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RESUMO

O cancer de estdbmago ¢ a segunda principal causa de morte por cancer em ambos 0s
sexos em todo o mundo e é considerado um problema de satide publica no Estado do Para
devido a sua alta incidéncia e mortalidade. Belém apresenta uma das maiores taxas de
incidéncia de cancer gastrico do mundo. Além da infeccdo pelo Helicobacter pylori e
fatores relacionados ao estilo de vida, a susceptibilidade genética tem sido associada a
variagdo individual no risco do desenvolvimento deste tipo de cancer. Apesar do avango
nas técnicas cirirgicas e na terapia adjuvante, as taxas de sobrevida em cinco anos de
pacientes cujos tumores sdo ressecados permanecem extremamente insatisfatorias, pois a
doenca ¢, geralmente, assintomatica no seu estagio inicial, o que impede o diagndstico
precoce. Os polimorfismos genéticos sdo associados ao aparecimento de cancer quando
combinados com fatores ambientais e t€ém sido considerados biomarcadores para estudos
envolvendo o risco do desenvolvimento da doenga, permitindo rastreamento e
diagnostico precoce. O presente trabalho investigou o polimorfismo PIN3 no gene TP53,
que consiste em INS/DEL em 16 pb no intron 3, em pacientes com neoplasia gastrica no
Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto e em individuos controles da populagdo
miscigenada de Belém entre 01 de julho de 2009 a 01 de margo de 2011. Foram coletadas
99 amostras de sangue de pacientes com cancer gastrico e 225 de individuos controles. O
DNA foi extraido segundo o método descrito por Sambrook et al. (1989). Foi utilizada a
técnica da Reagcdo em Cadeia de Polimerase para a genotipagem das amostras. Os
resultados obtidos indicam associacdo do cancer gastrico com o sexo masculino (67,7%)
e idade (média de 59,3 + 1,2 anos); predominancia do subtipo difuso de Laurén e doenca
em estagio avangado (70,7% apresentaram TNM III/IV). Ficou evidenciada uma
associagdo significativa de susceptibilidade ao céancer gastrico para os genotipos
INS/DEL (p=0,007, OR=3,990) e INS/INS + INS/DEL (p=0,007, OR=3,554), além de
antecipacdo aproximada de 15% no tempo de aparecimento da doenga nos portadores do
genoétipo INS (p=0,002, OR= 1,15). O genétipo DEL/DEL apresentou-se relacionado a
protecao ao desenvolvimento do tumor gastrico (p=0,020, OR=0,343). Esses resultados
sugerem que o polimorfismo PIN3 pode estar associado ao desenvolvimento do cancer
gastrico, bem como contribuir para a formagdo de um painel de marcadores para auxilio
diagnostico da doenga.

Palavras-chave: Cancer gastrico; polimorfismo genético; PIN3.



ABSTRACT

Stomach cancer is the second leading cause of cancer death in both sexes worldwide and
is considered a public health problem in the Para state, due to its high incidence and
mortality. Its capital, Belém, has one of the highest incidence rate of the world. In
addition to the Helicobacter pylori infection and factors related to lifestyle, genetic
susceptibility has been linked to individual variation in risk of developing this type of
cancer. Despite advances in surgical techniques and adjuvant therapy, survival rates in
five years in patients whose tumors are resected, remains extremely poor because the
disease is usually asymptomatic in its early stages, preventing early diagnosis. Genetic
polymorphisms are associated with the development of cancer when combined with
environmental factors and can be considered biomarkers for studies involving the risk of
developing the disease, allowing for screening and early diagnosis. The present study
investigated the polymorphism PIN3 in the gene TP53, which consists of a INS/DEL 16
bp in intron 3, with patients with gastric cancer in the University Hospital Joao de Barros
Barreto and with a control group from Belem’s mixed population between july 1%, 2009
and march 1%, 2011. We collected blood samples from 99 patients with gastric cancer and
225 healthy controls. DNA was extracted by the method described by Sambrook et al.
(1989). We used the technique of polymerase chain reaction for genotyping the samples.
The results indicate an association of gastric cancer among males (67.7%) and age (mean
59.3 + 1.2 years), predominance of Lauren’s diffuse-type and advanced stage disease
(70.7% had TNM III/IV). We found a significant association of susceptibility to gastric
cancer for genotypes INS/DEL (p = 0.007, OR = 3.990) and INS/INS + INS/DEL (p =
0.007, OR = 3.554) as well as average acceleration of approximately 15% in time of
onset of disease in patients with INS genotype (p = 0.002, OR = 1.15). Genotype
DEL/DEL presented related to protecting the development of gastric tumor (p = 0.020,
OR = 0.343). These results suggest that PIN3 may be associated with the development of
gastric cancer, as well as contribute to the formation of a panel of markers for its

diagnosis.

Keywords: Gastric cancer; genetic polymorphism; PIN3.
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1. INTRODUCAO

O cancer gastrico ¢ a segunda causa de morte por neoplasia no mundo (FERLAY et

al., 2010).

O cancer de estdmago permanece como uma das mais importantes localizagdes
tumorais no Brasil, apresentando a estimativa para o ano de 2010 de 13.820 casos novos entre
homens e de 7.680 nas mulheres. Sem considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer
de estomago em homens ¢ o segundo mais frequente nas regides Norte (10/100.000) e

Nordeste (10/100.000) (INCA, 2009).

O Estado do Para apresenta elevada incidéncia desta neoplasia e o cancer de estomago
foi a principal causa de morte por neoplasia em 1999 e 2000 (BRASIL, 2006a). Entre os anos
de 2008 e 2009, Belém registrou a maior taxa de incidéncia (25,89 por 100.000 habitantes) de

cancer gastrico dentre todas as outras capitais brasileiras (BRASIL, 2010).

Os fatores de risco para desenvolver o cancer gastrico sdo uma combinacdo de
susceptibilidade genética e fatores ambientais, tais como: ingestdo prolongada de altas
concentracdes de nitratos em alimentos desidratados, defumados ou salgados, infec¢ao pelo
Helicobacter pylori e presenca de lesdes primdrias, como gastrite cronica, gastrite atrofica,

displasia e metaplasia intestinal (HUNTSMAN et al, 2001).

Os tumores do cancer de estdbmago se apresentam, predominantemente, sob a forma de
trés tipos histoldgicos: o adenocarcinoma, responsavel por 95% dos tumores gastricos, o
linfoma, e o leiomiossarcoma (INCA, 2007). Segundo a classificacdo histopatoldgica de
Laurén (1965), os adenocarcinomas gastricos sdo agrupados em dois tipos principais: difuso e
intestinal. O tipo intestinal de adenocarcinoma gastrico também ¢ chamado de tipo
“epidémico”, depende de fatores ambientais e esta associado a presenca de lesdes pré-
cancerosas. O tipo difuso apresenta progndstico ruim, geralmente ndo estd associado a lesdes

pré-cancerosas e apresenta um padrao de crescimento invasivo (HUNTSMAN et al., 2001).

A prevaléncia do cancer gastrico sofre influéncia de fatores genéticos, étnicos e
culturais (NEUGUT et al., 1996). Dados estatisticos revelam um declinio da incidéncia deste

tumor, especificamente nos Estados Unidos e na Europa Ocidental. Contudo, altos indices,
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com importante taxa de mortalidade ainda sdo registrados na América Latina e no Japao.

(INCA, 2007)

Em geral, o cancer de estdmago ndo tem bom progndstico, pois as manifestagoes
clinicas mais evidentes, como dor epigastrica e perda ponderal, ocorrem tardiamente,
atrasando o diagnoéstico. A taxa mundial de mortalidade foi de, aproximadamente, 75% no
ano de 2002 e a sobrevida média cumulativa apds cinco anos do diagndstico ¢ estimada em
aproximadamente 21% (INCA, 2006). Em Belém, a sobrevida estimada ¢ de cerca de 9-10%,
constituindo o cancer géstrico um grave problema de saude publica. A cirurgia € o Unico
tratamento com potencial curativo (NARDONE, 2003; LAYKE e LOPEZ, 2004; PARKIN et
al., 2005; INCA, 2007;).

Além da infecg¢do pelo Helicobacter pylori e fatores relacionados ao estilo de vida,
susceptibilidade genética tem sido sugerida como contribuicdo para a varia¢ao individual no

risco do desenvolvimento de cancer gastrico (GAO et al., 2009).

Embora o determinante genético para uma determinada patologia seja identificado
através de uma mutagdo com heranca mendeliana simples, os determinantes para a idade de
inicio da doenca e a variabilidade clinica existente entre individuos com a mesma mutagao
ainda sdo ignorados. Uma explicagdo possivel seria que fatores ambientais, risco ou protegao,
uma segunda mutagdo ou polimorfismo estariam interferindo na evolugdo da doenga

(ROCHA et al., 2007).

Dentro de uma espécie, os cromossomos homologos sdo bastante similares entre si,
mas em determinadas localizagcdes do cromossomo (/oci) pode haver variabilidade na
seqiiéncia do DNA. Se a variacdo ¢ encontrada em uma freqiiéncia superior a 1% da
populagdo, denomina-se polimorfismo. Polimorfismos podem atuar como marcadores
genéticos, ja que sdo transmitidos associados a outros genes localizados na regido
cromossOmica proxima a eles (/linkage). Polimorfismos genéticos, em particular
polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs), estdo sendo avaliados no seu papel em doencas

multifatoriais, como cancer e inflamagao (BALASUBRAMANIAN et al., 2004).
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O genoma humano ¢ constantemente exposto a varias formas de estresse endogeno e
exogeno, que podem causar transformacdo oncogénica da célula. Para manter a integridade
genomica, sistemas complexos t€m sido envolvidos na protegdo celular. O supressor tumoral
P53 desempenha um papel fundamental na resposta celular ao estresse oxidativo, através da
modulagdo de genes de transcricdo, que comandam defesas contra o crescimento tumoral, os
quais incluem interrupgdo do ciclo celular, manutengdo da integridade genética e inibicdo da
angiogénese, além de interagir com vérias proteinas celulares que controlam a morte celular
programada (apoptose). Perturbacdes da fun¢do do P53 tém sido relacionadas ao inicio e
progressdo de malignidades, como o cancer gastrico e sdo esperadas se ocorrer uma variagao

da sequéncia genética (SNPs) do gene TP53 (GAO et al., 2009; WHIBLEY et al., 2009).

