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EPIGRAFE

“Que todos o0s nossos esfor¢os estejam sempre focados no desafio a
impossibilidade. Todas as grandes conquistas humanas vieram daquilo que parecia
impossivel”.

Charles Chaplin



RESUMO

A evolucdo da carcinogénese gastrica ainda ¢ pouco conhecida. Para este trabalho utilizamos
o modelo de carcinogénese gastrica em Cebus apella, um primata ndo-humano do Novo
Mundo. Tratamos seis animais com N-metil-nitrosoureia (MNU). Durante os estudos foram
feitas andlises clinicas, hematologicas e bioquimicas, incluindo proteina C-reativa, acido
folico e homocisteina. Todos os animais desenvolveram lesdes pré-neoplasicas e cinco (05)
deles morreram de intoxicagdo por drogas antes do desenvolvimento da neoplasia. O ultimo
animal sobrevivente do tratamento com MNU desenvolveu adenocarcinoma gastrico do tipo
intestinal, observado através de endoscopia no 940° dia. Os niveis de proteina C-reativa e a
concentracdo de homocisteina aumentaram e o nivel de 4cido folico diminuiu com a presenga
de tumores nos animais tratados com MNU. Os resultados hematoldgicos e bioquimicos
corroboram com as observagdes encontradas em pacientes com cancer gastrico, provando que
os Cebus apella sdo interessantes modelos in vivo para estudar esta neoplasia. Assim,
concluimos que os niveis de homocisteina e acido f6lico sao alterados de acordo com a etapa
da carcinogénese, porém pudemos observar que a homocisteina aumenta a medida que o
tumor ¢ estabelecido, em contrapartida, os niveis de acido folico diminuem com a progressao
do tumor. Corroborando com os estudos que mostram que os niveis de homocisteina e acido
folico sdo inversamente proporcionais € que sdo parametros biquimicos sensiveis ao
desenvolvimento do cancer e que assim podem ser usados como marcadores bioquimicos para

o rastreio do desenvolvimento carcinogénico.

Palavras-chave: Cancer Gastrico. Acido folico. Homocisteina. Biomarcadores. Primatas Nao

Humanos. MNU.



ABSTRACT

The evolution of gastric carcinogenesis is still poorly known. For this work we used the
model of gastric carcinogenesis in Cebus apella, a non-human primate from the New World.
We treated six animals with N-methyl-nitrosourea (MNU). During the studies, clinical,
hematological and biochemical analyzes were performed, including C-reactive protein, folic
acid and homocysteine. All animals developed pre-neoplastic lesions and five (05) of them
died of drug intoxication before the development of neoplasia. The last surviving animal from
MNU treatment developed intestinal-type gastric adenocarcinoma, seen through endoscopy
on the 940th day. The levels of C-reactive protein and the concentration of homocysteine
increased and the level of folic acid experienced with the presence of disturbances in the
animals treated with MNU. The hematological and biochemical results corroborate the
observations found in patients with gastric cancer, proving that Cebus apella are interesting in
vivo models to study this neoplasm. Thus, we conclude that homocysteine and folic acid
levels are altered according to the stage of carcinogenesis, but we could observe that
homocysteine increases as the tumor is established, in evolution, folic acid levels decrease
with tumor progression. Corroborating with studies that show that homocysteine and folic
acid levels are inversely provided and that they are bichemical parameters sensitive to the
development of cancer and that thus can be used as biochemical markers for tracking

carcinogenic development.

Keywords: Gastric Cancer. Folic acid. Homocysteine. Biomarkers. Non-Human Primates.

MNU.
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1INTRODUCAO

O cancer gastrico ¢ a segunda principal causa de mortes em todo mundo e a terceira
mais comum em paises industrializados (BRAY et al., 2018; SUNG et al., 2020). O tipo
histologico mais freqiiente ¢ o adenocarcinoma, responsdvel por 95% dos tumores de
estdbmago no Brasil (INCA, 2020). A carcinogénese gastrica ¢ uma doenca muito complexa
com uma etiologia complicada envolvendo varidveis genéticas e ambientais complexas e
especificas do hospedeiro (BASS et al., 2014; YIN et al., 2020) e, apesar da evolucdo no
tratamento de pacientes com GC que apresentam metastases a distancia, ainda persistem taxas
de recorréncia significativas e um prognostico ruim, com escolhas limitadas de tratamento e
sobrevida média em torno de um ano (LEE et al., 2016; EUSEBI et al., 2020).

O cancer géstrico ndo apresenta sintomas especificos nos estagios iniciais (HUNT et
al., 2015). Sendo assim seu diagndstico na maioria das vezes se d4 em estdgio avancado. O
principal método de diagnoéstico ¢ a endoscopia e a biopsia, que sao métodos invasivos e que
trazem desconforto e ansiedade para o paciente. A ressec¢do cirurgica € o procedimento
terapéutico mais eficaz, os avangos na quimioterapia tém melhorado bastante a sobrevida livre
de progressao do tumor e as taxas de sobrevida global. No entanto, um diagnéstico precoce ¢é
de grande importancia para garantir um tratamento eficaz e num menor tempo possivel, além
de aumentar a taxa de sobrevida dos pacientes (LI Y et al., 2011; EMOTO et al., 2012).
Porém essa deteccdo precoce continua sendo um desafio diagndstico devido a falta de
biomarcadores eficazes. A maioria deles ndo sdo recomendados devido ao limite de
especificidade e sensibilidade nos estdgios iniciais da doenca gastrica (SHIMADA et al.,
2014). Assim, Novos biomarcadores para rastrear e prever a invasividade do cancer gastrico
podem fornecer novas maneiras de resolver o dilema e, portanto, sdo necessarios com
urgéncia (GRAVALOS et al, 2008; OH et al., 2012).

A experimentacdo animal reveste-se de importancia incomensuravel nas pesquisas
cientificas, contribuindo sobremaneira para a ciéncia e a tecnologia. Sua vasta contribui¢ao
nos diferentes campos cientificos tem promovido ao longo dos anos a descoberta de medidas
profilaticas e de tratamentos de inumeras enfermidades que acometem os seres Vvivos
(TAKAYAMA, 2008). No entanto, a eficacia dos modelos animais ¢ dificultada pelas
diferencas intrinsecas de espécies entre modelos animais € humanos. Os primatas nao

humanos oferecem um modelo Util para estudos de carcinogénese, pois apresentam uma
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estreita relacdo a anatomia, fisiologia, bioquimica e sistema de 6rgdos, em comparagao a
roedores. Permitindo um estudo mais fidedigno (TORRES, 2010; LEAL et al.; 2013).

