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RESUMO

No Norte do Brasil, o cancer géstrico (GC) ¢ a segunda neoplasia mais frequente entre os
homens ¢ o terceiro nas mulheres, portanto, um importante problema de saude publica. A
investigagdo de fatores genéticos relacionados com caracteristicas imunoldgicas pode auxiliar
o entendimento da carcinogénese no CG. O objetivo do presente trabalho foi polimorfismos
presentes nos genes das interleucinas IL17G-197A, IL 17FA7488G, TNFaG-308A, IL10G-
1082A, IL10C-819T e IL10C-592A, em amostras de pacientes com cancer gastrico € sem
cancer. O grupo caso foi composto por 100 pacientes diagnosticados com CG, atendidos no
Hospital HUJBB (Para, Brasil). O grupo controle foi constituido de 100 individuos, nio
aparentados, sem cancer da mesma populacdo. O material genético foi extraido a partir de 5
mL de sangue periférico pelo kit comercial de DNA da Roche, seguido de quantificagdo com
o NanoDrop 1000 spectrophotometer. Molecular analysis of the polymorphisms was
performed by real-time PCR with TagMan® probes. E as medidas de ancestralidade foram
investigadas utilizando um painel de 48 marcadores autossdmicos informativos de
ancestralidade (AIMs). As propor¢des de ancestralidade de Europeu, Africano e Amerindio
foram estimadas usando o software STRUCTURE v.2.3.3. Como resultado, observou-se que a
composi¢do étnica do grupo com cancer foi de 27% africano, 42% europeu, ¢ 31% de
amerindia. No grupo sem cancer, a composicao foi de 21 % africano, 52% europeia, e 27% de
amerindia. Em relagdo ao conjunto de marcadores da interleucina IL-10 (IL10G-1082A,
IL10C-819T, IL10C-592A), quando comparados os padrdes genotipicos e haplotipicos
observou-se que a distribui¢do haplotipica, quando relacionada a elevada expressao
(GCC/GCC, GCC/GCA, GCC/GTC, GCA/GCA, GCA/GTA) foi mais frequente no grupo de
pacientes com cancer gastrico (p=1,15E-11; OR=2,630; IC 95%=2,116-3,271). Em individuos
que possuiam o genotipo relacionado com a elevada produgdo de IL-10, detectou-se maior
frequéncia da ancestralidade europeia no grupo de individuos controle (p=1E-06), enquanto
no grupo de pacientes com CG observou significante frequéncia da ancestralidade africana
(p=1.4 e-5), pacientes que apresentaram genotipos TNF-o AA e TNF-a AG para mutagio no
gene TNF-o0, apresentam risco elevado para desenvolvimento do cancer (P <000.1; OR
10.375; IC 95% 3.149- 34.061). Concluimos que a distribui¢ao haplotipica dos marcadores da
interleucina IL-10 (IL10G-1082A, IL10C-819T, IL10C-592A) quando relacionados a
elevada expressdo e predomindncia de ancestralidade africana, possuem maior risco de
desenvolvimento do CG.

Palavras-chave: Cancer géstrico, Polimorfismos, Citocinas, Ancestralidade.



ABSTRACT

Gastric cancer (GC) is the second most common malignancy among men and the third in
women, and therefore, an important public health problem in northern Brazil. The
investigation of genetic factors related to immunological characteristics can aid the
understanding of carcinogenesis in CG. The objective of the present work was investigate
polymorphisms present in interleukin genes IL17671974, IL 17FA7#88C TNFqG-3%A, [L106-198%4,
IL10“3T ¢ IL10%?A, on samples of patients with gastric cancer and healthy patients without
cancer. Case group was composed of 100 patients diagnosed with CG, met in the Hospital
HUJBB (Para, Brazil). Control group was composed of 100 individuals without cancer,
unrelated, of the same population. The genetic material was extracted from 5 mL of peripheral
blood with the DNA commercial kit from Roche, followed by quantification with the
NanoDrop 1000 spectrophotometer. Analysis of the molecular polymorphisms was performed
by real-time PCR with Tagman® probes. Measures of ancestry were investigated using a
panel of 48 autosomal ancestry informative markers (AIMs). The proportions of ancestry of
European, African and Amerindian were estimated using the software STRUCTURE v. 2.3.3.
It was observed that the ethnic composition of the case group was 27% African, 42%
European and 31% of Amerindian, while in the control group 21% African, 52% of European
and 27% of Amerindian. In relation to the set of markers of interleukin IL-10 (IL10°-1%82A
IL10S837°T ) IL10C?4), when the genotypic and haplotypic patterns were compared, it was
noted that the haplotype distribution related to high expression (GCC/GCC, GCA,
GCC/GCC/GTC, GCA/GCA, GCA/GTA) was more frequent in the patients with gastric
cancer (P = 1,15e-11; OR = 2.630; IC 95% = 2.116-3.271). Among the individuals with the
genotype related to the high production of IL-10, it was observed that the control group had
more European contribution in their ancestry (P = 1e-06) while the group of patients with CG
had more African contribution in their ancestry (P = 1.4e-5). Patients who presented TNF-o
AA and TNF-oo AG genotypes for TNF-a gene mutation presented a higher risk for
development of cancer (P<0.001; OR 10.375; IC 95% 3.149-34.061). It is concluded that
patients with a distribution of haplotypic markers of interleukin IL-10 (IL10%7952A [L10<-8!°T,
IL10?A) related to a higher expression and higher contribution of African ancestry have a
high risk of developing gastric cancer.

Keywords: Gastric cancer, Polymorphisms, Cytokines, Ancestry.
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1.  INTRODUCAO

11  Consideracoes Iniciais

A carcinogénese ¢ uma sequéncia de eventos que ocorre em multiplos passos,
dirigidos por alteragdes genéticas (mutagdes na molécula de DNA) e epigenéticas, que
ocorrem aleatoriamente e afetam genes que controlam a proliferagcdo, a sobrevivéncia
celular e outras caracteristicas associadas o fendtipo maligno. A formacdo de um tumor
¢ um processo complexo, que pode se estender por décadas. Células consideradas
normais evoluem para células com fendtipos denominados neopldsicos por um
mecanismo denominado progressao tumoral (WEINBERG, R. 2008; TABORDA, A.G,
2011; HANAHAN & WEINBERG, 2011).

Hanahan & Weinberg (2000) abordam acontecimentos marcantes a nivel celular,
que resultam na formagdo de um tumor maligno. Neste modelo, as caracteristicas do
cancer incluem a inducdo de angiogénese permanente, potencial replicativo ilimitado,
fuga da apoptose e a autossuficiéncia em sinais de crescimento, levando a caracteristicas
definidoras de tumores malignos, dando-lhes a capacidade de invadir tecidos vizinhos e
promocao de metastase.

Este conceito de processo carcinogénico, mais recentemente acrescentou dois
marcadores emergentes: a reprogramacao do metabolismo energético celular
(substituicdo da programacao metabodlica que opera na maioria dos tecidos normais,
esses, que sdo combustiveis das operagdes fisiologicas das células associadas, com
intencdo de suportar o crescimento e proliferacdo celular continua) e o escape da
destrui¢do pelo sistema Imune das células (evasdo ativa por células cancerosas do
ataque e eliminacdo por células do sistema imunoldgico), esse recurso destaca os papéis
dicotomicos de um sistema imunoldgico que antagoniza € aumenta a progressao € o
desenvolvimento do tumor. Foram acrescentadas também caracteristicas habilitadoras: a
instabilidade genomica/mutabilidade genética e inflamagdo promotora de tumorigénese
(HANAHAN & WEINBERG, 2011).

Na Figura 1 sdo expostos os onze marcadores distintos e complementares do
cancer que permitem o crescimento tumoral e metastatico proporcionando uma base
solida para a compreensdo da biologia do cancer, em conjunto com as com as
caracteristicas emergentes (reprograma¢do do metabolismo energético celular e escape

da destruigao pelo sistema Imune) possuem poder de mutabilidade das células
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cancerosas com alteragdes genéticas que levam a progressao do tumor; e a agdo de
células imunes que normalmente agem na inflamagao destinadas a combater infecgdes e
cicatrizar lesdes e em alguns casos podem resultar em indugdo de tumores como

consequéncias de respostas inflamatorias (HANAHAN & WEINBERG, 2011).

Auto-suficiéncia Insensibilidade aos
em sinais de sinais de
crescimento anticrescimento

Desregulagédo do
Escape da destruigao

celular pelo sistema Imune
Resisténciaa Potencial replicativo
morte celular ilimitado
Instabilidade gendmica Inflamagao
mutabilidade de células promovendo a
tumorigénese

Indugdo da Capacidade de
angiogénese invasdoe
metastase

Figura 1. Marcadores do céncer com capacidades distintas e complementares que permitem o
crescimento tumoral e metastatico; e as caracteristicas emergentes que fornecem uma base solida para
compreensdo da biologia do Cancer.

Estudos recentes identificaram genes relacionados a resposta imune que, quando
altamente expressos, podem provocar o desenvolvimento da patologia géstrica. Entre
genes envolvidos destacamos os da interleucina-1 (ILI), interleucina-8 (ILS),
interleucina-10 (IL10) e fator de necrose tumoral alfa (TNFa), onde polimorfismos
especificos foram associados com o risco de cancer gastrico (RAFIEIL A et al., 2013;
YU, Z et al., 2013; GUO, X et al., 2013; GONDA, T; TU, S; WANG, T. 2009).

Sugere-se que a inflamacao desempenha um papel importante na capacidade das
células tumorais para invadir e promover metastase. Uma das observagdes mais
marcantes ¢ a capacidade das células tumorais epiteliais expressarem durante a

metastase, receptores especificos de quimiocinas. Este processo ¢ apoiado por secregao
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paracrina de citocinas pro-inflamatorias (por exemplo, IL1 B, IL6, TNFa) assim como
determinada produc¢ao de citocina autdcrina.

A citocina pro-inflamatéria IL17A (IL17) pertence a um grupo maior de ligantes
da familia de IL17 e ¢ na sua esséncia produzida a partir de um subconjunto de células
efetoras CD4 + conhecidas como células Th17 (RAFIEI A et al., 2013).

O percurso da patogénese da gastrite cronica ao cancer gastrico, que pode ser
desencadeado por H. pylori, os neutrofilos ativados por hospedeiros e células
mononucleares podem produzir ndo sé citocinas pro-inflamatorias, tais como a
interleucina IL1b, IL6, IL8 e Fator de necrose tumoral (TNFa), mas também as
citocinas anti-inflamatorias como de IL10 (XUE, H et al., 2012). Assim, a inflamagao
associada a proteinas pode servir como potencial biomarcador para prever a
agressividade e / ou gravidade de varios tipos de cancer. (WANG, J et al., 2015)

América Latina apresenta como cenario comum, uma populagdo com altas taxas
de infeccao por H. pylori, a pobreza persistente, os habitos alimentares, juntamente com
tendéncias seculares em exposicdes ambientais e estilo de vida. Aliado a este contexto,
a genética pode oferecer uma ferramenta util para a comparagdo de populacdes e avaliar
interagdes gene-ambiente que podem sublinhar o desenvolvimento de cancer gastrico.

(CHIUARILLO, 2014).

1.2  Epidemiologia do Cancer

O Cancer gastrico apesar de ter sido a segunda causa de morte por cancer no
mundo em ambos os sexos em 2012, a série historica das taxas de mortalidade
apresentou declinio ao longo do tempo em varios paises (INCA, 2016). Essa tendéncia
repete-se na série temporal das taxas de incidéncia.

“A alta mortalidade ¢ registrada atualmente na América Latina, principalmente
na Costa Rica, Chile e Colombia. Porém, o maior nimero de casos ainda ocorre no
Japao, onde se destaca 780 doentes por 100.000 habitantes” (INCA, 2013).

O cancer de estomago ¢ frequente no Brasil. Na regido Norte, o CG ¢ a segunda
neoplasia mais frequente entre os homens e o terceiro nas mulheres. No Estado do Para,
norte do Brasil, a taxa de sobrevida em cinco anos ¢ de cerca de 9-10% (LEAL, M et

al., 2012).
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Foram estimados para o ano de 2016 cerca 1460 casos novos casos no estado do
Para, segundo o Instituto Nacional do Cancer. E o quarto tipo de cAncer mais comum no
homem, atras apenas do cancer de prostata, pulmao, colon/reto (Figura 2). Na mulher, ¢

o quinto mais incidente, atras do cancer de mama, colo do ttero, colon/reto e pulmao .