A inser¢do/delecdo de 16 pares de bases, no intron 3, de TP53 tem sido associada a
altos indices de apoptose e a alteragao da capacidade de reparo do DNA (GAUDET et al,
2008). Segundo Marcel et al. (2009), o PIN3 TP53 ¢ um polimorfismo com potencial efeito

modificador do gene TP53 e pode estar associado com manifestagdes neoplasicas.

Polimorfismos genéticos poderiam ser utilizados como biomarcadores do risco de

cancer gastrico (GAO et al., 2009).

1.1. PROBLEMA

Ha necessidade de desenvolvimento de novos estudos a nivel local, que possam,
através da identificacdo de caracteristicas genéticas peculiares ao tumor gastrico, ampliar o
conhecimento sobre o comportamento dessa neoplasia e permitir o estabelecimento de

conduta mais precisa.

1.2. OBJETIVOS
1.2.1. OBJETIVO GERAL
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Analisar a ocorréncia do polimorfismo PIN3 no gene TP53 em uma amostra de
pacientes com diagnostico de cancer gastrico do Hospital Universitario Jodo de Barros

Barreto.

1.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Descrever dados de sexo e idade e caracteristicas relacionadas ao tumor de

pacientes com cancer gastrico atendidos no HUJBB;

» Determinar a distribuicdo de freqii€ncia do polimorfismo PIN3 no gene TP53

em pacientes portadores de cancer gastrico do HUJBB;

* Determinar a distribuicdo de freqiiéncia do polimorfismo PIN3 no gene TP53

em pacientes controles da populagdo miscigenada de Belém;

= Comparar a distribuicdo de freqiiéncia do polimorfismo PIN3 na amostra de
pacientes portadores de cancer gastrico com a distribuicdo de freqiiéncia em

individuos controles;
» Comparar os resultados com aqueles ja obtidos em outros estudos;

» Estimar risco e prote¢do associados a susceptibilidade ao cancer gastrico em
relagdo ao polimorfismo estudado.

1.3. JUSTIFICATIVA

Resende; Mattos; Koifman (2006) afirmam:

O cancer gastrico vem apresentando uma diminui¢do da incidéncia e da mortalidade
em varios paises, inclusive no Brasil. Entretanto, ainda se constitui em importante
problema de satde publica, especialmente no Estado do Pard, onde as taxas de
mortalidade apresentam valores acima da média brasileira.

No Brasil, na maioria das vezes, o cancer gastrico ¢ uma doenca diagnosticada em
fases muito avancadas, sem qualquer possibilidade de cura e, portanto, de progndstico
sombrio. Manifestacdes como dor epigéstrica e perda ponderal, que podem orientar o

diagnostico, sdo, geralmente, tardias (LAYKE e LOPEZ, 2004; LEMES et al., 2003).

O prognostico dos pacientes com cancer gastrico pode ser alterado a partir da
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identificacdo de caracteristicas genéticas do tumor (CALCAGNO et al., 2008).

Entre as maiores promessas da medicina, esta a descoberta da origem genética de
varias doencas comuns, que permitira uma pratica médica individualizada, na qual as
estratégias de prevengdo e tratamento serdo personalizadas com base em testes prévios. O
diagnostico molecular serd o futuro do diagnostico do cancer géstrico. Resultados de estudos
genéticos t€m o potencial de promover a compreensdo do impacto de fatores de risco
genéticos na etiologia da doenga, especialmente quando explorada a associagdo com fatores
ambientais. Entretanto, se comparado a outras neoplasias, como o cancer de mama, prostata e
colon, os mecanismos moleculares envolvidos na transformacdo e progressdo do tumor

gastrico sao escassos (YASUI et al., 2001; RICCIARDI e BOCCIA, 2007).

Santos et al. (2010) revelam a escassez de investigagdes sobre os polimorfismos
genéticos em populacdes amazodnicas, que possuem uma variabilidade genética diferente de
outras populagdes. Tal quadro revela a necessidade de ampliar esse tipo de investigacao

cientifica.

Portanto, investigagdes locais que considerem o efeito de marcadores genéticos para o
diagndstico de cancer sdo de grande importancia para elabora¢do e aplicacdo de politicas

publicas voltadas ao controle desta doenga.

2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. EPIDEMIOLOGIA DO CANCER

O cancer ¢ uma doenca multifatorial, com fatores de risco genéticos e ambientais, cujo
desenvolvimento se d4 em diversas etapas, envolvendo respostas celulares e moleculares.
Cada uma dessas etapas inclui eventos genéticos (e/ou epigenéticos) que progressivamente
transformam células normais em malignas. Diversas vias regulatdrias também sofrem
alteragdes de maneira sequencial ou simultinea durante a progressdo tumoral, resultando em

crescimento auténomo, insensibilidade a inibicdo do crescimento e apoptose, aumento da

neoangiogénese, invasdo e disseminagdo metastatica (HANAHAN e WEINBERG, 2000).

O cancer ¢ um importante problema de satde publica em paises desenvolvidos e em

desenvolvimento. A cada ano, sdo registrados cerca de 10 milhdes de novos casos. Embora as
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maiores taxas de incidéncia de cancer sejam historicamente encontradas em paises
desenvolvidos, mais de 50% dos casos da doenca sdo diagnosticados nos paises em
desenvolvimento (Figura 1). O crescimento proporcional de pessoas mais velhas devido ao
aumento da expectativa de vida, a queda de mortes por doencas infectocontagiosas e
cardiovasculares, sdo apontados como as principais causas para a incidéncia crescente de

cancer nesses paises (WHO, 2002).

Os paises desenvolvidos apresentam elevados indices de tumores com taxas de
sobrevivéncia razoavelmente altas (prostata, mama e cancer colorretal), enquanto varios tipos
de cancer com pior prognostico (figado, estbmago e es6fago) sdo mais comuns em regides

menos desenvolvidas (FERLAY et al., 2010).
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Fonte: Ferlay ef al., 2010.

Fig.1 — Distribuicdo dos casos de cancer estimados em 2008 nas diferentes regides do

mundo entre homens e mulheres.



18

Aproximadamente 12,7 milhdes de novos casos e 7,6 milhdes de mortes por cancer
foram previsto para ocorrer no mundo em 2008. Os tumores mais incidentes foram o cancer
de pulmao (1,52 milhdes de casos novos), mama (1,29 milhdes), célon e reto (1,15 milhdes).
Devido ao mau prognoéstico, o cancer de pulmio foi a principal causa de morte (1,31
milhdes), seguido pelo cancer de estdmago (780 mil 6bitos) e de figado (699 mil 6bitos). Para
as Américas do Sul, Central e Caribe, estimou-se ter ocorrido em 2008 cerca de um milhdo de
casos novos de cancer e 589 mil 6bitos. Em homens, o mais comum foi o cancer de prostata,
seguido por pulmao, estobmago, colon e reto. Nas mulheres, o mais frequente foi o cancer de

mama, seguido do colo do utero, cdlon e reto, estdmago e pulmao (ibid).

Lung
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Bladder
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Lip, oral cavity
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0 10 20 30 40

ASR (W) rate per 100,000

Fonte: Ferlay et al., 2010.

Fig.2 - Incidéncia e mortalidade mundial dos diversos tipos de tumor estimadas para o

ano de 2008 em homens e mulheres.

A distribuicdo epidemioldgica do cancer no Brasil sugere uma transicdo em
andamento, envolvendo um aumento entre os tipos de cancer normalmente associados a alto
status sOcio-econdmico, tais como cancer de mama, prostata, colon e reto; e,
simultaneamente, a presenca de taxas de incidéncia persistentemente elevadas de tumores

geralmente associados com a pobreza — cancer de colo de tutero, pénis, estbmago e cavidade
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oral. Esta distribuicdo, certamente, resulta de exposicdo a um grande nimero de diferentes
fatores de risco ambientais relacionados ao processo de industrializacdo — agentes quimicos,
fisicos e bioldgicos - e de exposicdo a outros fatores relacionados as disparidades sociais

(KOIFMAN e KOIFMAN, 2003).

As estimativas publicadas pelo Instituto Nacional do Cancer para o ano de 2010
(2009) apontam para a ocorréncia de 489.270 casos novos de cancer no Brasil, sendo 236.240
para individuos do sexo masculino e 253.030 para o sexo feminino. O cancer de pele do tipo
ndo melanoma (114 mil casos novos) foi previsto como o mais incidente na populacao
brasileira, seguido pelos tumores de prostata (52 mil), mama feminina (49 mil), colon e reto

(28 mil), pulmao (28 mil), estobmago (21 mil) e colo do utero (18 mil).
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Fonte: INCA, 2009.

Fig. 3 — Tipos de cancer mais incidentes estimados para a populagdo brasileira para o

ano de 2010, exceto pele ndo melanoma.

Os tumores mais incidentes para o sexo masculino foram o cancer de pele ndo
melanoma (53 mil casos novos), prostata (52 mil), pulmao (18 mil), estomago (14 mil) e
colon e reto (13 mil). Para o sexo feminino, destacam-se os tumores de pele ndo melanoma

(60 mil casos novos), mama (49 mil), colo do utero (18 mil), colon e reto (15 mil) e pulmao
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(10 mil) (ibid).

Desde 2003, as neoplasias malignas constituem-se a segunda causa de morte na
populagao brasileira, representando quase 17% dos 6bitos de causa conhecida, notificados em

2007 no Sistema de Informacdes sobre Mortalidade (INCA, 2009).