Uma grande variedade de substincias quimicas ¢ capaz de induzir o desenvolvimento
de neoplasias, funcionando como agentes carcinogénicos. Tumores malignos surgem do
acumulo de alteragdes genéticas e epigenéticas causadas pela exposicdo a esses agentes num
processo que envolve uma série de eventos que resultam na conversao de células normais em
células neoplésicas (TAKAYAMA, 2008). Um desses carcinogénicos ¢ a N-metil-nitrosouréia
(MNU), que ndo necessita de ativacdo metabdlica para exercer carcinogenicidade. MNU ¢é um
produto de nitrosacdo do metabolismo da creatinina que ¢ formado na presenca de nitritos no
ambiente gastrico acido. A sua producao estd associada a ingestdo de produtos carneos, carnes
curadas e frutos do mar (STATISTICS, 2016; CHARALAMPAKIS, 2017). Além disso, ¢é
possivel que muitas espécies, incluindo humanos, sejam expostas ao MNU, gerado em seu
trato gastrointestinal (UWAGAWA, 1991; DA COSTA et al., 2011; TSUBURA, 2011;
SINTARA, 2012;).

Pacientes com cancer tém altos niveis plasmaticos de homocisteina. Sendo a
concentragdo de homocisteina inversamente proporcional a concentragdo de acido folico,
nesses pacientes, espera-se que o nivel plasmatico de folato esteja baixo, uma vez que as
células tumorais precisam extrair folato do sangue através da sintese de Purina. A toxicidade
da homocisteina independe do tipo ou do o6rgao/tecido em que se encontra o cancer. As
concentragdes plamaticas de homocisteina variam de acordo com o estagio da carcinogénese.
Cancer em estado inicial ndo apresenta alteragdes significativas de homocisteina plasmatica,
porém em canceres em estagio avancado, os niveis pladsmaticos da homocisteina sdo bastante
elevados (BRZEZINSK, 2020). Evidéncias sugerem que baixos niveis de folato estdo
envolvidos no desenvolvimento do CG, pois observou-se que a concentragdo de folato ¢
menor em tecido de cancer gastrico que em tecido de gastrite (MORGAGNTI et al., 2015).

A compreensao dos efeitos da homocisteina e do Folato no crescimento e proliferacao
de células cancerigenas renderiam novas e promissoras estratégias contra o cancer. Podendo

ser usados como potenciais marcadores tumorais (ZHI LIU et al., 2018).
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Geral
Avaliar os padrdes bioquimicos de Homocisteina e Acido Folico para a validagdo de possiveis
biomarcadores relevantes para o rastreio do Cancer Gastrico utilizando o modelo

experimental para Carcinogénese Gastrica de Primatas Nao Humanos.

1.1.2 Especificos

° Identificar o comportamento da Homocisteina durante as fases de desenvolvimento e
estabelecimento do cancer gastrico.

° Identificar o comportamento do Acido Félico durante as fases de desenvolvimento e

estabelecimento do Cancer Gatrico.

1.2 REFERENCIAL TEORICO

1.2.1 Cancer Géstrico

O cancer gastrico ¢ a segunda principal causa de mortes em todo mundo e a terceira
mais comum em paises industrializados (BRAY et al., 2018; UNG et al., 2020). O tipo
histologico mais freqliente ¢ o adenocarcinoma, responsavel por 95% dos tumores de
estdbmago no Brasil (INCA, 2020). A carcinigénese gastrica ¢ uma doenga muito complexa
com uma etiologia complicada envolvendo varidveis genéticas e ambientais complexas e
especificas do hospedeiro (BASS et al., 2014; YIN et al., 2020) e, apesar da evolucdo no
tratamento de pacientes com GC que apresentam metastases a distancia, ainda persistem taxas
de recorréncia significativas e um prognostico ruim, com escolhas limitadas de tratamento e
sobrevida média em torno de um ano (LEE et al., 2016; EUSEBI et al., 2020). Os tumores
gastricos sdo divididos em dois tipos histologicos principais segundo a classificacdo de
Laurén (1965): Cancer Gastrico do tipo difuso e Cancer Gastrico do Tipo Intestinal. O tipo
intestinal, também chamado de tipo “epidémico”, depende de fatores ambientais e nutricionais
e esta associado a presenca de lesdes pré-cancerosas, como gastrite cronica, atrofia gastrica,
metaplasia intestinal, neoplasia intraepitelial e adenocarcinoma (SMITH et al., 2006; LEE, et

al., 2016; SUKANYA et al., 2021). O tipo difuso apresenta prognodstico ruim, ndo esta
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associado a lesdes pré-cancerosas e apresenta um padrdo de crescimento invasivo. Seu
predominio sofre influéncia de fatores geograficos, étnicos e culturais. (PARKIN, 2006; LEE,

etal., 2016).

Figura 1 - Aspecto microscopico dos tipos histolégicos de Laurén (HE)

Fonte: Da Costa (2012)

Figura 1: Aspecto microscopico dos tipos histologicos de Laurén (HE). No tipo intestinal, neoplasia forma
glandulas desorganizadas, 200x (A); e as células neoplasicas formam corddes solidos, 400x (B). No tipo difuso o
tumor infiltra difusamente todas as camadas do estomago, e o melhor lugar para identificar a infiltragdo ¢ a
camada muscular, onde as células neoplésicas contrastam com as fibras musculares lisas, 200x (C); o excesso de
muco produzido pelas células neoplésicas pode ser observado no citoplasma na forma de um grande vactiolo,
que desloca o niicleo para a periferia, originando as células em anel de sinete, 400x (D).

Os principais fatores de risco para o cancer gastrico sdo: infec¢ao por H. pylori, idade
avancada, baixo nivel socioecondmico, tabagismo, consumo de alcool, predisposi¢ao familiar,
cirurgia gastrica anterior, anemia perniciosa (MURPHY et al., 2015; MORGAGNI et al.,
2015; YAGHOORBI et al., 2017), uma dieta rica em alimentos salgados, baixa ingestdo de
frutas e verduras, Doeng¢a do Refluxo Gastroesofagico (TSUGANE E SASAZUKI, 2007;
SMYTH, 2020). A infec¢do por H. pylori é o fator de risco mais bem descrito para o cancer

gatrico. A infecgdo cronica da mucosa géstrica leva a progressao gradual das lesdes grastricas
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(WHO, 2019), no entanto, a maioria dos individuos infectados ndo desenvolve malignidade
(CREW et al., 2006; CARCAS et al., 2014). Sao necessarias interagdes entre a infec¢ao por
H. pylori, e os fatores ambientais, alimentares e genéticos, para que ocorra o desenvolvimento
da carcinogénese gastrica (MILNE et al., 2009), assim, a adequagdo da dieta para uma
alimentacdo com menor ingestdo de sal e alimentos salgados ¢ uma estratégia possivel para
prevenir o cancer gastrico. Uma vez que o risco de cancer gastrico pode ser reduzido por alta
ingestao de frutas e vegetais (TSUGANE E SASAZUKI, 2007; ELIZABETH et al., 2020).