ESTIMATIVA | 2016

Taxas brutas de incidéncia, estimadas para 2016, das
localizag6es primarias*, em homens, Brasil

Brasil-Homens

17,49 - Traqueia, Brénquio e Pulmdo
16,54 [ coon e Reto
13.0¢ [ Estomaso
1,27 - Cavidade Oral
8,04 - Esdfago
7,26 - Bexiga
6,43 - Laringe
5,63 . Leucemias
5,50 . Sistema Nervoso Central
5,27 ] Linfoma nao Hodgkin

3.03 l Pele Melanoma

Figura 2. Taxas brutas de incidéncia das localizagdes primarias* estimadas para 2016, em homens, no
Brasil. (*Exceto pele ndo melanoma).
Fonte: //www.inca.gov.br/estimativa/2016/estimativa-2016-v11.pdf

Localizagao Primaria Casos o Localizagao Primaria Casos
Priistata 2470 2R A% Homens Mulheres Cniln dn [ Harn 14970
Estimago 470 11,.2% Mama Feminina 1.810
Traqueia, Brémguio & Pulmao B0 T9% Cdlon e Reto 480
Colun & Relu 440 5,1% Eslinnayw 480
Bexiga 370 43% Traqueia, Bronquio e Pulmaon 410
Leucemias 3in 36% Glindula Tireoide 270
Cavidade Oral 2a0 34% Leucemias 250
Laringe 250 20% Owério 250
Linforma ndo Hodgkin 230 27% Coma do Utero 230
Sisterma Mervoso Ceniral 230 27% Sisterna Mervoso Gentral 140

%

31%
21.2%
5,6%
5,6%
48%
32%
25%
29%
27T%
22%

“NUMEITs aMedondanos para multplos de 10,

Figura 3. Distribui¢@o proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2016 por
sexo, exceto pele ndo melanoma*
Fonte: http://www.inca.gov.br/estimativa/2016/estimativa-2016-v11.pdf

Segundo Vinagre; Campos; Souza, (2012) os hébitos alimentares da populagdo
do Paré no século XX combinam algumas caracteristicas que potencialmente favorecem
o processo de carcinogénese gastrica. A cidade de Belém apresentou, em 1978, uma

taxa de 27,8/100.000 e, em 1989, esse coeficiente era de 10,1/100.000, com uma
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tendéncia decrescente constante da mortalidade. (REZENDE, 2002). Entre as
neoplasias, o CG foi a primeira causa de morte no Estado do Parda em 1996 e 1997,
correspondendo a 16,1% (1996) e a 14,2% (1997) dos 6bitos. No sexo masculino, esta
neoplasia foi responsavel por 20,3% dos dbitos por neoplasias naquele Estado, em 1996,
se constituindo na primeira causa de morte, e por 17,5%, no ano seguinte, ocupando a
segunda posi¢do, logo atras do cancer de pulmio (MINISTERIO DA SAUDE/SIM,
1999).

Em 2030, estima-se 21,4 milhdes de casos novos de cancer e 13,2 milhdes de
mortes por cancer, em consequéncia do crescimento e do envelhecimento da populacao,
bem como da redugdo na mortalidade infantil € nas mortes por doengas infecciosas em
paises em desenvolvimento (INCA, 2014).

A Epidemiologia molecular tem confirmado que a maior parte dos casos de
carcinogénese gastrica resulta de eventos complexos e multifatoriais, que ocorrem em
varias etapas. Portanto, a interacdo do meio ambiente ¢ a susceptibilidade genética do
individuo desempenham um papel importante neste processo. Por outro lado, os
mecanismos exatos de carcinogénese ainda ndo estdo totalmente compreendidos
(RAFIEL A et al., 2013).

Segundo as estimativas para 2014, o cancer gastrico € o quarto colocado no Pais,
segundo tumor mais frequente nas regides Norte (11 casos/100 mil) e Nordeste (10
casos/100 mil). Esta em quarto lugar nas regides Centro-Oeste (11 casos/100 mil) e Sul
(16 casos/100 mil) e na quinta colocacdo na regido Sudeste (15 casos/100 mil) (Figura
1).

O CG ¢ responsavel por 8% do total de casos de cancer e 10% do total de mortes
de cancer. Mais de 70% dos novos casos e mortes ocorrem em regides em
desenvolvimento. Asia Oriental, Europa Oriental ¢ América do Sul tém a maior
incidéncia de cancer de estdmago, considerando que, na América do Norte e parte da
Africa podem ser encontrados niimeros mais baixos (LANSDORP-VOGELAAR, 1 et
al.,2013).

Cancer géastrico representa um encargo de saude em todo o mundo. Seu
progndstico ¢ sombrio, na maioria dos paises, exceto no Japao onde enormes programas
de deteccdo precoce estdo em andamento. A maioria dos paises utiliza como estratégia
para controlar a doenca a prevencao, facilitada pela existéncia de um longo processo
pré-canceroso (CORREA & PIAZUELO, 2012), a taxa de mundial de sobrevida média

cumulativa em cinco anos, pos-diagnostico ¢ estimada em 21% (PELUCCHI et al.,
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2015). Em Belém, essa taxa ¢ de cerca de 9-10%, tornando assim, o cancer gastrico um
grave problema de satide publica no Estado (RESENDE et al., 2006). A baixa sobrevida
em relacdo a paises emergentes deve-se em parte ao diagndstico tardio dessa
malignidade, em sua maioria, quando o CG encontra-se em estadiamento avancado
(MCLEAN & EL-OMAR, 2014).

Divergéncias regionais nos dados da incidéncia do CG e na localiza¢do primaria
da neoplasia demonstram variabilidade em relacdo a susceptibilidade genética, com
alguns fenotipos histologicos ligeiramente predominantes, assim como os fatores de
risco, como padrdo da alimentagdo e a prevaléncia de infeccao por Helicobacter pylori.

(CORREA & PIAZUELO, 2012; ORDITURA et al., 2014; RESENDE et al., 2006).

13 Cancer Gastrico

Os tumores do estdmago mostram-se, predominantemente, em trés tipos
histologicos: adenocarcinoma (responsavel por 95% dos tumores), linfoma,
diagnosticado em cerca de 3% dos casos, ¢ leiomiossarcoma, iniciado em tecidos que
dao origem aos musculos e aos ossos (INCA, 2014).

Vérios genes e proteinas tém sido propostos como biomarcadores da
carcinogénese gastrica em multiplos estagios do CG, alteragdes dos oncogenes bem
como supressores de tumor ja foram relatados. Embora a desregulagdo desses genes-/-
proteinas tenha sido intensamente estudada no CG, a criacdo de perfis mais completos
se faz necessario para compreender o processo de carcinogénese (LEAL, M et al.,
2012).

Foi proposto por Pelayo de Correa (1988) um modelo para a cascata de
multiplos passos de desenvolvimento do adenorcarcinoma géstrico do tipo intestinal,
que consiste de uma progressao superficial da gastrite cronica (ndo atrofica), a gastrite
atréfica cronica, a metaplasia intestinal, e, finalmente, ao adenocarcinoma gastrico.
Neste modelo de hipotese, a sequéncia de lesdes pré-cancerosas existe como um
processo dinamico, a parte, de uma infecg@o inicial superficial causada pela infecg@o
por H. pylori que pode originar, num percentual muito baixo, uma neoplasia maligna de
estobmago. Assim, a infecg¢@o cronica da mucosa gastrica por H. pylori ¢ um importante
fator de risco que pode ser atribuido ao mecanismo da carcinogénese gastrica

(CHIURILLO, M, 2014), (CHUNG, H. W, LIM, J.B et al., 2014).
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O tempo decorrido para a transformacdo de lesdes gastricas pré-malignas em
cancer gastrico ¢ desconhecida, mas acredita-se levar décadas. Esta fase latente longa
fornece uma excelente janela de oportunidade para a detec¢do precoce, tratamento,
prevencao do cancer por meio de uma intervengdo precoce, como a erradicagdo do
Helicobacter pylori (LANSDORP-VOGELAAR, I et al., 2013). A figura 4 mostra a

sequéncia de lesdes que podem preceder o adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal.

Gastrite ndo-
atrofica

Mucosa gastrica | H- pylori |

normal
Gastrite ndo- Gastrite atrofica
atrofica multifocal
Metaplasia
ntestinal

Displasia

Adenocarcinoma

Figura 4. Cascata de lesdes percussoras do Adenocarcinoma do Tipo intestinal.

Do ponto de vista epidemiolédgico, a Helicobacter pylori géstrica € considerada
uma das infec¢cdes mais comuns em humanos e ocorre em metade da populagdo do
mundo, ¢ um dos fatores mais comumente relacionados ao aumento do risco para o

desenvolvimento do adenocarcinoma de estdmago distal (ASSUMPCAO, M, 2010).
14  Processo Inflamatoério Cronico e Susceptibilidade ao Cancer.

A inflamag¢do aguda caracteriza-se pela permeabilidade vascular, edema e
abscesso. O termo cronico refere-se a tempo (cronologia), logo, pode-se afirmar que a
inflamagdo ¢ de longa duragdo. No processo de inflamag¢do cronica nota-se a
participagdo de células mononucleadas (linfocitos, plasmodcitos e macrofagos) e
fenomenos proliferativos (fibrose e angiogénese), havendo concomitantemente

fendmenos de inflamacdo aguda (destrui¢do), de reparacdo (tecido de granulagdo e
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fibrose), de resposta imune, mantendo-se equilibrio entre hospedeiro e agente agressor
(PEREIRA, P. 2004).

Na segunda metade do século XIX, Rudolf Virchow (1863), ao observar a
presenca de infiltrado leucocitario em tecidos neopldsicos, sugeriu que 0 processo
inflamatorio estaria na origem da transformacao neoplédsica (PEREIRA, P. 2004).

A indugdo da inflamacdo contribui para a tumorigénese, a qual ¢ caracterizada
pela sintese de citocinas, fatores de crescimento e os metabolitos de acido araquiddnico,
incluindo as prostaglandinas (PGs) (RUNDHAUG J. E. et al., 2011). As células
inflamatorias e fatores soluveis estdo presentes em todos os tumores. Os sinais de
inflamagdo "latente" que incluem a remodelacdo do tecido, angiogénese e outros
recursos de cura do tipo de ferida, sio comumente utilizados por patologistas como
pistas morfologicas do cancer invasivo.

Ha varios anos, os pesquisadores tentam identificar os mecanismos exatos
responsaveis pela formagdo de neoplasias no interior do tecido gastrico. Até agora,
varios fatores de risco foram definidos, bem como algumas mutagdes genéticas cruciais
que podem estar envolvidos na tumorigénese gastrica. No entanto, dentro tltimos anos,
muita atenc¢ao tem sido dada a imunologia e interagdes entre citocinas, que podem nao
sO contribuir para o desenvolvimento, mas também para progressao ¢ metastase destes
tumores. Estudos multicéntricos demonstraram que a presenca de varios polimorfismos
em genes que codificam interleucinas, tais como IL-1, IL-6 e / ou IL-8 estao fortemente
associadas a um risco aumentado de desenvolvimento de cancer géstrico (MADEJ-
MICHNIEWICZ, A et al. 2015;GONZALEZ-HORMAZABAL, P, et al.2014; WANG,
X. Q. etal, 2014).

As respostas imunes incluem imunidade inata e imunidade adaptativa. Respostas
imunes associadas ao tumor podem ser atribuidas ao tipo 1, em que os linfécitos Thl e
macrdofagos M1 polarizados, limitam a progressdao do tumor, € ao tipo 2, em que os
linfocitos Th2 e macroéfagos M2 favorecem a fuga da resposta imunologica e favorecem
a progressdo da doenga. As células Natural Killer (NK) s3o um subconjunto de
linfocitos que participam na imunidade inata. As células dendriticas sdo coparticipantes
em ambas as respostas. Macrofagos associados a tumores (TAMs) tém emergido como
alvos promissores para imunoterapia anti-cdncer. Células supressoras derivadas da
linhagem mieldide (MDSC) bloqueiam a imunidade adaptativa. Células T citotoxicas
direcionadas contra antigenos enddgenos expressos € sdo apresentados a células

cancerigenas, sao criticamente atingidas em imunoterapias antigeno-especificas contra o
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cancer. Enquanto isso, a COX-2 contribui para a resisténcia a imunoterapias contra o
cancer (LIU, B; QU, L; YAN, L.2015; MADEJ-MICHNIEWICZ, A et al. 2015)

Tumores estimulam respostas imunoldgicas especificas adaptativas, observagdes
clinicas e experimentais com animais comprovam que, apesar de as células tumorais
serem provenientes das proprias células do hospedeiro, os tumores provocam respostas
imunologicas. Demonstrou-se que muitos tumores sdo circundados por infiltrados de
células mononucleares compostos por linfocitos T, c€lulas assassinas naturais (natural
Killer-NK) e macrofagos, além disso, linfocitos e macrofagos ativados encontram-se
presentes nos linfonodos, drenando os locais de crescimento tumoral (ABBAS, A. K.;
LICHTMAN, A. H.; PILLAL S. H. . V. 2012).