2.2. EPIDEMIOLOGIA DO CANCER GASTRICO

A distribuicao geografica do cancer de estdmago caracteriza-se por sua ampla variagcdo
internacional. O pais com a maior incidéncia ¢ o Japdo, mas taxas elevadas também sdo
observadas na América Central, América do Sul e outros paises do leste Asidtico. Na China, ¢
o cancer de maior incidéncia. As menores sdo encontradas no sul da Asia, no norte e leste da
Africa e na América do Norte. Cerca de dois tercos dos casos ocorrem em paises em

desenvolvimento (INCA, 2009).

‘ﬁ* Brazil
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Fonte: Ferlay et al., 2010.

Fig. 4 — Incidéncia mundial estimada de cancer gastrico para homens no ano de 2008.

Estima-se que em 2008 ocorreram 988.000 (7,8% do total de neoplasias) novos casos
de cancer gastrico, tornando-se atualmente a quarta neoplasia maligna mais comum do

mundo, atrds dos canceres de pulmdo, mama e colorretal. Mais de 70% dos casos (713.000
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casos) ocorrem em paises em desenvolvimento (467.000 homens, 246.000 mulheres), e
metade do total mundial ocorre no Leste da Asia (principalmente no Japio e China)

(FERLAY et al., 2010).

O cancer de estomago ¢ a segunda principal causa de morte por cancer em ambos 0s
sexos em todo o mundo (736.000 mortes, 9,7% do total), apesar dos avangos nos métodos
diagnosticos, técnicas cirurgicas, anestésicas e terapias adjuvantes, fazendo com que sua
sobrevida ainda permanega abaixo da satisfatoria (PINTO et al, 2000; WHO, 2002; FERLAY
etal., 2010).
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Fonte: Ferlay et al., 2010.

Fig. 5 — Distribuicdo de mortalidade por cancer entre suas diferentes localizagdes

estimada para o ano de 2008.

As maiores taxas de mortalidade sdo estimadas na Asia Oriental (28,1 por 100.000 em
homens, 13,0 por 100.000 em mulheres), a menor na América do Norte (2,8 e 1,5,
respectivamente). Alta taxa de mortalidade também estd presente em ambos os sexos na

Europa Central e Oriental e na América Central e do Sul (FERLAY et al., 2010).
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Estimated Stomach Cancer Mortality Worldwide in 2008: Men
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Fig. 6 — Estimativa de mortalidade por cancer gastrico para homens no ano de 2008.

No ano de 2010, foram estimados para o Brasil 13.820 casos novos de cancer de
estobmago para homens e 7.680 para as mulheres. Estes valores correspondem a um risco
estimado de 14 casos novos a cada 100 mil homens e 8 para cada 100 mil mulheres. Sem
considerar os tumores de pele ndo melanoma, o cancer de estdmago em homens ¢ o segundo
mais frequente nas regides Norte (10/100.000) e Nordeste (10/100.000). Na Regido Centro-
Oeste (12/100.000) ¢ o terceiro e nas regides Sul (19/100.000) e Sudeste (17/100.000), o
quarto. Para as mulheres, € o terceiro mais frequente na Regido Norte (6/100.000); o quarto na
Regido Nordeste (6/100.000) e nas demais regides, Sul (10/100.000), Sudeste (9/100.000) e
Centro-Oeste (6/100.000), ¢ o quinto (INCA, 2009).
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Fig. 7 — Estimativa da taxa de incidéncia de cancer gastrico por estado brasileiro em

2010.

O Estado do Paré apresenta elevada incidéncia desta neoplasia e o cancer de estomago
foi a primeira causa de morte por neoplasia em 1999 e 2000, representando, respectivamente,
15,98% e 13,99% dos 6bitos no estado (BRASIL, 2006b apud RESENDE; MATTOS;
KOIFMAN, 2006). Belém, a capital do Estado do Pard, ficou na décima primeira posi¢ao em
numero de casos de cancer gastrico por habitante entre todas as cidades do mundo com registro de

cancer (INCA, 2008).

2.3. CANCER GASTRICO

O cancer gastrico ¢ mais freqiiente no sexo masculino (2:1), com um pico de
incidéncia entre 50 e 70 anos de idade para ambos os sexos, sendo raro antes dos 35. O
adenocarcinoma géstrico ¢ o tipo histologico mais comum (95%). Apesar de ser o sitio
extranodal mais comum do linfoma ndo Hodgkin, este representa apenas 3% dos tumores de
estobmago. Sarcomas, incluindo leiomiossarcoma, liposarcoma, sarcoma neurogénico € o

fibrossarcoma sao tumores raros (TOWNSEND, 2008, p. 1302-1314).

As manifestagdes clinicas mais comuns do cancer géstrico sdo a perda ponderal, dor
epigastrica, nduseas, saciedade precoce, anorexia, disfagia, melena, saciedade precoce e dor
semelhante a ulcera (ibid). Os sinais podem incluir massa abdominal palpavel, hepatomegalia,
Nodulo de Virchow (linfonodo palpavel em fossa supraclavicular esquerda), Nodulo da Irma
Maria José (periumbilical) e Prateleira de Blummer (tumor metastatico sentido ao exame retal

devido ao crescimento do espaco retouterino/retovesical) (LAYKE e LOPEZ, 2004).
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Segundo Laurén (1965), o adenocarcinoma ¢ classificado em dois subtipos
histolégicos: intestinal e difuso. O subtipo intestinal é o mais frequente no Brasil e regides
geograficas de alta incidéncia, predomina em homens, negros, com idade entre 55-60 anos, ¢
caracterizado por células neoplasicas coesas bem diferenciadas, que formam estruturas
tubulares semelhantes a glandulas, sendo, geralmente, resultado de processo pré canceroso
prolongado, como gastrite atrofica e metaplasia intestinal. Manifesta-se na endoscopia
digestiva alta como lesdes expansivas, polipdides e ulceradas, encontradas principalmente no
estomago distal (antro e curvatura menor). A dissemina¢do metastatica ¢ predominantemente

hematogénica (CORREA, 1973; TOWNSEND, 2008, p. 1302-1314).

O subtipo difuso de Laurén ¢ mais comum entre individuos mais jovens (40-48 anos),
pessoas com o tipo sanguineo A, histdria familiar positiva, tem uma taxa de incidéncia mais
equilibrada entre homens e mulheres e entre as diferentes regides geograficas. Geralmente, o
tumor difuso ¢ precedido por pangastrite sem atrofia, originando uma neoplasia infiltrativa,
que desenvolve-se por todo o estomago, resultando em perda da distensibilidade da parede
gastrica, conhecida como linite plastica (também denominado aspecto em “garrafa de couro”).
O subtipo difuso também origina metastases precoces, principalmente por contigiiidade e via

linfatica (LAUREN, 1965; MUNOZ, 1968; TOWNSEND, 2008, p.1302-1314).

Particularmente nos paises com incidéncia decrescente, estd ocorrendo uma mudanga
do adenocarcinoma géstrico do estdmago distal para proximal e tumores da jungdo
gastroesofagica, principalmente entre os tumores do subtipo difuso. Esse tumores mais
proximais tendem a se apresentar com maior agressao histologica e estdo associados a um

pior prognodstico (PERA, 2000).

Os carcinomas avancados do estdbmago podem ser macroscopicamente classificados
em quatro tipos, como proposto por Borrmann (1926). Nesta classificacdo, o tipo I €
circunscrito, isolado, polipdide e ndo-ulcerado; o tipo II ¢ ulcerado, com bordas ulceradas,
bem definidas; o tipo III ¢ parcialmente ulcerado, com margens levadas e disseminacao

parcialmente difusa; e o tipo IV ¢ difuso (TOWNSEND, 2008, p. 1302-1314))

2.3.1. FATORES DE RISCO
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A exposi¢do individual a agentes carcinogénicos, através do que se come, bebe, inala,
ou através da exposi¢cdo ocupacional, desempenham um papel relevante no surgimento de um

tumor (WHO, 2002).

Virios fatores de risco tém sido implicados para o cancer gastrico (exceto tumores de
cardia): infec¢do pelo Helicobacter pylori, baixo nivel socioecondmico, tabagismo, ingestao
de alimentos salgados e defumados, baixo consumo de frutas e vegetais e historia familiar de

cancer gastrico (FUCCIO et al, 2010).

Helicobacter pylori

O H. pylori ¢ uma bactéria gram negativa, espiralada e flagelada. Representa uma das
infec¢des humanas mais comuns, entretanto a sua prevaléncia varia entre os diferentes paises.
Regides com alto nivel socioeconomico tém registrado um decréscimo na taxa de infecgdo.
Desde a sua descoberta em 1984, o H. pylori é reconhecido como uma das principais causas
de varias doengas do trato gastrintestinal alto, como doenga ulcerosa péptica, adenocarcinoma

gastrico e linfoma géstrico primario de células B (FUCCIO et al., 2010).

A colonizagdo por H. pylori acomete igualmente homens e mulheres, e sua prevaléncia
aumenta com a idade, baixo nivel socioeconémico, mas condi¢cdes de moradia e baixo grau de
instrugdo. A transmissdo ocorre via pessoa-pessoa, gastro-oral ou fecal-oral, principalmente

através de agua contaminada (VERGUEIRO et al., 2008).

Tal infeccdo ¢ classificada como carcindgeno do grupo I, segundo a Agéncia
internacional de pesquisa do Cancer (IARC). Diversas vias de patogénese t€m sido descritas,
mas o mecanismo inicial do dano ao DNA ¢ desconhecido. Entretanto, o aparecimento do
processo neoplasico ¢ relacionado ao longo processo de inflamacdo cronica da mucosa
gastrica, havendo recrutamento de neutrofilos, linfocitos B e T, macrofagos, células
plasmadticas que causam estresse oxidativo, representado pela expressao de oxido nitrico

sintase (CORREA et al., 2007; FUCCIO et al., 2010).

O dano a mucosa gastrica induzido pelo H. pylori também ¢ devido aos fatores de

viruléncia bacteriana codificados pela ilha de patogenicidade cag, como a citocina
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vacuolizante A (VacA), uma toxina que entra na célula epitelial e induz a formacgdo de
vacuolos e afeta a mitocondria, levando a apoptose. Também ocorre a producdo da proteina
CagA (CagA), que induz a proliferacio e motilidade da célula epitelial, assim como a
produgdo de citocinas e urease, que converte a uréia em bicarbonato ¢ amodnia, havendo a
neutralizagdo do ambiente acido do estdmago e maior adesdo da bactéria a parede gastrica

(FUCCIO et al., 2010).

