismuto ou a terapia com levofloxacina, a qual tem alta taxa de erradicacédo
com poucos efeitos adversos (CHUAH et al., 2011). Revisédo recente da literatura mostrou que
embora outras terapias possam ser empregadas por apresentarem resultado mais eficiente em
casos de resisténcia, a terapia tripla padréo continua sendo a primeira indicacao de tratamento
para pacientes com H. pylori (MEDSCAPE, 2016). Geralmente, a erradicacdo da H. pylori
reverte o quadro de lesdo pré-maligna e previne a progressdo da cascata carcinogénica (TSAI
et al., 2006) e, em individuos com infeccdo recente, tende a diminuir o risco de cancer
gastrico. No entanto, esse efeito parece ndo ocorrer em pacientes expostos de forma croénica a
bactéria (MABE et al., 2009).

1.2 Infeccéo pela Helicobacter pylori e alteracfes na expressao génica

No ambiente inflamado do estdmago, ocorre a liberacdo de grande quantidades de
espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN) (FUENTES-PANANA;
CAMORLINGA-PONCE; MALDONADO-BERNAL, 2009) que podem induzir alteragcdes
genéticas e epigenéticas em VArios proto-oncogenes e genes supressores de tumor,
favorecendo o aparecimento de diversos tipos de canceres (USHIJIMA; HATTORI, 2012).

Neste sentido, foram observadas mudancas na expressao génica da mucosa gastrica de
individuos infectados pela H. pylori, incluindo receptores, co receptores e proteinas
transdutoras de sinal importantes no reconhecimento e sinalizacdo celular em resposta ao
patogeno. Além deles, houve aumento na expressdo de quimiocinas e de seus receptores, 0S
quais estdo envolvidos nas respostas inflamatéria e imune do hospedeiro (HOFMAN et al.,
2007). Na via epigenética, a presenca deste patdgeno esté relacionada a metilacdo progressiva
de genes supressores tumorias (MAEKITA et a, 2006; SHIN et al., 2010), evento
drasticamente reduzido apds a sua erradicacdo, sugerindo uma maneira de atrasar ou reverter
a carcinogénese gastrica mediada pela H. pylori (LEUNG et al., 2006; PERRI et al., 2007). Os
genes supressores tumorais SOCS1, RPRM e RUNX3 encontram-se hipermetilados em uma
variedade de tumores (TAN et al., 2007; CORVALAN et al., 2014; KIM et al., 2015),
constituindo alvos interessantes de estudo, ainda pouco explorados no contexto da infeccdo
pela H. pylori em lesdes gastricas.

O gene SOCSL1 (suppressor of cytokine signaling 1) faz parte de uma familia génica de
supressores da sinalizacdo de citocinas durante a resposta inflamatéria que regula
negativamente a via JAK/STAT (Janus kinase/Signal transducer and activator of

transcription) (OSHIMO et al., 2004). Além disso, a proteina SOCS1 se liga a moléculas
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adaptadoras na via de sinalizacdo de TLR4 dependente de MyD88, inibindo a ativacdo de NF-
kB e a produgdo de citocinas pro-inflamatorias em resposta ao LPS bacteriano
(NAKAGAWA et al., 2002; NAKA et al., 2005). Estudo com camundongos deficientes em
SOCS1 indicou que este gene estd envolvido na supressdo do desenvolvimento de tumores
(NARAZAKI et al., 1998). Nesse aspecto, o silencimento de SOCS1 por hipermetilacéo ja foi
demonstrado em cancer cervical (KIM et al., 2015), cancer de ovario (ZHANG et al., 2015) e
cancer gastrico (OSHIMO et al., 2005). Em carcinoma hepatocelular, a hipermetilacdo de
SOCS1 esté relacionada ao aumento da ativacao da via STAT3 (YOSHIKAWA et al., 2001;
NAGAI et al., 2003), evento ligado a tumorigénese associada a inflamacdo (BURKE et al.,
2001; RAHAMAN et al., 2002; YU; PARDOLL,; JOVE, 2009), inclusive no cancer gastrico
primario (KANDA et al., 2004). O efeito da infeccdo pela H. pylori na expressdo e metilacao
de SOCS1 foi investigado em amostras amostras de cancer gastrico e de mucosa normal
adjacente ao tumor de individuos H. pylori positivos. Individuos com céancer apresentaram
dimuicdo na expressdao de SOCS1 correlacionada a metilagdo do promotor génico em
comparagdo a mucosa gastrica normal. No entanto, o padrdo de metilacdo no tecido normal e
no tecido tumoral ndo foram correlacionados a infeccao pela bactéria (TO et al., 2014).

O gene RPRM (reprimo, TP depedent G2 mediator candidate) localizado em 2g23.3 é
considerado um supressor tumoral, sendo responsavel por codificar a proteina citoplasmatica
Reprimo que atua na via de sinalizacdo de p53 induzindo a parada do ciclo celular no
checkpoint G2 (OHKI et al., 2000). Este gene encontra-se silenciado pela metilagdo de seu
promotor em Vvarios tipos de canceres como cancer cervical, cancer colorretal, cancer renal
(TAKAHASHI et al.,, 2005; MORRIS et al.,, 2011) e no adenocarcinoma gastrico
(CORVALAN et al., 2014). Em relagdo a H. pylori, a metilagcido de RPRM tem sido associada
a cepas mais agressivas da bactéria (cagA-positivas e vacA sl1/ml), conferindo risco
aumentado no desenvolvimento de cancer gastrico (SCHNEIDER et al., 2010). O gene RPRM
também foi indicado como um marcador no plasma para a analise do padrdo de metilagcdo em
pacientes com cancer gastrico, uma vez que apresenta padrdo distinto dos apresentados pelos
individuos saudaveis, dessa forma podendo ser utilizado como uma alternativa ndo invasiva
para o diagnostico precoce (BERNAL et al., 2008). Caso esta correspondéncia entre tecido
tumoral e plasma for confirmada para outros genes supressores tumorais, futuramente poderao
ser desenvolvidas novas estratégias de diagndstico e prevengdo do cancer.

Outro gene com fungdo de supressdo de tumores € RUNX3 (runt-related transcription
factor 3), o qual desempenha diversas outras fungdes, como o desenvolvimento do trato
gastrointestinal (FUKAMACHI, 2004) e a diferenciacdo de células T (WOOLF et al., 2003).
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A proteina RUNX3 possui um dominio ’runt * altamente conservado que se liga diretamente
ao DNA de modo a mediar a ativacao ou repressao transcricional de genes alvos (LIN et al.,
2012). Localizado na regido cromossémica 1p36, sua inativacdo em tumores ocorre
principalmente por hipermetilagdo do promotor (TAN et al., 2007), como nos canceres de
pulmdo (LI et al., 2004), laringe e mama (KIM et al., 2004) e, uma vez que sua inativagéo
ocorre por um mecanismo biolégico reversivel, é considerado uma alternativa para estratégias
de tratamentos (BALMAIN, 2002). Cerca de 80% dos pacientes com cancer gastrico
apresentam diminui¢do ou perda da expressdo de RUNX3 resultando no favorecimento da
iniciacdo tumoral (GIAMBRA et al., 2012), da transi¢do epitélio mesenquimal (VOON et al.,
2012) e da angiogénese (PENG et al., 2006). Baixa expressao de RUNX3 ocorre também em
lesbes como gastrite, metaplasia e displasia (LI et al., 2011), sendo que a infeccdo pela H.
pylori pode atuar no silenciamento progressivo de RUNX3 no estdbmago desde a mucosa
normal até o tecido tumoral, correlacionado positivamente com a severidade das lesdes e ao
estagio do tumor (LU et al., 2012). Além disso, o fator de viruléncia CagA esta diretamente
relacionado a inativacdo de RUNX3 pela via Src/MEK/ERK, contribuindo para a patogénese
da H. pylori (LIU et al., 2012).

Para promover o silenciamento génico por meio de hipermetilagdo do DNA, a bactéria
geralmente induz o aumento da expressao das DNA-metiltransferases (DNMTs) (NA, WOO,
2014). As DNMTs constituem uma familia de enzimas que catalizam a tranferéncia de um
grupo metil para o quinto carbono de residuos de citosina da molécula de DNA (AGARWAL
et al., 2013). Assim, sdo as responsaveis pela metilacio do DNA, uma modificacao
epigenética critica para o desenvolvimento, diferenciacdo e regulagdo da expressao génica e
da estrutura da cromatina (HACKETT; SURANI, 2013), sendo que falhas neste processo
podem causar doencas humanas (SCHOOFS; BERDEL; MULLER, 2014). A infec¢édo pela H.
pylori é capaz de promover a hipermetilacdo de genes supressores tumorias nas células
epiteliais gastricas, apresentando resultado progressivo em relacdo a gravidade da lesdo
(MAEKITA et al, 2006). Por sua vez, a erradicagdo bacteriana reduz drasticamente a
metilacdo decorrente da infeccdo (LEUNG et al., 2006; PERRI et al., 2007). O mecanismo
pelo qual a bactéria promove a hipermetilacdo de genes especificos ndo esta completamente
esclarecido. No entanto, foi proposto que além de induzir o aumento da expressao de enzimas
DNA-metiltransferases na mucosa gastrica, 0 estresse oxidativo em resposta a bactéria
promove a ligacdo da proteina Snail aos promotores génicos, a qual recruta enzimas DNMTs

para o local promovendo o silenciamento transcricional (NA; WOO, 2014).
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Nos mamiferos existem trés isoformas de DNMT identificadas como ativas: DNMT1,
DNMT3A e DNMT3B (AGARWAL et al., 2013) (Figura 3). A isoforma DNMT1 é a mais
abundante e por apresentar uma preferéncia de 5 a 30 vezes maior para substratos
hemimetilados, foi associada a funcdo de manter o padrdo de metilacdo apds as divisdes
celulares (OKANO; XIE; LI, 1998), embora ndo exista evidéncia direta de que ndo possa
estar envolvida em certos tipos de metilacdo de novo (YODER et al., 1997). A proteina ativa
apresenta diferentes regides funcionais que atuam no reconhecimento do substrato e auxiliam
em sua distribuicio espacial durante as divisdes celulares (LEONHADT et al., 1992). Em
relacdo a tumorigénese, foi observado que o numero médio de genes metilados esta
correlacionado positivamente ao aumento da expressao proteica de DNMTL1 na progressdo de
lesGes de carcinoma de ducto pancreatico (KANAI; HIROHASHI, 2007). Além disso, ja foi
relatado que a presenca de polimorfismos no gene DNMT1 esta associada ao risco diferencial
de infeccdo pela H. pylori, possivelmente por alterar a funcdo da proteina e interromper 0s
diversos processos essenciais para a manutengdo da infeccdo na mucosa gastrica mediada por
DNMT1 (JIANG et al., 2012).