Uma grande variedade de antigenos tumorais que podem ser reconhecidos por
linfocitos T e B foi observada em canceres humanos e de outros animais. Antigenos
expressos especificamente em células tumorais, mas ndo em células sem cancer, sdo
chamados de antigenos especificos de tumores. Antigenos tumorais que também sao
expressos em células sem cancer sdo chamados de antigenos associados a tumores, na
maioria das vezes esses antigenos sdo constituintes de células normais, no entanto, sua
expressao ¢ desregulada em tumores. Muitos canceres desenvolvem mecanismos de
forma que evitem respostas imunoldgicas antitumorais, esses mecanismos podem ser
intrinsecos ou extrinsecos, ou seja, podem ser mediados por células tumorais ou
mediados por outras células (ABBAS, A. K. ; LICHTMAN, A. H.; PILLAL S. H. L. V.
2012)

Na gastrite cronica induzida pela infec¢do por H. pylori cronica, superexpressao
de COX-2, provavelmente induzida por citocinas inflamatorias, fatores de crescimento,
e espécies reativas de oxigénio que levam a mutagénese e subsequente metaplasia,
displasia e neoplasia (KONTUREK, P.C.2009). O desequilibrio entre proliferagao
celular e apoptose causada principalmente por produtos de COX-2 leva a carcinogénese.

Estudos tém demonstrado que individuos propensos a distirbios inflamatdrios
cronicos tém um risco aumentado de desenvolvimento de cancer (CHUNG; H.W; LIN,
J.B. 2014; PUTOCZKI, T et al., 2013; DEMARIA, S et al., 2010). Inflamag¢ao cronica
¢ um fator de risco apontado para o desenvolvimento de cancer humano, e sugere-se que
ao menos um ter¢o de todos os canceres humanos t€ém sido associados a inflamagao
(MATKOWSKY], 2014; KHATAMI, M, 2014).

Um crescente corpo de evidéncias indica que a inflamagdo estd intimamente

associada com a iniciagdo, progressao e metastase de varios tumores, incluindo os de
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cancer gastrico (LEE, K er al., 2014.; DEMARIA, S et al., 2010.; MILLER, L et al.,
2007.; KATHAMI, M; 2012). Em estudos realizados na mucosa gastrica em populagdes
de alto risco como a populagdo asiatica, tém revelado uma série de lesdes que,
sequencialmente, evoluiriam da condi¢do normal para gastrite cronica nao-atrofica, e
entdo para gastrite atrofica e metaplasia intestinal e, finalmente, para displasia e
adenocarcinoma. A Tabela 1 demonstra uma lista crescente de dados relatados nos
achados clinicos e epidemioldgicos para evidéncias circunstanciais em associa¢ao entre
lesdes cronicas anteriores e canceres de locais especificos, demonstrando forte
associagdo entre lesdes inflamatdrias e processos tumorais (MILLER, L et al., 2007;

KATHAMI, M.; 2012).
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Tabela 1. Lista de achados clinicos, para evidéncias circunstanciais em associagao entre

lesdes cronicas anteriores e canceres de locais especificos (KATHAMI, M; 2012).

Doenca Inflamatoéria Tumor (Cancer)
Colite ulcerosa (doenga de Crohn) Bowel/Coélon
Esquistossomose, Célculos, Catéteres Bexiga
Prostatite Prostata
Condigoes inflamatorias Mama
Barrets Esofago
Pancreatite Péancreas
Infeccao Gastrica, (H. pylori) Estomago
Ulcera gastrica, Gastrite, Asma, Enfisema, Tabagismo Pulmao
Hepatite Be C Figado
Melanoma, queimaduras/radiagdo Pele
Tireodite Tiredide

Ha cerca de 20 anos, os Linfocitos T efetores CD4+ foram categorizados em
dois subtipos distintos, T helper 1 (Thl) e T helper 2 (Th2), seguindo o padrdo de
citocinas produzido, como na diferenciagdo de células B, esta diversidade ¢ dependente
de citocinas e antigenos que desencadeiam células T CD4 + precursoras por meio de
maturagdo em células produtoras de citocinas do tipo 1 [interferon (IFN) -y e
interleucina (IL) -2] ou tipo 2 (IL-4, IL-5, IL-13) (MOSMANN. TR, COFFMAN. RL,
1989 .; NAKAYAMADA, S. 2012.; SOUZA, A et al., 2010). Alguns autores
valorizavam ainda a existéncia de uma terceira populagdo celular, as células ThO,
representadas por linfocitos indiferenciados capazes de produzir citocinas do perfil Thl
e Th2 (SOUZA, A et al., 2010 ; CRAFT JE, 2012 ; HERNANDEZ, A. 2009). Duas
outras subpopulacdes foram subsequentemente identificadas: células T reguladoras
(Treg), responsaveis pela producao de IL-10 e fator de crescimento transformante TGF-
B e células T CD4 + (Th17) IL-17, produtoras de IL-17. (OHKURA, N et al., 2013).

Estes dois subconjuntos desempenham um papel fundamental durante a tolerancia e a
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resposta inflamatdria. Outras investigagdes adicionaram ao nosso conhecimento através
da definicao precisa das subpopulagdes de células Th17 e identificacdo de subconjuntos
efetoras adicionais, como Th22, Th9, e célula T colaboradora (LTh) (HARRINGTON,
LE et al.2005; PARK, H et al., 2005; OHKURA, N et al., 2013; HERNANDEZ, A.
2009). O papel das células Th17 durante o desenvolvimento de doencas auto-imunes
tem sido largamente descrita ao longo dos ultimos anos (HARRINGTON, LE et al.,
2005; PARK, H et al., 2005). Na figura 5, as respostas T helper 1, T helper 2, T helper

17 sdao demonstradas

TNF-a
IL-12 IL-4
IFN-y IL-10
Imunidade para Imunidade para
virus e bactérias parasitas Inflamacao
Autoimune

extracelulares

Figura 5. Respostas T helper 1, T helper 2, T helper 17
Fonte: http://www.nature.com/nrrheum/journal/v10/n12/full/nrrheum.2014.127.html (CALABRESE,
L.H; ROSE-JOHN, S.2014)

As citocinas, incluindo IL1, IL6 e TNFa s3o reguladores da resposta do
hospedeiro a infecgdo, e exercem fungdes distintas na rede de inflamacao relacionada ao
cancer. Algumas citocinas facilitam o desenvolvimento de cancer correlacionado a
inflamag@o, ao passo que outras atuam como supressores. Os linfocitos T sdo uma fonte
importante de citocinas produzidas por Thl e Th2, as citocinas do tipo Thl (por
exemplo, TNFa, [FNy, IL12 ) exercem atividade pro-inflamatorias e citocinas tipo Th2
(por exemplo , IL4 , ILS , IL10 , IL13 ) exercem por sua vez, atividades anti-
inflamatorias. Altos niveis de IL12 em amostras de CG parece estar relacionado a

melhore progndstico em pacientes com cancer avancado.
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Por outro lado, um aumento do nivel de IL10 aparenta ser um fator de mal
prognoéstico em pacientes com CG. O relativo equilibrio entre citocinas Thl e Th2
parece ser um importante fator na inflamagao relacionada ao cancer (CHANG, WT et
al.,2014).

Durante a carcinogénese, células inflamatorias do tumor infiltrado irdo produzir
uma variedade de citocinas. Tem sido relatado que citocinas pro-inflamatorias incluindo
TNFa, Interleucinas (IL1B, IL6) e GMCSF contribuem para carcinogénese pela indugdo
da sobrevivéncia, crescimento, proliferacdo, diferenciagdo e metastase das células
tumorais (SAKTHIVEL; GURUVAYOORAPPAN, 2013).

No estroma do tumor gastrico, ha frequentemente a presencga de células brancas
do sangue, mas se ha influéncia destas células inflamatdorias na iniciagdo e/ou
progressao da patogénese gastrica, permanece indeterminada (LEE, K et al., 2014).
Estudos genéticos de pacientes com atrofia gastrica e carcinoma revelaram um
crescimento na incidéncia de modificagdes genéticas efetivamente associadas com
respostas imunitarias do hospedeiro. Vidal et al. (2015) demonstraram em estudo
realizado com hsa-miR-29c¢ (MiRNA caracterizado por ser altamente expresso na
mucosa gastrica normal) que seus niveis de expressao sao mais elevados em amostras
com mucosa gastrica normal, mostrando uma redu¢do de maneira progressiva nas
amostras de gastrite cronica ndo atrdfica, e que as amostras de metaplasia intestinal e
amostras de adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal tiveram padrdo semelhante de
expressao.

O processo de inducdo do sistema imunologico, para destruir seletivamente
tecidos tumorais in vivo enfrenta numerosos obstaculos. O processo de colonizagdo do
H. pylori, quando bem sucedido, ¢ acompanhado por uma resposta inflamatoria local
envolvendo tanto a imunidade inata quanto a imunidade adaptativa, citocinas como a
IL1, IL6, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), IL 8 , IL21, o interferon gama (IFNy )
e fator de crescimento e transformagdo ( TGFp ), encontram-se em niveis aumentados
na mucosa gastrica de pacientes com gastrite associada a H. pylori, se comparados aos
niveis de controles sem gastrite, sem H.Pylori (FEHLINGS, M et al., 2012).

Infeccao por H.pylori origina a inflama¢do por meio de uma variedade de vias,
induzida tanto em células epiteliais gastricas, que inicialmente entram em contato com o
local da infec¢do e em células imunes recrutadas para circulagdo. As moléculas
inflamatodrias encontradas a serem reguladas em pacientes infectados com H. pylori

incluem IL1, IL6, IL8 e TNFa. (LAMB, A; CHEN, L, 2013).b
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A infecgdo por H.pylori tem mostrado estimular a migragdo de células tronco
mesenquimais derivadas de medula Ossea, para o trato gastrointestinal através da
inducdo da producdo de citocinas, um fendmeno postulado para prover células
transdiferenciaveis por onde adenocarcinomas podem surgir (LAMB, A; CHEN, L,
2013).

Na visdo epigenética, nota-se que apesar da erradicagdo da H. pylori contribuir
para reducao do nivel de metilagdo no promotor, certa quantidade de metilagdo ainda
permanece (MATSUSAKA, K. 2014). Esta observagao sugere que nao somente células
epiteliais gastricas totalmente diferenciadas, mas também as células estaminais-/-
progenitoras podem adquirir metilagdo aberrante. Na colite ulcerosa humana e da
hepatite, a expressdao aumentada de IL1, IL8, NOS2 e TNF foi observada, e estes genes
podem representar um fator comum associado com a indugao de metilagdo aberrante do
DNA durante a inflamagao cronica (MATSUSAKA, K. 2014).

Além de citocinas e fatores de crescimento, ciclooxigenases 1 (COX-1) e 2
(COX-2) foram implicados na carcinogénese € na progressao metastatica de diversos
tipos de cancer (GARCIA-GONZALEZ, M; NICOLAS-PEREZ, D; QUINTERO, E,
2012). Ciclooxigenases ou prostaglandinas sintase G-/-H (PTGSs) catalisam a formacgao
de prostaglandinas a partir do 4cido araquidonico. A COX-1 (PTGS-1) é expressa
constitutivamente ¢ desempenha um papel fundamental na protecdo da mucosa gastrica.
Muitos canceres humanos sdo relatados por ter niveis elevados de COX-2 e
superprodugdo prostaglandinas (WANG, D; DUBOIS, R.N. 2006). O cancer de

estomago ¢ exemplo disso.

1.5 Citocinas e Polimorfismos

As alteragdes genéticas do tipo polimorfismos de nucleotideo tinico (SNPs) sdo
responsaveis por > 90% das varia¢cdes no genoma humano, enquanto os 10% restante
das variacdes incluem as aberracdes cromossdmicas, nimero de copias de DNA e
microssatélites (A,BAG; NS, JYALA; N, BAG. 2012). Devido a sua preponderancia no
genoma humano (cerca de um em cada 1.000 pares de bases), estes SNP(s) de genes
candidatos tém sido amplamente explorados na associagdo com varias doengas, dentre
as quais o cancer.