O cancer géstrico ndo apresenta sintomas especificos nos estagios iniciais (HUNT et
al., 2015). Sendo assim, seu diagndstico na maioria das vezes se da em estagio avancado
levando a um progndstico ruim e a uma taxa de sobrevida de até cinco (05) anos. O principal
método de diagnostico € a endoscopia e a bidpsia, que trazem desconforto e ansiedade para o
paciente. A resseccdo cirurgica ¢ o procedimento terap€utico mais eficaz, os avangos na
quimioterapia tém melhorado bastante a sobrevida livre de progressdo do tumor e as taxas de
sobrevida global. No entanto, um diagnéstico precoce ¢ de grande importancia para garantir
um tratamento eficaz em um menor tempo possivel, melhorando a taxa de sobrevida dos
pacientes (LI Y et al., 2011; EMOTO et al., 2012). O desenvolvimento de moléculas
biomarcadoras para a detec¢do precoce do CG teve alguns avangos, porém observa-se que
biomarcadores diagndsticos uteis para o diagndstico do cancer gastrico parecem limitados. A
maioria deles nao ¢ recomendada devido ao limite de especificidade e sensibilidade nos
estagios iniciais da doenca gastrica (SHIMADA et al., 2014). Assim, se faz muito importante
a necessidade de identificar biomarcadores adicionais para o rastreio e diagnodstico precoce da

carcinogénese gastrica.

1.2.2 Modelo Animal

A experimentacdo animal ¢ muito importante para as pesquisas cientificas,
contribuindo de maneira marcante para a ciéncia e a tecnologia. Sua contribui¢do nos
diferentes campos cientificos tem promovido ao longo dos anos a descoberta de medidas
profilaticas e de tratamentos de inumeras enfermidades que acometem os seres Vvivos
(TAKAYAMA, 2008).

Os primatas nao humanos constituem excelentes modelos experimentais devido a
grande proximidade evolutiva filogenética com o ser humano, possuindo maior similaridade

anatomica, fisiologica e bioquimica que os roedores, gerando resultados que podem ser
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interpretados de forma mais proxima e segura para o organismo humano. O tamanho dos
orgdos torna possivel a repeticdo de diagnodsticos tais como exames endoscopicos, coleta de
amostras de sangue e biopsia de um mesmo animal por um longo periodo; além disso, a maior
longevidade dos macacos permite a exposi¢do a carcindgenos por longos intervalos de tempo,
assim como ocorre em humanos (TAKAYAMA et al., 2008).

Muitos estudos relataram o desenvolvimento de neoplasias diversas em primatas nao
humanos. Terrell ef al. (1980) foram dos primeiros grupos a diagnosticar linfomas malignos
em primatas ndo humanos. Paoli e McClure (1982) reportam o desenvolvimento espontineo
de dois adenocarcinomas mucoides colonicos em Tamarins (Saguinus oedipus). Um macho
adulto apresentou metastase para os linfonodos regionais e o pancreas. Brack (1998) publicou
também uma revisdo de 26 tumores gastrointestinais diagnosticados em 23 primatas ndo
humanos durante necropsias de rotina no “German Primate Center”. Destes, 15 casos foram
de adenocarcinomas mucdides coloretais em Tamarins (Saguinus oedipus), dos quais dois
animais apresentavam associagdo com adenocarcinomas gastricos.

O adenocarcinoma intestinal parece ser a neoplasia maligna mais freqiiente em
primatas ndo humanos, e uma substancial causa de morbidade e mortalidade ¢ observada no
seu envelhecimento. Uma revisdo retrospectiva de 32 casos foi realizada por Valverde et al.
(2000) no “California Regional Primate Research Center”, a avaliag¢do clinica revelou perda
severa de peso, anorexia e presen¢a de massa tumoral palpavel. Também foi observado o
desenvolvimento de anemia microcitica e hipocromica. Analises laboratoriais detectaram a
presenca de sangue intermitentes nas fezes, hipoproteinemia e hipoalbuminemia. Os locais
mais freqlientes onde houve o desenvolvimento de adenocarcinomas intestinais foram a
juncao ileocecal, colo, ileo, jejuno e ceco. Metastases foram evidentes em 34% dos casos,
com o desenvolvimento de nodulos periféricos no figado, pulmdes, pancreas e glandulas
adrenais. Adenocarcinomas espontaneos do colo também ja foram descritos em dois macacos
rhesus. Os tumores foram associados com metastases, o que € incomum nesses primatas

(KERRICK E BROWNSTEIN, 2000).

1.2.3 N-metil-nitrosourea (MNU)
Uma grande variedade de substancias quimicas ¢ capaz de induzir o desenvolvimento
de neoplasias, funcionando como agentes carcinogénicos. Tumores malignos surgem do

acumulo de alteragdes genéticas e epigenéticas causadas pela exposicdo a esses agentes num
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processo que envolve uma série de eventos que resultam na conversao de células normais em
células neoplasicas (TAKAYAMA, 2008).

Os compostos N-nitrosos sdo compostos quimicos produzidos pela reagdo de 6xidos
de nitrogénio com aminas ou amidas secunddrias e terciarias (AUCHER et al, 1999). Atuam
como agentes carcinogénicos induzindo o desenvolvimento de tumores em diversos modelos
animais experimentais, sendo também possivel que estes agentes possam estar associados ao
desenvolvimento de alguns tipos de tumores humanos.

Quando comparados com outros modelos animais, os tumores quimicamente
induzidos apresentam vantagens como um curto periodo de laténcia e elevada
reprodutibilidade. Além das semelhangas com o processo de carcinogénese humana onde o
desenvolvimento de tumores ocorre através de uma série de etapas progressivas. Esse modelo
in vivo fornece informagdes bastante relevantes sobre a progressdo da carcinogénese em
orgdos alvos, assim como a possibilidade de avaliar agentes preventivos e terapéuticos
(FAUSTINO E ROCHA et al., 2015; MATOS et al., 2016). No entanto, estes modelos
apresentam também algumas limitagdes, como os elevados custos de obtencdo e manutencao
dos animais, a necessidade de utilizagdo de agentes cancerigenos em doses elevadas para
induzir o desenvolvimento do processo carcinogénico, a exposi¢do prolongada a agentes
potencialmente cancerigenos, o que pode causar danos tanto as pessoas que o0 manuseiam
quanto ao meio ambiente (FAUSTINO E ROCHA et al., 2015).

O MNU metila o DNA em sitios nucleofilicos, gerando N7 e N3 alquilpurinas.
Sugere-se que a lesdo mutagénica primaria ¢ O6 metilguanina (FRIEDBERG et al., 1995;
FEIO et al., 2014). O MNU exerce efeito carcinogénico direto sobre o organismo, sem
requerer ativacdo enzimatica. O MNU apresentou efeito carcinogénico em todas as espécies
de animais testadas: camundongos, ratos, sirio dourado, hamster chinés e europeu, coelhos,

roedores, suinos, caes ¢ macacos (WHO-IARC, 1998).
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Figura 2: Estrutura quimica do N-metil-nitrosourea (MNU)
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Fonte: FAUSTINO E ROCHA (2015).

Em primatas ndo humanos, a administracao oral deste composto induziu o surgimento
de carcinoma de células escamosas na superficie gastrointestinal (cavidade oral, faringe,
laringe e estdmago), além de inflamagdes cronicas no esofago, as quais causaram o aumento
da proliferacdo celular, favorecendo assim o surgimento de tumores (Thorgeirsson et al.,
1994) e de endometriose e cisto ovariano em algumas fémeas (Takayama ef al., 2008).