Metilag&o de novo

DNMT3A i DNMT3B

DNA ndo metilado ENEEEENNEEEENNEEENS ===a07) DNMTL
1
Metilacdo de manutencédo

DNA hemimetilado W
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Figura 3. Metilacdo de dinucleotideos CpG no DNA de mamiferos. O DNA ndo metilado recebe grupos metil
por meio da acdo das enzimas DNMT3A e DNMT3B, principalmente, de modo a determinar o padrdo de
metilacdo da célula. Este padrdo é mantido ao longo das divisdes celulares pela agdo da enzima DNMT1, que
possui alta afinidade a moléculas de DNA hemimetiladas. Adaptado de Reik & Walter (2001).

As enzimas DNMT3A e DNMT3B realizam, principalmente, a metilacdo de novo do

DNA, pois adicionam grupos metil a sitios genémicos ndo metilados, estabelecendo o padréo
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de metilacdo da célula (OKANO et al., 1999). No entanto, ja foram consideradas importantes
para a manutencdo do padrdo global de metilagdo do DNA em alguns tipos celulares (CHEN
et al., 2003). Em conjunto, as trés isoformas de DNMTs ja foram associadas a metilacao
aberrante da mucosa gastrica em individuos com cancer quando com expressdo elevada, de
maneira independente da infeccdo pela H. pylori (CAO et al., 2014). Resultados semelhantes
foram observados por Yang et al. (2011), sendo as DNMT1 e DNMT3B relacionadas a
caracteristicas clinicopatoldgicas como estadiamento tumoral e metéstase de linfonodo,
respectivamente. Nas células tumorais € comum a mudanca no padrédo global de metilacdo do
DNA em relacdo a células normais geralmente com hipometilacdo global enquanto algumas
regides especificas sdo hipermetiladas, incluindo genes supressores tumorais (USHIJIMA,
2005, BAYLIN; OHM, 2008).

Embora o aumento de expressdo das DNMTs ndo seja comumente observado em
individuos com gastrite infectados pela H. pylori, o silenciamento de genes supressores
tumorais pode ocorrer, influenciando no risco de desenvlvimento do cancer gastrico (KAISE
et al., 2008). Portanto, considerando a papel evidente da H. pylori na cascata de lesfes que
levam ao desenvolvimento do cancer gastrico, é fundamental avaliar alteracGes causadas pelo
patdgeno em individuos com leséo precursora como a gastrite crénica, bem como o efeito de
sua erradicacdo no restabelecimento da homeostase da mucosa gastrica. A expressdo génica é
um dos parametros moleculares alterados pela bactéria, e estudos realizados pelo nosso
laboratorio ja evidenciaram que a infeccdo altera a expressdo de alguns genes envolvidos
com resposta inflamatoria e imune, carcinogénese e genes de microRNAs, a qual é
restabelecida ap0s a erradicacdo da bactéria (CADAMURO, 2014; CADAMURO et al., 2015;
ROSSI, 2015). Contudo, ainda h& poucas informacGes sobre a ocorréncia de mudangas no
padrdo de expressdao das DNMTs e se estdo correlacionadas com a expressdo de genes
supressores neste tipo de tumor. Ainda considerando que os supressores tumorais SOCS1,
RPRM e RUNX3 encontram-se silenciados por metilagdo em uma variedade de tumores
humanos e que sua fungdo na tumorigénese gastrica e na infeccdo causada pela H. pylori
permanecem indefinidos é relevante estudar a expressao destes genes e dos genes das
DNMTs, que atuam diretamente no silenciamento génico, em individuos com gastrite crénica

infectados pela bactéria.
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I1- OBJETIVOS
Diante das consideragdes citadas, 0s objetivos do presente estudo foram:

Avaliar o efeito da infeccdo pela H. pylori e de sua erradicacdo na expressao
quantitativa do RNAm dos genes supressores tumorais SOCS-1, RPRM e RUNX3 e das
DNMTs (DNMT1, DNMT3A e DNMT3B) em pacientes com gastrite cronica;

Investigar a associacdo dos fatores idade, sexo, tabagismo, etilismo e gendtipo
bacteriano cagA com a expressdo dos genes supressores tumorais e DNMTs avaliados;
Avaliar a ocorréncia de correlacdo negativa entre a expressdo do RNAm das DNMTs e
dos genes SOCS-1, RPRM e RUNXS.
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I11- MATERIAL E METODOS
O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Citogenética e Biologia Molecular

Humana a partir de amostras armazenadas no laboratério provenientes de estudo prévio
(CADAMURO, 2014) e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Biologia,
Letras e Ciéncias Exatas (CEP/IBILCE/UNESP) conforme Parecer n° 738.505 de 2014
(Anexo 1). O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi obtido de todos os
participantes apds os devidos esclarecimentos realizados pela pesquisadora envolvida, no qual
ja estava previsto 0 armazenamento de amostras e 0 seu uso em pesquisas futuras (Anexo 2).
Portanto, a pesquisa foi desenvolvida conforme as Normas Regulamentadoras de Pesquisas

em Seres Humanos, Resolucdo CNS 466/12.

I11.1. Casuistica

Foram utilizadas 32 amostras de DNA e RNA extraidas a partir de fragmentos da
regido antral do estbmago de individuos com queixa de dispepsia gastrica pelos Servicos de
Endoscopia do Hospital de Base e do Hospital Jodo Paulo Il, ambos em S&o José do Rio
Preto. Participaram da pesquisa individuos jovens-adultos, de ambos 0s sexos, com
diagnostico histopatologico de gastrite cronica ou atrofica, por vezes acompanhadas de
metaplasia intestinal, de acordo com a classificagdo de Sydney (DIXON et al., 1996). Do
total, 19 apresentaram diagndstico positivo para a bactéria H. pylori (Hp+) e 9 negativo (Hp-),
além de 4 amostras de mucosa gastrica normal H. pylori-negativa, usadas como calibrador da
expressao génica relativa. Na Tabela 1 estdo detalhados os dados epidemioldgicos dos grupos
avaliados. Os pacientes infectados pela H. pylori foram submetidos a terapia tripla padrédo
para a erradicacdo da bactéria, por prescricdo médica, consistindo em amoxilina (19),
claritromicina (500mg) e omeprazol (20mg), ingeridos duas vezes por dia durante uma
semana. Cerca de trés meses depois do tratamento, 0s pacientes se submeteram a uma nova
endoscopia para bidpsia da mesma regido gastrica, utilizada para confirmar a erradicacao da
bactéria. Também foram obtidas informagdes por meio de questionarios sobre identificacdo,
historico familiar de lesbes gastricas ou cancer, tabagismo, etilismo, entre outras. Todas as
amostras foram referidas por codigo resguardando a identificacdo dos individuos. Como
critérios de exclusdo, ndo foram considerados os pacientes com cancer gastrico, doencas
infecciosas ou processos inflamatdrios relatados durante a entrevista, sob tratamento com

antibidticos e/ou anti-inflamatdrios até 1-2 meses antes do exame de endoscopia, e pacientes
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que fizeram uso de inibidores de bomba de prétons ou antagonistas de H» cerca de 10-15 dias

antes do exame de endoscopia.

Tabela 1. Dados epidemioldgicos dos grupos de mucosa gastrica normal sem infeccdo pela
H. pylori (Hp-), gastrite cronica H. pylori-negativos (Hp-) e gastrite cronica H. pylori-
positivos (Hp+).

Mucosa normal  Gastrite cronica Gastrite crbnica

Variavel (Ho)N (%)  (Hp) N (%) (Hp+) N (%)

Idade (anos)

Média + desvio padréo 30+12,50 41 +2191 44 + 12,60
<30 3(75) <41 6(66,7) <44 7 (36,8)
230 1 (25) >41 3(333) =>44 12 (63,2)

Total 4 9 19
Sexo

Feminino 3 (75) 6 (66,7) 11 (57,9)
Masculino 1(25) 3(33,3) 8(42,1)
Total 4 9 19
Tabagismo

Tabagista 0 (0) 5 (100,0) 6 (33,3)
Né&o tabagista 4 (100) 0(0,0) 12 (66,7)
Total 4 5* 18*
Etilismo

Etilista 0 (0) 3(60,0) 6 (33,3)
Né&o etilista 4 (100) 2 (40,0) 12 (66,7)
Total 4 5* 18*
Histologia

Gastrite cronica 8 (88,9) 13 (68,4)
Gastrite atréfica 0 5 (26,3)
Gastrite crénica ou 1(11,1) 1(5,3)

atrofica com
metaplasia ntestinal

Total 4 9 19

* Informacdo nao disponivel para alguns individuos. N = ndmero de individuos.
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111-2. Estudo Molecular

I11-2.1 Extracéo de acidos nucléicos

A extracdo dos acidos nucléicos (DNA e RNA) foi realizada pelo método do reagente
Trizol (Invitrogen), conforme protocolo do fabricante. Brevemente, o material proveniente de
biopsia gastrica foi macerado utilizando-se pincas e mergulhadas em 1mL de Trizol, seguindo-se
uma lavagem com cloroférmio (separacdo), apds a qual se reservou a fase organica que contém o
DNA para posterior extracdo. Nas proximas fases procederam-se as lavagens com alcool
isopropilico (precipitagdo), etanol 75% (separacédo) e eluicdo do RNA em 30 pl de agua DEPC
(Invitrogen). Apo6s quantificacdo do RNA no equipamento NanoDrop® ND-1000
Spectrophotometer (Uniscience) e avaliacdo da qualidade pela presenca das bandas 18S e 28S do
RNA ribossémico em eletroforese em gel de agarose 1%, as amostras de RNA foram estocadas a
-80 °C. A partir da fase organica reservada, acrescentou-se, no dia anterior a extracdo de DNA,
20 pL de RNase, 20 ul de Proteinase K (20 mg/1 mL de H20O ultrapura) e 20 pL de SDS 10% e
incubou-se as amostras em banho-maria a 37°C por 16 horas. Posteriormente procedeu-se a
lavagem com etanol 100% gelado, seguida de duas lavagens com citrato de sodio 0,1 M em
etanol 10% e uma lavagem com etanol 75%. Entdo, o DNA foi dissolvido em 40uL de agua
ultrapura autoclavada e permaneceu em banho-maria a 37°C por 72 horas. Apés quantificacdo no
equipamento NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer (Uniscience) foi estocado a -20 °C para

uso posterior.