O primeiro polimorfismo de citocina associado ao desenvolvimento do cancer

gastrico foi relatado por EI-Omar e colaboradores (2001). Este polimorfismo envolvido
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de transi¢des T-C nas posigdes -511 e -31 do gene IL-1B, respectivamente, bem como a
presenca de uma repeticdo em tandem penta-alélica no intron 2 do gene antagonista do
receptor IL-1 (IL- IRN) (EL-OMAR et al., 2000).

Estes polimorfismos se localizam frequentemente em sequéncias de DNA que
regulam a transcrigdo e, deste modo, podem ser funcionalmente importantes
(PEREIRA, P. 2004). Quando estdo relacionados ao processo inflamatério e a
desregulacdao da producdo de citocinas sdo considerados importantes na primeira etapa
da fase pré-cancerosa (CHIURILLO et al., 2014)..

As ILs representam uma rede diferenciada de citocinas que sdo pequenas
moléculas de proteina de sinalizagdo celular que medeiam a fun¢do do sistema
imunologico no ser humano. S3o produzidas predominantemente por células T,
monocitos, macrofagos e células endoteliais, assumem multiplos papéis, incluindo
facilitar a comunicacdo entre células imunitarias, controlando os genes, que regulam a
transcri¢ao fatores, e que regem a inflamagao, diferenciagdo, a proliferagao e secrecao
de anticorpos (PAN, X et al., 2013). Alguns dos genes que codificam citocinas pro-

inflamatorias sdo extremamente polimorficos.

Citocinas também sao importantes reguladores da resposta imune e das reagdes
inflamatorias, desempenham um papel central na inflamagdo gastro-intestinal. Sao
proteinas soluveis de baixo peso molecular que podem ser produzidas por diferentes
tipos celulares. S3o mediadoras e moduladoras de reacdes imunes e inflamatorias,
podendo também atuar como promotoras do crescimento e influenciar as fungdes
celulares de forma autdcrina, paracrina ou endoécrina. Desequilibrios na producgao de
citocinas podem ter consequéncias patoldgicas (LIMA, T.D.B et al., 2009). Sao
importantes mediadores na fisiologia e fisiopatologia gastrica e podem desempenhar
papel importante na etiologia do cancer gastrico (por exemplo, IL1 controla a acidez do
estomago, a IL8 estimula a proliferagdo de células endoteliais, a IL10 regula
negativamente a resposta citotoxica, € a citocina pro-inflamatoria TNFo medeia
respostas inflamatorias) (PERSSON, C et al., 2010).

A producdo de citocinas pode ser alterada por polimorfismos genéticos dentro
das regides de codificagdo e promotoras de genes de citocinas. Portanto, uma
predisposi¢do genética para a alta ou baixa producdo de uma citocina particular, pode

afetar a suscetibilidade e evolugdo clinica da doenga (QIN, S et al., 2013).
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Sabe-se que fatores infecciosos, ambientais, genéticos e epigenéticos estao
envolvidos na carcinogénese gastrica, mas a propor¢ao de pessoas que, finalmente,
desenvolvem o cancer gastrico apds serem expostas aos fatores de risco, como infec¢ao
por Helicobacter pylori ¢ pequena, sugerindo que a susceptibilidade genética causada
por (SNPs) de genes suscetiveis, poderia desempenhar um papel importante neste
processo (XUE, H et al., 2012).

Os polimorfismos de citocinas e de genes receptores de citocinas podem
influenciar a sua funcionalidade controlando a expressdo do gene, a estabilidade do
mRNA ou da proteina estrutural e ter consequéncias patoldgicas evidentes, incluindo
maior suscetibilidade as infec¢des e doencas cronicas (SODSAIL P et al., 2013). Estao
associados com diferentes niveis de mRNA do individuo nas citocinas da mucosa
gastrica, que resultam em diferencas nos niveis da inflamacdo da mucosa gastrica,
inibicdo 4cida e risco da doenca gastroduodenal em resposta a infec¢do por H. pylori
(SUGIMOTO, M; YOSHIO YAMAOKA, Y; FURUTA, T. 2010).

Viérios destes polimorfismos podem regular os niveis de transcricdo de genes e
influenciar a suscetibilidade ao cancer, do desenvolvimento ao prognostico. (Y.M,
ZHANG; X.C, ZHOU; Z, XU; C.J, TANG, 2012). As variagoes individuais do risco ao
CG tém sido associadas com polimorfismos especificos que estdo presentes em uma
proporgao significativa da populacdo normal (PAN, X et al., 2013).

A desregulagdo entre as interagdes IL e interrupgdes na via JAK-/-STAT (Janus
associada a quinase-/- transdutores de sinais e ativadores de transcri¢do) pode provocar
danos ao DNA, como proliferacdo excessiva no tumor induzindo distirbios
imunologicos, angiogénese, e displasia, fendmeno que também pode estar associado ao
processo de malignidade e metastase géstrica (PAN, X et al., 2013).

Fatores genéticos desempenham papel essencial no equilibrio das interleucinas,
e polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) de genes que codificam interleucinas e
seus receptores podem alterar a fungdo da citocina e desregular a sua expressdo.
Consequentemente, as diferengas genéticas individuais causadas por SNPs podem estar
intimamente relacionadas a estas interrup¢des e eventualmente desempenhar um papel
na carcinogénese gastrica (PAN, X et al., 2013).

Por exemplo, os tumores do tipo intestinal, de acordo com estimativas de risco,
quando feitas possiveis associagdes a polimorfismos em genes de citocinas, sdo 0s mais
frequentes e sdo precedidos por um conjunto de lesdes pré-cancerosas sequenciais, a

partir do qual a metaplasia intestinal ¢ muito mais frequente do que a displasia e mais
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fortemente associados com cancer gastrico do que atrofia gastrica (PELETEIRO, B et
al.,2010).
1.5.1 Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a)

O Fator de Necrose Tumoral-Alfa ¢ principalmente produzido por macréfagos,
uma citocina multifuncional que desempenha papel importante nas patogéneses
inflamatorias, auto-imunes e doengas malignas. O gene TNFo esta localizado no
complexo principal de histocompatibilidade complexa classe III na regido no brago
curto do cromossomo 6. Muitos polimorfismos na regido promotora do gene sdo
identificados e t€ém sido utilizados na regulacao da transcricao de TNFo (GUO, X et.al.,
2013). Cinco polimorfismos importantes do gene TNFa tém sido descritos na regido
promotora G-38A, G308A, C-857T, C-863A e T-1031C (BHAYAL, A.C et al., 2013).

Fator de necrose tumoral-a ¢ uma citocina pré-inflamatoria, secretada e ativada
por macrdéfagos, com uma vasta gama de atividades bioldgicas, incluindo a inducdo da
regressao do tumor, febre, emagrecimento, choque, e resposta imune celular (TOLIDE-
IE, H; TABATABAEE, R; KAMALI-SARVESTANI, E. 2014).

TNFo quando induzida por H. pylori, inibe a secre¢do de acido gastrico.
Portanto, tem papel importante na defesa do hospedeiro contra o H. pylori. Parte da
producdo de TNF-a ¢ regulada em nivel de transcri¢dao, e muitos estudos t€ém implicado
polimorfismos em 7NF-a como potenciais determinantes de susceptibilidade ao CG.
(SANTOS, J.C et al., 2012).

Os polimorfismos de genes de citocinas, como os de TNFa, podem ser utilizados
para identificar grupos de maior risco ao cancer de estdmago e ulcera péptica, assim
como do emprego em terapias adequadas para prevencao e erradicagdo do H. pylori em
populacdes ocidentais (SUGIMOTO, M; YOSHIO YAMAOKA, Y; FURUTA, T.
2010).

TNF-a (G-308A)

Um polimorfismo no gene TNFa, na posi¢ao G-308A do seu promotor definido
como TNFI3%C ¢ TNF23%A  tem sido identificado em vérias populacdes humanas.
Especificamente o alelo TNFa*3%4 (rs1800629) estd associado com uma elevada

producdo de TNFa (QIN, B et al, 2013); (TOLIDE-IE, H; TABATABAEE, R;
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KAMALI-SARVESTANI, E, 2014). Este polimorfismo ¢ o mais estudado em canceres
do sistema digestivo (GUO, X et al., 2013).

A literatura tem mostrado associagdo entre o polimorfismo TNFa G>%* com
doencas em distintas populagdes, apesar da identificacdo de resultados conflitantes em
diferentes tipos de populacdes (TOLIDE-IE, H; TABATABAEE, R; KAMALI-
SARVESTANL E. 2014); (ROTAR, IC et al., 2014); (GUO, X et al., 2013).

No que diz respeito ao cancer gastrico, polimorfismos do gene de citocinas t€ém
sido associados com os resultados consistentes referindo-se ao aumento do risco de
cancer gastrico associado a TNFa G3%* apesar dos resultados serem heterogéneos

(PELETEIRO, B, et al.2010).

1.5.2 Interleucina 10 (IL10)

A interleucina 10 (IL10) foi descoberta por Fiorentino e colegas em 1989, por
sua capacidade de inibir a sintese de IL-2 e interferon-y (IFNy) por células Thl. “IL10 ¢
uma potente citocina pleiotropica que tem a dupla capacidade, possui propriedades
anticancerigenas imunossupressoras ou propriedades imunoestimulantes” (NI, P. et al.,
2011).

Como fator produzido por células T helper 2 (Th2), IL-10 inibe a produgdo de
citocinas por células Thl. Tém sido mostrados efeitos estimulantes adicionais de IL10
em timocitos, células B e mastocitos (ZHANG, Q et al., 2014).

IL10 tem sido reconhecida como tendo atividade anti-inflamatoria potente por
um longo periodo de tempo, ¢ ¢ demonstrado ser um supressor endogeno importante da
reabsor¢do ¢ssea estimulada por infec¢do in vivo (ZHANG, Q et al., 2014). Esta
capacidade ¢ facilitadora da cicatrizacdo regenerativa ¢ provavelmente um resultado de
efeitos pleiotropicos, através da regulacao da resposta inflamatoéria, assume mais de uma
fungdo como regulador da matriz extracelular, otimizador da fungdo celular de
fibroblastos e de células progenitoras endoteliais (KING, A et al, 2013).

Recentemente, a IL10 foi identificada como um importante fator no
desenvolvimento de respostas inflamatérias e imunes envolvidos na patogénese do
cancer. A regido promotora de ILI10 contém vdarios polimorfismos, o que pode
influenciar a expressdo do gene ILI0 associado a varias doengas como o cancer
(SINUANL I et al., 2013); (Yu, Z et al.,2013). IL-10 inibe a ativagdo de macrofagos,

esta citocina producdo e proliferacdo de células T especificas de antigeno. Por outro
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lado, varios estudos tém postulado o envolvimento de IL-10 no aparecimento e
disseminacdo do adenocarcinoma gastrico

IL-10 inibe a ativagdo de macrofagos, esta citocina estimula a producdo e
proliferagdo de células T especificas dos antigenos. Estudos tém postulado o
envolvimento de IL-10 no aparecimento e dissemina¢do do adenocarcinoma gastrico
(GARCIA-GONZALEZ, M; NICOLAS-PEREZ, D; QUINTERO, E, 2012); (YU, Z et
al.,2013).

A expressdo da proteina IL-10 pode ser modificada por polimorfismos que
alteram o sitio de ligacdo de fatores de transcri¢ao. Portanto, a identificagdo de genes
candidatos plausiveis a serem excluidos e genes causadores, devem ser investigados
cuidadosamente, para que haja resultados confiaveis (HYUN, MH et al., 2013).

Ha uma variagdo significativa na producao de IL-10 entre os individuos.
Estudos em gémeos sugerem que até 75% da variabilidade s3o atribuidas a fatores
genéticos. A produgdo ¢ controlada no nivel da transcri¢ao e algumas variagdes podem
ser explicadas por dois polimorfismos (IL-10G e IL-10R) na regido promotora. Onze
polimorfismos de um tunico nucleotideo (SNP) também tém sido descritos na regido
promotora, dos quais trés estdo nas proximais 1,3 kb [1082 (G / A), 819 (C/ T), 592 (C
/ A)], e sete na regido distal 1,3-4 kb, das quais trés [3575 (T / A), 2849 (G / A), 2763
(C/ A)] tém frequéncia alélica igual. (SALIM, P.H; XAVIER, R.M; 2014).