Os compostos N-nitrosos sdo compostos quimicos produzidos pela reagdo de 6xidos
de nitrogénio com aminas ou amidas secunddrias e terciarias (Matos et al., 2016; Aucher et al,
1999). Atuam como agentes carcinogénicos induzindo o desenvolvimento de tumores em
diversos modelos animais experimentais, sendo também possivel que estes agentes possam
estar associados ao desenvolvimento de alguns tipos de tumores humanos.

Os seres humanos sdo frequentemente expostos aos compostos nitrosos através da
dieta devido ao consumo de carnes curadas, bacon, peixe defumado e frito, cerveja, manteiga,
salsichas, queijo, presunto, leite em poé e picles, ou através do uso de servigos de cabeleireiros,
utilizagdo de produtos como borrachas, metal e couro industrializado, além dos agrotéxicos
(FAUSTINO E ROCHA et al, 2015). O acimulo desses compostos nos alimentos esta
associado as condi¢des de processamento, como alimentos em conserva, armazenados em
condigdes de umidade, defumados ao ar saturado com nitrogénio, secos em altas temperaturas

e curados com nitrato ou nitrito (FAUSTINO E ROCHA et al, 2015)
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1.2.4. Homocisteina

Os niveis de homocisteina podem ser aumentados por diferentes condi¢des, incluindo
fatores genéticos, dieta, estilo de vida, varios medicamentos, epilepsia e outros. Os
mecanismos subjacentes a neurotoxicidade da homocisteina incluem estresse oxidativo, dano
ao DNA, tiolag¢do de proteinas ou homocisteinilagcao de proteinas, desencadeando apoptose e
excitotoxicidade. Dados recentes indicam que a inflamagdo durante a hiper-homocisteinemia
(hHcy) acompanha o aumento dos niveis de vdrias citocinas e alteragdes na metilacdo do
DNA (HASAN et al.,2019). A homocisteina ¢ um composto intermedidrio necessario na via
de sintese de transsulfuragdo da cisteina a partir da metionina. A metionina sintase catalisa a
remetilacdo da homocisteina em metionina para manter niveis adequados de folato
intercelular, necessarios para a sintese de DNA, metilacdo e homeostase (LISSOWSKA et al.,
2007; ZHI LIU et al., 2018). Quando ha excesso de metionina celular, a via de transsulfuragao
desempenha um papel crucial no metabolismo da homocisteina, convertendo homocisteina em
cistationina utilizando o fosfato como cofator (HASAN et al., 2019). Quando o nivel celular
de metionina ¢ baixo, a homocisteina ¢ remetilada de volta & metionina em uma reagdo
dependente de betaina ou folato.

A homocisteina foi escolhida para este estudo com base nas descobertas de estudos
anteriores que mostraram que os niveis aumentados de homocisteina no plasma estavam
associados a taxas de proliferacdo celular in vitro em uma variedade de tipos de tumor
(TAWFIK et al, 2020; ELSHERBINY et al., 2020), bem como a danos oxidativos as células
(SIBAROV et al., 2020). A hiper-homocisteinemia pode aumentar a superproducdo de
radicais livres de oxigénio através da oxidagdo da homocisteina e pode inibir a metilagao do
DNA nos tecidos (HERMANN; SITDIKAVA; 2021; IVANOVA et al, 2021)

Pacientes com cancer t€m altos niveis plasmaticos de homocisteina, como ja foi citado
anteriormente, existindo uma relac¢do inversa entre a concentracdo de homocisteina plasmatica
e folato. Em pacientes com cancer, espera-se que o nivel plasmatico de folato esteja baixo,
uma vez que as cé€lulas tumorais precisam extrair folato do sangue através da sintese de
Purina. A toxicidade da homocisteina independe do tipo ou do oOrgao/tecido em que se
encontra o cancer. As concentragdes plamaticas de homocisteina variam de acordo com o
estagio da carcinogénese. Cancer em estado inicial ndo apresenta alteracdes significativas de

homocisteina plasmatica, porém em canceres em estdgio avancado, os niveis plasmaticos da
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homocisteina sdo bastante elevados (BRZEZINSK, 2020). Assim como em pacientes que sao
submetidos a cirurgia ou quimioterapia também ocorre um aumento acentuado dos niveis de
homocisteina. Elevando a frequéncia de eventos tromboembdlicos, complicacdo mais
frequente e a segunda causa mais comum de morte entre os pacientes com cancer, €
diminuindo a concentragdo plasmatica de acido folico (HASAN et al., 2019).

Claramente existem fatores genéticos, epigenéticos e ambientais que estabelecem uma
associagdo proxima entre disturbios do metabolismo de homocisteina e o cancer. Onde niveis
aumentados de homocisteina representam um papel importante na detec¢ao de diversos tipos
de cancer, incluindo, Cancer Colorretal, de Estomago, de Pulmao e outros (ZHI LIU et al.,
2018). A compreensdo dos efeitos da homocisteina no crescimento e proliferacao de células
cancerigenas renderiam novas e promissoras estratégias contra o cancer. Sendo assim, a
homocisteina pode ser usada como um potencial biomarcador tumoral para uma variedade de
canceres, uma vez que reflete a taxa de proliferagdo de células tumorais (ZHI LIU et al.,

2018).

1.2.5 Acido Félico

O Folato (vitamina B9) desempenha um papel fundamental no metabolismo celular
fornecendo metabolitos necessarios para a sintese e reparo do DNA, proteinas e lipidios, bem
como esta envolvido em reagdes bioldgicas de metilacao e biossintese de nucleotideos que sao
desregulados durante a carcinogénese. Sua deplecdo pode resultar em hipometilagdo global do
DNA, dano a sua estrutura, reparo prejudicado do DNA e expressdo alterada de proto-
oncogenes/genes supressores de tumor (KIM, 2000; CHOI E MASON, 2000; WOORI et al.,
2016). Varias enzimas envolvidas no metabolismo do folato requerem outros cofatores do
grupo das vitaminas do complexo B, como a vitamina BI12. Além disso, o 5-metil-
tetraidrofolato (5-metil-THF) atua como doador do grupo metil que atua na remetilagdo da
homocisteina em metionina, representando um intermediario necessario para os processos de
metilagao.

Relatos de um estudo feito com modelo animal de Camundongo infectado por
Helicobcter pylori mostrou que a suplementacdo com folato aumentou significativamente a
metilacao global do DNA e reduziu a inflamagao da mucosa ¢ a displasia celular, enfatizando
a hipotese de que alta ingestao de folato poderia previnir o cancer gastrico (GAO et al., 2013).

O resultado de outro estudo mostrou o risco de desenvolvimento de cancer gastrico associado
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a baixos niveis de folato (RADY et al., 2002; WOORI et al., 2016;). Além de relatar que as
concentracgoes de folato sdo significativamente menores em tecidos de cancer gastrico que em
tecidos de gastrite, e que a hipometilagdo ou a superexpressdo de genes envolvidos com a
carcinogénese gastrica também foram correlacionadas com menores concentragdes de folato
nos tecidos (GOS et al., 2002; STANISLAWSKA-SACHADYN et al., 2019;).