111-2.2 Diagnostico molecular da H. pylori e genotipagem do gene cagA

O diagnostico molecular para a bactéria H. pylori foi realizado pela reacdo de PCR
(Polymarese Chain Reaction) multiplex contendo os iniciadores dos genes bacterianos ureA e
tsaA (alquil hidroperoxido redutase) e do gene constitutivo humano CYP1ALl para verificar a
integridade do DNA e eficiéncia da reacdo de PCR (Tabela 2). Nas reactes foram utilizados
Tampdo 1X (-MgCl»), 1,2 mM de cada desoxirribonucleotideo trifosfatado (Invitrogen), 2,0
mM de MgClz, 0,6 mM de cada iniciador (Invitrogen), 1,8 U de Taq DNA Polimerase
Platinum (Invitrogen) e 100 ng de DNA, com volume final de 25 pL. O material foi
processado em termociclador automatico, sendo inicialmente submetido a uma temperatura de
94°C por 3 minutos para desnaturagdo. Posteriormente, para amplificacdo, foi submetido a 35
ciclos a 94°C por 45 segundos, a 60°C por 30 segundos e a 72°C por 1 minuto. A extensdo
final ocorreu por 10 minutos a 72°C. Os produtos da reacdo foram submetidos a eletroforese

em gel de agarose 3% corado com brometo de etideo. As amostras Hp+ apresentaram as
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bandas com 413 pb (tsaA), 316 pb (ureA) e 226 pb (CYP1Al), enquanto a presenca apenas do

fragmento de 226 pb (CYP1A1) confirmou uma amostra Hp- (Figura 3). As amostras com
resultados divergentes entre os diagnosticos histoldgico e molecular ndo foram incluidas no
estudo.

Apobs a confirmacdo da infeccdo pelo diagnostico molecular, as amostras positivas
foram submetidas a uma segunda PCR para determinagdo da presenca do genotipo cagA.
Além de iniciadores para 0 gene de viruléncia bacteriano (Tabela 2), também foram utilizados
iniciadores para a amplificagdo de um fragmento de 145 pb correspondente ao RNA
ribossdmico 16S com especificidade para a H. pylori, conforme descrito por Scholte et al.
(1997), sendo este necessario para confirmar a eficiéncia da reacdo de PCR. A reagdo
continha Tampdo 1X (-MgClz), 1,2 mM de cada desoxirribonucleotideo trifosfatado
(Invitrogen), 1,0 mM de MgCl, 0,4 mM de cada iniciador (Invitrogen), 1,5 U de Taq DNA
Polimerase Platinum (Invitrogen) e 300 ng de DNA, com volume final de 25 pL.
Inicialmente, o material foi submetido a uma temperatura de 94°C por 5 minutos para
desnaturacdo. Para amplificacdo, foi submetido a 35 ciclos a 94°C por 1 minuto, a 56°C por 1
minuto e a 72°C por 1 minuto e extensdo final por 7 minutos a 72°C. Os produtos da reacédo
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 3% corado com brometo de etideo, para
a observacdo dos fragmentos de 145 pb e 244 pb dos genes 16S-rRNA e cagA,
respectivamente, sendo que a presenga dos dois fragmentos representa uma cepa cagA-
positiva e a presenca apenas do fragmento de 145 pb indica uma cepa cagA-negativa (Figura
4).

Tabela 2. Sequéncias de oligonucleotideos iniciadores e tamanho dos fragmentos gerados
pela técnica de PCR multiplex para determinacdo do diagndstico molecular da H. pylori e seus
genes de viruléncia.

Gene Sequéncia Fragmento
CYP1A1 F: 5>-CTCACCCCTGATGGTGCTAT-3’ 226 pb
R: 5’>-TTTGGAAGTGCTCACAGCAG-3’

ureA F: 5- TTCCTGATGGGACCAAACTC-3’ 316 pb
R: 5’- TTACCGCCAATGTCAATCAA-3’

tsaA F: 5 - CCTGCCGTTTTAGGAAACAA- 3’ 413 pb
R: 5 - TCCGCATTCCTACCTAATGG- 3’

cagA F: 5’-ATGACTAACGAAACTATTGATC-3’ 244 pb
R: 5’-CAGGATTTTTGATCGCTTTATT-3’

16S-rRNA Hpl.1: 5’-CTGGAGARACTAAGYCCTCC-3’ 145 pb
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Hpx2: S’GAGGAATACTCATTGCGAAGGCGA-3’

- — — 316 pb
226 pb

Figura 3. Padrao de migracéo eletroforético para diagnéstico molecular da bactéria H. pylori. Colunas 1-
4: amostras H. pylori-negativas. Colunas 5-6: amostras H. pylori-positivas. Coluna 7: Controle negativo da
reacdo. Produto de amplificacdo da reacdo de PCR multiplex para os genes tsaA (413 pb), ureA (316 pb) e
CYP1A1 (226 pb). M: Marcador molecular de 100 pb.

e~ —— 244 pb
—

-
e — — 145 pb

Figura 4. Padrao eletroforético para determinagdo do genétipo de viruléncia cagA da H. pylori. Colunas 1-
3: amostras cagA-positivas. Colunas 4 e 5: amostras cagA-negativas. Coluna 6: Controle negativo da reacdo.
Produto de amplificacdo da reacdo de PCR multiplex para os genes cagA (244 pb) e 16S-rRNA (145pb). M:

Marcador molecular de 100 pb.
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111-2.3 Analise da expressao génica por PCR quantitativa em tempo real (QPCR)

Apos a extracdo do RNA total, foi realizada a transcri¢do reversa com o kit High
Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems), de acordo com as instrucdes do fabricante,
para produzir o cDNA (DNA complementar), armazenado na concentracdo de 100 ng/uL.
Para testar o funcionamento das sondas TagMan® Gene Expression Assays 20X dos genes de
interesse  SOC-1 (Hs00705164 s1), RPRM (Hs04189060), RUNX3 (Hs00231709_ml),
DNMT1 (Hs00945875_m1), DNMT3A (Hs01027166) e DNMT3B (Hs00171876_m1) e dos
genes de referéncia ACTB (p-actina, Catalog#: 4352935E) e UBC (Ubictin C,
Hs00824723 m1) foi realizada uma reacdo de PCR quantitava (QPCR) no equipamento
StepOnePlus Real Time PCR System 2.2.3 (Applied Biosystems) nas condi¢cOes de ciclagem
referentes ao protocolo STANDARD, com temperatura de 50°C a 2 minutos, 95°C por 10
minutos e 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C a 1 minuto, utilizando os volumes e
concentragBes de reagentes indicados pelo fabricante com amostras em triplicata. Apds a
confirmacéo, algumas amostras de cDNA (100 ng/uL) foram submetidas a pré-amplificagéo
multiplex utilizando um pool das sondas citadas testando as concentragdes de cDNA a 50 ng,
100 ng, 150 ng e 200 ng, sendo escolhida a concentracdo de cDNA 50 ng apos os resultados
da gPCR. As reacOes de pré-amplificacdo foram realizadas com volume final de 10 pL,
contendo 5 pL TagMan® PreAmp Master Mix (Applied Biosystems) 1X, 2,5 puL de pool de
sondas 0,2X (concentragdo final de 0,05X por sonda), 2,0 pL de &gua tratada com DEPC
(Ambion®) e 0,5 puL (50 ng) de cDNA. As condicGes de ciclagem em termociclador
automatico foram de 95°C por 10 minutos, seguido de 10 ciclos a 95°C por 15 segundos e
60°C por 4 minutos.

Posteriormente, foi realizada a curva padrdo para todos os genes alvos e de referéncia,
a qual verificou a eficiéncia e reprodutibilidade das réplicas no fator de diluicdo 1:5. Para
todos os experimentos foi realizada reacdo de qPCR com volume final de 10 pL, contendo 5
puL de GoTag Probe gPCR Master Mix (Promega), 0,5 pL de TagMan Gene Expression
Assay (Applied Biosystems, 2X), 2 pL de 4gua DEPC e 2,5 pL de cDNA pré-amplificado
(1:10). As reacbes de gPCR foram realizadas em duplicata e em todos 0s experimentos houve
um controle negativo, usado como controle de contaminacdo. Os genes constitutivos f-actina
e UBC foram utilizados como controles de normalizacdo, pois tinham sido avaliados em
amostras de tecido gastrico em estudos prévios e apresentaram amplificacdo estavel
(FASSUNKE et al., 2010). A quantificacdo relativa (RQ) da expressdo dos genes foi
calculada usando o método 2024¢Y (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), utilizando como

calibrador um pool das amostras do grupo de mucosa normal Hp- e os genes de referéncia.
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111-3. Analise estatistica

Inicialmente, os dados obtidos foram submetidos ao método grafico box-plot para
deteccdo de outliers (MOROCO, 2003), os quais foram excluidos das analises subsequentes.
O teste de normalidade D’ Agostino-Pearson foi utilizado para avaliar a distribuicdo de dados
continuos. Alteracdo da expressdo de RNAm entre os grupos foi avaliada pelo Teste de
Wilcoxon Signed Rank, considerando o valor um como mediana teorica referente ao pool de
amostras de mucosa normal Hp-, utilizados como calibrador de acordo com o método do 2¢
AMCY (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). O teste de Mann-Whitney foi empregado para
comparar os valores de expressdo génica entre 0s grupos, bem como entre 0s subgrupos com
alta e baixa expressdo no grupo Hp+, enquanto o Teste t pareado para as comparagdes dos
subgrupos com alta expressdo, comparando os individuos antes e depois do tratamento. Teste
de Mann-Whitney foi também utilizado para comparar as medianas de RQ do grupo Hp+
considerando os fatores de risco idade, sexo, tabagismo, etilismo e genétipo bacteriano cagA.
A avaliacdo de correlagéo entre a expressdo dos genes SOCS1, RPRM e RUNX3 e a expressao
das DNMTs foi realizada pela Correlacdo de Spearman. Valores de p<0,05 foram

considerados significantes.