Os componentes do processo sdo: gastrite cronica ativa ndo atréfica —» metaplasia
intestinal (primeiramente completa, depois incompleta) — displasia — carcinoma invasor

(CORREA et al., 2007).

Essas mudangas sdo induzidas e sustentadas pela infeccdo persistente do H.pylori. A
erradicacdo da bactéria interfere com a cascata pré-neoplasica se realizada prematuramente e
pode prevenir o desenvolvimento do tumor. Devido ao mau progndstico do carcinoma, a

estratégia mais promissora para o seu controle € a prevengao (ibid).

Apesar de varias vias moleculares confirmarem o papel da bactéria na carcinogénese
do cancer gastrico, a infec¢do pelo H.pylori ndo ¢ considerada suficiente para o

desenvolvimento do cancer (FUCCIO et al., 2010).

Dieta

A dieta desempenha um importante papel na génese do cancer gastrico. Vérias linhas
de evidéncias sugerem que a ingestdo de altas concentra¢des de comida preservada no sal, sal
e nitrosaminas presentes em alimentos defumados e vegetais em conserva, “provavelmente”
aumentam o risco de cancer gastrico, segundo a Organizacdo Mundial de Satde (WHO) e

Organizacdo de Alimentos e Agricultura (FAO) (WHO, 2003).

Numerosos estudos epidemioldgicos t€ém demonstrado que a dieta ¢ o fator de risco
exdgeno mais relevante para o desenvolvimento do cancer gastrico (NOMURA et al. apud
RESENDE; MATTOS; KOIFMAN, 2006). Segundo Hwang et al. (1994), a dieta parece estar
envolvida nos estdgios mais precoces da transformacdo das células normais em células

cancerosas.
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A alimentacdo bésica da populagdo paraense, no século passado, incluia um consumo
elevado de sal, utilizado na conservagao de carnes e frutos do mar, um consumo relativamente
reduzido e irregular de legumes e verduras e uma importante ingestao de glicidios, a partir da
farinha de mandioca, muitas vezes adicionada de corantes artificiais com anilina. Esse padrao
de dieta, provavelmente, pode ser caracterizado como potencialmente favorecedor de certas
condicdes associadas ao processo de desenvolvimento do cancer gastrico (RESENDE;

MATTOS; KOIFMAN, 2006).

A variacdo mundial na mortalidade do cancer géstrico, particularmente no Japao, tem
sido correlacionada com o nivel de ingestdo diario de sal. O alto consumo de amido também
estaria envolvido nesse processo, ocasionando irritagdo da mucosa gastrica ou promovendo a
nitrosacdo dos nutrientes ingeridos. Por outro lado, o declinio da incidéncia da neoplasia nos
EUA e na Europa ¢ associado com a melhora no padrao de refrigeracao dos alimentos e
aumento no consumo de frutas e vegetais frescos. (WASHINGTON, 1997; MAYNE et al.,
2001; JOOSENS et al., 1996).

Entretanto, ainda ndo foram demonstrados quais os componentes ativos das frutas e
vegetais sao responsaveis por essa agao protetora. O estresse oxidativo pode induzir mutagdes
génicas, modular apoptose e promover a carcinogénese gastrica (THOMSON et al., 1998).
Por isso, agentes antioxidantes, como [-caroteno, a-tocoferol e vitamina C tém sido
investigados. Contudo, houve falha em atestar qualquer efeito benéfico e o seu papel protetor

na prevencao do cancer gastrico (BJELAKOVIC et al., 2004).

E muito provavel que a infecgio pelo H. pylori e fatores dietéticos tenham agdo
sinérgica em promover o desenvolvimento do cancer gastrico. Varios experimentos em
modelos animais t€ém sido desenvolvidos (FUCCIO et al, 2010). As evidéncias mais recentes,
baseadas em estudos em primatas, sugerem que a infec¢do pelo H. pylori a longo prazo ou a
ingestdo isolada de nitrosaminas podem causar inflamacdo da mucosa, mas ndo cancer. O

cancer pode se desenvolver quando ambos os fatores estdo presentes (LIU et al., 2009).

2.3.2. DIAGNOSTICO E TRATAMENTO

O diagnostico precoce de carcinoma gastrico ¢ prejudicado, pois até 80% dos



28

pacientes sdo assintomaticos durante os estagio iniciais. No Japdo, a maior incidéncia de
adenocarcinoma e adogdo de politicas de investigagdo diagnodstica levaram a um maior
namero de casos de cancer gastrico sendo detectados numa fase precoce (isto €, quando
limitada @ mucosa e submucosa, com ou sem comprometimento dos linfonodos) (KOH e

WANG, 2002 apud LAYKE e LOPEZ, 2004).

O estudo radiografico com uso de duplo contraste baritado pode fornecer informagdes
preliminares que auxiliam na determinagdo se a lesdo géstrica estd presente € se possui
aspectos benignos ou malignos. Entretanto, a endoscopia digestiva alta (EDA) com realizagao
de biopsia e estudo histopatologico representa a conduta de escolha para o diagndstico de

cancer gastrico (CAPPEL e FRIEDEL, 2002).

A aplicagdo de tratamento empirico para dispepsia pode implicar em atraso do
diagnostico de cancer. E necessario haver uma sele¢do acurada para os pacientes com maior
risco de cancer gastrico, que devem ser submetidos imediatamente a EDA. Sinais e sintomas
de alarme, como perda ponderal, disfagia, sangramento do trato gastrintestinal alto, anemia,
vOmitos persistentes, massa abdominal e adenopatia sdo mais frequentemente associados com
malignidades do trato gastrintestinal superior e indicam a realizagdo de EDA, assim como
pacientes com idade superior a 45 anos que apresentam sintomas dispépticos, historia familiar

de cancer gastrico e gastrectomizados previamente (LAYKE e LOPEZ, 2004).

Tal como acontece com todos os tipos de cancer, o mais importante indicador de
ressecabilidade e progndstico ¢ o estadiamento clinicopatoldgico. Existem algumas
classificacdes de estadiamento, porém o mais utilizado € o sistema proprosto pela American
Joint Committee on Cancer, conhecido como TNM (tumor, nddulo, metastase) (ANEXO B)
(SOBIN et al., 2009).

Os fatores mais importantes que influenciam a sobrevida de pacientes com cancer
gastrico sao a profundidade da invasdo tumoral através da parede gastrica, o nimero de
linfonodos envolvidos e ocorréncia de metastase. Infelizmente, esses fatores ndo podem ser

rigorosamente avaliados pelas investigagdes pré operatdrias (SIEWERT et al., 1998).

A cirurgia € a terapia padrdo para se obter a cura. Para tumores no terco proximal do
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estbmago, ¢ necessaria uma gastrectomia extendida, com ressec¢do do esdfago distal. Para
pacientes com tumor no terco distal, pode ser realizada gastrectomia subtotal (se for do tipo
intestinal de Laurén). A gastrectomia total ¢ recomendada para tumores do terco médio e se a
bidpsia demonstrar tipo difuso de Laurén. Taxas de mortalidade operatdria variam entre 1-3%

(LAYKE e LOPEZ, 2004).

A quimioterapia vem sendo estudada, com o objetivo de aumentar a sobrevida dos
pacientes (NISHIYAMA & EGUCHI, 2008). Atualmente, diversos quimioterapicos vém
sendo utilizados no tratamento do céncer gastrico, como: os taxanos; o irinotecano (CPT-11);
a oxaliplatina; S-1; capecitabina; 5-fluorouracil (5-FU); cisplatina; antraciclina e, mais
recentemente, agentes bioldgicos, como o cetuximab e o bevacizumab (SCARTOZZI et al.,

2009).

2.3.3. MARCADORES MOLECULARES DE SUSCEPTIBILIDADE AO CANCER

Capelozzi (2001); Silveira (2005) apud Almeida et al. (2007) afirmam:

Os marcadores tumorais (ou marcadores bioldgicos) sdo macromoléculas presentes
no tumor, no sangue ou em outros liquidos bioldgicos, cujo aparecimento € ou
alteracdes em suas concentragdes estdo relacionados com a génese e o crescimento
de células neoplasicas. Tais substancias funcionam como indicadores da presenca de
cancer, ¢ podem ser produzidas diretamente pelo tumor ou pelo organismo, em
resposta a presenca do tumor.

Esses marcadores sdo proteinas ou pedacos de proteinas € se mostram uteis no manejo
dos pacientes com cancer, podendo auxiliar nos processos de diagndstico, estadiamento,
avaliacdo de resposta terapéutica, deteccdo de recidivas e progndstico. Podem ser
caracterizados ou quantificados por meios bioquimicos ou imunoistoquimicos nos tecidos ou
no sangue, e por testes genéticos para pesquisas de oncogenes, genes supressores de tumores e

alteragdes genéticas (ALMEIDA et al., 2007).

2.3.4. MARCADORES INDEL RELACIONADOS AO CANCER

O cancer ¢ considerado uma doenga genética que ocorre por um acimulo de mutagdes

ndo esperadas por recombinagdo mendeliana, em virtude, principalmente, de exposicdo a

agentes genotdxicos do meio ambiente (VOGELSTEIN e KINZLER, 1998). As neoplasias
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caracterizam-se por longos periodos de laténcia. Experimentos com animais conduziram a um
modelo que propde a divisao da laténcia em: iniciagdo, no qual o agente cancerigeno induz
mutacdes e altera a velocidade da divisdao celular, e promogao, estagio sucessivo em que o
processo evolui até constituir-se num tumor observavel. Neste processo, a célula se modifica
e, tornando-se cancerosa, expande-se com desenvolvimento anomalo, formando uma colonia

de descendentes denominada clone (SQUIRE et al., 1998).