Existem cada vez mais evidéncias que sugerem que baixos niveis de folato estdo
envolvidos no desenvolvimento do CG, porém, embora os niveis de folato no sangue possam
refletir seu grau de deple¢do, ainda ndo foi estabelecida uma relacdo entre o nivel de folato no
sangue ¢ o CG. Em um estudo de cancer em estagio avangado foi possivel observar que a
concentracdo plasmatica de acido folico foi menor em pacientes com hipometilacao total do
DNA gendmico do que em pacientes com metilagdo normal. (MOYERS et al., 2001; TENG-
YOU et al, 2014),

Apesar dos efeitos benéficos da suplementacdo de 4acido folico em algumas
malignidades, existem algumas preocupagdes relacionadas ao impacto potencial dessas
intervengdes, ou mesmo do status de folato, na progressao do cancer. Altos niveis de folato
podem permitir a progressdo de células neopldsicas para cancer através da estimulacdao da
sintese de DNA e proliferacao celular (SACHADYN et al., 2019; Kim, 2006). Todavia, niveis
inadequados de folato em células neoplasicas podem estar associados a inibicao da sintese de
DNA e, portanto, podem levar a interrup¢do do crescimento celular (KIM, 2006;
SACHADYN et al, 2019). No entanto, niveis subotimos de folato também estdao associados a
uma maior taxa de quebras de DNA, mutacdes e alteracdes nos padrdes de metilagdo do
DNA; potencialmente desencadeando a transformag¢do de células normais em células
neoplasicas (TENG E YOU et al, 2014).

O baixo nivel de folato esté relacionado ao desenvolvimento do cancer gastrico, mas o
papel do folato na capacidade invasiva do cancer gastrico permanece ainda pouco estudado.
Um estudo de caso-controle mostrou que o folato sérico mais baixo estava significativamente
associado ao desenvolvimento de cancer gastrico. Além disso, na coorte de pacientes com
cancer gastrico, folato sérico baixo foi significativamente associado a fenotipos invasivos,
como invasdo da serosa, invasdo linfatica e metastase hepatica (TENG E YOU et al, 2014).
Estes achados justificam a continuiddade de estudos para decifrar como as flutuacdes dos
niveis de folato, bem como sua atua¢dao na metilagao e sintese do DNA podem esta associadas

ao desenvolvimento tumoral.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 PRIMATAS NAO HUMANOS

Para o desenvolvimento da pesquisa foi necessario fazer a manipulacdo de primatas
ndo humanos da espécie Cebus apella, machos, provenientes do Centro Nacional de Primatas
(CENP). Os animais foram identificados com microchips e foram mantidos sob as condigdes
padrdes do CENP, onde receberam dieta balanceada, ndo enriquecida com cloreto de sédio.
Este projeto recebeu a aprovagdo do Comité de Etica da Universidade Federal do Para
(PARECER MEDO002-10). De acordo com a avaliacdo veterinaria, clinica e comportamental,
todos os animais foram considerados saudaveis no momento da endoscopia, do ultrassom e da
primeira coleta de sangue periférico. O bom estado de satde foi confirmado pelo
comportamento do animal. Foi utilizada a veia femoral direita dos animais para receber os

tratamentos administrados por injegao.

2.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Com o objetivo de estudar a tumorigénese de estdmago e a existéncia de potenciais
biomarcadares bioquimicos e hematologicos utilizando modelo animal, foram selecionados 06

primatas ndo humanos da espécie Cebus apella, adultos (6 - 7 anos) e machos (2,7 - 3,6 kg).
2.2.1 Tratamento com MNU

Seis Cebus apella foram tratados com MNU (Grupo MNU) até o inicio da

tumorigénese.
2.2.2 MNU

O MNU (MNU - N1517 ISOPAC® da Sigma-Aldrich) foi administrado de forma
diluida em agua, diariamente, por via oral (16 mg/kg) e ofertada ad libitum seguindo os

protocolos descritos por Thorgeirsson et al. (1994) e Takayama et al. (2008).
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2.3 AVALIACAO CLINICA DOS ANIMAIS

No dia zero (0), amostras de sangue de todos os animais foram coletadas para a
determinagdo dos pardmetros hematimétricos e leucocitarios, como também para a avaliacao
das funcdes hepaticas e renais e dosagens de proteina C-reativa (PC-R), acido folico e
homocisteina. Essas amostras também foram utilizadas como controles negativos do estudo.
Durante o periodo de tratamento, os animais foram inspecionados diariamente e os sintomas
clinicos registrados. Foi determinado o peso corporal e sangue periférico da veia femoral

esquerda foi coletado para todas as analises sorologicas.

As analises bioquimicas incluiram glicose, uréia nitrogenada, creatina, proteina total,
albumina, globulina, bilirrubina total, colesterol, triglicerideos, alanina aminotransferase,
aspartato aminotransferase, y-glutamil transferase, lactato desihidrogenase, creatina quinase,
amilase, calcio, fosforo inorganico, soédio, potassio e cloreto. As analises clinicas
hematoldgicas incluiram a contagem de células vermelhas, hemoglobina, hematdcrito, volume
corpuscular médio e da hemoglobina corpuscular média, concentragdo de hemoglobina
corpuscular média, contagem de leucécitos (neutrofilos, linfocitos, monocitos, eosinofilos e

basofilos) e contagem de reticulocitos e plaquetas.

A metodologia e os valores de referéncia para um animal macho adulto foram
previamente relatados por Riviello e Wirz (2001). A PC-R foi dosada pelo teste

turbidimétrico fotométrico, segundo protocolo descrito por Price et al. (1987).

Os animais foram monitorados de forma a evitar qualquer sinal de dor, desconforto,
estresse ou infeccdo antes, durante e depois da injecdo do tratamento com MNU. Também

foram avaliadas ocorréncias de reagdes alérgicas ou de toxicidade.

No modelo de carcinogénese por tratamento com MNU, nossos resultados focalizaram

principalmente as andlises sanguineas dos dias 0, 90, 120, 300, 940 e 960.
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2.4 AMOSTRAS TECIDUAIS, ANALISE DA MUCOSA GASTRICA,
MONITORAMENTO DO TAMANHO TUMORAL, ANATOMIA PATOLOGICA,
ANALISE HISTOPATOLOGICA E PESQUISA DE HELICOBACTER PYLORI.

Os animais foram examinados mensalmente, até os 900 dias de tratamento com MNU,
apds este periodo as andlises supracitadas foram semanais. Essa mesma abordagem foi

utilizada para identificagao de possiveis recidivas.

Através de endoscopia foram coletadas amostras de tecido géstrico normal e
neoplasico dos animais. O crescimento tumoral também foi acompanhado por endoscopia e
ultrassom. A andlise histopatologica das biopsias do estomago e de linfonodos inguinais e
axilares, dos Cebus apella foram incluidos em blocos de parafina, com cortes histologicos de

5 um e corados pela hematoxilina-eosina.