]L_]O-GIOSZA/ILJO -C819T/IL_]0.C592A

O gene IL-10 nos humanos, estd localizado no cromossomo 1q31-32. E
composto por cinco €xons e quatro introns. Os trés SNPs mais investigados do gene IL-
10, na posigao -1082 A/G e -819 C/T na regido do promotor proximal e na posi¢ao -592
A/C- em sua regido 5° flanqueadora. O alelo IL-10 %% um dos mais estudados,
apresentou o alelo G associado com o aumento da producdo de IL-10 (NI, P er al.,

2011).
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Figura 6. Estrutura do gene e localizag@o dos polimorfismos funcionais em IL-10.
Fonte: http://www.nature.com/gene/journal/v6/n4/fig_tab/6364189f1.html

A presenga simultanea de trés SNPs, posicionados na regido promotora -1082G /
A -819C /T e -592 A./-C, tem sido relacionados com a producao eficaz de IL10 (KING,
Aetal. 2013).

No cancer coloretal, dois SNPs no promotor do gene IL-10, rs1800896 (-1082
A> G) e rs1800872 (-592 C> A), foram relatados por estarem associados com diferentes
niveis de expressao de IL-10. O alelo variante G na regido promotora -1082 foi
correlacionado com a expressao aumentada desta interleucinas, enquanto a variante -
592 foi associada com a diminuicdo da expressao de /L-/0. Em experimento in vitro -
A1082G-,-C819T e -A592C -se combinam para formar trés haplotipos; GCC, ACC, e
ATA, que estdo ligadas ao nivel de expressao de /L-10 (Y.M. ZHANG; X.C. ZHOU,; Z.
XU; CJ. TANG, 2012).

Apenas a substituicdo de pares de bases C/T foi identificada no promotor na

regido do gene IL-10 C3T

pares de bases, a montante o local de inicio da transcricao.
Esta substitui¢dao de bases foi nomeada -819C/T com rs1800871.

Em 2003, Wu MS et.al. publicaram pela primeira vez a importancia deste alelo
IL10 -819 C/T em associagdes com a suscetibilidade ao cancer gastrico, apesar de seus
resultados serem contraditorios (XUE, H et al., 2012).

Em 2003, EI-Omar EM et al. ¢ Wu MS et al. publicaram simultaneamente um

estudo com IL-10? A/C sobre associagcdes com a suscetibilidade ao cancer géstrico.

(XUE,H, et al., 2012).
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1.5.3 Interleucina 17 (IL 17)

“IL17 ¢ uma citocina da familia de IL17 e ¢ essencialmente produzida a partir de
um subconjunto de células efetoras CD4 + conhecidos como Células Th17” (RAFIEL A
etal., 2013).

A descri¢do da interleucina 17 (IL17) em 1995 e o reconhecimento posterior de
células secretoras como um subconjunto distinto chamado Th17, levou a investigagao
de vérias doengas cujas imunopatologias nao puderam ser total ou parcialmente
atribuidas a células Thl (NORMANTONI; M; MARTIL, L, 2013).

IL17A e IL17F sao os membros da familia das citocinas IL17, sdo responsaveis
pela atividade patogénica das células Thl7, de uma linhagem de células efetoras
diferentes de CD4+, além de serem citocinas que induzem multiplos mediadores pro-
inflamatorios, incluindo quimiocinas, citocinas ¢ metaloproteinases, a partir de células

epiteliais e de fibroblastos (SHIBATA, T et al., 2009).

Tabela 2. Descri¢do de caracteristicas basicas imunologicas, genética e clinica da IL17.

Citocinas Fontes Genes Polimorfismos  Funcéo Doengas
relacionadas
IL-17¢ Células T IL-17A IL-17 (G197A)  Citocina T risco de cancer
(Th17) (rs2275913) pré-inflamatoria  gistrico, Asma.
IL-17F  Células T  IL-17F IL-17F Citocina T risco de cancer
(Th17) (rs763780) (A7488G) pré-inflamatoria  gistrico,  colite
ulcerativa.

As células linfoides (ILCS) IL-17A parecem atuar principalmente sobre as
células ndo hematopoiéticas, tais como células endoteliais, células epiteliais e
fibroblastos, devido a expressado restrita de uma das suas subunidades do receptor de IL-
17RC (TSAIL H et al., 2013). Além da patogénese gastrica, a IL-17A e IL-17F foram
relatados para desempenhar um papel patogénico em certas doengas auto-imunes,

incluindo a esclerose multipla e a artrite reumatoide.
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A importancia das células Th17 e interleucina de sinalizagdo IL-17A na defesa
do hospedeiro e no desenvolvimento da doenga, tem sido demonstrada em vérios
modelos de infeccdo e auto-imunes. Dados emergentes em pacientes com cancer
sugerem que IL-17F esta envolvido na patogénese do tumor. IL-17F foi descrita no
cancer do colon humano. Alguns polimorfismos genéticos de ILI7F foram associados
com o risco de cancer gastrico e cancer de bexiga. Muitas pesquisas sobre a correlagdo
entre os parametros clinicos de tumores ¢ niveis de IL-17F no sangue periférico de
tecidos de pacientes, revelaram previsdes de novas fungdes terapéuticas de IL-17F nos
diferentes tumores (HUICHAO, Y ; TONG, Z. 2012).

Embora o mecanismo subjacente ainda ndo seja claro, estudos mostraram que
polimorfismos genéticos de IL-17 foram associados com a susceptibilidade a uma gama
de doengas relacionadas a inflamacao, incluindo artrite reumatoéide, colite ulcerativa,
cancer gastrico e cancer de mama. No entanto, o papel dos polimorfismos IL-17
participando na oncogénese do carcinoma do colo do utero permanece desconhecido

(QUAN, Y et al., 2013).

ILI787A [ ILI7FAT%6

Interleucina 17A foi identificada pela primeira vez em céulas T ativadas em
linfoma, em ratos, denominadas CTLAS, e subsequentemente identificada em humanos
em 1995. Observou-se que IL-17A tinha uma estrutura Unica entre as interleucinas
citocinas (TSAIL H et al., 2013).

Constitui-se em nova familia de citocinas pro-inflamatdrias, que consiste de seis
membros semelhantes, designadas IL-17A (também anteriormente conhecido como IL-
17, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-17E e IL-17F, de acordo com a ordem em que foram
descobertas. IL-17A e IL-17F se encontram lado a lado no cromossomo 6 humano, €
ambas as citocinas sdo produzidas por células Th17 em resposta a IL-23 (WANG, L et
al.,2012).

Suspeita-se que os polimorfismos no gene da IL-17A (12275913 G> A) e no
gene da IL-17F (rs763780 T> C) estejam intimamente associados a susceptibilidade a
carcinogénese gastrica e colite ulcerativa (ARISAWA, T et al., 2012).

WU et.al 2009, associaram os polimorfismos IL-17°774 ¢ IL-17FV*3C aos
riscos de cancer gastrico e concluiram a primeira evidéncia de que o IL-17FA7#35C

variante que aumenta o risco de cancer gastrico na populacao chinesa, de baixo risco. O
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Gendtipo IL-17F “7*88A foi associado aos subtipos de caracteristicas clinico-patologicos
de pacientes com céncer gastrico. O polimorfismo ILI7A% 974 foi associado com
aumento do risco de certos subtipos de cancro gastrico, mas nao com o risco total de
cancer gastrico.

Muitos estudos avaliaram a associag@o entre o polimorfismo do gene da citocina
e a carcinogénese gastrica em pessoas com H. pylori. Kawaguchi et al. demonstraram
que o IL17F"*387C (15763780), provoca uma substitui¢do de His-Arg no aminoacido 161
(H161R), que influencia o risco de asma e ¢ um antagonista natural nos polimorfismos
IL-17F, conhecidos do gene da IL-17 (TAHARA et al., 2010).

Recentemente foram descritos as provaveis, fungdes dos polimorfismos /L-17A,
-17F na inflamacao e carcinogénese gastrica (TAHARA et al, 2010). Um particular
polimorfismo IL-17%"974 (1s22759133) também tem sido associado com certos tipos de
cancer gastrico nas populagdes japonesa e chinesa (RAFIEL A et al., 2013).

Tahara et al. (2010) concluiram em seu estudo que /L-17F (A7488G) aumenta o
risco de cancer gastrico na populagdo chinesa de baixo risco, enquanto o gendtipo IL-
17F G-7488A estad associado aos subtipos de caracteristicas clinico-patologicas dos
pacientes com cancer gastrico, incluindo a localizagdo, classificagdo histologica de
Lauren, diferenciagdo do tumor, estadiamento TNM e idade inicial. O polimorfismo
IL17A% 7974 também est4 associado ao aumento do risco de certos subtipos de cancer

gastrico, mas nao com o risco total deste cancer.

1.6 Ancestralidade

Cavalli-Sforza ¢ Bodmer (1971) demostraram que a frequéncia de algumas
variantes genéticas ¢ distinta entre populagdes e/ou regides geograficas diferentes,
portanto, essas variantes podem ser utilizadas em estimativas de composi¢do ancestral
de populacdes hibridas. A precisdo na avaliagdo da contribuigdo ancestral numa
populagdo ¢ diretamente proporcional a magnitude da diferenca das frequéncias dos
marcadores entre as populagdes ancestrais, variantes com estas caracteristicas sao
chamadas de marcadores informativos de ancestralidade (AIMs) (PARRA, E. et al.,
1998). A analise destes marcadores € importante para descri¢do da diversidade genética
populacional, reconstrugdo historica dos povoamentos (CALLEGARI-JACQUES;
SALZANO, 1999; YANAGIHARA et al., 1995) estimativa de contribui¢do das

populacdes ancestrais na formacao de populagdes miscigenadas (SHRIVER et al., 2003;
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PARRA, E., et al., 1998; PARRA, E., et al., 2001; PRITCHARD; DONNELLY, 2001;
TSAI et al., 2006) e estudos de mapeamento genético e associagdo com doencas
(SHRIVER, 1997).

Segundo, Vieira, PC e colaboradores (2015) foi encontrada grande associagao
entre os marcadores de ancestralidade e o desenvolvimento de cancer géstrico,
concluiram que existe um alto risco de desenvolvimento em populagcdes com grande
miscigenacdo, como as populacdes da Amazonia Brasileira. (CARVALHO, DC et al.,
2015 ; VIEIRA, PC et al., 2015; LOPES MACIEL, LG et al., 2011; SANTOS, NP et
al.,2010).

1.7  Aplicabilidades Clinicas

O cancer de estobmago ¢ frequente no Brasil, trata-se do segundo tumor mais
frequente na regido Norte do Brasil, entre os homens (11 casos/100 mil) e Nordeste (10
casos/100 mil). E entre as mulheres ¢ o terceiro mais incidente na Regido Norte (6
casos/100 mil) e no Nordeste (6 casos/100 mil) e o quinto no Brasil (INCA, 2013).

Ha fortes indicios de que exista uma estreita relagdo entre o processo
inflamatorio, os niveis de interleucinas e o cancer de estomago. Sabe-se que a
inflamagao ¢ um dos processos iniciais da carcinogénese. O crescimento do tumor induz
um microambiente inflamatorio e células cancerigenas podem aumentar a producao de
proteinas inflamatorias, logo, podem servir como potenciais biomarcadores para prever
a susceptibilidade ao cancer. (WANG, J et al., 2015).

Intimeros genes podem estar associados ao cancer gastrico, dos quais citamos os
genes envolvidos na inflama¢do como as citocinas que parecem exercer um papel
importante neste processo. No presente, propomos uma investigacdo de seis genes e
seus polimorfismos: ILI791°7A, IL 17FA7#88G TNFC3%A [L10°1982A ) [L10C3PT ¢
ILI0“%?A, que podem estar envolvidos como marcadores de predisposi¢io e
desenvolvimento do cancer gastrico.

O foco no incentivo a pesquisa oncologica € relevante face as estimativas da
UICC (Unido Internacional contra o Cancer) para um aumento de 50% até 2020 no
numero de casos novos de cancer € o dobro do nimero de mortes. No Brasil, esse
desafio € maior porque temos uma sobrevida em cancer em torno de 2 a 4 anos,

enquanto em paises desenvolvidos este indice ¢ de 12 a 16 anos (INCA, 2013).
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O cancer precisa ser tratado como problema de satde publica, a relacdo entre a
inflamag@o e o processo de tumorigénese ainda € obscura, os dados bibliograficos em
relacdo a este assunto sao escassos, sendo primordial a iniciativa para novas pesquisas a
fim de esclarecimento e detec¢do prematura da doenga, assim como também o risco a
que o individuo est4 exposto.