Acumulo de mudangas genéticas podem dar origem a carcinogénese em trés tipos de
genes: oncogenes, genes supressores de tumores e genes de estabilidade. Mutagdes em
oncogenes € genes supressores de tumor representam um fator critico no desenvolvimento do

cancer, levando a conversao de células normais para um estado maligno (YANG et al., 2010).

INDEL ¢ uma denominagdo comumente empregada para designar marcadores
genéticos que apresentam variagdes dos tipos insercao e delecdo de pequenos fragmentos de

DNA, sendo, portanto, considerados como polimorfismos bialélicos (SANTOS et al., 2010).

Polimorfismo constitui uma variacdo no DNA encontrada em uma freqiiéncia superior
a 1% da populagdo (BALASUBRAMANIAN et al., 2004). Polimorfismos que afetam a
sequéncia codificante dos genes sdo muito comuns nas populagdes, e podem resultar em
mudangas que alteram as fun¢des das proteinas (LOPEZ-CIMA et al., 2007). Nos ultimos
anos, polimorfismos do tipo INDEL tém sido o foco de diferentes pesquisas de associagdes
com doencas e varios ja foram associados com a predisposi¢do ao cancer, € ao risco elevado

de desenvolver esta patologia (PAIVA et al.,2010).

Mills et al. (2006) descreveram um mapa inicial em humanos que contém 415.436

polimorfismos tnicos de INDEL.

Diferencgas na freqiiéncia de polimorfismos tém sido detectadas entre diferentes grupos
étnicos e populagdes, provavelmente como decorréncia de exposicoes a carcindgenos

especificos ou de caracteristicas genéticas herdadas (GREENBLATT et al., 1994).

Marcadores INDEL podem estar presentes em regides promotoras ou codificadoras de

genes relacionados ao sistema de defesa do organismo e podem levar a redu¢do ou eliminagao
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da atividade génica. Essa reducdo/eliminacdo de atividade génica pode estar relacionada a
processos de indugdo de diferentes tipos de cancer, dependendo do gene envolvido (DE

VECCHI et al., 2009; LOPEZ-CIMA et al., 2009; KIM et al., 2009).

2.3.5. INDEL NO GENE TP53 (16 pb-intron 3)

O gene TP53 ¢ composto por 11 éxons e esta localizado no cromossomo 17, na regido
17p13 (BOURDON et al., 2005). Ele codifica a proteina p53, que ¢ responsavel pela
suspensdo do ciclo celular e pela indugdo de processos de apoptose, através de mecanismos
dependentes de transcricao ou independentes da regulacdo transcricional (TOLEDO e WAHL,
2006; DAUGHERTY et al., 2009). Ele também ¢ responsavel pela senescéncia celular e pelo
reparo do DNA (BOURDON, 2007; VOUSDEN & LANE, 2007).

A proteina p53 modula a transcricdo de genes que governam a defesa contra o
crescimento tumoral, além de interagir com numerosas proteinas celulares, incluindo diversas
que controlam a morte celular programada. Nas condi¢des fisiologicas, os niveis e a atividade
de p53 sdo firmemente regulados. Sob diversas formas de estresse celular, os niveis e a

atividade transcricional de p53 sdo sensivelmente aumentados (DAUGHERTY et al., 2009).

De um modo geral, o gene TP53 tem o papel de preservar a estabilidade genomica,
respondendo a uma variedade de ameacas, como: danos ao DNA; hipdxia; estresse metabolico

e ativacao oncogénica (WHIBLEY ef al., 2009).

Mutagcdes em TP53 resultam na abstengdo ou disfuncdo em p53, danificando
mecanismos da via desta proteina. Desta maneira, a perda direta na funcionabilidade correta

de p53 estd associada ao prognostico desfavoravel em varios tipos de cancer (ibid).

A insercdo/delecao de 16 pares de bases, no intron 3, de TP53 tem sido associada a
altos indices de apoptose e a alteragdo da capacidade de reparo do DNA (GAUDET et al,
2008). Buyru et al. (2007) descreveram uma associacao existente entre a delecdo de 16 pares
de bases ¢ o elevado risco de desenvolvimento do cancer de mama, em populagao da Turquia.
Marcel et al. (2009) analisaram alguns polimorfismos relacionados a Sindrome Li-Fraumeni,
caracterizada pelo desenvolvimento de multiplos tumores em pacientes com idade precoce.

Ficou demonstrada uma elevada associacao do polimorfismo PIN3 com a sindrome e com o
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fendmeno da antecipagdo génica, com aceleracdo de até 19 anos no diagnostico do primeiro

tumor da referida patologia.

3. CASUISTICA E METODO

- Tipo de Estudo:

Foi desenvolvido um estudo descritivo, analitico, comparativo, prospectivo para
investigar a associa¢do do polimorfismo PIN3 no gene TP53 e neoplasia géstrica em uma
amostra de pacientes portadores de cancer gastrico e de individuos controles da populagao

miscigenada de Belém.

- Local do Estudo:

Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto e Laboratério de Genética Humana e

Meédica da Universidade Federal do Para.
- Populacio de Referéncia e de Estudo:

Todos os pacientes com diagnostico de cancer gastrico e pacientes sem neoplasia
atendidos no HUJBB constituem a populacdo de referéncia. A populacdo de estudo ¢

constituida pelos pacientes da populagao de referéncia atendidos no periodo de 01 de julho de

2009 a 01 de margo de 2011.

- Periodo ao qual o projeto destinou-se a pesquisar:

A pesquisa obteve informacdes dos pacientes atendidos no periodo de 01 de julho de

2009 a 01 de marco de 2011.

- Critérios de inclusao:

e Ter sido atendido no HUJBB no periodo de 01 de julho 2009 a 01 de margo de 2011;
e Aceitar participar da pesquisa ao ler e assinar o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.
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- Critérios de exclusao:

e Na3o aceitar participar da pesquisa;

e Naio apresentar comprovacao histopatologica de cancer gastrico.

- Procedimentos:

No estudo, foram analisadas as seguintes variaveis (APENDICE B): sexo ¢ idade dos

pacientes, classificacdo histoldgica de Laurén e estadiamento.

A classificagdo histologica foi a de Laurén (1965); ¢ o sistema de estadiamento

utilizado foi o TNM (SOBIN et al.,2009).

3.1. OBTENCAO DA AMOSTRA

As amostras foram obtidas através da coleta de 5 mL de sangue periférico, utilizando
EDTA como substancia anticoagulante (sistema de coleta a vicuo). Armazenadas em caixa de
isopor com gelo, as amostras de sangue da populagdo foram transportadas para o Laboratdrio
de Genética Humana e Médica da Universidade Federal do Para. O sangue foi centrifugado a
2.000 rpm durante 10 minutos para a separacdo total de hemécias e leucécitos. Em seguida,
foi retirada uma aliquota de plasma e congelado a -20°C. O restante do sangue, com a fragao

celular, foi utilizado para a extragao de DNA.

3.2. EXTRACAO DE DNA

O material genético foi extraido a partir da fracdo celular pelo método convencional
com fenol-cloroféormio e precipitacdo com etanol descrito por Sambrook; Fritsch e Maniatis
(1989).

O sangue foi processado inicialmente com tampao salino PBS (NaCl 0,14 M; KClI 2,7
mM; Na,HPO4 5,4 M; KH,PO4 1,8 mM; pH 8,4) em uma proporcao de duas partes de tampao
para uma parte de camada celular, agitando a mistura suavemente. Apos essa etapa, o material

foi centrifugado a 4.000 rpm por 10 minutos.
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O sobrenadante (solugdo + restos organicos indesejaveis) foi retirado e adicionado 5
mL de solucdo de lise celular (NaCl 0,3 M; EDTA 100 mM com pH 7,5 e uréia 7,0 M) que
promoveu a ruptura dos leucocitos. A solucao foi homogeneizada e adicionado 500 pL de

SDS a 20% e, em seguida, a solu¢do foi incubada em banho-maria a 37°C por 16 horas.

Apds o periodo de incubagdo, foram adicionados 5 mL de fenol-cloroférmio (1:1),
agitando a mistura suavemente por 10 minutos e, posteriormente, centrifugada a 4.000 rpm
por minuto. A primeira foi transferida para outro tubo, onde se repetiu a utilizagdo do fenol-

cloroformio (1:1).

O sobrenadante obtido foi adicionado a uma solucdo de cloroférmio-isopropanol
(24:1), homogeneizado por 10 minutos e centrifugado nas mesmas condi¢des anteriores.
Posteriormente, o procedimento foi repetido. Em seguida, a primeira fase foi transferida para
outro tubo e adicionada uma soluc¢do de acetato de sodio a 3,0 M (pH: 5,2) na proporgao de
10% do valor obtido. Esta solucdo precipita o DNA juntamente com o Etanol absoluto gelado
(2,5 vezes o volume da mistura), agitando-se suavemente até a observagdo do precipitado de

DNA.

A hidratacdo do material extraido, DNA, foi realizada em agua deionizada estéril,
agitando-se até homogeneizacao total. O material extraido foi deixado a temperatura ambiente

por 24 horas para a completa dilui¢ao.

Apobs a extragdo, foi processada a quantificagdo do DNA, que foi diluido para 10

ng/uL, a concentracdo de uso.

3.3. SELECAO DO MARCADOR

O marcador foi previamente selecionado a partir da analise de resultados de trabalhos
publicados na literatura, o qual demonstrou significante associagdo do polimorfismo com a

susceptibilidade ao cancer (ZHANG et al., 2003; SHEN et al., 2004; MARCEL et al., 2009).

Posteriormente, o codigo rs da mutagdo foi informado ao sitio da rede Internet, de

dominio publico, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP e, desta maneira, foram obtidas
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informacdes como: variabilidade, localizagdo ao longo do cromossomo; tamanho e

sequéncia.

Foi utilizado como critério de escolha deste marcador: I) o tipo de polimorfismo (do
tipo INDEL); II) variabilidade (heterozigosidade > 0,10); III) tamanho (variando entre 3 e 96

pares de bases) e V) variagdo de frequéncia entre populagdes mundiais.