Resultados

32

IV- RESULTADOS

IV-1. Diagnostico molecular para H. pylori e genotipagem do gene cagA

As 19 amostras provenientes dos pacientes com gastrite cronica antes do tratamento
foram confirmadas como Hp+ pelo diagnéstico molecular. Da mesma forma, as amostras de
mucosa gastrica histologicamente normal e as do grupo com gastrite sem infecgdo foram
confirmadas como Hp-. Depois do tratamento, a erradicacdo da bactéria também foi
confirmada pelo método molecular. As amostras com resultados divergentes entre o0s
diagnosticos histopatologico e molecular foram excluidas do estudo. A Tabela 3 apresenta 0s
resultados referentes ao gendétipo cagA. Do total de 19 amostras Hp+, 12 amplificaram para o

gene cagA. Destas, 50% (6/12) foram cagA-positivas e 50% (6/12) cagA-negativas.

Tabela 3. Frequéncias de individuos com genétipos cagA no grupo com gastrite crénica Hp+.

: : Hp+
Diagnostico
N (%)
cagA + 6 (50,0%)
cagA — 6 (50,0%)
Total 12

N = ndmero de individuos.

IV-2. Expressao génica relativa dos genes SOCS-1, RPRM, RUNX3, DNMT1

DNMT3A e DNMT3B

Na Tabela 4 encontram-se os dados referentes a expressao génica relativa dos genes
SOCS1, RPRM, RUNX3, DNMT1, DNMT3A e DNMT3B nos grupos de pacientes com gastrite
crénica H. pylori-negativos (Hp-) e H. pylori-positivos (Hp+) antes e depois o tratamento de
erradicacdo da bactéria. A expressdo dos genes SOCS1, RPRM e DNMT1 ndo apresentou
diferencas significantes nos grupos Hp- e Hp+ quando comparados entre si e em relacdo a
mucosa normal, bem como ndo houve diferenca no grupo Hp+ antes e depois do tratamento.
No grupo Hp+ os genes SOCS1 e RPRM apresentaram mediana de expresséo relativa menor
que o observado no grupo Hp-, porém sem diferencas significantes, possivelmente em
decorréncia da expressdo heterogénea apresentada pelos individuos desse grupo (Figuras 5A e
5B; Tabela 5). A expressdo do gene RUNX3 néo foi significantemente alterada no grupo Hp+,
porém no grupo Hp- houve uma diminuicdo significante em relacdo a mucosa normal

(p=0,031) e ao grupo Hp+ antes (p=0,001) e depois do tratamento (p=0,003). Para 0s genes
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DNMT3A e DNMT3B observou-se expressao reduzida em ambos os grupos Hp- e Hp+ de

forma independente a erradicacdo da bactéria (Figuras 5E e 5F).

Tabela 4. Expressdo relativa do RNAm dos genes SOCS1, RPRM, RUNX3, DNMT1
DNMT3A e DNMT3B em pacientes com gastrite cronica H. pylori-negativos (Hp-) e H.
pylori-positivos (Hp+) antes e depois o tratamento de erradicacdo da bacteria.

Antes do Depois o
Genes Hp- tratamento tratamento

(Hp+) (Hp-)
SOCS1
Amostras (N) 7 19 19
Mediana de RQ 9,92 1,73 1,61
Variagédo (0,66 - 42,97) (0,19 - 124,99) (0,18 - 36,21)
P 0,796 0,146
RPRM
Amostras (N) 6 19 19
Mediana de RQ 9,67 0,06 0,17
Variacao (0,02 - 28,50) (0,02 - 17,47) (0,01 -9,63)
P 0,094 0,735
RUNX3
Amostras (N) 6 8 8
Mediana de RQ 0,004** 0,824 0,43
Variacao (0,0002 - 0,16) (0,48 - 1,27) (0,13-1,59)
P 0,001* 0,130
DNMT1
Amostras (N) 3 8 8
Mediana de RQ 1,30 0,58 0,40
Variacao (0,28 - 2,05) (0,34 -1,21) (0,25 - 2,05)
P 0,497 0,382
DNMT3A
Amostras (N) 3 9 9
Mediana de RQ 0,31 0,34** 0,37**
Variacao (0,22 - 0,34) (0,17 - 0,98) (0,23 -0,67)
P 0,482 0,945
DNMT3B
Amostras (N) 3 9 9
Mediana de RQ 0,23 0,22** 0,34**
Variacao (0,20 - 1,38) (0,10-0,52) (0,17 - 0,45)
P 0,373 0,383

* Valores estatisticamente significantes. ** Valores estatisticamente significantes em relacéo
a mucosa gastrica normal. N = nimero de individuos. RQ = Quantificacdo relativa. p = Teste
de Mann-Withney.
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Figura 5. Expressdo relativa do RNAm dos genes SOCS1 (A), RPRM (B), RUNX3 (C), DNMTL1 (D),
DNMT3A (E) e DNMT3B (F) em pacientes com gastrite crdnica H. pylori-negativo (Hp-) e H. pylori-
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positivo antes (Hp+) e depois do tratamento (Hp-). Cada ponto representa 0 RQ de um individuo do

grupo. Os dados estdo apresentados em escala linear.

Na Figura 5 (A-B) é possivel observar individuos em ambos os grupos Hp- e Hp+
com valores de expressdo dos genes SOCS1 e RPRM reduzidos e outros elevados. Portanto,
no grupo Hp+ a mediana de expressdo foi utilizada para classificar os subgrupos de alta e
baixa expressdo antes e apds o tratamento. Estes subgrupos apresentaram diferencas
significantes entre si, indicando a heterogeneidade de expressdo dos pacientes avaliados antes
e apds o tratamento (Tabela 5). O subgrupo de alta expressdo apresentou uma mediana
superior antes do tratamento em relacdo ao depois do tratamento para os dois genes, contudo,

sem diferengas significantes.

Tabela 5. Comparacédo entre os subgrupos de pacientes com gastrite cronica Hp+ com alta e

baixa expressao génica relativa dos genes SOCS1 e RPRM antes e depois do tratamento.

SOCS1 RPRM
Antes do Depois do Antes do Depois do
tratamento tratamento P tratamento  tratamento P
Expressao
Alta (N) 6 5 6 6
Mediana de
RQ 53,73 11,40 0,051 7,42 4,89 0,156
Baixa (N) 10 10 10 8
Mediana de
RQ 0,76 0,46 0,154 0,02 0,02 0,659
P 0,0002* 0,0002* 0,0003* 0,0006*

* Valores estatisticamente significantes (p< 0,05). N = numero de individuos. RQ =

Quantificagdo Relativa. p = Teste de Mann-Whitney e Teste t pareado.

Em outra anélise, para avaliar a ocorréncia de associacdo entre a expressdo génica e 0s
fatores de risco no grupo Hp+, comparou-se os valores de expressdo dos genes avaliados em
relacdo aos fatores idade, sexo, tabagismo, etilismo e genotipo bacteriano cagA (Tabela 6),

contudo ndo foram observadas diferencas significantes.
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Tabela 6. Expresséo relativa do RNAm (RQ) dos genes SOCS1, RPRM, RUNX3, DNMT1, DNMT3A e DNMT3B comparados de acordo com as
variaveis idade, sexo, habitos tabagista e etilista, e gendtipo bacteriano cagA no grupo Hp+.

SOCSs1 RPRM RUNX3 DNMT1 DNMT3A DNMT3B
Idade (anos)
<44 7 (36,8%) 7 (36,8%) 5 (50%) 6 (42,9%) 5 (55,5%) 5 (55,5%)
Mediana de RQ 1,10 0,06 0,39 0,78 0,31 0,22
(variacao) (0,49- 87,85) (0,02- 9,47) (0,25 - 1,02) (0,34 - 1,46) (0,28 - 0,98) (0,11 - 0,43)
>44 12 (63,2%) 12 (63,2%) 5 (50%) 8 (57,1%) 4 (44,5%) 4 (44,5%)
Mediana de RQ 21,21 2,51 0,46 1,02 0,40 0,23
(variacéo) (0,19 - 87,85) (0,01 - 14,06) (0,13 - 1,59) (0,26 - 2,45) (0,34 - 0,82) (0,19 - 0,53)
p 0,535 0,628 0,841 0,662 0,571 0,571
Sexo
Feminino 10 (55,5%) 9 (56,3%) 7 (70%) 8 (57,1%) 6 (66,7%) 6 (66,7%)
Mediana de RQ 1,00 0,03 0,68 0,56 0,33 0,20
(variacéo) (0,19 - 125,0) (0,02- 17,47) (0,49 - 1,10) (0,26 - 2,45) (0,28 - 0,42) (0,11 - 0,40)
Masculino 8 (44,5%) 7 (43,7%) 3 (30%) 6 (42,9%) 3 (33,3%) 3 (33,3%)
Mediana de RQ 4,97 4,89 0,60 1,21 0,82 0,43
(variacao) (0,60 - 87,85) (0,003 - 14,06) (0,48 - 1,27) (0,55 - 2,13) (0,18 - 0,98) (0,13 - 0,53)
p 0,211 0,469 0,667 0,142 0,548 0,381
Tabagismo
Sim 6 (33,3%) 6 (33,3%) 4 (40%) 5 (38,5%) 4 (44,4%) 4 (44,4%)
Mediana de RQ 1,38 0,08 0,62 1,21 0,37 0,21
(variacéo) (0,19 - 125,0) (0,003 - 17,47) (0,48 - 0,68) (0,49 - 2,13) (0,18 - 0,82) (0,13 - 0,53)
Né&o 12 (66,7%) 12 (66,7%) 6 (60%) 8 (61,5%) 5 (55,5%) 5 (55,5%)
Mediana de RQ 2,99 0,07 1,00 0,89 0,31 0,22
(variacéo) (0,49 - 87,85) (0,02 - 14,06) (0,49 - 1,27) (0,34 - 2,45) (0,28 - 0,98) (0,11 - 0,43)
p 0,713 0,529 0,067 0,833 1,000 0,905