Estudar os polimorfismos de genes de citocinas envolvidos no processo
inflamatdrio géstrico se faz necessario, para definir se pode existir influéncia destes
polimorfismos na patogenia do cancer gastrico e de que maneira o processo de
carcinogénese ¢ influenciado (considerando estudos que indicam que estes
polimorfismos tém exercido grande influéncia neste processo em algumas populagdes).
Poucos estudos relacionados ao CG e citocinas foram realizados nesta regido do pais,

onde as estatisticas mostram elevada incidéncia.
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2. OBJETIVOS

2.1  Objetivo Geral:

Investigar associagdo de polimorfismos dos genes das interleucina IL17, TNF-a,

IL10 na patogenia do cancer gastrico.

2.2 Objetivos Especificos:

- Identificar por meio da discriminagdo alélica seis polimorfismos L1794, IL
17FA7488G TNFoC~308A 110619824 [L10S3PT ¢ IL10“ %A, em amostras de pacientes
com cancer gastrico € sem cancer.;

- Investigar e comparar a distribui¢do de marcadores informativos de ancestralidade
(AIM) em amostras de pacientes com cancer e individuos sem cancer gastrico;

- Comparar os padrdes genotipicos e haplotipicos dos polimorfismos presentes nos
genes das citocinas, em amostras de pacientes com cancer gastrico e individuos sem
cancer;

- Comparar os padrdes genotipicos e haplotipicos dos polimorfismos das amostras deste

estudo com os dados descritos na literatura
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3.MATERIAL E METODOS

3.1 Casuistica

O presente estudo trata-se do tipo caso-controle. Foram recrutados para o estudo
um total de 200 individuos, 100 pacientes diagnosticados com cancer gastrico e 100
individuos sem cancer. Todas as amostras investigadas foram provenientes de sangue
periférico de individuos residentes em Belém (PA). Todos os pacientes participantes
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO 1). Foram
excluidos os pacientes que nao concordaram com o estudo.

O estudo foi previamente autorizado pela coordenagao académica do HUJBB e
obedecera a Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Satde/Ministério da Saude,
que regulamenta a pesquisa com seres humanos. O presente projeto foi aprovado pelo

Comité de Etica em Pesquisa (CEP) sob o namero 653.354, no dia 27/05/2014.

3.2  Coleta de Amostras e a Extracdo do DNA

As amostras de sangue periférico dos pacientes foram coletadas na Unidade de
Alta Complexidade em Oncologia (UNACON/HUJBB-UFPA).

O material genético dos participantes do estudo, casos e controles, foi coletado a
partir de 5 mL de sangue periférico, utilizando EDTA como anticoagulante. A extragdo
do DNA foi realizada a partir de 200 pL de sangue periférico com kit comercial de DNA
da Roche (“Roche Diagnostics). A concentragdo do DNA foi estimada empregando um
espectrofotometro NanoDrop™ ND-1000 (Thermo Scientific). Posteriormente, 0 DNA
foi armazenado no freezer -80°C no Laboratério de Biologia Molecular do Nucleo de

Pesquisas em Oncologia da UFPA.

3.3  Genotipagem e analise de dados

Os seis SNPs dos genes das interleucinas IL179 1974, IL 17FA7#8C TNFaC~3%4,
IL10971982A " [L]10C81T ¢ [L10C%?4 foram genotipados com sondas marcadas com os
fluoroforos VIC/FAM (Real Time PCR, Life Technologies, CA, USA). Todas as
amostras foram genotipadas de acordo com as recomendagdes dos protocolos do

fabricante.
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A andlise molecular dos seis polimorfismos dos genes das interleucina IL17°
1978 1, 17FA7#88G TNFaC-30%A [L106-1982A ) [L103°T ¢ IL10€%?4 foi realizada por PCR
em Tempo Real com sondas TagMan® (Applied Biosystems®, Foster City, Califérnia,
EUA) utilizando o equipamento 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). A
Figura 7 representa a deteccdo e amplificagdo de uma sonda TagMan. O protocolo
utilizou 3.5 pL de Master Mix, 0.157 uL de sonda TagMan, 3.325 pL de agua e 1.0 pL

de DNA. O mix final foi amplificado com o seguinte programa: 10" a 95°C, 40 ciclos de
15" a92°C, e 1'a 60°C.
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Figura 7. Representagdo grafica do processo de detec¢do e amplificagdo de sonda TagMan especifica e
seu controle endogeno pela metodologia de “discriminagdo alélica” na plataforma 7500 Real-Time PCR
(Life Technologies), no exemplo, detecta-se um individuo heterozigoto para o polimorfismo, onde a sonda
FAM corresponde ao alelo selvagem e a sonda VIC ao alelo mutante.
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34 Analise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando os programas SPSS v.
20.0 (SPSS, Chicago, IL, USA) e R v.3.2.1. Para comparar as variaveis categoricas
(género) foi utilizado o teste exato de Fisher, o teste T de Student’s foi usado para
variaveis quantitativas (idade). Para comparar a ancestralidade genética entre os grupos
foi utilizado o teste de Mann-Whitney. O odds ratio (OR) ¢ intervalos de confianca de
95% (IC) para polimorfismos avaliados foram calculados por meio de regressao
logistica multipla, controlando os dados para idade, sexo e etinicidade genética. Todos
os testes estatisticos foram baseados em uma probabilidade bilateral e um P-valor < 0,05
foi adotado como critério de significancia. Valores de P para compara¢des multiplas

foram corrigidas pelo método de Bonferroni.

3.5 Ancestralidade

As andlises de ancestralidade foram realizadas conforme descrito por Santos et
al., (2010) utilizando 48 marcadores informativos de ancestralidade (AIMs). Trés
reagdes de PCR multiplex com 16 marcadores de cada um foram realizadas, e os
produtos de amplificacio de PCR foram analisados por eletroforese utilizando o
sequenciador ABI Prism 3130 e software v.3.2 GeneMapper ID. As proporgdes de
ancestralidade individuais de Europeu, Africano e Amerindio, foram estimadas usando
software STRUCTURE v.2.3.3, assumindo trés populacdes parentais (Europeu,
Africano e Amerindio). O software STRAT wversion 1.01 (Setembro, 2002) foi
empregado nas andlises de associagdo entre casos e controles assumindo 10.000
simulagdes. O STRAT utiliza o output do software STRUCTURE para testar a
associagdo na presenca de estratificacdo na populagdo com base na informagdo da

ancestralidade do individuo.
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4. RESULTADOS

A Figura 8 mostra estimativas da composi¢ao interétnicas entre os individuos
dos grupos caso e controle. Do ponto de vista da ancestralidade, observou-se que a
composicao étnica do grupo com cancer foi de 27% africano, 42% europeu, e 31% de
amerindia. No grupo sem cancer, a composi¢ao foi de 21 % africano, 52% europeia, e
27% de amerindia. De forma independente, nos dois grupos a propor¢do de genes
europeus foi maior com relagdo aos outros grupos étnicos. A maior contribui¢do foi
observada no grupo controle. Enquanto a propor¢ao de genes Africanos foi maior no
grupo caso. As diferencas das composigdes para as trés ancestralidades, entre os dois

grupos, foram estatisticamente significantes (Tabela 3).

AFRIC
100

Group
® Casos

® Controles

EUR

Figura 8. Representagdo da miscigenagdo dos grupos estudados. Cada individuo € representado por um
ponto colorido e sua localizag¢@o no grafico corresponde ao seu valor de propor¢ao das ancestralidades. Os
vértices mostram as etinicidades européia, africana, e amerindia. Pacientes do grupo caso estdo
representados na cor verde e controles na cor rosa.

A Tabela 3 mostra as analises das variaveis clinicas e demograficas entre os
grupos caso (cancer gastrico) e controle (sem cancer), na qual a média de idade do
grupo caso (51,76+19,58) foi maior do que a do grupo controle (23,06+4,86), com
diferenca estatisticamente significante (p<0,001). Com relacao a distribui¢ao do género,

o grupo caso tem predominancia de individuos do género masculino em relagdo ao
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controle (62 vs 46, respectivamente), o inverso foi verdadeiro para o género feminino,

com diferenca significativa (p<0,001).

TABELA 3. Variaveis clinicas e demograficas comparadas entre os grupos caso de

cancer gastrico e controle fenotipicamente normais.

Variaveis Caso n=100 (Média) Cont.n=100 (Média) P-valor
+=DP? +=DP?

Idade, anos® 51,76+19.58 23,06+4.86 <0,001

Género (Maculino/Feminino)¢  62/22 46/53 <0,001

Ancestralidade Genética

Etinicidade Européia ¢ 0,4246 0,5187 1,0e-6
Etinicidade Africana! 0,2726 0,2067 1,1e-5
Etinicidade Amerindia® 0,3026 0,2746 0,028

a DP = desvio padrdo.

b Significancia determinada pelo teste t de Student.

c Significancia determinada pelo teste exato de Fisher.
d.Significancia determinada pelo teste de Mann-Whitney.

A Tabela 4 mostra a distribui¢do dos haplotipos relacionados com o gene /L10
para os SNPs rs1800896 [A-1082G], rs1800871 [C-819T], rs1800872 [C-592A]. No
geral sete haplotipos foram observados nas duas populagdes do estudo, os mais
frequentes no grupo controle foram os haplotipos ACC (37%) seguido do ATC e GCA,
ambos com 28%. No grupo caso os haplotipos mais frequentes foram GCA (29%), ACC
(19%) e GCC (21%). A frequéncia dos haplotipos que conferem elevada producdo de
IL-10 (GCC, GCA, GTC, GTA) foi maior no grupo caso (58%), em relacdo aos
controles (34%). Assim a presenca dos haplotipos de elevada produgdo foram
associados como um fator de risco para o desenvolvimento do cancer gastrico (p=1,15e-
11° OR=2,630; IC 95%=2,116-3,271). Para corrigir esta associagao, afim de evitar erros
espurios ocasionados pela subestruturagdo populacional, foi realizado o mesmo ensaio
no software STRAT, o qual apontou uma diferenca estatistica similar para a analise de

regressao logistica, desta maneira reafirmando a hipotese acima. (p=1,1e-9).



TABELA 4. Frequéncia dos haplétipos do gene IL-10 em casos e controles.

SNP Frequéncia dos haploétipos
A-1082G  C-819T  C-592A Caso Controle P OR (IC 95%) Dstrat
A C C 0,19 0,370
A C A? 0,07 0,014
A T C 0,128 0,276 1 1,1E-9
G C C 0,207 0,042 1,15E-11 2,6 (2,1-3,2)
G C A 0,289 0,279
G T C 0,079 0,011
G T A 0,008 0,008

2Alelos mutantes demonstrados em negrito.
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A Tabela 5 resume a distribuicdo dos genoétipos/fendtipos e perfis de produgao
de IL-10, com suas respectivas frequéncias e multiplas analises. Quando comparado os
dois grupos, observamos elevada frequéncia (44%) de fenotipos de baixa producao no
grupo controle, contra 2% no grupo caso. Quanto aos fenotipos de producio
intermediaria, o grupo caso obteve o dobro da frequéncia do grupo controle (82% vs
44). Para os fenotipos de alta producdo, o grupo caso apresentou frequéncia de 16%,
enquanto que o grupo controle apresentou frequéncia de 12%. Ao analisarmos em
conjunto, os fenotipos de intermediaria e alta producao, uma elevada concentragdo do
grupo caso (98% de seus individuos) em rela¢do ao controle (56% de seus individuos).

Entre os haplotipos que estao associados com baixa producao de IL-10, entre os
grupos caso € controle, destacam-se: ACC/ACC (0% vs 15%), ACC/ATC (1% vs
15%), e ATC/ATC (0% vs 13%), com frequéncias elevadas no grupo controle. Para os
fendtipos que caracterizam producao intermediaria de 1L-10, entre os grupos caso e
controle, destacam-se: GCC/ACC (15% vs 4%) e GCC/ATC (14% vs 2%), com
frequéncias elevadas no grupo caso, sendo o inverso para o encontrado nos fenétipos de
baixa producao. Os fenotipos GCC/GCC descritos como relacionados a alta producao
de IL-10 apresentaram maior frequéncia em individuos portadores do cancer gastrico,
porém com pequenas diferengas na distribui¢do das frequéncias dos genotipos.