3.4. SELECAO DOS PRIMERS

Ap0s a sele¢do do INDEL, foram desenhados os “primers” utilizados nas analises
subseqiientes. A escolha dos iniciadores foi realizada empregando-se o Programa Primer 3,
utilizando sempre os mesmos critérios de exigéncia, de forma a permitir a amplificacdo
simultanea (sempre com o mesmo programa de PCR) de todos os sistemas investigados. Os

iniciadores foram escolhidos, ainda, em fun¢ao do tamanho desejado do “amplicon”.

A estratégia utilizada para testar a especificidade dos iniciadores inclui a comparacao
da seqiiéncia alvo com o genoma humano inteiro, utilizando o programa BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool), disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/. Este programa

admite que se identifique alinhamento de seqiiéncias multiplas, o que permite identificar local

de pareamento inespecifico com seqiiéncias de outros cromossomos.

Posteriormente, foi utilizado o Programa Auto Dimer v.1 para testar se os iniciadores
formavam grampos ou dimeros entre eles em quantidade suficiente para atrapalhar a
amplificacdo. Nos casos positivos (especificados pelos critérios do programa), os iniciadores
foram eliminados e novos iniciadores foram desenhados usando-se novamente o programa

Primer 3.

3.5. QUANTIFICACAO DO DNA
A mensuracdo da concentragdio do DNA foi realizada em espectrofotdmetro

NanoDrop® ND-1000 (Thermo Scientific).

3.6. REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE
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Para a andlise do INDEL do cromossomo estudado foi empregada a técnica da Reacao
em Cadeia da Polimerase (Polymerase chain reaction), onde o marcador foi amplificado. Os
iniciadores especificos (primers) foram marcados com substancias fluorescentes
(fluorocromos) na extremidade 5. O anexo C mostra o marcador que foi estudado, a

localizagdo no cromossomo, os primers, o tamanho dos amplicons e o marcador fluorocromo.

Todo o protocolo utilizado para a amplificagdo do DNA alvo (volume da reagdo,
concentracilo de DNA em ng, concentracio de magnésio, concentracdo da enzima,
concentracdo de primer em picomoles, aditivos da PCR, temperatura de extensdo e
anelamento (melting)) foi otimizado. O termociclador utilizado para a reagdo de amplificacido

foi o Veriti'™ 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystem).

3.7. ELETROFORESE CAPILAR

Antes da eletroforese capilar, 1uL do produto da PCR foi adicionado a 8,5uL de
formamida deionizada HI-DI (Applied Biosystems, Foster City, CA) e 0,5uL de GeneScan
500 LIZ tamanho padrio (Applied Biosystems). Os fragmentos de DNA foram separados
utilizando-se o analisador genético ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems) e analisados com
o programa GeneMapper ID v3.2 (Applied Biosystems). ANEXO D.

3.8. ANALISE ESTATISTICA

As frequéncias alélicas individuais dos loci foram estimadas por simples contagem. O
teste exato de Hardy-Weinberg e as estimativas de Desequilibrio de Ligacdo foram aplicados
utilizando-se o pacote estatistico Arlequin 3.1 (EXCOFFIER et al., 2005). Todas as demais
andlises estatisticas foram realizadas usando o programa estatistico SPSS v. 12.0 (SPSS,

Chicago, IL. EUA).

As comparagdes entre 0s grupos com varidveis categoricas foram feitas por meio do
2 . . .- 1
teste X° (qui-quadrado), enquanto que o teste t de Student foi utilizado para andlise de
variaveis continuas. A utilizacdo da regressdo logistica considerou como varidvel dependente

a presenga de neoplasias, € como variaveis independentes foram empregadas idade e sexo.
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Todos os testes estatisticos foram baseados em uma probabilidade bicaudal e um p

valor <0,05 foi considerado significante.
4. ASPECTOS ETICOS

Este estudo faz parte de um projeto intitulado “Genética do cancer gastrico”,
vinculado ao Laboratorio de Genética Humana e Médica da Universidade Federal do Para,
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto
(ANEXO A) conforme as normas preconizadas pela Resolugdo 196/96. S6 havera
participacdao dos pacientes apoOs a leitura e assinatura do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido em duas vias.

- Riscos:

Existe risco ao paciente em decorréncia da pungdo venosa periférica para a obtengdo

de 5 mL de sangue, podendo haver a ocorréncia de dor e hematoma no local.

- Beneficios:

Espera-se com o projeto o melhor conhecimento sobre os aspectos genéticos do tumor
gastrico nas populagdes amazonicas, o que podera representar importante contribuicdo para o

diagndstico desse tipo de cancer.

- Encaminhamento ao Comité de Etica em Pesquisa:

O presente trabalho foi encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) com
seres humanos do HUJBB para avalia¢do, recebendo aprovac¢do no dia 14 de maio de 2004

(ANEXO A).

S.  RESULTADOS

5.1. FATORES DE RISCO PARA O CANCER
Foram analisadas amostras de sangue e dados de 99 pacientes atendidos no HUIBB
com diagnostico de cancer gastrico e 225 individuos ndo portadores de cancer, utilizados

como controle.
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A tabela 1 apresenta as varidveis estudadas nos casos e controles. No grupo de
pacientes, houve predomindncia do sexo masculino (67,7% dos pacientes) e a média de idade
foi de 59,3 + 1,2 anos. E importante destacar que a incidéncia de cancer gastrico esta
associada ao sexo masculino, com propor¢ao aproximada de 2:1. No grupo controle, 135

individuos (60%) eram do sexo feminino e a média de idade foi de 36,4 + 1,2 anos.

Diferencgas estatisticamente relevantes foram observadas com relagdo as varidveis sexo
(p = 0,001) e idade (p = 0,001) entre o grupo de pacientes e os controles. Fica evidenciado,
portanto, que os fatores sexo e idade sdo significativos para o desenvolvimento do cancer
gastrico, considerando p < 0,05. Desta forma, ha necessidade de se considerar tais fatores de
interferéncia nas andlises de associagdo entre os polimorfismos genéticos investigados € o

risco de desenvolvimento da neoplasia géstrica.

Em relacdo ao diagndstico histopatoldgico do subtipo de Laurén, observou-se que 41
pacientes (41,4%) apresentavam o subtipo intestinal e 42 (42,4%) o difuso. Entre os 99

pacientes analisados, 16 tiveram seus tumores classificados segundo a OMS.

Os pacientes foram estadiados segundo o padrao TNM e divididos em estadios
precoces (I e II) e avangados (II e IV). A maioria dos pacientes (70,7%%) apresentou
diagnostico de tumor avangado e 20,2% foram classificados em estadios I/Il. Os demais
pacientes nao puderam ser estadiados devido a: impossibilidade de investigagdo invasiva em
pacientes com estado geral comprometido, ndo realizacio de estudo linfonodal ou

indisponibilidade do laudo histopatolégico da peca cirargica.

TABELA 1 - Variaveis estudadas sobre os casos de cancer géstrico atendidos no HUJIBB no
periodo de 01 de julho de 2009 a 01 de marco de 2011 e os controles.

Cancer gastrico Controle P
N=99 N=225
Sexo (F/M)* 32/67 135/90 0,001
Idade” 59,312 36,4+1,2 0,001
Classificacao de
Laurén
Intestinal 41 (41,4%)

Difuso 42 (42,4%)
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Estadiamento

TNM

I/11 20 (20,2%)
1/Iv 70 (70,7%)

*Teste exato de Fisher. "Teste t de Student
Fonte: Protocolo de pesquisa.

5.2. ANALISE DE FREQUENCIAS GENOTIPICAS

A tabela 2 apresenta as frequéncias alélicas e genotipicas para o INDEL investigado e
seu respectivo risco relativo estimado. As proporcdes genotipicas observadas estdo de acordo

com as esperadas pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg, em todos os grupos analisados.

Os resultados obtidos ndo apresentaram padroes de Desequilibrio de Ligagdo que

fossem comuns aos grupos de individuos com cancer géstrico € o grupo controle.

O risco relativo estimado no grupo Cancer Gastrico foi calculado em relagdo ao grupo

controle.

O INDEL (rs17878362) no gene TP53 apresentou associagdo significativa para
susceptibilidade ao cancer gastrico. No gene TP53, os gendtipos que apresentaram risco
foram: INS/DEL (p=0,007, OR=3,990, 1C95%=1,467-10,852) e genbtipos combinados
INS/INS + INS/DEL (p=0,007, OR=3,554, 1C95%=1,414-8,935); e o genotipo DEL/DEL
ficou evidenciado como de protecao (p=0,020, OR=0,343, 1C95%=0,139-0,846).

TABELA 2 - Distribuicdes alélicas e genotipicas na comparagdo Controle versus Céancer
Gastrico de amostras obtidas de pacientes internados no HUJBB no periodo de 01 de julho de

2009 a 01 de margo de 2011.

Controle C. Gastrico
Genétipos N=225 (%) N=99 (%) p’ OR (IC 95%)
TP53
INS/INS 6 (2,7) 44,00 0,647 1,549 (0,238-10,102)

INS/DEL 33 (14,7) 17(17,2) 0,007 3,990 (1,467-10,852)
DEL/DEL 185 (82,6) 78 (78,8) 0,020 0,343 (0,139-0,846)
I+1UD" 39 (17,4) 21 (21,2) 0,007 3,554 (1,414-8,935)
Alelo INS 0,1 0,11
Alelo DEL 0,9 0,89
Alelo DEL 0,56 0,53




40

“Analise de Regressdo Logistica Multipla controlada por sexo e idade; "Anélise combinada dos genétipos portadores do alelo
associado a susceptibilidade ao cancer; OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confianga.

Fonte: Protocolo de pesquisa.

A tabela 3 apresenta uma Andlise de Regressdo Logistica Multipla corrigida por
presenca de cancer, subtipo de Laurén e ocorréncia do gendtipo INS, utilizando como variante
dependente a idade de diagnostico da doenga antes dos 50 anos. Ficou evidenciado que os
portadores do alelo INS para o PIN3 apresentam antecipagdo de 15% no tempo de

aparecimento da doenga (»p=0,002, OR= 1,15, IC95%=1,05-1,26).