Biopsias de tecido gastrico normal e lesdes da mucosa estomacal (gastrites atroficas e
ndo atréficas, metaplasias e adenocarcinomas) foram retiradas por endoscopia.
Linfadenectomia foi realizada para a coleta de amostras linfonodais inguinais e axilares. Apos
a resseccao cirurgica, a medida tumoral foi obtida pelo exame andtomo-patologico, no qual o
tamanho clinico do tumor foi obtido medindo-se os seus dois maiores didmetros, em

milimetros, com o auxilio de um paquimetro.

Na analise histopatologica, os tumores foram classificados segundo o tipo histoldgico
de Laurén (intestinal ou difuso). Na mucosa adjacente ao tumor, foi verificada a presenca ou a
auséncia de metaplasia intestinal, de displasia epitelial, e a pesquisa da bactéria Helicobacter

pylori foi realizada pela coloragdo Giemsa modificada.

2.5 AVALIACAO DOS NIVEIS PLASMATICOS DE ACIDO FOLICO E
HOMOCISTEINA

Os niveis plasmaticos de 4cido folico foram dosados utilizando o Imunoensaio
Automatizado de Microparticulas Quimioluminescentes (CMIA) (Abbott System, USA) em
quanto que os niveis de homocisteina foram revelados por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC) (Betamed, Agilent 1100 series, Chromosystems Reagent Kit) com padrdes

Sigma.
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3 RESULTADOS

3.1 MODELO ANIMAL: TRATAMENTO COM MNU

Seis Cebus apella foram tratados com MNU por aproximadamente 2,5 anos. Todos os
animais desenvolveram lesdes pré-neoplasicas € 5 morreram por intoxicagdo de drogas antes
do desenvolvimento do cancer gastrico. Todos os animais apresentaram gastrite ndo atréfica
no 90° dia. No 110° dia, 1 animal morreu de intoxicagdo por drogas, os outros 5 animais
apresentaram gastrite atrofica no 120° dia. No 134°, 140° e 290° dias, mais 3 animais
morreram em decorréncia de intoxicacdo. No 300° dia, os 2 Cebus apella sobreviventes
apresentaram metaplasia intestinal na mucosa gastrica. Um animal morreu com sintomas de
intoxicagdo por drogas no 520° dia e o ultimo animal sobrevivente desenvolveu
adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal na regido antral do estomago. Este tumor foi
observado por ultrassonografia e endoscopia no 940° dia e estes dados foram confirmados por

analise histopatologica. Nenhum dos animais desenvolveu qualquer outro tipo de tumor.

Os animais que morreram apresentaram os sintomas tipicos de intoxica¢do: midriase,
confusdo, sonoléncia, vertigem, perda de equilibrio, tremor, hipertermia, baixo consumo de
alimento, sintomas gastrointestinais nao especificos (diarréia e vomito), retengdo urindria,
erupgdes cutdneas e lesdes orais causticas e ulcerativas. Eles também apresentaram

insuficiéncias renais, hepaticas e respiratorias, hipocalemia, colecistite cronica e esteatose.

No modelo de carcinogénese, observamos que o tratamento com MNU levou a
significantes modificacdes nos niveis de triglicerideos (X2=7,6, df=2, p=0,0224, pelo teste de
Friedman), uréia (X’=10, df=2, p=0,0067), fosforo (X’=10, df=2, p=0,0067), alanina
aminotransferase (X2=10, df=2, p=0,0067), bilirrubina total (X2=8,4, df=2, p=0,015),
creatinina (X*=8,4, df=2, p=0,015) ¢ PC-R (X’=8,4, df=2, p=0,015) (Figura 3A-G). As
analises post-hoc de Dunns revelaram um aumento significante no 120° dia de todos esses
parametros bioquimicos em relagdo aos valores iniciais (p<0,05). O MNU alterou outros
parametros bioquimicos, o maior aumento foi observado nos niveis da PC-R. Depois de 90
dias de tratamento com MNU, os niveis da PCR aumentaram 5,3-13 vezes comparados aos

valores inicias.
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Também observamos que as concentragdes de acido folico (X2=8,4, df=2, p=0,015) e
de homocisteina (X2=10, df=2, p=0,0067) foram alteradas com o tratamento com MNU
(Figura 3H-L). A concentracdo de acido folico foi significativamente reduzida (mais que 2
vezes) e a concentragdo de homocisteina aumentou quase 5 vezes no 120° dia quando

comparadas aos niveis iniciais (p<0,05) (Figura 3).

Em relacdo as analises hematolodgicas, durante o tratamento com MNU, observamos
uma significante alteragdo do numero de leucdcitos (X2=8,4, df=2, p=0,0067), linfocitos
(X*=10, df=2, p=0,0067), neutréfilos (X*=10, df=2, p=0,0067) e eritrocitos (X°=8,4, df=2,
p=0,015), assim como dos valores da hemoglobina (X2=10, df=2, p=0,0067) e do hematdcrito
(X2=10, df=2, p=0,0067) (Figura 3J-O). As analises post-hoc de Dunns indicaram uma
significante reducdo de todos esses pardmetros hematoldgicos no 120° dia quando comparado

aos valores inicias (p<0,05) (Figura 3).

Todos os animais apresentaram niveis anormais dos parametros hematologicos
supracitados imediatamente apos o tratamento com MNU. A ingestdo de MNU também
induziu uma significante perda de peso nos animais (X2=8,4, df=2, p=0,015) (Figura 3P). Os
Cebus apella apresentaram menor peso corporal no 120° dia do que no inicio do tratamento.

(p<0,05).

No 960° dia, o Cebus apella sobrevivente foi submetido a remocao cirurgica do tumor.
Este animal foi monitorado clinicamente durante um ano depois do fim do experimento e nao

mostrou qualquer complicacdo resultante do tratamento.
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Figura 3: Paramentos bioquimicos e hematologicos anormais nos animais tratados com MNU. A)
Triglicerideos; B) Uréia Nitrogenada; C) Fosforo; D) Alanina aminotransferase; E) Bilirrubina total; F)
Creatinina; G) proteina C-reativa; H) Leucoécitos; I) Linfocitos; J) Neutrofilos; K) Eritrocitos; L) Hemoglobina;
M) Hematocrito; N) Acido folico; O) Homocisteina; P) Peso. N=6 nos dias 0-90 (gastrite ndo atréfica); N=5 no
120° dia (gastrite atrofica); N=2 no 300° dia (metaplasia intestinal); N=1 no 940° dia (desenvolvimento de cancer
gastrico) e 960° dia (Efeito do tratamento com o Canova).
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4 DISCUSSAO

4.1 A CARCINOGENESE GASTRICA EM CEBUS APELLA

Diversos estudos descreveram o desenvolvimento de neoplasias em primatas nao
humanos, porém a incidéncia ¢ baixa quando comparada a dos roedores. Todos os relatos
referem-se ao desenvolvimento da carcinogénese espontanea, principalmente relacionada ao

processo de envelhecimento (TAKAYAMA et al., 2008).