Etilismo
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Sim

Mediana de RQ
(variagao)

Néo

Mediana de RQ
(variagdo)

p

CagA

Positivo

Mediana de RQ
(variagdo)
Negativo
Mediana de RQ
(variagao)

p

6 (33,3%)

1,73
(0,60 - 72,60)

12 (66,7%)

11,15
(0,19 —125,0)

1,000

6 (54,5%)

1,19
(0,60 - 87,85)

5 (45,5%)

21,21
(0,93 - 72,60)

0,428

6 (33,3%)

0,09
(0,003 - 5,03)

12 (66,7%)

0,06
(0,01 - 17,47)

0,607

6 (50%)

0,42
(0,003 - 9,47)

6 (50%)

7,15
(0,06 - 14,06)

0,132

4 (40%)

0,82
(0,48 - 1,27)

6 (60%)

0,68
(0,49 - 1,10)

1,000

5 (45,5%)

0,02
(0,003 - 5,44)

6 (54,5%)

7,15
(0,06 - 14,06)

0,052

6 (46,2%)

1,21
(0,34 - 2,13)

7 (53,8%)

0,84
(0,49 - 2,45)

0,628

4 (40%)

0,75
(0,34 - 1,46)

6 (60%)

1,12
(0,26 - 2,45)

0,762

4 (44,4%)

0,57
(0,18 - 0,98)

5 (55,5%)

0,34
(0,28 - 0,42)

0,730

4 (66,7%)

0,31
(0,018 - 0,98)

2 (33,3%)

0,62
(0,42 - 0,82)

*

37

4 (44,4%)

0,32
(0,13 - 0,53)

5 (55,5%)

0,19
(0,11 - 0,40)

0,413

4 (66,7%)

0,19
(0,13 - 0,43)

2 (33,3%)

0,47
(0,40 - 0,53)

*

* N° amostral insuficiente. RQ: Quantificacdo Relativa

p= Teste de Mann-Whitney.
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IVV-3. Andlise de correlacéo entre a expressdo do RNAmM das DNMTs e dos

supressores tumorais SOCS1, RPRM e RUNX3

Na Tabela 7 estdo os resultados da analise de correlacdo entre os niveis de expressao
génica das DNMTs e supressores tumorais no grupo Hp+ antes e ap6s o tratamento de
erradicagdo, sendo observadas apenas correlacOes positivas. O gene DNMTL1 apresentou
expressdao do RNAm positivamente correlacionada a do gene SOCS1 no grupo Hp+ antes do
tratamento (p=0,011). Os genes DNMT3A e RPRM apresentaram correlacdo positiva tanto
antes (p=0,021) como depois da erradicacdo da bactéria (p=0,011). Enquanto para o gene
DNMT3B houve correlagéo positiva apenas com o gene RPRM nas amostras infectadas pela
H. pylori (p=0,031).

Tabela 7. Coeficiente de correlacdo entre a expressdo relativa dos genes das DNMTs e dos genes

SOCS1, RPRM e RUNX3 no grupo de pacientes com gastrite cronica Hp+ antes e depois do

tratamento.
Antes do tratamento Depois do tratamento
Gene Coeficiente de P Coeficiente de P
correlacéo correlacao
DNMT1  SOCS1 0,68 0,011* 0,65 0,067
RPRM 0,36 0,209 0,52 0,162
RUNX3 -0,01 1,000 0,67 0,083
DNMT3A  SOCS1 0,50 0,178 0,28 0,501
RPRM 0,77 0,021* 0,86 0,011*
RUNX3 0,48 0,188 0,14 0,752
DNMT3B  SOCS1 0,63 0,076 0,28 0,501
RPRM 0,73 0,031* 0,45 0,268
RUNX3 0,42 0,265 0,24 0,582

* Valores estatisticamente significantes (p< 0,05). RQ = Quantificacdo Relativa. p =
Correlacdo de Spearman.



Discussdo

39

V. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou pela primeira vez o efeito da infeccao pela bactéria H. pylori
e de sua erradicacdo na expressao relativa do RNAmM dos genes supressores tumorais SOCSL,
RPRM e RUNX3 e das enzimas DNMTs DNMT1, DNMT3A e DNMT3B em pacientes com
gastrite crénica. De modo geral, os resultados mostraram expressao relativa reduzida dos
supressores tumorais e das DNMTs nos pacientes infectados mesmo apos a erradicacéo
bacteriana. Nos pacientes sem infeccédo pela H. pylori, embora a expressdo génica de SOCSL,
RPRM e DNMT1 fosse elevada, ndo se observou diferenca significante em relagdo aos
pacientes infectados. Em relacdo aos fatores de risco idade, sexo, tabagismo, etilismo e
genotipo bacteriano cagA ndo foi encontrada associacdo com a expressdo do RNAm dos
genes avaliados. Além disso, ndo foram observadas correlagfes negativas entre a expressao
do RNAm dos genes supressores e DNMTs nos pacientes infectados antes e depois da sua
erradicagéo. Portanto, de modo geral nossos resultados ndo evidenciaram alteragdo expressiva
nos niveis do RNAm dos genes avaliados em decorréncia da infecdo e erradicacdo da H.
pylori em pacientes com gastrite crénica.

Alteracdo na expressao génica € um dos parametros moleculares que tem sido relatada
em decorréncia da infeccdo pela H. pylori (HOFMAN et al., 2007; YANG; CHEN; WANG,
2012), inclusive pelo nosso grupo de pesquisa (CADAMURO, 2014; CADAMURO et al.,
2015; ROSSI, 2015). Rossi (2015) encontrou expressdes aumentadas do RNAm de genes
envolvidos na resposta inflamatoéria em pacientes infectados pela H. pylori, com reducéo
significante dos mediadores pro-inflamatérios TNFA e IL6 apds a erradicacdo da bactéria.
Ainda neste estudo, foi sugerido que a H. pylori pode alterar o controle epigenético da
expressdo de alguns genes por meio da alteracdo na expressdo de microRNAs, os quais
mostraram-se negativamente correlacionados com a expressao de algumas citocinas avaliadas,
como 0 TNF-a. Também na via epigenética, a metilagdo de regides promotoras de genes
supressores tumorais leva ao silenciamento transcricional envolvido na promocdo da
tumorigénese (TAN et al., 2007; CORVALAN et al., 2014; KIM et al., 2015), a exemplo dos
genes SOCS1, RPRM e RUNX3, que se encontram hipermetilados e exibem baixa expressao
génica e proteica em algumas malignidades humanas, como o cancer cervical (TAKAHASHI
et al., 2005; KIM et al., 2015) e o cancer gastrico (OSHIMO et al., 2004; CORVALAN et al.,
2014).
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No presente trabalho, a presenca da H. pylori ndo alterou significantemente a
expressao do RNAm do gene supressor de tumor SOCS1 no epitélio com gastrite infectado
em relacdo aos ndo infectados, assim como ap0s a terapia de erradicacdo, possivelmente
devido a heterogeneidade de expressao entre os individuos. SOCS1 é um membro da familia
de supressores da sinalizacdo de citocinas fundamental na regulacdo negativa destes
mediadores durante a resposta inflamatéria (COONEY, 2002). As citocinas sdo proteinas que
atuam em processos celulares essenciais, podendo levar a ativacdo da transcri¢cdo génica via
JAK/STAT (Janus kinase/Signal transducer and activator of transcription) (OSHIMO et al.,
2004). Considerando seu papel relevante, estudos sobre SOCS1 revelaram sua atividade de
supressor tumoral, inclusive no cancer gastrico, por suprimir o desenvolvimento, progressao e
ocorréncia de metastases (OSHIMO et al., 2004). Também €é fundamental no controle da
sinalizacdo em resposta ao LPS da parede celular bacteriana, o qual pode induzir a transcri¢ao
de mediadores pro-inflamatérios por meio da ativacdo do NF-kB (NAKAGAWA et al.,
2002).

Em carcinoma gastrico, este gene é alvo de silenciamento por meio da hipermetilacao
de seu promotor com consequente diminuicdo da expressdao do RNAm, diferindo do padréo
apresentado pela mucosa ndo neoplasica (OSHIMO et al., 2004). Deste modo, é sugerido que
a inativacédo transcricional de SOCS1 desempenha um papel importante na tumorigénese do
estdbmago (OSHIMO et al., 2004). Resultados semelhantes foram encontrados em células de
carcinoma cervical, no qual a expressao génica e proteica dos genes SOCS1, SOCS2 e SOCS3
foi significantemente menor em relacdo ao tecido ndo tumoral. Além disso, a inibicdo de
DNMTs 1, 3A e 3B resultou no reestabelecimento da expressdo de SOCS1, corroborando com
a ideia de que a metilagdo promoveu silenciamento transcricional de SOCS1, o qual possui
algum envolvimento na tumorigénese e manutencdo deste tipo de tumor (KIM et al., 2015).
Por outro lado, ndo ha estudos sobre a participacdo da H. pylori na expresséo e silenciamento
por metilacdo de SOCS1 em lesbes precursoras ao cancer gastrico, embora haja um relato em
que se observou metilagdo deste gene em gastrite cronica relacionada a H. pylori
(THOMAZINI et al., 2008).

Outro gene supressor tumoral comumente silenciado em tumores € o Reprimo
(RPRM). Nossos dados mostraram expressao relativa de RPRM mais baixa nos individuos
infectados, porém sem diferencas significantes em comparacdo com os individuos sem
infeccdo, 0 que pode sugerir que a bactéria, e ndo apenas a inflamagdo da mucosa decorrente
da gastrite, pode ser um fator importante na repressdo deste gene. A proteina RPRM é

altamente glicosilada e se localiza predominantemente no citoplasma celular (OHKI et al.,
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2000), onde atua junto a outras proteinas na via de sinaliza¢do de p53 resultando na parada do
ciclo celular na fase G2 (OHKI et al., 2000). Estudos em ratos mostraram que mutacGes em
p53 resultam em baixa expressdo de RPRM em comparacao a ratos selvagens, indicando que a
expressdo deste gene € controlada positivamente por p53 (LUO et al., 2011), o qual atua,
portanto, como um fator importante na regulacéo da expressédo de RPRM.