TABELA 3 — Andlise de regressao logistica multipla corrigida por diferentes fatores de
confusdo e como variante dependente a idade dos pacientes diagnosticados com cancer
gastrico antes dos 50 anos de idade em amostras obtidas de pacientes internados no HUJBB

no periodo de 01 de julho de 2009 a 01 de margo de 2011.

Idade <50 anos
P OR (IC 95%)
Cancer 0,000 45,827 (8,99-233,44)
Laurén 0,343 1,088 (0,91-1,29)
PIN3 (INS) 0,002 1,15 (1,05-1,26)

*Andlise de Regressdo Logistica Miltipla controlada por idade < 50 anos; OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confianga.

Fonte: Protocolo de pesquisa.

6. DISCUSSAO

O cancer gastrico ¢ o quarto tumor maligno mais freqiiente no mundo, ¢ a maior parte
dos casos concentra-se em paises em desenvolvimento, como o Brasil. No Estado do Para,
essa neoplasia representa um grave problema de saude publica devido a alta incidéncia e
mortalidade acima da média brasileira (RESENDE; MATTOS; KOIFMAN, 2006;
ASSUMPCAO et al., 2009). Em Belém, a sobrevida estimada ¢ de cerca de 9-10% (INCA,
2009).

Para o cancer gastrico, ndo obstante a alta incidéncia, morbidade e mortalidade
relacionadas a essa neoplasia, ndo existem programas governamentais voltados para a
identificacdo de populagdes de risco ou ao diagnodstico precoce, o qual requer exames

invasivos de alto custo e disponibilidade limitada (ASSUMPCAO et al., 2009).
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As varidveis epidemiologicas investigadas, género e idade, foram estatisticamente
significativas relacionadas ao surgimento do tumor (p<0,05). A incidéncia do cancer gastrico
foi maior nos pacientes do sexo masculino e a média de idade do diagndstico foi de 59,3 + 1,2
anos. Segundo Townsend (2008), o cancer gastrico ¢ mais freqiiente no sexo masculino (2:1),

com um pico de incidéncia entre 50 e 70 anos de idade para ambos os sexos.

Segundo Nomura (1996 apud RESENDE et al., 2006), a razdo de taxas de incidéncia
de cancer de estdmago entre os sexos se situa, comumente, entre 1,5 e 2,5, sendo que as
populacdes de mais alto risco tendem a apresentar razdes maiores, em comparagdo com

aquelas de risco mais baixo.

Acredita-se que a diferenca de incidéncia entre os sexos, observada em diferentes
populagdes do mundo, possa estar associada a algum fator enddogeno de prote¢ao presente em
individuos do sexo feminino, como por exemplo, o estrogénio (CHANDANOS &

LAGERGREN, 2008).

Todos os pacientes estudados apresentaram o adenocarcinoma. Em relagdo ao
diagnostico histopatologico do subtipo de Laurén, observou-se maior prevaléncia (42,4%) do
subtipo difuso, diferentemente do descrito na literatura para areas de alto risco como o Para.
Um trabalho desenvolvido por Khayat et a/. (2009) analisou 20 amostras de tumor gastrico de

pacientes do HUJBB e foi constatado que 70% era do subtipo intestinal.

Mais de 95% das malignidades gastricas representam adenocarcinomas. Sao
classificados histopatolgicamente em tipo intestinal, que ¢ bem diferenciado e predomina em
areas geograficas de alto risco; e difuso, que € pouco diferenciado e mais comum em areas de
baixo risco. Contudo, estudos epidemioldgicos t€ém demonstrado um aumento da frequéncia
de tumores do subtipo difuso com células em anel de sinete entre homens e afroamericanos

(SMITH et al., 2006; VOGIATZI et al., 2007).

A maioria dos pacientes (70,7%) apresentou diagnéstico de tumor avancado com
estddios TNM entre III e IV. O cancer gastrico ¢ comumente diagnosticado em estagios
avancados (NARDONE, 2003 apud CALCAGNO et al., 2008). Em um andlise sistematica de

289 gastrectomias, Lemes et al. (2003) afirmam que o cancer gastrico ¢ uma doenga
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diagnosticada em fases muito avangadas, sem qualquer possibilidade de cura, com

progndstico muito sombrio.

A maioria dos tumores de estdmago sdo esporadicos e se desenvolvem em resposta ao
efeito cumulativo de fatores de risco ambientais e susceptibilidade genética. O supressor
tumoral p53 desempenha um papel fundamental na resposta celular ao estresse oxidativo,
através da modulagdo de genes de transcricdo que comandam defesas contra o crescimento
tumoral, os quais incluem interrup¢ao do ciclo celular, manutengdo da integridade genética e
inibicdo da angiogénese, além de interagir com varias proteinas celulares que controlam a
morte celular programada (apoptose). Alteracdes em p53 tém sido relacionadas ao inicio e
progressao de malignidades, além de influenciar na resposta a terapia e prognéstico de
tumores, como o cancer gastrico. Alteracdes na funcdo de p53 sdo observadas na maioria dos
canceres humanos (YANG et al., 2007; GAO et al., 2009; HRSTKA et al., 2009; WHIBLEY
et al., 2009).

Os polimorfismos genéticos sdo variagdes na sequéncia do DNA encontrados em mais
de 1% da populacdo e estdo associados ao risco de cancer gastrico quando combinados com
fatores ambientais. S0 considerados biomarcadores ideais para estudos envolvendo o risco
do desenvolvimento da doenca, visto que véarios j4 foram identificados com sucesso em
diversas neoplasias (BALASUBRAMANIAN et al, 2004; IKEDA et al, 2008;
ASSUMPCAO et al., 2009; GAO et al., 2009).

O presente estudo investigou o polimorfismo PIN3 no gene TP53 (rs17878362), que

consiste na insercao/delecdo de 16 pares de bases no intron 3.

O gendtipo DEL/DEL ficou evidenciado como de protecdo ao desenvolvimento do
tumor gastrico (p=0,020, OR=0,34). Gaudet et al. (2008) obtiveram resultado semelhante em
individuos norte americanos para o genétipo DEL como alelo de prote¢do ao

desenvolvimento do cancer de mama (OR= 0,42).

Os genotipos INS/DEL e INS/INS + INS/DEL (rs17878362) no gene TP53
apresentaram associacdo significativa (p<0,05) para susceptibilidade ao cancer géstrico.

Resultado similar foi observado por Gemignani et al. (2004), que, ao analisarem o
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polimorfismo no gene TP53 na populacdo espanhola, constataram que o alelo INS apresentou

risco aproximadamente duas vezes maior de desenvolver o cancer colorretal.

O polimorfismo PIN3 também mostrou-se associado ao aparecimento do cancer
gastrico em individuos mais jovens, apresentando evidéncia de antecipagdao de 15% no tempo
de aparecimento da doenga em individuos portadores do alelo inser¢ao para o polimorfismo
PIN3 (p=0,002, OR= 1,15, 1C95%=1,05-1,26) . Um trabalho desenvolvido recentemente por
Marcel et al. (2009) analisaram alguns polimorfismos relacionados a Sindrome Li-Fraumeni,
caracterizada pelo desenvolvimento de multiplos tumores em pacientes com idade precoce.
Ficou demonstrada uma elevada associacdo do polimorfismo PIN3 com a sindrome e com o
fendmeno da antecipagdo génica, com aceleracao de até 19 anos no diagndstico do primeiro

tumor da referida patologia.

Marcel et al. (2009) também evidenciaram que o polimorfismo PIN3 ¢ um potente

modificador do gene TP53.

O diagndstico molecular serd o futuro do diagnéstico do cancer gastrico. Resultados
de estudos genéticos tém o potencial de promover a compreensdo do impacto de fatores de
risco genéticos na etiologia da doenga, especialmente quando explorada a associagdo com
fatores ambientais. A integracdo entre a tecnologia gendmica e as informacdes clinicas dos
pacientes sao fundamentais para o desenvolvimento de biomarcadores para um diagnostico

precoce do cancer gastrico (RICCIARDI & BOCCIA, 2007; ASSUMPCAO et al., 2009).

Logo, fica claro que esse polimorfismo estd relacionado diretamente com o
desenvolvimento e manifestagdes precoces de cancer, tornando-se necessario o
desenvolvimento de outras pesquisas desta mutacdo. Este ¢ um dos primeiros trabalhos
realizados na literatura mundial associando o polimorfismo PIN3 no gene TP53 com

pacientes portadores de neoplasia gastrica.

7. CONCLUSOES

O cancer gastrico mostrou-se associado ao sexo masculino (67,7% dos pacientes) e
idade avangada (média de 59,3 + 1,2 anos). Os dados relacionados a neoplasia indicam a

maior freqiiéncia de tumores diagnosticados em estidgios avancados da doenga (70,7%
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apresentaram estddios TNM III/IV). Foi observada uma maior incidéncia de cancer gastrico

do subtipo difuso de Laurén (42,4%).

Com relagdo a andlise genética, os resultados obtidos demonstram associagio
significativa do polimorfismo PIN3 no gene TP53 (genodtipos INS/DEL e INS/INS +
INS/DEL) com a presenca de cancer gastrico em pacientes atendidos no Hospital
Universitario Jodo de Barros Barreto, além de uma antecipagdo aproximada de 15% na idade

de aparecimento da doenga em portadores do alelo INS.

O gendtipo DEL/DEL ficou evidenciado como de protecdo ao desenvolvimento do

tumor gastrico.

O painel de marcadores elaborado em pesquisas como essa podera ser usado em um
programa de rastreamento em populacdes de alto risco, o que diminuiria custos ao SUS por

nao ser um procedimento invasivo.