A proximidade filogenética com o ser humano faz com que os primatas nao humanos
oferegam um modelo util para a pesquisa basica em mecanismos de carcinogénese, bem como
para o desenvolvimento e validacdo de novas terapias para varias doencas. O Cebus apella,
um primata do Novo Mundo, ¢ um interessante modelo para estudos biomédicos, uma vez que
esse animal tem facil adaptabilidade ao cativeiro e seu tamanho ¢ reduzido. De acordo com
nossos conhecimentos, este ¢ o primeiro estudo que estabeleceu um modelo de carcinogénese

gastrica em Cebus apella.

O tipo histologico mais frequente de cancer gastrico ¢ o adenocarcinoma, responsavel
por 95% dos tumores de estdmago no Brasil (INCA, 2020). A classificacdo histopatologica
mais utilizada de adenocarcinoma gastrico ¢ a de Lauren (1965), que divide os
adenocarcinomas gastricos em dois tipos principais: difuso e intestinal. O tipo intestinal de
cancer gastrico, também chamado de tipo “epidémico”, depende de fatores ambientais e estd
associado a presenca de lesdes pré-cancerosas, como gastrite cronica, atrofia gastrica,
metaplasia intestinal, neoplasia intraepitelial ¢ adenocarcinoma (SMITH et al., 2006; LEE, et
al., 2016; SUKANYA et al., 2021). O tipo difuso apresenta prognostico ruim, nao esta
associado a lesdes pré-cancerosas e apresenta um padrio de crescimento invasivo
(HUNTSMAN et al., 2001; LEE et al., 2016;). Neste trabalho induzimos o adenocarcinoma
gastrico do tipo intestinal em Cebus apella, através do tratamento com o carcinogénico MNU

(LEAL et al., 2010).

Para o estudo, induzimos a carcinogénese gastrica através do tratamento com MNU. O
acimulo deste carcinogénico conduz ao desenvolvimento de vérios tipos de tumor no trato

digestivo (cavidade oral, faringe, laringe e principalmente esoéfago e estdmago) de primatas
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ndo humanos (ADAMSON et al. 1977, THORGEIRSSON et al., 1994; TAKAYAMA et al
2008; FAUSTINO E ROCHA et al, 2015). O MNU induz lesdes pré-neoplasicas antes do
desenvolvimento do adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal (TSUKAMOTO et al., 2007),

usualmente na regido antral do estomago dos animais tratados (KODAMA et al 2005).

No presente estudo, todos os animais tratados com MNU apresentaram lesdes pré-
neoplasicas: gastrite ndo atréfica (06 animais), gastrite atrofica (05 animais) e metaplasia
intestinal (02 animais). Detectamos o desenvolvimento do adenocarcinoma do tipo intestinal
na regido antral de um unico animal. Em Cebus apella, o MNU induziu carcinogénese
gastrica do tipo intestinal apresentando sequéncias de etapas similares as descritas para
humanos (Correa, 1992). Assim este modelo pode permitir o estudo da evolugao do cancer
gastrico do tipo intestinal, identificando possiveis biomarcadores envolvidos do
desenvolvimento e na evolugdo das etapas iniciais do processo carcinogénico, além dos alvos

especificos para a transformagao neoplasica géstrica.

Takayama et al. (2008) reportaram o desenvolvimento de adenocarcinoma géstrico em
2 primatas do velho mundo (Macaca fascicularis), apoés 10 anos de tratamento continuo com
MNU (10 mg/kg). O pequeno tamanho do Cebus apella, pode ter contribuido com o rapido
desenvolvimento do adenocarcinoma gastrico, quando comparado com esses primatas do

velho mundo tratados com MNU.

4.2 ANALISES BIOQUIMICAS E HEMATOLOGICAS NOS MODELOS DE
CARCINOGENESE GASTRICA

Em muitas neoplasias, a inflamac¢ao cronica esta relacionada com o desenvolvimento
da malignidade e, a presencga de elevados niveis da Proteina C-Reativa ¢ um indicativo de
risco para o desenvolvimento do cancer. A inflamagdo cronica esta envolvida com a
malignidade em varias neoplasias. Nesse modelo de estudo, através do tratamento com MNU,
foi detectada uma elevagao significativa dos niveis da PC-R. A PC-R ¢ um marcador
representativo das condi¢des inflamatorias e quando seus niveis estdo elevados ha uma
associagdo com o aumento do risco de cancer no pré-diagnostico do paciente (CASTELL et

al., 1990; MATOS et al., 2016). Niveis elevados desse biomarcador também tem associagao
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com a progressao do tumor ou com o estdgio avancado da malignidade, além de ser um
marcador desfavoravel para taxa de sobrevida de pacientes com cancer gastrico (KIM et al.,
2009; MATOS et al., 2016). Chang et al. (2010) sugerem que, embora a PC-R sérica ndo seja
um biomarcador especifico para cancer gastrico, esta proteina pode ser um potencial
biomarcador de progndstico e um promissor alvo terapéutico em pacientes com cancer

gastrico.

Apds 90 dias de tratamento com MNU foi observado que os niveis séricos da PC-R
aumentaram de 5,3-13 vezes em comparagdo ao inicio do tratamento (dia 0). O processo
inflamatoério cronico foi confirmado pela presenca de gastrite ndo atréfica em todos os Cebus
apella tratados com o MNU. Com o decorrer do tratamento os niveis séricos aumentaram,
reforcando a hipotese de que embora a PC-R ndo seja um biomarcador especifico para o
cancer gastrico, pode ser um possivel biomarcador de prognostico para essa patologia (KIM et

al., 2009; CHANG et al., 2010; MATOS et al., 2016).

Foi possivel detectar a reducao do acido folico associado a carcinogénese gastrica. O
acido folico tem recebido atencdo especial, pela sua participagdo em processos essenciais,
como na sintese, reparo e metilacdo do DNA. A deficiéncia do acido folico acelera o processo
de carcinogénese visto que induz a incorporag¢do de uracila no DNA e erros na replicacdo e
reparo dessa molécula, o que causa instabilidade cromossomica e genomica (FENECH, 2007,
DUTHIE, 2011). Nossos resultados, no modelo experimental de carcinogénese gastrica,
apresentam uma correlagdo inversa entre a concentracdo do 4cido folico e o risco de
desenvolver cancer gastrico, semelhante a outros estudos experimentais e epidemiologicos em
leucemias, neuroblastomas, cancer colorretal e em tumores do esdfago, estobmago, pancreas,

pulmao, cérvice e ovario (KIM, 2007; TENG-YOU et al, 2014).

A concentragdo plasmatica da homocisteina teve um aumento concomitante a presenga
das lesdes associadas a tumorigénese gastrica. Foi observado um crescimento continuo da
concentracdo deste aminodcido conforme a carcinogénese se desenvolvia. Devido a
proliferagdo das células cancerosas, pacientes com cancer apresentam quantidades elevadas de
homocisteina total circulante. Estudos da literatura sugerem que a concentracdo total de
homocisteina poderia ser usada como marcador de biomonitoramento tumoral, durante o
tratamento de pacientes com cancer, visto que o declinio da concentracao desse aminoacido ¢

observado em paralelo com a morte das células neoplasicas. A hiperhomocisteinemia pode
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induzir o estresse oxidativo celular e a hipometilagdo do DNA, aumentando o risco de cancer,
incluindo o cancer gastrico (WU E WU, 2002; ZACHO et al., 2010, HERMANN E
SITDIKAVA; 2021; IVANOVA et al, 2021). Ja o seu descréscimo esta relacionado com a
regressdo tumoral. Essas observagdes corroboram com nossos achados no modelo de
carcinogénese deste trabalho e permite inferir que a concentragdo de homocisteina pode ser

utilizada para aferir a eficiéncia da terapia anticancer.