Takahashi et al. (2005) mostraram que o silenciamento génico de RPRM ocorre em
uma variedade de malignidades humanas, como cancer gastrico, colorretal e cervical,
principalmente por metilagdo da regido promotora, reduzindo sua expressédo. Em cancer de
pancreas, a metilacdo de RPRM foi frequente e semelhante em linhagem celular e amostras
clinicas de forma coordenada a baixa expressdo génica, a qual obteve aumento significante
ap6s tratamento com a substancia desmetilante 5AzaC (5-azacitidina) (CORVALAN, 2013).
Em linhagens de cancer gastrico, a restauracdo da expressdo génica de RPRM foi obtida pela
combinacdo de danos ao DNA por luz ultravioleta e 0 uso de agentes desmetilantes, inibindo
fortemente a proliferacdo celular e promovendo a indugdo da apoptose in vitro (OOKI et al.,
2013). De modo esperado, a perda de sua expressao se reflete em profunda invasdo tumoral,
invasdo linfatica e metastase de linfonodo, que caracteriza um tipo mais agressivo de
adenocarcinoma gastrico (LUO et al., 2011). Além disso, a metilacdo de RPRM esta
relacionada a baixa resposta ao tratamento quimioterapico em pacientes com este tipo de
tumor (OOKI et al., 2013).

Em lesdes gastricas precursoras, foi observado que a metilagdo do promotor de RPRM
estd positivamente associada com o diagnostico histoldgico, ou seja, a propor¢do de metilacdo
aumenta ao longo da sucessdo de lesbes gastrite atréfica, metaplasia intestinal e displasia
(SCHNEIDER et al., 2010). Além disso, foi apontado que nos individuos infectados por cepas
H. pylori cagA positivas — vacA slml a metilacdo foi significantemente maior, e que este
nivel era semelhante no plasma e no tecido tumoral no mesmo individuo (SCHNEIDER et al.,
2010). Desta forma, foi sugerido que o padrdo de metilagdo de RPRM pode se tornar um
potencial biomarcador para o diagndstico precoce do cancer gastrico. No entanto, a metilacdo
deste gene foi raramente detectada em tecidos ndo tumorais de diversos 6rgdos humanos,
podendo ocorrer apenas em até 11% dos tecidos gastricos sem tumor (TAKAHASHI et al.,
2005).

A expressdo génica de RUNX3 nédo apresentou alteracdo em resposta a infecgédo pela
H. pylori, embora os individuos com gastrite Hp- apresentassem uma diminui¢&o significante.
Os genes da familia RUNX originam fatores de transcricdo importantes na regulacdo da
resposta ao dano na molécula de DNA dependente de p53 (OZAKI; NAKAGAWARA,;
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NAGASE, 2013), sendo que RUNX3 é critico na regulagdo da proliferacdo, inducdo da

apoptose e controle da angiogénese, bem como da adesdo celular e invasdo
(SUBRAMANIAM et al., 2009). Além disso, 0 aumento de sua expressdo causa parada do
ciclo celular e apoptose e, uma vez que a perda de sua expressdo esta envolvida no
desenvolvimento dos processos de invasdo e metastase (CHEN et al., 2012), diversas
investigacdes tém buscado respostas que auxiliem no gerenciamento de pacientes com cancer,
0S quais podem apresentar um progndstico ruim em decorréncia de metastases e tumores
recorrentes mesmo ap6s a remocao dos tumores e tratamento quimioterapico (HARTGRINK
et al.,, 2009; REDIG; MCALLISTER, 2013). A perda da expresséo de RUNX3 por
hipermetilacdo de seu promotor génico é relatada em céncer de mama (YU et al., 2014),
pulmdo (BARNIE et al., 2014), rim (CHEN et al., 2013), colorretal (IMAMURA et al., 2005),
estobmago (CHEN et al., 2011), entre outros, evidenciando seu papel de supressor tumoral.
Apenas em carcionoma de células escamosas de cabeca e pescoco este gene parece
desempenhar atividade de oncogene (TSUNEMATSU, 2009), enquanto no cancer de ovario a
funcdo de oncogene ainda é questionavel (NEVADUNSKY et al., 2009).

De modo geral, em tumores de diferentes tecidos é observado o envolvimento da perda
de RUNX3 na ocorréncia de mestastase, ja citada como um dos pontos criticos no prognostico
clinico. Em tumores de estdbmago avancados e altamente mestastaticos cerca de 90%
apresentam expressdo diminuida de RUNX3 (LI et al., 2002), sobretudo nos tecidos de
metastase peritoneal em comparacgédo aos tumores gastricos primarios (SO et al., 2006). Além
disso, foi significantemente associada com a diminuicdo da sobrevivéncia dos pacientes com
este tipo de tumor (CHEN et al., 2011). A proteina RUNX3 atua em processos celulares cuja
desregulacao € necesséria para a ocorréncia de metastase, como inibicéo da expressdo do fator
de crescimento endotelial (VEGF) (PENG et al.,, 2006), controle da atividade da
metaloproteinase de matriz 9 (MMP9) e de seu repressor TIMP1 (CHEN et al., 2011), e
regulacdo da expressdo de e-caderina e vimentina envolvidas na transicdo epitélio-
mesenquimal (EMT) (LIU et al., 2014). Conforme esperado, observa-se alteracdo na
expressdao e atividade destes mediadores na auséncia de RUNX3, promovendo a
transformacdo do fenotipo celular, invasdo do tecido e ocorréncia de metastases distantes
(CHEN et al., 2011; LIU et al., 2014).

Por outro lado, em lesGes ndo-cancerosas poucos estudos tém investigado o papel de
RUNX3 na progressdo dessas lesoes. Lu et al. (2012) avaliaram a metilagcdo de seu promotor
génico nas diferentes lesbes de estbmago, desde mucosa normal adjacente ao tumor, gastrite

atréfica crbnica, metaplasia intestinal, adenoma gastrico, displasia e cancer gastrico.
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Relataram que a frequéncia e proporcdo de metilagdo progrediram de acordo com a
severidade das lesdes de maneira relacionada a infeccdo pela H. pylori. De modo interessante,
esta progressdao nao foi observada nos individuos sem infeccdo (LU et al., 2012). Em
individuos com mucosa gastrica normal had uma relacdo inversamente proporcional entre a
taxa de metilacdo deste gene e idade dos individuos, indicando que o envelhecimento
promove diminuicdo na metilagdo de RUNX3 (WAKI et al., 2003; FAN et al., 2011). Em
gastrite cronica ndo existem estudos avaliando a participacdo de RUNX3 na cascata
tumorigénica do estbmago, seja associada ou ndo a H. pylori, sendo necessarios estudos
posteriores para determinar seu papel nesta lesao.

A familia de enzimas DNMTs atuam na regulacdo da expressdo génica promovendo o
silenciamento por meio da metilagdo da regido promotora (AGARWAL et al., 2013), evento
que, quando desregulado, encontra-se associado com o desenvolvimento de doencas humanas,
como doencas inflamatérias (NAKANO; BOYLE; FIRESTEIN, 2013) e o cancer (YANG et
al., 2011). O silenciamento transcricional promovido pelas DNMTs é uma das anormalidades
epigenéticas envolvidas na iniciacdo e progressdo tumoral, inativando preferencialmente
genes supressores tumorais (TABY; ISSA, 2010), sendo que cerca de 600 ilhas CpG estéo
diferencialmente metiladas em uma variedade de tumores humanos priméarios (COSTELLO et
al., 2000). A infecdo pela H. pylori parece influenciar o padrdo de metilacdo génica mesmo
apos a sua erradicagdo de forma dependente do grau da lesdo tecidual. Nanjo et al. (2011)
compararam pacientes com cancer gastrico e individuos saudaveis, ambos com infeccdo no
passado seguida de erradicacdo, e observaram que os individuos com cancer apresentavam
maiores niveis de metilagdo em genes de risco para o desenvolvimento desta malignidade em
relacdo aos individuos saudaveis. Dessa forma, consideramos relevante avaliar a expressao do
RNAmM das trés formas de DNMTs em resposta a infeccdo, e a ocorréncia de correlacdo
negativa de sua expressao com a expressdo dos genes supressores tumorais avaliados, uma
vez que se encontram frequentemente hipermetilados no cancer gastrico.

De modo geral a expressdo génica das DNMTs foi reduzida nos grupos de individuos
infectados e ndo infectados pela H. pylori, exceto no grupo Hp- quanto a expressao de
DNMTL1. A expressdo génica da enzima DNMT1 ndo apresentou alteracdo nos individuos
avaliados no presente trabalho. Esta isoforma foi a primeira metiltransferase de DNA
descoberta em mamiferos e € considerada a principal responsavel por manter a integridade
gendbmica em eucariotos superiores em decorréncia de sua participacdo na preservacdo e
propagacao fieis dos padrbes de metilacdo existentes (JURKOWSKA; JURKOWSKI;
JELTSCH, 2011). Em células normais, € mantido um estado basal de expressdao de DNMT1
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controlado por diversas vias de sinalizagdo (ROULEAU; MACLAEOD; SZYF, 1995). Por

exemplo, a proteina p53 se liga diretamente ao promotor génico de DNMT1 controlando a
expressdao do RNAm. No entanto, quando ocorrem danos ao DNA e a ativacdo da via de
sinalizacdo de p53, h& diminuicdo no controle sobre sua transcri¢cdo, promovendo um aumento
de expressdo (PETERSON; BOGLER; TAYLOR, 2003). Neste sentido, DNMT1 apresenta
um importante papel na transformacgdo maligna por inibir a expressao de genes supressores
tumorais quando com expressdo aumentada (BIGEY et al., 2000).

O aumento da expressdo proteica de DNMT1 foi associado a formas mais avangadas
de tumor astrocitico e correlacionado negativamente com a expressao de MGMT (0-6-
metilguanina-DNA metiltransferase) (RAHMAN et al., 2015), uma proteina de reparo
responsavel por proteger a célula contra mutacdes letais ocasionadas por agentes alquilantes
(WOOD, 1996). Em amostras de tumores gastricos, cerca de 65% apresentaram aumento de
expressdo proteica de DNMT1, distribuida tanto no nicleo quanto no citoplasma da célula
(YANG et al., 2011). No entanto, na mucosa gastrica normal de individuos saudaveis ou
adjacente ao tumor a expressdéo de DNMT1 ndo foi alterada pela presenca da H. pylori.
Anélises de metilagdo de promotores génicos mostraram que embora alguns genes sejam
resistentes, outros sdo suscetiveis a metilacdo relacionada a infeccdo mesmo sem alterar a
expressao génica e proteica das DNMTs (NAKAJIMA et al., 2009).