O perfil de baixa producao parece estar associado a um fator de prote¢do contra
o cancer gastrico, uma vez que os perfis de alta e intermediaria produgdo sio elevados
entre os individuos portadores de cancer gastrico. O teste de associag@o realizado para
os gendtipos de IL-10, entre caso e controle mostrou que a presenga dos haplétipos de
alta producdo (fendtipo de média + fendtipo de alta), sdo fatores de risco ao
desenvolvimento do cancer gastrico (p=5.67e¢-08; OR=38.4, 1C95% [11.28941.570]).
Para corrigir esta associacdo, a fim de evitar erros espurios ocasionados pela
subestruturacao populacional, foi realizado o mesmo ensaio no software STRAT, o qual
apontou uma diferenca estatistica similar para a analise de regressao logistica, desta

maneira reafirmando a hipétese acima. (P=1,1E-9).



48

TABELA 5. Andlise dos hapldtipos e fendtipos quanto a producao de IL-10 em casos e

controles.

No. (%)
Genotipo/Perfil de Caso Controle
producao de IL-10
Baixa producao 2 44
ACC/ACC 0 15 (15)
ACC/ACA 1(1) 0
ACC/ATC 1(1) 15 (15)
ACA/ACA 0 1(1)
ATC/ATC 0 13 (13)
Producao intermediaria 82 44
GCC/ACC 15 (15) 4(4)
GCC/ATC 14 (14) 2(2)
GCA/ACC 32 (32) 26(26)
GCA/ACA 303) 0
GCA/ATC 13 (13) 11 (11)
GTC/ATC 5(5) 1(1)
Alta producao 16 12
GCC/GCC 303) 0
GCC/GCA 1(1) 1(1)
GCC/GTC 2(2) 0
GCA/GCA 10 (10) 10 (10)
GCA/GTA 0 1(1)

! Haplotipos de alta produgdo p=5.67e-08 ; OR=38; 1C95% [11.289°41.570]

2 Valor de p ™ P=1,1E-9
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A Figura 2 mostra o Box-Plot entre os grupos estudados, considerando a
distribui¢do das frequéncias haplotipicas e de ancestralidade, entre os individuos com
fenotipos de média e alta produgdo de IL-10 (estes apresentam fator de risco para o
desenvolvimento do cancer gastrico). Em relacdo aos genoétipos relacionados com alta e
média produg¢do, nos dois grupos, a ancestralidade europeia foi significativamente maior
no grupo controle em relagdo ao grupo caso (p=1E-06). De maneira inversa, a
ancestralidade africana foi maior no grupo caso em relagdo ao grupo controle (p=1.4E-
5). Nao foram encontrados resultados significativos, no que diz respeito aos perfis de
alta producao de IL-10 relacionados a ancestralidade amerindia entre os grupos caso e

controle.
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Figura 9. Box-Plot entre os grupos estudados, Considerando as distribui¢des das frequéncias das ancestralidades entre os fendtipos de média e alta produgao de IL-10.
P valor para distribui¢do de ancestralidade Africana p = 1E-06
P valor para distribui¢do de ancestralidade Européia p = 1.4 E-5
* Realizada corre¢do de Bonferroni
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Tabela 6 resume a distribuicdo genotipica de polimorfismos dos genes TNF-a,
IL-17A e ILI7F investigados nas amostras de casos e controles. Para o gene TNF-a
foram genotipados 99 pacientes do grupo caso e 98 do grupo controle. Os gendtipos
TNF-a GA e TNF-a AA apresentaram maior frequéncia em pacientes do grupo caso
(GA=29.3% /AA=33.3%). Adicionalmente, realizou-se analise estatistica complementar
dos mesmos gendtipos em relagdo ao seu alelo dominante (AA+GA). A presenga do
alelo TNF-a*A determinou fator de risco aumentado, em 10 vezes, em relagdo ao grupo
controle (P <000.1; OR 10.375; IC 95% 3.149- 34.061). O valor de P considerado foi
<0.001.

O gene ILI7A apresentou frequéncias genotipicas de ILI7A GG, ILI7A GA, e
IL17A AA distribuidas de forma equilibrada entre os grupos caso e controle (p = 0.395),
foi demonstrado valor de OR (Odis Ratio) de 0.435.

O gene IL-17F também apresentou frequéncias genotipicas equiparadas entre /L-
I7F TT e IL-17F TC entre os grupos casos € controles, ndo apresentando por sua vez

significancia estatistica na analise.

TABELA 6. Distribuicdo genotipica de polimorfismos dos genes TNF-a, IL-17A,

ILI7F investigados em casos e controles.

No.(%)
SNP Caso Controle P-valor* OR (95% CI)?
TNF-a (G- 99 98
308A)
GG 37 (37,4) 84 (85,7) 1
GA 29 (29,3) 14 (14,3)
AA 33 (33,3) 0
AA+GA <0,001 10,375 (3,149-34,061)
Alelo G 0,52 0,93
Alelo A 0,48 0,07
IL17A 95 85
GG 66 (69,4) 51 (60) 1
GA 24 (25,3) 28 (28)
AA 5(5.3) 6(7,1) 0,395 0,435 (0,064-2,961)
Alelo G 0,82 0,76
Alelo A 0,18 0,24
IL17F 100 100
TT 96 (96) 91 (91)
TC 4(4) 9(9)
Alelo T 0,98 0,95
Alelo C 0,02 0,05

aRegressao logistica miltipla ajustada para as variaveis independentes, idade, género e etnia
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5. DISCUSSAO

No presente estudo foi relacionado a presenga de distintos polimorfismos de genes de
interleucinas, TNFa®3%A  [L109 19824 [L]10C81°T [L10C%%4 e IL176-17A, [L1747#8%G | entre
amostras de pacientes com cancer gastrico e sem cancer gastrico.

LEAL e colaboradores (2012) investigaram amostras de Cancer gastrico no norte do
Brasil, demonstraram que esta ¢ a segunda neoplasia mais frequente entre os homens e a
terceira entre as mulheres. O Instituto Nacional do Cancer (INCA) confirma que pico de
incidéncia se d4 em sua maioria em homens, onde 65% dos pacientes diagnosticados com
cancer de estdmago apresentam mais de 50 anos. Esses dados justificam os nossos resultados.

Em relacdo ao conjunto de marcadores da interleucina IL-10 (IL10979%24  [1]10¢-37T,
IL10“%?4), observou-se que a distribuicdo haplotipica que estd relacionada a elevada
expressao desta interleucina foi mais frequente no grupo de pacientes com cancer gastrico,
quando comparado ao grupo sem cancer. Estudos ja demonstraram, através de experimento in
vitro sob estimulacdo com lipopolissacarideo (LPS) ou concanavalina A (ConA), para outras
doengas inflamatérias e auto imunes, que os haplétipos de IL-10 iniciados por G (Guanina)
localizados na regido promotora do gene, representam alta producdo desta interleucina, bem
como haplétipos iniciados por adenina (A) representam baixa produ¢do. Nossos resultados
sugerem que exista associacdo entre a presenga destes hapldtipos e a susceptibilidade ao
desenvolvimento do cancer gastrico. (TIMMANN et al., 2014; ESKDALE, et al., 1999;
CRAWLEY et al.,1999)

A incidéncia de infec¢do por H.Pylori ¢ elevada no estado do Para (INCA, 2016;
VINAGRE et al., 2013; JUNIOR et al., 2013; SILVA et al., 2014), o que pode justificar altos
niveis de IL-10 encontrados em pacientes do grupo caso. O processo inflamatdrio cronico a
longo prazo, associado a esta bactéria, estd fortemente relacionado a alta produgdo de IL-10,
produzindo 6xido nitrico, que age como mediador de processos inflamatorios e esta
envolvido no desligamento do sistema imune, que sua vez induz a producdo de outras
espécies reativas de oxigénio, podendo fosforilar vias importantes responsaveis pela reparagao
do DNA, estimulando a indugdo de angiogénese, causando estimulagdo de fatores de
crescimento e silenciamento de genes supressores de tumor, entre outras caracteristicas

importantes do processo carcinogénico. (VALENZUELA, M et al., 2015; HANDA, O;
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NAITO, Y; YOSHIKAWA, T. 2010; Davies, G.R et al., 1994, FERNANDES, J.V et al.,
2015; EL-OMAR, EM et al., 2000)

Outros estudos também encontraram resultados concordantes em relagdo a
investigacdo da regido promotora do gene da /L0, dentre estes GARCIA, P e colaboradores
(2013), que relacionaram a mesma regido promotora ao risco de desenvolvimento da
hanseniase, constatando que haplotipos que representam elevada produgao, estio relacionados
as formas mais agressivas da doenga. Liu et al. (2011) e Zeng et al. (2012) investigaram a
regido promotora de IL-10 relacionada ao CG e demonstraram que os haplotipos que
representam elevada produgdo estdo relacionados ao maior risco de desenvolvimento do
cancer gastrico e pior progndstico dos pacientes.

Considerando os resultados de distribuicao do perfil de ancestralidade observado nas
amostras de cancer gastrico do presente estudo, todos os resultados de associagdo foram
corrigidos em funcdo da observacdo da subestruturagdo presente, por meio do software
STRAT. Os resultados desta analise confirmaram o efeito de associagao genética (p=1,1 E-9),
assim como os dos testes de regressao logistica binaria, que reafirmaram os gendtipos ligados
com alta produgdo de IL-10 (GCC/GCC, GCC/GCA, GCC/GTC, GCA/GCA, GCA/GTA)
como fator de risco ao cancer gastrico (p=1,15E-11; OR=2,630; IC 95%=2,116-3,271). Em
contrapartida, os genotipos associados a baixa producdo de IL-10 (ACC/ACC, ACC/ACA,
ACC/ATC, ACA/ACA, ATC/ATC) foram significativos no grupo de amostras controle. Este
resultado sugere que estes gendtipos estdo associados a um fator de protecdo contra o cancer
gastrico. ZHANG, Q e colaboradores (2014) afirmaram que IL10 tem atividade anti-
inflamatoria importante por um longo periodo de tempo, e por isso, apresenta-se como
supressor endogeno importante na infecgao in vivo.

Ao analisar aqueles individuos que possuiam o genotipo relacionado com a elevada
produgao de IL-10, foi demonstrado maior frequéncia da ancestralidade europeia no grupo de
individuos controle (p=1E-06), enquanto no grupo de pacientes com CG observou significante
frequéncia da ancestralidade africana (p=1.4 E-5). Nossos resultados corroboram aos de
ZABALETA e colaboradores (2014) que em estudo de susceptibilidade ao CG abordaram
distintas interleucinas, entre as quais a IL-10 e seus haplotipos, encontraram maior frequéncia
de ancestralidade africana no grupo de pacientes com CG. Segundo a pesquisa, para explorar
plenamente mapas de alta densidade, pode ser mais util se concentrar na transmissdo dos

multilocus de haplotipos, ao contrario de alelos em loci individuais, uma vez que cada novo
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alelo esta associado com a sua histéria cromossomica, a analise de haplotipos com base
exclusiva pode detectar segmentos cromossomicos que abrigam alelos-predisponentes da
doenga.

Em relagao a historia cromossdémica, RIBEIRO-DOS-SANTOS e colaboradores (2007)
relatam que antes da chegada dos conquistadores europeus, aproximadamente 2,5 milhdes de
nativos amerindios viviam no Brasil, e durante este processo de imigragao nos trés primeiros
séculos, aproximadamente 500.000 pessoas vieram de Portugal e aproximadamente 3,5
milhdes de africanos foram trazidos para o Brasil através do comércio de escravos. Mediante
a isso, percebemos a necessidade de considerarmos o processo de mistura interétnica no
Brasil para melhor entendimento dos mecanismos de adoecimento da populacao. ( SANTOS,
NPC et al., 2010; PINTO, P et al., 2015; LASTORIA, JC, ABREU, MAMM. 2014).

Nossos resultados demostram potencial influéncia da estrutura da populagdo, o que
evidencia a importancia para corre¢ao e identificacdo deste problema, em particular em
estudos de associacdo, especialmente em populagdes altamente miscigenadas como a
populagdo da Amazonia brasileira, sendo demonstrado anteriormente pelos autores VIEIRA,
P.CM et al., 2012; GARCIA, P et al, 3013, Carvalho, D.C et al., 2015, OLIVEIRA, C.J et
al.,2015.e SANTOS, N.P et al., 2010; PINTO, P et al., 2015.