Nesse modelo de carcinogénese, foi possivel analisar que os niveis de uréia
nitrogenada, fosforo, alanina aminotransferase, bilirrubina total e creatina aumentaram com o
tratamento com MNU, essas alteracdes podem ser associadas com os sintomas tipicos da
intoxicacdao por drogas que foi constatada nos cinco (05) Cebus apella antes da morte dos
mesmos. Também detectamos que os leucdécitos, linfocitos, neutréfilos, a hemoglobina e o
hematdcrito foram significantemente reduzidos pelo tratamento com MNU, o que esta de
acordo com os efeitos que esse carcinogénico causa no sistema linfo-hematopoiético
(UWAGAWA et al., 1991; FAUSTINO E ROCHA et al, 2015;). E que mostra que os animais
apresentaram anemia. Anemia ¢ uma complicagdo comum em pacientes com doencas
inflamatorias de varios tipos, incluindo o cancer. Os mecanismos incluem mudancas mediadas

por citocinas e alteragcdes no metabolismo do ferro (ADAMSON, 2008).

5 CONCLUSAO

Embora ndo tenhamos encontrado nenhum resultado diferente do que achamos na
literatura para as diferentes concentragdes de Acido Folico e de Homocisteina na
Carcinogénese Gastrica, esse estudo foi importante para afirmar o papel que esses
biomarcadores tém para o rastreio do CG. Uma vez que foi possivel justificar as
concentragdes inversamente proporcionais entre o Folato e a Homocisteina, demonstrando
que o aumento de um, influencia na diminui¢do do outro e, isso tem uma importante

interpretagao no desenvolvimento e no prognoéstico do cancer.

Flutuagdes na concentracdo de homocisteina estdo relacionadas ao desenvolvimento
tumoral, visto que a concentracdo de homocisteina aumenta a medida que a carcinogénese

evolui e diminui com a morte das células neoplasicas. Sendo assim um importante marcador
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tanto para desenvolvimento da carcinogénese como para avaliar a eficidcia da terapia

antitumoral.

Em relacdo ao Acido Félico, sua concentracdo plasmatica estd intimamente ligada ao
desenvolvimento neoplésico, pois a medida que o tumor se desenvolve, sua concentracdes
diminuem, caracterizando uma deficiéncia de folato sérico desde as primeiras lesdes pré

neoplasicas.

. Acredito que este estudo gerou informagdes bioldgicas importantes e relevantes que
justificam a continuidade das pesquisas por novos biomarcadores para a carcinogénese gastrica
que sejam mais especificos € que seja possivel, através deles, fazer um melhor rastreio do

desenvolvimento da neoplasia.
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7 ANEXOS

7.1 ANEXO 1: PARECER DO COMITE DE ETICA

W . e :
(\ comite de etica em pesquisa
<‘:"\)‘~«(Cepa-e com animais de experimentagao

PARECER MED002/2007
Projeto: AVALIACAO DOS EFEITOS DO BIOPRODUTO METODO CANOVA EM MODELO

EXPERIMENTAL DE CANCER GASTRICO EM PRIMATAS NAO HUMANOS,

Coordenador: Rommel Mario Rodriguez Burbano
Area Temitica: Medicina

Vigéncia: 01-01-2008 a 31-12-2009

O Projeto intitulado “AVALIACAO DOS EFEITOS DO BIOPRODUTO METODO CANOVA EM

MODELO EXPERIMENTAL DE CANCER GASTRICO EM PRIMATAS NAO HUMANOS” foi avaliado

pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais de Experimentacdo da Universidade Federal
do Pard (CEPAE) e os procedimentos experimentais utilizados seguem as normas locais e
internacionais para manipulacdo e uso de animais de experimentacdo. Portanto, o CEPAE,
através de seu presidente, no uso das suas atribui¢des, resolve APROVAR a utilizagdo de
animais de experimentacdo nas atividades do projeto em questdo, no periodo de vigéncia
estabelecido. As atividades experimentais fora deste periodo devem receber nova autorizacao

deste comité.

Prof. Dr. Anténio Pereira

Presidente do CEPAE/UFPA
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7.2 ANEXO 2: TABELA S1. PARAMETROS BIOQUIMICOS E HEMATOLOGICOS ANORMAIS DE ANIMAIS TRATADOS COM

MNU.

Table S1. Abnormal biochemical and hematologic measurements in MNU-treated animals.

Days (median =+ interquartile range)

Measurement

Baseline 90™ day 120" day® 300™ day” 940™ day®  960™ day*
C-reactive protein (mg/dL) 0.66 £0.11 4.87+1.74 5.89+1.79 6.62+1.03 7.21 7.04
Triglycerides (mg/dL) 102.05 + 9.66 110.41 £ 8.38 115.08 +£13.43 128.89 £ 1.57 147.14 149.21
Urea nitrogen (mg/dL) 13.9+1.07 20.98 +£4.38 242+ 091 25.29£0.51 28.00 28.08
Phosphorus (mg/dL) 246+ 1.25 4.8+2.32 8.35+2.63 7.8+2.55 6.60 6.43
Alanine aminotransferase (U/L) 39.81+1.2 58.115 £10.65 63.39+11.48 59.69 +4.31 59.74 54.78
Total bilirubin (mg/dL) 0.54 +0.09 0.7+0.18 0.83+0.33 0.73£0.11 0.93 0.90
Creatinine (mg/dL) 0.66+0.13 0.885+0.27 0.97+0.3 091 +0.28 0.99 0.98
Folic acid (nmol/L) 15.66 +2.27 14.58 £ 1.25 12.98 + 0.74 8.85+£2.61 6.78 6.49
Homocysteine (umol/L) 2.95+0.96 4.23+0.86 6.37+0.58 10.36 £ 2.51 13.46 13.68



Leukocytes (10°/uL) 7.97 +0.41
Lymphocytes (10°/uL) 35.53+£0.99
Neutrophil (10°/uL) 60.12 + 1.56
Erythrocytes (10°/mm?) 6.17 +0.39
Haemoglobin (g/dL) 1528+1.9
Haematocrit (%) 43.84 +2.61

4.89+0.36

28.64 £4.29

49.36 £ 1.59

3.96 +1.36

14.56 £ 1.74

41.41£5.92

4.34 +0.87

23.57+3.78

48 +1.87

3.1+0.56

11.97 £3.76

36.89 £ 8.3

3.95+£0.05

19.45 £2.55

44.16 £ 1.05

2.1+£0.98

10.35+0.94

37.03+1.23

3.29

18.00

40.68

1.98

8.57

34.75

40

7.03

40.39

55.21

4.85

9.88

34.89

: : b : :
Five animals; "Two animals; “One animal.
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