Nossos dados mostraram que os individuos infectados pela H. pylori e ap6s a sua
erradicacdo, assim como os ndo infectados apresentaram diminuicdo do RNAm dos genes
DNMT3A e DNMT3B. Inicialmente, as isoformas ativas DNMT3A e DNMT3B foram
consideradas fundamentais no desenvolvimento embrionério inicial de mamiferos por
realizarem a metilacdo de novo, na qual sdo adicionados grupos metil em sitios genémicos
ndo metilados de modo a estabelecer o padrao de metilagcdo que sera reproduzido ao longo das
divisdes celulares (RAZIN; CEDAR, 1993). No entanto, suas funcdes ndo estdo restritas a
este periodo, pois atuam em fases mais tardias do desenvolvimento (OKANO, 1999) e podem
estar envolvidas no aparecimento de doencas de vida adulta, como o cancer (YANG et al.,
2011). Neste aspecto, existem inimeras evidéncias de que ocorre expressdao aumentada de
DNMTs em tecidos tumorais (MIZUNO et al., 2001; LIN et al., 2007; QU et al., 2010),
atuando na metilacéo e consequente silenciamento preferencial de genes supressores tumorais,
favorecendo a tumorigénese (MOMPARLER, 2003; BELINSKY, 2004).

Na carcinogénese gastrica é relatada a expressao aumentada dos genes DNMT3A e
DNMT3B (NA; WOO, 2014, para revisdo) e o envolvimento das alteracBes epigenéticas no

silenciamento de genes supressores tumorais, interferindo em processos celulares como ciclo
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celular, migracdo, crescimento e apoptose (QU; DANG; HOU, 2013). Esta relagdo ndo esta
bem estabelecida em lesbes precursoras como a gastrite e na infeccdo pela H. pylori.
Entretanto, € reconhecido que a infeccdo causa um quadro de inflamacdo cronica,
desencadeando danos a molécula de DNA em decorréncia do estresse oxidativo, e a promogao
de alteracbes epigenéticas que causam o silenciamento de genes supressores tumorais
(NARDONE; COMPARE, 2008) e de outros genes envolvidos na homeostase tecidual (LU et
al., 2012; CHENG et al., 2013). Neste sentido, foi observado que a erradicacdo da bactéria
pode reverter o padrdo de metilacdo de promotores génicos (CHAN et al., 2006; NANJO et
al., 2012) e, por vezes, atenuar as lesdes gastricas desencadeadas pela infeccdo (CHAN et al.,
2006).

A expressdo g@génica das enzimas DNMTs pode ser controlada por diversos
mecanismos. O controle pré-transcricional dos genes DNMT1, DNMT3A e DNMT3B pode ser
realizado pela proteina p53, como ja relatado, a qual se liga e modifica a cromatina da regido
promotora (TANG et al., 2014). Além disso, o microRNA-29 promove o controle pés-
transcricional, ligando-se a0 RNAmM dos genes DNMT3A e DNMT3B, inibindo a sua traducéo
(OLIVEIRA et al., 2015). Contudo, em gastrite cronica associada a H. pylori ndo ha relatos de
reducdo da expressdo DNMTs. Na & Woo (2014) relataram diversas alteracbes na mucosa
géastrica causadas pela H. pylori que, em conjunto, permitiram aos autores concluirem que a
bactéria promove a hipermetilacdo de ilhas CpG por meio do aumento da expressdo das
DNMTs. Contrariamente, Nakajima et al. (2009) ndo encontraram diferencas na expressdo
génica e proteica de DNMT3A e DNMT3B no epitélio gastrico de individuos infectados em
relacdo aos ndo infectados, tanto em lesdo ndo cancerosa como em pacientes com cancer
gastrico. Embora ndo tenha sido observado o aumento na expressdo destas enzimas em alguns
estudos de pacientes com cancer gastrico H. pylori-positivos (ETOH et al., 2004; CAO et al.,
2014), a infeccdo foi capaz de aumentar a atividade de DNMTs nas linhagens celulares de
cancer gastrico MKN7 e MKN74 (HUANG et al., 2012).

O aumento de expressdo génica de DNMTs em tecidos tumorais fornece uma
explicacdo plausivel para o seu envolvimento na tumorigénese por meio do silenciamento
transcricional de genes supressores tumorais. No entanto, a hipometilacdo global também ¢
evento associado a transformacdo maligna do tecido (LAIRD; JAENISCH, 1996; JONES;
LAIRD, 1999; BAYLIN; HERMAN, 2000), o que indica que tanto a hipermetilacdo quanto a
hipometilagdo substancialmente contribuem para a iniciacdo e progressdo do cancer
(CUNNUYER, 2015). A hipometilacdo do DNA é um evento que ocorre mais amplamente no

genoma da célula tumoral, como em sequéncias repetitivas, atuando como um promotor do
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desenvolvimento tumoral devido ao aumento da instabilidade gendmica (GAUDET et al.,
2003). Neste sentido, a diminuicdo na expressao génica de DNMT3A causa a perda do padréao
metilado de sequéncia pericentromérica da regido satélite 2 em glioblastoma (FANELLI et al.,
2008). No caso da isoforma DNMT3B, a perda da expressao génica in vitro promoveu uma
diminuicdo no padrdo de metilacdo global do DNA, associadas a anormalidades
cromossémicas como poliploidias e aneuploidias. Além disso, a maioria da populacdo de
células tornou-se imortalizada, pois continuaram a se proliferar ap6s a senescéncia replicativa
das células controle (DODGE et al., 2005). Embora com numero amostral pequeno, nossos
resultados mostraram expressao reduzida das DNMTs no processo inflamatdrio de gastrite
cronica associada a infeccdo pela H. pylori, que deve ser melhor investigada quanto ao seu
envolvimento na cascata tumorigénica do estdmago.

Considerando o papel das DNMTs no silenciamento génico, tem-se observado
correlagdo negativa entre sua expressao em relacdo aos seus genes alvos silenciados por
hipermetilacdo do promotor (RAHMAN et al., 2015). Contudo, no presente estudo
observaram-se apenas correlagdes positivas entre as expressdes dos genes SOCS1 e DNMT1 e
do RPRM e DNMT3A e DNMT3B, evento que pode ter sido casual devido ao numero
reduzido de individuos avaliados.

O presente estudo ndo evidenciou alteragdo na expressdo de genes supressores
tumorais e das DNMTs avaliados em pacientes com gastrite crénica em decorréncia da
infeccdo pela H. pylori, assim sugerindo novas investigacfes sobre o envolvimento dessa
bactéria em vias epigenéticas como o padrdo de metilacdo global e a expressdo de genes

supressores em lesdes que participam da cascata de progressdo do cancer gastrico.
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V1. CONCLUSOES

Considerando o numero amostral avaliado, os resultados apresentados nos permitem

as seguintes conclusoes:

a- Em pacientes com gastrite cronica, a infeccdo pela bactéria H. pylori e sua
erradicacdo ndo promoveram alteracdo significante na expressdo do RNAm dos
supressores tumorais SOCS1, RPRM e RUNX3, e das DNMTs, que de modo geral

apresentam expressao reduzida;

b- A expressdo do RNAmM dos genes supressores e das DNMTs avaliados ndo foram
associadas aos fatores de risco idade, sexo, tabagismo, etilismo e gendtipo

bacteriano cagA;

c- A expressdo reduzida das DNMTs independente da infeccdo pela H. pylori e a
auséncia de correlacdo negativa ndo permite sugerir que a expressdo dos genes
supressores tumorais esteja reduzida por hipermetilacio do DNA em
consequéncia da infecgéo.
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VI. ANEXOS

Anexo 1: Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa Institucional

INSTITUTO DE BIOCIENGIAS
LETRAS E CIENCIAS W
EXATAS/CAMPUS DE SAQ
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADDS DO PROJETD DE PESOUESA

Tilulo da Pesguisa: Eleita da infecgia pala Helcobacter pylon na metilagio e expressao de
genes am kestes gasincas,

Pesquisador: Ayvla Blanco Pavonier

Area Temallca:

Versfio: 1

GAAE: 3380811430000 5466

Instituigio Proponente: Instibuio de Biociéncias Letras e Ciéncias Exatas’ Campus de 5io José da
Patrecinador Principal; Conselho Macional de Desanvalvimento Ciantiico e Tecnolégica

DADDS DO PARECER

Humero do Parecer: T38.50%
Data da Relaloria: 01/08:2014

Apreseniacio do Projeto:

Trala-ga de um prajelo de peaquiza da grande area Cidncias Boltgicas gue prelende avaliar o eleils da
imlecgio pela bactéia Halicebacler pylori na melilacso e expressio dos genes AUMNKI, RPAM @ S0CE1
envokidas no processo inflamaldnio e na cascata umaral gistrica anles e apés a terapia de erradicagda da
baciéria. Serd realizads no Labaraldrie de Citogenglica @ Bialagia Malecular Humana, bilce-UNESP,
ulilizanda-se de amosiras (& armazensdas no laboratdrio em decoméncia de esiudo prévio (Parecer CEP
IBILCEAIMESP n® 030M40), em que fai ablido o Tarma de Consenfimenta Livre & Esclarecido de todas as
participanbas, cuja copia fol anexada ae projeic de pesquisa, Vale ressaliar que nesie prajeie anterier ja
BElEVE pravisiy o armazenamanis das amosiras & 0 UsD am PesqUIBas uluras

Sardo utlizadas cerca ga 57 amasiras de ANA @ DA colledss para esiuda prévio

pelos Serdcos e Endoscopla do Hosphial de Base @ do Hospital Jodo Paule Il ambos em S5&0 José oo Rio
Freio. Tais amaalras sia provenentes de individuos sdulos de ambos o8 sexos, sends 20 com diagnosiics
rnegalive para H. pylori @ 32 com diagndsiico positivo, além de 4 amasiras e muocosa normal. Tamibém
foram pbtidas informagies por maio de quesliondries sobre identilicagie, histdrico Tamiliar de lesdes
pé=iricas ou cincer, tabagismo, elilisma dentre cutras, cuja capia 2588 anexada aa projelo. Tadas as

amasiras serdo referidas par codigo resguardando a

Emfiarega: CRISTOVAD COLOMED 2255

Bairmy; JARDK HAZRRETH CER: 15 054-000
uF; 5P Municipla: 580 KISE [0 MK PRETO
Takalone: (722002488 Fax: |17:8521-2500 E:mal:  Bians@ibiloe unasp br
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INSTITUTO DE BIOCIENCIAS

LETRAS E CIENCIAS W
EXATAS/CAMPUS DE SAO

igandficagaon tos individuas. Os resuRades do estude serdo dyulgados em reuniles clentificas/'congressos @
encaminnads para publicacso em revisia espacializada,

& pesguisadora solicila dispenda go TCLE, justificando gue as amoalras ulilizadas ne prajes foram colhidas
anteriormente medianie TCLE com & aprovagio pela GEF-IBILCE & que sera invidwel localizar odas a8
pariicipanies da pesquisa para nova assinatura. Ressalta. ainda, que na TCLE uiilizada em prajeta

Continasls o0 Parsos 738505

anlerioreslava previsio o armazenamenla das amesiras ¢ possivel usa em prajetas futuras.