O presente trabalho faz parte de um projeto mais amplo, que objetiva a melhor
compreensao dos mecanismos envolvidos na carcinogénese, possibilitando a contribuigdo
para a constru¢do de um painel de marcadores genéticos envolvidos no diagndstico da doenca.
Estudos complementares s3o necessdrios para melhor caracterizar a relagdo desse

polimorfismo com o tumor para, de fato, contribuir a satide publica.
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APENDICE A

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
INSTITUTO DE CIENCIAS DA SAUDE
FACULDADE DE MEDICINA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Baseado na Resolugdo N° 196 de 10/10/1996 do Conselho Nacional de Satide)

Titulo da pesquisa: GENETICA DO CANCER GASTRICO
Instituigées Envolvidas: Universidade Federal do Para (UFPa), Hospital Universitario Jodo de Barros
Barreto.

Esclarecimento da Pesquisa

O estomago € o 6rgao que vem logo apds o esoéfago, no trajeto do alimento dentro do aparelho
digestivo. Ele tem a fun¢do de armazenar por pequeno periodo os alimentos, para que possam ser
misturados ao suco gastrico e digeridos.

O céncer de estdmago (também denominado cancer gastrico) é a doengca em que células
malignas sdo encontradas nos tecidos do estomago.

Varios estudos tém demonstrado que a dieta € um fator muito importante no aparecimento do
cancer de estomago. Uma alimentagdo pobre em frutas e vegetais, ou ainda, rica em alimentos
defumados, enlatados, com corantes ou conservados no sal sdo fatores de risco para o aparecimento
deste tipo de cancer. Também ¢ fator de risco para o desenvolvimento do cancer de estdmago a
infecgdo do 6rgdo por uma bactéria denominada Helicobacter pylori. Uma lesdo pré-cancerosa leva
aproximadamente 20 anos para evoluir para a forma grave. Sendo assim, a medida mais eficaz para
diminuir os riscos ¢ iniciar uma dieta balanceada precocemente, ainda na infincia. Pessoas fumantes,
que ingerem bebidas alcoolicas ou que j& tenham sido submetidas a operagdes no estomago também
tém maior probabilidade de desenvolver este tipo de cancer.

Nao ha sintomas especificos do cancer de estdbmago. Porém, algumas caracteristicas como
perda de peso, anorexia, fadiga, sensacdo saciedade precoce, vOmitos, nauseas e desconforto
abdominal persistente podem indicar uma doenga benigna ou mesmo o cancer de estdmago.

Um numero elevado de casos de cancer de estomago ¢ diagnosticado em estagio avancado,
devido aos sintomas vagos e ndo especificos. O tratamento cirurgico € a principal alternativa de
tratamento

O objetivo desta pesquisa ¢ a detec¢do de um marcador tumoral. Os marcadores tumorais sao
moléculas presentes no sangue, em geral, proteinas ou pedagos de proteina, cujo aparecimento e/ou
alteragdes em suas concentracdes podem indicar a presenca de um tumor. Isto permitira o
conhecimento de caracteristicas desse tipo de doenga na populacdo paraense, o que, no futuro, podera
auxiliar no diagnostico do cancer de estdmago.

Sua participacdo nesta pesquisa consistirda em fornecer alguns dados, como nome, idade,
resultados de endoscopia e histopatologico de bidpsia do estomago, além de sintomas da doenga,
assim como, permitir a coleta de 5 mililitros de seu sangue, que serd colhido com material estéril e
descartavel, podendo provocar o aparecimento de dor e/ou hematoma no local.

As informagdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo
sobre sua participagdo. Os dados ndo serdo divulgados de forma a possibilitar sua identificacdo.
Somente os autores desta pesquisa terdo acesso as informagdes confidenciais para publicacdo em
relatorios e revistas cientificas.

Deixa-se claro que a sua participacdo ¢ de seu livre-arbitrio, ndo havendo pagamento pela
mesma, podendo, em qualquer momento do estudo, recusar-se a responder qualquer pergunta, permitir
a analise e divulgacdo de dadoscontidos em seu questionario.

Vocé recebera uma copia deste termo onde consta o telefone e o endereco institucional do
pesquisador principal e do CEP, podendo tirar suas diividas sobre o projeto e sua participagio, agora ou
a qualquer momento.
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CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro que li as informagdes acima sobre a GENETICA DO CANCER GASTRICO, ¢ que
me sinto perfeitamente esclarecido(a) sobre o conteiddo do mesmo, assim como quais sdo 0s riscos €
propositos da pesquisa, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Declaro
ainda que por minha livre vontade, aceito participar da pesquisa, cooperando e fornecendo
informagdes sobre a minha pessoa, que constardo em um questionario epidemioldgico, 0s quais s6
poderdo ser utilizadas em relatérios e publicagdes cientificas.
Belém, / /

Nome do participante: Assinatura:

Pesquisador Responsavel: Paulo Pimentel Assumpgao.
Assinatura:

Comité de Etica em Pesquisa do Instituto do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto da
Universidade Federal do Para (CEP-HUJBB/UFPA) — Rua dos Mundurucus, N°. 4487, Guama — CEP:
66073-000 — Belém — Para. Tel.: 3201 6652. E-mail: cephujbb@ufpa.br



APENDICE B

57

ANALISE DO POLIMORFISMO PIN3 DO GENE TP53 EM PACIENTES COM
CANCER GASTRICO ATENDIDOS NO HOSPITAL UNIVERSITARIO JOAO DE

BARROS BARRETO
QUESTIONARIO CLINICO-EPIDEMIOLOGICO
) REGISTRO:
1- IDENTIFICACAO PESSOAL
A) NOME:
B) SEXO: () Masculino () Feminino

C) DATA DO NASCIMENTO:

2- DADOS INERENTES AO CANCER GASTRICO

A) TIPO HISTOLOGICO

( ) Adenocarcinoma gastrico( ) Linfoma géstrico ( ) Leiomioma géastrico ( ) Sarcoma

() Tumor estromal gastrintestinal — GIST

B) CLASSIFICACAO DE LAUREN
() Intestinal () Difuso

C) GRAU DE INVASAO, segundo TNM (ANEXO A)
() Tx () TO () Tis ()Tla ()T1b

() TII () TIVa

D) LINFONODOS ATINGIDOS

Nx () ()NO ()Nl (ON2
E) PRESENCA DE METASTASE
() Mx () MO ()Ml

F) ESTAGIO DA DOENCA

O)TII
() TIVb

(N3
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ANEXO A

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
HOSPITAL UNIVERSITARIO JOAO DE BARROS BARRETO
COORDENADORIA DE ATIVIDADES ACADEMICAS
DIVISAO DE PESQUISA E EXTENSAO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

TERMO DE APROVAGAO

A Comiss3o de Etica em Pesquisa analisou no dia 14.05.2004,
o projeto de pesquisa intitulado “Genética do Cancer Gastrico”
desenvolvido por Marilia de Arruda Cardoso Smith, Rommel Burbane, Silvia
Regina Caminada de Toledo, Maisa Yoshimote, Eleonidas Moura de Lima,
Cacilda Casartelli e André Salim Khayat, sob a Orientagéo do Prof. Dr. Paulo

Pimentel de Assumpgdo, obtendo APROVAGAQ para desenvolvé-lo nesta

instituicao.

Belém, 14 de maic de 2004

|
fr‘_‘“ J ~a n-..,—-..n[':"_ | e
DR. EDUARDO LEITAO MAIA
CRM 1987
Coordenador da Comiss#o de Etica em Pesquisa/ HUJBB




ESTADIAMENTO TNM — 7* EDICAO (SOBIN et al., 2009).

ANEXO B

™
T0

Tis

Tl

Tla

Tib

™

T3

T4

T4a
Tdb

Primary tumor cannot be assessed

Np evidence of primary tumor

Carcinoma in situ: intraepithelial tumor without invasion of the
lamina propria

Tumor invades lamina propria, muscularis mucosae, or
submucosa

Tumor invades lamina propria or muscularis mucosae

Tumor invades submucosa

Tumor invades muscularis propria

Tumor penetrates subserosal connective tissue without invasion
of visceral peritoneum or adjacent structures. T3 tumors also
include those extending into the gastrocolic or gastrohepatic
ligaments, or into the greater or lesser omentum, without

perforation of the visceral peritoneum covering these
structures

Tumor invades serosa (visceral peritoneum) or adjacent

structures

Tumor invades serosa (visceral peritoneum)

Tumor invades adjacent structures such as spleen, transverse

colon, liver, diaphragm, pancreas, abdominal wall, adrenal
gland, kidney, small intestine, and retroperitoneum

NX
NO
N1
N2
N3

Regional lymph node(s) cannot be assessed

MNo regional lymph node metastasis

Metastasis in 1 to 2 regional lymph nodes
Metastasis in 3 to 6 regional lyvmph nodes

Metastasis in 7 or more regional lvmph nodes
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ANEXO B

Estadiamento TNM — 7% edi¢do (SOBIN et al., 2009).

Stage 0 Tis N0 MO
Stage 1A Tl NO MO
Stage IB T2 NO MO
Tl N1 MO
Stage [1A T3 NO MO
T2 N1 MO
Tl N2 MO
Stage 1B Tda NO MO
T3 N1 MO
T2 N2 MO
Tl N3 MO
Stage 1I1A T4a N1 MO
T3 N2 MO
T2 N3 MO
Stage 11IB T4b NO or N1 MO
T4a N2 MO
T3 N3 MO
Stage 1IIC T4b N2 or N3 MO
T4a N3 MO

Stage IV Any T Any N M1
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ANEXO C

TP 53: Codigo, seqiliéncia dos primers, tamanho do amplicon, freqliéncias em populacdes e fluorocromo.

Frequéncias em

Marcadores RS Sequéncia dos primers < INDEL
populacoes

Amplicon

Fluorocromo

TP53 17878362 F 5GGGACTGACTTTCTGCTCTTGT 3° 6.:90%;9.:73%; 5.:98% 16
R 5 GGGACTGTAGATGGGTGAAAAG ¥

147-163

HEX

T 7 v 7 ] o]
Caucasianos. “Africanos. ~Asiaticos.
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ANEXO D
Eletroferograma representativo da genotipagem do TP53 (Ins/Del).
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