. Segundo Oliveira e colaboradores (2015), em um estudo realizado com 207 pacientes
com cancer gastrico confirmados (segundo classificacio de Lauren) que analisaram
associagdes entre 0 SNP TNF-a-308 G/A .TNF-a tem sido reconhecido como uma importante
componente no desenvolvimento da inflamagdo e carcinogénese gastrica. Esta citocina ¢
reconhecida como das mais importantes pro-inflamatérias envolvidas no crescimento,
diferenciacdo, sobrevivéncia e funcdo celular de muitas células. Produzida por diversos tipos
de células, tais como neutrofilos, macrofagos, fibroblastos, queratindcitos, células NK
(Natural Killers), células T e B e células do tumor. TNF-a tem sido relatada a desempenhar
um papel importante na patogénese do cancer, outras associacdes entre a presenga dos

polimorfismos TNFaC3%4

, no gene TNF-a e fatores de risco ao desenvolvimento do cancer
gastrico foram realizadas. Segundo CHIURILLO e colaboradores (2014), polimorfismos em
genes de citocinas quando relacionados ao processo inflamatorio, exercem desregulagdo da
produgado de citocinas e sdo considerados importantes na primeira etapa da fase pré-cancerosa
(YU, T etal.,2014; OLIVEIRA, C.J et al., 2015; YANG, JP et al., 2014; BHAYAL, A.C et

al., 2013 ).
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Estes dados sdo corroborados por uma metanalise realizada por GUO e colaboradores
(2013) em mais de 58 estudos do tipo caso-controle que exploraram a associacao entre os
polimorfismos observados pelo gene TNF-a e o risco do desenvolvimento do cancer gastrico.
De fato, os resultados da grande maioria dos trabalhos encontraram associagdo significativa
(CHUNG, H.W; LIM, J.B.2014; BHAYAL, A.C et al.,2013 ; YANG, JP et al., 2014). Nesta
analise encontramos para populacdo estudada, um risco de maior susceptibilidade do
desenvolvimento do cancer géstrico quase 10 vezes maior para os pacientes do grupo caso
que apresentaram gendtipos TNF-a AA e TNF-a AG para mutagdo no gene TNF-a, resultado
que corrobora com a pesquisa de YU e colaboradores (2014), a qual analisou os

3084 para os mesmos genotipos, associando ambos a susceptibilidade ao

polimorfismos TNF-o
CG.

No que diz respeito a interleucina IL-17, sabe-se que a mesma pode promover a
expressao de peptideos antimicrobianos e desta forma facilitar a defesa do hospedeiro contra
infecgdes. O polimorfismo de IL-17A rs2275913G> A localizado na regido 5' proximo ao
gene de IL-17A pode regular a transcricdo do gene (HOU, C; YANG.F. 2015). Estudos
anteriores mostraram que polimorfismos nos genes IL-17A 1s2275913G> A e ILI7F
(rs763780 T> C) estdo intimamente associados a susceptibilidade de cancer gastrico. (LONG,
ZW et al.,2015); (HOU, C; YANG.F. 2015); (NIU,Y.N; YUAN, H; ZHOU, W. 2014); (WU,
X et al., 2014). Porém, nosso estudo ndo encontrou associagdo significativa entre os
polimorfismos do gene IL-17A e IL-17F e o risco do desenvolvimento de CG na populagdo
estudada (p=0,395).

Poucos sdao os estudos ja conduzidos com a IL-17 em amostras populacionais. A
literatura atual ndo apresenta, até o momento, estudos que tenham associado os polimorfismos
IL-17A 1s2275913G> A e IL17F (rs763780 T> C) ao risco de cancer gastrico em populagdes

brasileiras, incluindo as da regiao Amazonica.
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6. CONCLUSAO

Ao investigarmos e compararmos os marcadores informativos de ancestralidade
(AIM) nas amostras observou-se que de forma independente, a propor¢ao de europeus
foi maior nos dois grupos, no entanto uma maior contribui¢ao foi observada no grupo
controle.

Como descrito pela literatura, encontramos elevada incidéncia de cincer gastrico
no grupo de pacientes que apresentavam maior faixa etaria (51,76£19.58) e de género
masculino (62/22).

Em relacdo ao conjunto de marcadores da interleucina IL-10 (IL10%1%%A [L10“
819T " IL109%4), observamos que a distribuicdo haplotipica, quando relacionada a
elevada expressdo desta interleucina, foi mais frequente no grupo de pacientes com
cancer gastrico. Sugerindo que exista possivel associagdo entre a presenca de haplétipos
de alta producdo e o risco de desenvolvimento do cancer gastrico.

Ao analisarmos aqueles individuos que possuiam o genoétipo relacionado com a
elevada produgcdao de IL-10, foi demonstrado maior frequéncia da ancestralidade
europeia no grupo de individuos controle (p=1E-06), enquanto no grupo de pacientes
com cancer observou-se significante frequéncia da ancestralidade africana (p=1.4E-5).

Quando comparamos os padrdes genotipicos para populagdo estudada,
observamos que pacientes que apresentaram gendtipos TNF-a AA e TNF-o AG para
muta¢ao no gene TNF-o, apresentam maior susceptibilidade ao desenvolvimento do
cancer.

Este estudo ndo encontrou associacdo significativa entre os polimorfismos dos
genes IL-17A e IL-17F e o risco de desenvolvimento para o CG na populagao estudada.

Concluimos que os polimorfismos na regido promotora do gene /L-10 podem
influenciar os niveis de produgdo desta interleucina, promovendo aumento da
susceptibilidade no desenvolvimento do cancer gastrico, principalmente se associados a
uma maior contribuicdo da ancestralidade africana.

Por fim, existe potencial influéncia da desestruturacdo da populagdo nestes
resultados, destacamos a importancia para correcao e identificacdo deste problema, em
particular em estudos de associacdo, especialmente em populacdes altamente

miscigenadas como a populagdo da Amazodnia brasileira.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Capitulo IV, itens 1 a 3 da Resolu¢do 196/96 — Conselho Nacional de Salde)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

PROJETO: INVESTIGAGAO DE POLIMORFISMOS DE GENES DE CITOCINAS NO CANCER GASTRICO

A Universidade Federal do Pard (UFPA) juntamente com o Programa de Pds Graduagdo em
Oncologia e Ciéncias médicas (PPGOCM) estdo desenvolvendo uma pesquisa que avaliara o sangue
de pacientes da UNACON localizada no Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto (HUJBB), com o
objetivo de permitir o melhor entendimento e prevengao do cancer gastrico. Apds a sua autorizagdo,
suas doacgbes serdo encaminhadas a exames laboratoriais. Estas coletas ndo implicardo em riscos a
sua salde ou mudancga no seu tratamento. Ndo existem beneficios ou direitos financeiros a receber
sobre os resultados decorrentes da pesquisa. Se necessario, o restante do material ndo utilizado sera
armazenado para novos exames. A sua identidade serd preservada durante a publicacdo dos dados
obtidos na pesquisa.

Caso vocé tenha alguma duvida, entre em contato com a pesquisadora Gabriela Almeida de
Oliveira- telefone (91) 82678724 ou Andrea Kely Ribeiro dos Santos (91) 8143-1169. Uma cdpia
deste documento sera arquivada em seu prontudrio e uma cépia lhe sera fornecida.

Assinatura do Pesquisador Responsavel

Nome: Gabriela AlImeida de Oliveira
RG: 4579541 CPF: 894.619.752-87
E-mail: gabriela_gm4@hotmail.com/gabrielaoliveira2@gmail.com

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro que li as informagOes acima sobre a pesquisa, que me sinto esclarecido sobre o seus
riscos e beneficios. Declaro ainda que, por minha livre vontade, aceito participar da pesquisa
cooperando com a coleta de material para exame.

Nome: RG: CPF:

Assinatura do Voluntario

Data: / / Hora:

Responsavel por aplicar o TCLE:

RG: data: / / Hora:

Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto - Rua dos Mundurucus n°® 4487 - Bairro do Guama - CEP 66073-000
Servigo de Oncologia -Fone : (91) 3201-6764.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: IN)/ESTIGAQAO DE POLIMORFISMOS DE GENES DE CITOCINAS NO CANCER
GASTRICO

Pesquisador: GABRIELA ALMEIDA DE OLIVEIRA

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que néo necessita de andlise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 2

CAAE: 30382514.0.0000.0018

Instituicao Proponente: Nicleo de Pesquisa em Oncologia

Patrocinador Principal: FUNDACAO AMAZONIA PARAENSE DE AMPARO A PESQUISA - FAPESPA

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 653.354
Data da Relatoria: 27/05/2014

Apresentacao do Projeto:

O presente estudo pretende analisar e investigar os polimorfismos dos genes das interleucina IL17 (*197A),
IL 17F (*A7488G), TNF,, (*308A), IL-10(*G-1082A), IL10(*C-819T) e IL10(*C-592A) na patogenia do cancer
gastrico, na cidade de Belém (Pa), identificando por meio da PCR em Tempo Real os polimorfismos
presentes nos genes das interleucinas em questao, em amostras de pacientes com céncer gastrico.
Comparar os padroes de

expressao dos polimorfismos presentes nos genes das citocinas em questao, em amostras de sangue de
100 pacientes com lesbes precursoras ao cancer gastrico intestinal (gastrite superficial ndo-atrofica, gastrite
superficial atréfica, metaplasia intestinal e displasia), adenocarcinomas gastricos e em amostras de sangue
de 100 pacientes sem lesoes.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Investigar se os polimorfismos dos genes das interleucina IL17 (*197A), IL 17F (*A7488G), TNF,, (*308A), IL
-10(*G-1082A), IL10(*C-819T) e IL10(*C -592A) auxiliam na patogenia do cancer gastrico, na cidade de
Belém (Pa).

Objetivo Secundario:

Endereco: Rua Augusto Corréa n° 01-Sl do ICS 13 - 2° and.

Bairro: Campus Universitario do Guama CEP: 66.075-110
UF: PA Municipio: BELEM
Telefone: (91)3201-7735 Fax: (91)3201-8028 E-mail: cepccs@ufpa.br

Péagina 01 de 03



INSTITUTO DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE ‘G RGrar ° ™
FEDERAL DO PARA - ICS/

Continuacéo do Parecer: 653.354

-ldentificar por meio da PCR em Tempo Real, os polimorfismos presentes nos genes das interleucinas IL17
(*197A), IL 17F (*A7488G), TNF (*308A), IL-10(*G-1082A), IL10(* C-819T) e IL 10(*C-592A), em amostras
de pacientes com cancer gastrico;- Identificar e comparar os padrdes de expressao dos polimorfismos
presentes nos genes das citocinas em questdo, em amostras de sangue de pacientes com lesdes
precursoras ao cancer gastrico intestinal (gastrite superficial ndo-atrofica, gastrite superficial atréfica,
metaplasia intestinal e displasia), adenocarcinomas gastricos e em amostras de sangue de pacientes sem
lesbes.- Comparar o perfil de expressao desses polimorfismos das amostras deste estudo com os dados de
PCR em Tempo Real ja descritos na literatura;- Desenvolver uma metodologia simples de investigagcao que
permita a prevencdo do cancer gastrico, baseada em uma possivel validagdo dos polimorfismos de genes
de citocinas que possam ser utilizados como potenciais biomarcadores.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A pesquisa nao apresenta riscos, aparentes, aos pacientes nem aos pesquisadores.

Beneficios:

Entre os beneficios da pesquisa estdo o maior esclarecimento da relagcdo entre a inflamagéo e o processo
de tumorigénese ainda bastante obscuro;os dados bibliograficos em relagdo a este assunto ainda séo
escassos, sendo primordial a iniciativa para novas pesquisas a fim de esclarecimento e detec¢do prematura
da doenga, através do desenvolvimento de possiveis biomarcadores, assim como também a determinacéao
risco a que o

individuo esta exposto.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
O protocolo apresentado, nesta 2%versao, dispde de metodologia e critérios definidos. Sendo contemplados
0 sugerido no ultimo parecer.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Os termos apresentados estédo de acordo com a resolucéo 466/12 do CNS/MS.

Recomendacoes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Diante do exposto somos pela arprovacéo do projeto. Este é nosso parecer, SMJ.

Situacao do Parecer:
Aprovado
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Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:

BELEM, 20 de Maio de 2014

Assinado por:

Wallace Raimundo Araujo dos Santos
(Coordenador)
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