Objetiva da Pesquisa:

fwvaliar o efeilo da infecgdo pela baciéra Helicobacter pylon na matilagio & expressio dos genas ALIMKG,
RPAM & S0C51 emvalvidos no processo inflamatdrio @ na cascata tfwmoral gastrica antas @ apas a werapia
de arradicaca#n da bacharia,

Avaliagdo dos Riscos ¢ Beneficios:

O riscas 530 minimas, uma ves que uilizard amosiras armazenadas @ ablidas para projeto arenar, ja
aprovado pekn GEP, @ onde consia prewi=ao de ulilizaghs em projetos futurcs,

3 rigcio com consfrangimenty pala divulgacan dos dades em evanos centificos praticamants nio axista,
pois oE paclentes serdo identificades por mels ge codigos.

Comentarios & Consideracdes sobre a Pesquisa:

O prejeio estd bem apreseniado com boa fundamentagio tedriza, bem justificade, definicio clara dos
ohjeinas @ metnlegia detalhada, explicitanca o nimere de participantes, a forma de ablengin das amasiras
& analise 408 dadys.

As amosiras que seran wiilizadas s&0 provententes de trabalho realizado antengrmente, o qual teve
apravacho par esle CEP.

Conskderagies sobre o8 Termes de apresentacso obrigaioria;

A pasquisadora solicia dspansa do TGLE. apreseniando como |ustificativa o fato de que, no projato
ameriar, quands as amaslras loram oblidas, ji constava a pravisio de gue elas geriam utilizadas em
estudos luluros e, também, pala inviabilidade em localizar o8 parlicipanies da pagquisa para mava
asginatura.

Recomendagtes:
Recomanis & BRROVECAD di projets, considerande comalss as jusiiicatives para dspersa do TGLE,

Emdarepa: CRISTOVAD COLOWMBD 2255

Bairmy JARDE HAZARETH CEP: 15 054-00m
UF; §p Wunicipla; 580 KISE (53 RKI PRETO
Tabslani: (§73381 2438 Fas: |1703E1-2550 E-mail: ians@bikoe unosp br
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INSTITUTC DE BIOCIENGCIAS
LETRAS E CIENCIAS W
EXATAS/CAMPUS DE SAQ

Conclustes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Rrcomendo a aprovagin, ndp apontandn penoéncias
Silusgde do Parecer:

fprovado

Mecessila Apreciacio da CONEP:
Maa

Conskderagées Finals a critério do CEP;
O relatdros parcials dewardne sar encaminhatos semesiralmanta, contands a parfir desia data,

Continisdo o Parsos: 738505

SA0 JOSE DO RID PRETD, 05 de Agogto te 2014

Assinado por:
Ana Carolina Condi e Silva

(Coordenadar]
Emafiarea:  CRISTOWAD COLCKEBD 2255
Bairm:; ISR NAZAHETH CEP; 15054-0m
uF; 5p Munizipla; 580 JISE [0 A PRETO

Tubeloni: (173221 2428 Fa: |173221-2500 Ermal:  Rans@bilon urasp by
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Anexo 2: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE (Conselho Nacional de
Salde, Resolugdo 196/96)

Titulo: Expressdo génica e cinética celular no processo inflamatério induzido pela
Helicobacter pylori antes e ap0s terapia de erradicacéo.

Pesquisador responsavel: Aline Cristina Targa Cadamuro — Departamento de Biologia
IBILCE/Unesp.

A) para obter maior conhecimento dos mecanismos envolvidos no processo inflamatério no
estdmago saudavel e com lesdes, 0s pesquisadores da Unesp de Sdo José do Rio Preto, estdo
desenvolvendo uma pesquisa que poderd melhorar nosso conhecimento sobre essas lesdes
gastricas e, portanto, oferecer possibilidade de estratégias futuras de tratamento mais efetivo
dessas lesdes e prevencdo da progressdo ao cancer gastrico causado pela bactéria;

B) este estudo tem como objetivo avaliar se ocorrem mudangas na expressdo do material
genético (DNA) devido a presenca ou ndo da bactéria H. pylori antes e apds tratamento para
erradicacdo. Esses resultados serdo confirmados pelo estudo da expressdo de proteinas
especificas utilizando-se os blocos de parafina correspondentes armazenados no Servigco de
Patologia do hospital,

C) sera investigado se vocé apresenta infecgdo pela bactéria H. pylori, que geralmente é
responsavel pelo processo de inflamacgédo do estdmago;

D) para a realizacdo do estudo serdo coletados 5 ml de sangue, utilizando material
descartavel, feita por profissional qualificado no Setor de Coleta do Ambulatério do Hospital
de Base;

E) serdo obtidos pequenos fragmentos (bidpsias) da parede do estbmago com caracteristica
alterada como inflamacéo (gastrite) ou outras leses (Ulcera e metaplasia) durante seu exame
de endoscopia, solicitado por seu médico, no Servigo de Endoscopia do Hospital de Base de
Séo José do Rio Preto;

F) ndo havera nenhum risco adicional para sua saude, pois a coleta do material sera realizada
pelos profissionais qualificados do hospital, sendo necessaria a endoscopia independente deste
projeto;

G) no caso de vocé apresentar infeccdo pela bactéria, seu médico ird prescrever o tratamento
padrdo e agendar data de retorno para nova endoscopia, onde serdo coletados alguns
fragmentos (bidpsias) da parede do estdmago para verificar se houve a eliminacédo da bactéria

e da inflamacdo ou da lesdo existente no estdbmago. Este material serd novamente analisado
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para verificar se ap6s o tratamento houveram mudancas na expressdo do material genético das
células.

H) Vocé podera consultar a pesquisadora responsavel em qualquer época, pessoalmente ou
pelo telefone da instituicdo, para esclarecimento de qualquer davida. VVocé esta livre para, a
qualquer momento, deixar de participar da pesquisa. Sera solicitado que forneca informac6es
através de um questionario realizado durante uma entrevista antes do seu exame e também
deverda autorizar a coleta de dados em seu prontuario médico e obtencédo de cortes histoldgicos
dos blocos parafinados para estudo de algumas proteinas. Todas as informacdes fornecidas e
0s resultados obtidos serdo mantidos em sigilo, sem sua identificacdo, pois o material
coletado sera identificado por cadigo.

I) Os resultados serdo utilizados apenas para divulgacdo em reunides cientificas, congressos e
revistas cientificas. Vocé sera informado pelo seu médico dos resultados obtidos apenas se
houver algum beneficio que possa auxiliar seu tratamento ou prevenir a progressdo da lesdo
que apresenta no estdmago, independentemente do fato destes poderem mudar seu
consentimento em participar da pesquisa.

J) Vocé néo terd quaisquer beneficios ou direitos financeiros sobre os eventuais resultados
decorrentes da pesquisa. O material biolégico cedido serd armazenado no nosso laboratério e
poderd ser utilizado para pesquisas futuras mediante aprovacdo pelo CEP ou pela CONEP, em
cumprimento a Resolucdo CNS 347/2005.

Diante das explicacdes, se vocé concordar em participar deste projeto, cologue sua assinatura

a seguir e forneca os dados solicitados.

Nome: R.G.
Endereco: Fone:
,__de de20__ .
Usuario ou responsavel legal Pesquisador responsavel

OBS.: Termo apresenta duas vias, uma destinada ao Usuario ou seu representante e a outra ao pesquisador

Nome: Aline Cristina Targa Cadamuro Cargo/Fungdo:
Fone: Aluna de Doutorado

Instituicdo: IBILCE/UNESP

Endereco: Rua Cristovdo Colombo, 2265

Projeto submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do IBILCE/UNESP
Séao José do Rio Preto — fone 17-3221-2456/3221-2317
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Anexo 3: Questionario do projeto: Expressdo génica e cinética celular no processo
inflamatdério induzido pela Helicobacter pylori antes e ap6s terapia de erradicacao.
Responsaveis: Doutoranda Aline Cristina Targa Cadamuro, Profa. Dra. Ana Elizabete Silva
(Departamento de Biologia IBILCE-UNESP, Séo José do Rio Preto-SP), Profa. Dra. Eny
Maria Goloni Bertollo (FAMERP), Dr. Fausto Nasser (Hospital de Base).

I. IDENTIFICACAO

N[0 4= Prontudrio:.................
Data de nascimento........... Lo Lo Sexo: ()F()M

Grupo étnico: () caucaséide () negroide () asiatico

ENAEIECO: ... e Fone:........o......
CHAAAR ...t bbb Estado..............
ProfisSa0 atual:.........ccooiieiiieieic e tempo de atuagao:...........c.ceevenee.
ProfisSE0 anterior:........cooviieveieieieesee e tempo de atuago:..........ccvuee.

Il. DADOS PESSOAIS E FAMILIAIS

- Consumo de bebida alcoolica: () sim () nédo () ex-etilista



Autorizo a reproducdo xerografica para fins de pesquisa.

Sao José do Rio Preto, / /

Assinatura



